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1. RUTAS DE TRANSDUCCION DE SENALES MEDIADAS POR
MAPKs

Toda celula viva es capaz de detectar y actuar adecuadamente frente a cambios en
las condiciones ambientales de crecimiento o la presencia de diferentes estimulos. Para
ello, utiliza rutas de sefalizacion altamente complejas y de rapida respuesta que le
permiten adaptarse y sobrevivir ante las nuevas situaciones. En la levadura Saccharomyces
cerevisiae, la mayoria de estas respuestas estan reguladas a través de rutas de
transduccion de sefnales mediadas por MAP (Mitogen-activated protein) quinasas. Estas
rutas constan de un modulo conservado de protein quinasas, a traves del cual la
fosforilacion se transmite de forma secuencial de un elemento del modulo a otro,
permitiendo la amplificacion de las sefales iniciadas en la superficie celular (Widmann et
al, 1999). Una vez activado en respuesta a un estimulo, el primer componente de esta
cascada, la MAPKKK (MAPK Kinase Kinase o MEKK) fosforila a la MAPKK (MAPK Kinase o
MEK], que a su vez fosforila y activa a la MAPK (Marshall, 1995; Cobb y Goldsmith, 1995;
Cooper, 1994). Una vez activada, la MAPK fosforila a elementos que van a generar una
respuesta adecuada, fundamentalmente factores transcripcionales y otras proteinas, que,
en conjunto, van a modificar la expresion génica y a regular el metabolismo, la morfologia
celular o la progresion del ciclo celular, en respuesta a una sefal extracelular. También se
han descrito situaciones en las que la MAPK es capaz de regular directamente, y por si
sola, la activacion transcripcional mediante la formacion de interacciones estables con el
DNA (Alepuz et al, 2001; Alepuz et al, 2003; Proft y Struhl, 2002; Pokholok et al, 2006;
Kim et al, 2008). Normalmente, la induccidn de las rutas es transitoria, y esta regulada por
fosfatasas que reconocen la forma fosforilada de la MAPK y revierten la activacion una vez
que la célula ha respondido al estimulo extracelular o se ha adaptado a las nuevas
condiciones (Martin et al, 2005). El conocimiento actual sobre las rutas de MAPKs esta
basado, en gran parte, en la investigacion realizada en la levadura S. cerevisiae, dado que
muchos de los componentes de estas rutas y mecanismos por los cuales operan, estan

conservados evolutivamente en todo el reino eucariota.

Las MAPKKKs contienen un dominio regulador N-terminal y un dominio Ser/Thr
protein quinasa C-terminal. En condiciones de activacion, la MAPKKK fosforila dos residuos
de Ser o Thr de posiciones conservadas en el /oop de activacion de su diana MAPKK, que
posee una actividad protein quinasa dual especifica (Ser/Thr y Tyr). La MAPKK activada
fosforila ambos residuos de treonina y tirosina de un motivo —Thr-X-Tyr- conservado en el
loop de activacion de su diana, la MAPK. Estas fosforilaciones activan la MAPK causando

cambios conformacionales importantes para su actividad. Finalmente, la MAPK fosforila

INTRODUCCION
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sus sustratos en residuos de serina y treonina en dominios -Ser/Thr-Pro- (Chen y Thorner,
2007).

Cinco MAPKs (Fus3, Kss1, Hogl, SIt2 y Smk1) estan codificadas en el genoma de .
cerevisiae (Hunter y Plowman, 1997) y median respuestas bioldgicas especializadas
dependientes de estimulo (Figura 1). Fus3 es necesaria para el apareamiento; Kss1 regula
el crecimiento invasivo tanto en células haploides como diploides; Hog1 es necesaria para
la respuesta a estrés hiperosmotico y SIt2 controla la integridad celular frente a dafos en la
pared celular, estrés hipoosmotico y choque térmico, entre otros. Kss1 también media la
integridad celular en respuesta a defectos en la glicosilaciéon de proteinas. Por ultimo,

Smk1 esta implicada en esporulacion (Qi y Elion, 2005).

La especificidad de respuesta parece estar regulada por multiples mecanismos.
Uno de ellos es la presencia de elementos especificos por encima de la ruta, como
receptores y osmosensores que conducen la sefal de estrés por un modulo concreto de
MAPKs hacia los factores de transcripcion apropiados, cuya actuacion desencadena la
respuesta oportuna frente a un estimulo determinado. Algunas de estas rutas comparten
elementos (como la MAPKKK Stel1) y deben estar finamente reguladas para que no se
produzcan entrecruzamientos indebidos entre ellas (Saito, 2010). Una excelente revision

de las rutas de MAPKs en S. cerevisiae se puede consultar en Chen y Thorner (2007).

Escasez de Alta Estrés de Ausencia de
Input Feromonas nutrientes osmolaridad pared celular nutrientes
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FIGURA 1: Esquema de las rutas de MAP quinasas en S. cerevisiae.



1.1. La ruta de integridad celular (CWI

La pared celular de S. cerevisiae es una envuelta externa que protege a la célula de
las condiciones adversas del medio que la rodea, garantizando su viabilidad. Esta
estructura es esencial para contrarrestar la presion de turgencia establecida en el interior
de la célula como consecuencia de las diferencias en concentracion osmaotica respecto al
exterior (Svoboda, 1981; Klis et al, 2006). Asimismo, actua como barrera permeable
modulando la absorcion selectiva y secrecion de macromoléculas, participa en las
interacciones célula-célula y en la proteccion frente a diferentes tipos de estrés (Morris et
al, 1986; Klis et al, 2002). El papel de esta pared es fundamental tambien, en el
mantenimiento de la morfologia celular (Molina et a/, 2000; Cid et al, 1995; Smits et al,
1999; Klis et al, 2006). La pared en células vegetativas tiene una estructura laminada con
una capa interna de glucano y quitina y una capa externa de manoproteinas (Orlean,
1997; Lipke y Ovalle, 1998; Klis et al, 2002; Yin et al, 2005). Estos tres componentes
fundamentales: B-glucano, manoproteinas y quitina, representan un 50-60%, 35-40% y 1-
2% del peso seco de la pared, respectivamente y se encuentran unidos unos a otros
formando complejos macromoleculares (Nguyen et al, 1998). El glucano esta constituido
por residuos de glucosa unidos mediante enlaces B-1,3 o B-1,6, dando lugar al $-1,3
glucano y al 3-1,6 glucano, respectivamente. El 3-1,3 glucano se asocia localmente a través
de enlaces de hidrogeno constituyendo una red tri-dimensional continua y elastica (Lipke
y Ovalle, 1998; Molina et al, 2000; Klis et al, 2002). Los extremos no reducidos del -1,3
glucano pueden funcionar como puntos de unidn para quitina y -1,6 glucano. En la capa
externa de la red de f-1,3 glucano, altamente ramificada, se encuentran las
manoproteinas unidas directamente a las cadenas de B-1,3 glucano o indirectamente a
traves del 3-1,6 glucano (Kapteyn et al, 1996; Kollar et al, 1997). La quitina se asocia tanto
al B-1,3 glucano como al B-1,6 glucano, existiendo una fraccion de quitina libre, no unida

a polisacaridos (Cabib y Duran, 2005).

Este complejo macromolecular es una estructura dinamica, que puede variar en
composicion y grosor para adaptarse a las condiciones de crecimiento (composicion del
medio, temperatura, pH externo, niveles de oxigenacion, etc.) y remodelarse durante los
procesos morfogenéticos (Molina et al, 2000; Cid et al, 1995; Smits et al, 1999; Klis et al,
2006). Las situaciones de estrés que alteran esta estructura conducen a la activacion de
una respuesta celular conocida como “mecanismo compensatorio” (Popolo et af, 2001;
Smits et al, 2001), que permite a la célula variar la composicion y estructura de la pared
celular para consequir adaptarse. Este mecanismo incluye: 1) Un incremento en el

contenido de quitina en la pared lateral de la célula madre y en la célula hija (revisado en
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Smits et al, 1999); 2) Cambios en la asociacion entre diferentes polimeros de la pared
(Kapteyn et al, 1997); 3) Un incremento de distintas proteinas de pared celular (de Nobel
et al, 2000; Jung y Levin, 1999; Kapteyn et al, 1999); 4) Una redistribucion transitoria del
complejo B-1,3 glucan-sintasa (GS) en toda la superficie celular (Delley y Hall, 1999) ; y 5)
Una respuesta transcripcional estimulo-especifica que incluye entre otros genes un grupo
numeroso relacionado con la biogénesis de la pared celular (Garcia et al, 2004; Lagorce et
al, 2003). Todos estos mecanismos, que estan implicados en la reparacion de la pared
celular bajo condiciones de estrés y por tanto, permiten a la célula sobrevivir en estas
circunstancias (Popolo et al, 2001), estan principalmente regulados a traves de la ruta de
MAPKs CWI.

La ruta de integridad celular o CWI (Cell Wall Integrity) (Figura 2) consta de una
serie de sensores transmembrana que reconocen sefales producidas en la pared celular y
que las transmiten a las proteinas Rom1/2. Estas proteinas activan a la GTPasa Rhol, y ésta
a su vez a la protein quinasa C (Pkcl), responsable de la activacion de un modulo de
MAPKs. La MAPKKK Bck1 fosforila a las MAPKKs Mkk1/Mkk2 que activan finalmente a la
MAPK SlIt2. Slt2 actua sobre dos factores de transcripcion, RIm1 y Swi4/Swib, que
conducen a cambios importantes en la transcripcion de genes permitiendo Ia

supervivencia celular (revisado en Levin, 2005).
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lel, FIGURA 2: Esquema de la ruta de integridad celular
m (CWI) de S. cerevisiae.

En condiciones normales, la regulacion de la ruta de integridad celular esta
controlada por el ciclo celular. En ausencia de estrées, la remodelacion de la pared celular

se produce, uUnicamente, durante los diferentes estadios del ciclo vegetativo de Ia



levadura, siendo esencial para el crecimiento celular. Sin embargo, la ruta CWI se activa en
respuesta a una gran variedad de estimulos externos que causan estrés en la pared
celular, para conseguir la adaptacion y supervivencia. La exposicion de la levadura a altas
temperaturas (37-39°C) produce la activacion persistente de la ruta CWI (Kamada et al,
1995), de tal forma que mutantes delecionados en alguno de sus componentes presentan
lisis celular, unicamente cuando crecen a altas temperaturas (Torres et al, 1991). El
choque hipoosmotico provoca una activacion rapida pero transitoria de la ruta
(Davenport et al, 1995). Ademas, el tratamiento con feromonas estimula la sefalizacion al
mismo tiempo que se inicia el proceso de morfogénesis (Errede et al, 1995). Entre otras
situaciones que conducen a la activacion de la ruta CWI se encuentran también el
tratamiento con cafeina y vanadato (Martin et al, 2000), el estrés de reticulo
endoplasmatico (Scrimale et al, 2009), defectos en O-glicosilacion (Arroyo et al, 2011),
estres oxidativo (Alic et al, 2003) y pH extremos (Claret et al, 2005; Serrano et al, 20006).
Por ultimo, la ruta de integridad celular se activa en respuesta a dafnos sobre la pared de la
levadura producidos por tratamientos con agentes como Rojo Congo o Blanco de
Calcofluor que se unen a la quitina interfiriendo con el correcto ensamblaje de la pared
celular (Garcia et al, 2004; Ketela et al, 1999), la zimoliasa que degrada enzimaticamente
la pared celular, principalmente por su actividad B-1,3 glucanasa (Bermejo et al, 2008), o
Caspofungina que inhibe la actividad B-1,3 glucan-sintasa (Reinoso-Martin et al, 2003).
Asimismo, mutaciones en genes importantes para la biogénesis de la pared celular como
FKS1, GASTy MNN9 entre otros, dan lugar a células con una pared celular debilitada que

presentan una activacion basal de la ruta (de Nobel et a/, 2000; Lagorce et al, 2003).

1.1.1. Sensores

La activacion de la ruta CWI, esta basada por tanto, en la deteccion de senales
especificas en la superficie celular. Una familia de sensores de superficie: Wsc1-4, Mid2 y
Mtl1, reconocen las sefales externas que llegan a la membrana plasmatica (Rajavel et al,
1999, Verna et al, 1997: Heinisch et al, 2010). Estos sensores son proteinas
transmembrana, con una estructura semejante que consiste en un dominio pequeno
citoplasmatico, una region transmembrana y un dominio extracelular rico en residuos de
Ser/Thr, altamente O-manosiladas, siendo dicha manosilacion esencial para la sehalizacion
(Lommel et al, 2004). Adicionalmente, Wsc1 contiene un motivo rico en cisteinas en el
dominio extracelular N-terminal (Lodder et al, 1999). Dentro de este grupo de sensores,
los que participan en la sefnalizacion de la mayoria de los estimulos y actuan como
principales activadores de la ruta son Wsc1 (también llamado SIg1 o Hcs77) (Gray et al,
1997; Jacoby et al, 1998; Verna et al, 1997) y Mid2 (Rajavel et al, 1999). Asi, la delecion
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simultanea de ambos sensores da lugar a cepas no viables en la mayoria de los fondos
genéticos, a menos que estas ceélulas crezcan en presencia de soporte osmaotico (Rajavel et
al, 1999; Ketela et al, 1999).

La funcionalidad de estos sensores es estimulo-dependiente, existiendo papeles
especificos para cada sensor en funcion de la naturaleza del estrés. Tanto Wscl como
Mid2 participan en respuesta a estrés térmico (Gray et al, 1997, Verna et al, 1997, Ketela
et al, 1999). La activacion de la MAPK SIt2 por caspofungina (Reinoso-Martin et al, 2003;
Bermejo et al, 2010) o pH alcalinos (Serrano et al, 2006) depende, principalmente, del
sensor Wscl. Por el contrario, la fosforilacion de Slt2 en respuesta a feromonas (Errede et
al, 1995), estrés térmico y Blanco de Calcofluor (de Nobel et a/, 2000; Ketela et al, 1999),
vanadato (Martin et al/, 2000) o pH acido (Claret et al, 2005) se encuentra
significantemente disminuida en mutantes midZA. Ademas, la respuesta transcripcional
consecuencia del tratamiento con Rojo Congo esta mayoritariamente mediada por Mid2, y
solo una pequena parte depende de la presencia de Wscl. Sin embargo, el efecto de Ia
zimoliasa esta exclusivamente reconocido por la rama Shol de la ruta HOG y solo
depende marginalmente de Wscl y Mid2 (Bermejo et al, 2008; Bermejo et al, 2010;
Garcia et al, 2009). Por ultimo, Mtl1 responde principalmente a estrés oxidativo (Vilella et
al, 2005).

Aunqgue el mecanismo molecular preciso mediante el cual estos sensores detectan
danos en la pared celular no es completamente conocido, los sensores Wscl y Mid2
parecen operar como mecanosensores que detectarian cambios en la rigidez de la pared
celular o en la membrana plasmatica tras la exposicion a estreses externos (Heinisch et al,
2010; Dupres et al, 2009; Hutzler et al, 2008; Levin, 2005; Philip y Levin, 2001).

Como consecuencia del “reconocimiento” de la situacion de darno, el dominio
intracelular del sensor interacciona con Roml/2. Estas proteinas son GEFs (Guanine
nucleotide Exchange Factor) de Rhol, que estimulan el intercambio de nucleétido de
GDP por GTP, activando a la GTPasa Rho'1 (Philip y Levin, 2001).

1.1.2. Rholy Pkcl

Rhol es una proteina esencial en el control de la sefalizacion de la ruta CWI,
recibiendo la mayor parte de la informacion de entrada desde la superficie celular y
regulando la salida de las senales implicadas en diferentes procesos como la biogénesis de
la pared celular, la organizacion del citoesqueleto de actina y la secrecion polarizada

(revisado en Cabib et al, 1998). Rhol es una GTPasa perteneciente a la familia RHO, que



cicla entre dos estados: uno activo, unido a GTP y otro inactivo, unido a GDP. Este proceso
se encuentra regulado negativamente por proteinas activadoras de GTPasas,
denominadas GAP (GT7Pase Activating Frotein) y positivamente por factores
intercambiadores del guanosina o GEF. Bem2 y Sac7 son las GAPs implicadas en la
regulacion negativa de Rhol, en su papel de activador de la ruta de integridad celular
(Martin et al, 2000; Schmitz et al, 2002). Por el contrario, Rhol es activada
mayoritariamente a través de las GEFs Roml1/2 (Ozaki et al, 1996), activando a
continuacion a diferentes efectores. Rho1 actua como una subunidad reguladora en el
complejo GS, estimulando la actividad glucan-sintasa de manera GTP-dependiente (Mazur
y Baginsky, 1996; Qadota et al, 1996). Una pareja de genes relacionados, FKS/ y
FKSZ2/GSCZ, codifican subunidades cataliticas del complejo GS, funcionando
presumiblemente como dianas de la actividad Rhol. Por otro lado, Rho1 se une y activa a
la protein quinasa C, codificada por el gen PKC/ (Nonaka et al, 1995). La pérdida de
funcion de PKC/ o cualquiera de los componentes de la cascada de MAPKs bajo su
control, resulta en lisis celular atribuida a una deficiencia en la construcciéon de la pared

celular.

1.1.3. Mddulo de MAPKSs

Pkc1 fosforila al primer eslabon del modulo de MAPKs, la MAPKKK Bck1 (Lee y
Levin, 1992). Bckl fosforila y activa a un par de MAPKKs parcialmente redundantes
Mkk1/2 (Irie et al, 1993, responsables de la activacion, en ultimo lugar, de la MAPK SIt2
(Torres etal, 1991).

Bck1 es fosforilada in vitro por Pkc1 en varios residuos (Ser 939, Thr 1119, Ser
1134) que parecen ser los residuos implicados en su activacion. Determinadas mutaciones
en esta region producen una activacion constitutiva de la proteina y por tanto de la ruta,
lo que ha permitido rescatar en multitud de ocasiones fenotipos de sensibilidad en
diferentes mutantes y situaciones de estrés de pared celular (Levin et al, 1994). Bckl
fosforila a las MAPKKs parcialmente redundantes, Mkk1/Mkk2 que son necesarias para la
activacion de SIt2 (Irie et al, 1993; Kamada et al, 1995; Paravicini y Friedli, 1996). La
delecion individual de cualquiera de las dos no impide el funcionamiento de la ruta de
integridad celular, sino que es necesaria la delecion de ambas MAPKKs para eliminar la
funcionalidad de la ruta (Irie et al, 1993; Jiménez-Sanchez et al, 2007). Estudios mas
recientes sugieren ciertas diferencias entre ambas y una mayor importancia de Mkk1 en Ia
senalizacion (Jiménez-Sanchez et al, 2007; Martin et al, 2000). Mkk1 y Mkk2 fosforilan y
activan la MAPK Sit2 (Torres et al, 1991). El efecto contrario lo ejercen las protein

fosfatasas Ptp2, Ptp3 (Mattison et al, 1999), la fosfatasa de especificidad dual, Msg5
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(Flandez et al, 2004) y Sdp1 que actua especificamente sobre Sit2 (Collister et al, 2002).
La desfosforilacion e inactivacion de las MAPKs por las protein fosfatasas es una de las
formas mas directas de modular tanto la duracidn como la intensidad de la respuesta
generada por las rutas de MAPKs. De lo contrario, la activacion descontrolada de estas

proteinas podria llegar a ser perjudicial para la célula.

También se ha descrito un papel de retrofosforilacion de SIt2 sobre sus MAPKKs,
que podria tener cierto papel en la retroalimentacion positiva de la ruta (Jiménez-Sanchez
et al, 2007). En cuanto a su localizacion, originalmente se propuso que Slt2 se encontraba
predominantemente en nucleo y citoplasma en condiciones basales, relocalizandose al
citoplasma rapidamente en respuesta a estrés térmico (Kamada et al, 1995). Trabajos
posteriores indicaron que SIt2 podia localizarse también en sitios de crecimiento

polarizado (van Drogeny Peter, 2002).

Uno de los mecanismos que proporcionan especificidad en la sefalizacion de las
rutas de MAPKSs son las interacciones especificas entre proteinas. Muchas de las proteinas
que interaccionan con las MAPKs (activadores, sustratos o proteinas fosfatasas) contienen
motivos conservados, conocidos como dominios docking, que se encuentran fuera de los
dominios cataliticos y que median uniones especificas e interacciones de alta afinidad con
las MAPKs (Treisman, 1996, Tanoue y Nishida, 2002; Bardwell y Thorner, 1996). Estos
dominios de anclaje han sido caracterizados también dentro de las mismas MAPKs. La
region de las MAPKs que interacciona con los dominios docking es compleja y esta
formada por el dominio CD (Common-docking), el motivo ED (Glu/Asp containing) y una
region hidrofébica (Akella et al, 2008). El dominio CD se encuentra muy conservado y se
caracteriza por contener aminodacidos cargados negativamente (asparticos y glutamicos)
en el dominio C-terminal de la quinasa (Tanoue et al/, 2000). La substitucion de estos
residuos por aminoacidos de carga neutra elimina completamente la union entre
proteinas, indicando la importancia de la interaccionan electrostatica de los dominios CD
con los aminoacidos positivamente cargados dentro de los dominios dockirng de las
proteinas que interaccionan con las MAPKs (Tanoue y Nishida, 2002). Los motivos ED se
encuentran cerca de los dominios CD en la estructura terciaria de la MAPK y contribuyen
tambien a la especificidad de union (Tanoue y Nishida, 2003). La MAPK SIt2 se une a su
activador Mkk1 a través de su dominio CD. Teniendo en cuenta que los dominios docking
median la interaccion de Slt2 con otros componentes de la ruta CWI, como Mkk2 y los
factores de transcripcion RIm1 o Swi4, esto indicaria que Sit2 utiliza preferentemente este
tipo de interaccion para unirse con otras proteinas. Sin embargo la union a la fosfatasa
Msg5 es independiente del dominio CD y esta mediada por el /oop L16 conservado de las

MAPKs presentes en la region CD-proximal (Palacios et al, 2011).



A diferencia del resto de MAPKSs, SIt2 y su ortélogo en humanos ERK5 (Truman et
al, 2006) presentan dominios de activacion transcripcional dentro de la zona C-terminal
(Soler et al, 1995; Kasler et al, 2000). Uno de estos dominios se encuentra en la region
definida por los aa 274-329 y la segunda es una secuencia rica en glutaminas definida por
los aa 347-374, que esta implicada tanto en la activacion transcripcional como en la

asociacion de SIt2 consigo misma (Kim et al, 2007).

Mip1 (codificada por el gen MLPI/KDXI) es una proteina paraloga de SIt2
(Watanabe et al, 1997) que comparte el 53% de identidad en su secuencia aminoacidica
(Kim et al, 2008), aunque en realidad se trata de una pseudoquinasa (Kim et al, 2008;
Hanks y Hunter, 1995|. El hecho de que se demostrara mediante ensayos de dos hibridos
su interaccion con Rim1 (Watanabe et al, 1997), sugirio que Mip1 podia afectar a la ruta
CWI a través de RIml1. La delecion de MLP/ no produce ningun fenotipo detectable,
aunque el doble mutante s/tZAmjp /A es mas sensible a cafeina que el mutante sencillo
SItZA y la sobreexpresion de Mip1 suprime el fenotipo de sensibilidad a cafeina observado
en un mutante bck /A, mientras que es incapaz de suprimir el defecto en crecimiento a
altas temperaturas (Watanabe et al, 1997). Sin embargo, se desconoce cual es el papel
funcional de Mip1 a este nivel. Mas recientemente se ha descrito que tanto Slt2 como
MIp1 pueden activar la transcripcion de genes a través de un mecanismo no catalitico
(Kim et al, 2008) (este mecanismo se tratara en detalle mas adelante). Por ultimo, hay que
destacar que el gen MLPI se induce transcripcionalmente en respuesta a muitiples
situaciones de estrés sobre la pared celular (Agarwal et al, 2003; Garcia et al, 2009;
Garcia et al, 2004; Lagorce et al, 2003).

1.1.4. Factores de transcripcion

La fosforilacion de SIt2 conduce a la activacion de dos factores de transcripcion
identificados hasta el momento, Rim1 y SBF que producen cambios importantes en Ia

expresion geénica (Jung y Levin, 1999; Garcia et al, 2004; Madden et al,, 1997).

SBF es un complejo heterodimérico formado por las proteinas Swi4 y Swib (Taba et
al, 1991, Andrews y Herskowitz, 1989; Breeden y Nasmyth, 1987). Swi4 es la subunidad
de union a DNA de secuencia especifica, aunque necesita a Swi6, la subunidad
reguladora, para dicha union. Este factor de transcripcion participa principalmente en la
activacion de genes durante la transicion G1/S del ciclo celular ([CLN 1, CLNZ, PCL]T y PCLZ)
y durante la morfogénesis (lyer et al, 2001; Igual et al, 1996). Algunas evidencias sugieren
desde hace tiempo una relacion entre el complejo SBF y la ruta de integridad: (i) la

sobreexpresion de Swi4 es capaz de suprimir el fenotipo de lisis celular de un mutante
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SItZA (Madden et al, 1997); (ii) los mutantes swi4A y swi6A son hipersensibles a calcofluor,
indicando el papel de SBF en la biogénesis de pared celular (Igual et al, 1996); (iii) SIt2 se
asocia con SBF /n vivo (Madden et al, 1997) y con Swi4, pero no con Swib, in vitro (Baetz
etal, 2001); y (iv) Swib es fosforilado /n vivo e in vitro por SIt2 en respuesta a estrés sobre
la pared celular (Madden et al, 1997). Trabajos mas recientes han demostrado que SBF
juega cierto papel en la regulacion de genes de respuesta a estrés sobre la pared celular
(Kim y Levin, 2010; Kim et al, 2008). El complejo SBF regula Ia activacion transcripcional
de los genes FKSZ (Kim et al, 2008), CHAI, YLRO42C e YKROI3W (Kim y Levin, 2010),
caracterizados por inducirse en situaciones de dano sobre la pared celular
independientemente de RIm1 (Garcia et al, 2004). Estos genes son activados a traves de
un mecanismo no catalitico de la MAPK: la forma activa o fosforilada de la MAPK SIt2 y su
pseudoquinasa Mip1, forman un complejo con Swi4 que se asocia a los promotores de 10s
genes diana independientemente de Swib (Kim y Levin, 2010; Kim et af/, 2008). Sin
embargo, el reclutamiento posterior de Swib es necesario para la activacion de la
transcripcion. Ademas, se ha descrito recientemente que SIt2 posee también una funcion
no catalitica en el proceso de elongacion, a través de su interaccion con el complejo

asociado a la Pol Il, Paf1C (Kim y Levin, 2011).

Otra diana de la ruta de integridad celular es el factor de transcripcion Rim1. Esta
proteina controla la expresion de la mayoria de los genes inducidos en situaciones de
estrés sobre la pared celular. El gen RLM] (Resistant to the Lethality of Mkk1**) fue
identificado en un screening genético dirigido a la identificacion de mutantes resistentes a
la inhibicién de crecimiento causada por la sobreexpresion del alelo MKK ****" (Watanabe
et al, 1995). La mutacion de una serina a prolina en la posicion 386 de Mkk1 produce la
activacion de la ruta CWI de forma constitutiva incluso en ausencia de elementos que se
encuentren localizados por encima de la MAPKK (Watanabe et al, 1995). El factor de
transcripcion codificado por dicho gen pertenece a la familia de las proteinas MADS
(Mcm I-Arg80-Deficiens-serum response factor [SRF]), compartiendo similitud con Ia
subfamilia MEF2 de mamiferos. La comparacion de su secuencia, de 676 aminoacidos, con
las bases de datos de GenBank y EMBL (Pearson y Lipman, 1988) revela una region N-
terminal de 80 aminoacidos homologa a los dominios de unién a DNA y dimerizacion de
las proteinas MADS. EI dominio MADS presenta los primeros 16 aminoacidos conservados
en todas estas proteinas, siendo mayoritariamente residuos basicos y polares. La region
basica tiene dos segmentos tedricos de a-hélices (Watanabe et a/, 1995). El dominio de
union a DNA del factor de transcripcion RIm1 reconoce secuencias especificas en el DNA
definidas por Dodou y Treisman (Dodou y Treisman, 1997): CTAWWWWTAG, siendo W

adenina 6 timina. Este dominio se redefinié como TAWWWWTAGM por Boorsma et al., en



2004 (Boorsma et al, 2004). Rim1 es un substrato de SIt2 /r7 vitro y muestra /n vivo, bajo
condiciones de estrés termico, una fosforilacion dependiente de SIt2 (Watanabe et al,
1997). La interaccion /n vivo de Rim1 con SIt2, se descubrio mediante ensayos de dos
hibridos, definiéndose especificamente la region central determinada por los aminoacidos
246-445, como responsable de dicha union (Watanabe et al, 1997, Watanabe et al,
1995). RIm1 comparte una region con las proteinas MEF2 que es presumiblemente un
dominio docking para Sit2 (residuos 324-329), necesario para la activacion transcripcional
en respuesta a estrés sobre la pared celular (Jung et al, 2002). RIm1 reside en el nucleo,
independientemente de la presencia o ausencia de estres sobre la pared celular (Jung et
al, 2002). Su fosforilacion por Slt2, en residuos de serina y treonina en una regioén que
presenta similitud con el dominio de activacion transcripcional de las proteinas MEF2
(delimitado por los residuos 329 y 445), estimula su actividad. Dentro de esta region se
encuentran 3 motivos Ser/Thr-Pro (S374, S427 y T439), dianas potenciales para la
fosforilacion por la MAPK Sit2. La fosforilacion de los residuos Ser427 y Thr439 parecen ser
responsables de la mayor parte de la activacion transcripcional en respuesta a danos sobre
la pared celular (Jung et al, 2002). Por ultimo, el dominio C-terminal de RIm1 (residuos
526-676) es necesario para la activacion transcripcional (Watanabe et al, 1997). Este
dominio contiene secuencias ricas en asparaginas. Por tanto, es razonable suponer que el
dominio C-terminal de RIm1 contenga un fuerte dominio de activacion, cuya actividad
esté potenciada por la fosforilacion de multiples motivos Ser/Thr-Pro presentes en la

region central (Figura 3J.

Dominio de Dominio Dominio de Dominio
unién a DNA docking fosforilacion rico en Asn
C 00 r
1 $374 $427 T439 676
N-term 80 222 246 324329 445 526 C-term

FIGURA 3: Estructura del factor de transcripcion RIm1, indicando las posiciones aminoacidicas mas relevantes.

A diferencia de lo que ocurre en mutantes de la ruta de integridad celular, la
delecion de RLMT no produce fenotipos de sensibilidad a estimulos que afectan a la pared
celular, excepto el de sensibilidad a cafeina (Watanabe et al, 1995). Por tanto, el modesto
fenotipo de un mutante r/mJ7A, comparado con el del mutante s/tZA, sugiere que Slt2 ha

de tener dianas adicionales.

z
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1.1.5. Respuesta transcripcional mediada por la ruta CWI

Como ya se ha mencionado anteriormente, las situaciones que alteran la
integridad de la pared celular activan el denominado “mecanismo compensatorio”
(Popolo et al, 2001; Smits et al, 2001), cuyo principal resultado es el cambio del programa
transcripcional de la celula, responsable en ultima estancia de los cambios observados en
la levadura. La adaptacion de la levadura a estrés sobre la pared celular esta
principalmente regulada a traveés de la ruta CWI. La activacion de esta ruta produce la
hiperfosforilacion de la MAPK SIt2, que a continuacion activa al factor de transcripcion
RIm1 y que en ultimo lugar desencadena una respuesta transcripcional. Este cambio en la
expresion de genes modula la adaptacion frente a las condiciones que interfieren en ese
momento con la estabilidad de la pared celular. El desarrollo de nuevas herramientas y
técnicas de analisis gendmico, como la tecnologia de microarrays de DNA, ha sido
fundamental para definir estas respuestas, permitiendo el analisis de los perfiles de
expresion geénica en determinadas situaciones. De esta manera, el programa
transcripcional de la levadura en respuesta tanto a danos constitutivos como transitorios
sobre la pared celular ha sido ampliamente estudiado. El primer trabajo centrado en la
caracterizacion de la respuesta transcripcional global producida bajo la activacion de la
ruta CWI, consistio en un estudio a escala gendmica dirigido a identificar cambios en la
expresion como resultado de la activacion de la MAPK. Para ello se empled el alelo
hiperactivo de Mkk1 (MKK I****"), que producia una activacion basal de Slt2 (Jung y Levin,
1999). Posteriormente, se analizaron los perfiles transcripcionales de la levadura a
situaciones de estrés constitutivo y transitorio. Asi, se analizo el transcriptoma de mutantes
como gasiA, mnn9A, fksIA, kre6A o knr4A, afectados en diferentes procesos de la
construccion de pared celular, como la biosintesis de B-1,3 y B-1,6 glucano, la manosilacion
de proteinas de pared, el entrecruzamiento de componentes de la pared celular y la
coordinacion entre la sintesis de pared y el crecimiento celular (Lagorce et al, 2003).
Como danos transitorios se han estudiado las respuestas a tratamientos con Rojo Congo
(Garcia et al, 2004), zimoliasa (Garcia et al, 2009; Garcia et al, 2004; Boorsma et al,
2004), Caspofungina (Bermejo et al, 2010) y Calcofluor (Boorsma et al, 2004), cuyo

mecanismo de activacion ha sido comentado anteriormente.

Aunque existen diferencias en los perfiles transcripcionales inducidos por las
diferentes situaciones que conducen a dafnos en la pared celular, el nucleo principal de Ia
respuesta es similar. La comparacion de los perfiles transcripcionales bajo las condiciones
arriba indicadas, sefalan que a pesar de que existen respuestas especificas en cada caso,

la induccion de genes implicados en la biogénesis de la pared, metabolismo y generacion



de energia, morfogénesis, transduccion de sefales y estrés, es comun a la mayoria de las
respuestas. Adicionalmente, el analisis comparativo de los resultados obtenidos para los
estreses mediados por Rojo Congo, zimoliasa y casopofungina identific6 un grupo de 18
genes fuertemente inducidos bajo las tres condiciones y que pueden por tanto
considerarse la “huella transcripcional” de la respuesta en situaciones de estrés sobre la

pared (Arroyo et al, 2009).

A diferencia de otras respuestas a estrés ambiental, el modulo principal de la
respuesta transcripcional a dafnos en la pared celular alcanza su pico a tiempos largos. La
cinética de expresion global estudiada para el tratamiento con Rojo Congo demuestra
que, aunque tras una hora de tratamiento se induce la expresion de algunos genes, la
induccidon de una respuesta transcripcional eficiente requiere de 2-3 horas de tratamiento
(Garcia et al, 2004). La cinética de esta respuesta indica la existencia de una respuesta
transitoria para un grupo de genes, incluyendo aquellos relacionados con transduccion de
senales, y una respuesta mas sostenida en el tiempo para otro grupo de genes que
codifican para proteinas con un papel en la construccion y remodelado de la pared celular
(Garcia et al., 2004).

El analisis de los multiples sitios de unidon para diferentes factores de transcripcion
en los promotores de los genes inducidos en esta respuesta transcripcional indica que la
mayoria de los genes presentan motivos de union para Rim1. Este hecho sugiere el papel
mas importante para la ruta de integridad celular mediada por la MAPK SIt2 y su factor de
transcripcion RIm1 en la regulacion de la respuesta transcripcional del mecanismo
compensatorio. Sin embargo, existe un enriquecimiento significativo en genes que
presentan motivos para otros factores de transcripcion como Crz1, SBF, Msn2/Msn4, Hsf1,
Stel2 y Tecl, entre otros, sugiriendo una regulacion mucho mas compleja de esta
respuesta, con la posible participacion de otras rutas de senalizacion (Garcia et al, 2009;
Garcia et al, 2004; Boorsma et al, 2004; Lagorce et al, 2003).

La caracterizacion experimental de perfiles transcripcionales de mutantes en
diferentes elementos de la ruta de integridad CWI en situaciones de activacion, ha
permitido evaluar la participacion directa de estos elementos en la regulacion de Ia
respuesta transcripcional. La activacion de la mayoria de genes en respuesta a Rojo Congo
(Garcia et al, 2004), temperatura (Jung y Levin, 1999) y zimoliasa (Garcia et al, 2009)
depende del factor de transcripcidon RIm1. Sin embargo, existen diferencias segun el
estimulo. En condiciones de estrés mediado por Rojo Congo toda la respuesta
transcripcional depende de Sit2 y RIm1 (Garcia et al, 2004), con la excepcién de los genes

PHOS89, FKSZ, YLRO42C y CHAT, mientras que el dano en pared causado por zimoliasa es
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sefalizado a través de la rama Shol de la ruta de alta osmolaridad (ruta HOG),
dependiendo la expresion de muchos de los genes inducidos en estas condiciones, tanto
de SIt2 como de Hog1 (Bermejo et a/, 2008; Garcia et al, 2009). Mientras que la respuesta
a RC esta mediada mayoritariamente por Mid2, los dafnos inducidos por la zimoliasa no
son senalizados por los sensores de la ruta CWI, sino por el sensor Hkr1 de la rama Shol,
por debajo de la cual se produce una conexion entre la ruta HOG y la ruta CWI, necesaria
para la activacion de SIt2 (Bermejo et al, 2008; Garcia et al, 2009). Por tanto, el dano
celular por zimoliasa implicaria dos respuestas transcripcionales diferentes: una respuesta
transcripcional de adaptacion a estrés osmotico, que incluiria los genes que responden a
bajos niveles de activacion de Hogl, y una respuesta principal relacionada con Ia
adaptacion a defectos en la integridad de la pared celular regulada por Slt2 y RIm1, que

requiere también la participacion de elementos de la rama Shol de la ruta HOG.

2. EL PROCESO DE TRANSCRIPCION EN LEVADURAS

La RNA polimerasa (RNA Pol) es la enzima encargada de llevar a cabo la
transcripcion, uno de los procesos celulares que controla de forma mas directa la
expresion génica. A diferencia de los organismos procariotas, que solo tienen una RNA
Pol, los eucariotas presentan tres, RNA Polimerasa |, Il y lll, que se encargan de producir
diferentes tipos de RNAs. La RNA Pol | es la responsable de Ia sintesis de una parte del RNA
ribosémico, la RNA Pol Ill se encarga de transcribir RNAs de pequeno tamaro como el
RNA de transferencia, mientras que la RNA Pol Il es la encargada de transcribir el RNA
mensajero (RNAm| que codifica para proteinas estructurales y otros RNAs no codificantes.
El proceso de transcripcion llevado a cabo por la Pol 1l se divide en tres etapas: iniciacion,
elongacion y terminacion. El inicio de la transcripcion en eucariotas es un proceso
altamente regulado en el que participan un gran numero de proteinas, desde factores de
transcripcion que se unen de forma especifica al DNA, hasta complejos remodeladores y
modificadores de cromatina que alteran esta estructura, controlando la unidén de estos
mismos activadores y permitiendo a continuacion la union de los componentes de la
maquinaria general de la transcripcion y la Pol Il (Struhl et al, 1998; Pugh, 2000;
Orphanides y Reinberg, 2002; Li et af, 2007). El proceso de transcripcidon comienza con la
union de los activadores transcripcionales en secuencias especificas del DNA en respuesta
a sefnales celulares. Estos reclutan coactivadores transcripcionales como los complejos
remodeladores de cromatina ATP dependientes y los complejos modificadores de
histonas, que producen una relajacion de la estructura de la cromatina, permitiendo a

continuacion la entrada de los factores generales de la transcripcion (GTFs) y la Pol Il para



la formacion del complejo de pre-iniciacion de la trascripcion (PIC). Es importante destacar
que la organizacion del genoma en nucleosomas es capaz de afectar todas las etapas de
la transcripcion, desde la unidn del activador transcripcional, hasta la formacion del PIC y

también, pasos posteriores como la elongacion (revisado en Workman y Kingston, 1998).

2.1. Estructura y organizacion de la cromatina

El genoma eucariota se encuentra empaquetado dentro del nucleo celular en
forma de cromatina, una estructura altamente organizada que tiene como unidad
fundamental el nucleosoma. Estos nucleosomas se encuentran organizados en cadenas
lineales a lo largo del DNA, denominadas collar de cuentas o rosario (beads-on-a-string),
siendo cada cuenta o unidad repetida lo que se define como nucleosoma (Figura 4A). Esta
estructura puede compactarse en estructuras de orden superior, como la fibra de 30 nm
que es transcripcionalmente inactiva, pero que puede desorganizarse en funcidon de las
necesidades de la célula (Luger y Hansen, 2005). A su vez, estas fibras se empaquetan en
estructuras de orden superior hasta formar los cromosomas, altamente compactados

durante la mitosis (Figura 4A).
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FIGURA 4: Empaquetamiento del DNA. (A}
Organizacion del DNA dentro de la
cromatina. ElI nivel mas bajo de
organizacion es el nucleosoma. En el
siguiente nivel de organizacion, las cuentas
en rosario se compactan en la fibra de 30
nm de diametro, y estas fibras se organizan
después en estructuras de orden superior.
(B) La estructura del nucleosoma obtenida
mediante difraccidon de rayos X (vista frontal
y lateral), donde cada histona se presenta
de diferentes colores y el DNA de color gris.
A la derecha, representacion esquematica
del nucleosoma, donde se senalan ejemplos
de modificacion de histonas (Ac, acetilacion
y Me, metilacion) y las variantes de histonas,
B H3.3 y H2A.Z. Figuras adaptadas de Jiang y
Pugh (2009b), Luger et al (1997) y
Felsenfeld y Groudine (2003).
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Los nucleosomas estan formados por un fragmento de DNA de 146 pb, enrollado
1,65 veces a un octamero de histonas, estableciéndose 14 contactos entre ellos (Luger et
al, 1997). Cada octamero esta compuesto a su vez por dos copias de cada una de las 4
histonas: H2A, H2B, H3 y H4 (Figura 4B). Cada histona posee una cola N-terminal de 16 a
44 residuos de longitud, que junto con los dominios globulares pueden ser post-
traduccionalmente modificados en residuos especificos, conduciendo a cambios en la
estructura de la cromatina a través de interacciones directas con elementos del
nucleosoma y de la maquinaria nuclear (Kouzarides, 2007). Las histonas H2A y H3 pueden
ser reemplazadas por las variantes de histonas H2A.Z (Htz1 en levaduras) y H3.3. H2A.Z
ha sido relacionada tanto con activacion como con la represion de la expresion génica,
mientras que H3.3 se deposita Unicamente en regiones transcripcionalmente activas

(Kamakaka y Biggins, 2005; Sarma y Reinberg, 2005).

La cromatina puede presentarse en dos estados diferentes: eucromatina y
heterocromatina. La eucromatina se encuentra diseminada por todo el nucleo y
representa la forma activa de la cromatina, en la que se esta transcribiendo el material
genético y por lo tanto, donde se encuentran la mayoria de los genes activos. Por otro
lado, la heterocromatina es la forma inactiva condensada, localizada sobre todo en Ia
periferia del nucleo. En estas regiones, los nucleosomas se encuentran unidos a proteinas

adicionales produciendo el silenciamiento de los genes.

La importancia de los nucleosomas en la regulacion génica paso desapercibida
hasta que se demostrd que su presencia inhibe el inicio de la transcripcion /n vitro (Lorch
et al, 1987), indicando que los nucleosomas actuaban como una barrera fisica para la
transcripcion. La eliminacion de histonas en S. cerevisiae conduce a un incremento global
en la transcripcion, proporcionando evidencias /n vivo de que los nucleosomas pueden
reprimir este proceso (Han y Grunstein, 1988; Wyrick et al, 1999). El estudio de Ila
distribucion de nucleosomas ha permitido conocer como la localizacién de los mismos a lo
largo de los genes afecta el acceso de la maquinaria transcripcional a los promotores en el
inicio de la transcripcion y su progresion durante la elongacion. Por ejemplo, trabajos en el
gen PHOS5 han demostrado que los nucleosomas pueden regular la transcripcion por la
oclusion de la caja TATA y de las regiones UAS (Upstream Activating Sequence) y que el
desplazamiento de dicho nucleosoma es critico para la activacion transcripcional (Lohr,
1997; Martinez-Campa et al, 2004). Por tanto, ademas de su funcion estructural como una
forma conveniente de almacenar grandes cantidades de DNA dentro del nucleo celular, la

cromatina tiene un papel esencial en la regulacion de la transcripcion.


http://es.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAcleo�

Durante los ultimos afnos, se han llevado a cabo un elevado numero de estudios
genomicos dirigidos a la localizacion de nucleosomas a lo largo del genoma completo de
algunos organismos, principalmente la levadura (Field et a/, 2008; Jiang y Pugh, 2009a;
Whitehouse et al, 2007; Shivaswamy y lyer, 2008; Segal et al, 2006; Lee et al, 2007;
Mavrich et al, 2008; Schones et al, 2008; Valouev et al, 2008; Yuan et al, 2005). Estos
ensayos han proporcionado una imagen global de la estructura de la cromatina en
levaduras. En primer lugar, hay que destacar que las regiones promotoras poseen un
menor numero de nucleosomas que las regiones codificantes (Bernstein et al, 2004; Lee
et al, 2004; Sekinger et al, 2005). Ademas, los nucleosomas en levaduras estan altamente
organizados, encontrandose un 80% bien posicionados, es decir, en la misma localizacion
en todas las céelulas dentro de una misma poblacion (Lee et a/, 2007; Yuan et al, 2005).
Estos estudios han definido también la arquitectura general de “genes tipicos”, que se
caracterizan por poseer una serie de propiedades comunes. En primer lugar, presentan
regiones libres de nucleosomas o NFR (Nucleosome-Free Region) cuya amplitud es de
150-170 pb aproximadamente (Albert et a/, 2007; Kaplan et al., 2009; Mavrich et al, 2008;
Whitehouse et al, 2007; Yuan et al, 2005). Estos NFRs se encuentran corriente arriba del
sitio de inicio de la transcripcion o TSS /Transcijption Start Site) y también en el extremo 3’
de la region codificante (Figura 5). En segundo lugar, el primer nucleosoma corriente
abajo del TSS, denominado nucleosoma +1, esta bien localizado, y los nucleosomas en el
extremo 5’ del gen estan generalmente mejor localizados que los que se encuentran en
medio de éste (Figura 5). Por ultimo, el primer nucleosoma corriente arriba del NFR esta
también bien posicionado y se denomina nucleosoma -1. El centro del nucleosoma +1
esta localizado ~50-60 pb corriente abajo del TSS, por lo que la transcripcidon empieza
tipicamente sobre unas 10 bases dentro del primer nucleosoma (Mavrich et al, 2008;
Whitehouse et al, 2007; Yuan et al,, 2005).

TSS

AA/TT AA/TT
NPS  160-170 pb

-1

HOee® - em

NES
(poly A/T) 147 pb

Poly A/T

FIGURA 5: Localizacion de nucleosomas en un “gen tipico”. Los nucleosomas en rojo y gris estan fuerte y
débilmente posicionados, respectivamente. Las regiones libres de nucleosomas se presentan con las siglas
NFR, las regiones que presentan secuencias que favorecen la posicion de un nucleosoma se definen como
NPS vy las secuencias que excluyen nucleosomas aparecen como NES. Los nucleosomas en color verde estan
posicionados debido normalmente a la secuencia del DNA. Figura adaptada de Radman-Livaja y Rando
(2010).
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En base a estas caracteristicas, los promotores se pueden diferenciar en dos

categorias, abiertos y cerrados, que definen a su vez dos tipos de genes, constitutivos por

un lado, y altamente regulados por otro (Figura 6):

(A) Promotores abiertos: constitutivos

Nucleosoma -1 Nucleosoma +1

NFRPoly (dA:dT)

(B) Promotores cerrados: regulados

FIGURA 6: Representacion esquemadtica

Mo donde se muestra las caracteristicas mas
;

~ Paso1:unién frecuentes para cada tipo de promotor:
¢\,  regulada (A) Abierto y (B) cerrado. Los
nucleosomas representados en color

acT) verde son aquellos que contienen la

histona canonica H2A, mientras que los
de color morado presentan aquellos que
contienen la histona modificada H2A.Z
Los sitios de wunion (BS) para los
adicionales \ 1 activadores  (ACT) aparecen también

e i indicados. Figura tomada de Cairns (2009)

Paso 2: remodelado
y uniones

Genes constitutivos, con promotores abiertos (Figura 6A): estos promotores
poseen la estructura definida arriba para un “gen tipico” (nucleosoma -1/ NFR/
nucleosoma +1). La variante de histona H2A.Z se encuentra enriquecida en los
nucleosomas -1 y +1 de estos genes, pudiendo facilitar la pérdida del
nucleosoma y la formacion del complejo de pre-iniciacion de la transcripcion.
En estos casos, los sitios de unidn para activadores transcripcionales residen
generalmente dentro de las regiones libres de nucleosomas (Struhl et al,
1985), facilitando asi su union y la activacion de la transcripcion.

Genes regulados, con promotores cerrados (Figura 6B): en este caso, los genes
regulados poseen una region libre de nucleosomas menor, debido
normalmente a la deslocalizacion de los nucleosomas que cubren el promotor
(Albert et al, 2007; Field et al, 2008; Tirosh y Barkai, 2008). Presentan en su
estado reprimido nucleosomas cubriendo el TSS, las regiones adyacentes al TSS
y la mayoria de los sitios de unién para los factores de transcripcion (FT). En

estos promotores, l10s hucleosomas compiten con los factores de transcripcion



por sus sitios de union, por lo que la accion de complejos remodeladores de
cromatina y modificadores de histonas es necesaria para “abrir” los
promotores, facilitando asi la asociacion de los activadores y la transcripcion.
Sin embargo, en la mayoria de las situaciones, al menos uno de los sitios de
union del FT permanece expuesto, o parcialmente expuesto en el borde el
nucleosoma (Struhl, 1985), permitiendo asi el acceso de una primera molécula
al promotor. Tras esta union inicial, seria necesaria la accion de los
remodeladores y modificadores de cromatina para la entrada de nuevas
moléculas al resto de sitios de union ocultos inicialmente (Becker y Horz,
2002). Este proceso es conocido como “modelo de activacion en dos pasos”
(Figura 7B). El gen PHO5, es un claro ejemplo de promotor cubierto, que
posee un sitio expuesto para la union del activador Pho4, localizado entre dos
nucleosomas y otros ocultos dentro de nucleosomas (Almer et al, 1986;
Fascher et al, 1990).

Los genes constitutivos difieren de los altamente regulados en otras caracteristicas
relacionadas con el inicio de la transcripcion. La caja TATA esta presente en el nucleo del
promotor, tipicamente a unos 30-60 pb del TSS, siendo su secuencia consenso
TATA(A/T)A(A/T)(A/G) (Basehoar et al, 2004). Analisis filogenéticos de seis especies de
Saccharomyces revelaron que solo un 20% de los 5700 genes de levadura contienen caja
TATA (Basehoar et al, 2004). Este elemento, predomina en promotores cubiertos mas que
en los abiertos, y en genes altamente regulados (normalmente, genes de respuesta a
estrés), mas que en genes constitutivos (Basehoar et al, 2004; Huisinga y Pugh, 2004). El
posible bloqueo de este elemento justificaria la necesidad de complejos remodeladores de
cromatina en estos promotores para la activacion de la transcripcion. Aunque no todos los
promotores presenten caja TATA, todos los genes regulados por la Pol Il requieren la
actuacion de la proteina TBP (7ATA Binding Protein) para el inicio de la transcripcion (ver
mas adelante) (Kuras y Struhl, 1999; Li et al, 1999).

Los nucleosomas no se encuentran dispersos a lo largo de los promotores de
forma aleatoria, si no que existen factores que determinan su posicion en el genoma.
Entre estos factores destacan en primer lugar la propia secuencia del DNA. Secuencias
poly (dA/dT) son mas resistentes al enrollamiento y por tanto interfieren con la formacion
y estabilidad del nucleosoma (Segal y Widom, 2009). Por otro lado, repeticiones del
dinucleotido AA/TT cada 10 pb proporcionan una curvatura favorable para la formacion
del nucleosoma (Segal et al, 2006; loshikhes et al, 2006; Lowary y Widom, 1998). Sin
embargo, son las secuencias poly (dA/dT) las mas aceptadas como determinantes de la

posicion de los nucleosomas (Segal y Widom, 2009; Mavrich et al, 2008; Yuan et al., 2005;
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Anderson y Widom, 2001; lyer y Struhl, 1995). Por otro lado, el posicionamiento de
nucleosomas puede ser también consecuencia de la actividad reguladora de los complejos
remodeladores de cromatina (ver revision de Cairns, 2005), de los factores de
transcripcion (Shim et al, 1998; Taylor et al, 1991; Varga-Weisz y Becker, 1995} y de la Pol
Il (Field et al, 2008; Mavrich et al, 2008; Schones et al, 2008; Yuan et al, 2005). Por
ejemplo, es imposible reconstituir /7 vitro el promotor de PHOS utilizando solo histonas y
DNA, ya que es necesaria la presencia de una actividad ATP-dependiente para recrear el

estado de la cromatina /r7 vivo (Korber et al, 2004).

Dentro de los promotores existen también elementos cis-reguladores (CREs),
secuencias especificas que son reconocidas por factores de transcripcion y que controlan
la transcripcion. En funcion de su impacto en la trascripcion, estas regiones se denominan
colectivamente en levaduras como secuencias corriente arriba activadoras (UAS) 6
represoras (URS), localizadas tipicamente varios cientos de pares de bases corriente arriba
del TSS (Harbison et al, 2004). El numero de promotores regulados por este tipo de
proteinas, que reconocen secuencias especificas en el DNA, es variable. Por ejemplo, el
regulador Gal4 se une solo a 10 promotores (Ren et al, 2000), mientras que Rapl
(Represor Activator Protein 1) se une a unos 300 promotores en el genoma de .

cerevisiae (Buck y Lieb, 20006).

2.2. Factores de transcripcion

Los activadores transcripcionales son proteinas reguladoras de la transcripcion que
presentan dos dominios: un dominio de union a DNA (DBD), responsable de la union a las
zonas UAS del promotor en secuencias especificas para cada factor transcripcional y un
dominio de activacion (AD), que contacta con las proteinas remodeladoras y/o
modificadoras de cromatina o coactivadores, mediando el inicio de la transcripcion
(Kadonaga, 2004). Mientras que los dominios de unidn a DNA se encuentran muy bien
caracterizados, tanto funcional como estructuralmente, los dominios de activacion no
comparten motivos o estructuras facilmente reconocibles (Triezenberg, 1995). Asi,
mientras que mas de 50 patrones para los DBD han sido documentados en las bases de
datos, ningun patron especifico o motivo para la identificacion de AD ha sido definido
(Hulo et al, 2004; Letunic et al, 2004). La actividad y localizacion celular de estos factores
transcripcionales esta controlado por sefales del medio interno y externo, normalmente
mediante su activacion por fosforilacion. En todos los casos conocidos, los activadores
transcripcionales reclutan proteinas adicionales o complejos completos hacia promotores
especificos, conduciendo a la unién de una de las tres RNA polimerasas y, si ello fuera

necesario, al remodelado de la cromatina (Ptashne y Gann, 1997; Utley et al, 1998).



2.3. Maquinaria general de la transcripcion

Junto con los factores transcripcionales mencionados anteriormente, la célula
precisa de una maquinaria general de transcripcion, formada por la RNA polimerasa I, los
factores generales de la transcripcion y el complejo coactivador Mediator que conecta a

los activadores con la Pol Il y GTFs.

Los factores generales de transcripcion (GTFs): TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF y
TFIIH, se encuentran evolutivamente muy conservados, y han sido definidos como el
minimo conjunto de proteinas auxiliares necesarias y suficientes para iniciar la
transcripcion jn vitro desde un promotor minimo. A diferencia de los reguladores
transcripcionales, que se unen especificamente a secuencias del DNA y que son dirigidos a
un discreto grupo de genes, los GTFs, como su nombre indica, son ampliamente utilizados
por la célula y tienen baja especificidad de unién. Estos componentes de la maquinaria
basal de trascripcion funcionan en la mayoria de genes asistiendo a la union y liberacion

de la Pol Il en el TSS (revisado en Thomas y Chiang, 20006).

En la figura 7, se muestra la secuencia de eventos que tiene lugar en el inicio de la

transcripcion, que se detalla a continuacion.
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FIGURA 7: Secuencia de eventos producidos en
el ensamblaje del complejo transcripcional basal
e iniciacion de la transcripcion.
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TFID (T7ranscription Factor /I D) es un complejo multiproteico que contiene la
proteina de uniodn a la caja TATA o TBP y los factores asociados a la proteina TBP o TAFs
[(TBP-Associated Factors). La proteina TBP también puede formar parte del complejo
acetilador de histonas SAGA (Grant et al, 1997, Mizzen et al, 1996; Nishikawa et al,
1997). Como ya se ha comentado, la union de la proteina TBP a los promotores es
necesaria para la transcripcion de todos los genes, independientemente de si presentan o
no caja TATA (Pugh y Tjian, 1991). No obstante, este reclutamiento tiene lugar por vias
diferentes. La proteina TBP es dirigida a los promotores que presentan caja TATA
(aproximadamente un 10% del total) formando parte del complejo modificador de
histonas SAGA (Sermwittayawong y Tan, 2006; Huisinga y Pugh, 2004), mientras que en
el caso de los genes que carecen de caja TATA (alrededor del 90% del total) la union de
TBP con los promotores esta estabilizada a través del complejo TFIID, posiblemente
mediante la accion de los TAFs (Basehoar et al, 2004; Huisinga y Pugh, 2004; Pugh y
Tjian, 1991). Los genes regulados por SAGA son en su mayoria genes de respuesta a
estrés, indicando un mecanismo de regulacion diferente para los genes inducidos en esas

situaciones.

El complejo NC2 (Negative Cofactor 2) y 1a ATPasa Mot1 regulan conjuntamente la
localizacion de la proteina TBP a lo largo del genoma, desactivando la expresion génica
(Lee y Young, 1998; Pugh, 2000). Este proceso se lleva a cabo a traveés de dos mecanismos
diferentes. Mot1 utiliza la energia de hidrdlisis del ATP para disociar la proteina TBP del
DNA (Auble et al, 1994; Darst et al, 2003). De esta manera, Mot1 actua negativamente
en la transcripcion, aunque también se ha descrito lo contrario, posiblemente mediante la
eliminacién de la proteina TBP ensamblada incorrectamente en orientacion contraria o en
sitios inapropiados debido a la debil especificidad por la caja TATA (Muldrow et al, 1999,
Sprouse et al, 2009). Por otro lado, NC2 atenua la transcripcion mediante su union al
complejo formado por la TBP y el DNA, bloqueando el ensamblaje de los factores TFIIA y
TFIIB (Cang et al, 1999; Inostroza et al, 1992). Por tanto, mientras que la union TBP-DNA
es intrinsecamente estable, su interaccion /n vivo puede ser altamente dinamica (Sprouse
et al, 2008).

Tras la union de la TBP a la caja TATA (Figura 7A), se produce el reclutamiento de
los factores TFIIA y TFIIB, que estabilizan las interacciones TBP-DNA (posiblemente en
cooperacion con otros GTFs y factores reguladores) y promueven la formacion del
complejo de pre-iniciacion de la transcripcion o PIC (Figura 7B). De esta manera, se une a
continuacién el complejo formado por el TFIIF y la Pol I, colocando la polimerasa sobre el
TSS. Sin embargo, es necesario que se unan dos factores mas, TFIIE y TFIIH antes de que se

separe la hélice de DNA y se exponga el DNA molde (Figura 7C). Los complejos TFIIE y



TFIIH trabajan de manera coordinada modulando la actividad de la Pol Il y facilitando la
liberacion del promotor en el inicio de la transcripcion. TFIIE se asocia después de la Pol I
pero antes que TFIIH (Buratowski et al, 1989), reclutando junto con el complejo Mediator
al factor TFIIH, a traves de interacciones directas (Esnault et a/, 2008). Sin embargo, TFIIE
puede también asociarse con un PIC parcial en ausencia de Pol Il (Yokomori et al, 1998).
La union de TFIIH completa la formacion del complejo de pre-iniciacion. La actividad
helicasa de una de las subunidades de TFIIH, utiliza la energia de hidrolisis del ATP para la
separacion de las cadenas del DNA, permitiendo por tanto, la formacion de un complejo
abierto con la Pol Il (Wang et al, 1992). La subunidad del TFIIH, Kin28, produce el proceso
de transicion, desde la iniciacion de la transcripcion hacia la elongacion a través de la
fosforilacion de la serina en posicion 5 del motivo repetido YSPTSPS del dominio CTD
(Carboxy-Terminal Domain) de la Pol Il (Komarnitsky et al, 2000; Valay et al, 1995) (Figura
7D). Esta marca induce el reclutamiento, por parte de la polimerasa, de un gran humero
de factores, incluyendo enzimas de “cdpping’ de RNAm, el complejo Nrd-Nab3 y el
complejo PAF [Polymerase /FAssociated Factor) (Komarnitsky et al, 2000; Hampsey y
Reinberg, 2003; Ng et al, 2003; Vasiljeva et al, 2008). Las enzimas de “capping”
introducen una estructura 7-metil guanina (“cap’) en el extremo 5’ del transcrito naciente
para protegerlo de la degradacion y marcarlo para el transporte al citoplasma donde sera
traducido finalmente. El complejo Nrd-Nab3 promueve la terminacion de los transcritos
alterados y por tanto codificantes de regiones no funcionales y los dirige a la ruta del
exosoma nuclear para su degradacion. Y por ultimo, el complejo PAF conecta la

fosforilacion de esta serina con una red de modificaciones de histonas.

2.4. Complejos modificadores de cromatina

Para regular el acceso de la maquinaria transcripcional a la cromatina, la celula
utiliza enzimas modificadoras de cromatina, que suelen formar parte de grandes
complejos proteicos. Se clasifican en dos grupos fundamentales, atendiendo a su
mecanismo de accion: (i) complejos modificadores de histonas, que catalizan Ia
modificacion post-traduccional de las histonas, y [(iij complejos remodeladores de
cromatina que alteran las interacciones entre el DNA y las histonas de forma ATP-

dependiente.

2.4.1. Complejos modificadores de histonas

Los complejos modificadores de histonas alteran el estado de la cromatina
mediante la incorporacion o eliminacion de grupos acetilos, fosfatos o metilos a traves de

enlaces covalentes. También se han descrito otras modificaciones como la ubiquitinacion,
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sumoilacion y la ADP-ribosilacion. La mayoria de estas reacciones se producen en los
extremos N-terminal de las colas de histonas, a excepcion de la ubiquitinacion, que ocurre
en los extremos C-terminales de H2A e H2B. Adicionalmente, también se producen

modificaciones en los dominios globulares de las histonas (Kouzarides, 2007).

La modificacion de histonas da lugar a diferentes efectos. A excepcion de la
metilacion, la modificacion de histonas produce cambios en la carga neta de los
nucleosomas, que debilitan las interacciones establecidas entre el DNA y las histonas,
disminuyendo la estabilidad del nucleosoma y alterando la interaccion entre nucleosomas.
Algunas modificaciones influyen directamente en estructuras de orden superior de la
cromatina, como por ejemplo, la acetilacion H4K16 que inhibe la formacion de la fibra
compacta de 30 nm (Shogren-Knaak et al, 2006). Asimismo, la modificacion de histonas
puede generar también sitios de reconocimiento para otras proteinas (revisado en Seet et
al, 2006). En la tabla 1 se resumen las modificaciones de histonas mas relevantes, las
enzimas que las producen, los dominios que interaccionan con las histonas modificadas y

sus posteriores efectos en transcripcion.

TABLA 1: Modificacién de histonas asociada con transcripcion. (*) Las proteinas indicadas dentro de paréntesis
reconocen las correspondientes modificaciones pero los dominios especificos estan sin determinar. Tabla
adaptada de Li et al. (2007).

e . . . Modulo(s) Funciones en
Modificaciones Posicion Enzimas . . Ny
reconocimiento* transcripcion
Metilacion H3 K4 Setl PHD, Chromo, WD-40 Activaciéon
K9 n/a Chromo (HP1) Represidn, Activacion
K27 Ezh2, G9a Represion
K36 Set2 Chromo(Eaf3), JIMID Reclutamiento de Rpd3S
para reprimir la iniciacion
K79 Dotl Tudor Activacion
H4 K20 Tudor Silenciamiento
Arg Metilacién H3 R2 Activaciéon
R17 Activacién
R26 Activacién
H4 R3 (p300) Activacidn
Fosforilacion H3 S10 Snfl (Gen5) Activacion
Ubiquitinacidn H2B K120/123  Rad6, Brel (COMPASS) Activacion
H2A K119 Represidn
Acetilacién H3 K56 (Swi/Snf) Activacién
H4 K16 Sas2, NuA4 Bromodomain Activaciéon
Htzl K14 NuA4, SAGA Activacién

Generalmente, la modificacion covalente de las histonas no ocurre de forma
aislada. De hecho, una modificacion puede depender de otra, dentro de la misma o en
una histona adyacente. Por ejemplo, la fosforilacion de Ia Ser10 H3 estimula la acetilacion
de la Lys14 de la misma cola de la histona por Gen5 (Lo et a/, 2000). Por tanto, se ha

propuesto que modificaciones individuales o patrones de modificaciones de histonas



forman un “codigo de histonas” que puede ser “leido” por otras proteinas que influyen en
la dinamica de la cromatina y en su funcion (Jenuwein y Allis, 2001; Strahl y Allis, 2000;
Turner, 2000).

Las modificaciones de histonas mejor caracterizadas y estudiadas son la acetilacion
y deacetilacion. En cuanto al primer proceso, las histonas acetiltransferasas (HAT) llevan a
cabo la acetilacion de grupos g-amino de las lisinas, altamente conservado en las histonas.
Esta reaccion requiere al cofactor aceti-CoA como donador del grupo acetilo. La
acetilacion de lisinas, posiblemente una de las modificaciones mejor conocidas, introduce
carga negativa y neutraliza la interaccion entre la cola de la histona y el grupo fosfato del
DNA, produciendo la pérdida del empaquetamiento sobre el DNA. La acetilacion de las
histonas H3 y H4 esta generalmente, aunque no siempre, asociada con la activacion de la
transcripcion (Deckert y Struhl, 2001; Wu y Grunstein, 2000; Struhl, 1998; Shivaswamy e
lyer, 2008). Ademas, la acetilacion de lisinas crea nuevas superficies de union para factores
que presenten bromodominios como la subunidad ATPasa del complejo SWI/SNF, el
factor TAF250 o el propio Gecn5 presente en los complejos SAGA y ADA (Winston y Allis,
1999).

Las proteinas con actividad HAT descritas en levadura se han clasificado en cuatro
familias diferentes en base a las similitudes estructurales y a los diferentes dominios
identificados (Roth et a/, 2001):

(A) Familia GNATs (Gcn5 related N-acetyltransferases). similares a Gcn5 de S.
cerevisiae, tales como PCAF, la citoplasmatica Hatl, Hpa2 y Elp3. Gecn5 es la
subunidad catalitica de diferentes complejos entre los que destaca el complejo
activador transcripcional SAGA (Spt-Ada-Gcen5-acetyltransferase complex).

(B) Familia MYST (MOz, Ybrz/Sas3, Sasz Tip60 y Esal). Sas3 forma parte del
complejo NUuA3 y Esal, la unica HAT esencial en levaduras, forma parte del
complejo NuA4.

(C) Familia p300/CBP.

(D) Factores de transcripcion: la subunidad TAF250 del TFIID y Nutl, un

componente del complejo Mediator.

Las HATs son dirigidas hacia los promotores por proteinas especificas de unién a
DNA. Por ejemplo, el activador transcripcional Gen4 dirige la HAT Gen5 al promotor del
gen HI/S3, produciendo la acetilacion de histonas proximas (Kuo et al, 2000). Gen5 acetila
mayoritariamente histonas H3 y H2B (Suka et a/, 2001). La acetiltransferasa Esal, acetila

histonas H4 y H2A (Suka et al, 2001) y parece ser dirigida a los promotores de genes de
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proteinas ribosémicas. Por otro lado, estudios transcripcionales a gran escala mediante la
utilizacion de microarrays, han demostrado que la delecion de GCN5 afecta la expresion
de solo un 5% del conjunto de los genes de levadura en condiciones normales de
crecimiento, lo que indicaria que Gcn5 es requerida para la regulacion de un grupo
relativamente pequeno de genes (Holstege et al, 1998). Por otro lado, el resto de HATs
podria afectar a grupos mas amplios estableciéndose una division de funciones entre las
diferentes HATSs.

La acetilacion de histonas es un proceso reversible. La eliminacion del grupo
acetilo es llevado a cabo por las deacetilasas de histonas (HDAC)/. La presencia de histonas
deacetiladas puede reprimir la transcripcion, desestabilizando la union de complejos
multiproteicos tales como SWI/SNF, SAGA y el factor de transcripcion basal TBP en el
promotor (Deckert y Struhl, 2002) o devolviendo la cromatina a su hermetismo inicial. La
utilizacion de microarrays de DNA que estudian el impacto en la transcripcion de
mutantes de levadura en distintas HDAC, han demostrado que Rpd3 y Hdal son las
principales deacetilasas en levaduras, afectando a numerosos promotores (Robyr et al,
2002).

2.4.2. Complejos remodeladores de cromatina

Los remodeladores de cromatina ATP-dependientes son grandes complejos
multiproteicos que se encuentran muy conservados en eucariotas. Se caracterizan por
presentar una subunidad ATPasa perteneciente a la superfamilia SF2 de ATPasas y
helicasas que contiene un dominio ATPasa compuesto por las regiones DExx y HELICc
(Flaus et al, 2006). Estos complejos se agrupan en cuatro familias fundamentales:
SWI/SNF, INO80/SWRI1, ISWI y CHD, en base a la organizacion de sus dominios
funcionales. En la figura 8, se indican los dominios mas caracteristicos de las subunidades

cataliticas de cada familia.

FIGURA 8: Organizacibn de los

ATPasa ATPasa dominios de las subunidades ATPasa de

INOS0/SWR1 | - - los complejos remodeladores de
cromatina. Las cuatro familias

ATPasa SANT SLIDE comparten un dominio ATPasa similar.

ISwI T T La familia INOSO/SWR1 presenta el

dominio ATPasa dividido. La familia ISWI
Cromodominio ATPasa Unién a DNA posee dominios SANT y SLIDE en el
CHD r— _ - extremo carboxilo, que supuestamente
unirian  histonas 'y DNA linker,
) ATPasa Bromodominio respectivamente. La  familia CHD
SWI/SNF contiene un cromodominio N-terminal y
un dominio de union a DNA. La familia
SWI/SNF contiene un bromodominio en
el extremo carboxilo.



Estos complejos carecen de la capacidad de unirse a los genes de forma especifica,
por lo que los factores de transcripcion suelen dirigir su reclutamiento hacia los
promotores donde realizan su accion. Alli, emplean la energia derivada de la hidrolisis del
ATP para alterar las interacciones entre DNA e histonas y mediar diferentes acciones
(Figura 9), como: el deslizamiento de nucleosomas, variando la posicion de estos en el
DNA; la creacion de un estado remodelado en el que el DNA es mas accesible pero las
histonas permanecen unidas; la disociacion completa entre el DNA y las histonas y el

reemplazamiento de histonas por variantes de histonas (Mohrmann y Verrijzer, 2005).

Sliding

Assembly and

organization Ejection

H2AZ
insertion

FIGURA 9: Representacibn esquematica de los mecanismos de accion de los diferentes complejos
remodeladores ATP-dependientes. La mayoria de los complejos remodeladores de la familia ISWI colaboran en
el ensamblaje y organizacion de la cromatina produciendo el espaciado de los nucleosomas. Esta organizacion
puede cubrir sitios de union (en rojo) para factores de transcripcion (ACT). La familia SWI/SNF permite el
acceso a estos sitios de union a través del deslizamiento o eliminacion del nucleosoma. La familia SWRI1
modifica los nucleosomas insertando la variante de histona H2A.Z en el DNA, inestabilizandolo. Figura tomada
de Cairns (2009).

Familia INO80/SWR1

La familia de remodeladores INO8O/SWR1 (/INOsitol requiring 80/Sick UIT Rat8 ts 1)
es unica ya que contiene un dominio ATPasa dividido en dos regiones (Bao y Shen, 2011).
El gen /INOSO aparecio en un rastreo genomico dirigido a la identificacion de genes
requeridos para la activacion del gen de sintesis de inositol /NO/, importante en varias
rutas de senalizacion (Ebbert et al, 1999). INO80 juega un papel mas amplio que el resto
de los remodeladores en la regulacion génica ya que participa en la activacion
transcripcional, en la reparacion del DNA y en las paradas de las horquillas de replicacion
(Shen et al, 2000; Shimada et al, 2008). EI complejo INO80 carece de dominios de
reconocimiento de histonas, por lo que se desconoce como es dirigido a los sitios de

transcripcion, reparacion y replicacion.

El complgjo SWR-C/SWR1 es un remodelador de cromatina que altera la
composicion de los nucleosomas. SWR1 utiliza la energia de hidrolisis del ATP para

reemplazar la histona H2A por su variante H2A.Z en los nucleosomas del promotor

z
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(Guillemette er al, 2005; Li et al, 2005; Raisner et al, 2005; Zhang et al, 2005). H2A.Z
promueve la transcripcion mediante la desestabilizacion de nucleosomas (Zhang et al,
2005; Krogan et al, 2004). Esta variante de histona se ha asociado con estados de
cromatina abierta, mas que con estados cerrados, aunque su presencia no es suficiente

para crear un entorno transcripcionalmente activo.

Familia ISWI

Al contrario que los complejos de las familias SWI/SNF e INO8O, la familia ISWI
(/mitation SWitch) lleva a cabo la organizacion de la cromatina creando cadenas de
nucleosomas uniformemente espaciados, en las que algunos nucleosomas se situan en
regiones inicialmente desfavorables. En la mayoria de los casos, este proceso tiene un
efecto negativo en transcripcion (Langst et al, 1999; Ito et al, 1997). Por ejemplo, el
complejo ISWI2, junto con la histona deacetilasa Rpd3, crea una organizacion de
nucleosomas que conduce a la represion de genes meioticos (Fazzio et al, 2001). ISWI2
puede también cooperar con otros complejos represores, como TUPI1-SSN6, en el
mantenimiento de estados represores (Zhang y Reese, 2004). La organizacion de la
cromatina por estos complejos, ayuda a prevenir la transcripcion en sentido contrario en
regiones intergénicas y la transcripcion aleatoria por la Pol Il que tiene lugar si la densidad

y localizacion de nucleosomas no esta optimizada (Whitehouse et al, 2007).

Familia CHD

El papel funcional de la familia de remodeladores de cromatina CHD (Chromatin
organization modifier, Helicase, and DNA-binding domains) es el menos conocido de
todos. Perfiles de expresion en mutantes chd/A muestran sOlo unos pocos genes
afectados (Tran et al, 2000), sugiriendo que Chd1 puede operar en rutas paralelas con
otros remodeladores de cromatina o que, simplemente, es reclutado s6lo a unos pocos
genes. Una caracteristica que define a esta familia es la presencia de un cromodominio
que se une a lisinas metiladas. De hecho, Chd1 interacciona /nn wvitro con la histona
metilada H3K4 (Flanagan et al, 2005; Pray-Grant et al, 2005).

Familia SWI/SNF

El complejo SWI/SNF fue el primer complejo remodelador de cromatina descrito.
Varias de sus subunidades fueron identificadas genéticamente como proteinas implicadas
en la regulacion del gen codificante de la endonucleasa HO y del gen SUCZ. HO es
necesario para el intercambio del tipo sexual, de ahi SWI (SWitching deficient), mientras

que los mutantes sucZ son clasificados como no fermentadores de sacarosa y de ahi el



acronimo SNF (Sucrose NonFermenting) (Workman y Kingston, 1998; Sudarsanam y
Winston, 2000).

La familia SWI/SNF, que también incluye el complejo RSC (Remodels Struture of
Chromatinj, produce el deslizamiento y desplazamiento total de los nucleosomas, por lo
que sus funciones estan normalmente relacionadas con la desorganizacion de los
nucleosomas y la regulacion positiva de la transcripcion (Narlikar et al, 2002; Saha et al,
2006; Lorch et al, 1999). Sin embargo, también se conocen algunos genes regulados
negativamente por estos complejos (Angus-Hill et al, 2001, Cairns et al, 1999,
Sudarsanam y Winston, 2000). La hiperacetilacion de los nucleosomas favorece la
interaccion con los complejos SWI/SNF y RSC a través de sus bromodominios (Horn y
Peterson, 2001; Martens y Winston, 2003; Ng et a/, 2002}, ya que se unen a residuos
acetilados de las lisinas de las histonas. Este reconocimiento suele ser un requisito
importante para que se produzca la asociacion proteina-histona. Dado que esta
modificacion disminuye las interacciones electrostaticas entre las lisinas de las histonas y el
esqueleto fosfato del DNA, y altera la compactacion de estructuras superiores, la previa
acetilacion de los nucleosomas facilita el remodelado durante la activaciéon de Ia
expresion. Estudios transcripcionales /n7 vitro muestran que la acetilacion de nucleosomas
por NuA4 estimula la actividad de RSC y aumenta la entrada de la Pol Il (Carey et al,
2006).

El complejo RSC contiene muchas proteinas homologas a subunidades del
complejo SWI/SNF (Tabla 2). Este complejo incluye una proteina homologa a la ATPasa
Swi2/Snf2 llamada Sth1, y homologos a Snf5, Swi3 y Swp73 (Sfh1, Rsc8/Swh3 y Rscb6,
respectivamente). Asimismo, ambos complejos contienen las mismas proteinas
relacionadas con actina, Arp7 y Arp9, que podrian ser necesarias para la asociacion del
complejo con la matriz nuclear (Cairns et al, 1998; Peterson et al, 1998). Sin embargo, RSC
es mucho mas abundante en la célula, miles de moléculas comparadas frente a 100 6 200
del complejo SWI/SNF (Cairns et al, 1996) y se encuentra localizado en varios cientos de
promotores (Damelin et al, 2002; Ng et al, 2002), funcionando tanto en promotores
regulados por la Pol | como por la Pol Il (Damelin et al, 2002; Ng et al, 2002). Estos datos
explicarian por qué el complejo RSC es esencial para la levadura, mientras que el complejo
SWI/SNF no lo es (Cairns et al,, 1996).
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TABLA 2: Subunidades de los complejos SWI/SNF y RSC. Las subunidades homologas de estos complejos se
muestran en la misma fila.

SWI/SNF RSC
Swi2/Snf2 Sth1/Nsp1
Swil
Snf5 Sthl
Swi3 Rsc8/Swh3
Swp82
Swp73/Snf12 Rsc6
Swp61/Arp7 Rsc11/Arp7
Swp59/Arp9 Rsc12/Arp9
Snfé
Swp29/Taf14
Snfll
Rscl 62
Rsc3-5,7,9,10
Rsc13-15

2.4.3. Complejo SWI/SNF

SWI/SNF es un complejo multiproteico de ~2 MDa, que contiene los productos de
varios genes identificados originalmente por sus defectos en el intercambio del tipo sexual
y/0 por sus defectos en la fermentacion de sacarosa (Cairns et al, 1994; Coteé et al, 1994;
Winston y Carlson, 1992). El complejo SWI/SNF esta altamente conservado en eucariotas y
posee homologos en Drosophila y humanos (Kingston y Narlikar, 1999). La funcion del
complejo SWI/SNF fue inicialmente asociada a la cromatina, cuando se descubrié que
mutaciones que suprimian los fenotipos asociados a los mutantes swi/snf de levadura
correspondian a genes que codificaban para proteinas histonas y otros componentes de
la cromatina (Winston y Carlson, 1992). Posteriormente, se comprobo que el complejo
SWI/SNF, purificado tanto en levaduras como en humanos, alteraba la estructura de los

nucleosomas de forma ATP-dependiente (Coté et al, 1994; Kwon et al, 1994).

El complejo SWI/SNF esta integrado por 11 subunidades conocidas (Tabla 2):
Snf2p/Swi2p, Swilp, Snf5p, Swi3p, Swp82p, Swp73p/Snfl12p, Arp7p, Arp9p, SNf6p, Snfl1p
y Swp29p/Taf14p. EI motor de dicho complejo es la subunidad ATPasa Snf2/Swi2,
precursora de una subfamilia de la superfamilia SF2 de ATPasas y helicasas estimuladas
por DNA (Flaus et al, 2006}, cuyo homologo en humanos es la proteina BRG1 (Phelan et
al, 2000; Phelan et al, 1999). Aunque la funcionalidad de alguna de las otras subunidades
es menos conocida, el complejo SWI/SNF puede dividirse funcionalmente en cuatro

maodulos interdependientes (Yang et al, 2007):



A. SWi2-Arp7-Arp9: translocan DNA de forma ATP-dependiente conduciendo al
remodelado de la cromatina.

B. Swi3-Swp73-Snf6: se unen a histonas produciendo la pérdida de dimeros de
histonas H2A-HZB.

C. Snf5 y D. Swil: interaccionan con dominios de activacion acidicos de factores de
transcripcion, y esta interaccion es esencial para el reclutamiento del complejo

SWI/SNF hacia el gen diana (Prochasson et al, 2003).

El complejo SWI/SNF tiene la capacidad de unirse al DNA y a los nucleosomas con
alta afinidad, pero sin especificidad de secuencia (Coté et al, 1998; Quinn et al, 1996).
Swil contiene un dominio de interaccion rico en AT [(ARID) que permite la unidon no
especifica al DNA, mientras que Swi3 posee un dominio conservado SANT que
interacciona con los dominios N-terminales de las histonas, y que es importante para la
funcion del complejo (Boyer et al, 2002; Yang et al, 2007). Mutaciones dirigidas en Snf5,
una de la subunidades centrales también conservada en eucariotas superiores, muestran
que esta implicada en el ensamblaje y en funciones cataliticas del complejo (Geng et al,
2001). Interesantemente, los complejos SWI/SNF de levaduras y eucariotas superiores
contienen proteinas relacionadas con actina, Arp7 y Arp9. Estas proteinas podrian
proporcionar una union a estructuras nucleares, tales como la matriz nuclear. Al menos
cuatro subunidades de dicho complejo, Swil, Swi3, Snf5 y Snf6 son necesarias para el
correcto ensamblaje de Snf2/Swi2 en el complejo (Prochasson et al, 2003; Yang et 4/,
2007). Por tanto, la delecion de estas subunidades conduce a fenotipos idénticos a los del

mutante snf2A.

Aunque el mecanismo por el que actua el complejo SWI/SNF no esta del todo
claro, estudios recientes han sugerido un modelo en el que utilizaria un sistema de
“bombeo” de DNA para generar /oops transitorios de DNA en la superficie del octamero
(Zhang et al, 2006; Zofall et al, 2006). Este modelo es consistente con la habilidad del
complejo para utilizar la energia derivada de la hidrolisis del ATP y generar torsiones
superhelicoidales, movilizar nucleosomas y aumentar la accesibilidad del DNA
nucleosomal (Smith y Peterson, 2005a). El complejo SWI/SNF también puede producir la
pérdida de dimeros de histonas H2A/H2B de los nucleosomas a traves de la subunidad
Swi3 (Yang et al, 2007). La actuacion del complejo SWI/SNF genera nucleosomas
alterados cuya conformacion persiste incluso despues de la separacion de estos complejos
(Cote et al, 1998). Ademas, este complejo puede acelerar el proceso contrario,
devolviendo la conformacion remodelada del nucleosoma a su estado inicial (Lorch et al,

1998; Schnitzler et al, 1998). Algunas de las caracteristicas de los nucleosomas
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remodelados por el complejo SWI/SNF, son:

e Pérdida de la fase rotacional del DNA en la superficie del octamero de histonas

aunque el DNA permanece, al menos parcialmente, asociado a la superficie de

dicho octamero (Cote et al, 1998).

e Incremento de la accesibilidad del DNA nucleosomal por los factores de

transcripcidon y enzimas de restriccion (Coté et al, 1998).

e Reduccion de la cantidad total de DNA asociado con el octamero de histonas

(Bazett-Jones et al, 1999).

e Reduccion de la estabilidad de los nucleosomas cuando se someten a fuerza

ionica elevada (Lorch et al, 1998).

La homologia entre el dominio ATPasa de Swi2/Snf2 con las helicasas, sugieren

que esta proteina podria actuar como tal. Sin embargo, esta actividad no se ha

encontrado en el complejo purificado (Cété et al, 1994).

La funcionalidad del complejo SWI/SNF se requiere para la transcripcion de menos

del 5% de los genes de la levadura en condiciones normales de crecimiento (Holstege et

al, 1998). Ademas, se encuentra presente solo entre 100-500 copias por nucleo (Cété et

al, 1994). Estas evidencias sugieren que el complejo SWI/SNF debe ser dirigido /n vivo a

lugares especificos dentro de los promotores de los genes que regula, habiéndose

propuesto tres modelos para explicar dicho proceso (Figura 10) (Peterson y Workman,

2000):

(A) Modelo catalitico

FIGURA 10 Diferentes modelos para el
reclutamiento del complejo SWI/SNF a los
promotores. El “modelo catalitico” postula
que el complejo SWI/SNF introduce
cambios transitorios de forma aleatoria en
el genoma, mientras que los cambios
persistentes y dirigidos ocurren solo en
presencia de los factores de transcripcion.
El “modelo holoenzima” sugiere que el
complejo es un componente dentro del
complejo de la polimerasa Il. EI “modelo
activador” propone al complejo SWI/SNF
como un objetivo directo de los activadores
gen especificos. Figura adaptada de
Peterson y Workman (2000).



Modelo catalitico. SWI/SNF introduciria cambios transitorios y aleatorios en la
estructura de la cromatina. Sin embargo, este modelo parece insuficiente para
explicar la especificidad de funcidon del complejo SWI/SNF.

Modelo holoenzima. Este modelo alternativo propone que SWI/SNF es
reclutado a los genes diana mediante su asociacion con la maquinaria general
de la transcripcion. Tanto el complejo SWI/SNF de levaduras como el de
humanos se han co-purificado y co-inmunoprecipitado con la holoenzima (Pol
Il y Mediator) (Wilson et al, 1996; Cho et al, 1998; Neish et al, 1998). Sin
embargo, en otros experimentos realizados, las preparaciones de Pol Il no
incluian el complejo SWI/SNF, lo que sugiere que probablemente s6lo una
fraccion de holoenzima contiene dicho complejo (Myers et al,, 1998). Ademas,
varias mutaciones que alteran la holoenzima, como delecciones en los genes
SRBZ y GALII, no afectan a la presencia del complejo SWI/SNF en los
promotores. Adicionalmente, estudios bioquimicos han demostrado la
inconsistencia de este modelo. Por un lado, Natarajan y colaboradores no
obtuvieron resultados positivos en la co-inmunoprecipitacion del complejo
SWI/SNF y la holoenzima, mientras que si se observaron fuertes interacciones
entre SWI/SNF y el activador Gcn4 (Natarajan et al, 1999). Por otro lado,
Yudkovky y colaboradores utilizaron extractos nucleares para ensamblar el
complejo de pre-iniciacion en un DNA molde y aunque SWI/SNF se unia al
molde inmovilizado de DNA, su reclutamiento era independiente de la
proteina TBP y de la holoenzima (Yudkovsky et al, 1999). Por tanto, el
reclutamiento de SWI/SNF no requiere obligatoriamente su asociacion con la
holoenzima, pero si puede interaccionar funcionalmente con ésta en uno o
mas pasos de la transcripcion, por ejemplo, durante la fase de elongacion.
Modelo activador. En este caso, el complejo SWI/SNF seria reclutado a traves
de interacciones directas con activadores gen-especificos, siendo el mecanismo
mas probable para dirigir la actividad remodeladora a los promotores. Por
ejemplo, la presencia del complejo SWI/SNF en el promotor del gen HO
depende /n vivo del activador transcripcional Swi5 (Cosma et al, 1999).
Ensayos /nn vitro han demostrado que el complejo purificado en levadura
interacciona directamente con Swi5 (Neely et al, 1999). SWI/SNF también
interacciona /n vitro con los dominios de activacion acidicos de los activadores
transcripcionales Gcn4, Hap4, Gal4-VP16 y Gal4-AH (Neely et al, 1999,
Natarajan et al, 1999; Yudkovsky et al, 1999). Esta asociacion es necesaria
para el reclutamiento de la actividad remodeladora a un conjunto de

nucleosomas /n vitro, estimulando despueés, la transcripcion por la Pol Il (Neely
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et al, 1999; Natarajan et al, 1999; Yudkovsky et al, 1999). Por otro lado, la
actividad del complejo SWI/SNF puede también ser reclutada a genes diana

via interacciones con represores gen-especificos (Dimova et al, 1999).

Un gran numero de estudios indican que la actividad de SWI/SNF puede facilitar
también la union de los activadores transcripcionales a los promotores. La actividad de
SWI/SNF estimula la union de diferentes activadores transcripcionales /7 vitro y la union
eficiente del activador Gal4 a sitios de baja afinidad en nucleosomas requiere a SWI/SNF /i
vivo (Burns y Peterson, 1997). Si SWI/SNF estimula la union de activadores a sus sitios de
unioén, jcomo recluta el activador al complejo SWI/SNF hacia los genes diana? El papel
preciso de este complejo y de activadores individuales va a estar gobernado por el
contexto de promotores especificos. Los activadores que inicialmente reclutan al complejo
SWI/SNF podrian tener sus sitios de union localizados en regiones libres entre
nucleosomas o ser particularmente eficientes en su union a sitios dentro del nucleosoma.
Por el contrario, activadores con dificultad para acceder a su sitio de union podrian
requerir la actuacion previa del complejo. En este ultimo caso, el complejo SWI/SNF podria
ser reclutado previamente por un activador diferente o podria entrar a los promotores tras
su interaccion con el activador en solucion. Ambas situaciones se producen en el
promotor del gen HO (Cosma et al, 1999). La regiéon URS1 del promotor contiene dos
sitios de union para el activador Swi5, mientras que presenta ocho sitios de
reconocimiento para el complejo SBF. Uno de los sitios de union al factor de transcripcion
Swi5, se encuentra posicionado entre dos nucleosomas, permitiendo inicialmente la
entrada de Swi5 al promotor. A continuacion, Swi5 media el reclutamiento del complejo
SWI/SNF, que tras remodelar la cromatina y desplazar los nucleosomas, posibilita la
posterior union de un segundo activador, el complejo SBF, que finalmente conlleva el
inicio de la transcripcion del gen HO (Cosma et al., 1999, Cosma et al, 2001; Takahata et
al, 2009).

En conclusion, al menos tres factores, como son: (i) la afinidad entre SWI/SNF y los
activadores transcripcionales, (ii) la estructura de la cromatina en el sitio de unién del
activador y (iii) la afinidad del activador por su sitio de union, influirian en la participacion

del complejo SWI/SNF en cada promotor.



3. CONTROL DE LA EXPRESION GENICA EN SITUACIONES DE
ESTRES

Las condiciones ambientales adversas inician en la levadura respuestas de estrés
que conducen a cambios globales en la transcripcion. Como consecuencia de estos
cambios en el patron de expresion génica, 1a célula se adapta. Aunque existen diferencias
entre especies, las respuestas basicas estan muy conservadas, y el estudio de rutas de
transduccion de sefnales que se inducen en las levaduras permite conocer y comprender
mecanismos observados en el resto de eucariotas (Qi y Elion, 2005). La supervivencia
frente a condiciones desfavorables depende de la capacidad de la célula para producir
una respuesta adaptativa rapida y especifica frente a un determinado estrés. La mayoria
de estas respuestas siguen una estrategia similar: una actuacion de la célula inmediata
para paliar el dafo, seguida rapidamente por una respuesta de proteccion global,
permitiendo a la célula sobrevivir momentos despues del dafio y prepararse para un estres
mas severo o duradero (Proft y Struhl, 2004). Estas respuestas incluyen cambios
transcripcionales a diferentes niveles, regulando negativamente la induccion de genes
constitutivos 0 no esenciales en esos momentos e induciendo la expresion de genes de
respuesta a estrés. Los genes inducidos en estas situaciones incluyen por un lado genes
especificos para cada tipo de estrés y genes que responden indiscriminadamente a
diferentes tipos de estrés. Este ultimo grupo de genes es conocido como la respuesta
general a estrés ambiental (ESR) (revisado en Gasch, 2007). La respuesta a estrés
ambiental incluye entre 300 y 600 genes cuya expresion es inducida o reprimida en
diferentes situaciones de estres, entre las que destacan: el dafno en el DNA, el estrés
térmico, osmotico u oxidativo (Gasch et al, 2000; Causton et al, 2001; Chen et al, 2003;
Capaldi et al, 2008). La ESR ha sido relacionada con el concepto de “proteccion cruzada”,
donde la exposicion a dosis no letales de un tipo de estrés puede proteger frente a dosis

potencialmente letales de otro tipo de estrés no relacionado (Berry y Gasch, 2008).

En este contexto, las protein quinasas activadas por estrés juegan un papel
esencial. Las MAPK regulan el proceso de transcripcion, no solo mediante la fosforilacion
de los correspondientes factores de transcripcion, sino también con la formacion de
interacciones estables con el DNA. Este ultimo concepto ha sido ampliamente
caracterizado para la MAPK Hog1 (revisado en de Nadal y Posas, 2010). Hog1 es activado
en respuesta a estrés osmotico y utiliza diferentes mecanismos para la induccion de la
expresion de genes, incluyendo el reclutamiento de factores de transcripcion,
remodeladores de cromatina y la Pol Il a los promotores de los genes diana (de Nadal y

Posas, 2010). Hog1 regula la actividad de diferentes factores de transcripcion (Hotl, Smp1,
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Msn1, Msn2 y Msn4, y también del represor Skol), cada uno de ellos responsable del
control de la expresion de un grupo de genes, directamente o en colaboracion con otros
factores. El mecanismo mejor comprendido por el que las MAPK modulan el inicio de Ia
transcripcion en respuesta a estrés es la fosforilacion directa de factores de transcripcion
especificos (Figura 11A). Esta fosforilacion puede darse como requisito previo para la
union del factor de transcripcion al DNA o puede producirse sobre un factor de
transcripcion que se encuentre ya unido a los promotores. Esta ultima situacion, permitiria
obviar la necesidad de la union tras el estrés, manteniendo un estado de pre-activacion.
Por ejemplo, el factor de transcripcion Hsf1 se encuentra constitutivamente unido a ciertos
promotores de genes relacionados con estrés térmico, preparandolos para una rapida
induccion (Gross et al, 1990; Sorger y Pelham, 1987). En condiciones de estrés osmatico,
la MAPK Hogl interacciona y fosforila al activador Smp1 y al represor Sko1, siendo esta
activacion fundamental para sus funciones (Proft et al/, 2001; de Nadal et al, 2003). El
caso de Skol es mas complejo, ya que en condiciones normales actia como represor
mediante la union del complejo co-represor Ssn6 (Cyc8)-Tupl a los promotores diana
(Garcia-Gimeno y Struhl, 2000; Pascual-Ahuir et al, 2001). La fosforilacion de Skol por
Hog! lo convierte en activador, modificando su asociacion con el complejo Ssn6-Tup1 y
permitiendo el reclutamiento de complejos modificadores de histonas y remodeladores de
cromatina (Proft y Struhl, 2002). Este mecanismo que mantiene los genes de respuesta a
estrés en un estado reprimido, permite también, “enchufar” y “desenchufar” rapida y
eficazmente la expresion de un determinado grupo de genes. El efecto de Hog1 sobre los
factores de transcripcion no se limita unicamente a su activacion por fosforilacion. Hog1
interacciona con los factores de transcripcion Msn2/4 y Hot1, permitiendo la union de la
MAPK a los promotores (Alepuz et al/, 2001) (Figura 11B). La expresion de los genes
regulados por estos factores es independiente de su fosforilacion por la MAPK Hogl
(Alepuz et al, 2003), aunque Hogl requiere de su actividad catalitica para unirse a los
promotores. Este hecho indica que la actividad catalitica de Hog1 “per s€” y la presencia
pero no la fosforilacion de Msn2/4 y Hotl es un requisito fundamental para el
reclutamiento de la Pol Il y por tanto, para el inicio de la transcripcion. Asimismo, Hogl1 es
importante para el reclutamiento de complejos modificadores de cromatina como SAGA y
SWI/SNF (Proft y Struhl, 2002), que permiten a su vez el proceso de transcripcion.
Adicionalmente, en condiciones de estrés osmotico, Hog1 recluta la deacetilasa Rpd3 a los
promotores (Figura 11C), donde lleva a cabo la deacetilacion de histonas, permitiendo la
entrada de la Pol Il y la induccion de la expresion genica (de Nadal et al, 2004). Aunque la
deacetilacion de histonas ha sido clasicamente relacionada con la represion geénica (Robyr

et al, 2002), existen mas ejemplos en los que una disminucion en la acetilacion de



histonas también se encuentra asociada con la induccion de la transcripcion (Bernstein et

al, 2000; Shahbazian y Grunstein, 2007).

A) Modificacion de FTs B) Reclutamiento de la Pol Il y C) Modificacion de cromatina
complejos asociados

L i > L
5’ ORF 3 5’ ORF "3

FIGURA 11: Las protein quinasas activadas por estrés (SAPKs) regulan la iniciacion de la transcripcion génica a
través de diferentes mecanismos. [A) Fosforilacion directa de factores de transcripcion especificos de
promotor. (B) Estimulacion del reclutamiento de la RNA Pol Il y coactivadores al promotor. (C) Reclutamiento
de la histona deacetilasa Rpd3 y otras actividades modificadoras de la cromatina. Figura adaptada de de Nadal
y Posas (2010).

A diferencia de la MAPK Hogl, que requiere de su actividad protein quinasa para
llevar a cabo todos los mecanismos descritos anteriormente, se ha descrito para Slt2 y su
paralogo Mip1 un mecanismo no catalitico para activar la transcripcion de un reducido
numero de genes de la respuesta de integridad celular dependientes del complejo SBF
(Kim y Levin, 2010; Kim et af, 2008; Truman et al, 2009) (comentado en detalle en el
apartado 1.2.4.). Sin embargo, el mecanismo que regula la respuesta transcripcional

mayoritariamente a traves de la ruta CWI y mediada por RIm1, permanece desconocido.

El papel de la cromatina y su estado represivo hacen que los complejos
modificadores de cromatina sean criticos en el desarrollo de respuestas eficientes en
situaciones de estrés. Si un factor de transcripcion se une débilmente al promotor de un
gen o su sitio de union se ve ocupado por un nucleosoma, la actividad remodeladora de
estos complejos podria ayudar a su funcion. Por el contrario, para activadores que se unan
fuertemente a su sitio, el reclutamiento de complejos remodeladores seria necesario en
pasos posteriores, como la unidn de otros factores de transcripcion o de la TBP, la
estabilizacion de la interaccion con la polimerasa o la progresion de la Pol Il durante la
elongacion. Por ejemplo, en situaciones de estrés osmaotico, el complejo RSC es dirigido
por Hogl a las regiones codificantes de los genes de respuesta a estrés, donde produce el
desplazamiento de nucleosomas. Este proceso es fundamental para la progresion de la Pol
Il y por tanto, para la expresion génica (Mas et al, 2009). En situaciones de estrés, el
reclutamiento paralelo de diferentes complejos modificadores de cromatina que actuen
conjuntamente en la activacion transcripcional, puede dar lugar a respuestas mas rapidas.
En estrés osmotico, tanto el complejo SWI/SNF como el SAGA son necesarios para superar

la represion por Tup1 y ambos reclutamientos parecen ser paralelos y dependientes de los

z
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mismos factores, Hogl y Tup1 (Proft y Struhl, 2002). Actividades paralelas de estos mismos
coactivadores se han observado también en genes como SUCZ, reprimidos por glucosa

(Geng y Laurent, 2004).

La arquitectura de los promotores de los genes de respuesta a estrés también
juega un papel vital en la union de los factores de transcripcion y en la regulacion del
inicio de la transcripcion. La respuesta a estrés térmico, es un claro ejemplo de como
genes pertenecientes a la misma respuesta: HSP1Z HSPEZ y S5A4 se encuentran
regulados de forma diferente, en funcion de la estructura de su promotor (Erkina et al,
2008; Erkina et al, 2010). Estos tres promotores se encuentran regulados por el factor de
transcripcion Hsfl (Heat Shock Factor) que reconoce y se une a secuencias HSE (Heat
Shock Elements) dentro del promotor. Sin embargo, diferencias en estas secuencias
establecen que los genes HSP82y S5A4 se encuentren asociados constitutivamente con el
activador Hsf1, mientras que el promotor de HSP/72 solo se encuentre unido al factor Hsfl
en condiciones de estrés. Esta situacion establece que la participacion de diferentes
complejos remodeladores de cromatina sea diferente y que el mecanismo de regulacion
transcripcional no sea comun para genes que responden a las mismas condiciones (Erkina
et al, 2008; Erkina y Erkine, 2006; Erkina et al, 2010).

En resumen, las interacciones entre las MAPKSs, factores de transcripcion, complejos
modificadores de histonas, remodeladores de cromatina y la enzima Pol Il pueden variar
en los diferentes tipos de estrés e incluso dentro de una misma respuesta, pueden

funcionar de forma distinta para cada promotor.















La adaptacion de la levadura a situaciones de estrés sobre la pared celular esta
regulada principalmente a traveés de la ruta CWI. La activacion de esta ruta produce un
cambio importante en el programa transcripcional de la célula. Mediante el empleo de
microarrays de DNA, nuestro laboratorio y otros grupos han realizado analisis de
expresion a escala genomica del transcriptoma de la levadura bajo diferentes condiciones
de estrés sobre la pared celular. Estos estudios revelan la activacion transcripcional de
diferentes genes implicados principalmente en el remodelado de la pared celular,
metabolismo, estrés y transduccion de senales (Agarwal et al, 2003; Boorsma et al., 2004;
Garcia et al, 2009; Garcia et al, 2004; Lagorce et al, 2003). Esta respuesta depende casi
en su totalidad tanto de la presencia de la MAPK SIt2, como del factor de transcripcion
RIm1 (Garcia et al, 2004). Asimismo, los sensores, Wsc1 y Mid2, median la mayoria de las

respuestas mediadas por la ruta CWI (Bermejo et al, 2010).

El analisis comparativo de los perfiles de expresion en respuesta a diferentes danos
ha permitido identificar un grupo de genes que se induce en la mayoria de las situaciones
que conducen a alteraciones en la pared celular (Garcia et al, 2004). Dentro de este
grupo se encuentra el gen YKL161C/MLPI, que muestra altos niveles de activacion en la
mayoria de las situaciones de estrés estudiadas hasta el momento, y bajos niveles de
expresion en condiciones normales de crecimiento (Rodriguez-Pefna et al, 2008). Por este
motivo, MLP7 se ha utilizado como gen “modelo” de la respuesta transcripcional estudiada

para la realizacion de la mayoria del trabajo aqui presentado.

Previamente a este trabajo, en nuestro laboratorio se desarrollo el plasmido pJSO5,
un sistema reportero que presenta una fusion transcripcional del promotor del gen MLP7
al gen de resistencia al antibidtico nourseotricina (MAT) (Rodriguez-Pefha et al, 2008). Las
células transformadas con este plasmido presentan en condiciones de estrés sobre la
pared celular, un aumento de la resistencia a nourseotricina, respecto a las células no
tratadas como consecuencia del aumento de la expresion de MLP]. Utilizando como
herramienta el plasmido pJSO5 se llevé a cabo un rastreo genomico dirigido a la
identificacion de nuevos genes implicados en la regulacion de la respuesta transcripcional
de adaptacion a danos sobre la pared celular. La base de este estudio consistio en la
identificacion de mutantes de levadura en los que la transcripcion de AMLPJ, como
consecuencia del tratamiento con 1 U/ml de zimoliasa, se encontrara bloqueada. La
zimoliasa conduce a la induccion de este gen y por consiguiente se induce la expresion de
NATI, permitiendo el crecimiento de la cepa silvestre en presencia de 200 pg/ml de
nourseotricina, mientras que en los mutantes en genes necesarios para la induccion de

MLP] no se induce la expresion del gen NAT/, y por tanto, no sobreviven en estas
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condiciones. Para la realizacion del screening se transformé con el plasmido pJSO5 la
coleccion completa de cepas haploides delecionadas individualmente en cada uno de los
ORFs no esenciales de S. cerevisiae en el fondo genético BY4741 (proporcionada por
Euroscarf). Para ello se siguid un protocolo de transformacion en placa multipocillo (Gietz
y Woods, 2002) usando como medio de cultivo de seleccion SC-URA. Estos transformantes
se transfirieron a medio YPD suplementado con 200 pg/ml de nourseotricinay 1 U/ml de
zimoliasa. Las placas se incubaron a 28°C durante 72 y 96 horas y el crecimiento en cada
pocillo se determind midiendo la absorbancia a 550 nm. Asi se seleccionaron 347
mutantes cuyo crecimiento estaba inhibido con respecto a la cepa silvestre. Estos
mutantes se transformaron individualmente con la construccion MLP/-LacZ, midiéndose la
induccion de MLPT en ausencia y presencia de estrés. De los 347 mutantes seleccionados,

159 fueron confirmados como positivos.

La clasificacion funcional de estos 159 genes, siguiendo las anotaciones
disponibles en las bases de datos SGD (http://www.yeastgenome.org) y Proteome
(https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/portal/login.cgi) se incluye en la figura
12. Los grupos funcionales mayoritarios identificados corresponden a funciones
relacionadas con transcripcion y genes de funcidn desconocida, siendo también
numerosos los genes pertenecientes a los grupos de metabolismo, transduccion de

senales, estrés y transporte.
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FIGURA 12: Clasificacion funcional de los genes identificados en el screening de activacion transcripcional de
MLPT en respuesta a zimoliasa.
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El objetivo principal de este trabajo ha sido el estudio de los mecanismos
implicados en el control de la respuesta transcripcional de S. cerevisiae en situaciones de
estrés que comprometen la integridad de su pared celular. Esta aproximacion global se

concreta en varios objetivos parciales:

1. La caracterizacion a nivel molecular de la regulacion de la expresion génica

mediada por la MAPK SIt2 y el factor de transcripcion RImT.

2. Investigar la participacion del complejo remodelador de cromatina SWI/SNF

en dicha respuesta transcripcional:

2a. Analisis de la expresion génica en respuesta a estrés en los

mutantes del complejo.

2b. Estudio del papel del complejo en el reclutamiento de RIm1 y la
maquinaria transcripcional a los genes regulados por la ruta de

integridad celular.

2c. Caracterizacion del papel del complejo en el desplazamiento de
nucleosomas y en la remodelacion de la cromatina en

situaciones de estrés.
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1. MICROORGANISMOS UTILIZADOS

1.1. Saccharomyces cerevisiae

Las cepas de levadura utilizadas en este trabajo se detallan a continuacion en la

Tabla 3.

TABLA 3: Relacion de cepas de S. cerevisiae utilizadas en este trabajo, genotipo y procedencia.

MATERIALES Y METODOS

Cepa ‘ Genotipo Procedencia
BY4741 Mat a; his3A1; leu2A0; met15A0; ura340 Euroscarf , Alemania (YO0000)
swi3A BY4741 swi3:: KanMX4 Euroscarf, Alemania (Y01250)
snf2A BY4741 snf2:: KanMX4 Euroscarf, Alemania (Y01586)
snf5A BY4741 snf5:: KanMX4 Euroscarf, Alemania (Y07175)
snf6A BY4741 snf6:: KanMX4 Euroscarf, Alemania (Y06409)
taf14A BY4741 tafi14:: KanMX4 Euroscarf, Alemania (Y02123)
swp82A BY4741 swp82:: KanMX4 Euroscarf, Alemania (Y05670)
snfliA BY4741 snfl1:: KanMX4 Euroscarf, Alemania (Y04008)
rtt102A BY4741 rtt102:: KanMX4 Euroscarf, Alemania (Y05927)
swilA MATa;his3A1; leu2A0; met15A40; ura3A0; swil::KanMX4 | Este trabajo
snf12A MATa; his3A1;leu2A0; lysA0; ura3A0; snf12::KanMX4 Este trabajo
rimiA BY4741 rim1:: KanMX4 Euroscarf, Alemania (Y02739)
sit2A BY4741 slt2:: KanMX4 Euroscarf, Alemania (Y00993)
BY4743; Mat a/a; his3A1/his3A1; leu2A0/leu2 A0;
swilA lys2A0/LYS2; MET15/met15A0; ura3A0/ura3A40; Euroscarf, Alemania (Y22812)
YPLO16W::KanMX4/YPLO16W
BY4743; Mat a/a; his3A1/his3A1; leu2A0/leu2 A0;
snf12A lys2A0/LYS2; MET15/met15A0; ura3A0/ura3A0; Euroscarf, Alemania (Y25398)
YNRO23W::KanMX4/YNRO23W
WT-RLM1-HA BY4741; RLM1-3XHA::LEU2 Este trabajo

slt2A-RLM1-HA

slt2A; RLM1-3xHA::LEU2

Este trabajo

snf2A-RLM1-HA

snf2A; RLM1-3xHA::LEU2

Este trabajo

swi3A-RLM1-HA

swi3A; RLM1-3xHA::LEU2

Este trabajo

WT-SLT2-HA

BYA741 SLT2-3xHA::HIS3

Este trabajo

rim1A-SLT2-HA

rimi1A; SLT2-3xHA::HIS3

Este trabajo

swi3A-SLT2-HA

swi3A; SLT2-3xHA::HIS3

Este trabajo

C. L. Peterson , UMMAS (Worcester,

CY1552 BY4741; SWI2-TAP (fusidn del epitopo C-terminal) USA)

snf2A rimi1A BY4741 snf2::KanMX4 rim1::HIS3 Nuestro laboratorio
MATa, gal4-542, gal80-538, ura3-52, ura3::GAL1-

SFY526 lacZ,ade2-101, leu2-3,112, his3-200, trp1-905, lys2-801, | Clontech
can®

rim1A (SFY526) SFY526 rim1::HIS3 Este trabajo
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1.2. Escherichia coli

Para llevar a cabo la amplificacion de los plasmidos empleados en este trabajo se
ha utilizado la cepa de £ coli DH5a (SupE44AlacUl169 (@80 lacZAM15) hsdR17 recAT
endAl qyrA96 thi-1 relA7) (Hanahan, 1983). En los experimentos de sobreexpresion de
proteinas se empled la cepa de £. coli Rosetta (F - ompT hsdSg(rsmg) gal dcm pRARE
(Cam®)) derivada de la cepa BL21.

2. CONDICIONES DE CULTIVO Y MANIPULACION DE
MICROORGANISMOS

Las celulas de levadura se crecieron a 24°C en agitacion a 200 rpm para
incubaciones en medio liquido y a 30°C en estatico para incubaciones en medio solido.
Los medios de cultivo empleados fueron: medio rico YPD (20 g/l glucosa, 20 g/I peptona y
10 g/l extracto de levadura) o medio sintético completo SC (1,7 g/l base nitrogenada para
levaduras, 5 g/l sulfato amonico, 20 g/l glucosa y 2 g/l de la mezcla completa de
aminoacidos excepto el aminoacido o base nitrogenada utilizada como marcador de

seleccion [ver concentracion final aproximada de cada componente en la Tabla 4]).

TABLA 4: Cantidades de aminoacidos o bases nitrogenadas incluidas en el en el medio de cultivo SC para el
crecimiento de S. cerevisiae.

Aminoacido o

Aminoacido o

Aminoacido o

Aminoacido o

base base base base

Adenina 0,5 | Glutamina Leucina 10 | Serina 2
Alanina 2 Acido Glutdmico Lisina 2 Treonina 2
Arginina 2 Glicina Metionina 2 Triptéfano 2
Asparagina 2 Histidina :r:?:ozlenzoico 2 Tirosina 2
Acido Aspartico 2 Inositol Fenilalanina 2 Uracilo 2
Cisteina 2 Isoleucina Prolina 2 Valina 2

Para el crecimiento de células bacterianas se utilizé el medio LB (Luria-Bertari) cuya

composicion es: 10 g/l triptona, 5 g/l extracto de levadura, 5-10 g/I de cloruro sédico. Las
cepas resistentes a ampicilina se cultivaron en este medio suplementado con 100 pug/ml
de ampicilina (Britapen, G.S.K.). Las ceélulas bacterianas fueron crecidas a 37°C y en

agitacion a 200 rpm, para incubaciones en medio liquido.



Para la preparacion de todos los medios de cultivo se utilizd6 agua desionizada
purificada mediante el sistema Millipore (Mili-Ro). Para la obtencion de medios solidos, se
utilizdé una concentracion final de agar de 20 g/I. La esterilizacion de dichos medios se

realizo por autoclavado a una temperatura de 120°Cy 1 atm de presion durante 20 min.

2.1. Determinacion del crecimiento

El crecimiento de los cultivos de S. cerevisiae y E. coli se realizd por turbidimetria,
mediante lectura de la densidad optica a 600 nm en un espectrofotometro Beckman
DU640.

2.2, Cultivo y recogida de células de levadura

En la mayoria de las aproximaciones experimentales realizadas se procedio
inoculando el medio de cultivo liquido apropiado (YPD o SC si las cepas se encontraban
transformadas con plasmidos) con la cepa o cepas a estudiar, creciendolas en agitacion a
24°C durante toda la noche, de tal manera que al dia siguiente la D.O.40 del cultivo no
superara el valor de 1,5. Al dia siguiente, los cultivos se refrescaron a una D.O..o0 de 0,2 en
medio YPD y se incubaron durante aproximadamente 2-3 h mas a 24°C. De esta manera el
cultivo se encontraba en fase de crecimiento exponencial, ideal para la mayoria de las
aproximaciones que se han llevado a cabo en este trabajo. Posteriormente, el cultivo se
dividio en dos partes iguales, anadiendo a uno de ellos la droga o tratamiento a ensayar,
mientras que el otro actuaba como cultivo control sin tratamiento, siendo ese momento el
tiempo cero del experimento. Los cultivos se incubaron seguidamente durante el tiempo
indicado para cada experimento, transcurrido el cual las células eran recogidas mediante

centrifugacion.

Las drogas utilizadas en este trabajo para la activacion de la ruta de integridad

celular en la levadura S. cerevisiae fueron las siguientes:

Rojo Congo (Kongorot MERCK): Interfiere con la correcta construccion de la pared celular
a traveés de su union a quitina. Se ha utilizado a una concentracion final de 30 pg/ml para
todos los estudios realizados en medio liquido. La droga se anade al medio de cultivo una

vez disuelta en agua estéril en el momento de su uso.

Zimoliasa 100T (ImmunO™, MP BIOMEDICALS, Inc.): mezcla de enzimas hidroliticas
procedente del cultivo del microorganismo Arthrobacter /uteus que esta constituida
principalmente por actividad B-1,3-glucanasa y proteasa y que digiere la pared celular de

levaduras. Este preparado contiene 100.000 unidades enzimaticas por gramo. La zimoliasa
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100T se disolvio segun indicaciones de la casa comercial en una solucion 0,5 M de Tris-HCI
pH 7.5 y glucosa al 5% (previamente esterilizada por filtracion). Se ha utilizado a una

concentracion final de 0.4 U/ml para todos los estudios realizados en medio liquido.

3. PLASMIDOS

Los plasmidos utilizados y generados en este trabajo se muestran en la siguiente

-
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tabla:

TABLA 5: Relacion de plasmidos utilizados en este trabajo.

Nombre Caracteristicas relevantes Procedencia
MLP1-LacZ Vector episdmico YEp352 con la fusidn transcripcional del promotor de | Garcia et al.
MLP1 (-1000,-1) al gen lacZ (URA3). (2009)

MLP1-LacZ-HIS3

Vector episémico YEp352 con la fusion transcripcional del promotor de
MLP1 (-1000,-1) al gen lacZ (HIS3) (1).

Este trabajo

CRH1 al gen lacZ (URA3).

SEDI-Lacz Vector episomico YEp352 con la fusidn transcripcional del promotor de | Garcia et al.
SED1 (-999,-1) al gen lacZ (URA3). (2009)
CWPI-LacZ Vector episdmico YEp352 con la fusidn transcripcional del promotor de | Garcia et al.
CWP1 (-978,-5) al gen lacZ (URA3). (2009)
AFR1-LacZ Vector episémico YEp352 con la fusion transcripcional del promotor de | Garcia et al.
AFR1 (-842,+8) al gen lacZ (URA3). (2009)
CRH1-LacZ Vector episdmico YEp352 con la fusidn transcripcional del promotor de | Bermejo et al.

(2008)

p704 (pLG669-2)

Contiene el promotor del gen CYC1 (1100 pb) fusionado a lacZ. La
region UAS de este promotor puede ser eliminada por la deleccién de la
region flanqueada por los puntos Xhol (440 pb).

Guarentey
Ptashne (1981)

PRS316[s/t2(T190AY192A)]

Version de SLT2 no fosforilable integrada en el vector pRS316.

P705 Plasmido p704 sin la region UAS-CYC1 (2). Este trabajo
Plasmido p705 en el que ha sido clonada por restricciéon con Xhol, la .
p704-BOX1 caja 1 de unién a RIm1 del gen MLP1 (3). Este trabajo
Plasmido p705 en el que ha sido clonada por restriccién con Xhol, la .
p704-BOX2 caja 2 de union a RIm1 del gen MLP1 (4). Este trabajo
L r Sikorskiy
pRS316 Vector centromérico, URA3, Amp'. Hieter (1989)
H. Martin,
Dept.
pRS316([SLT2] Gen SLT2 clonado en el vector pRS316. . . ,
Microbiologia
11 (UCM)
H. Martin,
pRS316[s/t2(T54F)] Versién de SLT2 cataliticamente inactivo integrada en el vector pRS316. Dejpt. . ,
Microbiologia
11 (UCM)
H. Martin,
Dept.

Microbiologia
11 (UCM)

pGBT9 Vector sistema de dos hibridos en levadura. Clontech
pGBTI[SLT2] Elli)s;c;r;::rz] S;T;:;erc;jg;_rlglm) al dominio de unién a DNA de Gal4 ?;I;;rsit al.
PR OS RLML3HA |teal ORE de RLMI mediante 1 clonacién on alpet. | laboratero
YEp352 Vector episémico, URA3, Amp'. :—Iligseé)al.




Vector episémico YEp352 conteniendo el promotor y ORF de RLM1

YEp352[RLM1-HA] fusionado a 3 copias del epitopo HA (5).

Este trabajo

Vector de sobreexpresion bajo el control del promotor tac de la Guan y Dixon

PGEX-KG proteina Gst en bacteria. (1991)

Plasmido de sobreexpresidn bajo el control del promotor tac de la

PGEX-KG-RLM1 proteina Gst fusionada a RLM1 en el extremo N-terminal (6).

Este trabajo

Plasmido de sobreexpresion bajo el control del promotor tac de la

PGEX-KG-RIM1AN proteina Gst fusionada a RLM1AN en el extremo N-terminal (7).

Este trabajo

Plasmido de sobreexpresidn bajo el control del promotor tac de la

PGEX-KG-RIm1_222-526 proteina Gst fusionada a RLM1_222-526 en el extremo N-terminal (8).

Este trabajo

CP233 Contiene la fusion SNF2-HA-6xHIS insertada en YEp24 (vector Peterson et al.,
episémico URA3, Amp'). 1994
El epitopo 6xMyc se clond en fase al extremo C-terminal de RLM1 en el | Nuestro
VEp181[RLMI-6xMyc] plasmido YEp181 conteniendo el gen RLM1. laboratorio

(1) MLPI-LacZ-HIS3: se obtuvo un fragmento de 1,8 Kb pertenecientes al gen H/S3 a partir de la
restriccion del plasmido p34H HIS (cedido por H. Martin) con la enzima Smal. Dicho fragmento fue

insertado en el plasmido MLP/-LacZ, previamente digerido con Stu, en la region URA3.

(2) Plasmido P705: Procede del plasmido p704 en el que se ha eliminado la region UAS-CYC/y un

punto Smadal por restriccion con Xhol.

(3) Plasmido p704-BOX1: Plasmido p705 en el que ha sido clonada por restriccion con Xhol, la caja
1 de unién a Rim1 del gen MLP], flanqueada por las 5 pb correspondientes a la secuencia del
promotor de MLPI que incluian un punto de restriccion para Xhol. Este fragmento fue obtenido

mediante la hibridacion de los oligonucledtidos indicados a continuacion:

Oligonucleotido MLP1-RLM 1.1: 5" ®-TCGAGTTAAAAATAGTAACT 3’
Oligonucleotido MLP1-RLM 1.2: 5° ®- TCGAAGTTACTATTTTTAAC 3°

Protocolo de hibridacion: 1yl de cada oligo (100 pmoles) en 48 ul de buffer de anillamiento (100
mM KAcO, 30 mM HEPES-KOH pH7,4 y 2ZmM Mg(AcQO),, fueron sometidos 4" a 95°C, 10" a 70°C y

enfriamiento progresivo hasta alcanzar temperatura ambiente.

(4) Plasmido p704-BOX2: Plasmido p705 en el que ha sido clonada por restriccion con Xhol la caja
2 de union a RIm1 del gen MLPI, flanqueada por las 5 pb correspondientes a la secuencia del
promotor de MLP1y un punto anadido de restriccion para Xho1. Este fragmento fue obtenido por
la hibridacion de los oligonucleétidos indicados a continuacion, siguiendo el protocolo descrito

anteriomente:

Oligonucleotido MLP1-RLM 2.1: 5" ®-TCGATAATTATAAAAATAGAAATA 3’
Oligonucledtido MLP1-RLM 2.2: 5° ®-TCGATATTTCTATTTITATAATTA 3°

(5) Plasmido YEp352[RLM I-HA]: se obtuvo un fragmento de 3,5 Kb pertenecientes al promotor mas
la region codificante completa de RLM 1, obtenida mediante la restriccion del plasmido YEp181-

RLM1(Watanabe et al, 1995) con las enzimas Psd/Kprl. Dicho fragmento se clond en el plasmido
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YEp352, previamente digerido con Psd y Kpnl obteniendo el plasmido YEp352-RLM1. El epitopo
3xHA (obtenido del plasmido pRS305-3xHA) se clond en fase en el extremo C-terminal de RLM]

presente en el plasmido anterior.

(6) Plasmido pGEX-KG-RIm1: se obtuvo un inserto de 2 kb pertenecientes al ORF completo de RLM 7
obtenidos desde el plasmido pEG-KGH-RLM1 (cedido por J.M. Rodriguez-Pena), mediante la
restriccion con Smal/Sal. Dicho fragmento se clond en el plasmido pGEX-KG, previamente digerido

con Smaly Sal, quedando GSTy RLM en fase (fusidon N-terminal).

(7) Plasmido pGEX-KG-RIm 1AN: se amplificod por PCR el fragmento correspondiente a las posiciones
664-2031 pb del ORF de RLM] utilizando la enzima DNA polimerasa Phusion High-fidelity (New
England BiolLAbs), incorporando los puntos de corte Smadal/Sal. Dicho fragmento se clond en el
plasmido pGEX-KG, previamente digerido con Smal y Sal. Los oligonucledtidos utilizados para la

amplificacion del inserto fueron:

Oligonucleotido GST-RIm1AN: 5" AAACCCGGGAATGTACAATCTTAACCAGCC 3
Oligonucleotido GST-RIm1-676: 5 CCCGTCGACTTATATTTITGCTTGAATTTT 3’

(8) Plasmido pGEX-KG-RIm1_222-526: se amplific6 por PCR el fragmento correspondiente a las
posiciones 664-1592 pb del ORF de RLM] utilizando la enzima DNA polimerasa Phusion High-
fidelity (New England Biolabs), incorporando los puntos de corte Smal/Sal. Dicho fragmento se
cloné en el plasmido pGEX-KG, previamente digerido con Smal y Sal. Los oligonucledtidos

utilizados para la amplificacion del inserto fueron:

Oligonucleotido GST-RIm1AN: 5" AAACCCGGGAATGTACAATCTTAACCAGCC 3
Oligonucleotido GST-RIm1-526-end: 5’ GGTGTCGACTTACATCGATATAGAAGAAACATITGGAG3’

4. TECNICAS GENERALES DE BIOLOGIA MOLECULAR

Las técnicas basicas de biologia molecular como la digestion con enzimas de
restriccion, desfosforilacion del extremo 5° del DNA, amplificacion de DNA mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), etc., se realizaron siguiendo los protocolos
convencionales de laboratorio descritos en Ausubel et al. (1993) y Sambrook et al. (1989).
Para la extraccion y purificacion de DNA plasmidico se utilizaron sistemas comerciales de
la casa Roche, “High Fure Plasmid Isolation Kit” Las enzimas de restriccion empleadas, la
DNA ligasa y la DNA fosfatasa (CIAP), han sido suministradas por la casa comercial Roche
diagnostics. La visualizacion de DNA se llevo a cabo mediante electroforesis en geles de
agarosa (0,8-1,5%), preparados en tampon TAE (Tris/Acético/EDTA) (0,004 M Tris Acetato
pH 7,5y 0,001 M EDTA pH 8), tras la adicion de bromuro de etidio al gel de agarosa a una



concentracion final de 1 pg/mi, utilizando un transiluminador de luz UV. Para la elucidon
de fragmentos de DNA en los geles de agarosa, se empleo el kit comercial “Gene Clean
Turbo Kit” (MP Biomedicals). La secuenciacion de DNA se realizé en la Unidad de
Genodmica del Parque Cientifico de Madrid/UCM, utilizando el secuenciador automatico
muilticapilar ABI Prism 3730 de la casa comercial Applied Biosystems y cebadores

“universales” o especificos, segun necesidad.

4.1. Transformacion de bacterias

La transformacion de E.coli se realizd segun el método de Hanahan (1983). Para
ello, se utilizaron 100 ul de células competentes de las correspondientes cepas de £. colj, a
las que se anadio 5-10 pl de cada ligacion 6 1-2 pl de DNA plasmidico con una
concentracion apropiada de DNA. Se incubaron 30 minutos en hielo, seguido de un
choque térmico a 42°C de 2 minutos. Tras dejar la mezcla un minuto en hielo, se
anadieron 4 volumenes de medio LB liquido y se incubaron durante una hora a 37°C. La
mezcla de transformacion se plaqued en medio solido LB suplementado con ampicilina,

incubando las placas durante 24 horas a 37°C.

4.2. Transformacion de levaduras

La transformacion de levadura con DNA plasmidico se realizé siguiendo el método
del acetato de litio descrito por Ito ef al. (1983). Para ello, se partieron de 10 ml de cultivo
en fase exponencial crecido en medio YPD o SC. Las células se recogieron en esterilidad
por centrifugacion, y se resuspendieron en 100 ul de una mezcla 1:5 de acetato de litio 1
Ny PEG 40%. A continuacion, se anadieron a la suspension 50 ng de ssDNA de esperma
de salmon (hervido previamente) y 0,1-0,5 ng del DNA a transformar en el menor
volumen posible. La mezcla se incubd 15 minutos a temperatura ambiente y
seguidamente se sometio a un choque térmico a 42°C durante 20 minutos. Finalmente,

las células se plaquearon en medio selectivo y se incubaron a 30°C durante 48-72 horas.

5. GENERACION DE CEPAS ETIQUETADAS CON EL EPITOPO
HA

Los experimentos de inmunoprecipitacion de cromatina se realizaron en algunos

casos empleando cepas que llevaban integrada en su genoma la fusion transcripcional de
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la proteina en estudio al epitopo HA, que corresponde a los residuos 98-106 de Ia

hemaglutinina del virus de la gripe humana.

Las cepas epitopadas WT-RLM I-HA, slitZA-RLM I-HA, snfZA-RLM I-HA 'y swi3A-RLM I-
HA se obtuvieron por integracion de la fusion RLM 1-3xHA por recombinacion homaologa
en el /ocus RLM1I. Con este fin se amplificd por PCR la region codificante de RLM1T y se
clonod en el vector integrativo LEUZ pRS305 que contiene el epitopo 3xHA. La integracion
de la version epitopada con 3xHA en el /ocus de RLM] se realizd transformado con el
plasmido previamente obtenido (pRS305-RLM 1-3xHA) linearizado con Hindlll y utilizando
como medio de seleccion SC-Leu. La integracion fue confirmada con una estrategia
basada en PCR.

Para la generacion de las cepas WT-SL7ZHA, imIA-SLTZHA 'y swiZA-SLTZHA se
empled el plasmido pFA6a-3HA-His3MX6 (descrito en Longtine et al, 1998). Para la
amplificacion del fragmento que incluye 3xHA-His3 se realiz6 una PCR utilizando los
oligonucleotidos descritos en la misma publicacidon que incluyen la region especifica de
gen SL7Z. R1 (gene-specific sequence- GAATTCGAGCTCGTTTAAAC) y F2 (gene-specific
sequence- CGGATCCCCGGGTTAATTAA). El fragmento amplificado se integro en el
genoma por recombinacion homologa en el /ocus SLTZ, mediante la transformacion de las

respectivas cepas, seleccionandolas en medio minimo carente de histidina.

6. DISECCION DE ASCAS DE LEVADURA PARA LA OBTENCION
DE CEPAS HAPLOIDES

6.1. Condiciones de esporulacion

Para inducir la esporulacion, las estirpes diploides de S. cerevisiae crecidas 24-48 h
en medio YPD, se transfirieron en masa a medio de pre-esporulacion solido (8 g/l extracto
de levadura, 3 g/l peptona, 100 g/l glucosa y 20 g/l agar] durante dos dias. A
continuacion, se transfirieron a placas de medio de esporulacion (1 g/l extracto de
levadura, 10 g/l acetato potasico, 0,5 g/l glucosa y 20 g/l agar), incubandose a 30°C

durante tres dias. Transcurrido ese tiempo se llevo a cabo la diseccion de tetradas.

6.2. Diseccion de ascas y micromanipulacion de esporas

Una vez que las cepas en estudio habian esporulado, se resuspendid una masa de

células en 200 pl de una dilucion 1/20 (v/v) de NEE-154 glusulasa (DuPont Company,



Wilmington USA| en agua estéril y se incubaron a 37°C durante 8 minutos para permitir la
rotura de la envuelta del asca. La reaccion se detuvo con 800 pl de agua fria. Se hicieron
tres estrias de esta suspension en una placa de YPD (de bajo espesor y completamente
lisa) y se procedid a la micromanipulacion (Micromanipulador de Singer Instruments). La
placa conteniendo las esporas separadas se incubo a 30°C durante tres dias con el fin de

inducir el proceso de germinacion.

6.3. Caracterizacion de las cepas haploides obtenidas

Las colonias credidas en el lugar de deposito de cada espora se re-sembraron en
una placa individual de YPD suplementado con 200 mg/I de geneticina (Gibco). Se utilizo
este medio puesto que el objetivo era conseguir mutantes haploides que presentaban el
gen de interés sustituido por una casete de resistencia a kanamicina, partiendo de los
correspondientes diploides heterocigoticos. Para determinar el tipo sexual se hicieron
experimentos de apareamiento, enfrentando los haploides obtenidos a cepas silvestres de
tipo sexual a y de tipo sexual o, por separado, en placas YPD. Por otro lado, se sembraron
los haploides en estudio en placas de medio sintético completo carentes de metionina,
lisina, uracilo o histidina, para determinar sus auxotrofias, tomando como referente el

fondo genético utilizado (BY4741).

6.4. Verificacion de las deleciones génicas mediante PCR

Todo el procedimiento anteriormente descrito se llevd a cabo para obtener
mutantes haploides swi7Ay snfiZA, ya que solamente se disponia de los correspondientes
mutantes diploides heterocigoticos. Con el fin de comprobar las deleciones en SNFI2y
SWi1 y la presencia en su lugar del marcador de resistencia a kanamicina, se utilizo el
método de PCR desde colonia, suspendiendo una colonia del mutante en estudio en la
siguiente mezcla de reaccion: 9 pl del Buffer Expand 10x, 8 ul de MgCl, 25 mM, 20 pl de
dNTPs 6,25 mM, 5 ul de cada oligonucledétido 100 uM, y H,O hasta un volumen final de 90
pl. La reaccion se incubo 10 minutos a 97°C y a continuacion se adiciono: 1 ul de buffer
Expand 10x, 1 ul de la enzima DNA polimerasa Expand high fidelity (Roche) (3,5 U/ul) y 8
ul de H,O. Las condiciones de PCR fueron las siguientes: un primer ciclo de 2" a 97°C, 30
ciclos de la secuencia 30" a 94 °C, 30" a 53°Cy 1" 30" a 72 °C y una extension final de 4" a
72°C.

El resultado de cada PCR se analizd mediante visualizacion del producto generado

en un gel de agarosa al 0,8%, comprobando el tamano de la banda amplificada con
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respecto al esperado. Se realizaron para verificar cada mutante dos PCRs independientes

para confirmar tanto la region 5" como 3’ de cada /ocus genomico.

Los oligonucledtidos utilizados se disefiaron sobre el promotor y terminador del
gen, a unas 500 pb de distancia del inicio del ORF y del codon de terminacion,
denominandose gen-K2 y gen-K3, respectivamente. Los oligonucledtidos denominados K2

y K3 anillan en la region codificante del gen de resistencia a kanamicina.

SNF12-K2: 5" CATGGCGTTTAGAGAGCTGTTG 3’
SNF12-K3: 5" CGTTGGAGATTATGAGATTGGG 3’
SWI1-K2: 5" GAACGCTGATTGACTTTACG 3’
SWI1-K3: 5" GATCTTGACTTTGTGGGCAG 3’

K2: 5" CCGTGCGGCCATCAAAATG 3’

K3: 5" GCCCAGATGCGAAGTTAAG 3’

7. ESTUDIOS DE SENSIBILIDAD A DIFERENTES COMPUESTOS

La sensibilidad/resistencia de las cepas empleadas en este trabajo a diferentes
tratamientos se ensayo utilizando cultivos en fase de crecimiento exponencial, empleando
dos metodos diferentes. En ambos casos, las células de las cepas a estudiar se crecieron en
medio liquido YPD, a 24°C y en agitacion durante toda la noche de tal manera que al dia

siguiente la D.O. del cultivo no superara el valor de 1,5.

7.1. Método de siembra por dilucion en gota

Esta técnica se empled para testar la sensibilidad de S. cerevisiae a Rojo Congo
(RC). Se prepard una primera dilucion del cultivo en medio liquido YPD, de forma que su
D.O. fuera de 0,2 (aproximadamente 3x10° células/ul) y se hicieron 4 diluciones seriadas
adicionales 1:5 en un volumen de 160 ul de YPD utilizando placas estériles de 96 pocillos.
Posteriormente, se sembraron con un replicador (Multi-blot replicator VP407, V&P
Scientific, INC.) 5 ul de cada una de las diluciones preparadas, en placas con medio solido
YPD suplementado con Rojo Congo (Merk, Darmstadt, Alemania) a concentraciones de

25,50, 75, 100y 150 ng/mil. Se incubaron a 30°C durante 48 -72 horas.



7.2. Determinacion _de la concentracion minima inhibitoria

(CMI) en medio liquido

Este método se utilizd para la determinacion de la sensibilidad de S. cerevisiae a
zimoliasa (ZL). Se prepard una dilucidon del cultivo en medio liquido YPD a una D.O. de
0,009 (~10*células/75 pl). En la primera columna de una placa estéril de 96 pocillos se
dispensaron 150 pl de YPD suplementado con 250 U/mil de zimoliasa 20T (MP
Biomedicals, Inc., USA) y se hicieron 8 diluciones seriadas 1:2 en YPD en las siguientes
columnas de la placa (donde se dispensaron previamente 75 ul de YPD), transfiriendo 75
pl de volumen desde el pocillo anterior, dejando la columna décima como control positivo
de crecimiento sin droga incluyendo unicamente 75 pl de YPD. Posteriormente, se
anadieron 75 pl de la suspension celular indicada anteriormente en todos los pocillos. El
rango de concentraciones de zimoliasa estudiado en un volumen final de 150 pl, quedo
por tanto delimitado entre 0 y 125 U/ml. Tras 24-48 horas de incubacion a 30°C en
estatico, se midio la absorbancia a 550 nm en un lector de placas (Model 680 Microplate

Reader; Bio-Rad) con el objetivo de determinar el grado de crecimiento en cada pocillo.

8. ENSAYOS DE ACTIVIDAD B3-GALACTOSIDASA

Este tipo determinacion se utilizd para cuantificar los niveles de expresion de
fusiones transcripcionales de diversas regiones promotoras de genes de intereés,
fusionadas al gen /acZ que codifica para la enzima B-galactosidasa. Estas construcciones se

han generado utilizando como base un plasmido multicopia (ver Tabla 5).

Las cepas en estudio, transformadas con el plasmido correspondiente, se crecieron
y procesaron segun se describe en el apartado 2.2. Se recogio un volumen de 5 ml por
centrifugacion a temperatura ambiente y se congelaron los “pellet” de células a -80°C. A
cada “pellet” de células se anadieron 250 pl de tampon de lisis (100 mM Tris-Cl, 1 mM DTT
y 20% glicerol) y 5 ul de PMSF 0,1 M. Seguidamente, se anadio 1/3 del volumen de bolitas
de vidrio de 1 mm para romper las células en la Fastprep FP120 (BIO101/Savant)
aplicando dos pulsos a una fuerza de 5,5 durante 35 segundos. La cantidad de proteina

del extracto celular total obtenido se midid mediante el método de Bradford.

El ensayo de B-galactosidasa se realizd en formato de placa multipocillo, tomando

como base el método descrito por Amberg (2005). La mezcla de reaccion se preparo en
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90 pl de tampon Z (16,1 g/l Na,PO,+7H,0, 5,5 g/l NaH,PO,, 0,75 g/l KCl y 0,246 g/l
MgSO,4+7H,0) con B-mercaptoetanol (2,7 mi/l), a los que se anadieron despueés 5-10 ul del
extracto proteico en tampon de lisis. A continuacion, se afadieron 20 pl de ONPG (orto-
nitro-fenil-galacto-piranésido (Sigma) 4 mg/ml. La placa asi preparada se incubo a 30°C
durante 10 minutos, tras los cuales se paro la reaccion mediante la adicion de 50 ul de
Na,COs 1T M. EI ONPG es un sustrato de la enzima B-galactosidasa que lo convierte en
galactosa y orto-nitrofenol, siendo este ultimo compuesto de color amarillo, medible
espectrofotomeétricamente a una longitud de onda de 415 nm. La lectura se realizd en un
lector de placas (Microplate Reader Model 680, BioRad) a 415 nm. El resultado se expreso

calculando la actividad especifica f-galactosidasa, de acuerdo a la siguiente formula:

.. . D.O.4]5XO,]7
Actividad especifica

B-galactosidasa

0,0045 x proteina (mg/ml) x volumen de extracto (ml) x tiempo de incubacion (min)

9. DETECCION DE PROTEINAS POR WESTERN-BLOTTING

9.1. Obtencion de extractos y preparacion de muestras

Las celulas se crecieron en medio liquido YPD y se llevo a cabo el tratamiento
descrito en el apartado 2.2. Se recogieron diferentes volumenes de cultivo en funcion de
los tiempos de tratamiento en estudio con el objeto de conseguir un humero suficiente de
células (3x10°%células), en tubos Falcon donde previamente se habia afadido un volumen
de hielo similar al de medio de cultivo recogido. Se centrifugaron a 4°C y 2600 rpm
durante 4 minutos y, tras eliminar el sobrenadante, se congelaron en nitrogeno liquido y
almacenaron a -80°C hasta su procesamiento. Cada “pellet” de células se resuspendio en
250 ul del tampon de lisis de proteinas (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 10% glicerol, 1% Triton X-
100, 0,1% SDS, 150 mM NacCl, 5 mM EDTA, 50 mM NaF, 50 mM B-glicerol fosfato, 5 mM
pirofosfato sodico y 1 mM de ortovanadato sodico). Este tampodn se suplementa en el
momento de uso con inhibidores de proteasas (Complete Mini, EDTA-free, Protease
inhibitor cocktail tablets, de la casa comercial Roche), que se usa a una concentracion de
un comprimido por cada 10 ml de tampon de lisis y, ademas, se anade PMSF a una
concentracion final de 1 mM. Las suspensiones celulares se transfirieron a tubos
eppendorf y se anadieron bolitas de vidrio de 1 mm de diametro (Glasperlen, Germany)
hasta la mitad del volumen de la suspension. Las células se rompieron por agitacion en

Fast-Prep, aplicando un pulso de 30 segundos a fuerza 5,5, centrifugando



inmediatamente a 13000 rpm durante 15 min a 4°C, para recuperar los sobrenadantes. La
concentracion aproximada de proteina total en los extractos, se calculd midiendo la
absorbancia a 280 nm en un espectrofotometro Beckman DU 640. Una unidad de
densidad optica corresponde aproximadamente a 1 mg/ml de proteina. A partir de cada
extracto, se preparo un volumen de 40 pl ajustado con agua destilada, con una
concentracion de proteina total de 30 pg/ul. A continuacion, se anadieron 10 pl de
tampon de carga SDS-PAGE 2x (125 mM Tris-HCI pH 6,8, 5% SDS, 25% glicerol, 0,6 g de
azul de bromofenol, al que se afnade en el momento de uso DTT a una concentracion final
de 200 mM) 6 la cantidad correspondiente de 5x (40 mM Tris-HCI pH 6,8, 2% azul de
bromofenol, 10% SDS, 33% glicerol y 20% de B-ME). Por ultimo, las muestras se hirvieron

durante 5 min para su desnaturalizacion.

9.2. Electroforesis de proteinas

Para la separacion electroforética de las proteinas de los extractos celulares se
utilizé SDS-PAGE, usando geles de poliacrilamida a una concentracion del 8-10%. La
composicion del gel separador al 10% fue: Acrilamida 30% (1,98 ml), Bis-acrilamida 2%
(0,8 ml), Tris-HCI 1 M pH 8,8 (2,25 ml), H,O (0,87 ml), SDS 10% (60 pl), PSA (Persulfato
amonico) 10% (30 ul) y TEMED (Tetrametiletilenediamina) (8 pl). La composicion del gel
concentrador es: Acrilamida 30% (0,325 mil), Bis-acrilamida 2% (0,135 ml), Tris-HClI 1 M pH
6,8 (0,25 ml), H,O (1,25 ml), SDS 10% (20 pl), PSA 10% (20 pl) y TEMED (2 pl).

La electroforesis se realizdé en cubetas Mini Protean Il (Bio-Rad) a un voltaje entre
150-200 V. La composicion del tampon de electroforesis fue de 196 mM glicina, 0,1% SDS,
50 mM Tris-HCI pH 8,3. El patron de pesos moleculares utilizado fue Precision Plus Protein
Standards (Bio-Rad). En cada pocillo se cargaron aproximadamente 240 pg de proteina

total.

9.3. Transferencia de proteinas a membrana de nitrocelulosa

Las proteinas separadas durante la electroforesis se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa (Hybond, Amersham| de aproximadamente 5x8 cm. Se utilizaron cubetas de
transferencia en humedo Mini Trans-Blot Transfer Cell (Bio-Rad). La transferencia se realizo
a un voltaje constante de 100 V durante 60 min. Para fabricar el tampon de transferencia
se mezcld un volumen del tampon de transferencia concentrado 10X (58 g/I Tris-HCI, 29
g/l de glicina, 3,7 g/l de SDS) con dos volumenes de metanol y siete volumenes de agua

destilada.
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9.4. Inmunodeteccion

Tras la transferencia, la membrana de nitrocelulosa se bloqued con leche
desnatada al 5% en TTBS (29,2 g/I de NaCl, 24,2 g/I de Tris pH 7,5 y 500 pl de Tween 20|
entre 30 min y 1 hora. Posteriormente, las membranas se incubaron con el anticuerpo
primario preparado, a la concentracion adecuada, en una mezcla de TTBS-leche al 5%
durante 90 min a temperatura ambiente u o/n a 4°C. A continuacion, se llevaron a cabo al
menos 3 lavados con TTBS de 5-15 min cada uno y se incubd la membrana con el
anticuerpo secundario correspondiente, conjugado con peroxidasa, diluido en TTBS-eche
al 5% durante 45 min-1 h. De nuevo se realizaron al menos 3 lavados con TTBS de la

forma ya descrita.

Para el revelado de las membranas se utilizo el sistema de deteccion
quimioluminiscente (ECL, Amersham-Biosciences) y peliculas Hyperfilm™ MP (Amersham-
Biosciences). El revelado de las peliculas se realizd de forma manual. Los anticuerpos

utilizados en este trabajo se describen a continuacion en la Tabla 6.

TABLA 6: Descripcion de los anticuerpos utilizados.

Anticuerpo Caracteristicas Procedencia
Anti-fosfo p42/44 MAPK . . . .
(Thr2°2/Tyr204) Policlonal de conejo Cell Signaling
Anti-actina Clon C4; Monoclonal de raton ICN Biomedicals
Anti-HA HA.11 clon 16B12; Monoclonal de ratén (MMS-101R) Covance
Anti-HA HA.11 clon 16B12; Monoclonal de ratén purificado (MMS- Covance
101P)
Anti-GST Policlonal de conejo GST (Z-5) sc-459 Santa Cruz Biotechnology
Anti-Myc C-myc clon 9E10; Monoclonal de ratén purificado (MMS- Covance
150P)
. . . J. Reese (Pennsylvania
Anti-Snf2 Policlonal de conejo State University, USA)
. . . Amersham Pharmacia
Anti-rabbit IgG-HRP Policlonal de burro .
Biotech
Anti-mouse IgG-HRP Policlonal de oveja Amersham Pharmacia
Biotech

10. ANALISIS TRANSCRIPCIONAL MEDIANTE M/CROARRAYS
DE DNA

Los experimentos realizados en este trabajo con microarrays emplearon soportes

de la marca Affimetrix GeneChip® Yeast Genome 2.0. Estos experimentos han sido



realizados en la Unidad de Genomica de la U.C.M. incluyendo el marcaje de los RNAs

problema, hibridacion de los microarrays y analisis basico de imagenes y resultados

obtenidos. A continuacion se detallan los aspectos metodologicos mas relevantes de las

fases clave de esta tecnologia. En la figura 13 se incluye un esquema general del proceso.

10.1. Extraccion de RNA

Las células de §. cerevisiae
se procesaron de la forma descrita
en el apartado 2.2. El volumen de
cultivo recogido fue de 5 ml
(5x107 células aproximadamente),
centrifugando a 4°C y 2600 rpm
durante 3 min, y congelando el
“pellet” de células inmediatamente
después de retirar el
sobrenadante en nitrégeno

liquido. La extraccion de RNA se

realizo utilizando el “RNeasy Mini

Kit” (QIAGEN), mediante el
procedimiento de  disrupcion
mecanica descrito en las
instrucciones del fabricante. Las
concentraciones de RNA se
determinaron midiendo la
absorbancia a 260 nm y su calidad
se comprobo mediante
cromatografia capilar utilizando el
equipo Nano Bioanalyzer 2100B
(Agilent Technologies).

RNA total
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FIGURA 13: Esquema general del proceso de sintesis y
marcaje de cDNA e hibridacion de microarrays mediante la
tecnologia Affymetrix.

10.2. Sintesis, marcaje e hibridacion del cDNA

A partir de 5 ng de RNA total se sintetizd el cDNA de doble cadena por

retrotranscripcion usando el kit “One-cycle cODNA Synthesis Kit' (Affymetrix, Santa Clara,

CA). Posteriormente, este cDNA se purifico utilizando el “GeneChip Sample Cleanup
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Module” (Affymetrix) siguiendo las instrucciones del fabricante. EI cDNA se us6 como
molde para la transcripcion /n vitro y obtener asi el cRNA marcado con biotina utilizando
el “GeneChip IVT Labeling Kit”. Por ultimo, se llevd a cabo la fragmentacion quimica del
cRNA marcado con biotina siguiendo las instrucciones del fabricante, obteniéndose
fragmentos de unos 100 nucledtidos. La concentracion de RNA marcado obtenido se
determiné midiendo la absorbancia a 260 nm en un espectofotometro ND-1000
(Nanodrop) y su calidad y perfil de tamanos se evaluoé por cromatografia capilar en un

equipo Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies).

Se emplearon 15 pg del cRNA marcado en el coctel de hibridacion para cada
microarray procediéndose a la hibridacion durante 16 h a 45°C. Una vez hibridados
fueron procesados en la plataforma de fluidos “GeneChip® Fluidics Station 450°. EI cRNA
hibridado fue identificado mediante un conjugado estreptavidina-ficoeritrina. Las senales

de fluorescencia fueron recogidas utilizando el escaner GeneChip® 3000.

10.3. Analisis de imagenes, procesamiento de datos y
métodos estadisticos

Los archivos generados en el escaneado de los microarrays (.CEL) fueron
convertidos a niveles de expresion génica utilizando el software GCRMA (Bioconductor)
(Han et al, 2004).

Para cada condicion experimental tres experimentos diferentes, correspondientes a
tres muestras biologicas independientes, fueron procesados y analizados. Los cambios en
la expresion génica entre las condiciones experimentales en estudio, fueron calculadas
como el ratio entre la media de las senales de expresion génica de las muestras tratadas
frente a las no tratadas. Los genes fueron considerados como inducidos o reprimidos
cuando su ratio de expresion bajo las condiciones analizadag fdem < 0,5,
respectivamente. Los analisis estadisticos se realizaron con el software Cyber-t
(http://cybert.microarray.ics.uci.edu/) (Baldi and Long, 2001). Aquellos valores con un p-
value bayesiano < 0,01 fueron considerados como significativos y los genes
correspondientes se consideraron para su posterior analisis. Con el objetivo de determinar
si la induccion génica observada en la cepa WT tras el tratamiento con RC o ZL se
encontraba bloqueada en los mutantes sw/3A y rimiA, se utilizd la relacion entre las
respuestas de la cepa mutante versus la presentada por la WT. Un valor del ratio
mutante/ratio WT < 0,65 fue considerado como umbral para definir una reducciéon

significativa en la induccion génica, de acuerdo con criterios previos (Garcia et al, 2009).


http://cybert.microarray.ics.uci.edu/�

En todo caso, aquellos genes cuyo ratio fuera < 1,65 fueron considerados como no
inducidos en las condiciones de estudio. Ademas, para determinar los genes cuyos niveles
de expresion basal dependieran de SW/3 o RLM], se establecié el mismo valor umbral para

la relacion entre el mutante/WT versusla relacion WT tratamiento/WT.

El analisis del agrupamiento de genes por sus perfiles de expresion se realizd
utilizando MeV (Multiexperiment viewer), version 4.6 de TIGR
(http://www.tigr.org/software/). Asimismo, la grafica de dispersion de los datos
normalizados de expresion geénica frente el correspondiente ORF fue obtenida con el

programa Spotfire.

11. ESTUDIOS DE EXPRESION GENICA MEDIANTE PCR
CUANTITATIVA

Las células se crecieron y procesaron segun lo descrito en el apartado 2.2. El
volumen de cultivo recogido fue de 5 ml (5x10” células aproximadamente), centrifugando
en frio, desechando el sobrenadante y congelando el “pellet” de células inmediatamente
con nitrogeno liquido. La extraccion del RNA se realizé igual que en el apartado 10.1. La
sintesis de cDNA se realizo con el kit “AS Transcription System”(Promega) empleando 2 ug
de RNA total, siguiendo las instrucciones del fabricante. El programa de retrotranscripcion
fue de 45 minutos a 42°C, 5 minutos a 95°C y finalmente 5 minutos a 4°C. A partir del
cDNA generado se preparo una dilucion de trabajo 1/100 en agua mili-Q. Las reacciones
de gPCR se realizaron en placas multipocillo-384 por duplicado con un volumen de
muestra de 4,5 pl, 5 yl de Power SYBR Green PCR Master MIX (Applied Biosystems) y 0,6 pl
de cada oligonucledtido a concentracion 5 pM. Las paregjas de oligonucleotidos
correspondientes se disenaron en el extremo 3’ de los genes en estudio, con ayuda del
programa bioinformatico Primer Express (Tabla 7). La PCR cuantitativa a tiempo real se
realizdo en el equipo Applied Biosystems 7900HT Fast Real-Time y las condiciones de
reaccion fueron las siguientes: un ciclo de 10" a 95°C sequido de 40 ciclos de 15" a 95°Cy
1" a 60°C. La expresion de cada gen en estudio fue normalizada relativizando los valores
segun la expresion del gen control ACT/ y los ratios de variacion de la expresion
(tratamiento versus no tratamiento) fueron obtenidos siguiendo el método 24 descrito

por Livak y Schmittgen (2001).
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TABLA 7: Relacion de oligonucleotidos utilizados en los ensayos de PCR-cuantitativa en tiempo real.

Oligonucleétido Gen Secuencia (5’-3’)
MLP1_RP VLP1 TCCTTCCCTTCAAACATTGGTT
MLP1_UP TGAATTATCAAGAATGCACAAAAGC
ACT_F_BIS ACGAAAGATTCAGAGCCCCA
ACT_R_BIS ACTL GCAGATTCCAAACCCAAAACA
YJL107C_F VILI07C ACACCGGTTCATCCTACGCA
YJL107C_R CAGCCTATGCGTCGGAGC
YIL117C_F PRMS AGACATAAGGAAACCCGCAAAAA
YIL117C_R ACGATTTACGCTACCATCACTTTCT
YKLO96W _F cwpi CCTCTGCTAGCTCCCCAACTG
YKLO96W_R TGTGTTTGGAGCTTGGATTTGT
CRH1_F VGR189C ACTACCCAGATATCAAGCAAATACACA
CRH1_R TCAGCACCGTTAGAAATTTGAACA
CRG1_F VHR209W TCGATTTGGAGATATTGAAGTCACA
CRG1_R GCATTTGGGTCCGAAGGA
YSN1_F ACGCACGAAGGCAGGTGTA
YNRO65C
YSN1_R AACCTTGCCCTTAATTTTGAAGAA
PRM10_F VIL108C TTCAAGTGCCATCTGGTATTGC
PRM10_R GCAACCCAGACAACAACGAA
RTC3_F CAAGGCCCAAGTGGAAAATG
RTC3_R VHROB7W ACTTCTTCGATCTTCTTGCCCTTA
YKRO91W_F RL3 TTCGTCCAAACATGCCAAAA
YKRO91W_R GACCAACGTAACGGCGAAA
YLRO40C_F ACGCAGGCCAGTCCATGA
YLRO40C_R VERO40C TGATGCGGATATAAGTGCTGTTG
YHRO97C_F GTCACTGCCACCCAAGGAA
YHR097C_R YHRO97C AGCTTGTTGCCGGTGTTTTC
YLRO42C_F VIR042C GTTCATTGTTCAAGCGCAACTT
YLRO42C_R CCAAGGGCAGTATTCAAATCCT
YLR194C_F VIR194C GGTAGCGTCCGTAATGTCCAA
YLR194C_R CCCGCACCATAAGCTATGTGA
YDRO77W_F D1 ACCACAGCCAACCCAAGTCT
YDRO77W_R TGATGACAACGGAATGAGAAGAA

12. ENSAYOS DE INMUNOPRECIPITACION DE CROMATINA
(ChIP)

La inmunoprecipitacion de cromatina es una técnica empleada para detectar la
asociacion /n vivo de proteinas individuales con regiones especificas del genoma. Una
caracteristica clave de estos ensayos es la utilizaciéon de formaldehido para conservar las
interacciones proteina-DNA, mediante enlaces covalentes entre las aminas primarias de las
bases del DNA y de las proteinas en una proximidack 2 A . El formaldehido es el agente
mas utilizado para generar estos entrecruzamientos (Orlando et af/, 1997; Solomon y

Varshavsky, 1985; Toth y Biggin, 2000), ya que (i) penetra rapidamente en las células,



actuando sobre interacciones nativas antes de que se produzca una respuesta fisioldgica
en la celula, (i) es un compuesto con un unico atomo de carbono, que permite
eficientemente generar entrecruzamientos proteina-DNA /n vivo (también se pueden
formar uniones proteina-proteina y proteina-RNA), y (iii) las uniones generadas son
reversibles, permitiendo que se lleven a cabo pasos posteriores para la deteccion de DNA.
Los experimentos de ChIP permiten también comparar diferentes eventos que se
produzcan de forma simultanea en la célula, antes o durante situaciones de estrés en
diferentes promotores, mediante la utilizacion de oligonucledtidos especificos. Un

esquema general de esa técnica se muestra en la figura 14.

o Entret{:ruzamiemo DNA-' 0 Lisis celular y obtencién de
proteina con formaldehido —  lacromatina

%
Factores de transcripcion e ;;:

e Fragmentacion de la cromatina o Inmunoprecipitacién del
~=¥ por sonicacion —— complejo proteina diana-DNA

Reversion del P, A o
‘3 0 Purificacion del DNA Analisis por PCR cuantitativa
~—  entrecruzamiento — 0

[
j - u'u'“",n__.- M >
' [ e

Yoor gf | | ™ -

FIGURA 14: Esquema general de un experimento de ChiP estandar.

12.1. Entrecruzamiento in vivo y recogida de células

Para la realizacion de estos experimentos se emplearon cepas que expresaban

desde su propio /ocus genomico proteinas epitopadas en su region C-terminal con 3

MATERIALES Y METODOS

Pégina7 3



MATERIALES Y METODOS

Pégina74

copias del epitopo HA y también cepas sin epitopar. Las células se crecieron y procesaron
segun el apartado 2.2. Transcurrido un tiempo determinado, segun el experimento
planteado, las células fueron tratadas con formaldehido a una concentracion final del 1%
durante 15 minutos, en agitacion por rotacion y a temperatura ambiente. La reaccion se
detuvo con la adicion de glicina a una concentracion final de 150 mM y, tras 5 minutos de
incubacién en las mismas condiciones, se recogieron las células por centrifugacion a 4°Cy
2600 rpm durante 3 min (el volumen recogido vario en funcion del tiempo de tratamiento
con la droga, por ejemplo, 50 ml de cultivo cuando éste alcanza una D.O., de 0,5) y se
lavaron dos veces con PBS, por centrifugacion (2600 rpm, 3 min y 4°C|. El “pellet” de

células se procesoé inmediatamente o se congelo a-80°C para un procesamiento posterior.

12.2. Lisis celular y aislamiento de cromatina

El “pellet” de células se resuspendio en un volumen de 400 ul de tampon de lisis
(50 mM HEPES/KOH pH 7,5, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100 y 0,1%
deoxicolato sodico) suplementado en el momento de uso con 16 ul de una mezcla de
inhibidores de proteasas (Complete Mini, EDTA-free, Protease inhibitor cockiail tablets
[Roche]), preparado a partir de una tableta disuelta en 2 ml de agua milli-Q y 4 pl PMSF
0,1 M, siendo la concentracion final de 1 mM. La suspension de celulas se traspaso a tubos
eppendorf a los que previamente se habia anadido bolitas de vidrio de 0,4-0,6 mm en un
volumen equivalente a 500 ul, enfriados en hielo, y se rompio por agitacion en vortex
(Vortex-Genie®2, Scientific Industries) a 4°C, durante 40 minutos a la maxima velocidad.
Para la obtencion del extracto celular total se perforaron los eppendorf con la ayuda de
una aqguija y al centrifugarse a 4°C durante unos segundos a velocidad maxima, se recogio
en otros tubos. La fragmentacion de la cromatina se realizd por sonicacion (High Intensity
Ultrasonic Processor, modelo VC375): 7 ciclos de 10 segundos a fuerza 4, enfriando Ias
muestras entre ciclo y ciclo sumergiéndolas 5 segundos en una mezcla de nieve
carbonica/etanol. Las condiciones de sonicacion varian en funcion del equipo utilizado,
por tanto, es importante tener en cuenta que el objetivo fue siempre conseguir
fragmentos de DNA de un tamano aproximado de 500 pb. Tras la sonicacion, el extracto
se diluyo con 1 ml de tampon de lisis mas inhibidores de proteasas y se centrifugo 30
minutos a 13000 rpm y 4°C. El sobrenadante se transfiri6 a un nuevo eppendorf y se
centrifugd una hora mas en idénticas condiciones, traspasando el sobrenadante una vez
mas a una bateria de eppendorf nuevos, consiguiendo finalmente una cromatina
completamente limpia. De esta preparacion se apartaron 25 pl (IN: /nput) y se continuo el
experimento con 250 ul de muestra que, tras el correspondiente procesamiento descrito

mas adelante constituyo el /nmunoprecipitado (IP).



12.3. Titulacion de anticuerpos

Para la determinacion de la cantidad Optima de anticuerpo a utilizar en cada
experimento, alicuotas de 250 pl de cromatina fueron incubadas en rotacion a 4°C y o/n
con cantidades crecientes de anticuerpo: anadiendo 0,1 pg como la cantidad mas baja y
doblandola hasta llegar a cantidades aproximadas de 6,4 ng, incluyendo siempre un
control sin anticuerpo. Al dia siguiente, se afadieron 15 pl de Protein A Sepharose
(Rockland), incubandose durante dos horas a 4°C en rotacion. A continuacion, se
centrifugd a temperatura ambiente a 13000 rpm y se separo el sobrenadante en un tubo
eppendorf nuevo. Se anadieron 20 ul de tampon de carga de proteinas DTT 2x tanto a la
resina como a 20 pl de sobrenadante y se hirvieron durante 5 min. Finalmente, se realizo
un western-blotting cargando 20 pul de las muestras de las dos fracciones para monitorizar
la presencia o ausencia de la proteina de interés. La cantidad de anticuerpo que retire
completamente la proteina del lisado de tal manera que aparezca enriquecida en la
fraccion de las resina y que esté ausente en el sobrenadante, sera la adecuada para su

utilizacion en los experimentos posteriores.

12.4. Inmunoprecipitacion y purificacion del DNA

La cromatina de las muestras IP fue inmunoprecipitada con la cantidad
correspondiente para cada anticuerpo (ver Tabla 8) durante toda la noche en agitacion

por rotacion a 4°C.

TABLA 8: Relacion de los anticuerpos utilizados en los experimentos de ChiP.

A erpo Rertere d d gdad anadida

Anti-HA Rabbit polyclonal to HA tag ab9110 (Abcam) 2ug
Anti-Snf2 J. Reese (Pennsylvania State University, USA) 2ul
Anti-Snf6 J. Reese (Pennsylvania State University, USA) 2ul
Anti-H3 Rabbit polyclonal to Histone H3 ab1791 (Abcam) 1ug
Anti-polimerasa Il RNA Polymersase || 8WG16 monoclonal MMS-126R (Covance) 5ug

Al dia siguiente, las muestras se incubaron a 4°C durante dos horas después de
anadir 15 pl de Protein A Sepharose (Rockland) para capturar la cromatina unida al
anticuerpo. A continuacion, se realizaron lavados de 5 minutos en rotacion a temperatura
ambiente con: tampon de lisis, tampon de lisis alto en sales (50 mM HEPES/KOH pH 7,5,
500 mM NadCl, T mM EDTA, 1% Triton X-100 y 0, 1% deoxicolato sédico), tampon de lavado
(10 mM Tris-HCI pH 8, 0,25 M LiCl, 0,5% NP-40, 0,5% deoxicolato sodicoy 1 mM EDTA) y
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TE (10 mM Tris-HCl pH 8 y 1 mM EDTA). Una vez retirado el resto de tampon de la resina,
se anadieron 250 pl de tampon de elucidon (50 mM Tris pH 8, 1% SDSy 10 mM EDTA) y se
incubaron a 65°C y 1400 rpm durante 10 minutos en un termoagitador (7ermomixer
compac, Eppendorf). Inmediatamente, se centrifugaron las muestras 2 minutos a 13000
rom y se traspaso el sobrenadante a otro tubo. Tanto las muestras IP como las IN se
llevaron a un volumen final de 500 pl con TE y se incubaron 2 horas a 42°C en presencia
de 100 pg de proteinasa K (MERK) y después a 65°C durante toda la noche, con el
objetivo de revertir el entrecruzamiento y eliminar las proteinas. Finalmente, se purifico el
DNA de cada una de las muestras (IP e IN) mediante extraccion en tres pasos: dos, con
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1) y uno, con cloroformo/alcohol isoamilico
(24:1), recuperandose tras la agitacion por vortex (10 segundos) y centrifugacion a
maxima velocidad durante 5 min, la fase superior (volumen aproximado de 500 pl). Para la
precipitacion del DNA se utilizaron 400 pl del IP y 100 pl del IN, a los que se anadieron 2,5
volumenes de etanol, 0,1 volumenes de acetato de sodio 3 M pH 5,2y 1 ul de glicbgeno.
Se incubaron 30 minutos a -80°C y se centrifugaron 30 minutos a 13000 rpm a 4°C. A
continuacion, se lavo el “pellet” con etanol al 70% vy, finalmente, se dejo secar al aire. El
DNA obtenido se resuspendio en 100 pl de agua milli-Q para las muestras IP y en 500 pl

para las muestras IN.

12.5. Calculo de la tasa de enriquecimiento mediante PCR
cuantitativa

Para cuantificar el DNA inmunoprecipitado se empled la técnica de PCR
cuantitativa a tiempo real. Las reacciones de gPCR se hicieron por duplicado utilizando un
volumen de muestra de 4,5 ul tanto para el IN como para el IP, 5 ul de Power SYBR Green
PCR Master MIX'y 0,6 pl de los oligonucledtidos a concentracion 5 uM. Las parejas de
oligonucledtidos empleadas en cada caso se disefaron de tal forma que la region
amplificada fuera de aproximadamente 150 pb. Los oligonucledtidos empleados se

muestran en la Tabla 9.

El nivel de enriquecimiento (F.E., Fold Enrichment) en regiones especificas del DNA
fue calculado siguiendo el método comparativo de Ct previamente descrito (Aparicio et
al, 2004) y utilizando la region promotora del gen VA8 como control. En resumen, el
valor de Ct de la muestra IN fue restado al Ct de la muestra IP obteniendo el valor deACt,
tanto para la secuencia control (ACteoniro) COMO para la secuencia en estudio (ACtyropiema).

en cada condicion. Finalmente, F.E. fue calculado utilizando la formula 214t Problema- Act control]



Por tanto, el método del AACt ha sido aplicado para cada muestra experimental (cepa o

condicion|:
Gen N 5 ACteonior [CE{IP)-CE{IN)]

F.E.= 2—[ACt problema- ACt control]
Gen "OPEMA 5 ACtyopiema [CE(IP)-CE(IN)]

TABLA 9: Relacion de oligonucleodtidos utilizados en ensayos de ChIP, indicando la secuencia y posicion
relativa respecto al ATG del gen.

. o Posicion respecto al
Oligonucleétido P

Secuencia (5°-3’)

ORF
MLP1
MLP1 BOX2-UP TTTCAGCCCACAAGACGTCAT -548
MLP1 BOX2-DW TTTGCTGCGTTTAATAACTACAACAGT -408
MLP1 BOX1-UP AATTTCACTGTTTCCGTTAACTGTTG -453
MLP1 BOX1-DW TCCTACGGTGCTTCCTGCAT -313
MLP1 PRO1-UP AAAAAGCGCTGCCACAAACT -253
MLP1 PRO1- DW CCAGTCTCAAACGACAATTAGGACTT -98
MLP1 PRO2-UP GCAAAAAGCCTATTTAATGTAAGTCC -143
MLP1 PRO2-DW AGGATAAAATCTTGGCCGAATG 56
MLP1 ORF1-UP CACACAGCCTTATTTGTTCTTCAAC 98
MLP1 ORF1-DW TGGGTGCCCTCTTAAATGTCTT 250
MLP1 ORF2-UP CGACGGCTTCATTAAGGGTTATA 555
MLP1 ORF2-DW CCTACCAAGTAGTTCGGCCAAG 687
RLM1
RLM1 BOX1-UP GCAGCATCACCGGGTGA -402
RLM1 BOX1-DW TTATTGTTCAGAGGAAGATCGAGCT -271
YLR194C
YLR194C BOX1,2,3-UP AATGGCTGGCTTTAGAGTGTCAG -254
YLR194C BOX1,2,3-DW TTCAGCTACCTCAGTCGCTAAAAAT -123
SRL3
SRL3 BOX2-UP ATTCACTACGTTGTCTTCTTCTCAACA -265
SRL3 BOX2-DW TGTTCCCTTTTTAGCTTTTAGCCTT -135
VMAS8
VMAS8-UP CACAGATGAGCTCCACCGATT -321
VMAS8-DW GGTGTAACTGCGGCAATTGTT -191

13. TRATAMIENTO
NUCLEOSOMAS

CON MNasa Y ESCANEADO DE

El objetivo principal de estos experimentos consiste en analizar la organizacion de
los nucleosomas mediante tratamiento con Mijcrococcal Nuclease o MNasa. Un esquema
simplificado del proceso completo se muestra en la figura 15. La enzima MNasa es una
nucleasa extracelular de Stgphylococcus aureus, que produce la degradacion de DNA de

doble cadena, de cadena simple, lineal o circular, pero no digiere el DNA protegido por
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los nucleosomas. De esta manera, tras el tratamiento de la cromatina con MNasa, el DNA
que no forma parte de los nucleosomas es degradado, mientras que el DNA unido a los

nucleosomas permanece intacto, dejando fragmentos de 146 pb aproximadamente.

o Entrecruzamiento DNA-proteina Q Obtencidn de esferoplastos e Digestion con MNasa para la
— con formaldehido obtencién de mononucleosomas
@ Reversion del @© Amplificacion del DNA con

— entrecruzamiento, degradacién de oligos solapantes
proteinas y purificacion del DNA

— Pareja de oligos
— individuales

FIGURA 15: Esquema del protocolo de tratamiento con MNasa y escaneado de nucleosomas.

13.1. Entrecruzamiento in vivo y recogida de células

Las celulas fueron crecidas en medio liquido YPD siguiendo las condiciones
descritas anteriormente (Apartado 2.2). Transcurrido el tiempo establecido para el
experimento, las células fueron tratadas con formaldehido para generar
entrecruzamientos entre el DNA y las proteinas unidas a éste, a una concentracion final
del 1% durante 15 minutos, en agitacion a 200 rpm y a temperatura ambiente. La
reaccion se detuvo con la adicion de glicina a una concentracion final de 150 mM durante
5 minutos en agitacion a 200 rpm a temperatura ambiente. El volumen recogido fue de
200 ml por condicién, a una D.O.,o estimada de 1,2 (este volumen permitia obtener Ia
cantidad suficiente de células para la preparacion de 4 muestras). Tras el tratamiento con
glicina, las células fueron recogidas por centrifugacion a 2600 rpm durante 3 min a 4°Cy

lavadas una vez con agua ultrapura milli-Q.

13.2. Tratamiento con MNasa, reversion del

entrecruzamiento y purificacion del DNA

El “pellet” de células se resuspendio en 39 ml de tampon Z (1 M sorbitol, 50 mM
Tris pH 7,5) y 28 ul de B-mercaptoetanol (14,3 M), quedando a una concentracion final de
10 mM. A continuacion, se anadio 1 ml de una solucion de zimoliasa 20T preparada en el

momento de uso (10 mg/ml en tampodn Z), y se incubaron a 30°C con agitacion suave (80



rom) durante 35-40 minutos. De esta manera, se obtuvieron esferoplastos, que se
recogieron por centrifugacion a 1900 rpm durante 10 minutos a 4°C, evitando el
acelerado/frenado rapido de la centrifuga. Los esferoplastos fueron resuspendidos con
pipeta, en 2,5 ml de tampoén NP (0,5 mM espermidina, 1 mM B-mercaptoetanol, 0,075%
NP-40, 50 mM NacCl, 10 mM Tris pH 7,5, 5 mM MgCl, y 1 mM CaCly). A continuacion, se
transvasaron 600 pl de esta suspension celular a tubos eppendorf a los que previamente
se habia anadido la cantidad de MNasa apropiada (ver mas adelante: titulacion de la
cantidad de MNasa utilizada), incluyendo un control sin enzima. A continuacion los tubos
se invirtieron rapidamente una vez y se incubaron durante 20 minutos a 37°C. La reaccion
se detuvo trasladando los tubos a 4°C y anadiendo 12 pl de EDTA 0,5 M. Posteriormente,
se anadieron 20 pl de una solucion de proteinasa K (20 mg/ml) y se incubo toda la noche
a 65°C para revertir el entrecruzamiento. Para la purificacion del DNA se realizd una
extraccion y una precipitacion similar a la realizada para los experimentos de ChliP,
descritos anteriormente. El “pellet” de DNA se resuspendio en 29 ul de tampon NEB 3
(New England Biolabs) y se trato con 0,5 ng de RNasa A libre de DNasa (Sigma) durante
una hora a 37°C. A continuacion, se traté con fosfatasa alcalina (New England Biolabs)
durante una hora mas. Finalmente, el DNA se purificO mediante cromatografia de
adsorcion en columna utilizando “MinElute Enzyme Cleanup Kit” (Qiagen) y se eluyo en

un volumen final de 20 pl de agua ultrapura milli-Q.

Titulacion de la cantidad de MNasa utilizada en estos experimentos

Como se ha indicado anteriormente, la puesta a punto de este protocolo requirio
el ajuste de la cantidad de enzima MNasa a utilizar. Cantidades inferiores a las requeridas
producen una digestion parcial del DNA, dando lugar a fragmentos de di-, tri-
nucleosomas, etc., mientras que cantidades superiores suponen un efecto de

sobredigestion.

Por tanto, la cantidad ideal de MNasa era aquella que daba lugar
mayoritariamente a mono-nucleosomas, dejando como maximo un 10% de di-
nucleosomas. La titulacién de la enzima se realizé tanto en la cepa silvestre BY4741, como
en el mutante swi3A crecidos en medio YPD. El rango de cantidad de MNasa ensayado
fue de 0 a 40 U. La enzima MNasa (Worthington Biochem)| se preparo inicialmente a una
concentracion final de 20 U/ul en Tris 1 M pH 7,5. De esta manera, los 600 ul de la
suspension celular obtenidos en tampon NP (indicado anteriormente) fueron anadidos a
tubos eppendorf que contenian las diferentes cantidades de MNasa a ensayar. Los tubos

fueron invertidos rapidamente y se incubaron a 37°C durante 20 minutos de incubacion.
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Unidades MNasa
Tras este tiempo, la reaccion se detuvo anadiendo /\

75 ul de EDTA 0,5 My 75 pl de SDS 10%. Después, M 0 5 10 20 30
bp

se anadio proteinasa K y se incubo durante toda la

noche a 65°C. La purificacion del DNA se realizo
anadiendo 1 volumen de fenol/cloroformo y la
precipitacion del DNA se llevd a cabo afadiendo
0,1 volumenes de acetato sédico 3 M pH 5,2 y un 2000
volumen de isopropanol. Se centrifugdé a 13000

rom durante 10 minutos y se lavo el “pellet” una

vez con etanol al 70%, dejandose secar al aire. El 1000
DNA fue resuspendido en tampoén NEB 3 (New 60
England Biolabs) y se tratdé con 0,5 ng de RNasa 45122
(Sigma) durante 1 hora a 37°C. Las muestras se 300
cargaron en un gel de agarosa al 1,5% y se 200
determiné visualmente la cantidad Optima de 100

enzima a utilizar. En el ejemplo presentado en la
figura 16, se observa como la cantidad adecuada FIGURA 16: Ejemplo de titulacion de

de enzima para la realizacion de estos ensayos es la cantidad de enzima a utilizar en
los ensayos de MNasa.
de 30 U.

13.3. Muestras control generadas a partir de DNA genémico

Como control de amplificacion se empled DNA genomico obtenido a partir de la
cepa BY4741 crecida en medio YPD. El DNA genomico se extrajo utilizando el kit
“Genomic DNA isolation Kit” (Qiagen) y siguiendo las instrucciones del fabricante. A
continuacion, 24 ng del DNA gendmico obtenido, se llevaron a un volumen final de 200
pl en una solucién 2 mM CacCl,, 5 mM MgCl, y 40 mM HEPES pH 7,5 y se dividio en 4
alicuotas de 50 pl, a las que se anadieron diferentes cantidades de MNasa. Las muestras
fueron incubadas a 37°C durante 20 minutos, y la reaccion se detuvo trasladando los
tubos a 4°C y anadiendo EDTA a una concentracion final de 10 mM. Las muestras se
purificaron con el kit “PCR purification Kit”(Qiagen) eluyendo en un volumen final de 20 pl
de agua milli-Q. Las muestras se cargaron en un gel de agarosa al 1,5 %. Para seleccionar
fragmentos entorno a las 146 pb, se corto la banda del gel de agarosa correspondiente a
un tamano de DNA entre 140-220 pb y se purifico el DNA utilizando el kit comercial

“Gene Clean Turbo Kit” [MP Biomedicals), eluyendo finalmente en 30 pl de agua milli-Q.



13.4. Diseno de oligonucleétidos, amplificacion por qPCR y
analisis de datos

Los oligonucleotidos utilizados para el escaneado de los nucleosomas a lo largo de
una region de 860 pb del gen MLP], fueron disehados teniendo en cuenta que cada
pareja debia amplificar fragmentos de 100 pb aproximadamente, solapando 20-30 pb
entre fragmentos colindantes. La longitud optima de los oligonucleotidos fue de 20-30 pb.

Los oligonucledtidos y las caracteristicas de estos se muestran en la Tabla 10.

TABLA 10: Relacion de oligonucleotidos utilizados en ensayos de MNasa.

Oligonucleétido Secuencia (5°-3’) Inicio { Longitud Tm (2C) Tam?n’o
(pb) amplicon (pb)
MLP1tiling 1_F TACTCCATCGCCATCCCTTTT 699 |21 59,4
MLP1tiling 1_R AATGTCGATACTGTGTTACGTTTGC | -602 | 25 58,3 97
MLP1tiling 2_F CTTGCAAACGTAACACAGTATCGA 629 |24 58,1
MLP1tiling 2_R GACGTCTTGTGGGCTGAAAAC 530 |21 58,3 99
MLP1tiling 3_F CCGTAGTTTTCAGCCCACAAG 555 | 21 58,4
MLP1tiling 3_R ATTGGGGACTTTCAAGTAACGAA -455 | 23 57,8 100
MLP1tiling 4_F ATTCGTTACTTGAAAGTCCCCAAT -478 | 24 58,1
MLP1tiling 4_R GTGTTTCTCCGGTGTTGTTCAA 377 |22 58,6 101
MLP1tiling 5_F GATTATTTTGAACAACACCGGAGA 405 | 24 58,1
MLP1tiling 5_R AATTCCTACGGTGCTTCCTGC 310 |21 59,2 95
MLP1tiling 6_F TCAATCAATGCAGGAAGCACC 339 |21 59,7
MLP1tiling 6_R TTTGTGGCAGCGCTTTTTACT 236 |21 58,7 103
MLP1tiling 7_F AGTAAAAAGCGCTGCCACAAA 256 | 21 58,7
MLP1tiling 7_R AAAAGTACCTTCTTTTGTTTCTTCCAA | -159 | 27 58,1 97
MLP1tiling 8_F TTGGAAGAAACAAAAGAAGGTACTTT | -185 | 26 57
MLP1tiling 8_R CCATTTTGTCCCTTTTCATCCA -79 22 59,6 106
MLP1tiling 9_F GAGACTGGATGAAAAGGGACAAA -105 | 23 58,2
MLP1tiling 9_R CGGTGTCAGTCGCCATTTAAT 15 21 58,6 120
MLP1tiling 10_F TCACAATTAAATGGCGACTGACA -10 23 59,1
MLP1tiling 10_R CCCCGACCAATCTTACCTGTC 94 21 59,3 104
MLP1tiling 11_F CATTTTCATTTGACAGGTAAGATTGG | 63 26 58,8
MLP1tiling 11_R TCTGATAGCCACGTGAGTTTCCT 161 23 58,9 98

Para cuantificar el DNA inmunoprecipitado se utilizo la tecnica de PCR cuantitativa
a tiempo real. Las reacciones de gPCR se hicieron en placas multipocillo-384, por
duplicado utilizando un volumen de muestra de 4,5 pl a partir de una dilucion 1/100, 5 ul
de Power SYBR Green PCR Master MIXy 0,6 ul de cada oligonucleétido a concentracion 5
uM. En este caso, se realizd para cada pareja de oligonucledtidos una recta patron
utilizando 4 diluciones seriadas (1/10) de DNA genomico con el objetivo de extrapolar los
valores de Ct en dicha curva y obtener valores de cantidades absolutas de DNA. El nivel de
enriquecimiento de DNA nucleosomal para una region determinada de DNA y para cada

una de las condiciones, fue calculado como el ratio entre las cantidades del producto de
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gPCR obtenidas de las muestras problemas y las muestras de DNA gendmico también

tratadas con MNasa (muestras control).

. _ Cantidad de DNA de la muestra tratada con MNasa
Enriquecimiento de

DNA nucleosomal

Cantidad de DNA del gendmico control tratado con MNasa

14. PURIFICACION TAP-tag DEL COMPLEJO SWI/SNF

Con el fin de purificar el complejo SWI/SNF, se empled la cepa CY1552 que expresa

la proteina Snf2 fusionada por su extremo C-terminal al epitopo TAP (Figura 17).

Snf2 - TAP
CBP TEV Proteina A Proteina A

coomios T W T T T

IgG
beads

@ Unidn de TAP- Snf2 a la IgG agarosa

Q Liberacién de TAP-Snf2 mediante el

tratamiento con la proteasa TEV 126
beads

i = E N 1

Preoteasa TEV

9 Unidén de TAP-Snf2 a la calmodulin agarosa

Q Liberacién de Snf2 en presencia de EGTA
EGTA-Ca?

FIGURA 17: Purificacion en tandem a partir de una proteina unida al epitopo TAP.

Las celulas se crecieron en 6 litros de medio liquido YPD a 30°C en agitacion
durante toda la noche, de tal manera que al dia siguiente la D.O.,o del cultivo fuera
aproximadamente 2. Las celulas fueron recogidas por centrifugacion a 4°C, lavadas con
agua milli-Q y resuspendidas en 5 ml de tampon E (20 mM HEPES pH 7,5, 350 mM Nadl,



10% glicerol, 0,1% Tween 20, mas inhibidores de proteasas: 2 pg/ml leupeptina, 1 pg/ml
pepstatina, 1 mM de PMSF y aprotinina). Esta suspension se congeld directamente sobre
N, liquido y se almaceno a -80°C. La lisis celular se realizdé en mortero, siempre en frio con
N, liquido, moliendo con la maza hasta conseguir mas de un 50% de rotura. A
continuacion, se anadieron 20 ml mas de tampon E, incubandose en hielo durante 30
min, para finalizar la lisis. El lisado celular fue centrifugado a 40000 rpm durante 1 hora a
4°C. El sobrenadante clarificado se incubé mediante rotacion con agarosa IgG rabbit
(Sigma) durante 2 horas a 4°C. El complejo SWI/SNF se eluyo de la matriz IgG mediante el
tratamiento con 300 unidades de la proteasa TEV (Invitrogen) a 4°C en agitacion durante
toda la noche. El eluido obtenido por gravedad en columna, se incubo a continuacion
mediante rotacion con resina de afinidad por calmodulina (Stratagene) equilibradas con
tampon E incluyendo 2 mM CaCl; durante dos horas mas a 4°C. Finalmente, el complejo
SWI/SNF se eluyo en tampon E en presencia de 10 mM EGTA. La proteina purificada fue
dializada frente a tampon E en presencia de 50 pM ZnCl,. Para la cuantificacion del
complejo fue necesaria la realizacion de un ensayo adicional de actividad ATPasa (Smith y
Peterson, 2005b). También se realizd una tincion de plata para verificar 1a presencia de las

subunidades del complejo visibles en gel.

15. PURIFICACION DE PROTEINAS FUSIONADAS A GST

Para la produccion de GST y proteinas fusionas a GST se utilizo la cepa Rosetta
derivada de la BL21, transformada con los plasmidos pGEX-KG, pGEX-KG-RLM 1, pGEX-KG-
RIM1AN y pGEX-KG-RIm1_222-526 (ver tabla 5). Los transformantes se crecieron en medio
liquido LB-ampicilina a 37°C en agitacion y, al dia siguiente se refrescaron los cultivos a
una D.O.400 de 0,1 en 100 ml del mismo medio en el caso de las cepas transformadas con
los plasmidos pGEX-KG, pGEX-KG-RImMTAN y pGEX-KG-RIm1_222-526 y en 2 litros para el
caso de la cepa transformada con pGEX-KG-RLM1. Tras hora y media de incubacion, se
anadié IPTG (isopropil-B-D-tiogalactosido) a una concentracion final de 0,2 mM para
inducir la expresion de las proteinas de fusion, durante 5 horas a 30°C en todos los casos
excepto para la expresion de RIm1-GST que se realizo a 24°C. Las células fueron recogidas
por centrifugacion en frio a 5000 rpm y lavadas una vez con agua milli-Q. A continuacion,
se resuspendieron en 10 ml de PBS conteniendo inhibidores de proteasas (2 pg/ml
leupeptina, 1 ng/ml pepstatina, 1 mM de PMSF y aprotinina) y se lisaron por sonicacion
(10 ciclos de 10 segundos). La clarificacion del sobrenadante se llevdo a cabo por

centrifugacion a 15000 rpm durante una hora a 4°C. El sobrenadante (aproximadamente
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10 ml) se incubod con 200 pl de resina Glutathione Sepharose 4B (GE Healthcare) durante
2 horas a 4°C en agitacion por rotacion. A continuacion, se lavaron 3 veces durante 10
minutos con 1 ml de la solucién de PBS mas inhibidores de proteasas. Del volumen total
de resina, se tomaron 20 pl a los que se anadio el mismo volumen de tampon de carga 2x
para proteinas, almacenando el resto a -80°C hasta su uso. Las muestras se hirvieron
durante 2 min. La visualizacion de la cantidad de proteina obtenida se realizd por

electroforesis en un gel, sequido de tincion con Azul de Coomasie.

16. ENSAYO DE CO-INMUNOPRECIPITACION “/IN VITRO”

Para la realizacion de estos ensayos se anadieron 20 pl de resina “Glutathione
Sepharose 4B” unida a GST (control negativo) y a las proteinas de fusion a GST en 100 pl
de “Binding Buffer” (20 mM Tris pH=7,5, 50 mM NacCl, 2 mM MgCl,, 10% glicerol, BSA 100
ng/ml y los inhibidores de proteasas comentados anteriormente). A continuacion, se
anadieron 5 pl del complejo SWI/SNF purificado (concentracion ~110 nM). La reaccion se
incubo a 4°C en agitacion por rotacion durante 2 horas y media. A continuacion, tras
centrifugar a 3000 rpm, 1 min a 4°C, se aparto el sobrenadante (fraccion ‘unbound? y se
prosiguio con el lavado de la resina en 100 pl de “Binding Buffer” (6 lavados de 5 minutos
cada uno a 4 °C). Finalmente, se recogio la fraccion de resina obtenida tras los lavadosb
( “bound’. Ambas fracciones fueron cargadas en un gel de acrilamida al 10%: 10% del
‘unbound”y 20% del “bound” con tampon de carga de proteinas SDS 2x, asi como un
10% del complejo SWI/SNF purificado afadido a las reacciones. La deteccion del complejo
mediante western-blotting se realizd utilizando un anticuerpo primario anti-Snf2 y la
cantidad de proteinas de fusion a GST ensayadas se monitorizaron mediante el uso de un

anticuerpo anti-GST (ver tabla 6).

17. ENSAYO DE CO-INMUNOPRECIPITACION “IN VIVO"

El doble mutante rimJA snfZA fue co-transformado con los plasmidos CP233 y
YEp181[RLMI-6xMyc] expresando Snf2-HA y RImI1-Myc, respectivamente, o con el
plasmido YEp181[RLM 1-6xMyc] y el vector vacio YEp352. Estas celulas fueron crecidas o/n
a 24°C en medio SC-Ura-Leu, de tal manera que al dia siguiente la D.O.40 del cultivo no
superara el valor de 1,5. Los cultivos se refrescaron con YPD en un volumen total de 200

ml a una D.O.4 de 0,25 y se incubaron durante dos horas mas. Posteriormente, el cultivo



se dividié en dos partes iguales, dejando uno como control y otro al que se anadio la
droga (RC 30 ug/ml). Tras 30 min de tratamiento, se anadio a los cultivos formaldehido a
una concentracion final del 1% durante 15 minutos, en agitacion a 200 rpm y a
temperatura ambiente. La reaccion se detuvo con la adicion de glicina a una
concentracion final de 150 mM vy, tras 5 minutos de incubacion en agitacion, se
recogieron las células por centrifugacion a 4°Cy 2600 rpm durante 3 min y se lavaron con
PBS frio. Las células lavadas se resuspendieron en 400 pl de tampon de lisis (descrito en el
apartado 11.2) al que se anadid en el momento de su uso, 1 mM PMSF, 2mM
benzamidina, 16 ul de una mezcla de inhibidores de proteasas (preparado a partir de una
tableta disuelta en 2 ml de agua milli-Q), 2 pg/ml leupeptina, 1 ung/ml pepstatinay 1 pg/ml
aprotinina. El proceso de rotura llevado a cabo, asi como la sonicacion de las muestras es
el mismo que el realizado para los experimentos de ChIP (ver apartado 12). Tras la
sonicacion, las muestras fueron centrifugadas a 4°C y 13000 rpm durante 40 min. El
sobrenadante se recogio y se separo un 5% del volumen para el /nput (IN). El resto del
sobrenadante (IP: /nmunoprecitipado) fue incubado en rotacion con 2 ug de anticuerpo
anti-HA (MMS-101P, ver Tabla 6) a 4°C durante toda la noche. Después, se anadieron 60 pl
de resina rProteinA Sepharose Fast Flow (GE Healthcare), incubandose durante 1 h 'y 30
min a 4°C, en rotacion. A continuacion, se realizaron lavados por duplicado con 1 ml de
cada uno de los siguientes tampones (descritos en el apartado 11.4): tampon de lisis mas
0,1% SDS, tampon de lisis alto en sales mas 0,1% SDS, tampon de lavado y TE. A
continuacion, se anadieron a la resina 60 pl de tampon de elucion (descrito en el apartado
11.4) y se incubaron a 65°C y 1400 rpm durante 10 minutos en un termoagitador
(7Termomixer compac, Eppendorf). Tras centrifugacion a 13000 rpm durante 2 min, se
recogio el sobrenadante y se le anadieron 12 pl de tampoén de carga de proteinas 5x,
hirviendo las muestras durante 20 min. El material inmunoprecipitado fue analizado por
western-blotting utilizando los anticuerpos anti-HA MMS-101P y anti-Myc MMS-150P

descritos anteriormente en la Tabla 6.

18. HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS

A lo largo del trabajo se han utilizado varias herramientas bioinformaticas:

GeneCodis (http://genecodis.dacya.ucm.es/): es una herramienta de la red que
integra diferentes fuentes de informacion biologica para la busqueda de las caracteristicas
bioldgicas (anotaciones) que frecuentemente co-ocurren en un conjunto de genes y

clasificarlos por la significacion estadistica. Se ha utilizado para determinar las anotaciones
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bioldgicas que se asocian significativamente a una lista de genes en estudio con respecto

a una lista de referencia.

Funspec (http://funspec.med.utoronto.ca/|: proporciona un resumen de las clases
funcionales, localizaciones celulares, complejos de proteinas, etc, que estan sobre-
representados en una lista de genes. Las clases y categorias evaluadas fueron descargadas
de la base de datos MIPS y GO. En nuestro caso se ha utilizado para clasificar un grupo de

genes en diferentes complejos proteicos.

RSAT (Regulatory Sequence Analysis Tools) (http://rsat.ulb.ac.be/rsat/): es un
programa disenado para detectar la presencia de secuencias reguladoras en las regiones

no codificantes del genoma.

YEASTRACT (Yeast Search for Transcriptional Regulators And Consensus Tracking)
(http://www.yeastract.com): base de datos en la que hay depositada informacién sobre
mas de 30990 asociaciones entre factores de transcripcion de genes de S. cerevisiae, y que
se basa en mas de 1000 referencias bibliograficas. También incluye la descripcion de los

sitios especificos de union a DNA de mas de 100 factores de transcripcion.
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1. EL PROMOTOR DE MLP7 POSEE DOS CAJAS FUNCIONALES
DE UNION A RIm1

Utilizando las herramientas bioinformaticas RSAT (http:;//rsatulb.ac.be/) vy
YEASTRACT (http://www.yeastract.com/|, que permiten establecer la presencia de
secuencias reguladoras en las regiones no codificantes del genoma, se analizaron los
hipotéticos sitios de union para RIm1 en el promotor de MLP]. De esta manera, se definio
la presencia de dos posibles sitios, cuya secuencia diferia en un nucleodtido respecto al
consenso establecido por Dodou y Treisman: CTAWWWWTAG (Dodou y Treisman, 1997),
siendo W adenina 6 timina. En este trabajo se denominaron como caja 1 (BOX1) y caja 2

(BOX2) de unidn a RIm1, en funcion de su posicion respecto al ATG del gen (Figura 18).

we  soa /)

-510/ -501 -359/-350 ]
ATG

ATAAAAATAG TTAAAAATAG

START END DR MLEP1 —-800 -1 0.00
CTAWWWWTAG DR CTAWWNWWIAG MLE1 -510 -501 ATRAARATAG 0.50
CTAWWWWTAG DR CTAWWNWWIAG MLE1 =3is —-350 TTRARRLATLG 0.80

FIGURA 18: Promotor del gen MLP/. Localizacion de las cajas 1y 2 de union a RIm1 cuya secuencia varia en
un nucledtido respecto el consenso establecido por Dodou y Treisman (1997). Los numeros indicados
representan la posicion relativa de la secuencia respecto al ATG.

Para estudiar su funcionalidad en condiciones de activacion de la ruta CWI, se
clonaron individualmente ambas cajas, BOX1 y BOX2, en el plasmido pLG669-Z (Guarente
y Ptashne, 1981), sustituyendo la region UAS del promotor del gen CYC/. El promotor de
este gen se encuentra fusionado al gen /acZ y por tanto, conduce su expresion. Sin
embargo, si la region UAS es eliminada, el plasmido resultante solo seria capaz de dirigir la
expresion de la enzima B-galactosidasa si otra region UAS es introducida corriente arriba
de la caja TATA del gen CYC/. En base a esta premisa se construyeron los plasmidos
denominados p705, p704-BOX1 y p704-BOX2 (descritos en Materiales y Meétodos). La
cepa silvestre BY4741 fue transformada con dichos plasmidos y sometida a estrés
mediante el tratamiento con ZL. Asimismo se incluyé también la cepa silvestre
transformada con el plasmido MLP/-LacZ, que contiene la region promotora completa de
este gen (de -1000 a -2). Como se muestra en la figura 19, los niveles de B-galactosidasa
obtenidos con las construcciones de las cajas individuales (p704-BOX1 y p704-BOX2),
aunque menores que las obtenidas con la version integra del promotor, sugieren que

ambas cajas son funcionales y que probablemente tengan un efecto sinérgico.
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FIGURA 19: Los dos sitios de unién a
Rim1 dentro del promotor de MLP]
son funcionalmente activos. La cepa
WT transformada individualmente con
los plasmidos MLPI-Lacz, p704-BOX1,
p704-BOX2 y el plasmido vacio p705,
fue sometida al tratamiento con
zimoliasa (0,4 U/ml) durante 4 horas. A
partir de los extractos proteicos
obtenidos, se realizaron ensayos de -
galactosidasa para determinar la
activacion transcripcional de MLP]. El
plasmido p705 fue incluido como
control negativo de activacion.

2. CINETICA DE EXPRESION DEL GEN MLP1 EN CONDICIONES

DE ESTRES

Para estudiar la cinética de expresion del gen MLP/ en condiciones de estrés sobre
la pared celular, se analizaron los niveles de RNAmM en la cepa silvestre BY4741, a
(RC)

retrotranscripcion inversa asociada a PCR cuantitativa (RT-qPCR) (para una informacion

diferentes tiempos de tratamiento con Rojo Congo y zimoliasa mediante
mas detallada sobre el calculo de los valores relativos de mensajero ver Materiales y
Metodos). Como se muestra en la figura 20, la activacion transcripcional para ambos
estimulos comienza aproximadamente a los 15 minutos de tratamiento y aumenta
progresivamente hasta alcanzar un punto maximo alrededor de las 2 horas para el caso
del RC, y un poco anterior en el tiempo, para la activacion por zimoliasa. A partir de este
punto, los niveles de expresion disminuyen, hasta alcanzar valores proximos a los iniciales
tras 6 horas de tratamiento. Por tanto, las cinéticas de expresion de MLP! en ambas
condiciones son muy semejantes, siendo respuestas tardias y sostenidas en el tiempo a
diferencia de otros tipos de estrés, como el osmatico y el térmico, para los que niveles

maximos de expresion se producen tras pocos minutos de exposicion al estres.
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FIGURA 20: Cinética de expresion del gen
MLP] en la cepa WT en respuesta a estrés.
La cantidad total de RNAm fue analizada
mediante RT-gPCR, utilizando el gen ACT/
como control interno, en una cepa silvestre
BY4741 crecida en fase exponencial y
sometida al tratamiento con RC (30 ng/mil)
o ZL 100T (0.4 U/mi), a los tiempos
indicados. Los ratios de activacion
proceden de la comparacion, en cada
tiempo, de los niveles de RNAm de las
muestras tratadas frente a las no tratadas.
Los datos representan la media y
desviacion estandar de al menos tres
experimentos independientes.



3. LA RNA Pol Il SE RECLUTA AL PROMOTOR DE MLPT EN
CONDICIONES DE ESTRES

Con el fin de asociar los perfiles transcripcionales anteriores con un proceso de
transcripcion activa, se estudio, mediante ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina
(ChIP) y PCR cuantitativa (qPCR), la entrada de la RNA Pol Il en el gen MLPI. Para el
estudio de la cinética de reclutamiento de la RNA Pol Il en la cepa silvestre BY4741, se aislo
la cromatina a partir de las células crecidas en ausencia y presencia de RC y se
inmunoprecipitd utilizando un anticuerpo monoclonal anti-RNA Pol Il (Covance), que
reconoce el heptapéptido C-terminal presente en la subunidad Rpb1 de la polimerasa. El
DNA purificado se analizo por qPCR, estudiandose la union de la Pol Il en el gen MLP],
especificamente en la region MLP1PROZ2 delimitada por las posiciones -143/+56, donde se
encuentra el punto de inicio de la transcripcion (Figura 21A). Como se observa en la figura
21B, a tiempos cortos de tratamiento (15 min) se produce ya una ligera entrada de la Pol Il
que alcanza un maximo (alrededor de 3x) a las 2 horas de tratamiento. A partir de este
momento, la union de la Pol Il comienza a disminuir. Este resultado indica una correlacion
entre la entrada de la polimerasa al promotor de este gen y los niveles de RNAm del gen
MLP] (mostrados anteriormente y que se vuelven a incluir aqui para una comparacion
mas facil), demostrando por tanto, una transcripcion activa de este gen como
consecuencia del tratamiento con RC.
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FIGURA 21: La unidén de la RNA Pol Il se correlaciona con el estado transcripcional del gen MLP/ en
situaciones de estrés. (A) Representacion esquematica del gen MLPI, en el que se muestra la localizacion de
las cajas de union a RIm1 (posiciones relativas al ATG) y la regidn amplificada en los experimentos de ChIP
(linea horizontal). (B] Relacion entre la cinética de entrada de la RNA Pol |l al promotor de MLP/ y la cinética
de expresion del gen MLPI, en la cepa WT sometida al tratamiento con RC (30 pg/ml). La unién o tasa de
enriquecimiento de la Pol Il en el gen MLP/ de la cepa tratada vs la no tratada, fue analizada mediante ChIP,
en la region MLP1PROZ2. Los datos cuantitativos fueron obtenidos mediante qPCR, utilizando el promotor del
gen VMAE como valor de referencia para la normalizacion (ver Materiales y Métodos). Los datos representan
la media y desviacion estandar de al menos tres experimentos individuales.
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3.1.La union de la RNA Pol Il al promotor de MLP1T es

dependiente del correcto funcionamiento de la ruta CWI

A continuacion, se estudio la entrada de la RNA Pol Il en ausencia de elementos
claves de la ruta CWI, como la MAPK SIt2 y el factor de transcripcion RIm1. Para ello, se
realizaron experimentos de ChIP a partir de las cromatinas aisladas de los mutantes s/t2A y
rim A tras 90 y 180 minutos de tratamiento con RC. La inmunoprecipitacion de cromatina
se llevo a cabo con el anticuerpo anti-RNA Pol 1l y el DNA obtenido fue analizado por
gPCR. En la figura 22, se observa como la entrada de la Pol Il inducida por estrés, esta
totalmente bloqueada tanto en el mutante s/t£ZA como en rim/A, indicando que la
funcionalidad de la ruta CWI es esencial para la entrada de la Pol Il y por tanto, para la

activacion transcripcional en respuesta a estrés sobre la pared celular.
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FIGURA 22: La entrada de la Pol Il al promotor de MLP] en condiciones de estrés depende de Rim1 y Sit2. La
asociacion de la Pol Il al gen MLPTI fue analizada por ChIP en una cepa silvestre y en los mutantes rimiA'y
SIt2ZA, tras el tratamiento con RC (30 pug/ml), durante los tiempos indicados. Dicha entrada fue analizada en la
region MLP1PRO2 mediante qPCR utilizando el promotor de VAMAE como control interno para la
normalizacion. Los resultados se muestran como el ratio entre la tasa de enriquecimiento de las muestras
tratadas vslas no tratadas (ver Materiales y Métodos). Los datos representan la media y desviacion estandar de
al menos tres experimentos individuales.

Teniendo en cuenta el resultado anterior, decidimos estudiar si la actividad quinasa
de SIt2 necesaria para la fosforilacion de RIm1, por un lado, y la fosforilacion de SIt2 por las
MAPKK Mkk1/2, por otro, eran esenciales para la entrada de la Pol Il en los promotores.
Para ello, se utilizaron diferentes versiones inactivas de SL7Z. La cepa mutante S/t2A-RLM I-
HA fue transformada con los siguientes plasmidos centroméricos (cedidos por el Dr. H.
Martin): (i) pRS316[SL72, que expresa la forma silvestre del gen SL7Z. (ii) pRS316[s/t2
(K54F )], que codifica la version mutante SL72-K54F que presenta una mutacion dentro del

sitio de union a ATP, bloqueando su actividad catalitica, vy (iii) pRS316[s/t2 (T190A Y192A



)], que codifica la version SLT2-T190A/Y192A que presenta sustituciones en dos sitios de
fosforilacion localizados en el /oop de activacion de Slt2, normalmente fosforilados por
Mkk1/2. Sobre estas cepas incubadas o no en presencia de RC se llevaron a cabo
experimentos de ChIP para estudiar la entrada de la Pol Il en Ia region MLP1PRO2 del gen
MLP]. En la figura 23, se observa como la union de la RNA Pol Il en la cepa transformada
con la version nativa de SIt2, desaparece en aquellas versiones que carecen de la
capacidad para ser fosforiladas por las Mkks o de fosforilar a RIm1. Estos resultados indican
que la senalizacion a través de la ruta CWI es critica para la unién de la RNA Pol 1l a los

promotores de los genes de respuesta a estrés por RC.
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FIGURA 23: El reclutamiento de la RNA Pol Il depende de la actividad de SIt2. La union de la Pol Il fue
analizada en la region MLPIPRO2 en un mutante s/tZA expresando RIm1-HA, y transformado con los
plasmidos pRS316, pRS316[SL7Z], pRS316[s/t2 (K54F)] y pRS316[s/tZ (T190A Y192A), antes (t=0) y tras 90 min
de crecimiento en ausencia (90) o presencia de 30 png/ml de RC (90 RC+). Los resultados obtenidos mediante
gPCR fueron normalizados frente a la region promotora del gen VMAS, y los datos representan la media y
desviacion estandar de al menos tres experimentos independientes.

4. RIm1 SE ENCUENTRA UNIDO A MLPT1 EN CONDICIONES
BASALES Y SE RECLUTA ACTIVAMENTE EN CONDICIONES
DE ESTRES

A continuacion, se decidio estudiar si el factor de transcripcion RIm1,
interaccionaba /nn vivo con el gen MLP/, y si su reclutamiento a estas regiones estaba
regulado por situaciones que comprometan la integridad de la pared celular. Con este
objetivo se aislo la cromatina a partir de una cepa silvestre BY4741 y una cepa silvestre
portadora de una version funcional del gen RLM] fusionado a 3 copias del epitopo HA,
expresado desde su propio /ocus genomico (WT-RLMI-HA), tras 30 y 90 minutos de

tratamiento con RC. La inmunoprecipitacion de cromatina se realizd utilizando
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anticuerpos policlonales anti-HA (Abcam) y el DNA purificado se analizé por qPCR. La
entrada de RIm1 se estudio en diferentes regiones de MLP/] (Figura 24A): las regiones
MLP1BOX1 (-453/-313) y MLP1BOX2 (-548/-408), que incluyen los dos sitios de unién a
RIm1 (BOX1 y BOX2), regiones adyacentes dentro del promotor a las que se denomino
MLP1PRO1 (-253/-98) y MLP1PROZ2 (-143/+56), y dos regiones incluidas ya en el ORF del
gen, MLPTORF1 (+98/+250) y MLP1ORF2 (+555/+687). Como se muestra en la figura 24B,
RIm1 se encuentra unido en condiciones basales al promotor de MLP]7, principalmente en
la zona de las cajas de unién a RIm1 (la tasa de enriquecimiento fue de 2x, comparada con
la ausencia de entrada observada en una cepa silvestre sin epitopar [1x]), pero no al ORF.
El tratamiento con RC induce el reclutamiento de RIm1 hacia el promotor, presentando un
ligero aumento a los 30 minutos y una entrada mucho mas pronunciada a los 90 minutos
de tratamiento, que alcanza valores maximos en las regiones MLP1BOX1 y MLP1BOX2
(entre 10 y 14x), y algo menores en la region MLP1PRO1. Sin embargo, la union de RIm1

es practicamente indetectable en la region codificante del gen.
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FIGURA 24: Rim1 ocupa el promotor de MLP] in vivo bajo condiciones basales y se recluta activamente al
promotor en condiciones de estrés celular. (A) Representacion esquematica del gen MLPI, en el que se
muestra la localizacion de las cajas de unién a RIm1 en el promotor y las regiones analizadas en los
experimentos de ChIP (mostradas como lineas horizontales). Los numeros indicados representan la posicion
relativa de la secuencia respecto al ATG. (B] La asociacion de RIm1-HA a lo largo del gen MLP] fue analizada
en una cepa WT portadora o no de la version epitopada de RIm1-HA, antes y tras la adicion de RC (30ug/ml)
durante los tiempos indicados. La inmunoprecipitacion se realizd con anticuerpos anti-HA. La tasa de
enriquecimiento de RIm1-HA se calculd utilizando la ocupacién del promotor del gen VAMMAE como valor de
referencia para la normalizacion (ver Materiales y Métodos). Las regiones analizadas estan indicadas en la
parte superior izquierda de cada panel.



4.1. Cinética de entrada de Rim1 al promotor de MLPT en

condiciones de estrés

Una vez realizado el estudio de union de RIm1 al promotor del gen MLP], se
analizé la cinética de union de Rim1 a la regién MLP1BOXI, region donde se identifico el
mayor nivel de union de RIm1, en condiciones de estrés. Con este objetivo, se llevaron a
cabo experimentos de ChIP utilizando la cepa epitopada WT-RLM I-HA tratada y sin tratar
con RC, recogiendo células a diferentes tiempos. Las muestras se procesaron del mismo
modo que en el experimento anterior. Como se puede observar en la figura 25, la entrada
de RIm1 aumenta de forma progresiva, siendo maxima a las 3 horas de tratamiento. Tras
este tiempo, la entrada va disminuyendo hacia los niveles iniciales, aunque todavia a las 6
horas de tratamiento se observa un enriquecimiento importante de RIm1 (~4x). Estos
resultados muestran que la cinética de reclutamiento de RIm1-HA en el gen MLFI, se
correlaciona completamente con el perfil de expresion para dicho gen, mostrado

anteriormente (Figura 20).
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FIGURA 25: Cinética de unién de RIm1 al promotor de MLP] en presencia de estrés. La asociacion de RIm1-HA
al promotor de MLP1I en la region MLP1BOX1, fue analizada mediante ChIP en una cepa silvestre expresando
la version epitopada de la proteina RIm1-HA en ausencia y presencia de estrés sobre la pared celular (RC 30
png/ml) a los tiempos indicados. La tasa de enriquecimiento de RIm1-HA se calculo utilizando la ocupacion del
promotor del gen VMAE como valor de referencia para la normalizacion. Los datos representan la media y
desviacion estandar de al menos tres experimentos individuales.

4.2. RIm1 ocupa los promotores de otros genes de la respuesta

transcripcional mediada por la ruta CWI

Con el fin de extender los estudios realizados sobre el gen MLP/7 a otros genes que
forman parte de la respuesta de adaptacion a situaciones que comprometen la integridad
de la pared celular, se analizd la entrada de RIm1 a los promotores de los genes SRL3,

YLR194Cy RLM . Los dos primeros se encuentran altamente inducidos en situaciones de
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estrés sobre la pared celular y RLMJ, aunque se induce en menor medida, se incluyo
también con el objetivo de estudiar como podia influir a nivel de promotor, el efecto de
retroalimentacion que RIm1 ejerce sobre si mismo al regular su propia expresion. En la
figura 26A, se representa un esquema de los promotores de estos genes, en el que se

incluye la localizacion de las diferentes cajas de union a Rim1.

Se llevaron a cabo experimentos de ChIP, analizando la union de RIm1 a SRL3,
YLR194Cy RLM ], antes y tras el tratamiento con RC, en la cepa silvestre (WT) y en la cepa
epitopada (WT-RLMI-HA). Las regiones analizadas fueron aquellas que contenian las cajas
SRL3BOX2 (-265/-135),
YLR194CBOX1,2,3 (-254/-123) y RLM1BOX1 (-402/-271) (Figura 26A). Como se observa en

de wunion para este mismo factor de transcripcion:
la figura 26B, RIm1 se une en condiciones basales a los promotores de estos genes, igual
que ocurria en MLP], siendo la tasa de enriquecimiento mucho mayor para el gen SRL3.
En todos los casos, se observo la entrada de RIm1 en condiciones de activacion, tras 90

min de tratamiento con RC.
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FIGURA 26: Unién de RIm1 a otros genes dependientes de estrés sobre la pared celular. (A) Representacion
esquematica de los genes SRL3, YLR194Cy RLM1, indicando las posiciones de los sitios de union a RIm1 y las
regiones analizadas mediante ChIP (mostradas como lineas horizontales). (B) Asociaciéon de RIm1-HA a los
promotores de los genes indicados, tras el tratamiento con RC (30 ug/mil) durante 30 y 90 minutos, en una
cepa WT expresando o no la version epitopada de RIm1. Los resultados obtenidos mediante qPCR fueron
normalizados respecto al promotor de VMAS8. Todos los datos representan la media y desviacion estandar de
al menos tres experimentos independientes.



Por tanto, el patron de entrada de RIm1 en estos tres genes estudiados es muy
similar al de MLPI, y confirma que RIm1 se encuentra unido basalmente a los genes de
respuesta a estrés cuya expresion depende de este factor de transcripcion y que en
condiciones de estrés se produce un incremento importante en el reclutamiento de Rim1

a estos promotores.

4.3. La entrada de RIm1 a los promotores de los genes MLP1,
SRL3 e YLR194C depende de Sit2

Dado que RIm1 esta regulado directamente por Sit2, se decidio estudiar si la
entrada de RIm1 dependia de la presencia de la MAPK, tanto en ausencia como en
presencia de RC. Para ello, se aislaron las cromatinas de la cepa silvestre y del mutante
SItZA que expresaban la fusion RLM-3xHA desde su propio /ocus genodmico (cepas WT-
RLMT-HA 'y SItZA-RLM-HA) y se inmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-HA. El DNA
obtenido se analizd por gPCR estudiando la tasa de enriquecimiento de RIm1 en las
regiones MLP1BOXT1, SRL3BOXZ e YLR194CBOX1,2,3. Como se muestra en la figura 27, en
ausencia de tratamiento (condiciones basales), la entrada de RIm1 en los promotores
depende solo parcialmente de la presencia de SIt2. Sin embargo, el reclutamiento de Rim1
en condiciones de estrés se encuentra totalmente bloqueado en el mutante s/tZA, tanto a

los 30 como a los 90 minutos de tratamiento.
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FIGURA 27: El reclutamiento de RIm1 depende de la presencia de Slt2. La asociacion de RImI-HA a los
promotores de los genes indicados, fue analiza por ChIP en una cepa WT y en el mutante s/tZA, expresando la
proteina epitopada RIm1-HA tras 30 y 90 min de crecimiento, en ausencia y presencia de RC (30 ug/ml). La
tasa de enriquecimiento de RIm1-HA se calculd utilizando la ocupacion del promotor del gen VMAE como
valor de referencia para la normalizacion. Los datos representan la media y desviacion estandar de al menos
tres experimentos individuales.

A continuacion, se estudio la entrada de RIm1 en presencia de las versiones
inactivas de Sit2 presentadas en el apartado 3.1, utilizandose las mismas cromatinas

empleadas anteriormente para analizar la entrada de la RNA Pol Il. En este caso, las
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cromatinas fueron inmunoprecipitadas utilizando anticuerpos anti-HA para estudiar la
entrada de RIm1 en la region MLP1BOXI1 del gen MLPJ. Como se muestra en la figura 28,
se observo un enriquecimiento aproximado de 8x en el mutante s/tZA transformado con el
plasmido expresando la version silvestre de SL72. Sin embargo, dicha entrada se encontré
totalmente bloqueada en las cepas transformadas con los plasmidos pRS316[s/t2 (K54F )] y
PRS316[s/tz2 (T190A YI192A |]. indicando que la activacion de SIt2 por Mkk1/2 y la
fosforilacion de RIm1 por SIt2 son necesarias para la asociacion de RIm1 a los promotores
de la respuesta en condiciones de activacion de la ruta CWI. Sin embargo, la inactivacion
de la MAPK no afect6 de forma importante la asociacion de RIm1 con el promotor del gen

MLPT7 en ausencia de tratamiento.
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FIGURA 28: El reclutamiento de RIm1 depende de la actividad de SIt2. La union de RIm1 fue analizada en la
region MLP1BOX1 en un mutante s/tZA expresando RIm1-HA, y transformado con los plasmidos pRS316,
PRS316[SLTZ], pRS316[s/t2 (K54F)] y pRS316[s/t2 (T190A Y192A), tras el tratamiento con RC (30 pg/ml, 90
minutos). Los resultados obtenidos mediante gPCR fueron normalizados frente a la regiéon promotora del gen
VMAS, y los datos representan la media y desviacion estandar de al menos tres experimentos independientes.

5. PARTICIPACION DEL COMPLEJO SWI/SNF EN LA RESPUESTA
TRANSCRIPCIONAL MEDIADA POR LA ACTIVACION DE LA
RUTA CWI

Sobre la base de los genes identificados en el screening descrito en Antecedentes
y dado que el objetivo principal de esta Tesis Doctoral era la caracterizacion de elementos
de la maquinaria transcripcional implicados en la regulacion de la expresion en situaciones
de estrés que comprometen la integridad celular, se llevd a cabo un analisis mas
exhaustivo de los grupos funcionales relevantes. Se utilizd en primera instancia la
herramienta bioinformatica GeneCoDisZ (http:;//genecodis.dacya.ucm.es). Esta aplicacion

informatica integra la informacion de diferentes fuentes para la anotacion o busqueda de



caracteristicas biologicas que frecuentemente co-ocurren en un conjunto de genes
(Nogales-Cadenas et al, 2009; Carmona-Saez et al, 2007). De esta manera, GeneCoDis2
permite comparar las funciones de los genes identificados en el ensayo frente al numero
de genes totales en el genoma que presentan esas mismas funciones y asigna un
determinado nivel de significacion estadistica para cada grupo funcional representado en
el grupo de interés, tomando como referencia la probabilidad de encontrar esa asociacion
al azar a nivel genomico. Se confirmo asi que la categoria funcional mas importante esta
relacionada con el proceso de transcripcion, destacando también el grupo anotado como
organizacion de la pared celular y los grupos de endocitosis y fosforilacion de proteinas
(Tabla 11).

TABLA 11: Clasificacién funcional de los genes identificados en el screening. El analisis se realzo utilizando la
herramienta bioinformatica GeneCoDisZ2 y la asignacion de “Proceso bioldgico” de acuerdo con GO (Gene
Ontology).

Valor Genes Genes
Genes

Proceso biolégico estadistico identificados genoma

PA34, NGG1, SNF6, NOT5,RRN10, LDB7, PUF4, CYC8
G0:0006350 MED2, SWR1, GAL11, CAD1, SGF29, SPT7, SPT4, SPT8, CGl121, SWI6, THOZ,

Transcripcion 2,00€-07 RLM1, SNF2, RPB4, ADR1, RPA49, RTF1, IES6, BUR2, GCN5, HOG1, SPT3, 40 527
PAF1, ARG82, TAF14, SWI3, ELF1, SWI4, ADA2, RPA14, AFT1, SNF11
G0:0007047
Organizacion de la pared 0.00011784 ECM30, PTC1, RLM1, SLT2, GIN4, SLA1, FPS1, SAC6, SWI4, SBE22, EDE1, BCK1 12 150
celular
G0:0006897 Endocitosis 0.00034313 YCK1, RCY1, SLA1, BZZ1, SAC6, MYO3, AKR1, EDE1 8 79
60:0006468 0.0098165 VPS15, YCK1, VPS34, SLT2, GIN4, PBS2, HOG1, BCK1 8 134

Fosforilacion de proteinas

Un analisis bioinformatico adicional utilizando la herramienta bioinformatica
Funspec (http://funspec.med.utoronto.ca/), permitio la identificacion de diversos
complejos proteicos dentro de los 40 genes incluidos anteriormente en el grupo de
transcripcion. En la tabla 12 se presenta la distribucion de los diferentes complejos
proteicos implicados en la regulacion de la expresion génica identificados y su
correspondiente significacion estadistica. Entre ellos destacan principalmente el complejo
remodelador de cromatina ATP-dependiente SWI/SNF (p-value 1,55x10°) y el complejo
acetilador de histonas SAGA (p-value 1,89x107). Asimismo, es importante destacar un
importante numero de genes que se encuentran formando parte de la RNA Pol Il vy,

aunque con menor significacion estadistica, de la RNA Pol I.
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Debido a que muchos de los complejos relacionados con la modificacion de la
cromatina comparten las mismas subunidades, ademas del complejo SAGA, aparecen
también los complejos SLIK y ADA, aunque el valor estadistico de esta agrupacion es algo

menaor.

TABLA 12: Complejos proteicos de los genes identificados en el screening pertenecientes al grupo de
transcripcion. Este analisis se realizé mediante la herramienta bioinformatica Funspec.

Complejos Valor estadistico Genes . Gt.erzles Genes
identificados genoma
SAGA complex 1,89E-09 SPT7 SGF29 NGG1 SPT3 ADA2 GCN5 SPT8 7 16
SWI/SNF transcription activator complex 1,55E-06 SNF11 SNF6 SWI3 SNF2 TAF14 5 10
SAGA-like complex (SLIK) 2,04E-03 SPT7 SPT3 ADA2 3 5
RNA Polymerase Il 2,60E-03 RPB4 RPA34 RPA49 TAF14 4 17
ADA complex 4,07E-03 NGG1 ADA2 GCN5 3 6
SBF complex 3,58E-02 SWi4 Swi6 2 2
RNA polymerase | 7,16E-02 RPA14 RPA34 RPA49 3 14
Kornberg's mediator (SRB) complex 0.000254 MED2 GAL11 TAF14 3 21

6. LA INACTIVACION DEL COMPLEJO SWI/SNF CAUSA
HIPERSENSIBILIDAD A ESTRES DE PARED CELULAR

Para caracterizar en detalle la importancia del complejo SWI/SNF en el
mantenimiento de la integridad celular se estudioé en primer lugar si cepas de levadura
delecionadas en cada uno de los 10 genes no esenciales codificantes de las subunidades
del complejo SWI/SNF, incluyendo R7770Z, presentaban alteraciones en la pared celular.
Con este fin se realizaron diferentes ensayos fenotipicos dirigidos a poner de manifiesto
defectos en la pared celular de dichos mutantes, incluyendo la sensibilidad a Rojo Congo y
zimoliasa. Las cepas utilizadas procedieron de la coleccion de cepas de levadura
generadas en el fondo genético BY4741. En esta coleccibn no se encontraban los
mutantes haploides sw//A 'y snflZA por lo que fue necesario obtenerlos a partir de las
cepas diploides heterocigoticas correspondientes, segun se detalla en Materiales y

Meétodos.

Los ensayos de sensibilidad a Rojo Congo se realizaron mediante siembra por
dilucion en gota en medio solido. La concentracion de droga empleada fue de 50 pg/ml y
la incubacion se realizé a 30°C. Los niveles de crecimiento se determinaron a las 72 horas.
Como se muestra en la figura 29, los mutantes swi3A, snfZN/swiZA, snf5A, tafl4A, swilA,

snf6A 'y snflZA  resultaron ser hipersensibles a la droga. El crecimiento del resto de



mutantes en medio YPD suplementado con Rojo Congo no se vio afectado respecto a la

cepa silvestre.

YPD + RC
wr
sit2A K
swidA & B
snf2A
snfsA [ B
swp82A & W
FIGURA 29: La delecién de los genes que
snf11A o @ codifican para subunidades del complejo
- SWI/SNF produce células hipersensibles
iz © & a RC. Las cepas indicadas fueron
P inoculadas por el método de dilucion en
SnfGA @ ‘9 gota en medio solido (placas de YPD), sin
SWI1A (control) y con 50 pg/ml de RC. Las
placas fueron incubadas durante 72
snf12A horas a 30°C. Ademas de la cepa silvestre
se incluye el mutante s/tZA como control
rtt102A positivo de sensibilidad

Los experimentos de sensibilidad a zimoliasa (ZL) de la cepa silvestre y de los
correspondientes mutantes, se llevaron a cabo mediante la determinacion de la
concentracion minima inhibitoria (CMI) en medio liquido. Como se muestra en la figura
30, los mutantes swiZA, snf6h, sniZA, snf5A y snflZA mostraron una elevada
hipersensibilidad a zimoliasa con valores de CMI inferiores a 125 U/ml, mientras que en el
caso de la cepa silvestre este valor se encontraba por encima de 125 U/ml. Ademas,
también mostraron cierta hipersensibilidad, aunque en menor medida, los mutantes
tari4A 'y swilA, mientras que el crecimiento de los mutantes rtt102A, swp82A 'y snfl IA fue
similar al de la cepa silvestre. Existe, por tanto, una buena correlacion entre los resultados

de sensibilidad a Rojo Congo y zimoliasa, en las cepas analizadas.

Todos estos resultados sugieren que aunque con diferentes grados de afectacion,
dependiendo de la subunidad, mutaciones en el complejo SWI/SNF dan lugar a defectos

en la integridad de la pared celular.
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7. PARTICIPACION DE LAS DIFERENTES SUBUNIDADES DEL
COMPLEJO SWI/SNF EN LA ACTIVACION TRANSCRIPCIONAL
MEDIADA POR LA RUTA CWI

El requerimiento del complejo SWI/SNF para la supervivencia celular en presencia
de compuestos que alteran la integridad de la pared celular, nos llevd a analizar la
participacion de cada una de las subunidades del complejo en la activacion de varios
genes de la respuesta a estrés sobre esta estructura. Con este objetivo se realizaron
ensayos de actividad B-galactosidasa en los mutantes en todas las subunidades no
esenciales del complejo SWI/SNF, transformados individualmente con los plasmidos MLP]-
LacZ, CRH/LacZ, SED/dLacZ, CWP/dLacZ y AFR/LacZ. Estos plasmidos incluyen fusiones
transcripcionales del promotor correspondiente de cada uno de estos genes al gen /acZ.
Los experimentos se realizaron en ausencia y en presencia de RC y zimoliasa, tras 4 horas

de tratamiento.

Como se observa en la figura 31, la induccion de la expresion en condiciones de

activacion de todos los genes ensayados que se produce en una cepa silvestre se



encuentra, en todos los casos, comprometida en los mutantes swi3A, snf5A, snf6A, swilA,
snflZA 'y snfZA. Solo la activacion transcripcional del gen MLPJ, se encuentra también
disminuida en los mutantes taf/4A y snfl/A. Sin embargo, la eliminacién de las
subunidades Swp82 y Rtt102, y en la mayoria de los casos, de Snf11 y Taf14, no produce
ninguna alteracién importante en los niveles de activacion transcripcional, con respecto a
los observados para la cepa silvestre. Es de destacar el aumento de expresion de CWP/,
AFRI1y CRH1 en el mutante sw/3A en ausencia de estrés, lo que indica que en estos casos

Swi3 tiene un papel en el control de la expresion en condiciones basales.
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FIGURA 31: Andlisis de la expresién de los genes CRH1, MLPI, AFRI, SEDI1'y CWPI en cepas mutantes en
diferentes subunidades del complejo SWI/SNF. La activacion transcripcional de los genes indicados se
cuantificé en la cepa WT y en los distintos mutantes de los genes que codifican para las subunidades del
complejo SWI/SNF transformados con los plasmidos reporteros (MLPI-LacZ, SED-LacZ, CWPI-LacZ, AFRI-
LacZ y CRHI-LacZ) correspondientes. Los niveles transcripcionales fueron analizados mediante ensayos de

actividad B-galactosidasa en células sometidas o no al tratamiento con RC y zimoliasa (RC 30 ug/mly ZL 0,4
U/ml) durante 4 horas.
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Todos estos resultados indican que el complejo SWI/SNF participa en la regulacion
de la expresion en respuestas de adaptacion a situaciones de estrés que afectan a la
integridad de la pared celular, siendo las subunidades Swi3, Snf2, Snf5, Snf6, Swil y Snfl12
esenciales para esta regulacion. Cabe destacar tambien la existencia de un alto grado de
correlacion entre los fenotipos de alteracion de la pared de los mutantes del complejo
SWI/SNF descritos en el apartado anterior y el bloqueo de la activacion transcripcional en
estas condiciones, lo que sugiere que este bloqueo es el responsable de que las células no

puedan sobrevivir en condiciones de estres.

8. ESTUDIOS DE EXPRESION GLOBAL UTILIZANDO
MICROARRAYS DE DNA

Sobre la base de los resultados anteriores, se decidio estudiar el papel de SWI/SNF
en la respuesta transcripcional global mediada por la ruta CWI. Para ello, se analizo el
patron de expresion de la cepa silvestre BY4741 y del mutante swi3A, tanto en
condiciones basales como en condiciones de estres sobre la pared celular. Se eligio este
mutante ya que la subunidad Swi3 es una de las mas importantes desde el punto de vista
de integridad del complejo SWI/SNF, ademas de haberse descrito diversas interacciones
genéticas del gen SWi3 con otros genes relacionados con la pared celular como SWi4
(Collins et al, 2007; Costanzo et al, 2010), CHS5 (Lesage et al, 2005; Tong et al, 2004,
CHS3, SLTZ, MINN 10, GAS1, BGLZ, FKST (Costanzo et al, 2010) y KREG6 (Tong et al,, 2004).
Estos experimentos se llevaron a cabo en células en fase de crecimiento logaritmico,
creciendo en medio rico YPD a 24°C, en ausencia y presencia de Rojo Congo (30 pg/ml) y
zimoliasa 100T (0,4 U/ml), durante 4 y 3 horas, respectivamente. Los perfiles
transcripcionales fueron caracterizados utilizando microarrays de DNA de la plataforma

Affymetrix (la metodologia experimental se describe en Materiales y Meétodos).

8.1. Analisis de los perfiles globales de expresion del mutante

Sswi3A en ausencia de estrés

Aunque nuestro principal objetivo era estudiar el papel del complejo SWI/SNF en
condiciones de activacion de la ruta CWI, quisimos también analizar sobre Ia base de la
regulacion de la expresion basal de CWPI, CRH1y AFRI por SWI/SNF (ver apartado 7), el
perfil de expresion del mutante sw/3A comparado con el de la cepa silvestre BY4741 en

ausencia de estrés. El analisis de los ratios de expresion swi3A/BY, revelo la induccion


https://www.proteome.com/proteome/YPD/SWI4.html�
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(ratio swi3A/BY =z 2) de 255 genes en dicho mutante (Anexo 1, Tabla 1). Estos genes se
encontrarian reprimidos por Swi3 en condiciones normales de crecimiento. Por el
contrario, 115 genes se encuentran reprimidos en estas condiciones (ratio sw/3A/BY <
0,5), indicando que estos genes estarian requlados positivamente por Swi3 (Anexol, Tabla
2). Dentro del grupo de genes que presentan elevados niveles de RNAm en el mutante
swi3A, destacan los relacionados funcionalmente con transcripcion, transporte,
metabolismo de carbohidratos, biosintesis de aminoacidos y genes de funcion
desconocida. En cuanto a los genes reprimidos en ausencia de Swi3, destacan aquellos
implicados en el metabolismo del fosfato, como los genes PHO3, PHOS5, PHOI 1, PHOS,
PHO84y PHOB8Y.

En trabajos previos desarrollados por otros grupos se habian analizado, utilizando
microarrays de DNA, los genes cuya expresion en condiciones basales eran dependientes
de dos subunidades del complejo SWI/SNF, Snf2 y Swil (Sudarsanam et al., 2000). Estos
resultados fueron comparados con los nuestros para el mutante swi3A. En la figura 32 se
muestran diagramas de Venn comparativos de las respuestas de induccion y represion de
estos mutantes. De los 255 genes inducidos en el mutante sw/3A en nuestro estudio, solo
54 (21%) y 38 (15%) genes coincidian con los inducidos en los mutantes snfZA 'y swilA,
respectivamente. Por otro lado, de los 115 reprimidos en el mutante swi3A, 53 y 57 eran
comunes a lo presentado en los mutantes snfZA y swilA, respectivamente. En este caso,
los genes comunes representan aproximadamente para ambos casos un 50% de la
respuesta. Aunque hay que tener en cuenta que las plataformas utilizadas son diferentes,
estos datos comparativos parecen sugerir una regulacion de la expresion especifica para
las diferentes subunidades, especialmente para los genes reprimidos por Swi3 en

condiciones basales.

snf2: 297 genes swil: 151 genes snf2: 250 genes swil: 195 genes

(A

swi3: 255 genes swi3: 115 genes

FIGURA 32: Diagramas de Venn en los que se muestran los genes inducidos en color rojo y los genes
reprimidos en color verde para los mutantes sr/ZA, swilA 'y swi3A en condiciones basales. Las intersecciones
muestran los genes comunmente activados o reprimidos en cada mutante.
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8.2. Analisis de Ia respuesta transcripcional a Rojo Congo y
zimoliasa en la cepa silvestre

A continuacion, se estudiaron los cambios transcripcionales de S. cerevisiae al
tratamiento con drogas que alteran la integridad de la pared celular en la cepa silvestre
(BY4741) y en el mutante swi3A. El analisis de los datos de microarrays comparando 10s
niveles de RNAmM de la cepa BY4741 tratada con RC (30 pg/ml, 4 horas) frente a la misma
cepa no tratada, reveld que el tratamiento con RC induce en la cepa silvestre una
respuesta transcripcional que implica la induccion de 128 genes (ratios BY-RC/BY = 2) y la
represion de 15 (ratios BY-RC/BY < 0,5}, mientas que la zimoliasa (0,4 U/mi, 3 horas) induce
la expresion de 197 genes y la represion de 11. En total, 92 de estos genes se indujeron en
ambas condiciones (Anexo 2). Funcionalmente, la respuesta comun para ambos estimulos
presenta un amplio grupo de genes relacionados con la biogénesis y organizaciéon de la
pared celular (genes PIR3, YLRI]94C, CRH 1, YPS3y GSCJ), transduccion de senales (genes
MLPI, BAG7 y AFRI]) y transporte (genes YP753, YKE4y MCHS5). También destaca un
elevado numero de genes de funcidn desconocida. Los resultados obtenidos son muy
similares (70% de coincidencia) a los observados previamente en nuestro laboratorio
(Garcia et al, 2004; Garcia et al, 2009), empleando plataformas de microarrays de DNA y
condiciones de tratamiento diferentes, si bien el nUmero de genes inducidos obtenidos en
este trabajo son para ambos estimulos mucho mas numerosos (128 genes vs 38 inducidos
tras 4 horas de tratamiento con RC y 197 genes inducidos por 0,4 U/ml de ZL-3 h vs 78

inducidos por una concentraciéon de 0,8 U/ml de ZL-3 h).

8.3. Analisis de la respuesta transcripcional a Rojo Congo en el

mutante swi3A

En contraste con la induccion de 128 genes en la cepa silvestre como
consecuencia del tratamiento con RC (30 ug/ml, 4 h), el analisis de los datos de expresion
de la cepa swi3A tratada con RC frente a la no tratada, indico que solo se inducen 14
genes tras el tratamiento (ratio sSw/3ARC/swi3A =z 2). Ademas, la mayoria de estos genes
muestran una expresion significativamente reducida respecto a la cepa silvestre (Figura
33). Estos resultados sugieren, por tanto, que la respuesta de activacion transcripcional

mediada por RC en una cepa silvestre, depende mayoritariamente de la presencia de Swi3.
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FIGURA 33: Grafica de dispersion de los ratios normalizados de expresion génica en las cepas WT y swi3A. El
log, del ratio de expresion génica (tratamiento/sin tratamiento) fue representado frente al correspondiente
ORF, utilizando el programa informatico Spotfire.

Con el fin de establecer de forma mas precisa la dependencia de la respuesta
transcripcional mediada por RC respecto a Swi3, se obtuvo la relacion del ratio en el
mutante (sWiBARC/swi3A) versus la cepa silvestre (BY-RC/BY). Se consider6é un valor
arbitrario de 0,65 como punto de corte para definir una reduccion significativa en Ia
expresion genica. Ademas, se consideraron como genes no inducidos, aquellos con un
ratio en el mutante < 1,6. Utilizando este analisis, de los 128 genes inducidos por RC en la
cepa BY4741, solo 7 (5%) presentaron valores de ratio swi3ARC/swi3A vs BY-RC/BY
superiores a 0,65 y por tanto se consideraron independientes de SW/3 para su activacion
transcripcional. El resto de genes que presentaron una expresion significativamente

aumentada (121), se inducen de manera SW/3dependiente.

Dado que, como se ha mostrado anteriormente, SW/3 controla la expresion basal
de un importante grupo de genes, quisimos saber en queé genes la dependencia de la
respuesta transcripcional a RC en una cepa silvestre respecto a SW/3 estaba relacionada
con el control basal mediado por SW/3 o si por el contrario, Swi3 era necesaria para la
activacion transcripcional de estos genes en presencia de estrés. Para ello, se llevd a cabo
un segundo analisis comparativo estableciéndose el ratio swi3A/BY vs BY-RC/BY.
Utilizando el mismo umbral de corte, se puede concluir que de los 121 genes inducidos
por RC de forma SWi/3dependiente, 97 (76% de la respuesta) mostraron una activacion
transcripcional dependiente de SW/3, mientras que en 24 de ellos (19%)] lo que se produce

es una dependencia de SW/3 para la expresion basal del gen.

En la figura 34 se presenta un clustering jerarquico de los ratios de tres

comparaciones distintas: a) BY-RC vs BY; b) swiZARC vs swi3A y c) swi3A vs BY. Este
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clustering agrupa claramente la respuesta a RC en una cepa silvestre en los 3 grupos

descritos mas arriba, respecto a la dependencia de SW/3.

e Grupo I: genes cuya activacion transcripcional depende de SWi3.

e Grupo II: genes regulados basalmente por SWi/3.

e Grupo lll: genes cuya activacion transcripcional es independiente de SW/3.
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FIGURA 34: Clustering de los perfiles de
expresion génica en las cepas WT, swi3A y
rimIA expuestas a RC (30 pg/ml, 4 horas). La
representacion grafica realizada con el
programa MeV 4.6 (Multi Experiment viewer)
muestra los ratios de expresion comparando la
respuesta transcripcional a RC (tratamiento vs
no tratamiento) en las cepas WT, rimiA y
swi3A,  respectivamente. Los ratios de
expresion del mutante swi3A, respecto al WT
en ausencia de tratamiento se muestran
también en la cuarta columna. Solo los genes
inducidos en la cepa silvestre (BY4741) por RC
con un ratioz 2 se incluyen en el analisis. Los
genes fueron clasificados respecto a la
dependencia de Swi3 para su activacion basal
y mediada por RC: grupo | (genes cuya
activacion por RC depende de Swi3), grupo I
(genes controlados basalmente por Swi3) y
grupo Il (genes independientes de Swi3). Las
categorias funcionales fueron asignadas de
acuerdo a la informacion disponible en SGD y
Proteome. El grado de saturacion del color
representa el valor del log; del ratio de
expresion, como se indica en la escala.



Como se muestra en la tabla 13, no se encontraron diferencias significativas entre
estos tres grupos en relacion a la distribucion funcional de los genes incluidos en cada

uno de ellos respecto a la respuesta global.

TABLA 13: Distribucién funcional de los genes inducidos por el tratamiento con RC, en los grupos |, Il y IlI,
seguin su dependencia respecto a SW/3. La anotacién se realizé utilizando la informacion disponible en las
bases de datos SGDy Proteomne.

) Respuesta a RCen la Dependencia de SWi3
Grupo funcional
cepa BY4741 Grupo | Grupo Il Grupo lll

Desconocido 44 33 9 2
Biogénesis y organizacion de la pared celular | 20 15 4 1
Transduccidn de sefiales 14 11 3 -
Transporte 10 10 - -
Respuesta a estrés 9 6 2 1
Metabolismo de carbohidratos 6 5 1 -
Metabolismo de lipidos 4 3 1 -
Metabolismo de aminoacidos 3 3 - -
Morfogénesis 3 3 - -
Modificacién de proteinas 3 - 1 2
Transcripcion 3 1 2 -
Metabolismo de DNA 2 2 - -
Conjugacién 2 2 - -
Biogénesis y organizacion de organelas 2 2 - -
Esporulaciéon 2 1 1 -
Metabolismo de poliaminas 1 - - 1
Total 128 97 24 7

Los datos obtenidos con los perfiles globales de expresion fueron confirmados
mediante ensayos de RT-PCR cuantitativa en tiempo real. Se analizaron los niveles de
expresion de varios genes en mutantes del complejo SWI/SNF y en la cepa silvestre,
creciendo en presencia y ausencia de RC durante 2 horas. Como se muestra en la figura
35, la activaciéon transcripcional de los genes MLPI, YLRI94C, CRHI, CRGI, YNRO65C
CWPI, SRL3, YJL107Cy PRMS5, fue dependiente no solo de SW/3, sino también de SNFZ
que codifica para la subunidad ATPasa del complejo SWI/SNF.
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FIGURA 35: Swi3 y Snf2 son necesarios para la activacion transcripcional bajo situaciones de estrés sobre la
pared celular. Los niveles de expresion de los genes indicados fueron analizados mediante RT-qPCR en la cepa
silvestre y en los mutantes swi3A y snfZA tras el tratamiento con RC (30 pg/ml, 2 horas). Los valores relativos de
expresion proceden de la comparacion en cada caso de los niveles de RNAm de cada gen de muestras
tratadas vs no tratadas, utilizando el gen AC7 como control interno. Los datos presentados corresponden a la
media de tres experimentos independientes.

8.4. Analisis de la respuesta transcripcional a Rojo Congo en el

mutante rim1IA

Con el fin de estudiar el papel funcional del factor de transcripcion RIm1 en la
respuesta al tratamiento por RC, se analizaron, utilizando microarrays de DNA, los perfiles
globales de expresion de un mutante r/m/A expuesto o no al tratamiento con RC (30
pug/ml) durante 4 horas. Para el analisis de los resultados obtenidos, se calculo el ratio
(rim I1A-RC/rim7A)/(BY-RC/BY), estableciéndose la dependencia de RIm1 para la activacion
por RC, con valores inferiores a 0,65. De los 128 genes inducidos por RC en una cepa
silvestre, el 90% (115 genes) requieren de RIm1 para su activacion transcripcional (Figura
34), lo que esta de acuerdo con los datos publicados previamente por nuestro laboratorio

(Garcia et al, 2004), utilizando una plataforma diferente de microarrays de DNA.



Cabe senalar que, si bien la mayoria de los genes regulados por RIm1 requieren
tambien del complejo SWI/SNF para su activacion transcripcional, en el grupo |lI,
encontramos un pequeno grupo de genes cuya activacion transcripcional es

independiente de Swi3, pero que si requiere RIm1 para su induccion.

8.5. Analisis global de Ia respuesta transcripcional al

tratamiento con zimoliasa en el mutante swi3A

De forma similar a la expuesta para el Rojo Congo, se analizaron los perfiles
globales de expresion en respuesta a zimoliasa (0,4 U/ml, 3 horas) tanto en una cepa
silvestre (BY4741) como en el mutante sw/3A. La zimoliasa induce la expresion de 197
genes y reprime la expresion de 11 genes en la cepa silvestre. Por otro lado, los genes
inducidos en el mutante sw/3A por el tratamiento con zimoliasa fueron 39, presentando
muchos de ellos un ratio de induccion considerablemente reducido respecto al observado
en la cepa silvestre. El analisis comparativo de los ratios swiZA-ZL/swi3A vs BY-ZL/BY y
swi3A/BY vs BY-ZL/BY, establecié también la presencia de 3 grupos de genes respecto a la
dependencia de SW/3 para la activacion transcripcional. El 48% de la respuesta observada
en la cepa silvestre tras el tratamiento con zimoliasa es dependiente de SW/3 en
condiciones de activacion, un 40% de los genes inducidos en la cepa silvestre estan
controlados en condiciones basales por SW/3y el 12% de la respuesta observada en la

cepa silvestre es totalmente independiente de SW/3.

Estos resultados indican un comportamiento similar por parte del mutante swisA
en la respuesta producida por el tratamiento con RC y zimoliasa, confirmando Ia
importancia del complejo SWI/SNF para la activacion transcripcional de genes inducidos

en el mecanismo de adaptacion a danos sobre la pared celular.

9. LA ELIMINACION DEL COMPLEJO SWI/SNF NO AFECTA A LA
FOSFORILACION DE LA MAPK SIt2.

Con el objeto de descartar la posibilidad de que el bloqueo en la activacion
transcripcional por RC y ZL de los mutantes del complejo SWI/SNF estuviera relacionado
con alteraciones en el correcto funcionamiento de la ruta de integridad celular como

consecuencia de la eliminacion del complejo, se analizo el estado de fosforilacion de la

MAPK SIt2, como indicador del nivel de activacion de la ruta, en los mutantes swi3A y
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snfZA, crecidos en presencia de RC y ZL. Como se observa en la figura 36, los niveles de
activacion de SIt2 por RC y ZL fueron semejantes en los mutantes swi/snfy en la cepa

silvestre, lo que indica que la ruta CWI esta operativa en los mutantes swi3A y snfZA.

WT swi3A snf2A
- RC+ ZL+ - RC+ ZL+ - RC+ ZL+
P-SlIt2 T —— e SRR — ey

Actina - -

FIGURA 36: La fosforilacién de SIt2 en condiciones de estrés no depende del complejo SWI/SNF. La activacion
de SIt2 fue analizada por western-blotting utilizando anticuerpos especificos frente a la forma doblemente
fosforilada de la MAPK, en la cepas WT, swi3A y snfZA, sometidas a situaciones de estrés (RC 30 ng/mly ZL 0,4
U/ml, 3 horas). La carga de proteina se monitorizo utilizando anticuerpos anti-actina.

10. LA EXPRESION DEL GEN MLP7 ES DEPENDIENTE DE Swi3
DURANTE EL TRATAMIENTO CON RC

Teniendo en cuenta que la expresion de MLP] tras 2 y 4 horas de tratamiento con
RC (30 pg/ml) depende completamente del complejo SWI/SNF (Figuras 34 y 35), quisimos
caracterizar la cinética completa de expresion de MLPI en el mutante swi3A. Para ello, se
analizaron mediante RT-qPCR los niveles de mRNA de este gen en el mutante swi3A en
ausencia o presencia de RC a lo largo del tiempo. Como se observa en la figura 37, la
induccion de la transcripcion del gen MLPI se encuentra totalmente bloqueada en el
mutante swi3A (respecto a la cepa WT), confirmando la dependencia de esta subunidad a

lo largo de toda la respuesta.

50 FIGURA 37: La expresion de MLP]
MLP1 —— WT depende del complgjo SWI/SNF a

g 40 T — sWi3A | Iq Igr_go del trataml_epto con RC.
= Cinética de expresion del gen
ﬁ o )/ \.\ MLP] en el WT y mutante swi3A
Tx 30 durante el tratamiento con RC (30
e & \ ng/ml, de 0 a 6 h). EIl RNAm total
= 'é 20 fue analizado por RT-gPCR y los
o s \ ratios de activacion se calcularon
o= comparando en cada tiempo los
S 10 niveles de RNAm de las muestras
3 W tratadas vs no tratadas, utilizando
0 A \ \ \ \ \ \ \ \ el gen ACT como control interno.

0 15 30 60 90 120 180 240 360 Los datos presentados
corresponden a la media de al
Tiempo (min) menos tres experimentos

independientes.



11. LA UNION DE LA RNA Pol Il A LOS PROMOTORES DEPENDE
DEL COMPLEJO SWI/SNF

A continuacion, decidimos estudiar si la union de la RNA Pol Il se encontraba
afectada en ausencia del complejo SWI/SNF, al igual que ocurre con los niveles
transcripcionales del gen MLPJ. Para ello, se aislaron las cromatinas procedentes del
mutante swi3A, a diferentes tiempos del tratamiento con RC. La inmunoprecipitacion se
realizo utilizando el anticuerpo anti-Pol Il y se analizé el DNA purificado mediante qPCR,
amplificando la region MLP1PRO2. Como se observa en la figura 38, en contraste con la
entrada activa de la Pol Il al promotor como consecuencia del tratamiento con RC en la
cepa silvestre (Figura 21), ésta se encuentra significativamente reducida en el mutante

swiZA durante todos los tiempos estudiados.

FIGURA 38: La unién de la Pol Il

40 al promotor de MILPI se

o —— WT encuentra disminuida en el
o~ 3° S swi3A mutante swiZA. La unién de la
S8 30 ; T Pol Il se analizé mediante ChIP en
€T l\.\ la cepa WT y el mutante swi3A
ge 2° / sometidos al tratamiento con RC
T2 20 T 5 (30 pg/mi), durante los tiempos
= 15 indicados. La entrada de la Pol Il
o= /O—O' fue analizada en la region
T o 10 — MLP1PROZ2, utilizando el gen
g 05 IVMAE como control interno para
= ’ la normalizacion. Los resultados
0,0 T T T T T T T T se expresan como la tasa de

0 15 30 60 90 120 180 240 360 enriquecimiento de la muestra

tratada vs la muestra sin tratar.
Los datos representan la media y
desviacion estandar de tres
experimentos individuales.

Tiempo (min)

Un efecto similar sobre la entrada de la maquinaria transcripcional se pudo
comprobar analizando mutantes de la ATPasa del complejo SWI/SNF, Snf2, tras 90 y 180
minutos de tratamiento con RC (datos no mostrados). Aunque, los niveles de
reclutamiento de la RNA Pol Il en los mutantes swiZA y snfZA no estan totalmente
bloqueados, si se encuentran considerablemente reducidos con respecto a los
presentados por la cepa silvestre. De acuerdo con los datos obtenidos en los experimentos
transcripcionales, este nivel de reclutamiento de la Pol Il en los mutantes swi3A 'y snfZA no
es suficiente para inducir la expresion del gen MLPI, en situaciones en las que la

integridad de la pared celular se encuentre comprometida.

RESULTADOS

Pagina 1 1 5



RESULTADOS

Pagina 1 1 6

12. LA ENTRADA DE RiIm1 A LOS PROMOTORES DE LOS GENES
DE RESPUESTA A ESTRES EN CONDICIONES DE
ACTIVACION DEPENDE DE Swi3

Dado que el reclutamiento de Ia Pol Il y la correspondiente induccion de los genes
de respuesta al tratamiento con RC se eliminaban en ausencia de SW/3, decidimos estudiar
si la entrada de RIm1 a los promotores de los genes de la respuesta dependia del complejo
SWI/SNF. Con este objetivo se realizaron experimentos de ChIP empleando una cepa
silvestre sin epitopar, asi como una cepa silvestre y el mutante sw/3A portando una version
funcional del gen RLM] fusionado al epitopo 3xHA, expresado desde su propio /ocus
genomico (WT-RLMI-HA'y swi3A-RLMI-HA). Se asilo la cromatina a partir de estas cepas,
tratadas o no con RC durante 30 y 90 min, y se inmunoprecipitd con el anticuerpo anti-
HA. EI DNA obtenido se analizdo mediante qPCR para determinar la entrada de Rim1 en el
promotor de los genes MLP/I, SRL3, YLR194Cy RLM]. Como se muestra en la figura 39, la
union de RIm1 al promotor de todos los genes estudiados en condiciones de activacion, es
totalmente dependiente de Swi3. Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre la cepa silvestre y el mutante swi3A en ausencia de tratamiento,
indicando que la union de RIm1 en condiciones basales es independiente del complejo
SWI/SNF.
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FIGURA 39: La unidn de RIm1 depende de Swi3 en condiciones de activacion. La asociacion de RIm1-HA fue
analizada en las regiones MLP1BOX1, SRL3BOX2, YLR194CBOX1,2,3 y RLM1BOX1 de los genes indicados,
mediante experimentos de ChIP en una cepa WT sin epitopar y en las cepas WT y swi3A expresando RIm1-HA,
durante el tratamiento con RC (30 ng/ml) a 0, 30 y 90 min. Los resultados obtenidos mediante gPCR fueron
normalizados respecto al promotor de VMAS8. Todos los datos representan la media y desviacion estandar de
al menos tres experimentos independientes.



Para poder determinar si la dependencia en la entrada de RIm1 con respecto a
Swi3 era completa durante el tratamiento con agentes que desestabilizan la pared celular,
decidimos estudiar la cinética de reclutamiento del factor de transcripcion en ausencia de
Swi3 y compararla con la de la cepa silvestre (Apartado 4.1). Con este objetivo, se llevaron
a cabo experimentos de ChIP utilizando el mutante sw/3A epitopado (swi3A-RLM-HA) en
presencia y ausencia de RC, recogiendo células a diferentes tiempos de tratamiento. Las
muestras se procesaron del mismo modo que en los experimentos anteriores. Como se
observa en la figura 40, la union de RIm1 en condiciones basales (ausencia de
tratamiento) es independiente de SWI/SNF en todos los tiempos ensayados. El
reclutamiento de RIm1 al promotor de MLP]/ depende, sin embargo, del complejo
SWI/SNF a lo largo del tratamiento con RC, si bien a tiempos de maxima entrada de Rim1
en la cepa silvestre (2-3 horas) se observa cierta entrada residual del factor de

transcripcion en el mutante swi3A.
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FIGURA 40: Cinética de union de Rim1 al promotor de MLP7 en ausencia de Swi3. La asociacion de Rim1-HA al
promotor de MLPI en la region MLP1BOXI1, fue analizada mediante ChiIP en el mutante swi3A expresando la
version epitopada de la proteina RIm1-HA en ausencia y presencia de estrés sobre la pared celular (RC 30
pg/mi) a los tiempos indicados. A la derecha se incluye la cinética de reclutamiento de RIm1 en la cepa
silvestre, estudiada en las mismas condiciones y presentada en el apartado 4.1, para facilitar su comparacion.
La tasa de enriquecimiento de RIm1-HA se calculd utilizando la ocupaciéon del promotor del gen VMAE como
valor de referencia para la normalizacion. Los datos representan la media y desviacion estandar de al menos
tres experimentos individuales.

Teniendo en cuenta que la expresion de RLMT en condiciones de activacion esta
regulada por SWI/SNF, decidimos estudiar los niveles de la proteina RIm1 en ausencia de
Swi3. Para ello, analizamos las cepas WT (BY4741) y swi3A expresando fusiones RLM I-
3xHA, integradas en su propio /ocus en el genoma. Se crecieron ambas cepas en ausencia
y presencia de RC y se evaluo a diferentes tiempos la cantidad de RIm1 mediante western-
blotting, utilizando anticuerpos anti-HA. Como se observa en la figura 41, en la cepa WT
se produce un aumento de los niveles de la proteina RIm1 en condiciones de activacion

respecto a los presentados en condiciones basales, de acuerdo con la induccion de la
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expresion de RLM1 de forma RIm1-dependiente. Ademas, se observa un ligero cambio en
el patron de movilidad electroforética de RIm1 en condiciones de activacion (“shift”), como
era de esperar por el efecto de la fosforilacion de esta proteina por SIt2 en estas
condiciones. El analisis de los niveles de RIm1 en una cepa swi3A (Figura 41) revel6 una
sorprendente disminucion de los niveles de esta proteina tanto en condiciones basales

como en condiciones de activacion por RC.

FIGURA 41: Los niveles de Rim1
proteina se encuentran

WT-RLM1-HA swi3A-RLM1-HA N .
disminuidos en el mutante swi3A.
+RC 30 pg/ml o0 30 60" 120 0 300 60" 120 Los niveles de RIm1 fueron
— e N L5 analizados por W'estern—b/omhg,
RIM1-HA - ——1 o AEED S en la cepa WTy swi3A expresando

la version epitopada de RImI1-HA,
tras el tratamiento con RC (30

Actina —— D a— e — ug/mi) a los tiempos indicados. La
proteina fue detectada utilizando

anticuerpos anti-HA 'y como
control del nivel de proteina total
se muestran los niveles de actina.

Este resultado planteaba la cuestion de si la disminucion de los niveles de Rim1 en
la célula en ausencia de Swi3, podria estar limitando la entrada de este factor de
transcripcion a los promotores de los genes de estrés. Con objeto de estudiar este efecto,
se sobreexpreso la fusion RLM1-3xHA desde el plasmido episomico YEp352-[RLM-HA],
tanto en la cepa silvestre WT-RLMI-HA, como en el mutante swiSA-RLMI-HA. En primer
lugar, se analizaron mediante western-blotting los niveles de RIm1 en ambas cepas en
ausencia de estrés y en condiciones de activacion. Como era de esperar, la expresion de
RIm1 en la cepa WT-RLM I-HA desde un plasmido episomico da lugar a mayores niveles de
proteina que los encontrados en la misma cepa sin transformar, que expresa RIm1-HA
desde su propio /ocus cromosomico (Figura 42A). Ademas, como se muestra en la misma
figura, la sobreexpresion de RIm1 en el mutante swiZA-RLM7HA restaura los niveles de
RIm1 hasta unos niveles similares a los de la cepa silvestre, tanto en condiciones basales,
como en condiciones de activacion. Cabe destacar que también se produce un cambio de
movilidad electroforéetica (“shift”) en RIm1 en condiciones de estrés, tanto en la cepa
silvestre WT-RLMI-HA, como en la cepa swi3A-RLMI-HA transformadas con el plasmido
YEP352-[RLMTHA].

Una vez comprobado que la sobreexpresion de RIm1 restaura los niveles normales
de RIm1 en el mutante swi3A, se estudio mediante experimentos de ChIP, la entrada de
RIm1 en la region BOX1 del promotor del gen MLPI en estas mismas cepas y en las

mismas condiciones. Se aislaron las cromatinas y se inmunoprecipitaron utilizando el



anticuerpo anti-HA. EI DNA purificado se analizd por gPCR. En la figura 42B, se muestran
los resultados del experimento de ChIP. La sobreexpresion de RIm1 en una cepa silvestre
aumenta la entrada de RIml en el promotor de MLP/ en condiciones basales
(aproximadamente un 5x de enriquecimiento comparado con el 2x de la cepa
transformada con el plasmido vacio, en estas condiciones). En condiciones de activacion,
se induce el reclutamiento de RIm1 (13x) al promotor de MLP/ en la cepa WT-RLMI-HA
transformada con el plasmido YEp352-[RLMIHA]. Por otro lado, la sobreexpresion de
RIm1 desde el plasmido YEp352-[RLM]-HA] en el mutante sw/3A, produce un aumento en
la entrada de RIm1 en condiciones basales. Sin embargo, pese a que los niveles de Rim1
en esta cepa son similares a los de la cepa WT, no se recupera la entrada del factor de

transcripcion al promotor de MLP1 en condiciones de activacion.
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FIGURA 42: La sobreexpresion de RiIm1 recupera los niveles de Rim1 en swi3A, pero no su entrada a los
promotores en condiciones de activacion. (A) La expresion de RIm1-HA desde un plasmido multicopia restaura
los niveles de RIm1 similares a los encontrados en la cepa WT tanto en condiciones basales como en activacion
(RC) en el mutante swi/3A. Las cepas WT y swi3A expresando RIm1-HA fueron transformadas con el plasmido
YEp352-[RLMTHA] y el correspondiente vector vacio YEp352. Los transformantes fueron crecidos en fase
exponencial y sujetos o no a estrés de pared (RC 30 pg/ml, 3 horas). La cantidad de RIm1-HA fue determinada
mediante western-blotting con anticuerpos anti-HA y la cantidad de proteina total fue monitorizada utilizando
anticuerpos anti-actina. (B) La sobreexpresion de RIm1 en el mutante sw/3A no restaura su union a los
promotores. La union de RIm1-HA a la region MLP1BOX1 fue analizada mediante ChIP y normalizada respecto
a la regidon promotora de VA8 en las mismas células y condiciones descritas en el panel A.
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Adicionalmente, se analizo la expresion de los genes MLPI e YLRI94C en la cepa
silvestre BY4741 y en el mutante sw/3A transformados con el plasmido YEp352-[RLM T-HA],
cuantificandose mediante gPCR los niveles de mRNA para ambos genes tras 3 horas de
tratamiento con RC y en ausencia de estrés. Como se observa en la figura 43, la induccion
transcripcional de los genes MLP7 e YLRI94C se encuentra bloqueada en el mutante
swi3A transformado con el plasmido YEp352-[RLMIHA], a pesar de que los niveles de

RIm1 en esta cepa son similares a los de la WT.

YLR194C
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RNAm (RC+/RC-)
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FIGURA 43: La sobreexpresién de Rim1 en el mutante swi3A en condiciones de estrés no restaura los niveles
de induccién transcripcional de genes regulados por la ruta CWI de una cepa WT. Los niveles de de RNAm de
MLPI e YLR194C fueron analizados por RT-gPCR en la cepa WT y en el mutante swi3A transformados con el

plasmido YEp352-[RLMTHA] y sometidos a tratamiento con RC (30 ug/ml, 3 horas). Los valores relativos de
expresion representan el ratio entre el RNAm de las muestras tratadas vslas no tratadas, utilizando el gen ACT
como control interno. Los datos presentados corresponden a la media de al menos tres experimentos
independientes.

En paralelo, comprobamos también mediante ensayos de sensibilidad por dilucidon
en gota, si el fenotipo de hipersensibilidad a RC de un mutante swi3A, revertia por
sobreexpresion de RImI1. Como era de esperar, por todos los resultados anteriores, el
mutante sw/3A transformado con el plasmido YEp352-[RLMIHA], sigue siendo

hipersensible a agentes que alteran la pared celular (Figura 44).

YPD + RC

WT+ YEp352

WT+ YEp352[RLM1-HA]
swi3A + YEp352

swi3A + YEp352[RLM1-HA]

FIGURA 44: La sobreexpresion de RIim1 en el mutante swi3A no revierte la hipersensibilidad de este mutante a
RC. La cepa WT y el mutante sw/3A expresando o no RIm1-HA desde el plasmido multicopia YEp352-[RLM I-
HA], fueron inoculadas por el método de dilucion en gota en placas de YPD con y sin RC (50 ug/ml) e
incubadas durante 72 horas a 30°C.



Todos estos resultados apoyan la idea de que el defecto en la activacion
transcripcional de los genes de respuesta a estres sobre la pared celular del mutante swi3A
Nno es consecuencia de la disminucion en los niveles de RIm1 en este mutante, sino del
papel funcional del complejo SWI/SNF en la regulaciéon de la expresion de los genes
inducidos a traves de la ruta CWI. Ademas, confirman: 1) que la ocupacion basal por parte
de RIm1 de los promotores de los genes de respuesta a estrés sobre la pared celular no
depende de SWi/3y 2) que el reclutamiento de RIm1 a estos genes en condiciones de

activacion es dependiente de SWi/3.

13. EL COMPLEJO SWI/SNF SE RECLUTA A LOS PROMOTORES
EN CONDICIONES DE ACTIVACION

Sobre la base de los resultados mostrados hasta ahora, cabia esperar un
reclutamiento del complejo remodelador de cromatina SWI/SNF a los genes de la
respuesta CWI. Para comprobarlo, se realizaron experimentos de ChIP para analizar la
union de Snf2 y Snf6 (dos de las subunidades del complejo) a los promotores de los genes
de la respuesta de adaptacion a la presencia de RC en el medio de cultivo. La cromatina
obtenida de la cepa silvestre BY4741 tras 0, 30 y 90 minutos de tratamiento, o no, con RC
fue inmunoprecipitada con anticuerpos policlonales especificos frente a cada una de las
proteinas (cedidos por J. Reese, Pennsylvania State University, USA). EI material resultante
fue analizado por gPCR utilizando los oligonucledtidos que amplificaban las diferentes
regiones del gen MLP/I (Figura 45A). Los resultados de ChIP se muestran en la figura 45B.
En este caso y a diferencia de lo que ocurria con RIm1, el complejo SWI/SNF no se
encuentra unido al promotor en condiciones basales. Por otro lado, la activacion con RC
induce tras 30 minutos de tratamiento, una ligera entrada de 2x tanto de Snf2 como Snf6,
predominantemente en la region de las cajas de union de RIm1 y en la region adyacente
denominada PROI. Esta union es mas evidente después de 90 min de tratamiento,
llegando a valores de enriquecimiento alrededor de 4x en las regiones BOX1, BOX2 y
PRO1. A medida que nos acercamos a la region codificante de MLP/ y en el propio ORF,
este enriquecimiento disminuye considerablemente. Como se observa en la figura 46B, los
niveles de enriquecimiento son similares para las subunidades Snf2 y Snf6. De forma
general se puede concluir que la entrada del complejo SWI/SNF se produce solo en
condiciones de activacion, principalmente en la regiébn promotora del gen que

interacciona con el factor de transcripcion Rim1.
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FIGURA 45: Snf2 y Snf6 son reclutados al promotor del gen MLP] en condiciones de estrés sobre la pared
celular. (A) Representacion esquematica del gen MLPI, en el que se muestra la localizacion de las cajas de
unién a RIm1 (posiciones relativas al ATG) y la region amplificada en los experimentos de ChIP (linea
horizontal). (B) La asociacion /in vivo de Snf2 y Snf6 a lo largo del gen MLP/ fue analizada por ChIP en una
cepa silvestre WT-RLMI-HA sometida a estrés por el tratamiento con RC (30 pg/ml), durante los tiempos
indicados. Los experimentos de ChIP se llevaron a cabo empleando anticuerpos especificos frente a Snf2 y
Snf6, respectivamente. La tasa de enriquecimiento de Snf2 y Snf6 se calculd utilizando la ocupacion del
promotor del gen VMAE como valor de referencia para la normalizacidon. Las regiones analizadas estan
indicadas en la parte superior izquierda de cada grafica. Los datos representan la media y desviacion estandar
de al menos tres experimentos independientes.

El analisis de la entrada del complejo SWI/SNF se extendid a otros genes de
respuesta a estrés sobre la pared celular, como SRL3, YLR194Cy RLM]I. El DNA obtenido
en los experimentos anteriores se analizod por gPCR, analizando en este caso, la tasa de
enriquecimiento en las regiones SRL3BOX2, YLR194CBOX1,2,3 y RLM1BOX1 (Figura 46A).
Como se observa en la figura 46B, como consecuencia del tratamiento con RC se produce
un aumento en la entrada de Snf2 y Snf6 en los promotores de estos genes, confirmado
que el reclutamiento del complejo SWI/SNF es un mecanismo general en la regulacion de

la expresion de genes regulados a traves de la ruta CWI.
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FIGURA 46: Unién de Snf2 y Snf6 a otros genes dependientes de estrés sobre la pared celular. (A)
Representacion esquematica de los genes SRL3, YLRI94Cy RLM], en el que se muestra la localizacion de las
cajas de union a RIm1 (los numeros indicados representan la posicion relativa de la secuencia respecto al ATG)
y la localizacion de la region analizada en el experimento de ChiP (linea horizontal). (B) Asociacion de Snf2 y
Snf6 en los genes indicados durante el tratamiento con RC (30 pg/mil). Los experimentos de ChIP se llevaron a
cabo empleando una cepa WT-RLM1-HA y anticuerpos especificos frente a Snf2 y Snf6, respectivamente. La
tasa de enriquecimiento de Snf2 y Snf6 se calculd utilizando la ocupacion del promotor del gen VMA8 como
valor de referencia para la normalizacidon. Los datos representan la media y desviacion estandar de al menos
tres experimentos independientes.

14. LA ENTRADA DEL COMPLEJO SWI/SNF A LOS
PROMOTORES DEPENDE DE LA ACTIVACION DE LA RUTA
cwi

Los resultados anteriores mostraban que la entrada de RIm1 es dependiente del
complejo SWI/SNF. Para establecer el orden de reclutamiento del complejo SWI/SNF con
respecto al factor de transcripcion RIm1 en el promotor de estos genes, se realizaron
experimentos de ChIP para determinar si la entrada del complejo dependia de RIm1. Asi,

se estudio la uniodn de las subunidades Snf2 y Snf6 en la region BOX1 del gen MLF], tras el
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tratamiento con RC durante 30 y 90 minutos tanto en la cepa silvestre epitopada (WT-
RLM-HA) como en el mutante r/m/A. La figura 47 muestra como en el mutante rim/A, la
entrada del complejo en condiciones de estrés, esta totalmente bloqueada. Estos
resultados sugieren un proceso de co-dependencia en el proceso de entrada de RIm1 y
del complejo SWI/SNF a los promotores en condiciones de activacion, ya que por un lado,
la unién de RIm1 es dependiente de la presencia del complejo (Figura 39 y 40), y por el

otro, la union del complejo depende de la presencia de RIm1 (Figura 47).

Simultaneamente, se estudio también la dependencia de la MAPK SIt2 en la union
del complejo SWI/SNF a la region BOX1 del promotor de MLP/, determinando mediante
experimentos de ChIP la tasa de enriquecimiento de Snf2 y Snf6 en el mutante s/tZA.
Como se muestra en la figura 47, la ausencia de la MAPK Sit2 bloquea el reclutamiento del

complejo SWI/SNF al promotor de MLP7 en condiciones de activacion.
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FIGURA 47: El reclutamiento del complejo SWI/SNF a los promotores requiere de la presencia de Rim1 y Sit2.
La unién de Snf2 (en azul) y Snf6 (en verde) a la region MLP1PRO1 fue analizada por ChiIP en la cepa WT-
RLMI-HA, y en los mutantes rimiA'y sitZA-RLM I-HA, durante el tratamiento con RC (30 ng/ml), en los tiempos
indicados. La tasa de enriquecimiento se calculo utilizando la ocupacion del promotor del gen VMA8 como
valor de referencia para la normalizacion. Los datos representan la media y desviacion estandar de al menos
tres experimentos independientes.

Este analisis se extendio tambien a los promotores de los genes SRL3 e YLR]94C
comprobando, como se muestra en la figura 48, que la entrada de Snf2 a los promotores
de estos genes, depende totalmente de RIm1 y SIt2. Por tanto, se puede concluir de forma
general que la entrada del complejo SWI/SNF a los promotores, necesaria para producir la
respuesta transcripcional en situaciones de estrés sobre la pared celular, requiere Ia

integridad de la ruta CWIy la presencia del factor de transcripcion RIm1.
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FIGURA 48: El reclutamiento de Snf2 a promotores de otros genes de la respuesta también depende de
elementos claves de la ruta CWI. La asociacion de Snf2 a los promotores de los genes SRL3 (SRL3BOX2) e
YLR194C (YLR194CBOX1,2,3), fue analizada mediante ChIP, en una cepa WT-RLMI-HA, y en los mutantes
rimiAy sitZA-RLM I-HA, tratados o no con RC (30 ug/ml) durante los tiempos indicados. Los resultados fueron
obtenidos mediante gPCR utilizando el promotor del gen VMA8 como control de referencia para la
normalizacion. Los datos representan la media y desviacion estandar de al menos tres experimentos
independientes.

15. RIm1 INTERACCIONA CON EL COMPLEJO SWI/SNF

La interdependencia entre RIm1 y el complejo SWI/SNF para su union a los
promotores de respuesta a estrés sugeria que este complejo podia estar interaccionando
fisicamente con RImI. Para comprobarlo, se realizaron en primer lugar estudios de
interaccion /n vitro utilizando el complejo SWI/SNF purificado desde levadura y diferentes
variantes del factor de transcripcion RIm1 fusionadas al epitopo GST, producidas y
purificadas en E£. coli (ver detalles en Materiales y Metodos). Las variantes de Riml
estudiadas fueron (Figura 49A): i) RIm1; iij RIm1 que carece del dominio N-terminal
(residuos 1-222) donde se localiza el dominio de union a DNA; y iii) RIm1 que carece tanto
del dominio N-terminal como del dominio C-terminal (residuos 526-676), necesario para la
activacion transcripcional. En ensayos de “pufl-dowri” se comprobo la capacidad de las
diferentes variantes de RIm1 para precipitar el complejo SWI/SNF. La unién entre el
complejo y RIm1 se detectd mediante western-blotting utilizando anticuerpos anti-Snf2.
Como se observa en la figura 49B, las tres variantes de RIm1 son capaces de interaccionar
directamente con Snf2, a diferencia de lo que ocurre con la proteina GST sola. Estos
resultados demuestran por primera vez, la interaccion directa entre RIm1 y el complejo
SWI/SNF, no siendo esenciales para dicha union, ni la region de union a DNA (aa 1-222),

ni el dominio necesario para la activacion transcripcional (aa 526-676).
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La interaccion entre el complejo SWI/SNF y RIm1 fue también demostrada
mediante experimentos de co-inmunoprecipitacion /n vivo. En este caso, los experimentos
se realizaron en el doble mutante rim/AsnfZA, expresando desde diferentes plasmidos
episomicos y cada uno bajo el control de su propio promotor, una version de Rim1
epitopada con Mycy una version de Snf2 epitopada con HA. Las células fueron sometidas
a estrés mediante el tratamiento con RC (30 pg/ml) durante 30 minutos, y Snf2 fue
inmunoprecipitado utilizando anticuerpos especificos frente al epitopo HA. La presencia
de Snf2-HA y RIm1-Myc fue detectada mediante western-blotting empleando anticuerpos
especificos frente a los epitopos HA y Myc, respectivamente. Como se observa en la figura
50, Snf2 fue capaz de co-inmunoprecipitar RIm1 de forma estrés dependiente, ya que solo

en presencia de RC, RIm1-Myc es detectado en el precipitado.



FIGURA 50: Rim1 y el complejo SWI/SNF
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representan un 10% del /inputtotal de proteina.

16. EL COMPLEJO SWI/SNF ES RESPONSABLE DE LA
DESORGANIZACION DE LA CROMATINA EN RESPUESTA A
LA ACTIVACION DE LA RUTA CWI

Los resultados mostrados hasta el momento indican que el complejo SWI/SNF se
une a los promotores en condiciones de estrés sobre la pared celular y que su presencia es
esencial para reclutar al factor de transcripcion RIm1 a estos promotores durante la
activacion de la ruta CWI. EI complejo SWI/SNF pertenece a la familia de remodeladores
de cromatina dependientes de ATP. Generalmente, estos complejos producen una
desorganizacion local de la cromatina, que permite la entrada de la maquinaria
transcripcional y el inicio de la transcripcion. Para estudiar los procesos de remodelacion
de la cromatina en condiciones de activacion de la ruta de integridad CWI, se han seguido
dos aproximaciones diferentes, que aportan informacion complementaria: 1) el estudio del
desplazamiento de la histona H3 mediante experimentos de ChIP y 2) el estudio de la

distribucion de nucleosomas mediante tratamiento con la enzima MNasa.

16.1. Desplazamiento de histonas

En estos ensayos, se ha empleado un anticuerpo anti-H3 (Abcam), que reconoce
especificamente el dominio C-terminal de la histona H3. Este anticuerpo permite detectar
la abundancia total de la proteina H3 dado que no se conoce ninguna modificacion post-
traduccional para esta region. Los resultados de estos experimentos, se han representado
de dos maneras diferentes: (i) “enriquecimiento de histonas”, en los que se ve una
disminucion en su contenido durante la activacion genica (de 1 a 0 o de 100% a 0%), v (ii)
“pérdida de histonas”, siendo el valor inverso del enriquecimiento, que presenta los

cambios desde 1 a «.
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En primer lugar, se estudié mediante experimentos de ChIP la presencia de la
histona H3 en las diferentes regiones del gen MLP] durante el tratamiento con RC. Para
ello, se aislo la cromatina procedente de una cepa silvestre BY4741 a diferentes tiempos de
tratamiento con RC y se inmunoprecipitd utilizando el anticuerpo especifico anti-H3. El
DNA obtenido se analizd mediante qPCR utilizando parejas de oligonucledtidos que
amplificaban las diferentes regiones del gen MLPI. Como se observa en la figura 51, la
pérdida de histonas alcanza un valor maximo tras 3 horas de tratamiento y tiene lugar,
principalmente en las regiones que presentan las cajas de unién a Riml, mientras que
apenas se aprecia dicho desplazamiento en la region codificante del gen (MLP1ORF1). Por
tanto, como consecuencia del estrés sobre la pared celular se induce el remodelado de la
cromatina mayoritariamente en las regiones promotoras de AMLP]. El estudio temporal de
la pérdida de histonas muestra como a tiempos mas largos (Figura 51), los niveles de
histonas vuelven a los niveles iniciales, de acuerdo con la reorganizacion de la cromatina
que tiene lugar tras el estrés y coincidiendo con las cinéticas de expresion del gen MLPI1y
las entradas de RIm1 y de la RNA Pol I1.

3,5
§§ 2,5 / —o— MLP1BOX2
§§ 2,0 ¥ —@—- MLP1BOX1
é% 1,5 / e — MLP1PRO1
2= 10 %—#ﬁ% —  MLP1PRO2
3 0,5 —3=  MLP1ORF1
0,0 T T T T T T T

0 15 30 60 90 180 360 480

Tiempo (min)

FIGURA 51: Cinética de desplazamiento de la histona H3 en MLP]. La union de H3 a diferentes regiones del
gen MLPI fue analizada mediante ChIP en una cepa silvestre, sometida a estrés por RC (30 ug/ml). Los
resultados se indican como ratio de la pérdida de histonas entre las muestras tratadas vs no tratadas, siendo la
pérdida de histonas el valor inverso del enriquecimiento. Los resultados fueron obtenidos mediante qPCR
utilizando la region promotora de VMAE como control para la normalizacion. Los datos representados
corresponden a tres experimentos independientes.

Para comprobar si el complejo SWI/SNF era, el responsable del desplazamiento de
histonas observado, se realizaron experimentos de ChIP utilizando la cepa silvestre y el
mutante swi3A. Se aislaron las cromatinas de ambas cepas a diferentes tiempos de

tratamiento con RC y se inmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-H3. El DNA obtenido



se analizo por gPCR para determinar el enriquecimiento de H3 en la region BOX1 del gen
MLPJ, en la que habiamos visto junto con la region BOX2 los mayores niveles de
desplazamiento. Como se observa en la figura 52, mientras que en una cepa WT se
produce un claro desplazamiento de la histona H3 a lo largo del tiempo de tratamiento
con RC, apenas se producen variaciones respecto a la presencia de la histona H3 en el
promotor en el mutante sw/3A. Por tanto, el complejo SWI/SNF es el responsable del
desplazamiento de histonas producido en el promotor del gen MLP7 como consecuencia

del estrés provocado sobre la pared celular.
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FIGURA 52: La eliminaciéon de Swi3 bloquea el desplazamiento de H3 en el promotor de MLP] consecuencia
del estrés sobre la pared. La cinética de unién de la histona H3 a la region MLP1BOXT1 fue analizada mediante
ChIP en una cepa silvestre y en el mutante sw/3A durante el tratamiento con RC (30 pg/ml) a los tiempos
indicados. La tasa de enriquecimiento se representa como el ratio entre las muestras tratadas y sin tratar,
utilizando como control la regién promotora del gen VMAS.

Para confirmar estos resultados por un lado y para determinar el nivel de
dependencia con respecto a la ruta CWI por otro, se analizo el desplazamiento de histonas
tras 90 y 180 minutos de tratamiento con RC (30 ug/mil) en los mutantes snfZA, rimIA 'y
sitZA, siguiendo la misma metodologia. Como se observa en la figura 53, el
desplazamiento de histonas esta practicamente bloqueado en un mutante sn/2ZA, tanto a
los 90 como a los 180 minutos de tratamiento, al igual que ocurria en el mutante swi3A.
Adicionalmente, el desplazamiento de la histona H3 se encuentra totalmente eliminado
en los mutantes rimIA y s/tZA, demostrando que el proceso de desorganizacion de la

cromatina es dependiente de la funcionalidad de la ruta CWI, de la misma forma que lo es

la entrada del complejo SWI/SNF.
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FIGURA 53: Asociacién de la histona H3 al promotor de MLP] en la cepa WT y en los mutantes rimJA, sltZA'y
snfZA. Las células fueron crecidas exponencialmente y sometidas al tratamiento con RC (30 ug/ml, 1,5y 3
horas). La union de la histona H3 a la region MLP1BOX1 fue analizada mediante ChIP. La tasa de
enriquecimiento se representa como el ratio entre las muestras tratadas y sin tratar, utilizando como control
interno la region promotora del gen VMAS. Los datos representan la media y desviacion estandar de al menos
tres experimentos independientes.

16.2. Desplazamiento de nucleosomas

Los complejos remodeladores de cromatina producen la desorganizacion de esta
estructura mediante diferentes mecanismos, incluyendo el deslizamiento del nucleosoma,
la creacion de un “nucleosoma remodelado” en el que el DNA es mas accesible o su

completo desplazamiento, permitiendo asi la union de la maquinaria transcripcional.

A la vista de los resultados anteriores, decidimos caracterizar el patron de
nucleosomas posicionados en el gen MLP] y estudiar si existia un desplazamiento de
nucleosomas en las condiciones de estrés estudiadas dependiente o no del complejo
SWI/SNF. El analisis del desplazamiento de los nucleosomas se realizd mediante el
tratamiento de la cromatina con la enzima MNasa. Esta enzima produce la degradacion
del DNA, dejando intacto aquel que se encuentre formando parte de los nucleosomas. De
esta manera, el entrecruzamiento de las proteinas unidas al DNA por el tratamiento con
formaldehido, seguido de la digestion de la cromatina con MNasa y la posterior
purificacion y cuantificacion del DNA obtenido por gPCR, nos permitiria conocer la
distribucion de los nucleosomas en determinadas regiones genomicas de interées. Se llevo
a cabo, en primer lugar, el estudio de los nucleosomas presentes en el gen MLP/ en la
cepa silvestre, tanto en presencia como en ausencia de estrés (Figura 54). La region
estudiada se extendio desde la posicion -699 del promotor hasta la posicion +161, dentro
ya de la region codificante del gen, utilizando parejas de oligonucledtidos que
amplificaban regiones de aproximadamente 100 pb que se solapaban alrededor de 30 pb

con las regiones vecinas. El calculo del enriquecimiento del DNA nucleosomal se



encuentra definido en Materiales y Meétodos. La distribucion de la posicion de los
nucleosomas genera una representacion con picos y valles, donde los valles corresponden
con regiones de unidon entre los nucleosomas y los picos indican la posicion de un
nucleosoma. Si solo una fraccion de células contiene ese nucleosoma posicionado, Ia
diferencia en magnitud entre los picos y los valles se encontrara reducida (Sekinger et al,
2005). Asi, el patron de nucleosomas para el fragmento del gen MLP] estudiado en la
cepa silvestre BY4741 en condiciones basales (Figura 54), muestra la presencia de dos
nucleosomas bien posicionados, uno en la region de la caja 2 de RIm1, que hemos
denominado -3 y otro en el borde de la caja 1 de RIm1, que hemos denominado -2.
También aparecen en la region promotora un nucleosoma, -1, que presenta menores
diferencias de magnitud entre los valles y los picos, de manera que no se considera bien
posicionado al estar presente solo en una parte de la poblacion. En esta distribucion, es
importante sefalar una amplia region libre de nucleosomas, dentro de la que se
encuentra la caja 1 de union a RIm1. Como se observa en la figura 54, en condiciones de
activacion, tras 3 horas de tratamiento con RC, el patron de nucleosomas definido para la
cepa silvestre en condiciones basales se encuentra totalmente desorganizado, indicando
un proceso de remodelacion de la cromatina en situaciones de estrés sobre la pared

celular que produce el desplazamiento total de los nucleosomas en la region estudiada.
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FIGURA 54: La activacién mediada por RC produce el remodelado de nucleosomas en el promotor de MLP].
Analisis de la localizacion de los nucleosomas en el promotor de MLP/ en la cepa WT bajo condiciones de
estrés. Los mononucleosomas fueron aislados de la cepa silvestre crecida en ausencia (linea azul) o presencia
(linea roja) de RC (30 ug/ml) durante 3 horas. EI DNA purificado fue analizado mediante gPCR utilizando un
grupo de 11 parejas de oligonucledtidos solapantes sobre el gen MLP] (desde la posicion -699 hasta la
posicién +161). En la parte inferior de la figura se representan los nucleosomas como 6valos localizados en las
posiciones correspondientes dentro del gen MLP].
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Con el fin de establecer si el desplazamiento de nucleosomas observado en
condiciones de estres dependia del complejo SWI/SNF, se realizd este mismo analisis para
el mutante swi3A tanto en condiciones basales como en condiciones de activacion. Los
resultados se muestran en la figura 55. Como se puede observar, al igual que para la cepa
silvestre, el nucleosoma que hemos denominado -3 se encuentra perfectamente
posicionado en el gen MLP]. Existe, sin embargo, cierta alteracion de la cromatina en
condiciones basales respecto a la cepa WT, en la region de los nucleosomas -2 y -1, ya que
se encuentran en el mutante sw/3A menos posicionados. Estos datos sugieren que el
complejo SWI/SNF participa en alguna medida en la organizacion de los nucleosomas en
condiciones basales. El analisis de nucleosomas en el gen MLP]/ en condiciones de
activacion, muestra un patron de posicionamiento de nucleosomas idéntico al observado
en ausencia de estrés. Dicho de otro modo, no se observa el desplazamiento de estos
nucleosomas como consecuencia de la presencia de RC, al contrario de Io que ocurria en
la cepa silvestre. Estos resultados, junto con los mostrados anteriormente en relacion a la
salida de la histona H3 del promotor del gen MLP7, demuestran que el complejo SWI/SNF
es el responsable de la remodelacion de la cromatina en condiciones de estrés sobre la

pared celular.
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FIGURA 55: El remodelado de nucleosomas producido en MLP] en situaciones de estrés depende de la
presencia de Swi3. Analisis de la localizacion de los nucleosomas en el promotor de MLP/ en el mutante swi3A
bajo condiciones de estrés. Los mononucleosomas fueron aislados de las células crecidas en ausencia (linea
azul) o presencia (linea roja) de RC (30 nug/ml) durante 3 horas. EIl DNA purificado fue analizado mediante
gPCR utilizando un grupo de 11 parejas de oligonucledtidos solapantes sobre el promotor de MLP] (desde la
posicién -699 hasta la posicion +161). En la parte de abajo se representan los nucleosomas como 6valos
localizados en las posiciones correspondientes dentro del gen MLP].



17. SIt2 SE ASOCIA AL GEN MLPT EN RESPUESTA A ESTRES
SOBRE LA PARED CELULAR

Diversos trabajos han revelado que el papel de algunas MAPK
(Kss1, Fus3 y especialmente Hog1) en la regulacion de las respuestas transcripcionales a
estrés no esta limitado unicamente a la fosforilacion de diferentes factores de transcripcion
sino que pueden participar activamente en el reclutamiento de la maquinaria
transcripcional a los promotores (Alepuz et al, 2003; Alepuz et al, 2001; Pokholok et al,
2006). Aunque Pokholok et al (2006) no encontraron evidencias de la asociacion entre
SIt2 y el DNA en condiciones de activacion de la ruta CWI (durante ciclo celular y
tratamiento con feromonas), decidimos estudiar si SIt2 se reclutaba a los promotores de los
genes regulados por RIm1 como consecuencia del estrés producido sobre la pared celular.
Se aislo la cromatina a partir de la cepa silvestre BY4741 portadora de la version funcional
del gen SL72-3xHA, integrada en su mismo /ocus genomico, en ausencia o presencia de
RC. La inmunoprecipitacion de cromatina se realizo utilizando anticuerpos anti-HA y del
mismo modo que en experimentos anteriores, el DNA obtenido fue analizado por gPCR,
estudiando la entrada de Slt2 a lo largo del gen MLPI. Como se muestra en la figura 56, la
MAPK SIt2 no se encuentra unida al promotor en ausencia de estres. Sin embargo, aunque
en niveles moderados, si es reclutada al gen MLPJ/ en condiciones de activacion, siendo
mas evidente tras 90 minutos de tratamiento con RC. Esta interaccion no es homogénea a
lo largo del promotor, de manera que la unidén se produce fundamentalmente en Ia
region donde se encuentran los sitios de union para RIm1 y por tanto donde se produce la
mayor unién del factor de transcripcion. A su vez, y a diferencia de lo que ocurre con

RIm1, Sit2 se recluta también a la region codificante del gen.

FIGURA  56: SIt2 es
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17.1. SIt2 se une a los promotores de otros genes de Ia

respuesta CWI de forma Rim1-dependiente

A continuacion, caracterizamos la entrada de Slt2 en otros genes de la respuesta
CWI, como SRL3 e YLR194C y se estudio si esta entrada dependia de RIm1. Para ello se
aislaron las cromatinas de una cepa silvestre y de un mutante s/mJ/A que llevaban
integrada en el genoma la fusion epitopada SL72-3xHA, sometidas o0 no a estreés, y se
llevaron a cabo experimentos de ChIP. Las regiones analizadas fueron MLP1BOXI,
SRL3BOX2 e YLR194CBOX1,2,3, respectivamente (Figura 26A). Como se muestra en la
figura 57, la MAPK SIt2 se une /7 vivo a las regiones promotoras indicadas de MLPI, SRL3 e
YLR194C, solo en condiciones de activacion, siendo dicha union completamente

dependiente de la presencia de RIm1.
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FIGURA 57: SIt2 se asocia a los promotores de otros genes dependientes de la ruta CWI. La union de SIt2-HA a
los promotores de los genes indicados en la parte superior izquierda de cada panel, se analizd mediante ChiP,
en una cepa WT y en el mutante r/im /A expresando la version epitopada de SIt2-HA, en presencia y ausencia
de RC (30 ug/ml) a los tiempos indicados. La cuantificacion se realizd por gPCR utilizando el promotor del gen
VMAE como control interno para la normalizacion. Los datos representan la media y desviacion estandar de
tres experimentos independientes.

17.2. SIt2 actua como co-activador transcripcional

independientemente de RIm1 en un “sistema de un
hibrido”

Una vez establecida la asociacion de Slt2 con los promotores de los genes de la
respuesta CWI, nos preguntamos cual seria su papel en el inicio de la transcripcion en
respuesta a estrés. Dado que RIm1 ha de ser fosforilado por Slt2, su asociacion al promotor
podria estar asociada a este hecho. Sin embargo, cabia también la posibilidad de que una
vez asociada al promotor, la MAPK tuviera también una funcion directa, independiente de

RIm1, en la activacion transcripcional. De acuerdo con esta ultima idea, la fusion de SIt2 al



dominio de union a DNA del activador Gal4 (Gal4DBD) puede activar la transcripcion del
reporter GAL I-LacZ en respuesta a situaciones de estrés sobre la pared celular (Soler et al,
1995; Kim et al, 2007). Decidimos por ello estudiar si la capacidad transactivadora de SIt2
era o no dependiente de RIm1. Para ello, se transformaron las cepas WT y rimJA, en el
fondo genético SFY526 que lleva integrada en el genoma la fusion GAL/-LacZ, con el
plasmido vacio pGBT9 y con el que presenta Sit2 fusionado a Gal4DBD (pGBT9-SIt2). Estas
cepas fueron sometidas a estrés por RC y se analizé la actividad B-galactosidasa de los
extractos proteicos obtenidos. Como se observa en la figura 58, la actividad
transactivadora de Sit2 observada en condiciones de activacion, es totalmente
independiente de RIm1, cuando la MAPK es artificialmente dirigida a los promotores a
través del dominio de unién a DNA del activador Gal4. Este resultado sugiere que,
adicionalmente a la fosforilacion de RIm1, SIt2 podria jugar un papel diferente en la

activacion de la transcripcion de los genes regulados a través de la ruta CWI.

FIGURA 58: La activacion de SIt2
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La exposicion de la levadura a diferentes tipos de estrés produce la activacion de
respuestas celulares que permiten en ultima instancia la supervivencia celular. La mayoria
de estas respuestas estan mediadas por rutas de transduccion de senales formadas por un
modulo conservado de protein quinasas. La activacion de la MAPK da lugar a la
fosforilacion de diferentes sustratos entre los que se encuentran los factores de
transcripcidon, responsables de la modificacion de la expresion génica. La MAPK puede
regular la actividad de los factores de transcripcion a traves de diferentes mecanismos,
incluyendo el control de los niveles de proteina, la regulacion de su union a DNA, el
intercambio nucleo-citoplasmatico o la alteracion de su capacidad transactivadora (Yang et
al, 2003). Sin embargo, el papel de las MAPKs no se limita unicamente a este contexto.
Estudios relativamente recientes, indican un nuevo papel para las MAPKs como
componentes de complejos transcripcionales unidos a los promotores (Edmunds y
Mahadevan, 2004). En primer lugar, se establecio la interaccion directa de la MAPK Hogl
con las regiones promotoras y codificantes de los genes inducidos en la respuesta a alta
osmolaridad (Alepuz et al, 2001; Proft et al, 2006; Proft y Struhl, 2002; Pascual-Ahuir et al,
2006; Pokholok et al, 2006). Este hecho amplioé las funciones de la MAPK Hogl en el
proceso de transcripcion, participando en el reclutamiento de factores de transcripcion,
componentes de la maquinaria general de la transcripcion, la RNA Pol Il y complejos
remodeladores y modificadores de cromatina (Alepuz et al, 2003; Alepuz et al, 2001; de
Nadal et al, 2004; Mas et al, 2009; Proft y Struhl, 2002; Proft et a/, 2006). Pokholok et a/.
extendieron este concepto a otras protein quinasas demostrando que tanto Fus3 como
Kss1 (MAPKs de la ruta de apareamiento] se asocian fisicamente con las regiones

codificantes de genes de respuesta a feromonas (Pokholok et al, 2006).

Al contrario que Hogl, la funcidon de la MAPK SIt2 en la regulacion de la expresion
génica en respuesta a estrés se encuentra mucho menos estudiada. El trabajo realizado
por el grupo del Dr. D. Levin, establecio recientemente un mecanismo no catalitico en el
que la MAPK SIt2 y la pseudoquinasa MIp1 forman un complejo estable con Swi4 capaz de
unirse a los sitios de union del complejo SBF dentro del promotor de FKSZ para activar la
transcripcion (Kim et al, 2008). En este contexto, la actividad quinasa y por tanto la
fosforilacion del factor de transcripcion Swi4 no es necesaria. También se ha descrito la
participacion de SIt2 en el proceso de elongacion en el gen FKSZ a traveés de su asociacion
con la Pol Il 'y el complejo asociado Paf1iC (Kim y Levin, 2011). Sin embargo, estos
mecanismos se encuentran limitados a la regulacion de un pequefio grupo de genes, cuya
induccion en respuesta a estrés de pared celular depende del complejo SBF pero no de
RIm1 (Kim y Levin, 2010). Precisamente, la mayoria de la respuesta de adaptacion a estrés

sobre la pared celular (~90 %), depende del factor de transcripcion RIm1 (Jung y Levin,
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1999; Garcia et al, 2004; este trabajo). Los mecanismos moleculares que regulan la
transcripcion a través de Slt2 y RIm1 eran practicamente desconocidos y por este motivo se
establecio como el objetivo principal de esta Tesis Doctoral. Los resultados presentados en
este trabajo definen una nueva funcion para la ruta CWI en el reclutamiento del complejo
SWI/SNF a los genes Rim1-dependientes de la respuesta a estrés sobre la pared celular,
donde la desorganizacién de la cromatina es necesaria para el desarrollo de respuestas
transcripcionales adecuadas bajo situaciones de estrés. Asi, hemos demostrado que el
complejo remodelador de cromatina SWI/SNF desempefa un papel fundamental en la
regulacion de la respuesta transcripcional global mediada por Slt2 y Rim1. Los mutantes
swi/snf presentan una drastica reduccion en la expresion de genes de respuesta a estres
sobre la pared celular e hipersensibilidad a compuestos que interfieren con esta estructura.
Ademas, como consecuencia del estrés, RIm1 interacciona fisicamente con SWI/SNF para
dirigir su asociacion con los promotores de destino. En estas condiciones, el complejo
SWI/SNF produce el desplazamiento de nucleosomas en el /ocus MLPI. Asimismo, la
respuesta de adaptacion a estrés de pared requiere la participacion de la RNA Pol Il y la
union de este complejo al DNA depende de la presencia de RIm1, la MAPK SIit2 y el
complejo SWI/SNF. En conjunto, nuestros resultados definen, por primera vez, los
mecanismos moleculares implicados en la regulacion de la mayor parte de la respuesta

transcripcional en situaciones de estrés sobre la pared celular, a través de la ruta CWI.

Estructura del promotor del gen MLP1

Para poder comprender el mecanismo de activacion transcripcional regulado por la
ruta CWI, es fundamental conocer la estructura del promotor de los genes inducidos en
dicha respuesta. En este trabajo hemos utilizado como modelo el gen MLP]. Este gen fue
seleccionado por expresarse en condiciones que afectan a la integridad de la pared celular
y por presentar unos niveles de expresion muy bajos en condiciones normales de
crecimiento y altamente incrementados en condiciones que activan la ruta (Garcia et al,
2004; Garcia et al, 2009). La presencia de nucleosomas puede competir eficazmente en la
ocupacion de los sitios de union a DNA dentro de los promotores con factores de
transcripcion especificos, asi como con el resto de la maquinaria transcripcional, siendo
necesaria la participacion de complejos proteicos para que modifiquen esta estructura (Li
et al, 2007; Jansen y Verstrepen, 2011). El patron de nucleosomas caracterizado en este
trabajo para el gen MLP], reveld la presencia de 4 nucleosomas posicionados entre las
regiones -699 y +161, en ausencia de estrés celular. El promotor de MLP] presenta dos
sitios funcionales de union para RIm1, BOX1 (-359/-350) y BOX2 (-510/-501). Segun los

resultados obtenidos, la BOX1 se encontraria expuesta entre los nucleosomas -3 y -2, o



parcialmente expuesta en el borde del nucleosoma -2, mientras que la BOX2 se
encontraria totalmente situada dentro del nucleosoma -3, impidiendo o dificultando al
menos, Ia union de RIm1 a esta secuencia. Por tanto, al igual que ocurre en el promotor del
gen PHO5, en el que uno de los sitios de union para el activador Pho4 se encuentra
situado entre dos nucleosomas y el resto dentro de los nucleosomas (Almer et al, 1986;
Fascher et al, 1990), uno de los sitios de union para RIm1 del promotor de MLPI se
encontraria libre y otro bloqueado por la presencia de un nucleosoma. La estructura del
promotor del gen MLPT corresponderia a un promotor cerrado, identificado en la mayoria
de los genes de respuesta a estrés (revisado en Cairns, 2009). Estos promotores se
caracterizan por presentar nucleosomas cubriendo el TSS, las regiones adyacentes al TSS y
la mayoria de los sitios de union para los activadores transcripcionales, estando altamente
regulados por diferentes complejos remodeladores y/o modificadores de cromatina. Los
promotores cubiertos se caracterizan también por presentar caja TATA, presente
principalmente en genes de respuesta a estrés, mas que en genes constitutivos. Sin
embargo, como excepcion a la mayoria de genes regulados por estrés y portadores de un
promotor cerrado, el gen MLP] carece de caja TATA (Basehoar et al, 2004), aunque la
unioén de TBP al promotor MLP] estaria requlada conjuntamente por TFIID y por el

complejo SAGA (Huisinga y Pugh, 2004).

El patron de nucleosomas presentado en este trabajo para el promotor de MLP7 en
ausencia de estrés, se correlaciona perfectamente con varios mapas de alta resolucion
obtenidos a nivel gendmico para las posiciones de nucleosomas /7 vivo de S. cerevisiae
(Field et al, 2008; Jiang y Pugh, 2009a; Lee et al, 2007; Mavrich et al, 2008; Shivaswamy e
lyer, 2008; Whitehouse et al, 2007). Estos estudios, fueron recientemente integrados por
Jiang y Pugh estableciendo un mapa de referencia unico de la distribucion de

nucleosomas a lo largo del genoma de la levadura S. cerevisiae (Jiang y Pugh, 2009b).

Modelo para la activacion transcripcional de los genes de la
respuesta mediada por la ruta CWI y requlados a través de Rim1

La combinacion de analisis de expresion génica, experimentos de ChlIP y ensayos de
remodelado de cromatina, nos ha permitido sobre la base de nuestros resultados,
establecer un modelo que describe la secuencia de eventos producidos durante el inicio de
la transcripcion en situaciones de estrés sobre la pared celular. En el mecanismo que
nosotros proponemos, el reclutamiento selectivo del complejo remodelador de cromatina
hacia genes de la respuesta CWI es esencial para la eficiente reorganizacion de los

nucleosomas, necesaria para el ensamblaje del complejo de pre-iniciacion en los
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promotores diana y la correcta organizacion de la respuesta (ver figura 59). A diferencia de
otros tipos de estres, la cinética de activacion en estas respuestas es mucho mas lenta y
sostenida en el tiempo. La induccién del gen MLP7 comienza a detectarse tras 15 minutos
de exposicion a agentes que producen dafno sobre la pared celular. El aumento en la
transcripcion de MLP] se correlaciona tanto con el aumento en el reclutamiento del factor
de transcripcion RIm1 como de la enzima Pol Il, siendo las tres cinéticas similares. El pico de
la respuesta tiene lugar a las 2 horas, coincidiendo también con el maximo desplazamiento
de histonas observado en el promotor del gen MLPI. A partir de este momento, la
respuesta va disminuyendo hasta alcanzar niveles proximos a los iniciales tras 6 horas de

estrés, al mismo tiempo que se produce la reorganizacion de la cromatina en el promotor.
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FIGURA 59: Modelo para la activacién transcripcional de los genes de la respuesta CWI. La reprogramacion de
la expresion génica en respuesta a alteraciones en la pared celular requiere la asociacion de la Pol Il a los
promotores, proceso que depende de la presencia de la MAPK SIt2, el activador RIm1 y el reclutamiento del
complejo SWI/SNF. En la figura se detalla el modelo de activacion para MLPI. (A) En ausencia de estres, la
region de la BOX1 se encuentra libre de nucleosomas permitiendo el acceso de RIm1 al promotor, mientras
que la presencia de un nucleosoma en la BOX2, lo estaria impidiendo. (B) En condiciones de estrés, SWI/SNF es
reclutado a los promotores a traves de la interaccion directa con RIm1, siendo posibles dos alternativas: (i) Rim1
pre-unido al promotor es fosforilado por Sit2, reclutando después al complejo, y (ii) la interaccion entre el factor
de transcripcion y SWI/SNF podria producirse en solucion tras la activacion por la MAPK y reclutarse a los sitios
de union a RIm1 libres. A continuacion, el complejo SWI/SNF produciria el remodelado de la cromatina,
eliminando los nucleosomas del promotor y permitiendo en un segundo paso la entrada de RIm1 a la BOX2 y
finalmente la asociacion de la Pol Il al promotor para iniciar la transcripcion. Los nucleosomas posicionados en
el promotor de MLP] se representan como ovalos de color gris.



Paso 1: interaccion entre RIm1 y Slt2

En ausencia de estrés (Figura 59A), RIm1 se encontraria unido a los promotores de
los genes RIm 1-dependientes activados por la ruta CWI, especificamente en la region de las
cajas de union establecidas. La union basal de RIm1 a los promotores es parcialmente
dependiente de la presencia de Slt2 y totalmente independiente de la fosforilacion de RIm1
por la MAPK y de la fosforilacion de Sit2 por Mkk1/Mkk2. El hecho de que tampoco se haya
observado remodelado de la cromatina en estos genes, ni reclutamiento de la enzima Pol Il
antes de someter a la célula a condiciones de estrés, sugiere que RIm1 se encuentra pre-
unido a los genes de la respuesta CWI en un estado inactivo (no fosforilado). Una situacion
semejante se ha descrito para el gen HSFP82, donde la unidn del activador Hsf1 al promotor
en condiciones basales permite iniciar el remodelado de la cromatina de forma inmediata
tras la aparicion del estrés térmico y por tanto, el reclutamiento de la Pol Il (Erkina et al,
2008; Erkina y Erkine, 2006). Este mecanismo permitiria superar el estado represivo de la
cromatina, critico para la transcripcion, de manera rapida y eficiente, especialmente
importante en las respuestas de adaptacion a estrés donde la supervivencia celular
depende de ello. Es importante destacar que aunque la union de RIm1 se observe en las
regiones donde se encuentran situadas las cajas BOX1 y BOX2, la estructura del promotor
comentada anteriormente podria restringir esta interacciéon sélo a la primera. Para MLFP], |a
BOX1 es la unica secuencia que se encuentra en una region libre de nucleosomas y dado
que no se ha observado remodelado de la cromatina en ausencia de tratamiento en la
region de la BOX2, la union se estaria produciendo principalmente, o con mayor afinidad,
en esta region. Esta idea esta en total acuerdo con el hecho de que la entrada en
condiciones basales de RIm1 no requiera de la actividad del complejo y por tanto sea
totalmente independiente de la subunidad Swi3. A pesar del importante valor de los
experimentos de ChIP, hay que tener en cuenta que una de sus limitaciones es la
determinacion del sitio de union exacto para cada factor, debido a su limitada resolucion.
La sonicacion de la cromatina en fragmentos de ~500 pb, hace dificil discernir entre
regiones proximas, siendo éste el caso de las cajas de union a RIm1 en el promotor de

MLP], separadas tan solo por unas 150 pb.

En condiciones de estrés sobre la pared celular, se produciria la activacion de la
MAPK SIt2 por Mkk1/2. A continuacion, Sit2 fosforilaria a RIm1 en dos situaciones: (i)
cuando RIm1 se encuentra pre-unido al DNA y (i) cuando RIm1 se encuentra libre en
solucion en el nucleo (Figura 59B). Este ultimo se uniria tras su activacion a los sitios de
union especificos dentro del promotor (Figura 59C-E). De esta manera, la asociacion de

RIm1 al promotor de MLP] aumenta ligeramente a los 15 minutos de estrés y de forma
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progresiva, hasta alcanzar un valor maximo a las 3 horas. La entrada de RIm1 a los
promotores de los genes de respuesta a estrés de pared celular es totalmente dependiente
de SIt2 y de la funcionalidad de esta proteina, indicando que la fosforilacion de RIm1 por
SIt2 es necesaria para el reclutamiento del factor de transcripcion a los promotores, en

condiciones de estrés.

Uno de los resultados quiza inesperado de este trabajo fue la deteccion /7 vivo de la
asociacion, en condiciones de estrés, de la MAPK SIt2 a los promotores de los genes de la
respuesta en estudio (MLPI, SRL3 e YLRI94(C). En el analisis gendmico realizado por
Pokholok y colaboradores para identificar la asociacion de diferentes MAPK con el DNA,
estos autores confirmaron la asociacion de Hogl, descrita previamente (Alepuz et al,
2001), tanto con regiones promotoras como codificantes de los genes de respuesta a
estrés osmotico y descubrieron la presencia de las MAPKs Fus3 y Kssl en regiones
codificantes de genes de respuesta a feromonas. Sin embargo, no observaron indicios de
ocupacion génica para Slt2 en condiciones en las que la ruta CWI se encuentra activada
(durante ciclo celular y exposicion a feromonas) (Pokholok et al, 2006). EI hecho de que
seamos capaces de detectar la union de SIt2 a los genes de la respuesta podria estar
asociado a diferencias tanto en la sensibilidad de los ensayos realizados como en las
condiciones de estrés empleadas. La union de Slt2 a los promotores depende de la
presencia de RIm1, sugiriendo que el reclutamiento de la MAPK estaria mediado por la
interaccion fisica descrita entre Sit2 y RIm1 (Watanabe et al, 1997; Watanabe et al, 1995),
y que sea el factor de transcripcion el que dirija a la MAPK hacia los promotores,
especificamente a los sitios de union para Rim1. La presencia de Slt2 en los promotores
podria estar asociada a dos hechos diferentes, que no han de ser necesariamente
excluyentes: (i) la fosforilacion de RIm1 vy (ii) la existencia de funciones adicionales e

independientes de RIm1 en el inicio de la transcripcion.

Una de las principales consecuencias de la activacion de la ruta CWI es la
fosforilacion del factor de transcripcion RIm1 por Sit2 (Watanabe et a/, 1997; Jung et al,
2002). La fosforilacion de RIm1 por la MAPK es critica para su funcion transactivadora. Asi,
una version de RIm1 portadora de una doble mutacion en dos de los residuos fosforilables
por SIt2 (T439 y S427), pierde la capacidad de activar la transcripcion aunque se ancle
artificialmente a los promotores en condiciones de estrés de pared (Jung et a/, 2002). El
dominio de activacion de RImI1 presente en su region C-terminal, es también necesario
para la activacion transcripcional en respuesta a estrés, cuya actividad podria estar
regulada por la fosforilacion mediada por Slt2 (Watanabe ef al, 1997). Hasta el momento,
el control de la actividad de RIm1 es el mecanismo mejor comprendido por el que Slt2

regula el inicio de la transcripcion en respuesta a estres. Ejemplos de este mismo proceso



han sido descritos para otras MAPK como Hogl, donde la fosforilacion directa de factores
de transcripcion como Smp1 y Skol en respuesta a estrés osmotico, es importante para su
funcion. Asi, mutaciones en estos factores de transcripcion que afecten a la fosforilacion
por la MAPK conducen a defectos en la expresion de genes de estrés (Proft et a/, 2001; de
Nadal et al, 2003). Una situacion diferente se ha descrito para Hot1, otro de los factores de
transcripcidn activados por Hogl. Hotl se encuentra, al igual que RImI1, pre-unido al
promotor del gen GFPD/ en condiciones basales, reclutando a la MAPK Hog1 en activacion.
A diferencia de RIm1, la fosforilacion de Hot1 por la MAPK es innecesaria para la induccion
transcripcional (Alepuz et al, 2003; Alepuz et al/, 2001), de manera que este factor de
transcripcion actua unicamente como punto de anclaje, dirigiendo a Hogl a genes
especificos donde a continuacion, la MAPK recluta y activa la maquinaria general de

transcripcion en respuesta a estrés osmaotico.

Adicionalmente a la fosforilacion de RIm1, SIt2 podria tener otros papeles en la
regulacion del inicio de la transcripcion, ya sea reclutando la RNA Pol Il u otras proteinas
coactivadoras. Slt2 y su ortdlogo en humanos ERK5 (Truman et al, 2006} son diferentes al
resto de las MAPK ya que poseen dominios de activacion transcripcional dentro de la
region C-terminal (Soler et al, 1995; Kasler et al, 2000). Por tanto, y de acuerdo con esta
ultima posibilidad, SIt2 es capaz de activar la transcripcion del reportero GAL/dacZ en
respuesta a estrés cuando se fusiona artificialmente al dominio de union a DNA del
activador Gal4. En este proceso es necesaria la fosforilacion de la MAPK (Kim et al, 2007).
En este trabajo, hemos demostrado que la capacidad transactivadora de SIt2 es
independiente de la presencia de RIm1 dentro del sistema artificial explicado. Por tanto,
adicionalmente a la fosforilacion de RIm1, Sit2 podria tener /n vivo otras actividades en el
proceso de activacion transcripcional. Estos resultados abririan un nuevo campo de estudio
sobre la regulacion de la respuesta mediada por la ruta CWI en el que no solo la
fosforilacion de RIm1 si no la posibilidad de que SIt2 forme parte de complejos
transcripcionales unidos al promotor, participaria en la activaciéon de genes en respuesta a
estrés. Ademas, Slt2 se encuentra también presente en la region codificante del gen MLP7
bajo condiciones de estrés celular, lo que indicaria que la MAPK juega también un papel
funcional después del inicio de la transcripcion, en el proceso de elongacion. En este
contexto ha sido definido también el papel de la MAPK Hogl. El hecho de que Hogl se
asociara especificamente a los genes que regula y que su actividad quinasa fuera necesaria
para la activacion transcripcional, aunque la fosforilacion de los factores de transcripcion
no fuera siempre un requisito para la iniciacion de la transcripcion, sugirié que la MAPK
Hogl podia inducir la transcripcion por otros mecanismos independientes de la

fosforilacion de los factores de transcripcion. Asi, se definio que Hogl es el responsable del

DISCUSION

Pagina 1 4 5



DISCUSION

Pagina 1 4‘ 6

reclutamiento de la RNA Pol Il (Alepuz et a/, 2003) y de diversos complejos modificadores
de cromatina a los genes de respuesta a osmoestres, que participan tanto en el inicio de la
transcripcion (SAGA, SWI/SNF y Rpd3) (de Nadal et al, 2004; Zapater et al, 2007; Proft y
Struhl, 2002), como en el proceso de elongacion (RSC) (Mas et al, 2009).

Paso 2: participacion del complejo SWI/SNF

La entrada de RIm1 a los promotores en condiciones de activacion no es sencilla. La
posicion de los nucleosomas en el promotor de AMLP] estaria limitando el acceso de RIm1 a
uno de sus sitios de union, de manera que la union de este factor en situaciones de estrés
podria estar regulada por complejos remodeladores y/o modificadores de cromatina. En
este trabajo, se demuestra por primera vez la participacién del complejo SWI/SNF en la
regulacion de la respuesta CWI y su interaccion /n vivo con genes de la respuesta en
condiciones de activacion. Puesto que la union de RIm1 a los promotores en condiciones
de estrés se encuentra totalmente bloqueada en ausencia de la subunidad del complejo
Swi3, aunque se aumenten artificialmente los niveles de RIm1, el reclutamiento del
complejo SWI/SNF a los promotores tendria como objetivo la desorganizacion de la
cromatina necesaria para exponer el otro sitio de union a RIml. De esta manera, se
permitiria el incremento observado en la entrada del activador en condiciones de estrés,
en un modelo de activacion en dos pasos (Figura 59B-E). Este mecanismo ha sido ya
establecido en levaduras para el promotor del gen PHOS. Este promotor presenta un sitio
de union para el activador Pho4 de baja afinidad, expuesto entre los nucleosomas -2 y -3,
mientras que el sitio de union de alta afinidad se encuentra localizado dentro del
nucleosoma -2 (Fascher et al, 1990; Almer et al, 1986; Lam et al/, 2008). La completa
correlacion entre la induccion de PHOS5 con la disrupcion de la cromatina ha puesto de
manifiesto que el acceso del activador Pho4 a su sitio de alta afinidad, requiera de la accion
de complejos modificadores de cromatina. Varios complejos modificadores vy
remodeladores de cromatina han sido identificados por su interaccién con el gen PHOS5,
incluyendo SAGA (Barbaric et al, 2003), NuA4 (Nourani et al, 2004), INO8O (Steger et al,
2003) y SWI/SNF (Dhasarathy y Kladde, 2005), donde es posible que ejerzan funciones
redundantes. Asimismo, existe un gran numero de trabajos que indican que la actividad de
SWI/SNF facilita la union de activadores transcripcionales a determinados sitios en el DNA.
Por ejemplo, la eficiente union del activador Gal4 a sitios de baja afinidad requiere la
actividad de SWI/SNF /1 vivo (Burns y Peterson, 1997). La incapacidad de Gal4 para ocupar
estos sitios de baja afinidad en ausencia de la actividad de SWI/SNF puede ser suprimida al
reemplazar los sitos de baja por otros de alta afinidad, o al situar los sitios de baja afinidad

dentro de una region libre de nucleosomas (Burns y Peterson, 1997).



A pesar de que este complejo ha sido relacionado con diferentes tipos de estrés
(Proft y Struhl, 2002; Geng y Laurent, 2004), la participacion de SWI/SNF en la
deslocalizacion de nucleosomas permitiendo la union de activadores transcripcionales a
determinadas secuencias dentro del promotor, solo ha sido descrita en el contexto de
genes de respuesta a estreés termico (Erkina et al, 2008). En estas condiciones, se produce
una fuerte disminucion de la ocupacion de nucleosomas, asi como un incremento
moderado de la acetilacion de la histona H4 en los promotores de los genes activados,
mientras que los promotores de los genes reprimidos presentan un efecto inverso. El
complejo SWI/SNF es reclutado activamente a los promotores y regiones codificantes de
los genes de respuesta a estrés térmico donde media, en condiciones de activacion, el
remodelado de la cromatina (Shivaswamy e lyer, 2008). En este contexto, la eliminacion de
la subunidad Snf2 produce retrasos importantes en la cinética de desplazamiento de los
nucleosomas localizados en los promotores de estos genes (Erkina et al, 2008;
Shivaswamy e lyer, 2008), y afecta finalmente la expresidon génica (Shivaswamy e lyer,
2008). La mayoria de los factores de transcripcion relacionados con estrés térmico, como
Hsf1, Msn2, Msn4 y Atf2, muestran un fuerte incremento en el acceso a sus sitios de union
durante la activacion transcripcional, debido al reposicionamiento de los nucleosomas
dentro del promotor en condiciones de estres (Shivaswamy et a/, 2008). Asi, en ausencia
de Snf2 se bloquea totalmente el desplazamiento de histonas en el promotor del gen
HSPI1Z y por tanto la entrada del factor de transcripcion Hsfl. En otros genes de esta
respuesta (HSP82y SSA4), donde el factor de transcripcion Hsf1 ya se encuentra pre-unido
al promotor en condiciones basales, la accion del complejo SWI/SNF es menos critica
(Erkina et al., 2008).

En el modelo que proponemos, la entrada de RIm1 en condiciones de activacion,
depende de la presencia de SWI/SNF y a su vez, la entrada del complejo SWI/SNF depende
totalmente de la presencia de RIm1. La interdependencia entre RIm1 y SWI/SNF para su
reclutamiento a los promotores de los genes de la respuesta regulada por la ruta CWI,
indica una conexion funcional cercana entre ambos elementos. ;Como se produce el
reclutamiento del complejo SWI/SNF al promotor en condiciones de activacion? La
existencia de una interaccion fisica directa entre SWI/SNF y RIm1 en condiciones de
activacion, demostrada aqui tanto con experimentos /7 vitro como /n vivo, asi como el
hecho de que el reclutamiento del complejo dependa de la presencia de RIm1, indicaria
que el reclutamiento de SWI/SNF a los promotores esta mediado por su interaccion directa
con el factor de transcripcion RIm1. La interaccién fisica con factores de transcripcion
especificos es uno de los mecanismos mas empleados por la levadura para el reclutamiento

del complejo SWI/SNF hacia diferentes promotores (Cosma et al, 1999; Neely et al, 1999;
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Yudkovsky et al, 1999; Yoshinaga et al, 1992). Asi, la presencia de SWI/SNF en el promotor
del gen HO es dependiente del activador Swi5 (Cosma et al, 1999) y de acuerdo con esto,
SWI/SNF interacciona directamente con Swi5 /7 vitro (Neely et al, 2002). El complejo
SWI/SNF también interacciona directamente con los activadores Gcn4, Hap4, Pho4, Gal4-
AH y Gal3-VP16 /n vitroy es reclutado a traves de ellos a los promotores /7 vivo (Neely et
al, 1999; Neely et al, 2002; Yudkovsky et al, 1999). En base a este mecanismo, hemos
establecido dos posibles alternativas para el reclutamiento del complejo SWI/SNF por RIm1
(Figura 59B|:

(i) La fraccion de RIm1 que se encuentra pre-unida en el sitio expuesto dentro del
promotor es activado por fosforilacion a través de SIt2, mediando a
continuacion el reclutamiento del complejo SWI/SNF hacia los promotores.

(i) La interaccion entre el factor de transcripcion y el complejo SWI/SNF puede
tener lugar en solucion, y ocupar a traves de RIm1 aquellos sitios de union que
se encontraran libres en condiciones basales (aunque tampoco se podria
descartar que SWI/SNF-RIm1 se unieran con una baja afinidad a los sitios

ocupados por nucleosomasj.

Ambas alternativas podrian ser posibles y podrian tener lugar sin se excluyentes
(Vignali et al, 2000; Peterson y Workman, 2000), ya que se ha demostrado que las
interacciones entre activadores y el complejo SWI/SNF son estables tanto en solucion

como cuando se unen al DNA o a nucleosomas (Neely et al, 2002).

El conjunto de resultados expuestos en este trabajo establecen que el mecanismo
utilizado por el complejo SWI/SNF para alterar la estructura de la cromatina, en
condiciones de activacion, es la eliminacion/expulsion de nucleosomas a lo largo del
promotor del gen MLP]. De esta manera, el DNA sera accesible para RIm1, permitiendo su
reclutamiento masivo en condiciones de activacion y la posterior formacion del complejo
de pre-iniciacion de la transcripcion. El desplazamiento de histonas producido por el
complejo SWI/SNF se observa solo en el promotor de MLFP], siendo inexistente en la region
codificante del gen. Este resultado, junto con el hecho de no haber detectado una
interaccion /n vivo entre el complejo SWI/SNF y el ORF del gen MLP/I, indicarian que la
accion del complejo SWI/SNF no es necesaria en pasos posteriores como la elongacion,

sino que se limitaria al inicio de la transcripcion.

Aunque el complejo SWI/SNF no se encontré asociado en ausencia de estrés a los
genes de la respuesta analizados, la eliminacion de SW/3 produce una pequena

deslocalizacion de los nucleosomas -1 y -2 del gen MLP], comparado con el patrén normal



observado en la cepa silvestre. Si bien este efecto no tiene consecuencias en la expresion
basal de MLP], los resultados procedentes del estudio transcripcional realizado aqui a
escala genomica descubrieron la existencia de un grupo de genes de la respuesta que si se
encontraba regulado en condiciones basales por el complejo SWI/SNF. La eliminacion de
la subunidad SW/3 tiene como resultado la induccion basal de un 19% y un 40% de los
genes de la respuesta, para el tratamiento con RC y ZL, respectivamente. La induccion de
estos genes en ausencia de Swi3, indicaria que el complejo SWI/SNF esta participando en
su represion en condiciones basales. Aunque la union /i vivo de SWI/SNF no ha sido
analizada en el promotor de estos genes, es probable que el complejo se este reclutando y
que regule la posicion de los nucleosomas en ausencia de estrés, dificultando Ia
transcripcion basal. Este efecto seria el contrario al producido por el complejo SWI/SNF en
otro grupo de genes de la respuesta y en condiciones de activacion, donde el remodelado
de la cromatina mediado por estrés permite finalmente la asociacion de la Pol Il y el inicio

de la transcripcion.

En estudios de expresion realizados a escala genodmica en la levadura §. cerevisiae
(Holstege et al, 1998; Sudarsanam y Winston, 2000) ya se observo que la accion del
complejo SWI/SNF era necesaria para la transcripcion, en condiciones basales, de un grupo
de genes, pudiendo actuar como represor y activador /n vivo. La caracterizacion de los
perfiles globales de expresion del mutante swi3A realizada en este trabajo, estarian
tambien de acuerdo con una limitada pero cierta necesidad del complejo SWI/SNF para la
expresion constitutiva de los genes de la levadura. La comparacion de los resultados
obtenidos en este trabajo para el mutante swi3A con los previamente ya publicados por
Sudarsanam y colaboradores para los mutantes sw//A y snfZA, demuestran que la
eliminacion de diferentes subunidades del complejo producen la induccion y represion de
diferentes genes, siendo la respuesta parcialmente solapante. Las diferencias encontradas
entre ambos estudios pueden deberse en primer lugar a que se estan estudiando perfiles
de expresion de mutantes en genes que codifican para proteinas diferentes, que aunque
formen parte del mismo complejo, pueden tener funciones adicionales independientes.
Ademas, la metodologia experimental y el fondo genético de la cepa utilizada, pueden

aumentar la variabilidad en los resultados de estos experimentos.

Paso 3: entrada de la RNA Pol Il e inicio de la transcripcion

La reprogramacion de la expresion génica bajo situaciones de estres celular implica
la union de la RNA Pol Il a los promotores de de genes de respuesta a estrés. En las

condiciones de estrés estudiadas en este trabajo, la entrada de la Pol Il requiere la
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presencia de Slt2 activo, el factor de transcripcidon RIm1 y el complejo SWI/SNF (Figura
59F). La cinética de entrada de RIm1, asi como la pérdida de la histona H3 en el promotor

de MLP], se correlacionan completamente con la unién de la Pol Il al promotor.

Aunque en este trabajo hemos mostrado Unicamente el remodelado de Ila
cromatina mediado por el complejo SWI/SNF en el gen MLPI, sugerimos que el
mecanismo propuesto para la regulacion de la expresion génica, no se restringe
unicamente a MLPJ, sino que es un mecanismo general para la activacion transcripcional
de genes de respuesta a estreés sobre la pared celular, reqgulados por RIm1. La existencia de
un modelo general en el que la participacion del complejo SWI/SNF sea critica para la

respuesta desencadenada a travées de la ruta CWI, se apoya en los siguientes resultados:

(i)  El perfil de expresion global en respuesta a diferentes tipos de estrés sobre la
pared celular esta severamente afectado en el mutante swi3A.

(i) El complejo SWI/SNF es reclutado también a promotores de otros genes de la
respuesta como son SRL3, YLR194Cy RLM 1, de forma SlIt2 y Rim1-dependiente.

(iii) El reclutamiento de RIm1 a estos promotores depende de la presencia del
complejo SWI/SNF en condiciones de activacion.

(iv) La delecion de elementos del complejo SWI/SNF produce células con defectos
en la pared celular, sensibles a agentes que producen danos sobre esta
estructura. Los anadlisis fenotipicos indican que tanto la funcion catalitica de
Snf2, asi como la integridad estructural del complejo son fundamentales para la

supervivencia celular bajo condiciones de estrés de pared.

Ademas, la localizacion de nucleosomas posicionados de acuerdo al mapa de
referencia establecido (Jiang y Pugh, 2009b), revela la presencia de sitios de union a Rim1,
tanto ocupados por nucleosomas como expuestos en regiones libres, en varios genes de la
respuesta mediada por la ruta CWI analizados, sugiriendo que el modelo en dos pasos
propuesto aqui para MLP] pueda ser extendido a otros genes inducidos dentro de la

respuesta de adaptacion a estrés celular.

Uno los genes inducidos en respuesta a estrés sobre la pared celular es RLM 1. Al
igual que el resto de genes inducidos en la respuesta a estrés dependiente de RIm1, el
promotor de este gen presenta un sitio potencial de union al propio factor de transcripcion
y actividad UAS dependiente de RIm1 y de Silt2 (Dodou y Treisman, 1997). Esto permite a la
célula un mecanismo de retroalimentacién positiva, al regular RIm1 su propia expresion. La
induccion de RLM ] en situaciones de estrés sobre la pared celular depende tambien del

complejo SWI/SNF. El hecho de que el complejo SWI/SNF controle la expresion del factor



de transcripcion que lleva a cabo el programa transcripcional asociado a situaciones de
estrés de pared, tiene consecuencias muy importantes. Asi, en condiciones de activacion y
en ausencia de diferentes subunidades del complejo SWI/SNF, se produce una
disminucion en los transcritos de FRLM], reflejado en la disminucion de los niveles de
proteina en estas condiciones. Sin embargo, la sobreexpresion de RIm1 en un mutante
Sswi3A no rescata los defectos en el reclutamiento de RIm1 a los promotores mediado por
estres, la induccion de genes de la respuesta CWI o la hipersensibilidad a RC causada por la
delecion del gen SWi3, confirmando que el complejo SWI/SNF es necesario para la

regulacion de la expresion de los genes inducidos a traves de la ruta CW/I.

Cooperacion entre diferentes complejos

La cooperacion entre complejos remodeladores de cromatina es importante para la
regulacion de esta estructura y la correcta activacion transcripcional de genes bajo
diferentes condiciones ambientales. Por ejemplo, la relacion funcional entre los complejos
remodeladores de cromatina ATP-dependientes RSC, SWI/SNF e ISWI es necesaria para la
regulacion de genes de respuesta a estrés térmico (Erkina et al, 2010). Ademas, bajo estrés
osmotico, tanto el complejo RSC (Mas et al, 2009) como SWI/SNF (Proft y Struhl, 2002) son
reclutados a los genes de respuesta a estrés osmotico por Hogl, si bien, el complejo RSC
parece ser el remodelador clave en la reorganizacion de la cromatina bajo estas
circunstancias, siendo un proceso critico para la progresion de la Pol Il y la expresion

génica en estas condiciones (Mas et al, 2009).

En el contexto del screening genodmico realizado en nuestro laboratorio para la
identificacion de mutantes con defectos en la induccion transcripcional del gen MLPI, se
descubrio por primera vez la participacion directa de diferentes complejos proteicos en la
regulacion de la expresion génica, incluyendo ademas del complejo SWI/SNF, al acetilador
de histonas SAGA. En este trabajo hemos demostrado que el complejo SWI/SNF juega un
papel principal en el remodelado de la cromatina y en el desarrollo de una respuesta
transcripcional de adaptacion eficiente en condiciones de estrés sobre la pared celular. Sin
embargo, la identificacion de varias subunidades del complejo SAGA sugeriria una posible
colaboracion entre remodeladores ATP-dependientes y modificadores de histonas en el
proceso de activacion transcripcional (Narlikar et al, 2002). Ademas, el hecho de que se
haya establecido recientemente una interaccion directa entre Slt2 y las subunidades del
complejo SAGA, Gen5 y AdaZz, inducida bajo estrés de pared celular y dependiente de
RIm1 (Kim y Levin, 2011), sugiere claramente la participacion del complejo SAGA en la
activacion transcripcional mediada por la ruta CWI. La acetilacion de nucleosomas

estabiliza Ia unién /n vitro del complejo SWI/SNF a los nucleosomas (Hassan et al, 2001} y
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los nucleosomas acetilados por el complejo SAGA son desplazados mas facilmente por el
complejo SWI/SNF (Chandy et al, 2006). La acetilacion de histonas puede predisponer los
nucleosomas para su desplazamiento, al menos de dos formas diferentes: (i) facilitando el
desplazamiento de nucleosomas al desestabilizar las interacciones histona-DNA y/o |ii)
incrementando el reconocimiento de los nucleosomas acetilados por los bromodominios
presentes en la subunidad Snf2 del complejo SWI/SNF. Cabe por tanto esta posibilidad en

la regulacion de las respuestas de adaptacion a estres a través de la ruta CWI.

Sin embargo, no siempre la accion del complejo SAGA precede a la union del
complejo SWI/SNF, pudiendo ocurrir incluso reclutamientos paralelos de ambas
maquinarias. Asi, se han descrito reclutamientos paralelos del complejo SAGA y SWI/SNF
en respuesta a estrés osmotico, siendo importantes para la transcripcion de genes
reprimidos por Cyc8-Tup!1 (Proft y Struhl, 2002) y como consecuencia de limitacion aguda
de glucosa, donde Gcn5 y otra histona acetiltransferasa, Esal, facilitan la asociacion de

SWI/SNF con el promotor para una optima induccion de SUCZ (Geng y Laurent, 2004).

En las respuestas de adaptacion a estrés sobre la pared celular s6lo podemos
senalar en este momento que el complejo SAGA parece tener importancia en la regulacion
de las respuestas transcripcionales mediadas por la ruta CWI. Adicionalmente, mutaciones
en determinadas subunidades del complejo RSC confieren defectos en la pared celular
(Angus-Hill et al, 2001; Wilson et al, 2006), sugiriendo que RSC también podria estar

implicado en la regulacion de la integridad de la pared celular.









- CONCLUSIONES






Las conclusiones de este trabajo son:

La activacion transcripcional del gen MLPI en situaciones de estrés sobre la
pared celular de S. cerevisiae requiere la union de la RNA Pol Il a su promotor y
depende del correcto funcionamiento de la ruta de integridad celular y del

complejo remodelador de cromatina SWI/SNF.

En condiciones de activacion, la cinética de reclutamiento de la Pol Il se
correlaciona con los niveles de expresion del gen MLPJ, con la asociacion al
promotor del factor de transcripcion RIm1 y el desplazamiento de la histona

H3, estando todos estos procesos limitados en ausencia de Swi3.

RIm1 se une a los promotores de los genes de la respuesta CWI en condiciones
basales y se recluta activamente en condiciones de estrés sobre la pared
celular. La asociacion basal de RIm1 es independiente de Swi3 y parcialmente
dependiente de SIt2, mientras que en condiciones de activacion depende

completamente de ambos elementos.

La inactivacién del complejo SWI/SNF anula la activacion transcripcional de
diferentes genes regulados por la ruta de integridad CWI y causa
hipersensibilidad a agentes que danan la pared celular, pero no afecta a la

senalizacion a través de la ruta.

La subunidad Swi3 es esencial para la respuesta transcripcional global
desencadenada en la levadura por situaciones que comprometen la integridad

de la pared celular.

La MAPK SIt2 se recluta al promotor del gen MLP7 en condiciones de estres
sobre la pared celular, proceso que depende de la presencia del factor de

transcripcion Rim1.

El complejo SWI/SNF se asocia a los promotores de los genes de la respuesta
CWI, solo en condiciones de activacion, y su union depende tanto de la MAPK

SIt2 como del factor de transcripcion Rim1.

RIm1 interacciona fisicamente con el complejo SWI/SNF en respuesta a

situaciones que comprometen la integridad de la pared celular.
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9.

El complejo SWI/SNF es el responsable de la reorganizacion de la cromatina en
respuesta a la activacion de la ruta CWI y dirige el desplazamiento de

nucleosomas en el promotor del gen MLP7 en estas condiciones.
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ANEXO1

TABLA 1: Genes inducidos basalmente en ausencia de SW/3. Se incluyen los genes cuyo ratio de expresion
swi3A/BY4741 esz 2. En las columnas snfZA vs BY y swilA vs BY se indica si el gen esta inducido (e) o
reprimido (o) en los mutantes snfZA 'y swilA respectivamente, de acuerdo a datos publicados (Sudarsanam et
al, 2000). Los genes que no presentaban valor o cuya expresion no se vio alterada respecto a la cepa silvestre
en los mutantes snfZA 'y swilA, estan también representados (-). Las categorias funcionales fueron asignadas
segun la informacion disponible en las bases de datos SGD y Proteome.

swi3A  snf2A  swilA ‘.
ORF Gen vs BY vsBY vsBY Funcidén
Biogénesis y organizacion de la pared celular
YBLO43W ECM13 9,55 ° [} Desconocido
YCLO24W KCC4 2,20 - - Actividad protein quinasa
YCLO51W LRE1 2,11 - - Regula la biosintesis del $-1,3 glucano
YDL0O49C KNH1 2,25 ° - Biosintesis B-1,6 glucano
YERO96W SHC1 3,22 - - Implicada en la sintesis o deposicion de quitina
YER150W SPI1 4,70 - o GPI-CWP
YIL169C - 3,34 o ) Actividad glucosidasa
YJR137C ECM17 3,31 ° Sulfito reductasa
YJR150C DAN1 7,71 - - Manoproteina
YKLO96W CWP1 2,13 - o GPI-CWP
YKL163W PIR3 2,11 - - Manoproteina PIR
YLR343W GAS2 2,26 o - Actividad B-1,3-glucanosiltransferasa
YMR306W FKS3 2,08 - - Actividad B-1,3-D-glucansintasa
YOL155C HPF1 3,75 o o Actividad glucosidasa
YOR010C TIR2 6,84 o (¢} Manoproteina de la pared celular
Biogénesis y organizacion de organelas
YBR230C OoM14 2,98 . - Componente de la membrana externa mitocondrial*
YCLO63W VAC17 2,16 . - Necesario para la segregacién de vacuolas
Ciclo celular
YMLO58W-A HUG1 20,22 Parada del ciclo celular por dafio en el DNA
Apareamiento
YIL117C PRM5 2,03 . . Proteina regulada por feromonas
Esporulacion
YDR260C SWM1 2,01 - - Relacionada con la maduracién de la pared de la espora
YHLO24W RIM4 2,26 - - Necesario en esporulacién
YILO99W SGA1 7,93 - ° Glucoamilasa implicada en la formacién de la ascoespora
YMRO17W SP0O20 7,43 ° - Formacidn de la ascospora
YPR192W AQY1 3,16 - - Formacidn de la ascospora
Obtencion de energia
YALO39C cYec3 2,71 - - Citocromoc 3
YELO39C cYc7 4,82 - Citocromo c 2
YELO59C-A Som1 3,45 - - Generacioén de precursores
YOR388C FDH1/FDH2 3,35 Regeneracién de NADH
YDLO85W NDE2 2,21 - - NADH deshidrogenasa
YPL189C-A COA2 3,13 Participa en el ensamblaje del Citocromo c oxidasa
Respuesta a estrés
YBLO64C PRX1 3,03 - - Papel en la reduccidn de hidroperdxidos
YBR182C SMP1 5,21 - - Factor de transcripcion de la ruta de alta osmolaridad
YCRO83W TRX3 2,19 - - Oxidorreductasa mitocondrial
YDR213W uprC2 2,25 - - Factor de transcripcion
YDR259C YAP6 4,62 ° ° Factor de transcripcion
YGR213C RTA1 2,42 - - Resitencia a aminocolesterol
YML100W TSL1 2,05 ° - trealosa-6-fosfato sintasa
YML131W - 5,05 - - Actividad oxidorreductasa
YOL151W GRE2 3,28 - - Actividad oxidorreductasa
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YPROO5C HAL1
YKL110C KTI12
Transcripcion

YBRO66C NRG2
YBR147W RTC2
YDL0O48C STP4
YDR043C NRG1
YDR216W ADR1
YDR223W CRF1
YGL0O35C MIG1
YGR0O67C
YGRO97W ASK10
YGR249W MGA1
YiL122W POG1
YIR013C GAT4
YJR119C JHD2
YKLO62W MSN4
YKL109W HAP4
YMRO69W NAT4
YMR136W GAT2
YMR182C RGM1
YMR280C CAT8
YOR028C CIN5
YOR032C HMS1
YPL230W usvi
YPRO13C
YPRO15C
YPRO65W ROX1
YDR277C MTH1
YELO44W IES6
YPLO24W RMI1
Transduccion de seiiales
YBR203W COS111
YCRO73C SSK22
YCRO91W KIN82
YDLO79C MRK1
YDL214C PRR2
YGL158W RCK1
YGRO23W MTL1
YOL110W SHR5
YOR107W RGS2
YOR134W BAG7
YOR178C GAC1
Transporte

YBR298C MAL31
YCR0O10C ADY2
YCR0O37C PHO87
YFLO54C
YGR138C TPO2/TPO3
YGR289C MAL11
YHR092C HXT4
YKL217W JEN1
YKRO39W GAP1
YLLO28W TPO1
YLLO6IW MMP1
YLRO92W suL2
YLR348C DIc1
YMR056C AAC1

2,65
2,11

3,72
2,44
4,93
9,27
4,01
2,06
2,07
2,53
2,66
3,66
2,61
3,11
2,41
3,58
2,75
2,12
3,50
2,17
3,98
4,11
4,07
2,54
2,02
2,92
2,66
3,37
2,02
2,16

5,52
3,34
2,77
2,38
26,79
20,19
2,72
2,04
3,67
2,08
3,65

2,70
4,91
2,77
3,08
6,52
2,71
3,11
6,06
4,14
2,08
3,87
4,53
2,72
3,54

O e o

e o o o O

Implicado en la homeostasis de iones
Implicada en la resistencia a toxina killer

Represor transcripcional

Regulador de la transcripcién

Unién a DNA

Represor transcripcional

Factor de transcripciéon

Co-represor

Represor transcripcional

Factor de transcripciéon

Componente de la RNA polimerasa Il holoenzima
Factor de transcripciéon

Factor de transcripcién

Factor de transcripcion

Actividad histona demetilasa

Factor general de respuesta a estrés

Factor de transcripciéon

Histona N-acetiltransferasa

Factor de transcripciéon

Represor transcripcional

Regulador positivo de la gluconeogénesis
Factor de transcripcién de respuesta a estrés
Factor de transcripciéon

Factor de transcripcién;respuesta a estrés salino
Factor de transcripciéon

Factor de transcripciéon

Represor transcripcional

Factor de transcripcion

Componente del complejo INO80

Actividad helicasa/topoisomerasa

Resistencia a ciclopiroxina

Serin-treonin protein quinasa (ruta de alta osmolaridad)
Serin-treonin protein quinasa

Serin-treonin protein quinasa

Serin-treonin protein quinasa (respuesta a feromonas)
Serin-treonin protein kinasa

Sensor de la ruta de integridad

Palmitoiltransferasa de Ras2p

Sefializaciéon por AMPc

Proteina activadora de GTPasa (GAP), activa a Rhol
Serin treonin fosfatasa

Maltosa permeasa

Transporte de acetato y amonio
Transportador de fosfato

Transporte de glicerol

Transportador de poliaminas

Maltosa permeasa

Transportador de hexosas

Transportador de lactato, piruvato y acetato
Aminodcido permeasa general

Transporte de poliaminas

S-metilmetionina permeasa

Transportador de sulfato de alta afinidad
Transporte de acidos dicarboxilicos mitocondrial
Transportador de membrana mitocondrial




YMR279C -
YNL270C ALP1
YNR0O0O2C ATO2
YOL119C MCH4
YOR100C CRC1
YOR328W PDR10
YOR348C PUT4
YPL134C ODC1
YPL189W GUP2
YBR105C ViD24
YHR160C PEX18

Sintesis de proteinas
YCROO3W MRPL32
YJR047C ANB1
Metabolismo de aminoacidos
YFRO30W MET10

YELO66W HPA3
YERO69W ARG5,6
YERO81IW SER3
YER091C MET6
YGL125W MET13
YGL184C STR3
YIRO17C MET28
YJILO88W ARG3
YJROIOW MET3
YKLOO1C MET14

YKRO69W MET1
YNL277W MET2

YPL113C

YPR167C MET16
YBR213W MET8
Metabolismo de carbohidratos

YBRO70C ALG14
YCLO40W GLK1
YDLO37C BSC1
YDL246C SOR1/SOR2
YELO11W GLC3
YGR087C PDC6
YGR248W S0L4
YGR287C ---

YIL155C GUT2
YKRO97W PCK1
YLR304C ACO1
YMLO054C CcyB2
YMR323W ERR1/ERR/ERR3
YNL274C GOR1
YOR374W ALD4
YPLOBSW ---

YPR184W GDB1
YCRO73W-A soL2

YPROO6C IcL2

YBR297W MAL33
YBR299W MAL12/MAL32
Metabolismo de lipidos
YARO35W YAT1
YBR183W YPC1
YCR0O48W ARE1

YDR018C -

7,30
3,96
3,41
2,10
4,41
3,39
18,78
5,02
6,85
2,44
2,81

2,03
5,13

3,67
2,36
2,43
2,83
2,41
4,04
4,44
8,61
2,91
6,41
3,11
2,13
10,25
2,22
3,65
2,27

2,23
2,07
3,27
4,16
2,25
2,43
6,00
9,87
2,07
3,27
2,21
4,97
3,53
3,58
4,50
2,84
2,02
2,03
3,85
2,91
14,27

3,38
3,17
2,58
3,03

e o O

Actividad transportadora

Transporte de aminodcidos
Transportador de amonio

Transportador de acidos monocarboxilicos
Transportador de carnitina y acetil-CoA
Actividad ATP-asa

Transportador de prolina, alanina y glicina
Transportador de acidos dicarboxilicos
Transporte de glicerol

Transporte vacuolar

Transporte de proteinas al peroxisoma

Componente del ribosoma
Implicado en el proceso de traduccién

Biosintesis de metionina
N-acetiltransferasa

Acetil glutamato kinasa

Actividad fosfoglicerato deshidrogenasa
Metionina sintasa

Biosintesis de metionina

Cistationine B-liasa

Participa en la biosintesis de metionina
Biosintesis de arginina

Metabolismo de metionina; sulfato adeniltransferasa
Actividad adenilsulfato quinasa
Metabolismo de metionina

Homoserina O-acetriltransferasa
Biosintesis de serina

Metabolismo de metionina

Asimilacién de sulfato y biosintesis metionina

Actividad UDP-N-acetilglucosaminiltransferasa
Glucokinasa

Actividad 1,4-a-glucosidasa
Deshidrogenasa de sorbitol

Implicada en la acumulacién de glicégeno
Piruvato descarboxilasa

Actividad 6-fosfogluconolactonasa
Isomaltasa

actividad glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
Fosfoenol piruvato carboxiquinasa
Aconitasa

L-lactato deshidrogenasa

Actividad fosfopiruvato hidratasa
Glioxilato reductasa

Aldehido deshidrogenasa mitocondrial
Posible aril alcohol deshidrogenasa
Degradacion del glicogeno

Actividad glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
2-metilisocitrato liasa

Implicada en fermentacidn de maltosa
Fermentacién de maltosa

Carnitina O-acetiltransferasa
Ceramidasa alcalina

Actividad esterol acetiltransferasa
Posible actividad acetiltransferasa
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YDR297W SUR2
YGL205W POX1
YGR110W
YIL160C POT1
YOR237W HES1
YOR317W FAA1
YPL171C OYE3
YDRO44W HEM13
Metabolismo de DNA

YCR0O26C NPP1
YILO66C RNR3
YILO26W RNR2
Metabolismo de RNA
YGR250C
YML091C RPM2
YCRO20C-A MAK31
YCR047C BUD23
Metabolismo de tiamina
YBR240C THI2
YCR020C PET18
YGR144W THI4
YELO60C PRB1

YERO98W UBP9
YGR161C RTS3
YKRO98C UBP11

Metabolismo de biotina

YGR286C BIO2
YNRO57C BIO4
Desconocido
YARO66W
YARO68W
YBRO85C-A
YBR230W-A
YBR285W
YCLO26C-B HBN1
YCLO42W
YCLO47C
YCLO49C
YCR0O59C YIH1
YCRO60W TAH1
YCRO61W
YDLO38C
YDL0O39C PRM7
YDL129W
YDRO34C-A
YDRO34W-B  ---
YELO57C
YELO70W DSF1
YER158C
YFLO52W
YFRO17C
YGLO07C-A
YGR043C Nam1
YGRO49W SCMm4
YGRO52W
YGR0O66C
YGR153W

2,56
2,29
2,73
2,97
8,14
2,52
3,46
2,77

2,14
11,84
2,26

2,21
2,13
2,85
2,71

2,83
2,80
4,04
2,52

2,06
8,53
2,74

2,89
2,10

2,22
2,23
3,22
2,39
2,49
22,06
2,04
2,04
2,24
2,10
2,40
2,02
3,65
3,33
2,95
3,57
2,77
2,82
4,59
2,05
2,26
2,23
4,83
2,20
2,94
3,15
3,07
2,23

Hidrolasa implicada en el metabolismo de esfingolipidos
B-oxidacion de acidos grasos

Cardiolipin fosfolipasa

B-oxidacion de acidos grasos

Biosintesis de ergosterol

Metabolismo de acidos grasos

Actividad NADPH deshidrogenasa

Biosintesis del ergosterol

Nucledtido pirofosfatasa/fosfodiesterasa
Ribonucledsido-difosfato reductasa
Ribonucledtido reductasa

Unién a RNA

Actividad ribonucleasa P

Estabilidad estructural de la doble hélice de RNA
Metilacién del 18s rRNA

Biosintesis de tiamina

metabolismo de tiamina

Biosintesis de tiamina

Proteinasa vacuolar; degradacion de proteinas en
esporulacién

Deubiquitinacién

Componente del complejo fosfatasa tipo 2A*
Proteasa ubiquitin-especifica

Biotina sintetasa
Biosintesis de biotina

Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido




YGR243W
YHR022C
YHRO49W
YIL024C
YILO55C
YIRO16W
YJILO77W-B
YJL105W
YIL213W
YJRO61W
YJR115W
YJR116W
YKLO93W
YKRO41W
YKR0O46C
YKRO75C
YLRO12C
YLR149C
YLR281C
YLR297W
YLR312C
YLR327C
YML0O83C
YMR107W
YMR181C
YMR194C-B
YMR196W
YMR206W
YMR244C-A
YMR244W
YMR265C
YMR322C
YNL146W
YNL194C
YNL195C
YNL234W
YNRO14W
YOLO84W
YOR161C
YOR338W
YOR389W
YOR394W
YPLO54W
YPL222W
YPL277C
YPL278C
YPRO36W-A
YPR157W
YCRO63W
YCR104W
YGLO45W
YILO65C
Otras
YBLO15W
YDL181IW
YBR114W

BUD31
PAU15/PAU3
RIM8

FIS1

ACH1
INH1
RAD16

8,23
2,97
2,26
2,29
2,94
2,07
2,41
7,45
2,24
3,97
2,38
2,56
6,12
2,64
2,32
5,35
2,83
2,46
2,03
4,56
6,33
6,06
2,77
3,72
2,05
3,41
2,88
11,14
2,73
3,09
2,02
7,71
2,86
5,99
2,04
2,19
3,69
7,37
3,00
3,40
7,08
2,08
2,89
3,36
5,04
7,18
2,18
2,33
2,31
2,38
3,82
2,24

2,61
3,07
3,64

Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido

Acetil -CoA-hidrolasa
Inhibidor de la actividad ATP-sintasa
Reparacion de DNA
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TABLA 2: Genes reprimidos basalmente en ausencia de SW/3. Se incluyen los genes cuyo ratio de expresion
swi3A/BY4741 es< 0,5. En las columnas snfZA vs BY y swilA vs BY se indica si el gen esta inducido (e) o
reprimido (o] en los mutantes snfZA 'y swilA respectivamente, de acuerdo a datos publicados (Sudarsanam et
al, 2000). Los genes que no presentaban valor o cuya expresion no se vio alterada respecto a la cepa silvestre
en los mutantes snfZA 'y swilA, estan también representados (-). Las categorias funcionales fueron asignadas
segun la informacion disponible en las bases de datos SGD y Proteome.

swi3A  snf2A  swilA
ORF Gen vs BY vs BY wvsBY Funcion
Biogénesis y organizacion de la pared celular
YDL179W PCL9 0,26 o - Protein quinasa dependiente de ciclinas
YDRO55W PST1 0,38 o o GPI-CWP
YEROO1IW MNN1 0,36 - o Manosiltransferasa
YERO11W TIR1 0,50 o o Manoproteina
YER124C DSE1 0,34 o o Metabolismo de quitina
YGL028C SCwi1 0,35 o o Actividad glucanasa
YILO11W TIR3 0,20 o o Manoproteina
YJLO78C PRY3 0,44 - - Participa en la eficiencia de la conjugacion
YMR013C SEC59 0,49 - - Biosintesis de glicoproteinas
YNRO44W AGA1 0,15 o o Implicada en la adhesion celular
YPL163C Svs1 0,35 o o Proteina de pared necesaria para la resistencia a vanadato
Biogénesis y organizacion de organelas
YPL158C --- 0,37 o o Necesaria para la normal biogénesis de la mitocondria
Ciclo celular
YIL157C FAR1 0,37 - - Inhibidor de quinasa dependiente de ciclinas
YNL327W EGT2 0,33 o o Implicada en la separacion celular tras la citoquinesis
YNRO67C DSE4 0,44 - - Citoquinesis
YoL104cC NDJ1 0,41 o o Implicada en meiosis
YPLO18W CTF19 0,34 - Implicado en meiosis
Apareamiento
YBRO40W FIG1 0,19 o Regulador de los canales de calcio
YCLO27W FUS1 0,39 - - Regula la fusién delular y la cariogamia
YDR461W MFA1 0,20 - - Feromona de apareamiento, factor-a
YGL032C AGA2 0,31 - Relacionada con la adhesion celular
YNL279W PRM1 0,32 o o Necesaria para la fusion celular
Respuesta a estrés
YBR157C 1CS2 0,48 - - Resistencia a cobre
YBR244W GPX2 0,06 o o Glutation peroxidasa
YDR406W PDR15 0,30 - - Actividad ATPasa acoplada a transporte de membrana
Glicoproteina secretada en respuesta a la limitacién de
YNL160W YGP1 0,13 o o nutrientes
YGR234W YHB1 0,11 o o Actividad éxido nitrico dioxigenasa
Trancripcion
Factor de transcripcién implicado en la multirresitencia a
YBLOO5SW PDR3 0,45 o o drogas
YAR009C --- 0,16 o o Actividad DNA polimerasa
YIL176C Swi3 0,03 - - Complejo remodelador de cromatina ATP-dependiente
Factor de transcripcidn relacionado con crecimiento
YIR147W HMS2 0,12 - o pseudohifal
YKL185W ASH1 0,47 o o Regulador negativo del gen HO
YOR315W SFG1 0,30 o o Factor de transcripcién implicado en mitosis
Transduccion de sefales
YLR452C SST2 0,25 o o Activador de GTPasa; respuesta a feromonas
Transporte
YBR0O69C TAT1 0,18 o o Transportador de aminoacidos
YBR296C PHO89 0,13 - o Transportador de fosfato
YELO65W SIT1 0,20 o o Transportador de hierro
YGL255W ZRT1 0,33 [¢) Transportador de Zinc de alta afinidad




YHLO40C ARN1
YHLO47C ARN2
YIL121W QDR2
YJLoi2¢ VTC4
YJL212¢ OPT1
YLR214W FRE1
YML123C PHO84
YoLo2o0w TAT2
YOL158C ENB1
YOR153W PDR5
YOR273C TPO4
YOR381W FRE3
YPLO19C VTC3
YPL265W DIP5
YHLO35C VMR1
Sintesis de proteinas
YIL191W RPS14B
Metabolimso de aminoacidos
YJL101C GSH1
YBR208C DUR1,2
YDL182W LYS20
YGR154C GTO1
YHR137W ARO9
YLR438W CAR2
YNRO50C LYS9
YFRO55W IRC7
Metabolismo de carbohidratos
YJR153W PGU1
Metabolismo de lipidos
YGR157W CHO2
YGR170W PSD2
YGR177C ATF2
YPLO95C EEB1
Metabolismo de hierro
YLR205C HMX1
YOL152wW FRE7
Metabolismo de DNA
YKROSOW MTD1
YDL227C HO
Metabolismo de RNA
YLR136C TIS11
YCR0O18C SRD1
YLR165C PUS5
Metabolismo del fosfato
YARO71W

YBR092C PHO3
YBR093C PHO5
YDR481C PHOS8
YGR233C PHO81
YHR136C SPL2
Modificacion de proteinas
YBRO54W YRO2
YILO15W BAR1
Transposicion

YARO10C
YBLOO5W-A
YBL101W-A
YBL101W-B

PHO11/PHO12

0,25
0,14
0,18
0,31
0,28
0,27
0,00
0,36
0,15
0,36
0,36
0,47
0,16
0,08
0,22

0,36

0,42
0,39
0,40
0,43
0,08
0,17
0,38
0,19

0,21

0,30
0,49
0,45
0,41

0,43
0,28

0,41
0,05

0,13
0,41
0,49

0,03
0,29
0,03
0,39
0,25
0,02

0,09
0,15

0,21
0,09
0,16
0,31

o o *o o * o o !

O 0O O O

O O O

O 0O O O

O 0O O o o !

o o !

O O O

O O O O

Siderdéforo; relacionado con la multirresistencia a drogas
Relacionado con la multirresistencia a drogas
Confiere multirresistencia a drogas

Transporte vacuolar

Transportador de oligopéptidos

Mantenimiento de la homeostasis del cobre y hierro
Transportador de fosfato inorganico

Transporte de aminodcidos

Transportador de hierro

Relacionado con la multirresistencia a drogas
Transportador de poliaminas

Mantenimiento de la homeostasis del cobre y hierro
Transporte vacuolar

Transporte de aminodcidos

Implicado en el transporte de drogas

Componente del ribosoma

Participa en al sintesis de glutation
Urea amidoliasa

Implicado en la biosintesis de lisina
Glutarredoxina

Aminotransferasa aromética
Ornitina aminotransferasa
Biosintesis de lisina

Biosintesis de metionina

Actividad poligalacturonasa

Fosfatidiletanolamina N-metiltransferasa
Fosfatidilserina descarboxilasa

esterol O-acetiltransferasa

Actividad alcohol O-acetiltransferasa

Metabolismo del hemo
Actividad ferrorreductasa

Actividad metilen tetrahidrofolato deshidrogenasa
Actividad endonucleasa; intercambio del tipo sexual

Degradacion de mRNA durante limitacion de hierro
Procesamiento del rRNA
Pseudouridina sintasa

Actividad fosfatasa
Actividad fosfatasa
Actividad fosfatasa
Actividad fosfatasa
Inhibidor de quinasa dependiente de ciclinas
Inhibidor de quinasa dependiente de ciclinas

Chaperona
Degradacion del factor a

Retrotransposon
Retrotransposon
Retrotransposon
Retrotransposon
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YDR261C-D
YDR261W-B
YDR316W-B
YGR109W-A
YGR109W-B
YILO82W-A
Desconocido
YBRO47W
YCLO21IW-A
YDL154W
YDL241W
YDRO33W
YDROSSW
YDR281C
YER138W-A
YGR0O35C
YJL200C
YLLO66W-B
YLR346C
YLR466C-B
YMLO47C
YNLO46W
YNL134C
YNL217W
YOLO19W
YOR192C-C
YOR394C-A
YPL156C
YHR140W
YALO6IW

0,20
0,22
0,27
0,23
0,23
0,27

0,26
0,16
0,49
0,35
0,25
0,48
0,07
0,35
0,28
0,49
0,38
0,19
0,28
0,22
0,46
0,39
0,43
0,49
0,47
0,48
0,28
0,49
0,30

O 0O O O

o O

Retrotransposon
Retrotransposon
Retrotransposon
Retrotransposon
Retrotransposon
Retrotransposon

Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Actividad aconitasa hidratasa
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Actividad oxidorreductasa




ANEXO 2

TABLA 1: Genes inducidos en la cepa WT (BY4741) por RC (30 pg/ml, 4 h) y ZL (0,4 U/ml, 3 h) y sus
correspondientes valores (ratios) de induccién. Se incluyen aquellos genes cuyo ratio (+/- tratamiento) es = 2.
Las categorias funcionales fueron asignadas segun la informacion disponible en las bases de datos SGD y
Proteome.

ORF Gen BY+ZLvs BY  BY+RCvs Funcidén
(197) BY (128)
Biogénesis y organizacion de la pared celular
YALO53W FLC2 2,58 2,74 Mantenimiento de la pared celular
YBROO5SW RCR1 - 2,22 Deposicion de quitina en pared celular
YDL0O49C KNH1 2,53 - Biosintesis B-1,6 glucano
YDRO55W PST1 4,09 3,93 GPI-CWP
YER150W SPI1 6,10 2,18 GPI-CWP
YGLO38C OCH1 2,52 - Manosiltransferasa
YGRO32W GSC2 2,59 6,68 B-1,3 glucan sintasa
YGR166W KRE11 - 2,38 Biosintesis B-1,6 glucano
YGR189C CRH1 2,39 2,68 GPI-CWP; transglicosidasa
YIR039C YPS6 3,98 2,97 Aspartil proteasa con posible anclaje GPI
YKLO96W CWP1 2,49 2,30 GPI-CWP
YKL104C GFA1 2,16 2,23 Biosintesis de quitina
YKL163W PIR3 61,66 47,71 Manoproteina PIR
YKRO61W KTR2 3,80 5,36 Biosintesis manoproteinas
YKRO76 W ECMA4 2,15 - Organizacion de la pared celular
YLRO40C - 2,98 2,96 Proteina de pared con funcién desconocida
YLRO42C 7,30 3,18 GPI-CWP
YLR120C YPS1 - 2,54 Aspartil proteasa con anclaje GPI
YLR121C YPS3 8,97 7,75 GPI-CWP; endopeptidasa
YLR194C 5,58 9,68 GPI-CWP
YNL192W CHS1 2,18 2,27 Biosintesis de quitina
YNL294C RIM21 2,39 2,37 Construccion de pared celular
YPL175W SPT14 2,01 - Biosintesis del glicosilfosfatidilinositol (GPI)
YPL221W FLC1 2,29 2,71 Biogénesis de la pared celular
Biogénesis y organizacion de organelas
YDL130OW-A STF1 2,02 2,03 Regulacién de la F1FO-ATP sintasa mitocondrial
YDL204W RTN2 3,85 - Organizacion del reticulo endopldsmico
YIL136W OM45 2,12 - Componente de la membrana externa mitocondrial
YJL116C NCA3 11,38 2,86 Regulador de la expresidn mitocondrial de Atp6 y Atp8
YOR193W PEX27 2,14 - Regulacién del n2 y tamafio de peroxisomas
Ciclo celular
YLR178C TFS1 2,25 - Regulacién de peptidolisis
YOL104C NDJ1 2,11 - Implicada en meiosis
YPL174C NIP100 2,04 - Implicada en la division del huso mitotico entre la célula madre e hija
Apareamiento
YDL223C HBT1 4,21 -
YIL117C PRM5 4,65 4,78 Proteina regulada por feromonas
YJLO79C PRY1 2,06 - Posible papel en el apareamiento
YJL108C PRM10 8,65 4,99 Proteina regulada por feromonas
Esporulacion
YDL239C ADY3 2,03 -
YGR225W AMA1 2,10 - Requerido en el ensamblaje de la pared de la espora
YJL106W IME2 2,32 - Serin/treonin protein quinasa implicada en la activacion de la meiosis
YLRO54C osw2 - 2,08 Posible papel en el ensamblaje de la pared de la espora
Morfogénesis
YMR238W  DFG5 - 2,30 Necesario para la polaridad y elongacién celular
YNLO20C ARK1 2,06 -
YNL293W MSB3 2,18 2,02 Transporte vesicular
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YoL1i2w

MSB4

Respuesta a estrés

YBLO64C PRX1
YBR182C SMP1
YDR0O01C NTH1
YDR453C TSA2
YFLO14W HSP12
YGRO88W CTT1
YGR213C RTA1
YIL101C XBP1
YIL144W
YLLO39C UBI4
YLR251W SYm1
YML100W TSL1
YML131W
YMR169C ALD3
YMR250W  GAD1
YOLO52C-A  DDR2
YOR173W DCS2
YPL230W usvi
YPR0OO5C HAL1
Transcripcion
YDR043C NRG1
YDR216W ADR1
YGRO97W ASK10
YMR280C CAT8
YPLO89C RLM1
Transduccion de sefales
YBR203W COSs111
YCRO73C SSK22
YDL214C PRR2
YDR0O85C AFR1
YGL121C GPG1
YGL248W PDE1
YGRO23W MTL1
YGRO70W ROM1
YHR030C SLT2
YJLO57C IKS1
YKL161C MLP1
YMR104C YPK2
YNLO53W MSG5
YNR0O64C
YOLO16C CMK2
YOR107W RGS2
YOR134W BAG7
YOR208W PTP2
Transporte
YBR295W PCA1
YBR296C PHO89
YDL119C
YDR536W STL1
YFLO55W AGP3
YHR094C HXT1
YHR096C HXT5
YILO23C YKE4
YIRO28W DAL4
YNLO93W YPT53

2,20

2,18
2,37
4,96
4,31

3,07

2,99
2,93
2,35
7,14
2,36
6,08
2,89
2,01
4,81

2,30
2,58
2,19

2,40

3,04
2,07
2,19
9,85
3,33

2,28
2,52
3,80
2,08
34,71
3,13

2,28
5,79
2,76

2,06
6,61
2,01
2,69
2,79
2,18

2,07

2,32
2,00

7,23

5,00

2,20
2,25

2,39
2,55

4,74
3,82
2,37
2,02

3,23

19,62
4,06
2,22
2,23
2,63

10,70
2,87

2,45
2,19

2,21
2,62
2,44
3,03

Proteina activadora de GTPasa implicada en la organizacién del
citoesqueleto

Factor de transcripcién de la ruta de alta osmolaridad
Trealasa

Tiorredoxin peroxidasa

Proteina de choque térmico

Catalasa; proteccidn frente a estrés oxidativo
Resitencia a aminocolesterol

Represor transcripcional inducido por estrés
Expresién inducida por choque osmético

Ubiquitina, esencial para la respuesta a estrés
Metabolismo de etanol; Inducida por estrés térmico
Implicado en la biosintesis de la trealosa

Posible oxidorreductasa NAD-dependiente

Aldehido deshidrogenasa

Glutamato descarboxilasa; respuesta a estrés oxidativo
Proteina de respuesta a multiples estreses
Decapping del mRNA

Factor de transcripcidn; respuesta a estrés salino
Implicado en la homeostasis de iones

Represor transcripcional

Factor de transcripcién

Componente de la RNA polimerasa Il holoenzima
Regulador positivo de la gluconeogénesis

Factor de transcripcion de la ruta de integridad

Resistencia a ciclopiroxina

Serin-treonin protein quinasa (ruta de alta osmolaridad)
Serin-treonin protein quinasa (respuesta a feromonas)
Morfogénesis celular en el proceso de conjugacién
Regulacién del crecimiento pseudohifal

AMPc fosfodiesterasa

Sensor de la ruta de integridad

GEF de Rhol

MAPK de la ruta de integridad

Serin-treonin protein quinasa

Serin-treonin protein quinasa

Serin-treonin protein quinasa

Fosfatasa de especificidad dual

Epoxido hidrolasa

Quinasa dependiente de Ca/calmodulina

Activador de la actividad GTPasa de la proteina G
Proteina activadora de GTPasa (GAP), activa a Rhol GAP de Rhol
Tirosin fosfatasa

ATPasa transportadora de Cobre tipo P
Transportador de fosfato

Proteina de transporte mitocondrial

Transporte de glucosa y glicerol

Permeasa de aminoacidos de baja afinidad
Transportador de glucosa de baja afinidad
Transportador de glucosa de moderada afinidad
Transportador de Zinc

Permeasa de Alantoina

Endocitosis y transporte de proteinas a la vacuola




YOL122C SMF1 3,44 2,10 Transportador general de iones metdlicos

YOR036W PEP12 - 2,04 Transporte del Golgi a la vacuola
YOR137C SIA1 2,24 2,08 Implicada en la activacién de Pmal
YOR306C MCH5 - 2,59 Transportador de riboflavina
YOR348C PUT4 5,03 - Requerido para el transporte de prolina de alta afinidad
Metabolismo de aminoacidos
YDR380W ARO10 - 2,89 Fenilpiruvato decarboxilasa
YHR209W CRG1 12,22 11,54 Actividad metiltransferasa
YIRO17C MET28 2,70 - Participa en la biosintesis de metionina
YJRO10W MET3 2,16 - Metabolismo de metionina; actividad sulfato adeniltransferasa
YJRO78W BNA2 - 2,19 Biosintesis de nicotinato (NAD) a partir de triptéfano
YMR170C ALD2 2,26 - Aldehido deshidrogenasa citoplasmatica
YNL277W MET2 2,14 - Biosintesis de metionina
Metabolismo de carbohidratos
YBR117C TKL2 7,53 - Ruta de las pentosas fosfato
YBR299W MAL12 / 2,04 - Maltasa
MAL32
YDLO22W GPD1 2,65 - Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
YDL246C SOR2 2,20 - Deshidrogenasa de sorbitol
YDRO74W TPS2 2,55 - Trealosa-6-fostatasa
YDR315C IPK1 2,25 - Inositol polifosfato quinasa
YELO11IW GLC3 2,48 - Implicada en la acumulacién de glicégeno
YELO58W PCM1 - 2,11 N-acetilglucosamina-fosfato mutasa
YERO62C HOR2 2,77 - Biosintesis de glicerol
YGL156W AMS1 3,36 3,25 Degradacion de oligosacaridos libres
YGR248W SOoL4 4,45 - Actividad 6-fosfogluconolactonasa
YGR256W GND2 2,17 - Ruta de las pentosas fosfato
YGR287C IMA1 2,10 - Isomaltasa
YHR043C DOG2 2,23 - Fosfatasa; metabolismo de la glucosa
YIL107C PFK26 2,37 2,20 6-fosfofructo quinasa; glicolisis
YJL155C FBP26 2,77 2,73 Fructosa-2,6-bifosfatasa; metabolismo de la glucosa
YKRO97W PCK1 2,15 - Fosfoenol piruvato carboxiquinasa; gluconeogénesis
YLR258W GSY2 2,33 - Glicégeno sintasa
YMLO54C CYB2 2,30 - L-lactato deshidrogenasa
YMR105C PGM2 2,63 - Fosfoglucomutasa; metabolismo de hexosas
YOR374W ALD4 2,29 - Aldehido deshidrogenasa mitocondrial
YPLO88W - 8,50 9,59 Posible aril alcohol deshidrogenasa
YPR160W GPH1 2,24 - Glicégeno fosforilasa
YPR184W GDB1 2,21 - Degradacion de glicégeno
Metabolismo de lipidos
YBR183W YPC1 2,03 - Ceramidasa alcalina
YDL222C FMP45 5,29 - Implicada en el metabolismo de esfingolipidos
YDR0O18C - 2,19 2,22 Posible actividad acetiltransferasa
YERO37W PHMS8 2,00 - Fosfatasa del acido lisofosfatidico
YKR0O53C YSR3 - 3,83 Metabolismo de esfingolipidos
YLR151C PCD1 2,12 - Actividad pirofosfatasa
YNL194C - 3,34 - Mantenimiento del contenido de esfingolipidos
YPLO57C SUR1 - 2,09 Biosintesis de esfingolipidos
YPL110C GDE1 2,01 2,47 Glicerofosfocolina fosfodiesterasa
Metabolismo de tiamina
YDL244W THI13 2,07 - Metabolismo de tiamina
YGR144W THI4 2,05 - Biosintesis de tiamina
Metabolismo de poliaminas
YPLO52W 0AZ1 2,12 2,30 Inhibidor de la ornitina descarboxilasa
Metabolismo de hierro
YLR205C HMX1 3,05 - Hemo oxigenasa
Metabolismo del DNA
YHL022C SPO11 2,96 3,67 Actividad endodeoxirribonucleasa
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YMR271C URA10
YPRO78C -
Metabolismo de RNA
YLR270W DCS1
YML118W NGL3
Modificacion de proteinas
YBLO78C ATGS8
YERO054C GIP2
YGR161C RTS3
YMR192W GYL1
YELO60C PRB1
YPR193C HPA2
Funcion desconocida
YBLO49W MOH1
YBRO54W YRO2
YBROS6W-A  ---
YBRO71W -
YBR230W-A  ---
YCLO012C -
YCLO26C-B HBN1
YCR099C -
YCR100C -
YDLO57W -
YDL110C TMA17
YDL169C uGx2
YDRO34W-B  ---
YDRO70C FMP16
YELO57C -
YERO39C-A -
YERO67W -
YER158C -
YFRO17C -
YGL157W -
YGL258W-A  ---
YGL230C -
YGR0O08C STF2
YGR043C NaM1
YGRO52W -
YGR146C -
YGR149W -
YGR174W-A ---
YGR174W-A ---
YGR243W FMP43
YHRO22C -
YHRO33W -
YHRO87W RTC3
YHR097C -
YHR138C -
YIL024C -
YIL0O29C -
YIL108W -
YJL107C -
YJL132W -
YJIL161W FMP33
YJROO8W -
YKL1I07W -
YKL133C -
YKRO46C PET10

2,02

2,00
2,30

2,66
2,45

2,21

2,16

2,09
2,00
2,93
2,01

2,15
2,88
2,60
2,10
2,04
2,23
7,60
4,31
2,92
2,21
2,20
2,17
2,25
2,47
3,23
2,70
2,21
9,71
5,51
2,01
2,55
2,89
2,27
4,20
3,50
3,63
11,07
2,88
2,11
2,19
2,27
2,47
8,49
2,51
4,03
2,81
2,41
2,07
5,14

8,82
2,29
2,07
2,14

2,69

2,48
2,12

17,57
2,78

2,56

3,19

3,03
2,09

4,44
2,83
2,40

2,54

4,45

3,47

2,44

3,90

6,32

Biosintesis de pirimidinas
Posible papel en metabolismo de DNA

Catabolismo del RNAm
Endonucleasa

Componente del autofagosoma

Protein fosfatasa

Componente del complejo fosfatasa tipo 2A

Proteina activadora de GTPasa (GAP)

Proteinasa vacuolar; degradacion de proteinas durante la esporulacion
Histona acetiltransferasa

Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida




YKRO91IW
YLRO31W
YLR149C
YLR267W
YLR297W
YLR312C
YLR327C
YLR414C
YML128C
YMRO40W
YMRO90OW
YMR118C
YMR196W
YMR315W-A
YMR316W
YMR322C
YNLO58C
YNRO34W-A
YNRO65C
YNRO66C
YOLO84W
YOL159C
YOR161C
YOR220W
YOR289W
YPLO54W
YPLO67C
YPL222W
YPL272C
YCR101C
YERO53C-A
YDL206W
YKRO13W

TMA10
PUN1
MSC1
YET2

DIA1
SNO4

8,61
3,17
3,01
3,34
2,23
2,85
4,20
3,17
4,21

2,23

2,48

2,41
2,51
2,22
2,36
4,80
5,13
2,87
2,42
2,85

2,03
2,69

2,03

3,08
4,56
2,36
2,00

8,08
2,39
2,03
3,75

2,15
3,80
3,39
2,32
2,05

3,53

3,91
4,09

2,44

6,19
5,33

3,42

2,33
2,03
2,23
3,05

3,55
2,86

Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
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ANEXO 3

TABLA 1: Agrupacién de los genes inducidos por RC (30 pg/ml, 4 h) en la cepa silvestre (BY4741) respecto a su
dependencia de SW/3. Se incluyen los ORFs cuya activacion por RC en la cepa WT eg 2, y se clasifican como:

genes cuya activacion transcripcional depende de SW/3, genes regulados basalmente por SW/3y genes cuya
induccion es independiente de SW/3 durante el tratamiento por RC, en base al analisis de datos descrito en
Materiales y Métodos. Se incluyen los valores de induccion en ratios en las diferentes condiciones y también
para el mutante r/m/A. Las categorias funcionales fueron asignadas segun la informacion disponible en las
bases de datos SGD y Proteome.

GRUPO I: genes cuya activacion transcripcional depende de SWiI3

ORF Gen BY+RC swi3A+RC swi3A rim1A+RC Funcién
vsBY vsswi3A vsBY vsrimiA

Biogénesis y organizacion de la pared celular
YKL163W PIR3 47,71 10,56 1,68 0,94 Manoproteina PIR
YLR194C 9,68 2,71 0,68 1,50 GPI-CWP
YLR121C YPS3 7,75 2,49 1,54 1,84 GPI-CWP; endopeptidasa
YGRO32W GSC2 6,68 1,16 0,64 3,71 B-1,3 glucan sintasa
YKRO61IW KTR2 5,36 1,54 0,63 1,22 Biosintesis manoproteinas
YLR042C 3,18 1,33 0,92 2,19 GPI-CWP
YIR039C YPS6 2,97 1,88 1,41 0,87 Aspartil proteasa con posible anclaje GPI
YLRO40C - 2,96 1,29 0,86 1,26 Proteina de pared con funcién desconocida
YPL221W FLC1 2,71 1,24 0,87 1,45 Biogénesis de la pared celular
YLR120C YPS1 2,54 1,45 1,21 2,01 Aspartil proteasa con anclaje GPI
YGR166W KRE11 2,38 1,48 1,03 0,94 Biosintesis B-1,6 glucano
YNL294C RIM21 2,37 1,57 1,08 1,03 Construccion de pared celular
YNL192W CHS1 2,27 1,44 1,11 1,18 Biosintesis de quitina
YKL104C GFA1 2,23 1,37 1,28 1,03 Biosintesis de quitina
YBROO5W RCR1 2,22 1,50 1,15 2,09 Deposicion de quitina en la pared celular
Biogénesis y organizacion de organelas

Regulador de la expresion mitocondrial de Atp6 y
YJL116C NCA3 2,86 0,95 0,65 0,88

Atp8
YDL130W-A STF1 2,03 1,50 1,14 1,15 Regulacién de la F1FO-ATP sintasa mitocondrial
Apareamiento
YJL108C PRM10 4,99 1,50 1,52 1,19 Proteina regulada por feromonas
YIL117C PRM5 4,78 1,75 2,09 1,19 Proteina regulada por feromonas
Esporulacion

Posible papel en el ensamblaje de la pared de la
YLRO54C osw2 2,08 1,17 1,05 1,44

espora
Metabolismo de aminoacidos
YDR380OW ARO10 2,89 1,05 0,07 2,11 Fenilpiruvato decarboxilasa
YHR209W CRG1 11,54 3,51 0,75 1,22 Actividad metiltransferasa

Biosintesis de nicotinato (NAD) a partir de
YJRO78W BNA2 2,19 1,32 1,11 1,39

triptéfano
Metabolismo de carbohidratos
YPLOSSW - 9,59 1,84 2,46 1,26 Posible aril alcohol deshidrogenasa
YGL156W AMS1 3,25 1,39 1,59 1,53 Degradacion de oligosacaridos libres
YJL155C FBP26 2,73 1,57 1,11 1,07 Fructosa-2,6-bifosfatasa; metabolismo de la glucosa
YIL107C PFK26 2,20 1,59 1,11 0,94 6-fosfofructo quinasa; glicolisis
YELO58W PCM1 2,11 1,47 1,41 1,03 N-acetilglucosamina-fosfato mutasa
Metabolismo de DNA
YPRO78C - 2,62 1,26 1,30 0,95 Posible papel en metabolismo de DNA
YHL022C SPO11 3,67 2,32 0,81 0,89 Actividad endodeoxirribonucleasa
Metabolismo de lipidos
YKRO53C YSR3 3,83 0,93 0,51 2,54 Metabolismo de esfingolipidos
YPL110C GDE1 2,47 1,59 0,58 1,04 Glicerofosfocolina fosfodiesterasa
YPLO57C SUR1 2,09 1,23 1,44 1,54 Biosintesis de esfingolipidos




Morfogénesis

YMR238W DFG5
YOL112W MSB4
YNL293W MSB3
Respuesta a estrés

YPR0OO5C HAL1
YGR213C RTA1
YOLO52C-A DDR2
YLLO39C UBI4
YIL144W
YDR0O01C NTH1
Transcripcion

YPLO89C RLM1
Transduccion de sefales
YKL161C MLP1
YOR134W BAG7
YDR0O85C AFR1
YMR104C YPK2
YGL121C GPG1
YHR030C SLT2
YOR208W PTP2
YOLO016C CMK2
YGL248W PDE1
YNR0O64C
YNLO53W MSG5
Transporte

YNLO93W YPT53
YILO23C YKE4
YOR306C MCH5
YBR295W PCA1
YIRO28W DAL4
YHR096C HXT5
YBR296C PHO89
YOL122C SMF1
YOR137C SIA1
YORO36W PEP12
Desconocida

YDRO34W-B
YBRO56W-A
YKRO91W SRL3
YKRO46C PET10
YNRO65C
YNRO66C
YJL107C
YHRO87W RTC3
YMR316W DIA1
YMR315W-A
YKL107W
YLR267W BOP2
YPL272C
YMR118C
YIL16IW FMP33
YOL159C
YLR414C PUN1
YGR043C Nam1
YPLO67C

2,30
2,07

2,02

5,21
5,00
2,56

2,25

2,20
2,00

2,26

19,62
10,70
4,74
4,06
3,82
3,23
2,87
2,63
2,37
2,23
2,22

3,03
2,62
2,59
2,45
2,44
2,21
2,19
2,10
2,08
2,04

17,57
8,82
8,08
6,32
6,19
5,33
4,45
4,44
4,09
3,91
3,90
3,75
3,55
3,53
3,47
3,42
3,39
3,19
3,05

1,44

3,55
2,24
2,63
1,97
1,64
1,63
1,78
1,14
1,14
1,11
1,18

0,94
1,33
1,24
1,31
1,12
1,24
1,09
1,47
1,38
1,40

3,01
1,93
3,35
1,51
1,69
1,98
1,92
1,13
1,44
1,40
1,42
2,19
1,51
1,48
2,07
1,72
1,43
0,93
1,44

1,28
1,03

1,00

2,63
2,18
0,68

1,42

1,09
0,89

1,51

1,38
1,89
1,69
1,56
0,62
0,99
1,07
0,89
0,90
0,71
1,06

1,25
0,82
0,47
0,72
1,18
1,60
0,15
1,02
1,00
1,03

2,50
1,13
0,82
2,33
0,74
0,66
1,21
0,63
1,18
1,37
1,42
0,47
0,79
0,97
0,82
0,64
1,74
1,87
0,84

1,04

1,15
1,12
1,20
1,00
1,23
1,08
1,08
2,68
1,10
1,22
1,10

2,35
1,04
0,91
1,17
1,07
1,23
2,67
0,86
1,30
1,38

2,61
4,41
1,18
1,17
1,02
1,06
1,18
1,29
3,39
0,69
1,15
1,34
1,75
0,98
0,96
1,09
1,85
1,13
1,47

Necesario para la polaridad y elongacién celular
Proteina activadora de GTPasa; organizacion del
citoesqueleto

Transporte vesicular

Implicado en la homeostasis de iones
Resistencia a aminocolesterol

Proteina de respuesta a multiples estreses
Ubiquitina, esencial para la respuesta a estrés
celular

Expresién inducida por choque osmético
Trealasa

Factor de transcripcién de la ruta de integridad

Serin-treonin protein quinasa

Proteina activadora de GTPasa (GAP), activa a Rhol
Morfogénesis celular en el proceso de conjugacién
Serin-treonin protein quinasa

Regulacién del crecimiento pseudohifal

MAPK de la ruta de integridad

Tirosin fosfatasa

Quinasa dependiente de Ca/calmodulina

AMPc fosfodiesterasa

Epoxido hidrolasa

Fosfatasa de especificidad dual

Endocitosis y transporte de proteinas a la vacuola
Transportador de Zinc

Transportador de riboflavina

ATPasa transportadora de Cobre tipo P
Permeasa de Alantoina

Transportador de glucosa de moderada afinidad
Transportador de fosfato

Transportador general de iones metdlicos
Implicada en la activacién de Pmal

Transporte del Golgi a la vacuola

Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
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YGR174W-A 3,03 1,65 0,87 1,01 Desconocida
YHR097C 2,83 1,10 0,92 1,37 Desconocida
YDR0O70C FMP16 2,78 1,05 1,29 0,98 Desconocida
YCR099C 2,69 1,63 1,17 1,09 Desconocida
YGL230C 2,56 1,50 0,79 1,15 Desconocida
YIL108W 2,54 1,36 0,99 1,17 Desconocida
YCR100C 2,48 1,47 1,07 1,08 Desconocida
YJROO8W 2,44 1,33 0,88 1,14 Desconocida
YHR138C 2,40 1,21 1,30 1,53 Desconocida
YOR220W RCN2 2,33 1,23 0,97 1,97 Desconocida
YBRO71W 2,29 1,55 1,04 1,35 Desconocida
YDLO57W 2,12 1,34 0,83 1,23 Desconocida
YMRO40W YET2 2,05 1,38 0,92 1,14 Desconocida
YOR289W 2,03 1,23 1,10 1,23 Desconocida
GRUPO II: genes regulados basalmente por SWI3
ORF Gen BY+RC swi3A+RC swi3A rim1A+RC Funcion
vsBY vsswi3A vsBY vsrimiA
Biogénesis y organizacion de la pared celular
YALO53W FLC2 2,74 1,55 1,87 1,12 Mantenimiento de la pared celular
YGR189C CRH1 2,68 1,39 1,99 1,29 GPI-CWP; transglicosidasa
YKLO96W CWP1 2,30 1,17 2,21 0,75 GPI-CWP
YER150W SPI1 2,18 0,83 4,32 1,01 GPI-CWP
Metabolismo de lipidos
YDR0O18C - 2,22 1,55 2,56 1,10 Posible actividad acetiltransferasa
Modificacion de proteinas
YGR161C RTS3 2,47 1,19 6,37 1,24 Componente del complejo fosfatasa tipo 2A
YELO60C PRB1 2,43 1,18 2,34 1,68 Proteinasa vacuolar; degradacion de proteinas
Respuesta a estrés
YFLO14W HSP12 7,23 1,25 7,50 0,82 Proteina de choque térmico
YBR182C SMP1 2,32 1,40 5,19 1,32 Factor de transcripcién de la ruta HOG
Transcripcion
YDR216W ADR1 2,39 1,04 3,67 1,24 Factor de transcripcion
YMR280C CAT8 2,09 1,21 4,46 1,16 Regulador positivo de la gluconeogénesis
YGRO97W ASK10 2,17 1,24 2,63 0,95 Componente de la RNA pol Il holoenzima
Transduccion de sefales
YCR0O73C SSK22 2,55 1,67 3,37 1,00 Serin-treonin protein quinasa (ruta HOG)
YBR203W COS111 2,39 1,71 4,61 1,25 Resistencia a ciclopiroxina
YGR0O23W MTL1 2,02 1,44 2,72 0,92 Sensor de la ruta de integridad
Desconocida
YLR327C TMA10 3,80 1,19 5,49 1,67 Desconocida
YML128C MSC1 2,32 0,96 1,74 0,98 Desconocida
YPLO54W LEE1 2,23 1,42 2,18 1,31 Desconocida
YLR312C 2,15 1,04 6,36 1,00 Desconocida
YCLo12C 2,14 1,39 1,72 1,00 Desconocida
YGR243W FMP43 2,09 0,95 7,82 1,18 Desconocida
YER158C 2,07 1,07 1,96 1,01 Desconocida
YBR230W-A 2,07 1,08 2,51 1,14 Desconocida
YLR149C 2,03 1,03 2,15 1,10 Desconocida
GRUPO llI: genes independientes de SWI3
ORF Gen BY+RC swi3A+RC swi3A rim1A+RC Funcion
vsBY vsswi3A vsBY vsrimiA
Biogénesis y organizacion de la pared celular
YDRO55W PST1 3,93 3,49 0,33 1,05 GPI-CWP
Metabolismo de poliaminas
YPLO52W 0AZ1 2,30 1,63 1,48 1,06 Inhibidor de la ornitina descarboxilasa

Modificacion de proteinas




YBLO78C ATGS8 2,87 1,98 0,79 1,05 Componente del autofagosoma
YMR192W GYL1 2,09 1,70 0,95 1,05 Proteina activadora de GTPasa (GAP)
Desconocida

YCR101C 2,86 2,02 0,83 1,07

YNLO58C 2,44 1,73 1,04 1,04 Desconocida

YLRO31W 2,39 1,67 0,57 1,23 Desconocida

TABLA 2: Agrupacion de los genes inducidos por ZL (0,4 U/ml, 3 h) en la cepa silvestre (BY4741) respecto a su
dependencia de SW/3. Se incluyen los ORFs cuya activacion por zimoliasa en la cepa WT ez 2, y se clasifican
como: genes cuya activacion transcripcional depende de SWi/3, genes regulados basalmente por SW/3y genes
cuya induccion es independiente de SW/3, en base al analisis de datos descrito en Materiales y Métodos. Se
incluyen los valores de induccion en ratios en las diferentes condiciones. Las categorias funcionales fueron
asignadas segun la informacion disponible en las bases de datos SGD y Proteome.

GRUPO I: genes cuya activacion transcripcional depende de SWI3

BY+ZL swi3D+ZL  swi3l ,
ORF Gen Funcion
vs BY Vs swi3A vs BY

Biogénesis y organizacion de la pared celular

YLRO40C - 2,98 1,48 0,75 Proteina de pared con funcién desconocida
YPL221W FLC1 2,29 1,49 0,98 Biogénesis de la pared celular

YKL104C GFA1 2,16 1,56 1,39 Biosintesis de quitina

YGRO32W GSC2 2,59 1,21 0,82 B-1,3 glucan sintasa

YLR042C 7,30 1,52 0,92 GPI-CWP

YNL192W CHS1 2,18 1,46 1,29 Biosintesis de quitina

YLR194C 5,58 3,45 0,67 GPI-CWP

YGLO38C OCH1 2,52 1,57 0,93 Manosiltransferasa del aparato cis-Golgi
YKL163W PIR3 61,66 18,42 2,96 Manoproteina PIR

YKRO61IW KTR2 3,80 1,78 0,78 Biosintesis manoproteinas

YLR121C YPS3 8,97 4,42 2,20 GPI-CWP; endopeptidasa

YPL175W SPT14 2,01 1,57 1,54 Biosintesis del glicosilfosfatidilinositol (GPI)
Biogénesis y organizacion de organelas

YOR193W PEX27 2,14 1,10 0,98 Regulacién del nimero y tamafio de peroxisomas
YJL116C NCA3 11,38 0,95 0,90 Regulador de la expresidn mitocondrial de Atp6 y Atp8
YIL136W OM45 2,12 1,39 1,54 Componente de la membrana externa mitocondrial
YDL204W RTN2 3,85 1,53 1,07 Organizacion del reticulo endopldsmico
Apareamiento

YDL223C HBT1 4,21 1,43 1,31

YJL108C PRM10 8,65 2,60 2,03 Proteina regulada por feromonas

YIL117C PRMS5 4,65 1,95 2,56 Proteina regulada por feromonas

YJLO79C PRY1 2,06 0,88 1,03 Posible papel en la eficacia del apareamiento
Esporulacion

YDL239C ADY3 2,03 1,26 0,87

Ciclo celular

YOL104C NDJ1 2,11 0,98 0,58 Implicada en meiosis

YPL174C NIP100 2,04 1,12 1,42 Implicada en la division del huso mitotico entre la célula madre e hija
Metabolismo de aminoacidos

YHR209W CRG1 12,22 3,89 1,32 Actividad metiltransferasa

YMR170C ALD2 2,26 1,55 1,11 Aldehido deshidrogenasa citoplasmatica
Metabolismo de carbohidratos

YPR160W GPH1 2,24 1,36 1,28 Glicdgeno fosforilasa

YER062C HOR2 2,77 1,60 1,70 Biosintesis de glicerol

YDRO74W TPS2 2,55 1,41 1,50 Trealosa-6-fostatasa

YPLOSSW - 8,50 2,04 2,78 Posible aril alcohol deshidrogenasa

YLR258W GSY2 2,33 1,30 1,30 Glicdgeno sintasa

YBR117C TKL2 7,53 1,21 1,68 Ruta de las pentosas fosfato

YDR315C 1PK1 2,25 1,47 1,27 Inositol polifosfato quinasa

Metabolismo de DNA
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YHL022C SPO11
YML118W NGL3
YMR271C URA10
Metabolismo de lipidos
YDL222C FMP45
YERO37W PHMS8
Metabolismo del hierro
YLR205C HMX1
Metabolismo del RNA
YLR270W DCS1
Modificacion de proteinas
YPR193C HPA2
Morfogénesis

YNLO20C ARK1
Respuesta a estrés
YGRO88W CTT1
YPROO5C HAL1
YFLO14W HSP12
YIL101C XBP1
YOLO52C-A DDR2
YMR169C ALD3
YMR250W GAD1
YLR251W SYM1
YOR173W DCS2
Transduccion de sefales
YJLO57C IKS1
YOR134W BAG7
YKL161C -
YGL121C GPG1
YDRO85C AFR1
YHRO30C SLT2
YGRO70W ROM1
Transporte

YDL119C -
YDR536W STL1
YILO23C YKE4
YHR094C HXT1
YFLO55W AGP3
Desconocida

YGR043C -
YLRO31W -
YNR0O66C -
YGR174W-A -
YGR174W-A -
YKL133C -
YMR316W DIA1
YERO39C-A -
YLR414C -
YHRO87W -
YGL258W-A -
YJL107C -
YIL0O29C -
YDRO70C -
YNRO65C -
YMRO9OW -
YKRO91IW SRL3
YJIL161W -
YKRO13W PRY2

2,96
2,30
2,02

5,29
2,00

3,05

2,00

2,16

2,06

4,31
4,81
4,96
3,07
6,08
7,14
2,36
2,99
2,89

2,08
5,79
34,71
3,33
9,85
3,80
2,52

2,06
6,61
2,18
2,69
2,01

9,71
3,17
5,13
2,89
2,27
2,07
2,41
2,21
3,17
11,07
3,23
8,49
2,27
4,31
4,80
2,23
8,61
4,03
2,00

1,37
1,38
1,32

0,98
1,16

1,21

1,32

1,46

1,15
1,78
1,85
1,48
2,61
1,13
1,39
1,54
1,54

1,38
2,62
3,53
2,16
3,55
2,11
1,26

1,53
2,41
1,23
0,88
1,03

1,99
2,02
1,39
1,57
1,35
1,48
1,32
1,33
1,98
4,30
1,69
2,34
1,46
1,56
1,97
1,44
4,21
2,43
1,52

1,26
1,46
1,44

1,46
0,71

0,35

1,59

1,21

1,24

2,47
3,08
2,87
1,83
0,79
1,49
0,65
1,67
1,71

1,13
1,96
2,58
0,81
3,21
1,08
1,43

1,03
1,70
0,95
0,93
0,97

2,18
1,22
1,46
1,53
1,31
1,34
1,49
1,28
1,67
0,90
1,66
2,39
1,52
1,70
0,98
1,21
1,13
1,56
1,41

Actividad endodeoxirribonucleasa
Endonucleasa

Biosintesis de pirimidinas

Implicada en el metabolismo de esfingolipidos
Fosfatasa del acido lisofosfatidico

Hemo oxigenasa

Catabolismo del RNAmM

Histona acetiltransferasa

Catalasa; proteccion frente a estrés oxidativo
Implicado en la homeostasis de iones

Proteina de choque térmico

Represor transcripcional inducido por estrés

Proteina de respuesta a multiples estreses

Aldehido deshidrogenasa

Glutamato descarboxilasa; respuesta a estrés oxidativo
Metabolismo de etanol; Inducida por estrés térmico
Decapping del mRNA

Serin-treonin protein quinasa

Proteina activadora de GTPasa (GAP), activa a Rhol GAP de Rhol
Serin-treonin protein quinasa

Regulacién del crecimiento pseudohifal

Morfogénesis celular en el proceso de conjugacién

MAPK de la ruta de integridad

GEF de Rhol

Proteina de transporte mitocondrial
Transporte de glucosa y glicerol
Transportador de Zinc

Transportador de glucosa de baja afinidad
Permeasa de aminoacidos de baja afinidad

Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida




YBRO71W - 2,01 1,35 1,32

YBRO56W-A - 2,93 1,78 1,20
YGL230C - 2,70 1,74 1,23
YNLO58C - 2,22 1,55 1,16
YKRO46C PET10 5,14 2,71 2,96
YGRO08C STF2 2,21 1,32 1,21
YHRO33W - 3,63 1,24 1,45
YBRO54W YRO2 2,00 0,92 0,11
YHR097C - 2,88 1,28 1,08
YML128C MSC1 4,21 1,62 1,86
YJROOSW - 2,81 1,45 1,25
YERO53C-A - 4,56 0,54 2,45
YGL157W - 2,47 1,59 1,58

Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida

GRUPO II: genes regulados basalmente por SWI3

BY+ZL swi3A+ZL  swi3A
vs BY Vs swi3A vs BY

ORF Gen

Funcién

Biogénesis y organizacion de la pared celular

YDL0O49C KNH1 2,53 1,53 2,54
YGR189C CRH1 2,39 1,67 2,06
YER150W SPI1 6,10 0,92 5,63
YIR039C YPS6 3,98 2,54 2,72
YKRO76W ECM4 2,15 1,35 2,39
YKLO96W CWP1 2,49 1,19 2,28
YALO53W FLC2 2,58 1,82 2,02
Ciclo celular

YLR178C TFS1 2,25 1,41 1,78
Esporulacion

YIL106W IME2 2,32 1,79 1,83
YGR225W AMA1 2,10 1,26 1,90
Metabolismo de aminoacidos

YIRO17C MET28 2,70 1,10 11,56
YNL277W MET2 2,14 0,90 11,39
YJRO10W MET3 2,16 0,92 6,97
Metabolismo de carbohidratos

YMLO54C CYB2 2,30 1,20 6,84
YELO11IW GLC3 2,48 1,13 2,73
YDL246C SOR2 2,20 1,55 4,32
YOR374W ALD4 2,29 0,96 4,59
YHR043C DOG2 2,23 0,92 2,78
YGR287C 2,10 1,21 16,88
YDLO22W GPD1 2,65 1,55 1,75
YMR105C PGM2 2,63 1,23 1,83
YGR256W GND2 2,17 1,20 1,67
YGL156W AMS1 3,36 2,07 2,64
YGR248W soL4 4,45 1,41 6,85
YKRO97W PCK1 2,15 1,46 4,76
YPR184W GDB1 2,21 1,52 2,49
YBR299W MAL12 /MAL32 2,04 1,49 16,49
Metabolismo de lipidos

YDR018C 2,19 1,55 3,26
YBR183W YPC1 2,03 1,42 3,66
YLR151C PCD1 2,12 1,43 1,93
YNL194C 3,34 1,19 8,12
Metabolismo de tiamina

YDL244W THI13 2,07 1,53 2,37
YGR144W THI4 2,05 1,40 4,84

Modificacion de proteinas

Biosintesis B-1,6 glucano

GPI-CWP; transglicosidasa

GPI-CWP

Aspartil proteasa con posible anclaje GPI
Organizacion de la pared celular
GPI-CWP

Mantenimiento de la pared celular

Regulacién de peptidolisis

Serin/treonin protein quinasa ; activacion de la meiosis
Requerido en el ensamblaje de la pared de la espora

Participa en la biosintesis de metionina
Biosintesis de metionina
Metabolismo de metionina; actividad sulfato adeniltransferasa

L-lactato deshidrogenasa

Implicada en la acumulacién de glicogeno
Deshidrogenasa de sorbitol

Aldehido deshidrogenasa mitocondrial
Fosfatasa; metabolismo de la glucosa
Isomaltasa

Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
Fosfoglucomutasa; metabolismo de hexosas
Ruta de las pentosas fosfato

Degradacion de oligosacaridos libres
Actividad 6-fosfogluconolactonasa
Fosfoenol piruvato carboxiquinasa; gluconeogénesis
Degradacion de glicégeno

Maltasa

Posible actividad acetiltransferasa

Ceramidasa alcalina

Actividad pirofosfatasa

Mantenimiento del contenido de esfingolipidos

Metabolismo de tiamina
Biosintesis de tiamina
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YERO54C GIP2 2,45 1,17 2,15 Protein fosfatasa
Respuesta a estrés
YBLO64C PRX1 2,20 1,18 3,27
YML100W TSL1 2,93 1,30 2,68 Implicado en la biosintesis de la trealosa
YDR453C TSA2 2,37 1,30 1,99 Tiorredoxin peroxidasa
YML131W - 2,35 1,06 5,82 Posible oxidorreductasa NAD-dependiente
YPL230W usvi1 2,01 1,47 3,29 Factor de transcripcién; respuesta a estrés salino
Transcripcion
YDR043C NRG1 2,30 1,27 13,23 Represor transcripcional
YDR216W ADR1 2,58 1,04 4,21 Factor de transcripciéon
YPLO89C RLM1 2,40 1,65 1,73 Factor de transcripcién de la ruta de integridad
YGRO97W ASK10 2,19 1,29 2,95 Componente de la RNA polimerasa Il holoenzima
Transduccion de sefales
YCR0O73C SSK22 2,07 2,08 3,55 Serin-treonin protein quinasa (ruta de alta osmolaridad)
YBR203W COS111 3,04 1,56 6,19 Resistencia a ciclopiroxina
YGRO23W MTL1 2,28 1,51 3,62 Sensor de la ruta de integridad
YOR107W RGS2 2,28 1,11 3,78 Activador de la actividad GTPasa de la proteina G
YDL214C PRR2 2,19 1,22 27,24 Serin-treonin protein quinasa (respuesta a feromonas)
Transporte
YHR096C HXT5 2,79 1,52 2,01 Transportador de glucosa de moderada afinidad
YOR348C PUT4 5,03 0,79 20,62 Requerido para el transporte de prolina de alta afinidad
Desconocida
YCR100C --- 2,60 1,48 1,95 Desconocida
YBLO49W MOH1 2,09 1,80 2,24 Desconocida
YOR161C PNS1 2,85 1,16 2,81 Desconocida
YMR322C SNO4 2,51 1,47 12,33 Desconocida
YER158C --- 2,17 1,35 2,41 Desconocida
YLR327C TMA10 4,20 1,27 10,10 Desconocida
YOLO84W PHM?7 2,87 1,02 11,69 Desconocida
YPLO54W LEE1 2,69 1,29 4,46 Desconocida
YHR022C --- 3,50 1,56 3,75 Desconocida
YELO57C --- 2,92 1,13 5,00 Desconocida
YGR243W --- 4,20 1,20 9,07 Desconocida
YDL206W --- 2,36 1,48 1,66 Desconocida
YFRO17C --- 2,25 1,18 2,91 Desconocida
YKL107W --- 2,41 2,13 2,01 Desconocida
YERO67W --- 2,20 1,35 1,92 Desconocida
YLR312C --- 2,85 1,03 8,24 Desconocida
YCR101C --- 3,08 1,24 2,44 Desconocida
YGRO52W --- 5,51 1,18 4,02 Desconocida
YCR099C --- 2,88 1,30 2,21 Desconocida
YNRO34W-A  --- 2,36 0,98 1,82 Desconocida
YOR289W --- 2,03 1,21 1,63 Desconocida
YDL169C uGx2 2,23 1,45 2,26 Desconocida
YLR149C --- 3,01 1,29 3,52 Desconocida
YMR196W --- 2,48 1,36 3,24 Desconocida
YILO24C --- 2,19 1,10 3,16 Desconocida
YPL222W --- 2,03 1,26 4,33 Desconocida
YLR297W --- 2,23 1,00 6,30 Desconocida
YCLO26C-B HBN1 2,15 1,14 21,35 Desconocida
YHR138C --- 2,11 1,46 1,74 Desconocida
YDL110C TMA17 2,04 1,55 2,09 Desconocida
GRUPO llI: genes independientes de SWI3
ORF Gen BY+ZL SWi3D+ZL  swi3lA Funcion
vs BY vs swi3A  vs BY
Biogénesis y organizacion de la pared celular
YNL294C RIM21 2,39 1,80 1,33 Construccion de pared celular




YDRO55W PST1
YDL130W-A  STF1

Metabolismo de carbohidratos

YJL155C FBP26
YIL107C PFK26
Metabolismo de lipidos
YPL110C GDE1

Metabolismo de poliaminas

YPLO52W OAZ1

Modificacion de proteinas

YMR192W GYL1
YBLO78C ATG8
Morfogénesis
YNL293W MSB3
Respuesta a estrés
YDR0O01C NTH1
Transduccion de sefales
YMR104C YPK2
YOR208W PTP2
Transporte

YOL122C SMF1
YOR137C SIA1
Desconocida
YLR267W
YIL108W
YDRO34W-B  ---
YGR149W
YIL132W
YOL159C
YDLO57W
YGR146C

4,09
2,02

2,77
2,37

2,01

2,12

2,21
2,66

2,18

3,13
2,76

3,44
2,24

3,34
2,47
7,60
2,55
2,51
2,42
2,10
2,01

4,40
1,74

1,89
1,86

2,01

1,81

1,74
2,27

1,70

1,70

2,21
2,13

2,28
1,71

2,23
1,73
5,36
1,86
2,04
2,01
1,77
1,91

0,44
1,30

1,37
1,32

0,62

1,84
1,43

1,02
1,27

1,11
1,13
3,46
1,09
1,36
0,81
1,11
1,06

GPI-CWP

Regulacién de la F1FO-ATP sintasa mitocondrial

Fructosa-2,6-bifosfatasa; metabolismo de la glucosa
6-fosfofructo quinasa; glicolisis

Glicerofosfocolina fosfodiesterasa

Inhibidor de la ornitina descarboxilasa

Proteina activadora de GTPasa (GAP)
Componente del autofagosoma

Transporte vesicular

Trealasa

Serin-treonin protein quinasa
Tirosin fosfatasa

Transportador general de iones metadlicos
Implicada en la activacién de Pmal

Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
Desconocida
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