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L-INTRODUCCION



1.- CICLO BIOLOGICO DE Saccharomyces cerevisiae.

En el ciclo bioldgico de S. cerevisiae bay que destacar dos aspectos
fundamentales. Por una parte, la proliferacion celular (ciclo mitético), mediante el cual una célula
da lugar, por gemacion, a dos genéticamente idénficas. En segundo lugar, los procesos de
transicién que permiten los cambios de ploidia n&2n de la célula: el apareamisnto y la
esporulacién (meiosis).

En ia Figura 1 se muestran los cambios morfoidgicos que experimentan las
células durante estos procesos. Dos céfulas haploides (n) de distinto tipo sexual @ ¥ « se
fusionan, mediante plasmo y cariogamia, para farmar un zigoto diploide {2n}. Este puede reanudar
el ciclo mitdtico por gemacion, o bien, si el medio es pobre en fuentes de nitrégeno y carbono,
experimentar meiosis y dar lugar a cuatro esporas haploides (Esposito y Kiapholz, 1981 y Mitchell,
1988).

Este tipo de ciclo se denomina heterotalico v es propio de levaduras de uso
com(in en investigacién. En él, una Uinica cepa haploide no puede dar lugar a células diploides,
por lo que las fases haploide y diploide estan bien definidas.

Esta situacién no se produce en muchas cepas aisladas en la naturaleza o
industriales, en las que la fase haploide es practicamente inexistente. En estos casos,
inmediatamente después de la getminacion de una espora, ésta cambia de tipo sexuat mediante
una reorganizacidn del DNA (Hicks y Herskowitz, 1976; Herskowitz yv Oshima, 1981 y Strathern
et al., 1982) y se fusiona con fa célula hija formando una célula diploide. Las células que tienen
este tipo de ciclo se flaman homotéalicas y poseen el alelo dominante del locus HO/Hho, que con
el concurso de fos laci HML y HMA determinan el ciclo homatalico.

1.1.- CICLO MITOTICO DE S. cerevisiae.

Durante ta divisién mitotica de S. cerevisiae se prodice una sucesion de hechos
que conduce a ta replicacién celular. Al igual que en atros organismos eucariotas, en el ciclo de
division celular de la levadura se han distinguido cuatro fases: Gt, en la que se producen los
fendmenos que preceden a ta replicacion del DNA cromosdmico; S o fase de replicacidn del
DNA y de emergencia de ia yema; G2, en la que tienen fugar division nuciear y mitosis (Figura
2).

El inicio de la division celular viene sefialado por la aparicion de microtibuios
que salen del cuerpo polar del huso, centrosoma o SPB, el cual es el centro de organizacion de
los microtbulos, situado en la membrana nuclear. Estos microtdbulos apuntan hacia un lugar
de la pared celular eh el que se sitda un anillo de quitina. En este punto, se produce la emergen-
cia de la yema. Poco después, se detecta un conjunto de vesiculas debajo de la pared celular
{Matile et al., 1969) y un anillo de microfilamentos en &l citoplasma adyacente a la membrana



Figura 1.- Ciclo Biolégico de 5. cersvisige.

Microfotografias (900 x) de coniraste de fases de células representativas de los distintos estadios del ciclo.

A) Apareamiento entre dos células haploides n de tipo sexual opuesto, y formacién del zigoto 2n.

B) Reproduccién vegetativa de la célula diploide 2n (ciclo mitdtico).
mwmummmmmmwmmmmmmﬂmymmmm
hapioides.

D) Reproduccién vegetativa de la célula haploide n (ciclo mitético).



celular, en el itsmo de la yema (Byers y Goetsch, 1976a), cuya funcién esta relacionada con la
citoquinesis.

Antes de que se produzca la emergencia de la yema, el SPB produce una
pequena estructura satélite que crece hasta duplicarse, separandose posteriormente los dos
polos del huso acromatico. Entre ambos polos se desarrolla un haz de filamentos a la vez que
el nicleo crece y migra hasta una localizacion central entre las células madre e hija. La
membrana nuclear, al igual que en otros hongos, no se rompe, lo que ha impedido, junto con el
pequefo tamafo de los cromosomas de la levadura, visualizar el momento preciso de la
segregacion de los cromosomas. No existe una metafase clara, pero se produce una division del
nucleo. Los dos nlcieos resultantes migran hacia polos opuestos de las células.

La citoquinesis o completa separacion de los citoplasmas de las células madre
e hija por la formacién de las membranas celulares y la separacion celular, siguen rdpidamente
a la division nuclear {Molano et al., 1980).

E! orden en gue todos estos sucesos se producen, viene representado en la
Figura 2, en la que se indica también la fase del ciclo celular en que tienen lugar. Las distancias
entre los sucesos indicados son sélo aproximadamente proporcionales y en algunos casos no
se conoce a ciencia cierta et arden cangcreto.

Como puede observarse en dicha figura, las células hijas tardan mas que las
parentaies en desarroliar una nueva mitosis. Esto se debe a que fas células hijas de S. cerevisiae
nacen mas pequefias que las madres (division asimétrica) y deben alcanzar un tamano minimo
antes de ser capaces de dividirse (Johnston et af., 1977, 1979, Calvert y Dawes, 1984b).

El estudio de cada uno de los procesos que se suceden a lo largo det ciclo
mitético y su integracion ha sido pasible gracias a la existencia de mutantes cdc y de innibidores
especificos de algin proceso. De estos (itimos podriamos destacar algunos de los agentes
qguimicos mas usados:

- Hidroxiurea, que inhibe la sintesis de DNA. Inhibe la enzima ribonucledtido reductasa (Timson,
1975) y previene [a unién de pequenos fragmentos de DNA nuclear, mitocandrial y plasmidico
(Slater, 1973). En S. cerevisiae su accion da fugar a un fenotipo terminal de células en dobletes.

- Benomyl (metilbenzimidazol-2-il-carbamato), el cual afecta reversiblemente el ensamblaje de los
microtibulos (Quinlan et al., 1980). Detiene el crecimiento de las células de S. cerevisiae con un
fenotipo de dabletes con un huso acromatico corto.

Los mutantes ¢de son, por definicion, cepas deficientes en algin punto del ciclo
de division celular (Hartwell et a/., 1970). En general, los mutantes cdc son termosensibles, de
tal manera que a 23°C crecen normalmente, mientras que a 37°C manifiestan la mutacién y
detienen su crecimiento en un punto determinado del ciclo mitdtico. Asi, de una poblacion
inicialmente heteragénea en cuanto a su fase del ciclg, se desarralla una poblacién homaogénea
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Figura 2.- Principales marcas de diagnastico de! ciclo celular de S. cerevisiae.

El diagrama indica el orden temparal de los distintos procesos, pero las distancias entre
estos son solo aproximadamente proporcionales. En algunos casos no se conoce el orden
temporal concreto. Las abreviaturas utilizadas son las sigulentes:

BE: emergencia de la yema CK: citoquinesis

CRF: formacion del anilfo de quitina CS: separacion de ias células

MRF: formacién del anillo de microfilamentos INM: estadfo tardio de la division niuclear
mND: estadio intermedio de a divisidn nuclear NM : migracidén de los nicleos

SE ! alargamiento del huso SPBD: duplicacion del centrosoma

SPBS: separacion de los centrosomas
SPBSF: formacion det satélite del centrosoma

Se indica también la fase del ciclo en que tiene lugar cada proceso:
G1: intervalo entre la citoquinesis y fa sintesis de DNA,
S: fase de sintesis de DNA,
G2: intervalo entre el final de 1a sintesis de DNA vy la iniciacion de fa mitosis,
M: fase de mitosis.
Como puede observarse, 1a duracion de la fase G1 es mayor en el caso de las células

hijas que en el de {as parentales.
{Tomada de Wheals, 1987).



=z
Iz

24

A,JO,H,Q)

OJRF

N

i MRF .
MP, 28, MBC

15,25,33 36,37,32
164 23n3% 13,16, 20, 44

*
38,6064 Erpen® 5453 mpny M3 1T meR 2 8 pm

N

SPBS

3

SPBD

14,15,23,30) {5,18)
bl ,W@

Figura 3.- Mapa de la secuencia funtional de las mutacignes cdc de S_cerevisiae.

Los numeros se refieren a las mutaciones cdc. Las marcas de diagndstico estan encuadradas. Los procesos dependientes se encuentran unidos por

flechas, los independientes se sittan en rutas paralelas y los interdependientes en la misma flecha.

Las positiones de las marcas diagnostico en la figura se ajustan a la ebcala temporal de un ciclo celular normal.

CK: citoguinesis

DS: sintesis de DNA

MBC: benomil

INM: estadio tardio de la division nuclear
NM : migracién de los nlcleos

SE : alargamiento del huso

SPBS: separacion de los centrosomas

BE: emergencia de la yema

CS: separacion de las células

HU: hidroxiurea

MRF: formacion del anillo de microfilamentes
mND: estadio intermedio de la division nuclear
PO : polioxina D

SPBE: crecimiento del centrosoma

SPBSF: formacidn del satélite del centrosoma

puntos de actuacion de fa Hidroxiurea v el Benomit.

CRF: formacion del anillc de quitina
iDS: inicio de la sintesis de DNA
MP : feromona de apareamiento

NR : reorganizacion nuclear
SPBD: duplicacién del centrosoma



de células que exhibe el fenotipo terminal caracteristico de la mutacion (Hartweli, 1974; Pringle,
1978). Actualmente se conocen también mutantes criosensibles (Thomas y Botstein, 1986).

En estos mutantes cdc tenemos que distinguir los siguientes aspectos:
- defecto primario: proceso afectado por la mutacién, en general desconocido;
- marca de diagnostico: primer suceso afectado de forma detectable;
- fenotipo terminal: estado final de las células mutantes en las condiciones restrictivas;

- punto de ejecucion: momento a partir del cual la mutacién no se manifiesta al aplicar la
temperatura no permisiva, y hasta que la célula no complete el ciclo iniciado vy lleque de nuevo
a ese punto, no detiene su crecimiento.

Se han descrito unos 70 genes con un fenotipo relacionado con el ciclo celular
y se han mapeadoc mas de 30 (Revisados por Pringle y Hartwell, 1981 y Wheals, 1987).

Estudiando los diferentes fenotipos terminales, marcas de diagnostico y puntos
de efecucion de los mutantes cdc y construyendo dobles mutantes, se ha podido deducir un
mapa de secuencias funcionales que se muestra en ta Figura 3. En ella se indican los puntos de
ejecucion de cada mutacion y también de algunos agentes quimicos y hormonales, como el
factor «, del cual hablaré méas adelante.

Es muy dificil discernir el punto preciso en que son requeridos los productos de
los genas afectados, ya que la mayoria de las veces no se conoce este gen y sus efectos pueden
manifestarse en un punto del ciclo lejano con respecto al afectado. Por otra parte, el defecto
primario de una mutacion cdc no tiene porgué ser una funcion especifica de un determinado
estadio del ciclo. Por ejemplo, el crecimiento de la masa celular es un factor limitante de la fase
G1. Cualquier mutacion que afecte al crecimiento celular puede detener el crecimiento de la
celula en dicha fase, como en el caso de las mutaciones que afectan al gen CDC19, el cual
codifica una piruvato quinasa termosensible (Kawasaki, 1979) o la mutacion tra3, cuyo defecto
primario parece estar en la regulacion del metabolismo de los aminoacidos (Wolfner et al., 1975).

1.1.1.- Sintesis de componentes celulares durante el ciclo mitdtico.

A continuacion describiré brevemente algunos de los procesos que tienen tugar
a lo largo del ciclo mitético de S. cerevisiae.

'

1.1.1.1.- Sintesis de DNA,

La sintesis de DNA se produce durante la fase S. Al contrario de lo que se
pensaba, esta sintesis no comienza al mismo tiempo que se produce la emergencia de la yema,



sino que es anterior, incluso con tasas de crecimiento rapidas ( Revisado por Wheals, 1987). Esto
viene apoyado por la observacion de que todas las células con yema, de un cultivo en
crecimiento exponencial, son capaces de dividirse en presencia de hidroxiurea (Slater, 1973;
Hartwell, 1976}); y se sabe que ia replicacién del DNA es un requisito indispensable para que se
produzca la division celular.

La sintesis de DNA no depende de la duplicacion del SPB, ni de su posterior
separacion, sino que puede producirse, no s6lo en condiciones de bloqueo de la duplicacion del
SPB, sino también cuando la separacion de SPBs esta avanzada . Si depende, sin embargo, de
la emisién del satélite del SPB (Revisado por Pringle y Hartwell, 1981).

La sintesis de ONA piasmidico (2pm), en general, es simultanea a la nuclear. Sin
embargo, la de DNA mitocondrial es continua a lo largo del ciclo (Revisado por Wheals, 1987},
y continda produciéndose durante un tiempo en células tratadas con feromonas (Petes y
Fangman, 1973) y en mutantes cdc a la temperatura no permisiva, excepto en los afectados
directamente &n la sintesis de DNA (Newlon y Fangiman, 1975).

1.1.1.2.- Crecimiento de la pared y sintesis de sus componentes.

En celulas sin yema, la incorporacion de nuevos materiales se produce en toda
la superficie celular. E! comienzo de la gemacidn viene sefialado per la aparicion de unas
vesiculas por debajo de la pared celular (Matile et al., 1969) vy de una formacidn de microtUbulos
que se extiende desde el SPB (Byers v Goetsch, 1974) hacia el punto de gemacion.

A partir de ese momento, la incorporacién de matetiales nuevos se produce
principalmente en la yema, de 1o que se deduce que la pared de la célula madre esta compuesta,
en su mayoria por material viejo (Revisado por Pringle y Hartwell, 1981 y Wheals, 1987).

En cuanto a la sintasis de los componentes mayaritarios de ta pared. glucano y
manano, se ha visto que es continua a lo largo del ciclo (Revisado por Wheals, 1987). Sin
embargo, hay indicios de un descenso en la tasa de sintesis en el momento de la division
(Wiemken et af., 1970; Hayashibe et al., 1977).

En contraste, la sintesis de quitina es un proceso discontinug. Se produce un
aumento repentino poco antes de la emergencia de la yema (antes del depgésito del anillo de
quitina) {Hayashibe y Katohda, 1973) y ofro al separarse ambas células (Molano et al., 1980).
También tiene lugar sintesis de quitina en células tratadas con feromonas (se deposita en la
punta del "shmog") (Schekman y Brawiey, 1979} y a lo large de todo el ciclo mitético en
pequenas proporciones (Cabib y Bowers, 1975; Sloat et a/l., 1981).

Burante el crecimiento de la yema aparece una estructura de microfilamentos en
el cuello (Byers y Goetsch, 1976a), la cual parece ser crucial para la citoguinesis, ya que los
mutantes gue carecen de él, como son los cde3, 17y 12, no son capaces de llevaria a cabo.



La fusion de (as vesiculas situadas en la zona del cuello produce una dobie
membrana que separa a las células madre e hija, proceso seguido inmediatamente por el
depdsito del material de la pared y el crecimiento def septo (Cabib et a/., 1982; Linnemans et af.,
1977).

Al separarse, las células quedan ¢on una cicatriz compuesta por un anille de
quitina y un cuerpo central de manano y glucano. En céiulas haploides que crecen activamente,
las sucesivas gemaciones se producen en el mismo polo de la cicatriz de nacimiento, es decir,
en posicién axial. En cambio, en células diploides es mas comiin la aparicion de la nueva yema
en el polo opuesto con respecto a la de nacimiento, es decir, en posicion apical (Freifelder, 1960;
Hicks et al., 1977; Sloat et al., 1981}). Se han descubierto recientemente un grupo de genes,
denominados BUD, los cuaies estan implicados en la eleccion del punto de gemacidn. Estan
sometidos a diferente regulacion segun sea Ja célula haploide o diploide, lo que da Jugar al
patrén de gemacion prapio de cada ploidia (Chant y Herskowitz, 1991; Chant et af., 1991; Drubin,
1991; Powers et al., 1991).

1.1.1.3.- Sintesis de RNA.

Los estudios realizados sugieren gue la sintesis de las diferentes especies de RNA
es un proceso continuo durante el ciclo mitdtico (Elliott y McLaughlin, 1978b). Es claro también
que {a acumulacion de RNA se produce en células tratadas con feromonas (Thorm y Duntze,
1970; Wilkinson y Pringle, 1974), con hidroxiurea (Slater, 1973} o en diversos mutantes cdc a la
temperatura restrictiva (Culotti y Hartwell, 1971; Hartwell, 1971a, 1973b}. Sin embargo, no se sabe
qué ocurre con la transcripcion vy la estabilidad de los transcritos de genes individuales.

Estudios realizados con genes de histonas sugieren que su mRNA sdlo esta
presente durante la fase S (Hereford et al., 1981), pero los datos de sintesis de proteinas sugieren
qus se trata de un caso especial.

1.1.1.4.- Sintesis de proteinas.

Segin los estudios realizados, la mayoria de las proteinas se sintetizan y
acumulan de forma continua a lo largo del ciclo mitdtico (Revisado por Wheals, 1987). Solo las
histonas (Moll y Wintersberger, 1976) y algunas otras proteinas, casi todas relacionadas con la
periodicidad de la sintesis de DNA a lo targo del ciclo mitético (Lorincz et al., 1982), parecen
sintetizarse de forma discontinua. Sin embargo, los experimentos realizados se centran fundamen-
talmente en proteinas de alto nivel de expresion. No se descarta que algunas proteinas de bajo
nivel de expresion también se sinteticen de forma discontinua a lo largo del ciclo mitdtico.

Los estudios de Byers y Sowder (1980) reatizados sobre productos de genes
CDC, algunos de los cuales se supone que son de baja expresion y cuya sintesis podria ser
periddica, no apoyan esta idea. Estos autores demostraron gue la mayoria de los productos de
los genes COC estan presentes en la célula en exceso suficiente como para completar varios



ciclos, excepto algunos, como por ejemplo, el del gen CDC4, cuya funcion es necesaria para la
separacion de los SPB.

Por otra parte, estudios realizados sobre las actividades de diversas enzimas,
indican que éstas varian a lo largo del ciclo celular (Halvorson et al., 1971; Mitchison, 1977;
Yasphe y Halvorson, 1976; del Rey et al.,1979b).

Por ello, ¥y segdn se indicara mas adelante, se aventura la hipotesis de la
existencia de procesos de activacion-desactivacion de las proteinas a lo iargo del ciclo celuiar
{Revisado por Wheals, 1987),

1.1.2.- integracién del ciclo celular. Fase G1.

En el ciclo celular se producen dos tipos de procesos: discontinuos (por ejemplo,
la sintesis de DNA) y continuos {por ejemplo, la sintesis de los componentes mayoritarios de la
pared celular). Cada vez que se dobla la masa celular, se produce una setie de los procesos
discontinuos. Surge, portanto, la cuestion de como se integran ambos tipos de procesos (Fantes
y Nurse, 1981).

En S. cerevisige la integracion se produce al comienza del ciclo, en un punto
denominado "start".

Se pueden aportar varias pruebas de la existencia de! punto "start”:
a} Todos los sucesos del ciclo celular dependen de un grupo de genes COC (25, 28, 33, 35, 36,
37, 39, 60, 61, 62, 63, 64) que actlan aproximadamente en el mismo punto del ciclo celular. Al
no conocerse otros mutantes que actlen antes que ellos, definen el primer punto del ciclo celular
que se encuentra bajo control genético. Aunque se pensaba que la duplicacion del SPB era el
primet paso de la division cefular, se ha comprobado que no es asi, ya que existen mutantes del
punto "start" que detienen su crecimiento con un Unico SPB.

b) Las células tratadas con feromonas, detienen su crecimiento de forma reversible, en el punto
"start”. El crecimiento continta, pero no se produce division celular, aungue se observan diversos

cambios bioquimicos (Sumrada y Cooper, 1978b).

¢) Las células privadas de nutrientes, como por ejemplo, durante el comienzo de la fase
estacionaria, detienen su crecimiento en el punto “start".

d) Una vez que las células han sido capaces de superar dicho punto, estan abocadas a
completar el ciclo mitdtico, incluso en ausencia de crecimiento posterior {G.C. Johnston et af.,

1977a,b; G.C. Johnston, 1977).

e) Existe un tamario critico para poder superar el punto "start" (Revisado por Wheais, 1987).
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El punto "start" es un sitio de control Gnico en el que feromonas, tasa de
crecimiento, disponibilidad de nutrientes y sucesos del ciclo celular previo ejercen un controf
sobre la reproduccién celufar (Revisado por Pringle y Hartweli, 1981). A partir de el, las células
pueden seguir cuatro caminos diferentes segun la naturaleza de la céiufa y su entorng:

- ¢iclo mitdtico (Hartwell et af., 1974),
- apareamiento (Reid y Hartwell, 1977);

- meiosis (Simchen, 1974), en células diploides gue hayan completado el pasc controlado por el
gen CDC4 (Hirschberg y Simchen, 1977);

- no proliferacion o fase GO (Hartwell, 1974).

G.C. Johnston et al. (1977a) llegaron a dos conclusiones importantes. En primer
lugar, el crecimiento es el paso limitante de la proliferacion celular. En segundo fugar, en ausencia
de otros factores limitantes, el Unico reguerimiento para atravesar el punto "start” es el crecimiento
hasta una talia critica.

Esto ha sido apoyado por muchos experimentos de los cuales destacaré los mas
significativos:

- Examinando la duracion del ciclo mitdtico en poblaciones celulares de distintos tamarios, se
abservd que las células mds pequenas pasan por una fase Gt mas larga. Sin embargo, no se
observaron variaciones significativas en el resto de las fases del cicla (G.C. Johnston et af., 1977a;
tord y Wheals, 1981, 1983).

- Alargando artificialmente el ciclo mitdtico sin afectar al crecimiento, se producen células mas
grandes de lo narmal. Se ha comprobado que estas células necesitan un periodo mucho mas
corto para dividirse de nuevo, 1o que demuestra que la fase G1 es dispensable en estas condicio-
nes (Singer y Johnston, 1981, 1883; G.C. Johnston y Singer, 1983).

Existen mutantes con un control alterado del tamano celular, como son whi7, los

cuales superan el punto "start" con un tamafo inferior al notmal o whi2, los cuales no detienen
su crecimiento en este punto cuando se les priva de hutrientes (Revisado por Wheals, 1987).

1.1.3.- Coordinacion de sucesivos ciclos mitdticos.

Las células de levadura cuyo crecimiento ha sido detenido por una mutacion cde
o un inhibidor de la divisidn nuclear, no inician un nuevo proceso de sintesis de DNA o de
emergencia de la yema. Sin embargo, aquellas células en las que se bloquean los procesos de
citoquinesis, son capaces llevar a cabo nuevos ciclos de gemacion, sintesis de DNA vy division
nuclear (Hartwell et al., 1974). Estas observaciones sugieren que el comienzo de un nuevo ciclo
depende de que se haya completado la division nuclear del ciclo anterlor.

it



El SPB es la primera estructura que se modifica al entrar en la secuencia de
sucesos de la division celular. Buscando una sefial responsable de la finalizacion del punto
"start", Pringle y Hartwell (1981) propusieron que ésta podria ser el aumento de la masa del SPB
o de algin compuesto de éste. El SPB podria activar otros procesos que condujeran a la
duplicacion del DNA, gemacidn, etc, ya que, segin estos autores, es potencialmente capaz de
comunicarse con la superficie celular para iniciar la formacion de los aniilo de quitina v de
microfilamentos, puesto que los microtibulos emanan del SPB hacia la supertficie celuiar.
También es capaz de comunicarse con los cromosomas por medio de los microttbulos o de
algin punto de la membrana nuclear.

En £ cofi, segun el modelo elaborado por Donachie (1968), la fase "start”
terminarfa cuando alguna subunidad de! SPB se hubiera acumulado en cantidad suficiente como
para duplicar 1a masa del SPB, siendo este acimulo proporcional a la cantidad total de proteina
de la célula. Segin este modelo, Ios productos de los genes CDC28, 36, 37 y 39 podrian ser
subunidades del SPB o proteinas necesarias para su ensamblaje.

1.1.4.- Papel del AMPc.

El AMPc es un factor de control muy importante de! ciclo celular. En S. cerevisiae
existe un sistema regulatorio basado en él (Thorner, 1982).

La concentracion de AMPc endégena se mantiene mediante el equilibrio entre
sintesis, por la adenilato ciclasa, y degradacion, por la nucleétido ciclico fosfodiesterasa (Liao y
Thorner, 1980, 1981).

Es hecho conocido que la adicién de AMPc exogenc disminuye la detencién del
crecimiento en fase Gi (Liao y Thorner, 1980). También se sabe gue el crecimiento en medios
desrepresores de catabolitos, (los cuales deberian aumentar la concentracion enddgena de AMPc
(Shuster, 1982a)), suprime las mutaciones start cdc28, 36 y 39, y disminuye o elimina la detencion
del crecimiento en fase G1 producida por feromonas (Ruiz et al., 1984). Por otra parte, el factor
« inhibe fa actividad de la adenilato ciclasa in vitro.

Estos resultados, junto con otros realizados sobre mutantes comao sted 0 cdc3s,
apuntan hacia un modelo en el que la concentracién de AMPc in vivo es el determinante
mayoritario del ciclo celular, aungque no el Onico.

Efectores externos e internos median su accién alterando las concentraciones
de AMPc, las cuales afectan al grade de activacion de protein-quinasas dependientes de AMPc.
Cada vez existen mas pruebas de que la forma secuencial en que opera el cicio celular podria
deberse a un sistema de fosforilacién en cascada, ya que la concentracion de la mayoria de los
productos de los genes CDC no varfa mucho a 1o largo del ciclo mitdtico (Byers y Sowder, 1980).
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Podria concluirse, de forma general, gue altas concentraciones endogenas de
AMPc hacen que el ciclo mitético siga adelante, mientras que las bajas lo hacen detenerse, ya
que regulan la actividad de las protein-quinasas dependientes de AMPc, las cuales son muy
importantes en el contral del ciclo celular, tanto en levaduras como en células de mamieros
(Revisado por Wheals, 1987; Pardee, 1989; Nurse, 1990).

1.2.- APAREAMIENTO

Las células de S. cerevisfae de tipo sexual « segregan un dodecapéptido que
es una feromona que actua sobre células de tipo sexual a y detiene su crecimiento en fase G1.
Sucede lo mismo, pero en menor grado, con el factor a (Revisado por Wheals, 1987).

La sincranizacién que producen las feromonas sobre las céiulas de tipo sexuat
opuesto es un preludio de ia fusion celular (Hartwell, 1973a). Una vez detenido el crecimiento, dos
células de tipo sexual opuesto se aglutinan y se unen. Los nicleos se fusionan por el SPB (Byers
y Goetsch, 1975; Delgado y Conde, 1984).

Deteniendo el crecimiento de células en distintas fases del ciclo mitdtico por
medio de mutantes cdc e induciendo el apareamiento, Reid y Hartwell (1977) averiguaron que
s0lo 1as células detenidas en el paso conirolado por el gen CDC28 {punto "start") son capaces
de aparearse.

£l tipo sexual de ias células de S. cerevisiae viene determinado por los loci MATa
y MATa, los cuales no s6lo controlan el proceso de apareamiento, sino también el de
esporulacion, como se verd mas adelante (Revisado por Herskowitz, 1988).

E} proceso de apareamiento esta siendo caracterizade genéticamente por madio
de mutantes insensibles (mutantes ste) o extremadamente sensibles (mutantes sst) a la detencion
del crecimiento inducida por feromonas. Se han caracierizado varios genes, por ejemplo, STE73,
el cual determina una dipeptidilaminopeptidasa involucrada en el procesamiento del factor a;
STE2, cuyo producto es el receptor del factor a; STE4 y 8572, los cuales controlan la actividad
del receptor de feromonas; STES, el cual regula la expresidn del locus MAT (Revisado por Wheals,
1987).
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1.3.- ESPORULACION EN S. cerevisige.

Las células de S. cerevisiae pueden responder a la timitacion de nutrientes
saliendo del estado vegetativo vy entrando en un estado de reposo (G0). Para los diploides
heterozigbticos para los loci MATa y «, una sefial especffica de falta de nutrientes puede
desencadenar la melosis, cuyo resultado serfa la formacion de 4 esporas haploides.

Las esporas son formas mas resistentes que las células vegetativas a las
condiciones ambientales adversas, por lo que eif proceso meidtico es, en parte, yun mecanismo
para mejorar la supervivencia de las células en condiciones no éptimas para la proliferacion.

De forma general, la transicion del ciclo vegetativo a la meiosis es similar al
proceso de diferenciacion en el desarrollo de los organismos multicelulares. Después del cambio,
las células estan abocadas de forma irreversible a una ruta de expresion génica que conduce
a un cambio en el desarrollo (Klar et al., 1984).

1.3.1.- Cambios morfologicos producidos durante la esporulacion. (Figura 4).

A las 4-6 horas de ser inocculadas las células en un medic de esporulacion, las
mas grandes duplican su SPB. Esta duplicacion coincide con la replicacion del DNA, la cual es
seguida rapidamente por la formacién de los complejos sindpticos. Este estadio es la Paquitena
de la Profase 1 meidtica y es com(n a la mayoria de fos organismos con reproduccion sexual.

A las 89 horas de incubacion, ios dos SPB se separanh. Este estadio es la
Metafase | de la profase meidtica. En ella no se observan los complejos sinapticos ni los
Cromosomas.

Enla Anafase | se alarga e huso acromatica y se duplican de nuevo los SPB. En
la Metafase Il, los SPB duplicados se separan y se observa un huso entre ellos. Se van formando
las 4 paredes de las protoascosporas en el citopiasma de alrededor de cada uno de los SPB. La
membrana nuclear permanece intacta mientras los dos pares de SPBs se van separando y
migrando hacia cada ascospora en formacion. Se desplazan también contenido citoplasmatico
y mitocondrias. El nucleolo, sin embargo, no se separa y queda en posicion central.

Las paredes en formacidn van alargandose hasta cerrarse. Los SPBs se disocian
de la pared y se forma un nucleclo en cada uno de los nuevos nucleos formades. Las ascosporas
son alargadas en un principio, pero al madurar adquieren forma esférica y la pared se engrosa.

1.3.1.1.- Mitocondrias.

Las mitocondrias se agrupan durante la esporulacién en un compiejo altamente
ramificado y reticulado {Stevens, 1978, 1981). Este complejo, en los pritmeros estadios de la

esporulacién, se sitta principaimente cerca de la periferia de la célula. Durante las divisiones
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Figura 4.- Esquema de las diferentes etapas de la meosis y la formacion de las ascosporas en
S. cerevisiae.

isp: placa interna del huso mt : microtibulos
ndb: cuerpo nuclear denso ne : membrana nuclear
no : nucleolo osp: placa externa del huso

sc : complejos sinapticos

(Tomada de Miller, 1989).



nucteares rodea al nicleo, asegurandose asi que parte del complejo mitocondrial queda incluido
en las ascosporas.

Las funciones mitocondriales son esenciales en la esporulacion, ya que
inhibidores de su funcién, como la eritromicina o la paromomicing, inhiben el proceso de
esporulacion. Por otra parte, sélo unos pocos mutantes mif (deficientes en la respiracion
mitocondrial) son capaces de esporular (Pratje et al., 1979; Hartig v Breitenbach, 1980).

Segun Fritz (1955), la parte del compiejo mitocondrial gue no es incluida en las
ascosporas (mitocondria epiplasmica) juega un papel importante en la maduracion de la pared
de la ascospora.

1.3.2.- Cambios quimicos y metabélicos.

Al iniciarse el proceso de esporulacion, se produce un rapide cambio en la
operacion de los clclos del acido tricarboxflico y del glioxilato, de tal manera gque la mayoria del
acetato captado es convertido en glutamato. A las pocas horas, la sintesis neta de glutamato cesa
y se inicia la sintesis de trehalosa a través de productos intermedios derivados dei ciclo del
glioxilato (Esposito et al., 1969). Para completar esta fase de la esporulacién se requiere una
secuencia de enzimas gluconeogénicas funcionales (Dickinson et af., 1983}, por lo que la mayoria
de las mutaciones que afectan a las enzimas de la glicolisis (la mayorfa son comunes a ambas
tutas) afectan también a la capacidad de esporulacion (Dickinson, 1988).

Durante el proceso de esporulacion se produce un almacenamiento de
carbohidratos, sobre todo de trehalosa, ta cual puede aumentar hasta 100 veces con respecto a
células vegetativas. Este aumento no es especifico de la esporulacién, porque células diploides
lo acumulan también durante el crecimiento vegetativo. Sin embargo, es esencial para este
proceso, ya gue mutantes que no la aimacenan son incapaces de esporular. También se acumula
giucogeno, pero en menor grado y con cinética diferente (Revisado por Miller, 1989).

Durante la meiosis tiene lugar también un aumento de la sintesis de acidos
grasos, 1a cual no es absolutamente esencial, aunque se necesita para el desarrollo de la pared
de las ascosporas (Esposito y Klapholz, 1981). Aparentemente, el cambio bloquimico inicial que
se produce al transferir la levadura al medio de esporulacidon va acompafado por una reduccion
de la actividad de la 2-oxoglutaratodeshidrogenasa. Las cepas mutantes spd, que presentan
actividades reducidas de esta enzima, esporulan incluso en medios aptos para el crecimiento
vegetativo. También necesita la levadura la actividad de la glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa, la
cual genera el NADPH requerido para la biosintesis de acidos grasos (Revisado por Dickinson,
1988).
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1.3.3.- Factores ambientales que contirojan {a_esporuiacion.

1.3.3.1.- Medio de preesporulacion.

Segun la revision hecha por Milier (1989), las células bien nutridas esporulan
mejor que las que no lo estan. La restriccidn de carbohidratos, nitrégeno o factares de
crecimiento en el medio de preesporulacién (MPE), disminuye el niOmero de ascas.

La mayoria de los autores coincide en que las células incubadas en un MPE que
contenga glucosa, deben crecerse hasta fase estacionaria antes de transferirse a un medio de
esporulacion (ME) con acetato con el fin de conseguir un alto nimero de ascas. Esto se debe
a que la capacidad de esporutacién depende en parte del desarrolio de propiedades oxidativas
que se produce en las ultimas fases de crecimiento en un medio con glucosa (Esposito et al.,
1969).

En cambio, usando un MPE que contenga otros carbohidratos como fuente de
carbono, por ejemplo, glicerol o acetato, las células no requieren un periodo de adaptacion
respiratoria y producen un mayar rendimiento si son transferidas al ME en fase logaritmica.

1.3.3.2.- Medio de esporulacion.

Las células de S. cerevisiae esporulan en condiciones nutricionales que no
permiten la gemacion (Hansen, 1899). Se ha comprobado que en agua las células esporulan en
baja proporcion y la mayeria de las ascas tienen sélo dos ascosporas (Revisado por Miller, 1989).
Sin embargo, la adicion al ME de la concentracion adecuada de fuentes de carbane asimilables,
aumenta enormemente la capacidad de esporulacion. Estas concentraciones oscilan entre 0,01
v 0,1%. Concentraciones mayores disminuyen el rendimiento, efecto que se ha atribuido, segin
los autores, a la inhibicion de la sintesis enzimatica, a la represion de enzimas del ciclo del acido
tricarboxflico y a la inhibicion de las enzimas gluconeogénicas que producen estos azlicares
asimilables (Miller, 1989). De los azlcares ensayados, la galactosa es la que menos inhibe la
esporulacion a concentraciones algo mas altas, obteniéndose buenos rendimientos con un 1%
{Miller, 1964).

Se han propuesto muchos MEs (Revisado por Miller, 1989). E! mas utilizado
contiene acetato potasico al 1-2% en tampdn o agua destilada. Si se busca el maximo numero
de ascas, deben ahadirse un 0,1% de extracto de levadura y algun azlcar asimilable en la
concentracién adecuada.

1.3.3.3.- Oxigeno.

El oxigeno es necesario para que se lleve a cabo el proceso de esporulacion, vy
existen numerosos experimentos que lo apoyan (Revisado por Miller, 1989):
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- Inhibidores de las rutas oxidativas principales inhiben el proceso de esporulacion.
- Mutantes deficientes en procesos de respiracion son incapaces de esporular.

- Diversos inhibidores de la respiracion mitocondrial (cloranferiicol, eritramicina, bromuro de etidio,
oligomicina, paromomicina, diurdn) impiden la esporulacion.

Sin embargo, hay cepas capaces de esporular en condiciones anaerobias, por
ejemplo, Schizosaccharomyces japonicus (Bulder, 1971).

1.3.3.4.- Temperatura.

Para S. cerevisiae, el rango de tempetaturas dptimas para la esporulacion oscila
entre 3 y 35°C, existiendo variaciones dependiendo de la cepa (Revisado por Miller, 1985). La
existencia de mutantes termosensibles para la esporulacion (Esposito et af., 1970), ha permitido
un estudio méas profundo del proceso de esporulacion y de los genes implicados.

1.3.3.5.- Concentracidon de iones amonio.

Miller (1963h) demostrd que el factor determinante para que el nGcleo de la
levadura sufriese division mitdtica o meidtica era fa presencia 0 ausencia de iones amonio.
Freese et al. (1982) matizaran, que la inhibicidon de la esporulacion a causa de estos iones se

produce sdlo si el suministro intracelular de carbén metabolizable y fdsforo atémico no son
{imitantes.

Los estudios de Croes et al. (1978) y Opheim (1979) indican que los iones amonio
inhiben el reciclaje de proteinas, proceso fundamentat para la esporulacién. Asimismo, un estudio
de Dickinson y Williams {1986) demostrd que la reduccion de los niveles intracelulares de dichos
iones produce un aumento de la gluconeogénesis, otro proceso también fundamental.

1.3.3.6.- Qtros factores.

Existen otros muchos factores que influyen sobre el proceso de esporulacion,

como son: concentracion de células, concentracion de CO,, pH, radiaciones, etc (Revisado por
Miller, 1980).

interesa destacar fa influencia de radiaciones de ciertas longitudes de onda de
los espectros UV, visible e ionizantes, las cuales inhiben el proceso de esporulacion, siendo el
periodo mas sensible el de la sintesis premeidtica de DNA (Revisado por Miller, 1989). A estos
efectos se debe la gran importancia que algunos genes RAD (reparadores de los efectos de las
radlaciones sobre el DNA} tienen en el pracesoc de esporulacion (Game et al., 1980; Prakash,
1980).
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1.3.4.- Regulacién de! inicio de la esporulacién.

El inicio de la esporulacion estd controlado por dos mecanismaos: el nutricional
y el de tipo sexual.

A) Mecanismo de control nutricional.

E! ambiente nutricional controla la iniciacidon de la meiosis actuando sobre
factores internos, como pueden ser AMPc, GTP y otros desconocidos.

Los experimentos de Freese et al. (1982, 84) sugirieron que la disminucion de las
concentraciones Intracelulares de GTP o S-adenosilmetionina (o cotmpuestos relacionados) podria
originar el proceso meibtico, ya que los niveles de dichos compuestos descienden en todas las
condiciones de esporulacién ensayadas. Estos mismos autores {1985) evidenciaron que en
Bacillus subtifis el descenso especifico de los niveles de GTF (o GDP) era suficiente por sf sélo
para inducir la esporulacion.

Existe también una clara retacion entre AMPc y esporulacion, como demostraron
Matsumoto et al. {1983). Segin ellas, el AMPc trabaja coma un efector negativa en la iniciacién
de la meiosis mediante la activacion de protein-quinasas dependientes de AMPc¢. Los niveles de
AMPc podrian ser importantes pata que una célula diploide tome el camino de la esporulacion
o de la divisién mitdtica.Estas canclusiones las sacaron de los estudios realizados con diversos
mutantes afectados en la ruta del AMPcC y meiosis, como por ejemplo cyr? (= cdc35) o cde25.
Tripp vy Pinon {1986) concluyeron de datos genéticos que et gen CDC25 (punto "start”) controlaba
la meiosis, en respuesta a estimulos nutricionales, madulando la ruta de sintesis del AMPc.

A pesar de que se requieren bajos niveles de AMPc para el inicio de la
esporulacién, se necesitan ciertos niveles minimos de este compuesto en el momento de la
formacidn de la pared de las ascosporas (ishikawa et al., 1986). Trabajos posteriores de Olemps-
ka-Beer y Freese (1987),podrian indicar que no se requiere una disminucion de los niveles de
AMPc para la esporulacion de S. cerevisiae.

El control nutricional del proceso de esporuiacion involucra también a otros
genes ya caracterizados, como son: ARD7 (Whiteway y Szostak, 1985), BCY1, CYR2, CYR3
(Matsumoto et al., 1983}, y RAS2 (Toda et al., 1985, Tatchell et al., 1985).

Mutaciones en el gen de la adenilciclasa, CYR1, permiten la esporulacion de
células diploides en medio tico, apto para la proliferacion celutar. De igual manera, la
superproduccion de CYR1 inhibe la esporutacion inciuso en condiciones de falta de nutrientes.
El producto del gen CYR7 es regulado de manera postranscripcional por las proteinas RAST y
RAS2, las cuales unen GTP y estan asociadas a membranas (Malone, 1980). La disminucién o
ausencia de RAS2, confiere un fenotipo similar al de los mutantes cyr?, mientras gue la superpro-
duccitn inhibe la esporutacion (Toda et al., 1985; Tatchell et al., 1985).
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En cuanto a la transmision de la sefal del medio ambiente nutricional a RAS2,
se conocen al menos dos componentes que actian antes: CDC25 e IRAT. El primero de ellos se
necesita para formar el complejo activado RAS-GTP (Broek et al., 1987), mientras que el segundo
es requerido para dar lugar al complejo RAS-GDP, inactivo (Tanaka et al., 1989).

B} Mecanismo de control de tipo sexual.

De este mecanismo de control son responsables los loci MATa y a, los cuales
actilan antes de la sintesis premeiética de DNA (Roth y Lusnak, 1970).

La esporutacién como tal sdlo tiene tugar en cepas diploides heterozigdticas para
el locus MAT, sin embargo, algunos procesos relacionados con la esporulacion pueden
producirse en cepas homozigdticas (no esporogénicas ¢ asporogénicas) {Hopper et al., 1974;
Vezinhet et al., 1974), las cuales permiten estudiar los procesos especfificamente regulados por
ambos loci y, por tanto, especificos de la esporulacion propiamente dicha.

Segun los diferentes estudios realizados, los procescs especificos de la
esporulacién son: sintesis premeidtica de DNA, recombinacion meidtica, division nuclear y
descenso en los nivefes de glucdgeno. La degradacion de BNA y proteinas sélo lo es
parcialmente, ya gue también tienen lugar en cepas asporogeénicas, en las gue aparecen incluso
algunas ultraestructuras caracteristicas del proceso de esporulacién (Trew et al., 1979).

Los loci a y « no necesitan encontrarse en el mismo nicleo para ejercer su
funcién, ya que en experimentos reaiizados por Klar (1980) y Tsuboi (1981b) por medio de
apareamientos de células diploides a/a y «/e con una célula a o «, respectivamente, se
producta meiosis en el nicleo diploide sin que tuviera lugar fusidn nuclear previa.

Los loct MAT regulan la entrada en meiosis por medio de! gen RMET. En células
a/e, la actividad de los productos de los genes a7 y «2, inhibe fa sintesis del producto del gen
RMET1, el cual es un inhibidor de la meiosis. En cambio, en células haploides o asporogénicas
se expresa &ste gen y se inhibe la melosis (Revisado por Herskowitz, 1988).

El gen RME1, a su vez, regula de forma negativa al gen IME 1, un inductor de la
meiosis (Kassir et al., 1988), el cual, a su vez, regula positivarnente al gen IME2 (Smith et al.,
1990). La sobrexpresion de cualquiera de los dos dltimos genes permite el desencadenamiento
de las funciones meibticas durante el ciclo mitblico,

Los mecanismos de control nutricionat y de tipo sexual son inicialmente
independienies, ya gue los mutantes rme1 requieren condiciones de escasez de nutrientes para
entrar en melosis (Kassir y Simchen, 1976). A su vez, los mutantes gue interfieren con el control
nutricional y que permiten la melosis en un medio rico, requieren la expresion de los genes de
los loci MATa y MAT e (Tatchell, 1986). Ei gen IMET es regulado por ambos mecanismos de
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control y representa el primer punto conocido en el que convergen ambas rutas (Strich et al.,
1989). Ademas, es posible que haya otros genes involucrados.

1.3.5.- Control de la capacidad de esporulacion por la edad y el tamano celulares.

Calvert y Dawes ({1984b) obtuvieron células de diferentes vollmenes y
comprobaron que células de un tamafio mayor de 130 pm® casi siempre esporulaban, en
cambio, las de un tamano menor de 26 um® nunca lo hacian, a pesar de que células méas
pequefias son capaces de gemar. Realizaron lambién experimentos con mutantes whit, los
cuales normaimente no esporutan, y comprobaron que esta incapacidad se debe a su pequefo
tamafio, ya que si se aumenta su tamafo creciéndolos en presencia de hidroxiurea, éstos
mutantes forman gran cantidad de ascas en ME.

La edad celular también influye, ya que se ha comprobado que yemas tan
grandes como las célutas madres esporulan con mucha menos frecuencia que las parentales
(Haber y Halvorson, 1972a; Hartig y Breitenbach, 1977). Parece improbable gue sea el nimero
de cicatrices de gemacion lo que indique la capacidad de esporulacién, ya que, segln
demostraron Kopecka (1974) y Tsuboi (1981a v b), los esferoplastos pueden esporuiar.

1.3.6.- Namero _de esporas por asca. Esporulaciéon Apomictica.

Gran nimero de factores hereditarios y ambientales influencian el nomero de
esporas por asca. En S. cerevisiae, el nimero de esporas por asca varfa de 1 a 4, siendo raros
los casos de mas esporas. La formacion de ascas con mas de 4 ascosporas puede ser
estimulada por diversos factores nutricionales y quimicos {Revisado por Miller, 1989). También
pueden conseguirse este tipo de ascosporas por medio de! apareamiento diploides a/a 0 2/«
con cepas haploides « y a, respectivamente, las cuales dan lugar a 6 ascosporas por asca (Klar,
1980; Tsuboi, 1981b).

La aparicion de dos esporas por asca es un hecho mas corriente, ya que pueden
inducirla numerosos factores, como por gjemplo, la faita de nutrientes, el aumento de la densidad
cetular en el ME, la temperatura o ei bromuro de etidio. L.a edad celuiar también inftuye, ya que
la mayoria de las ascas que se desarrollan a partir de células que todavia no han gemado
contienen principalmente dos ascaosporas (Revisado por Miller, 1989).

En un asca con dos ascosporas, cada una contiene un Unico nicleo haploide
y, normalmente, pueden apreciarse dos ndcleos mas en el epiplasma. Las paredes de las esporas
no se forman alrededor de dos nucleos al azar, sino que lo hacen de forma predominante
alrededor de dos nicleos no hermanos, es decir de tipo sexual opuesto, lo que permite
restablecer el estado diploide cuando las condiciones ambientales permitan la germinacion
(Revisada por Miller, 1989). Esta capacidad supone una adaptacion del proceso meidtico al
medio ambiente, ya que, cuando ias células se ven fimitadas en su capacidad de produccién de
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componentes de las esporas, adquieren una ventaja selectiva si se inicia la produccion de dos
ascosporas sclamente (Davidow y Goetsch, 1978).

Existen muchos mutantes afectados en el numero de esporas por asca, por
ejemplo:

- Uno et al. (1985) estudiaron mutaciones que permitian la iniciacion de la meiosis con formacion
de 4 nudcleos haploides, de los cuales sdlo dos eran rodeados de pared a la temperatura
restrictiva. En este caso, la eleccion de los nucleos era al azar. Los resultados de los
experimentos indicaron que la mutacién estaba relacionada con la ruta del AMPc y que se
formaban frecuentemente solo dos ascosporas por asca debido a la falta de un nivel suficiente
de este nuciedtido en ef momento de la formacion de ia pared de las esporas.

- Wagstaff et al. (1982) estudiaron otro tipo de mutantes que producian ascas con dos esporas

a pesar de ser haploides, pero era porgue eran disomicos para el cromosoma |il, el cual porta
los loci MAT.

Esporulacion Apomictica.

Existe una serie de mutantes que producen ascas con dos esporas diploides
debido a que sélo dividen su niicleo una vez durante la meiosis. Guilliermond descubri6 este tipo
de fendmenos en S. cerevisiae en 1903, En 1972, Grewal y Miller describieron tres cepas de
S. cerevisiae con dicho fenotipo. Este tipo de fendmenos se incluyeron dentro de [a APOMIXIS,
téermino que se aplictd por primera vez en 1928 (Gaumann y Dodge) al desarrollo vegetativo de
células sexuales de hongos sin que haya existido fusion de niacleos o fertilizacion,

Se ha demostrado la existencia de apomixis también en cepas de Lipomyces
starkeyi y L. Kononekoae (Henninger y Emeis, 1974) y en Schizosaccharomyces pombe
{Nakaseko et al., 1984).

En un intento de conocer el mecanisma por el cual se produce la esporulacion
apomictica, los trabajos ultraestructurales de Moens (Moens et al., 1977) y Marmirali et al. (1981)
demostraron que fa Unica divisién nuclear de ias ascas apomicticas se asemejaba en las primeras
etapas a la meiosis | tipica de la esporulacion normai de S. cerevisiae. Sin embargo, después de
un tiempo, en el huso acromético y en el nicieo aparecian tas marcas caracteristicas de la
meiosis Il. Moens (1977), combinando técnicas genéticas y estructurales, evidencié gue se
produce profase con sinapsis y recombinacion, pero Jos cromosomas homélogos no se segregan
durante la anafase de la meiosis |, entrando entonces en {a meiosis l, segregandose centromeros
hermanos y produciéndase dos nidcleos diploides, Klapholz y Esposito (1980) confirmaron estas
abservaciones en un analisis genético de la cepa 4117 (una de las descritas por Grewal y Miller
en 1972), en la que encontraron niveles de recombinacion comparables a los normales en la
meiosis. Estos mismos autores identificaron dos alelos recesivos, no ligados, de la cepa 4117,

22



cada uno de los cuales era capaz de producir apomixis por si s6lo. Se trata de las mutaciones
5p012-1 Y spoi13-1.

Los estudios realizados por Bilinski y Milier (1980) con una cepa diploide
homozigotica para la mutacion spo2-1 (cepa 19el, descrita por Grewal y Miller en 1972)
demostraron que el aumento de: [a concentracién de la fuente de carbono asimifable en el MPE,
el porcentaje de acetato, y los niveles de Zn en el ME, inducia la meiosis completa en la mayoria
de las células de dicha cepa.

Marmiroli y Bilinski (1985) estudiarcn el efecto de inhibidores de los procesos
mitocondriales de respiracion y sintesis de proteinas en cepas apomicticas puestas en
condiciones gue permitieran apomixis y meiosis completa. Descubrieron que estos inhibidores
afectaban en mayor medida al proceso de meiosis que a la apomixis. Esto indica que las
mutaciones presentes en estas cepas (spo12-1, spo13-1) hacen que el proceso de esporulacion
sea independiente del paso sensible a inhibidores mitocondriales (eritromicina) de la profase |
(Miller, 1964}. Esta posibilidad esta apoyada por la observacién de que la melosis completa de
una cepa apomictica puede alcanzarse por otro tratarmiento: *heat shock” en el medio de preespo-
rulacion (Bilinski y Miller, 1988). Este efecto del tratamiento de choque es impedido por la adicién
de un inhibidor de la funcion mitocondrial al MPE.

Otros ratamientos capaces de restaurar Ja capacidad para la division nuclear
meidtica son el crecimiento en MPE a 36°C y exposicion durante las primeras horas de
incubacion en ME a temperaturas de 18 ¢ 36°C o a cicloheximida. Esto indica que la induccién
de la meiosis en cepas apomicticas parece requerir una limitacién de la sintesis de proteinas
durante las primeras etapas de la esporulacién (Bilinski et af., 1983, 1987¢).

Sora y Bianchi (1982) indujeron un aumento de la esporufacion apomictica
adicionando al ME cafeina, la cual inhibe la segunda divisién meitica.

Como se ha visto, la frecuencia de aparicion de la apomixis en este tipo de cepas
estda muy influenciada por las condiciones ambientales. Se ha descrito la capacidad de eleccién
por parte de un organismo entre reproduccion sexual o asexual dependiendo del medic ambiente
en gque se encuentre, tanto en plantas {Heslop-Harrison, 1961) como en animales (Suomalainen
et al., 1976, Hebert, 1978). Por tanto, la apomixis podria tratarse de un mecanismo de adaptacion
de la forma de reproduccion de la fevadura a las condiciones ambientaies.

Mutaciones spot2-1 v spoi3-1
Son las mutaciones apomicticas mas estudiadas.

La mutacion spo13-1 es una mutacion "ocre” (Klapholz y Esposito, 1980). Durante
fa Unica division meidtica que se produce en los diploides homozigdticos para dicha mutacion,
tienen lugar los siguientes procesos de la meiosis I: sintesis premeiética de DNA, apareamiento
de cromosomas homélogos y recombinacion meidtica. Falla, sin embargo, la segregacion de
los cromosomas. Se ha comprobado que para llevar a cabo la esporutacidn apamictica no son
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necesarios las procesos de apareamiento de cromosomas homologos ni de recombinacion
meidtica (Malone y Esposito, 1981; Klapholz et al, 1985), hecho que viene avalado por la
observaciéon de que la mutacidon spo13-1 permite la esporulacion de haploides gue contengan
ambos loci MAT, luego las cepas spo73-1 no necesitan que se produzca el apareamiento de
cromosomas para esporutar. Sin embargo, esto no ocurre en mutantes spo72-1 con las mismas
caracteristicas sexuales (Wagstaff ot al., 1982). Estos y otros experimentos indican que, aunque
sus fenotipos terminales son iguales, se trata de mutaciones diferentes en su punto y mecanismo
de aparicién.

El gen §P0O13 ha sido aislado y secuenciado (Wang et al., 1987; Buckinham et
al., 1990) y se le han asignado varios papeles posibles:
a) desarrollo del huso acromatico durante la meiosis | 0 de la unidn a éste de los cromosomas
homologos sin duplicar;
b} regulacion de la duplicacién del centromero;
c) regulacién del inicio de la meiosis.

El gen SPO 712 tamhién ha sido aislado y secuenciado (Malavasic y Elder, 1990),
pero no se le ha asignado altin una posible funcion.

No se ha observadc efecto de ninguno de estos dos genes sobre la division
mitdtica (Klapholz y Esposito, 1980) nl se ha detectado transcripcion en fase vegetativa (Wang
et al., 1987; Malavasic y Elder, 1980). El gen SPQ13 alcanza un maximo de expresion a las 3-4
horas de incubacion en ME {(momento de la segregacion de los cromasomas durante la meiosis
i}, y fuego desciende. No se necesitan aitos niveles de transcripcion para la correcta realizacion
de su funcion. Los transcritos se detectan también en cepas asporogénicas (a/a v /), aunque
en niveles mds bajos, y se induce su expresion por la falta de nutrientes (Wang et a/., 1987). El
maximo del transcrito del gen SPO72 aparece mas tarde, a las 6 horas de incubacion en ME
(Malavasic y Elder, 1990).

El gen SPO13 contiene una secuencia de 10 pares de bases encontrada en otros
genes especificos de la meiosis:

TAGCCGCCGA

Esta secuencia es necesaria para la realizacién de su funcién y esta situada a
-90 pares de bases del ATG de iniciacion. Mutaciones en esta secuencia dan lugar a una pérdida
de la induccién especffica de meiosis det gen SPO13 y permiten su expresién durante ei ciclo
mitético (Buckingham et al., 1990).
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1.4.- RELACION MITOSIS-MEIOSIS.

Un objetiva importante dentro del estudio del ciclo biologico de S. cerevisiae ha
sido conocer como regula esta levadura los cambios que se producen cuando una célula que
estd en fase de crecimiento vegetativo inicia un proceso de melosis. Para ello es necesatio
identificar cambios especificos del proceso.

Segun Esposito, deben existir unos 200 genes SPO (genes requeridos para la
esporulacion) y se han identificado transcritos y proteinas especificos de dicho proceso (Revisado
por Wang et al., 1987}. Asimismao, Percival-Smith y Segalt (1984) identificaron 14 genes especificas
de esporutacion y Wright y colaboradores ( Ajam ef al., 1981) también encontraron cambios cuali
y cuantitativos Unicos de células en este proceso. Weir-Thompson y Dawes (1984) estudiaron
cambios producidos en las especies de mMRNA de S. cerevisiae ascciadas a meiosis y esporula-
cidn, encontrando que se producian muchos cambios especlficos, aungue sdlo 4 fueron debidos
a nuevos transcritos. Ef resto se debia a numerosas alteraciones en la cantidad de diversas
especies de mRNA. Segln estos auiores, el porcentaje de mRNAs especificos de esporulacion
gue son sintetizados “de novo” o que muestran un aumento de su concentracion es de un 4,3%
del total de las especies detectadas.

La mayoria de los cambios producidos tienen lugar entre fas 4-8 horas de
incubacién en ME, en et momento correspondiente a sucesos como division meidtica, comienzo
de la formacion de las esporas o degradacion del glucégeno, los cuales se producen a pattiv de
las 4 horas de incubacion en ME. También se producen algunos pequefios cambios en las 2
primeras horas, periodo correspondiente a las sintesis de DNA, RNA y proteinas, comienzo de la
recombinacidon, aumento de las actividades RNAsa y proteinasa (Revisado por Weir-Thompson
y Dawes, 1984}). Muy pocos de estos procesas son exclusivos de la espordlacion, fuego no es
sorprendente que Jos cambios que se producen en este pericdo se deban en su mayoria a
aumentos en las cantidades de algunas especies de mRNA ya presentes en la célula vegetativa.

Existen algunos ejemplos de genes especfficos del proceso meidtico y dejos que
no se ha detectado expresién nl efecto alguno sobre el ciclo vegetativo:

- SPO13 {(Wang et al., 1987; Buckingham ef al., 1990),

- SPO12 y SPO 16 (Malavasic y Elder, 1980},

- RED1 (Thompson y Roeder, 1989}, etc.

- SSG1 ( Dr. Francisco del Rey, comunicacion personal)

Como ya se ha dicho antes, se han identificado secuencias que se encuentran
presentes Unicamente en genes especificos de esporulacién. Una de ellas ha sido descrita ya en
el apantado anterior (Buckingham et al., 1990). De forma sorprendente, una secuencia muy similar
a ésta ha sido identificada como represora de la transcripcion durante el ciclo mitético. Esta

secuencia, URS1 ("upstream repressor sequence"), esta presente en varios genes de levadura y
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se ha demaostrado que reprime la transcripcion de genes como CAR1, SSAT, ENOT durante el
crecimiento vegetativo (Revisado por Buckinham et al., 1990).

Sin embargo, como ya se ha visto antes, gran cantidad de genes involucrados
en el ciclo mitdtico de S. cerevisiae son necesarios durante el proceso de esporulacién. Los
estudios de Simchen (1974) realizados sobre la capacidad de esporulacion de cepas diploides
portadoras de diversas mutaciones cdc, tanto en homo como en heterozigosis, le permitieron
dividir las mutaciones cdc en 4 categorias segun su efecto sobre el proceso de esporulaciéon:

a) Sin efecto: cde1, 3, 6, 10, 11, 15 y 24.

b) Esporulaciéon normal de diploides homozigéticos a la temperatura permisiva y pobre o ninguna
a la temperatura restrictiva: cdcz, 4, 5, 9, 13 y 14.

¢} Esporulacion pobre a ambas temperaturas de diploides homozigéticos: cde?, 8, 16, 17, 20,
23y 28.

d) Esporulacion pobre en homo y heterozigosis: cdc7-4.

Si nos fijamos en el esquema de la Figura 3, vemos que aquelios mutantes cdc
del grupo a son aquellos que estén involucrados en procesos que nada tienen que ver con la
esporuiacion : emergencia de la yema y citoquinesis. Sin embargo, los relacionados con los
procesos de sintesis y migracion de DNA, division nuclear, etc, si pueden afectar al proceso de
esporulacion. Por ejemplo, ¢l gen CDC271, el cual codifica la timidilato sintetasa (Revisado por
Pringte y Hartwell, 1981) es necesario para la sintesis de DNA en ambos procesos.

Existen otros muchos genes involucrados en ambos procesos, por ejemplo:

- NDC1: gen requerido para la separacion de los cromosomas en el huso acromatico (Thomas
y Botstein, 1986).

- TOP2: gen de la topoisomerasa 2, requerida durante el ciclo mitdtico para la separacion de las
cromatldas hermanas en el rnomento de 1a segregacion cromosomica y en la esporulacion para
ia resolucion de los complejos de recombinacion cromosémica formadas en fa meiosis 1 (Rose
ef al., 1990).

No es, par tanto, extrafio et encontrar mutaciones que afecten a ambos ciclos
y genes cuya estructura y funcibn sean similares pero cuyos productos actien en ciclos
diferentes.
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2.- OBJETIVOS DE ESTE TRABAJO.

S. cerevisiae, al contrario gue otros microorganismos, que se lisan al llegar a la
fase estacionaria, mantiene su integridad incluso después de largos periodos en esta fase (Torres
et al., 1984). Esto indica que el control de los procesos autoliticos debe ser estricto en esta
levadura. Por ello, el estudio de mutantes autaliticos termosensibles de S. cerevisiae es una linea
muy importante a seguir para el conocimiento de los procesos morfogenéticos y los controles
a los que estan sometidos los sistemas autoliticos.

Dentro de este abordaje experimental, se encuentra el trabajo de Torres (1980)
en ei que ha sido caracterizada una mutacién autolitica termosensible y12-7 y se ha aislado y
secuenciado un gen supresor de esta mutacion, SL7T2, que codifica una serin/ireonin quinasa.

También dentro de esta misma estrategia experimental se encuadra este trabajo,
Cuyos Objetivos son .

1.- Caracterizacion del fenotipo autolitico termosensible que determina la mutacion it1-71, y de
su efecto en el ciclo bioldgico de S. cerevisiae.

2.- Clonacidn y caracterizacion del gen o genes capaces de complementar dicho fenotipo.
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IL.- MATERIALES Y METODOS



1.- MATERIALES.

1.1.- PRODUCTOS QUIMICOS Y BIOLOGICOS.

Los productos gue se emplearon en este trabajo fueron suministradas por las
siguientes firmas cometrciales:

Los productos quimicos procedian de Merck (Darmstad. RFA), Sigma Chemical
Co. (St. Louls, Missouri. USA), Fluka {Buchs, Suiza), Probus (Barcelona), BDH (Poole, Gran
Bretafa) y Panreac (Barcelona). Los productos para medios de cultivo eran de Difco (Detroit,
Michigan USA) y Oxoid (Basingstoke, Hampshire. Gran Bretana). Los productos para
electroforesis de acldos nucleicos eran de Merck, Sigma Chemical Co., Boehringer Mannheim
GmbH (Penzberg. RDA), Bio-Rad Laboratories (Richmond. USA), BRL Inc. (Gaithersburg,
Maryland. USA) y Pharmacia LKB Biotechnology (Uppsala. Suecia). Los productos radiactivos
procedian de Amersham International (Amersham. Gran Bretafa). Las membranas de nylon eran
de Pall Biodyne A. Los deoxi y dideoxinucleétidos iban incluidos en el sistema de secuenciacion
de Pharmacia LKB Biotechnology, asl como la enzima DNA polimerasa del bactetitfago T7 y los
oligonucledtidos iniciadores (“primers").

La preparacion enzimética Glusulasa era de Endo Laboratories Inc. (Wiimington,
Delaware. USA). Los productos de biclogia molecular, tales como DNA del bacteridfago lambda
digerido con Hind HI, asi como fos patrones de pesos moleculares de plasmidos eran de Sigma
Chemical Co., BRL Inc y New England Biolabs {Beverly, Massachusetts. USA). El DNA de esperma
de saimoén y el tRNA eran de Sigma Chemical Co. Las endonucleasas de restriccion, se adquirian
de New England Biolabs, BRL Inc. y Boehringer Mannheim GmbH.

La enzima RNasa era de Sigma Chemical Co. El sistema de Nick-translation fue
suministrado por Amersham International. La enzima DNA ligasa del fago T4, era de BRL inc y de
Boehringer Mannheim GmbH, asi como fa enzima fosfatasa alcalina de intestino de ternera (CIAP).
La lisozima era de Sigma Chemicai Co. La glucosa-oxidasa era de Merck y la peroxidasa (Tipo
I} era de Sigma Chemical Co. Las peliculas para autorradiografia eran de Kodak. El revelador y
fijlador fotografico eran de Valca. La hidroxiurea fue suministrada por Fluka.

1.2.- EQUIPO INSTRUMENTAL.

El equipo utilizado en la realizacién de este trabajo consté de los sigulentes
aparatos:

# Agitadores: Supermixer y Heidolph Reax 2000.
® Autociaves: Selecta y Clinomatic.

# Balanza de precision: Sauter D-7470.
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® Barios termostatizados: Selecta Frigiterm; SBS y TFB.

& Bafos de agitacion: Selecta Unitronic 320 y New Brunswik Scientific G-76.

o Campana de fiujo laminar: Cruma “Captair".

e Centrffugas: Beckman J2-21 y Medifuge (Heraeus); Selecta; MSE; Sigma 101M;
Biofuge A (Heraeus) y Sorvall Microspin 24.

& Citdmetros de fiujo:

FACScan de Becton-Dickinson.

FACStar PLUS de Becton-Dickinson.

o Congeladores: Philips y Selecta (-20°C) y Herafreeze {Heraeus) (-80°C}.

o Contador portatil Geiger: Mini-monitor GM tube.

o Contador de centelieo liguido: Philips PW 4700.

® Cubeta de electroforesis de acidos nucleicos: Bio-Rad wide minisubcell, Bio-Rad
subcell y BRL H6,

& Cubeta de secuenciacion de DNA: Bio-Rad Sequi-gen sequencing cell 21x40.
& Equipo fotografico: Polaroid MP4 Land Camera.

® Espectrofotometros: Beckman 35 y Bausch-Lomb Spectronic 20.

® Estufas de cultivo a 24°C y 37°C: Heraeus electro- nic.

e Fermentador: Braun Biostat E, equipado con vasija de 10 |.

® Fuentes de alimentacion: LKB 2197, Bio-Rad 250/215 y Bio-Rad 2000/200.

® Granatarios: Mettler Pc-400, Bosch P115 y Precisa 310 C-3010 D.

& Maquina productora de hielo: Scotsman AF-10.

# Metalizador: Polaron.

& Micromanipulador: Leitz acoplado a microscopio Wiid de contraste de fases.
® Microscopios opticos: Nikon Dptiphot con contraste de fases, fluorescencia y equipo
fotografico HFX y Wild con contaste de fases.

® Microscopio electrdnico de barrido: 1S| $X25.

& Negatoscopio: Carrit.

® Neveras a 42C : Verdereca y Kelvinator.

o pHmetros: Meteor 996 y Crison micropH 2002,

* Secador de geles: BioRad 483 acoplado a una bomba de vacio Telstar MS-5.
® Sclladora para plastico: Melitta Ibérica S.A.

+ Sistema de filtracion: Millipore.

& Sistema de purificacion de agua: Millipore (Milli-Q y Miili-Ro4).

® Transituminador de U.V.: Ultraviolets Products Co.

& Triturador homogeneizador: Stomacher Lab-Blender 400.
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1.3.- MATERIAL BIOLOGICO.

1.3.1.- Microorganismos.

Las Tablas | y Il contienen todas las caracteristicas genéticas y procedencia de las
cepas utilizadas en este trabajo.

1.3.1.1. Cepas de E. coli.
Se utilizaron siempre cepas Rec-.

La cepa DHS fue la receptora de ta transformacion con DNA recombinante cuando se
requeria alta frecuencia de transformacion (Hanahan, 1985). La cepa DH5« es igual a ia anterior, pero
es portadora de una deleccidon en el operdn lac.

La cepa JM109 por carecer también de parte del operén fac, se empleo al igual que
la DH5a en experimentos de transformacion con vectores tales como pEMBL1S y 19 y plC20H,
portadores del gen de la B-galactosidasa. La cepa HB101, se ha utilizado como receptora de la
transformacion por el método de Mandel y Higa (1970).

1.3.1.2.- Cepas de S. cerevisiae.

Las cepas $288C y 373 son estirpes silvestres ampliamente empleadas. De la primera
de ellas se ha establecido el mapa genético mas completo que existe de esta especie (Mortimer y
Caontapoulou, 1989). Se utilizaran ambas coma referencia en varias experimentos y fueroh cruzadas con
estirpes mutantes cuyo tipo sexual quetia determinarse.

Las cepas 6657-9b y TD-28 fueron empleadas como donadoras de los marcadores
leu2-3-112 y ura3052, respectivamente, por cruces con cepas que portaban el caracter Lyt, y como
control silvestre para el cargcter autolitico.

La cepa DBY-746, poseedora del marcador trp1-28a, mutacién "ambar”, sirvié para
realizar la comprobacién de que et gen que se habia clonado no era un gen supresor “Ambar” {Fisch-
noff et al., 1984; Calderon et al., 1984).

La cepa L2, portadora de la mutacidén autolitica termosensible fyt7-7, fue utitlizada
infcialmente como donadora de dicho caracter, asi como para realizar los estudios preliminares de
caracterizacion de la mutacion. De ella descienden las cepas utilizadas para la realizacion del presente
trabajo, L2C34d, L2C28c y L2C24d, cuyas caracteristicas se detallan en la Tabla {.
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TABLA |

CEPAS DE Saccharomyces cerevisiae

CEPA GENOTIPO ORIGEN

S288C MAT e, mal, gal2 Dr.M.Q.Halvorson Brandeis
Univ., Waltham.
Massachusetts

373 MATa, ade? Dr. A Jimenez, C.BM.
Madrid.

TD-28 MATa, ura3052, inos1-131, can” Dr. F. del Rey, Fac.
Ciencias, Univ. Salamanca.

6657-9b MATa, leu2-3,112, his4034 Idem.

DBY-746 MATa, trp1-28a, leu2-3,112, idem.

ura3ah2, hisaot

L2 MAT a, lyti-1 Dr. Cabib, N.I.H. Bethesda,
Maryland.

L2C16b MATa, iyt1-1 Derivado meidtico de L2,

L2C24d MATa, yt1-1, ura3os2 idem.

L2C34d MATa, vti1-1, leu2-3,112, his4034 Idem. Este trabajo.

D (C34dx8c) MATa/a, lyt1-1/lyt1-1 Este trabajo.



DU (C24dx8c)

MATa/a, lyt1-1/lyt1-1,
ura3os2/ura3ns2

Este trabajo.

6C (1-3c46¢c) MATa, lyt2-1, leu2-3,112, ura3052, his4034 Dra. L. Torres, Fac.
Farmacia, U.C.Madrid.
TABLA 1
CEPAS DE Escherichia coli
CEPA GENOQTIPO ORIGEN
DH5 recAtl, endAT, gyrA96, thit, hsdR17, supt44, (rk, Hanahan, 1985
mk*), xif, F
DHSa recAt, endA1, gyrA96, thi1, hsdR 17, supE44, (rk, Ramdn, 1987
mk’), relA1, 807, lacZOM15, F
JM109 recAl, endAl, gyrA96, thil, hsdR 17, supE44, Yanish-Perron, 1985
relAl, ), Oflac-pro AB) [F'tra D36proAB lac IP
20M15]
HB101 hsdgR, hsd M, recA13, supEdd, lacZ4, leuB6, Boyer y Rou-lland-Dussoix,

proA2, thit, Sn7, ara 14, galK2, xyl 15, mii1, F,
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La cepa L3C46¢, poseedora de la mutacidn fyt2-1, fue utiizada para los diferentes
experimentos en tos que necesitamos una mutacion autolitica termosensible diferente de la nuestra
como control,

1.3.2.- Plasmidos.

Los plasmidos utilizados en este trabajo son los gue se describen a continuacion.

- YEpi3 (Broach et al., 1979) (Figura 5).

Es un vecior episomico de levadura que deriva del plasmido de E. cofi pBR322
{portador de los genes de resistencia a ampicilina y tetraciclina, y de un origen de replicacion para
esta bacteria) al cual se le ha afiadido en el gue se encuentra ef replicdn de la forma B del plasmido
de 2u de 8. cerevisiae y un fragmento del plasmido pYEieu 10 {Ratzkin y Carbon, 1976) que inciuye
el gen LEUZ2 de levadura. Es el vector al que va ligada la genoteca gendmica de S. cerevisiae
empleada en este trabajo.

- YEp352 (Hill et al., 1986) (Figura 6).

Es un vector episdmico de levadura. Procede del vector de E. coli pUC18 (Vieira y Messing,
1982; Yanish- Perron et al., 1985). Posee el gen estructural de la f - galactosidasa facZ, el gen de
resistencia a ampicilina, y una zona con mditiples sitios de clanacion (MCS). Ademas se le ha
anadido el fragmento del plasmido de 2it , que porta el replicon de [a forma B, asi como el gen
URA3, de levadura.

- YCp50 (Jonston y Davis, 1984; Rose et al.; 1987) (Figura 7).

Es un vector centromérico de levadura que detiva del pBR322. Posee el gen URA3
de levadura, un fragmento de DNA de S. cerevisiae que incluye la secuencia de replicacion
autonoma ARS1 vy 1a region centromérica del cromosoma IV de S. cerevisiae CEN4.

- pEMBL18 y 19 (Dente et af., 1983) (Figura 8).

Forman parte de una familia de vectores de £. coli, que provienen de la serie pliC,
(por lo cual poseen ef gen facZ, el gen de resistencia a ampicilina y un MCS). Ademds poseen dos
regiones, a ambos lados del MCS, complementarias de oligonucledtidos comerciales, UP y RUP,
empleados como iniciadores de cadena. Se pueden utilizar para secuenciar fragmentos de DNA por
el método de Sanger {(1977).
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-Bluescript KS v SK (Stratagene, Cultek) (Figura 9).

Son plasmidos bacterianos que, al igual que los vectores pUC, son portadores del
gen de resistencia a ampicilina, el operdn /ac y una zona de cortes muitiples (MCS). Ademas,
poseen dos regiones a ambos lados del MCS complementarlas de oligonucledtidos comerciales, UP
y RUP empleados como iniciadores de cadena. Se utilizaron para secuenciar fragmentos de DNA
por et método de Sanger et al. (1977).

1.3.3.- Genoteca genomica de S. cerevisiae.

La genoteca gendmica de S. cerevisiae utilizada en este trabajo (cedida por el Dr.
F. del Rey}, fue canstruida por Nasmith y Tatchell (1980 mediante digestién parcial del DNA total
de S. cerevisiae AB320 («/a ho, ade2-1, cani-100, leu1-12, lys2-1, met4-1, trp5-2, ura3-1), con Sau3A
y posterior ligacién de los fragmentos obtenidos al dnico punto BamHI del vector YEp13.

1.4.- MEDIOS DE CULTIVO.

Los medios de cultivo se esterilizaban a 121°C durante 20 minutos, o bien por
filtracion. A los medios solidos se les anadia Bacto-agar, a una concentracion final de 20 g/l y a
los semisolidos 7.5 g/l. El agua empleada en la fabricacién de los medios era destilada.

1.4.1.- Medios y soluciones de antibidticos para E. coli.

LB (Luria-Bertani).

Medio rico para el crecimiento de la bacteria.

Composicion:
Bacto-triptona.......... 10 g/t
Extracto de levadura.... 5 g/l.
NaCl.......coooeece. 10 g/l.

El pH se ajustaba a 7,5 con NaOH 0.1 N
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Figura 7.- Mapa fisico de! plasmido YCp 50.
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Se empleaba para el crecimiento de la bacteria en experimentos de transformacién
por el método de Hanahan, (1985).

Composicion:
Bacto-triptona.......... 20 g/l
Extracto de levadura.... 5 g/
NaCl.........ccoeeenn. 10 mM
KClLoveeviiren, 2,5 mM
MaCl,.ciiir 1omM (1)
MgSO, oo 10mM (1)

(1) El medio se esterilizaba sin Mg®'.

Por separado se esterilizaban una solucion de MgCl, 1 M, y una solucion de MgSQ,
1 M, para una concentracion final de Mg®' de 20 mM. El pH final era de 6,8 - 7,0.

1l
Q
9]

Se empleaba para expresar la resistencia al antibidtico en experimentos de
transformacion por el método de Hanahan (1985). Es el medio SOB, al que se le afiadia una solu-
cion estéril de giucosa 2 M, hasta una concentracion final de 20 mM.

Solucicnes de antibiéticos.

Se preparaban soluciones concentradas de cada uno de los antibidticos, se
esterilizaban por filtracién, y se guardaban en alicuotas congeladas a -20°C. Cuando el medio
llevaba agar, tras ser esterilizado, se ahadian los antibiéticos en &l momento en que se habia
enfriado a 50°C.

La ampicilina se anadia al medio LB como marcador de seleccion de plasmidos,
gue portan el gen de seleccion de la B-lactamasa, a una concentracion de 100 pg/mi. El cloranfe-
nicol, disueito en etanol at 100%, se anadia al medio a una concentracidn de 170 ug/ml con el fin
de amplificar el plasmido dentro de la célula.
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QOtras soluciones.

Para seleccionar los clones portadores de inserto en todos aquellos vectores
(plasmidos o fagos) portadores del gen de la B-galactosidasa, se afadieron al medio de cultivo 40
pl de una solucidn en dimetifformamida de 40 mg/mi de X-Gal (como sustrato del enzima) y 40 ul
de una solucion acuosa 1M de IPTG (como inductor no metabolizable).

1.4.2.- Medios para S. cerevisiae,

<
m
[

Es un medic completo empleado de rutina para el cultivo de levadura.
Composicion:

Extracto de levadura.... 10 g/
Glucosa................. 20 g/l

El pH se ajustaba a 7,0 con NaOH 0.1 N.

Estabilizador osmaético: Cuando se regueria un medio estabilizado osmadticamente, se afadia
a la composicién normal una concentracion final de 0,9 M de sorbitol 0 16 mM de SO, Mg.

-
m
o
o

Es un medio rico que se utilizaba para la obtencion de biomasa en las resiembras
pariddicas. Es el medio YED, al que se le afiadfan 20 g/l de peptona. El pH se ajustaba a 7.0 con
NaOH 0,1 N,

PE

Es uh medio sélido muy tico que se utitizaba para el crecimiento de los diploides,
gue posteriormente eran inducidos a esporular en el medio de esporulacién. El paso previo por el
medio de preesporulacion estimula notablemente la formacion de ascas.
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Composicion:

Extracto de levadura.... 10 g/t
Extracto de carne....... 30 g/
Glucosa................ 50 g/l

El pH se ajustaba a 7,0 con NaOH 0,1 N.

Es un medio sdlido, pobte en glucosa y nitrdgeno, que utiliza acetato como fuente
de energia, lo cual induce la esporulacion de céiulas dipioides procedentes de un medio rico en
glucosa.

Compaosicion:

Acetato potasico........ 9.8 g/i
Extracto de levadura.... 2,5 g/
Glucosa................ 1g/l

El pH se ajustaba a 7,0 con NaQH 0,1N

Es un medio sintético, que contiene todas las vitaminas y minerales necesarios para
el crecimiento de la levadura, pero que no permite el crecimiento a las cepas auxdtrofas.
Generaimente se empleaba como medio selectivo para el mantenimiento del plasmido en los clones
transformantes de S. cerevisiae, y para comprobar auxotrofias por medio de replicas.

Composicion:
Base nitrogenada sin aminoacidos 6,7 g/l
GlUCoSa .-.ccovvere e 20 g/

El pH se ajustaba a 7,0, con NaGH 0,1 N

Segtin las necesidades, se le suplementaba con adenina, histidina, uracilo o
triptéfano, a la concentracion final de 20 mg/l, y en el caso de leucina, a 30 mg/L
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Medio de regeneracién de protoplastos. Es un medio sdlido con mayor
concentracion de agar de lo normal. Se empleaba en experimentos de transformacion, segun el
método descrito por Hinnen et al. (1978). Dada su elevada concentracion de sorbitol es un medio
que evita la rotura de los esferoplastos o protoplastos, y gracias a que contiene todos los
requerimientos nutricionates, excepto el marcador de seleccion del plasmido, permite aislar los
clones transformantes que posean dicho marcador.

Composicion:
Sorbitol.................. 182.4 g/l
Glucosa.........cone..... 2a g/t
Bacto agar granulado...... 30 g/l

{1} Solucién de amincacidos
(estéril)............. 140 mi/|
(2) YEPD liquido (esteril). 10 mi/l

(1) La solucién de aminodcidos se esterilizaba por separado y se conservaba a 4°C.
El amino4cido o base nitrogenada, utlizado como marcador de seleccion en una determinada
transformacién, era omitido. Las cantidades indicadas son estimulantes, pero no son suficientes para
el crecimiento cuando la cepa receptora posee una auxotrofia adicional. En estos casos habia que
suplementar con 300 mg/|.

Esta solucion era preparada a la concentracion de
2 g/35 ml, segun la siguiente composicion {Sherman et al., 1983):

Base nitrogenada sin aminoacidos 51,5 g/1

Adenina |
Uracilo \
L-Triptofano !
L-Histidina | 147 mg/|
L-Arginina i
L-Metionina :

L-Tirosina :

L-Leucina | 221 mg/!
L-Isoleucina !
l.-Lisina !

42



Ac.L-Glutamico |
Ac.L-Aspartico |

L-Valina r 736 mg/!
L-Treoning |
{.-Serina !
L-Fenil alanina 368 mg/}

(2) Se ha comprobado que el medio YEPD liquido al 2/1.000 tacilita la transforma-
¢ién cuando el marcador de seleccion es histidina. En nuestro caso se redujo al 1/1.000 para evitar
el crecimiento de pequefias colonias satélites que no corresponden a transformantes, y que
pudieran conducir a resultados equivocos. Este medio también se esterilizaba aparte conservandose
a4°C

Tanto el medioc YEPD comao la solucidn de amincacidos, se afiadian atemperados
a 50°C al me dio recién esterilizado, cuando éste se habia enfriado a unos 50-60°C. Los esferoplas-
tos se anadian al medio cuando éste se habia atemperado a 45-50°C, y se dejaba solidificar en
placas sobre una base de MM.
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2.- METODOS.

2.1.- CONDICIONES DE CRECIMIENTO Y CONSERVACION DE CEPAS.

2.1.1.- Cepas de E. coli.

Estas cepas se conservaron a -20°C en medio LB liquido con glicerol al 50%. El
cultivo en medio liquido se realizaba a 37°C y 200-220 rpm durante e! tiempo necesario. El cultivo
en medio sélido generalmente era en placa y se incubaba a igual temperatura durante una noche.

2.1.2.- Cepas de S. cerevisiae,

Las estirpes utilizadas se conservaban a 4°C en tubos con medio sdlido YEPD
gue contenia doble concentracion de todos los nutrientes, o bien congeladas a -20°C, en alicuo-
tas en medio YED liquido al que se afadia glicerol al 50%. Las estirpes transformadas, se solian

consarvar temporalmente en tubos con MM sdlido suplementado con las bases nitrogenadas o
aminoacidos necesarios. Se realizaban resiembras periddicas cada 4-6 meses.

2.1.2.1.- Crecimiento en placa.

El cultivo en medio sdlido se llevaba a cabo usualmente en piaca de YED o MM,
y se incubaba a 24°C o 37°C durante el tiempo necesario.

2.1.2.2.- Crecimiento en matraz.
Para los cultivos en matraz, se utilizaban generalmente los medios YED y MM. La

incubacién era a 24°C o 37°C, con una agitaclén de 180 a 200 rpm. Los matraces tenlan una
capacidad 5 veces superior al volumen de medio.

2,1.2.3.- Crecimiento en fermentador.

Ver apartado 2.2 de Materiales y Métodos.
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2.2.- CONDICIONES DE CULTIVO EN FERMENTADOR. MODOS DE TRABAJO.

Se utilizd el fermentador descrito en el apartado de materiales, con un volumen
de trabajo de 10 litros, En todos los casos el fermentador se inoculaba con un preindculo crecido
en matraz a 24°C (temperatura permisiva para los mutantes autoiiticos). La aireacion y agitacion
se ajustaban dependiendo del ensayo y del fermentador. (generalmente a 2NL/min y 200-250 rpm
en el de 10 litros). El medio utilizado era YED o MM.

Los modos de trabajo fueron los siguientes:

- Cultivo discontinuo sin cambio térmico. Todo el crecimiento se realizaba a
la misma temperatura, bien 24°C o 37°C.

- Cultivo discontinuo con cambio térmico. La cepa a ensayar se crecia a 24°C
hasta fase exponencial. Entonces, se procedia a subir rapidamente (5-10 min) la temperatura de
trabajo a 37°C. Cuando se daban pulsos térmicos se procedia a bajar dicha temperatura una vez
finalizado e pulso, también muy rapidamente (5 min}.

2.3.- DETERMINACION DEL CRECIMIENTQ,

2.3.1.- Turbidimetria.

Et crecimiento de los cultivos se determinaba mediante la medida de la turbidez
del mismo, por lectura de !a densidad optica (DO) a 600 nm. Las muestras se diluian conve-
nientemente hasta que su DO se encontrara en un intervalo de valores tal que existiera linearidad
entre la lectura de DO y el nimero de células o peso seco.

Enla Figura 10, se muestran las correspondencias existentes entre DO a 600 nm,
peso seco y nimero de células de la cepa silvestre S. cerevisiae S288C.

2.3.2.- Recuento de células.
El recuento se realizdé con una camara Neubauer cuentaglobulos, por obser-
vacion microscopica directa en un microscopio de contraste de fases. Para que la muestra fuera

estadisticarnente significativa, el nimero de células contadas por camara era siempre superior
a 30.
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2.4.- RECUENTO DE VIABLES.
La medida de la densidad dptica no da una idea exacta de ia proporcidén de

células muertas que hay en una poblacién microbiana. Por ello, se utilizaron los siguientes
métodos.

2.4.1.- Por crecimiento en placa.

De cada muestra tomada del cultivo se contaba el nimero de células en cdmara
cuentagiobulos de Neubauer. Posteriormente se hacian diluciones pertinentes de las mismas para
que crecieran entre 50 y 100 colonias por placa, suponiendo que todas las células contadas

fueran viables. Tras fa siembra de las muestras, las placas se incubaban dos dias a 24°C, se
contaban {as colonias y se calculaba el porcentaje de células viables.

2.4.2.- Por citometria de flujo.

Ver apartado 2.10.- Técnicas de citometria de flujo.

2.5.- TECNICAS DE MICROSCOPIA,

2.5.1.- Microscopia de contraste de fases,

Las muestras de levaduras se observaban en montaje himedo, en un
microscopio Nikon Optiphot, empleando un objetivo de contraste de fases 40 X y un ocular 10
X. Las fotografias se tomaban utilizando peliculas Kodak Tri-x-pan y Fujicolor 400 super HG.
Cuando usabamos el ioduro de propidio como fluorocromo indicador de muerte celular, se
utilizaba la iluminacion de fluorescencia.

2.5.2.- Microscopia electrénica de barrido.

A partir de un cuitivo en medio YED o MM liquido a 24 o 37°C, se recogian las
muestras sobre filtros de membrana, tomando con jeringa un volumen de 0,6 ml. de la
suspension, y conectandolo a un portafiltros Swinny Stainless (13 mm de diametro) Millipore que
contenia un filtro fluoropore de 0,2 pm. Las células se fijaban con glutaraidehido al 5%, preparado
en cacodilato sédico 0,2 M, pH: 7,2 durante 60 min. (Williams y Veldkamp, 1974; Tiedt et af,,
1987). Se lavaban con el tampdn y se deshidrataban en una serie de concentraciones crecientes
de etanol: 25, 50, 70, 90 y 100%, durante 10 minutos cada vez. Seguidamente se sumergian en
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acetona absoluta durante una noche, y se sometian al punto critico de secado. Después eran
montadas sobre un portamuestras de aluminio y metalizadas.

Las muestras eran observadas en microscopio electronico de barrido con sistema
fotografico adaptado. La pelicula era Kodak plus X, de 35 mm.

2.6.- TECNICAS GENETICAS.

2.6.1.- Obtencién de diploides.

Se utilizo la técnica descrita por Fink (1971). Para elio, se mezclaban las células
de cultivos recientes de dos cepas de tipo sexual opuesto, en una placa con medio YED. Las
placas se incubaban a 24°C durante 5-7 horas. Tras este tiempo se podian observar zigotos por
examen microscopico de una preparacién en montaje humedo. Entonces se procedia al
aislamiento de estos mediante micromanipulacién con aguja de vidrio, sobre laminas de medio
sdlido de preesporulacion {(MPE). Posteriormente, éstas eran incubadas en placas con agar agua
(a fin de proporcionar ta humedad necesaria) a 24°C durante 3-4 dias, tiempo tras el cual las
colonias de los diploides se hacian visibles.

2.6.2.-Esporulacién.

Cuando se requeria la esporulacion de algdn diploide, éste se sembraba primero
en medio de preesporulacién y se dejaba crecer durante 24 horas a 24 o 28°C, segun las
caracteristicas de la cepa. Pasado este tiempo, se sembraba en medio de esporulacion a ia
temperatura deseada y se incubaba durante un tiempo que oscilaba entre 5 y 14 dias. La
presencia de ascas se ponia de manifiesto por cbservacién microscopica.

Hay que resaltar que el proceso de esporulacion se realizaba en el medio sélido
de la composicién descrita en el apartado correspondiente de Materiales, ya que hemos
comprobado gue las cepas utilizadas por nosotros en este trabajo no son capaces de esporular
en los medios liquidos descritos por Malavasic y Elder (1990).

2.6.3.- Diseccion de ascas.

La diseccion de ascas se realizaba con arreglo al método descrita por Jhonston
y Mortimer (1959), modificado por Bevan y Costello (1964).

Las ascas se trataban con helicasala cual a la concentracion de 2,5 mg/mi,
digeria la pared del asca en un tiempo comprendido entre 15 y 30 minutos. Este tratamiento

provocaba la liberacion de las cuatro ascosporas, que asf podian ser separadas por micromani-
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pulacién y depositadas ordenadamente en laminas de medio sdlido YEPD. Estas laminas eran
posteriormente incubadas a 24°C sobre placas de agar agua durante 4 o 5 dias, hasta que las
cotonias de los segregantes eran visibles.

2.7.- PREPARACIONES ENZIMATICAS.

2.7.1.- Obtencidén de células y caldos de cultivo.

Las células se separaban de los medios de cultivo por centrifugacion a 2.000 xg
durante 5 minutos a 4°C y se lavaban dos veces con agua destilada, tampén succinato 10 mM
pH 5,3, tampdn acetato 50 mM pH 5,3 o tampon PBS, segun los casos, quedando asi listas para
sU procesamiento.

Los sobrenadantes de estos cultivos fueron utilizados en los distintos ensayos
enzimaticos, siendo sometidos a didlisis exhaustiva frente al tampoén correspondiente, y/o
concentracion mediante PEG, ultrafiltracion o liofilizacion hasta el volumen requerido, cuando fue
necesario.

2.7.2.~- Preparacion de extractos celulares.

Los extractos libres de células se obtuvieron por ruptura mecanica con bolas de
vidrio, utilizando un homogenizador Braun, modelo MSK (Melsungen, Alemania), en la mayoria
de los casos. La suspension obtenida por resuspension de las células en un volumen de tampén
igual a cuatro veces el peso humedo de las mismas se introdujo en frascos de vidric especiales
junto con polvo de vidrio Ballotini (0,25 - 0,30 mm de didmetro. Braun) en proporcién 1:1 (viv)
procediéndose a la ruptura durante S0 segundos a 4.000 oscilaciones por minuto, refrigerando
con nieve carbonica. Para volimenes muy pequeios el extracto se obtenia en tubos Eppendori,
utilizando un agitador "vortex”.

Por observacion directa al microscopio de contraste de fases se comprobé la
ruptura de las células para asegurar que siempre fuera superior al 90%.

La fraccion facilmente sedimentable, paredes celulares y células no rotas, se
separd por centrifugacion de los extractos a 2.000 xg durante 10 minutos y a 4°C. Posterior-
mente el sobrenadante obtenido se centrifugé nuevamente a 48.000 xg y a la misma temperatura
durante 30 minutos.

Con anterioridad a cualquier determinacion enzimatica, los sobrenadantes de
extractos celulares se dializaron frente al tampdn correspondiente siendo de nuevo centrifugado
a 48.000 xg a 4°C durante 30 minutos para eliminar los materiales que precipitan durante la diali-
sis, principalmente por desnaturalizacion. Estos sobrenadantes, resultantes de la Ultima
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centrifugacion, fueron las muestras enzimaticas usadas normalmente. Cuando fue necesario, los
extractos, una vez obtenidos, se conservaron a -20°C en congelador.

2.7.3.- Soluciones tampdn y didlisis.

.- Tampon acetato (acido acético/acetato sddico) 50 mM, pH: 5,3,

.- Tampon succinato (acido succinico/hidréxido sodico)
10 mM, 25 mM, pH 5,3.

.- Tampo6n Tris-CIH (Tris-hidroximetil aminometano/acido
clorhidrico) 50 mM, pH 7,4,

.- Tampodn Glicina-NaOH 0,1 M, pH:9,7.

.- PBS {8g NaCl, 0,2g KCl, 1,44g Na,HPC,, 0,24g KH.PO, por
litro de agua; pH:7.4).

En fa mayoria de los tampones se anadid azida sédica al 0,02%, como agente
antimicrobiano.

La dialisis se realizd a 4°G en bolsas de dialisis (Visking Tubing), cuyo limite de
exclusian es aproximadamente 10000 Dalton, frente al tampdn corregpondiente, renovando dicha
solucién cada 6-8 horas.

2.8.- DETERMINACIONES ANALITICAS.

2.8.1.- Valoracion de glucosa.
Se siguio el método de Keston (1956), basado en la vaioracion colorimétrica de

glucosa, mediante un reactivo de glucosa oxidasaperoxidasa acoplado a un cromégeno (ortodia-
nisidina). La reaccién de oxidacidn de la glucosa es la siguiente:

Glucosa + O, + H,0 > Ac. gluctnico + H,0,
glucosa-oxidasa

H,O, + O-dianisidina S > H,0 + O-dianisidina axidada
peroxidasa
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La oxidacion de la O-dianisidina origina una sustancia de color rosa estable, por
adicion de HCI, que posibilita la determinacién colarimétrica.

A 0,5 ml de ja muestra obtenida por centrifugacion del cultivo, se le afiadian 2
ml de una mezcla de los reactivos A y B en la proporcién 20:1 y se incubaba a 30°C durante 30
minutos, al cabo de los cuales la reaccion se detenia, mediante la adicion de 2,5 ml de HCl 6 N.
El color desarrollado se lefa espectrofotométricamente a 540 nm. Los valores obtenidos se
referfan a una curva patron, realizada paralelamente con glucosa (concentraciones entre 10 y
180 pg/ml).

Reactivos:

A} Solucidn formada por 5,25 mg de peroxidasa y 125 mg de glucosa-oxidasa
(8 U/mg) por litro de tamp6n fosfato 0,1 M pH:7.

B} Solucidn de O-dianisidina al 0,6% en agua.

2.8.2.- Valoracion de fosfatasa alcalina.

La fosfatasa alcalina es una enzima intracelular, que solo se libera al medio
cuando la célula se lisa, luego su valoracidn nos da idea del grado de lisis del cuitivo. Esta
enzima es capaz de hidrolizar el sustrato paranitrofenil fosfato disddico (PNPP), liberando parani-
trofenol (PNP). el cual a pH alcalino es de color amarillo.

2.8.2.1.- Valoracion cuantitativa (en medio liquido}).

La solucion enzimatica a valorar podia provenir de sobrenadantes del cultivo de
células a examinar o de los extractos de éstas. Las mezclas de reaccion contenian 250 pl de una
solucion del sustrato PNPP 20mM en tampodn glicina-sosa 0,1M pH:8,7. El tiempo de reaccion
era de 30 minutos a 37°C. La valoracion del PNP se llevaha a cabo espectrofotométricamente,
leyendo la absorbancia a una longitud de onda de 420 nm. Las lecturas obtenidas se referian a
una curva patrén de PNP de concentraciones comprendidas entre 10 y 180 pg/mi. La unidad
enzimatica (UE) se definid como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 nanomol de PNP
por minuto en las condiciones de la reaccian,

2.8.2.2.- Valoracion cualitativa (en medio sélido).

En ocasiones era necesaria la blsqueda del fenotipo autolitico o la ausencia de
éste entre una poblacién de levaduras grande, para lo cual se utilizaban dos métodos:
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A) El método de Cabib y Duran (1975).

La poblacion de levaduras a estudiar se dilula a partir de cultivos en YED o MM
liquidos crecidos a 24°C y se sembraban en piacas de YED o MM de manera que crecieran entre
80 y 100 colonias por placa. Tras incubarlas a 24°C durante el tiempo necesario para que
alcanzaran un diametro de 3 a 5 mm, se hacian réplicas mediante terciopelos estériles o se
incubaban las mismas placas a 37°C durante 24 0 48 horas. Al cabo de este tiempo, se
depositaba sobre las colonias una sobrecapa de agar al 0,5% y PNPP 10 mM preparada de la
siguiente manera: se fundian alicuotas que contenian 2,4 mi de agar al 1,2% en tampodn glicina-
sosa 0,1 M pH:9,7; se atemperaban a unos 40°C vy se les afadfan 3 ml del tampdn glicina-sosa
y 0,6 ml de una solucién de PNPP 100 mM en el mismo tampén. Se mezclaba bien y se vertia
la sobrecapa sobre las colonias. Tras unos 20 minutos a 37°C, el fenotipo autolitico se ponia de
manifiesto mediante la aparicion de un halo amarillo de PNP alrededor de las colonias de células
lisadas, como consecuencia de [a hidrélisis del PNPP por accidn de [a fosfatasa alcalina liberada.
Las colonias no liticas carecian del halo. Habia que tener en cuenta que, al cabo de 40 minutos
aproximadamente, todo el medio se ponia amarilio por (a hidrdiisis def PNPP por accién de la
luz.

B) Uso del reactivo 5-Bromo-4-cloro-3-indolilfosfato.

Este reactivo es un sustrato de fosfatasa que, al ser hidrolizado por dicha enzima,
da lugar a una coloracion azul. Se anade la solucion acuosa de la sat disodica fiitrada al medio
de cultivo atemperado a 50°C, antes de que se solidifique el agar, a la concentracion final de 40
pg/mi {Lourdes Tarres, comunicacion personal).

Las cepas a analizar (que pueden proceder de nevera o de un cultivo fresco a
24°C}, se siembran en las placas con el reactivo y se incuban a 37°C durante 24-48 horas. Al
cabo de este tiempo, las cepas autoliticas aparecen tehidas de color azul (Figura 23).

Este reactivo presenta las siguientes ventajas con respecto al PNPP:
- No se hidroliza por accion de la luz, por lo que sdlo se fifie fa colonia de células muertas, pero
no el medio de cultivo aunque se almacene la placa durante un tiempo.
- No hay que usar una sobrecapa, sino que la colonia se tifie 0 no a medida que crece en la
placa.
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2.9.- TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR.
Los métodos empleados en la manipulacion de acidos nucleicos se basaron

fundamentalmente en los descritos en ios manuales de Biclogla Molecular de Maniatis et al.
{1982); Glover (1986) y Fink et al. (1983).

2.9.1.- Soluciones de uso general

Las soluciones empleadas comunmente en los métodos de biologia molecular,
se describen a continuacion:

o Tampdn TE

Tris-HCI pH:8 10 mM
EDTA 1 mM

Se empleaba para el mantenimiento de acidos nucleicos.

o Etanol absoluto v Etangl al 70%.

El primero se empleaba (2 volimenes), junto con acetato sodico para precipitar acidos
nucleicos. El segundo se utilizaba para (una vez realizada la precipitacion), lavar el precipitado
con objeto de eliminar sales.

& |sopropanol.

Se utilizaba (1 volumen) para precipitar acidos nucleicos.

® Acetato sodico 3 M.

Solucién 3 M, ajustada a pH:5,2 con acido acético glaclal. Se utllizaba como sal de
precipitaciéon de acidos nucleicos, a concentracion final de 0,3 M, junto con 2 volimenes de
etanol absoluto.

* Cloroformo.
Solucion de cloroformo/alcohol iscamilico enla proporcién 24:1, utilizada para desproteinizar
acidos nucleicos y para eliminar restos de fenol de la solucion. El alcohol isoamilico ayuda a

separar las dos fases y reduce la formacién de espuma.
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& Fenol.

Es una solucion de fenol equilibrada a pH >7,6 en TE, que contiene 0,1% de hidroxiquino-
leina y 0,2% de B-mercaptoetanol. Se empleaba para eliminar proteinas de soluciones de acidos
nucleicos, afadiendo 1 volumen, agitando fuertemente, y centrifugando. Finalmente la fase
acuosa se pasaba a un tubo nuevo; Ia operacién se repetia hasta que no se observaban restos
de proteina en la interfase.

La manera mas corrienie de eliminar las proteinas de soluciones de acidos
nucleicos, era extraer una vez con fenol, una vez con una mezcla 1:1 de fenol/cloroformo y
finalmente una vez con cloroformo. La hidroxiquinoleina es antioxidante, inhibidor de RNasas, y
agente quelante de iones metdlicos; por otra parte su color amatrillo ayuda a identificar 1a fase
acuosa.

® Eter.
A veces se empleaba, saturade de agua, para eliminar trazas de fenol o

cloroformo. Se eliminaba calentando a 68°C durante 10 minutos.

& DNA de esperma de saimon.

Se utilizaba en las soluciones de hibridacion de acidos nucleicos, para reducir
las fijaciones inespecfficas de las sondas a las membranas de nylon. Se preparaba disclviendo
el DNA fragmentado, hasta 10 mg/ml, en TE. Se rompia por sonicacion en varios periodos de 30
segundos a 25 microns, con intervalos de 30 segundos en hielo. A continuacidon se despro-
teinizaba con fenol, cloroformo y éter. Finalmente se precipitaba con dos volimenes de eta-
nol/NaCl 6,1 M a -80°C, durante 1 hota; se lavaba con etanol al 70% y se resuspendia en TE
a una concentracion final de 10 mg/mil.

¢ {RNA transportador ("carrier”).

La preparacion era basicamente igual a la del DNA de esperma de salmén, pero
sin sonicar. Se dilufa a la concentracion final del 1%. Se empleaba en ocasiones para facilitar la
precipitacibn en muesiras de acidos nucleicos.

El agua empleada en ia fabricacidon de las soluciones era ultrapura. Las
soluciones se esterilizaban en autoclave o por filtracién.
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2.9.2.- Aisiamiento de DNA plasmidico de E. coli.

Dependiendo de la cantidad y grado de pureza requeridos en cada caso, se
emplearon diversos métodos de purificacion de DNA.,

. Método A)

Se siguid basicamente el método descrito por Holmes y Quigley {1981) simplificado.
Permite el aislamiento répido de DNA plasmidico libre de contaminacion cromosémica. Se
empleaba para el aislamiento de plasmidos, a partir de colonias procedentes de placas de
transformacion.

Las colonias se recogian con asa y se sembraban en 2 mi de LB suplementado
con ampicilina; tras incubacion a 37°C en agitacidn durante una noche, la suspension celular
se recogia en un tubo Eppendorf, por centrifugacion en microfuga a 12.000 rpm, durante 45
segundos se eliminaba el medio y se resuspendia en 350 pl de tampon STET (Tris- HCI 50 mM
pH:8; EDTA 50 mM; sacarosa 8% y Triton X-100 5%); se afiadian 350 pl de lisozima recién
preparada (2 mg/ml en STET) mezclando bien, y se calentaba rapidamente en un bano de agua
hirviendo durante 2 minutos. inmediatamente después se transferia a un bafio de hielo durante
5 minutos, y se centrifugaba a 12.000 rpm., durante 10 minutos. Se tomaban 500 pl del
sobrenadante y se pasaban a otro tubo, ai que se afiadian 500 gl de isopropancl, se mezclaba
bien, y se mantenia a temperatura ambiente durante 10 minutos; posteriormente se centrifugaba
como antes y se decantaba el sobrenadante. El precipitado se secaba y se redisolvia en 20-40 ul
de TE.

Estas preparaciones se usaban para la electroforesis en gel de agarosa. Cuando
interesaba ver bandas pequenas, se incubaban las muestras con 0,05 pug/mi de RNasa a 37°C
durante 18 minutos, antes de someterlas a la electroforesis.

. Método B)

También se utilizd el método de lisis alcalina descrito por Maniatis et al. (1982)
ligeramente modificado.

Una coionia, aislada en LB suplementado con ampicilina, se transferia a 3 ml de
TB al que se habia adicionado el mismo antibiético y se incubaba a 37°C con agitacion, durante
una noche. Las células se recogian por centrifugacion en microfuga a 12.000 rpm durante 1
minuto y, tras eliminar el medio, se resuspendian en 200 pl de una solucion de lisozima al 0,5%
en glucosa 50 mM; Tris-HCI 256 mM pH 8, y EDTA 10 mM, v se dejaban lisar a temperatura am-
biente durante 5 minutos. Se afadian 400 pl de una solucion de NaOH 0,2 N y SDS al 1%
(preparada en el momento a partir de NaOH 5 N y SDS al 10%) y la suspensidon se mantenia a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Transcurrido este tiempo se afadian 300 p! de una
solucion de acetato potasico 3 M, 4cido formico 1,8 M; se mezclaba suavemente y se dejaba
a temperatura ambiente durante 5 minutos, Posteriormente se centrifugaba en microfuga a 12.000
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rpm durante 10 minutos a 4°C; y el sobrenadante se precipitaba por adicion de 600 pl de
isopropanol durante 20 minutos a -20°C. Tras centrifugar como antes, se decantaba el
sobrenadante y el precipitado se resuspendia en 400 pl de acetato sédico 2,5 M; tras 40 minutos
de agitacién vigorosa se sometia a una nueva centrifugacion durante 10 minutos y el
sobrenadante se precipitaba por adicion de 250 pl de isopropanol a -20°C durante 20 minutos.
Tras una nueva centrifugacion el precipitado se lavaba con etanol al 70%, se secaba y se
redisolvia en 50 pl de TE.

2.9.3.- Aislamiento de DNA total de S. cerevisiae.

Para obtener el DNA total de S. cerevisiae 5288C que fue empleado en los
experimentos de hibridacion DNA-DNA, se siguié basicamente el método descrite por Sherman
et al. {1983).

Un cultivo de la cepa en 50 ml de YED se incubaba a 30°C con agitacion hasta
alcanzar la fase estacionaria. Las células se recoglan por centrifugacion a 8.000 rpm en el rotor
JA-14 de la centrffuga Beckman J2-21 durante 5 minutos, y se lavaban con agua, volviéndose a
resuspender en 15 mi de EDTA 0,05 M, pH:9. A continuacidén se centrifugaba de nuevo, y el
sedimento celular se resuspendia en 5 mi de EDTA 0,056 M pH:9, con el fin de obtener
esferoplastos.

La suspension se sometia a un pretratamiento, con 130 pl de p-mercaptostanal
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Tras lavar con sorbitol 1 M, las células se resus-
pendian en 5 ml de sorbitol 1 M y EDTA 0,1 m pH: 7,5 y se procedia al tratamienio con 200 pl
de zimoliasa 5.000 (5 mg/ml) a 37°C con agitacidn suave, hasta que se comprobaba la
existencia de un 80-90% de protoplastos {observando la ruptura de la membrana en medio
hipotdnico). En ese momento los esferoplastas se recogian por centrifugacion (rotor JA-20) a
5.000 rpm durante 5 minutos y se lavaban con sorbitol 1 M, para eliminar la enzima. Se
resuspendian en 3,2 ml de TE pH:7.4, procediéndose a lisarlos con una mezcla de 0,3 ml de
EDTA 0,5 M, pH:8,5; 0,16 ml Tris base 2 M y 0,16 ml de SDS al 10%, mas 10 ul de DEPC.

Los tubos se mantenian destapados a 65°C durante 30 minutos (en campana de
gases), al cabo de los cuales, se anadian 0,8 ml de acetato potasico 5 M, manteniéndose la
suspension en hielo durante 1 hora. Tras este tiempo se centrifugaba (rotor JA-20) a 2.000 rpm
durante 30 minutos, y se transferia el sobrenadante a un tubo Corex de 30 ml, precipitando €l
DNA con 12 ml de etanol absoluto a temperaiura ambiente. El contenido del tubo se mezclaba
invirtiendolo y se centrifugaba (rotor JA-20) a 10.000 rpm durante 15 minutos. El precipitado se
secaba y se resuspendia en 3 ml de TE durante toda la noche en agitacién a temperatura
ambiente. Una vez resuspendido, se centrifugaba y se recogia el sobrenadante, y se trataba con
150 ul de RNasa a 37°C durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo, se precipitaba con 3 ml
de isopropanal, inclinando el tubo lentamente, hasta la aparicion de una banda de precipitacién
en la interfase. Las hebras de DNA se recogian con pipeta Pasteur y se redisolvian en 0,5 ml de
TE.
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2.9.4.- Aislamiento de DNA plasmidico de S. cerevisiae.

A) Minipreparacion de plasmidos de levadura.

El método empleado es modificacion del descrito por Lorincz (1984).

Células procedentes de una colonia de levadura de unos 3 mm de didmetro, se
resuspendian en 400 pl del siguiente tampén: 100 mM de NaCl, 10 mM de Tris-HCl pH:8, 1 mM
EDTA y 0,1% SDS. Se afadian bolas de vidrio de 0,5 mm de didmetro hasta 2 mm por debajo
del nivel de la suspension y se rompian las células agitando durante periodos de 30 segundos
alternando agitacion en vortex e incubacién en hielo, hasta que, por observacion al microscopio
de contraste de fases, s& comprobaba la rotura de un 80-90% de las células. Después se exiraia
el homogenizado dos veces con fenol-cloroforma y una con cloroformo-isoamflico. Se precipitaba
el DNA de la tase acuosa ahadiendo acetato sodico a una concentracion final de 0,25 My 2
volumenes de etanol absoluto. Después de 20 minutos a -20°C, se centrifugaba la mezcla, y el
precipitado se lavaba con etanol al 70% y se secaba al vacio. El sedimento resultante se
resuspendia en 50 pl de TE vy se utilizaban 10 pl para transformar E. coli.

B) Preparaciones de plasmidos de levadura a pequeda y mediana escala.

Estid basado en el método descrito por Nasmith y Reed {1980). Se us6 para
extraer DNA plasmidico a partir de clones transformantes de levadura. Cuando se aisid DNA
procedente del plasmido YCp 50, las cantidades se incrementaron 50 veces por tratarse de un
vector menocopia.

El clon transformante a analizar se crecia en 10 mi de MM liquido, con ios
suplementos de aminoacidos y bases nitrogenadas adecuados para el mantenimiento del
plasmido, durante una noche a 24°C. Las células se recogian por centrifugacion y se lavaban
con 1 ml de sorbitol 1 M. Se resuspendian después en 0,2 ml de ta mezcla: sorbitol 1 M, citrato
sodico 0,1 M pH:7 y EDTA 0,06M. A esta suspension se le afadia 1 mg/ml de zimoliasa 5000
y un 1% de B-mercaptoetanol, y se mantenia a 37°C con agitacion suave hasta que se observaba
fa presencia de esferoplastos en una proporcion superior a un 80%. Posteriormente se anadian
0.8 ml de una mezcla de SDS al 0,5% en Tris-HC! 100 mM, pH:9,7 v EDTA 50 mM (El pH final
resultaba 8,5). Tras agitar invirtiendo e} tubo varias veces, se incubaba a 70°C durante 20
minutos. Después se enfriaba a 0°C y se afiadian 0,2 ml de acetato potasico 5 M y se mantenfa
en hielo durante 45 minutos. Se centritugaba a 10000 rpm (en microfuga) y el sobrenadante se
precipitaba con 2 volimenes de etanol ahsoluto durante 20 minutos a -20°C. El DNA se recogia
por centrifugacién a 10000 rpm y se resuspendia en 0,5 ml de Tris-HCI 100 mM, pH:8; EDTA 1
mM y NaCl 0,25 M; precipitandose de nuevo con 1 ml de etanol absoluto. Finalmente, tras
centrifugar y secar, el precipitado se disolvia en 50 pl de TE.

Estas preparaciones contenfan DNA cromosomico como contaminacion, pero
eran validas para transformar £. coli.
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2.9.5.- Aislamiento de RNA total de ievaduras.

Para obtener el RNA total de cepas de S. cerevisiae que fue empleado en los
experimentos de hibridacion de DNA-RNA, se siguid basicamente el método descrito por Elder
et al. {1983}, con algunas modificaciones.

Con el fin de evitar ia degradacion del BNA por accién de RNasas, se empled
DEPC (dietilpiracarbonato). Al etanal se le afadia DEPC af 0,1% y las demas soluciones eran
tratadas con DEPC al 0,1%, se incubaban luego cerradas a 37°C durante unas horas {para
inactivar el DEPC y evitar que emitiera vapores toxicos al esterilizarse y usarse las disoluciones)
y se esterilizaban.

Un cultivo de la cepa en 100 ml de YED era incubado a 24, 30 o 37°C en
agitacion, hasta alcanzar una densidad Optica a 600 nm de 0,3-0.4 (4 x 10°-2 x 10’ células por
ml}. Se centrifugaba a 4°C y se depositaba en hielo el precipitado. Se resuspendia en 1 ml de
LET (Tris-HCI 0,1 M, pH:7.4; LiCl 0,1 M; EDTA 0,1 mM} y se centrifugaba para lavar las células.
Se repetia el proceso 2 veces. Después de los lavados o antes de hacetlos, las células podian
almacenarse a -70°C como precipitado seco.

Después de los lavados, se resuspendian las célutas en 100 pl! de LET vy se
afadian ballotini (nuevas, silastenizadas y esterilizadas en haorno) hasta el borde inferior del
menisco. Se agitaba la mezcla vigorosamente en vortex durante 3 minutos a intervalos de 30
sequndos intercalados con 30 segundos en hielo. Se anadian 100 pl de fenol saturado con TNE
(Tris-HCE 10 mM, pH:7.4; NaCl 0,14 M; EDTA 10 mM), se agitaba durante 30 segundos, vy se podia
empezar a trabajar a temperatura ambiente. Se adicionaban a la mezcla 20 pl de TNE x 10 con
SDS al 1 %, 100 ul de cloroformo y 100 ul de agua a pH 7, se agitaba durante 10 segundos y
se centrifugaba durante 2 minutos. Se recaogia la fase acuosa y se repetia la extraccion con fenol-
cloroformo hasta eliminar la interfase. En caso de que la fase acuosa disminuyera de forma
alarmante, se afiadia TNE x 1.

Se precipitaba el RNA con 1/10 de Acetato sédico 3 M y 5 volimenes de Etanol
absoluto a -70°C durante 30 minutos-o/n. iNo dejar nunca RNA en suspension!

Después se centrifugaba 15 minutos a 4°C, se lavaba el precipitado con etanol
al 80 %, se secaba al vacio y se resuspendia en 100 pl de agua. Se dejaba a temperatura
ambiente durante 5 minutos y se colocaba rapidamente en hielo,

La electroforesis se realizaba en gel de agarosa ultrapura al 1 % en tampén TB.
Las muestras debian calentarse a 60-65°C durante 10 minutos y luego pasarse a hielo antes de
cargarse en el gel. El frente se dejaba correr hasta paco mas de la mitad. Con el gel podia
calcularse la concentracidn del RNA, teniendo en cuenta que, a igualdad de concentracion, el
RNA aparece 5 veces menos intenso que el DNA (con Bromuro de Etidio).
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2.9.6.- Electroforesis de DNA en geles de agarosa.

Se realizd esencialmente segun las técnicas descritas por Davis et af. (1980).
Soluciones empleadas:

- Tampon de electrodos (TBE)x5:
Tris base 0,45 M
acido borico 0,45 M
EDTA 12,5 M, pH:8

- Tampon de muestra x10:
azul de bromofenct 0,1%
sacarosa (P/V) 50%
EDTA 50 mM
SDS 0,01%

- Bromuro de Etidio (EtBr). Se preparaba una solucidén concentrada (10 mg/mi).
Se empleaba a la concentracion de 0,5 pg/ml en el tampén TBE x1, con el que se preparaba la
solucidon de agarosa.

- Agarosa (Tipa li): Se empleaban concentraciones entre 0,7- 1%, dependiendo
del tamano de los fragmentos de DNA que se guerian separar en cada caso.

Procedimiento:

La agarosa se disolvia en tampdn TBE x 1 hirviendo unos segundos en horno
microondas. Cuando el gel se habia enfriado a unos 50°C, se anadia el EtBr. Se solidificaba en
bandejas horizontales para electroforesis (de diversos tamanos segun fuera necesario), dejando
pocillos para la colocacion de las muestras, mediante el uso de peines de tefldn.

Las muestras (10-40 pl) se preparaban diluyendo, cuando era preciso, la
suspension de DNA en TE y afadiendo un 10% de tampdn de muestra, que actuaba como
indicador del frente de migracion, y facllitaba la aplicacidn de las muestras en los pocillos. Las
electroforesis se efectuaban con el gel sumergido en el tampon TBE x 1, de manera que el nivel
de tampon estuviera 2-3 mm por encima del gel. La corriente constante aplicada, era de 10-150
mA segun el tamano det gel, y se mantenia hasta que la banda formada por el azul de bromo-
fenol se aproximaba al extremo del gel.

Las bandas de DNA se visualizaban con un transiluminador de luz UV a 254 nm,
y se fotografiaban con camara Polaroid, pelicula polaroig 667 y filtro rojo Kenko Ri.



2.9.7.- Extraccion de DNA a partir de geles de agarosa.

En muchas ocasiones fue necesario extraer fragmentos de restriccion a partir de
los geles de agarosa, a fin de subclonarlos en otros vectores. Para ello se hizo uso de la técnica
de electroelucion de DNA, siguiendo basicamente dos métodos:

A} Método descrito por Maniatis et al. (1982) con algunas modificaciones.

Se realizaba la electroforesis como se describe en el apartado anterior con las
siguientes modificaciones: las muestras a electroeluir contenfan mayor volumen y por lo tanto,
para cargarlas en el gel se unfan varics dientes del peine con cinta adhesiva. La agarosa
empleada era del maximo grado de pureza, y la concentracion de EtBr era de 0,25 pg/mi de gel.

Se localizaba la banda a extraer colocando el gel sobre e transiluminador v,
rapidamente, se cortaha el trozo de agarosa conteniendo la banda a eluir con un bisturi. Para {a
preparacion de las bolsas de dialisis, éstas se hervian durante 10 minutos en 20 g/l de
bicarbonato sddico y 2 mi/l EDTA 0,5 M. Posteriormente se lavaban con abundante agua
bidestilada y se volvlan a hervir 10 minutos en agua bidastilada. Tras ser enfriadas, se guardaban
a 4°C sumergidas en EDTA 1 mM. Antes de ser usadas, se lavaban con agua estéril y se
saturaban con una solucion de BSA, a la concentracion de 0,1 pg/pl.

Una bolsa de dialisis, asi preparada, se llenaba con TBE x 0,5 y se introducia el
trozo de agarosa procurando dejar la menor cantidad posible de tampén, evitando la formacion
de burbujas. En la cubeta de electroforesis se sumergla la bolsa, cubierta solo en sus 3/4 partes
por tampdn TBE x 0,5, ¥ se aplicaba la cotriente en sentido perpendicular a la banda, usualmente
97 mA durante 45 minutos. Transcurrido este tiempo, se invertia la polaridad y se mantenia en
sentido contrario durante 45 segundos. Posteriormente se extraia el liquido de fa bolsa y ésta se
lavaba con una pequefia cantidad de tampdn, que también se recogia. Tras comprobar al
transiluminador que la banda habia desaparecido de la agarosa, v que la bolsa de didlisis
tampoco emitia fluorescencia, se procedia a fenolizar y precipltar con etanol y acetato sodico 3
M el DNA electroeluido, que finalmente se resuspendl(a en un pequeno volumen de TE.

La recuperacion de DNA por este método oscilaba entre el 20-80% del cargado
en el gel.

B) Método descrito por Sambrook et al. (1989) con algunas modificaciones.

Se realizaba la electroforesis de manera similar ala la técnica anterior, con
muestras de mayor volumen, agarosa del méximo grado de pureza, y la concentracién de EtBr

de 0,25 pg/ml de gel.

Se localizaba la banda a extraer colocando el gel sobre el transiluminador v, se
realizaban dos cortes (por encima y por debajo de la banda a eluir} con un bisturi. Empleando
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unas pinzas millipore se introducian en las hendiduras dos tiras de papel whatman DE 81 y se
sometia el gel de nuevo a 100 voltios durante 10 minutos (el DNA queda retenido en el papel
situado hacia el polo positivo del campo). A continuacién se extrala el papet del gel y tras lavarlo
dos veces con solucion de lavado se extraia el DNA con solucion de elucion (dos incubaciones
de 30 minutos).

El DNA extraido se precipitaba con el dable del volumen de etanol absoluto y tras
lavar el precipitado con etanol al 70% se resuspendia en TE.
Soluciones empleadas:
- Solucién de lavado:  Tris-HCI pH:8,0, 50 mM
NaCl 0,15 mM
EDTA pH:8,0, 10 mM
- Solucidon de elucién:  Tris-HCt pH:8,0, 50 mM
NaCl1 M
EDTA pH:8,0, 10 mM
C) "Geneclean kit".
En algunos casos, también se utilizo el "kit Geneclean" para extraer bandas de

DNA de tamano superior a 0,5 Kb. El procedimiento seguido se realizd de acuerdo con las
directrices de la casa comercial (BIO 101, La Jolla, California).

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

Se llevd a cabo antes de realizar la transferencia a membranas de nyion en ios
experimentos de hibridacién de DNA-RNA.

Soluciones empleadas:

- Tampon de electrodos:
Tampon MOPS x10: 150 mi
formaldehido: 375 ml

agua bidestilada: 975 ml

El tampén MOPS x 10 estq compuesto por dcido morfolinopropanosulfénico 0,2
M, acetato sodico 50 mM y EDTA 5mM.
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-Tampén de muestra x10:

gliceral: 50 %
EDTA: 1 mM
azul de bromofenol: 0,4%
xileno cianhol: 0,4%

-Solucién de formaldehido al 37%.

Procedimiento

Preparacion de las muestras: Tras centrifugar y lavar el RNA can etano! al 80%,
las muestras {al menos 20 pg por pocillo} se resuspendian en 7-8 p! de agua, y se mantenfan a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Después se pasaban a hielo, se afiadian 15 pl de
formamida desionizada, 3 ul de tampon MOPS x10 y 5 pl de formaldehido al 37%. A
continuacion, se calentaban a 60°C durante 10-15 minutos y se pasaban inmediatamente a hielo
durante 2 minutos. Finalmente, se afhadian 3-4 ul de tampdn de muestra antes de cargar el gel.

Preparacion del gel: la bandeja (15x15 cm) y el peine se esterilizaban con agua
oxigenada al 30%. Se preparaba la solucidn de agarosa ultrapura al 1% en 109 ml de agua y se
esterilizaba en autoclave durante 15 minutos; se enfriaba a 60°C y se afadian 15 mi de tampén
MOPS x10 y 26 ml de formaldehido (en campana de gases).

El tampbn de electrodos se ponia a ras del gel pero sin cubrido. Se cargaban las
muestras y se esperaba a que entraran en el gel, tras lo cual ya se podia cubrir con tampdn. Para
la carrera (que se realizaba en campana de gases) se mantenia unas 13 horas una corriente de
aproximadamante 30 voltios, hasta que el azul de bromofenol alcanzaba el final del gel.
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2.9.9.- Determinacion del tamano, pureza y concentracion de DNA.

2.9.9.1.- Determinacion del tamaio.

La determinacién aproximada de los tamafios moleculares de piasmidos se
efectuaba calibrando el gel de electroforesis con plasmidos de tamafio conocido. inicialmente
se emplearon los 8 plasmidos contenidos en la cepa E. coli V517, cuyos tamafios son: 35,8; 4,8;
3,7; 3,4, 26; 20; 1,8 y 1,4 MD {(Macriha et al. 1978). Alternativamente se empleaban los
plasmidos YEp13, YCpS50, Yip5, YEp352, plC-20H y pEMBL18 y 19, o los patrones de tamafos
moleculares de plasmidos (12 plasmidos de 0,4 - 12 Kb (BRL)).

Para la determinacion del tamafic molecular de DNA lineal se empleaban los
fragmentos de restriccion obtenidos por digestion del bacteriéfago lambda con Hindlli, cuyos ta-
mafnos moleculares son: 23,6; 9,4; 6,6; 4,3; 2,2 y 2,0 Kb. En muchas ocasiones fueron etnpleados
como patrones de tamafos moleculares para DNA lineal, los vectores antes citados, conveniente-
mente digeridos con enzimas de restriccion.

Una vez determinada la migracion de los patrones empleados, se obtenia la recta
de regresién, (definida por los logaritmos de estos valores y los tamanos moleculares
correspondisntes). A partir de dicha recta se calculaban los tamarios moleculares de los DNAs
objeto de estudio, en base a su migracién respecto a los patrones antes citados.

2.9.9.2.- Determinacion de la pureza.

Ei indice de pureza se estimaba midiendo la absorbancia (A) a 280 nm y a 260
nm, y determinando la relacion A, nm/A,,, nm, que para el DNA es de 1,8 - 2,0, y para el RNA
esde 2,0 - 2,2,

2.9.9.3.- Determinacion de la concentracion.

Generalmente, la concentracion aproximada de DNA se determinaba en geles de
agarosa, comparando la intensidad de la fluorescencia de la banda a estudiar con la intensidad
de las bandas de los marcadores de tamafno molecular, cuyas concentraciones eran conocidas.

Cuando se requerfa mayor precision, las concentraciones de soluciones de DNA
y RNA, se determinaban midiendo la abscrbancia a 260 nm de una dilucién de aproximadamente
1/1.000 en cubeta de cuarzo de 1 ml, considerando que a densidad 6ptica de 1, la concentracion
era de 40 pug/ml para RNA, de 30 pg/ml para cligonucledtidos, y de 50 ug/ml para DNA de
doble cadena. Para los célculos de molaridad de DNA se considerd que 1 pmol de DNA de N
Kb equivale a (0,66 x N) pg de DNA.



2.9.10.- Tratamienfos enzimaticos del DNA.

2.9.10.1.- Digestiones con endonucleasas de restriccion.

La digestion de DNA con las distintas enzimas de restriccion se efectuaba con
los tampones recomendados por el fabricante (Boehringer).

Las condiciones de digestion eran las siguientes: en un volumen de 10-40 pl,
se digerian de 10 - 300 ng/pl de DNA con 1-10 unidades de enzima/png de DNA a 37°C, durante
1-4 horas, cuando la digestion era total. Cuando se realizaba digestion parcial las condiciones
se ajustaban de manera que la relacion enzima/DNA, oscilara entre 0,05 unidades/ug de DNA
y 0,5 unidades/pg de DNA vy se incubaba la reaccion durante 5-10 minutos.

En aquellas enzimas en que la firma comercial recomendaba otra temperatura
se seguian las Indicaciones del suministrador. Cuando las muestras se digerian con dos endonu-
cleasas que actuaban en condiciones dptimas a diferentes conceniraciones salinas, se empleaba
en primer lugar la enzima que actuaba a la fuerza idnica mas baja, y a continuacion se
suplementaba la mezcla de reaccién con Ja cantidad de sales adecuada para la segunda enzima.

Cuando el DNA procedia de minipreparaciones se incluia RNasa (50 ng/pl) en
la mezcia de reaccitn, 2 minuwtos antes de parar 1a reaccion. En todos los casos la eficiencia de
las digestiones se verificaba por electroforesis de las muestras en geles de agarosa.

Si solo se pretendia analizar el DNA mediante electroforesis, la mezcla de
reaccion se cargaba directamente en el gel, después de haberle afiadido el tampon de muestra.
Si se iba a llevar a cabo algun tratamiento posterior, se inactivaba la enzima mediante
desproteinizacién con fencl y fenol /clorcformo seglin el método habitual, descrito en el apartade
2.9.1. de Materiales y Métodos.

2.9.10.2.- Subclonacion de DNA.

Los fragmentos de DNA obtenidos por digestion con enzimas de restriccion, eran
generalmente introducidos en otros vectores o en los mismos de los que procedian. A veces los
plasmidos eran recircularizados tras perder una determinada zona. Todas estas manipulaciones
implicaban la electroelucién de bandas de DNA a partir de los geles de agarosa, y en muchos
casos la eliminacion del grupo fosfato del extremo 5° del vector (para evitar su recircularizacién).
Finalmente se procedia a la ligacion de dichos fragmentos.

2.9.10.2.1.- Desfosforilacién del extremo 5 del DNA.

Se llevaba a cabo por tratamiento del DNA con fosfatasa alcalina de intestino de
ternera (CIAP), siguiendo el procedimiento descrito por Maniatis et al. (1982).
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Una vez digerido totatmente el DNA con una enzima de restriccion, se extraia con
fenol/cloroformo y se precipitaba en las condiciones acostumbradas. El precipitado se redisolvia
en el minimo volumen (por ejemplo 10 pl) de Tris-HCI 10 mM pH:8, ¥ se afladian 5 ul de tampon
de CIAP x 10 (Tris-HCI 0,5 M, pH:9; MgCl, 10 mM; ZnCl, 1 mM y espermidina 10 mM). Se anadian
0,5 ul de CIAP y la cantidad necesaria de agua para conseguir un volumen final de 50 ul. Tras
incubar a 37°C durante 15 minutos, se afadian otros 0,5 pl de CIAP y se incubaban otros 15
minutos; esta operacion se repetia dos veces mas. Finalmente, se afadian 40 pl de agua, 10 pl
de tampdn STE x 10 (Tris-HCI 100 mM, pH:8; NaCl 1 M y EDTA 10 mM) y 5 ul de SDS al 10%.
Tras calentar a 68°C durante 15 minutos, se desproteinizaba dos veces con fenolcloroformo y
2 veces mas con cloroformo. Por Ultimo se precipitaba con etanol y acetato sédico en la forma
acostumbrada.

En aigunas ocasiones se simplificaba el método tratando 1 pmol de DNA con 2
unidades de enzima en un volumen de 50 gl durante 30 minutos. La enzima se inactivaba a conti-
nuacion por doble fenclizacion, tras lo cual el DNA se precipitaba como de costumbre.

2.9.10.2.2.- Ligacion de DNA.

La reaccién se realizaba en un volumen final de 10 pl. La mezcla de reaccion
contenia el vector linearizado, el fragmenta de DNA a insertar {en una concentracidn molar doble
o triple que la del vector), el tampodn de ligacion a una concentracion final de (Tris-HCI 50 mM,
pH:7.6; MgCl, 10 mM; ATP t mM; DTT 1 mM y PEG 8.000 al 5%) y 1-2 unidades Weiss de T4 DNA
ligasa. Las condiciones de la reaccidn eran: 12°C durante 16 horas y 1 unidad de enzima para
extremos cohesivos, y 23-26° C durante 4-6 horas y 2 unidades de enzima para extremos romos.

La eficacia de la ligacion se comprobaba por eleciroforesis en geles de agarosa.

Los productos de la ligacion se empleaban para transformar células competentes de £. colfi, con
objeto de amplificar el DNA obtenido.

2.9.11.- Hibridacion de acidos nucleicos.

2.9.11.1.- Marcaje radiactivo de fragmentos de DNA.
Fragmentos de DNA de S.cerevisiae empleadas como sondas fueron marcados
radiactivamente con («-*P) dCTP, par el procedimiento de *Nick-translation” o "Ramdon Primer”,

dependiendo de la cantidad de DNA disponible en el momento.

2.9.11.1.1.- Método de la incision ambulante ("Nicktransiation").

Se siguid of método descrito por Rigby et al. {1977), empleando un "kit",
suministrado por Amersham International. Se basa en la capacidad de formacién de melias en
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una cadena de DNA, y la sustitucion de los nuclebtidos originales por otros. Entre dichos
nucledtidos hay uno marcado radiactivamente con (a-*P).

En el "kit" se incluye un sistema enzimatico formado por una endonucieasa y la DNA
polimerasa .

Se utilizaban 100-200 ng aproximadamente (10 pl} de DNA. La mezcla de
reaccion se preparaba manteniendo las siguientes proporciones en un volumen final de 50 pl:

10 pl - DNA

10 pl - (100 pM dATP, dGTP, dTTP en Tris-HCl pH:7.8, MgCl, y B-mercaptoetanol).

5 pl - («-*P) dCTP (400 Ci/mmot)

5 pl - (2,5 U DNA polimerasa | y 50 pg de DNasal en Tris-HCI pH:7,5, MgCl,, BSA y
glicerol).

Se incubaba a 15°C durante 2 horas y la reaccién se paraba pasando la mezcla
por una minicolumna de sephadex G-50, que se centrifugaba en una centrifuga Sigma 101 M a
3.200 rpm durante 4 minutos. La mezcla se recogia en un tubo Eppendorf acoplado a la columna.
A continuacién se determinaba la actividad especifica de la misma y diluia adecuadamente para
realizar la hibridacién.

Preparacién de la minicolumna:

Se colocaba en el fondo de una jeringa de 1 ml de capacidad, 0.5 cm de lana de
vidrio (previamente tratada con silano-repelente en campana de gases durante 30 minutos y
secada en horno a 180°C, durante 2 horas); el sephadex G-50 se resuspendia en tampon (NaCl
150 mM; EDTA 10 mM; SDS 0,1% y Tris-HCI 50 mM, pH:7,5) y se dejaba hinchar. Luego se
esterilizaba en autoclave y se colocaba el gel en la columna, evitando la formacién de burbujas
de aire, se centrifugaba como antes y se repetia la cenirifugacion después de ahadir 100 ul de
tampon.

2.9.11.1.2.- Método del alargamiento del iniciador (‘Primer extensién").

Se baso en la técnica descrita por Feinberg y Vogelstein (1984), utilizando un "kit"
suministrado por Amersham International. Consiste en el empleo de una mezcla de hexanu-
cle6tidos que, actuando como iniciadores ("primers”) en varios sitios de una cadena de DNA
desnaturalizado, permiten al fragmento "Klenow" sintetizar la cadena complementaria,
introduciendo un oligonucledtido marcado radiactivamente.

Se empleaban unos 25 ng (5 pl) de DNA que, tras ser centrifugado durante unos
segundos, se calentaba a 95-100° C durante 2 minutos en bafio de agua hirviendo. Inmediatamen-
te se ponia en higlo, donde se afadian: 10 p! de fa solucion (dATP; dGTP; dTTP; Tris-HCI pH.7.8;
MgCl, y B-mercaptoetanol), 5 pl de la solucién (mezcla de hexanucledtidos en agua y BSA), 5
pl de (a-**P) dCTP (3.000 Ci/mmol), 2 pl de la solucion (1 unidad/pl del fragmento "Klenow" de
la DNA polimerasa | en fosfato potasico 50 mM, pH: 6,5; B-mercaptoetancl 10 mM y glicerol al
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50%) y agua en cantidad suficiente para alcanzar 50 pl finafes de mezcla de reaccion. Después
de mezclar los companentes se centrifugaba brevemente y se incubaba a 20° C durante la noche.
Posteriormente se completaba el volumen hasta 100 pl con tampéon SSPE x 5 (SSPE x 20: NaCl
3,6 M, Na,PO, 0,2 M, pH:8,4 y EDTA 0,02 M) y se pasaba la mezcla por una minicolumna de
sephadex G-50, segln se describe en el apartado anterior.

Finalmente se desnaturalizaba el DNA calentando a 95-100°C, durante 2 minutos
en bafo de agua hirviendo y pasandolo inmediatamente a hielo.

2.9.11.2.~ Hibridacién DNA-RNA {"Northern Transfer'):

Se basé en e procedimiento descrito por Thomas (1980), sigulendo el
procedimiento de Pall.

Consiste en la transferencia de RNA total o mensajero, separado electroforética-
mente por tamafos, a filtros de nylon, para proceder a su hibridacién con sondas radiactivas.

Soluciones:

- HClI 0,25 M

- Solucién desnaturalizante: NaCl 1,5 M y NaOH 0,5 M.

- Solucion neutralizante : acetato sodico 3 M, pH:5,5.

- 85C x 20 : NaCl 3 M vy citrato sodico 0,3 M, pH:7.

- Solucion Denhardt x 100; Ficoll al 2% (P/V); PVP al 2%(P/V} y BSA al 2% (P/V).

- Solucidn de prehibridacion: solucidn Denhardt x 5; SSC x 5; Na,PO, 50 mM pH: 6,5;
SDS al 0,1%; DNA de esperma de salmén 250 pg/ml y formamida al 50% (V/V).

- Solucién de lavado n® 1: SSC x 2 y SDS 0,1% (F/V).

- Solucion de lavado n? 2: SSC x 0.1 y SDS 0,1% (P/V).

Transferencia del RNA a la membrana.

La electroforesis de RNA se realizaba como se describe en el apartado 2.9.8 de
Métados.



Tras la electroforesis se hacia una fotografia del gel, luego se le cortaba por la
parte superior de los pocillos y se media. Seguidamente se apilaban servilletas de papel (de
tamano algo superior al del gel) hasta una altura de 10 cm. Sobre ellas se colocaban 2 papeles
Whatman 3 MM (del tamario del gel), humedecidos en SSC y una membrana de nylon (del
tamano del gel) y humedecida en SSC. Sobre esta membrana se colocaba el gel, evitando la
formacién de burbujas de aire. La transferencia era bidireccional, por lo tanto, sobre el gel se
colocaba otra membrana de nylon, 2 papeles Whatman vy servilletas, de la misma forma gue antes
pero en sentido inverso y sobre ello un peso uniformemente repartido de unos 0,5 Kg. Tras unas
16 horas, se extraian las membranas y se dejaban 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente
se secaban en horno a 80°C durante 2 horas. Una vez secas las membranas se mantenian en
bolsas de plastico con desecador de silicagel y selladas. Para asegurarse de gue la transferencia
habia sido correcta, se observaba el gel en transiluminador de fuz UV.

Con el fin de tener una referencia de tamanos moleculares y para veriticar que
el RNA se habia transferido, se tefiia la tira de membrana que contenia el patrén, para lo cual se
fijlaba el RNA con una solucién de acido acético 1 M durante 10 minutos y a continuacion se
iefila con una soiucion de azul de metileno al 0,2%, acido acético 0,4 M y acetato sédico 0,4
M durante 10 minutos y, finalmente, se lavaba con agua hasta que desaparecia el color azul del
fondo.

Hibridaciéon de la sonda radiactiva.

Con el fin de desnaturalizar el DNA no homdlogo, se calentaba la solucion de
prehibridacion g 95°C durante 10 minutos y se enfriaba en higlo. En una bhelsa de plastico que
contenia fa membrana, se afiadia dicha solucién a razén de 4 mi/100 cm® de membrana. Se
sellaba la bolsa evitando la formacién de burbujas de aire, y se introducia en otra bolsa que se
seflaba igualmente. Se incubaba en bafic a 42°C durante 1 hora con agitacion suave. Pasado
este tiempo, se eliminaba la solucién de prehibridacion y se afadia la solucion de hibridacion
(preparada recientemente), a razén de 2 ml/100 cm® de membrana. La solucion de hibridacion
se preparaba anadiendo a fa solucidn de prehibridacion la sonda radiactiva, de modo que la
concentracion final no excediera 10° cpm/ml.

tl sellado de las dos bolsas se realizaba de igual manera que en ia prehibrida-
cion. Se incubaba en bano a 42°C durante una noche con agitacién suave. Tras esto, se
sacaba la membrana de las bolsas y se introducia en un bafo, con 250 ml/100 cm® de
membrana, de solucion de lavado n? 1. Se incubaba con fuerte agitacion (200 rpm) a temperatura
ambiente durante 5 minutos. Este lavado se repetia 3 veces. A continuacién se aplicaba la
solucién de lavado n% 2, con la que se realizaban dos lavados de 15 minutos a 50°C. Por ultirmo
la membrana se secaba y se exponia con pelicula para autorradiografia a -80°C con pantallas
ampiificadoras.
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2.9.12.- Secuenciacion del DNA.

Para la secuenciacion del DNA se siguid el procedimiento disefiado por Sanger
et al.(1977), basado en el empleo de 2',.3'-dideoxinuclettidos (ddNTP), andlogos de los 2'-
deoxinucledtidos trifosfato (INTP), y en la parada de elongacién que produce la incorporacion
de los primeros en una cadena de DNA en formacion, por carecer del grupo 3'-OH, necesario
para la unién al siguiente nucledtido mediante enlace fosfodiéster.

2.9.12.1.- Desnaturalizacién del DNA.

El DNA plasmidico era extraido de E. colf por el método de lisis alcalina descrito
en ol apartado 2.9.2 de Métodos y su concentracion ajustada a aproximadamente 0,25 pg/pi en
agua. Posteriormente, era sometido a desnaturalizacion alcalina con el fin de obtener DNA de
cadena sencilla (DNA molde). Para ello se ponian en un tubo eppendorf 8ut de DNA y 2 pl de
NaOH 2 N (recientemente preparada), se daba un pulso y se incubaba a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Se pasaba el tubo a un bano de hielo y se afadian 3pl de acetato sddico
3 M, pH:4,5; 7ul de agua y 60 pl de etanol absoluto frios, se mezclaban rapidamente y se con-
gelaba la mezcla a -80°C durante 30 minutos. A continuacion, se centrifugaba a 12000 rpm en
microfuga a 4°C durante 10 minutos, se eliminaba el sobrenadante, se lavaba con etano! al 70%
y se repetia la centrifugacion en las mismas condiciones. Por Uitimo, se desecaba el DNA y se
redisolvia en 10 pl de agua.

2.9.12.2.- Hibridacién del iniciador con la cadena de DNA molde.

Los iniciadores comerciales UP yRUP (ambos heptadecamercs) tueron hibridados
con la cadena de DNA mclde de la siguiente manera: al DNA molde se le afadian 2 ul de
tampdn de hibridacion (Tris-HCI 280 mM, pH:75; MgCL, 100 mM y NaCl 350 mM) y 2pl de
solucion del iniciador (0,1 unidades de absorcion a 260 nm por ml de TE). Tras un pulso, se
incubaba la mezcla a 37°C durante 20 minutos y a temperatura ambiente durante al menos 10
minutos.

2.9.12.3.- Sintesis de DNA "in vitro".
Se llevd a cabo empleando el sistema de secuenciacion suministrado por
Pharmacia LKB Biotecnology, consistente en dos reacciones sucesivas: reaccién de marcaje y
reaccion de terminacidn.
Previamente se diluia la T7 DNA polimerasa (suministrada en Tris-HCI 25 mM, pH:

7.5; NaCl 0,25 M; DTT 5 mM y glicerol al 50%) con tampoén de dilucian de la enzima (Tris-HCI,
DTT, BSA vy glicerol) hasta una concentracion de 1,5 unidades por pl.
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Reaccidon de marcaje.
A la mezcla de DNA molde e iniciador se le afiadia (en la pared del tubo):

3 pl de la mezcla de marcaje (dGTP 2 pM, dCTP puM v dTTP 2 uM
2 ul de la T7 DNA polimerasa diluida
1 pl de (e-S)dATP ,10 uCi, mas de 600 mCi/mmol.

Se centrifugaba brevemente para mezctar y se incubaba a temperatura ambiente
5 minutos. (El afiadir los componentes en la pared del tubo permitia iniciar todas las reacciones
al mismo tiempo en el momento de la centrifugacion).

Reacciones de terminacion.

A cuatro tubos conteniendo cada uno 2,5 pl de la mezcla correspondiente de
terminacién "A", "C", "T" 0 "G" (por ejempio: la mezcla "A" contiene ddATP 15 pM, en solucidn con
dATP, dCTP, dGTP, y dTTP 150 pM), y que se encuentran en un bafo a 37°C, se les afadian
en la pared del tubo 4.5 ul de la reaccién de marcaje correspondiente, se daba un pulso para
mezclar y se incubaba a 37°C durante 5 minutos. Después se afiadian 5 pl de solucidn de
parada a cada tubo (en la pared también), la cual contenia: formamida desionizada al 95%, EDTA
20 mM, pH:7,5, xileno cianol FF al 0,05% (P/V) y azul de bromofenol al 0,05% (P/V), se centrifu-
gaba brevemente y se sometian las muestras a electroforesis.

2.9.12.4.- Electroforesis para secuenciacion.

Preparacién del gel.

Se usaron geles de poliacrilamida de 17 x 40 cm y 0,4 min de espesor. Su
composicion era la siguiente:

acrilamida 57%
bisacrilamida 0,3%
urea 7M
Tampan TBEx1

Se disolvia la mezcla a 30° C durante 15 minutos con agitacién suave, se filtraba
por un filtro Millipore y se afadia agua ultrapura hasta completar un volumen final de 70 mt. Se
desaireaba 15 minutos. A uno de los cristales se le aplicaba silano repelente y al otro "bind-silano”
con el fin de que el gel quedara adherido a uno de ellos. Para sellar los dos cristales por la parte
inferior, se tomaban 10 ml del gel y se le anadian 170 ul de persulfato amdnico al 10 % y 50 pl
de TEMED. Tardaba en polimerizar de 10 a 15 minutos. A los 60 ml restantes, se les afiadian 336
pl de persulfato aménico al 10 % y 22,4 ul de TEMED. y la mezcla se vertia entre los dos cristales
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evitando la formacion de burbujas de aire. Finalmente, se colocaba el peine ¥ se dejaba polimeri-
zar durante a noche.

Electroforesis.

El tampén de electrodos era TBE x 1 (apartado 2.96 de Métodos). La
electroforesis se realizaba a 1500-1700 V (unos 25 mA) manteniendo una temperatura de 45-50°C.
Primero se precorria el persulfato durante t hora, tras 1o cual se procedia a cargar ias muestras
¢ue habian sido calentadas a 80°C durante 3 minutos para desnaturalizar el DNA. Se realizaban
dos carreras consecutivas, de manera que el segundo grupo de muestras se cargaba cuando el
xileno cianol de las muestras cargadas en primer Jugar se encontraba a unos 6 cm del final del
gel. La electroforesis conciuia cuando el colorante azul de bromofencl del segundo grupo de
muestras estaba a 1 cm del final del gel. El xileno cianol avanza al nivel de los fragmentos de 70
a 100 bases y el azul de bromaofenol al de los de 20 a 25 bases.

2.9.13.- Transformacion de E. coli

La wtransformacion de cepas de E. cofi se llevaba a cabo por dos métodos
distintos dependiendo del objetivo que se persiguiera en cada caso. Cuando solo se trataba de
ampiificar un plasmido, generalmente se empleaba el procedimiento descrito por Mandel y Higa
(1970). Cuando interesaba obtener ptasmidos, construidos en experimentos de subclonacion, se
utilizaba el método disefiado por Hanahan (1985).

2.9.13.1.- Método del CaCl, (Mandel y Higa).

Una colonia procedente de un cultivo reciente en placa de LB, se inoculaba en 10 mi del
mismo medio y se incubaba a 37°C con agitaciéon durante una noche.

0.5 ml de este cultivo eran transferidos a un matraz con 50 mi de LB y se
incubaban a 37°C con fuerte agitacion, hasta alcanzar una concentracion de 7x10° célutas/mi
(E. coli HB101 DO(550): 0,5). Seguidamente el cultivo se enfriaba en hielo durante 10 minutos. A
partir de aqui todas las soluciones eran enfriadas a 0°C. Posteriormente se centrifugaba (en el
rotor JA-20 de una centrifuga Beckman J.2-21) a 7.000 rpm,a 4°C durante 5 minutos y se
resuspendian las células en 20 mi de CaCl, 0,05 M. Tras mantener 1a suspension en hielo durante
15 minutos, se veolvia a centrifugar en las mismas condiciones y se resuspendia en 3 ml de CaCl,
0.05 M. Entonces se repartia la suspension en alicuotas de 200 ul en tubos Eppendorf frios.
{Cuando interesaba conservar células competentes, éstas se congelaban a -80°C con un 15%
(V/V) de dlicerol y luego se descongelaban en bano de hielo).

Se afadia a cada tubo 100 pl de (CaCl, 10 mM; MgCl, 10 mM y Tris-HCl 10 mM, pH:7)
y 0,1 - 1 pg de DNA plasmidico (en 100 at como maximo), se mezclaba suavemente y se

incubaba en hielo durante 25 minutos. A continuacion se daba un choque térmico en bafo a
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42°C durante 2 minutos y se afiadia 1 ml de LB. Tras incubacién durante 1 hora a 37°C, se
sembraba en piacas de medio LB suplementado con ampicilina y se mantenia una noche a 37°C,
hasta aparicion de colonias.

Simultaneamente se hacian controles negativos (sélo células y tampones o soio
tampones y por ejemplo pBR322), y controles positivos (células, tampones y por ejemplo
pBR322). El porcentaje de transformacion por este método es de 10° - 107 transformantes/pg
de pBR322 en E. coli HB101.

2.9.13.2.- Método de RbCI (Hanahan).

Una colonia procedente de un cultivo reciente en placa de LB se inoculaba en
10 ml de SOB, contenidos en un matraz de capacidad 10 veces superior. Tras incubacion a 37°C
y 275 rpm hasta DO a 550 nm de 0,45 - 0,55 (aproximadamente 4-7x10’ célutas/ml), se recogian
las células en botellas de centrifuga vy se mantenian en hielo de 10 a 15 minutos. A partir de aqui
todos los procesos se realizaban en bafo de hielo. Se centrifugaba a 4.000 rpm, en el rotar JA-20
de una centrifuga Beckman J.2-21, durante 15 minutos a 4°C, retirando el sobrenadante con
pipeta, y se resuspendian las células en tampon TFB, a 1/3 del volumen de partida, mediante
agitacion fuerte. Tras mantenerlas en hiefo durante 10-15 minutos, se recogian por centrifugacion
en las condiciones anteriores y se resuspendian en TFB a 1/12,5 del volumen de partida.
Entonces se afadia DMSQ, al 3,5% (V/V) del volumen actual y tras agitacion enérgica se
colocaba en hieio durante 10 minutos, se afadia DTT al 3,5% (V/V) del volumen actua! ¥ se volvia
a agitar fuertemente y a colocar en hielo durante otros 10 minutos. Posteriormente, se adicionaba
DMSO en igual proporcion que la primera vez y se repetia la agitacion y la incubacion en hielo.

A partir de aqui se repattfa la suspension en alicuotas de 210 ul en tubos
Eppendort frios. Se anadia el DNA plasmidico (en cantidad inferior a 20 ul} y, tras agitacion, se
mantenia en hielo de 20 a 40 minutos. A continuacion se daba un choque térmico a 42°C,
durante 90 segundos. Inmediatamente se colocaba en hielo durante 2 minutos. Finalmente se
adicionaban 800 pl de medio SOC (precalentado a 20°C) y se incubaba a 37°C y 225 rpm du-
rante 1 hora. Por (ltimo, se sembraban placas de medio LB suplementado con ampicilina, y se
mantenfan a 37°C durante una noche.

Se realizahan los mismos controles que en el apartado anterior. El porcentaje de

transformacion por este método es de 2 - 7 x 10° transformantes/pg de pBR322 en cepas
derivadas de E. coli DH1 y JM109.

Soluciones:

. Solucion de K-MES 1 M: Solucion de MES 1 M, ajustada a pH:6,3 con KOH vy
esteritizada por filtracion.
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. Tampén TFB: (K-MES 10 mM, pH: 6,3; RbCl 100 mM; MnCli, 45 mi; CaCl, 10 mM y
Tricloruro de hexamina cobalto |11 3 mM); ef pH final es de 6,15 + /- 0,1. Las sales se afadian en
estado sdlido y la solucion se esterilizaba por filtracion.

. Solucion de DTT 2,2 M en acetato potasico 40 mM, pH:6,2. Se esterilizaba por filtracion.

. DMSO: Solucién comercial de grado espectrofotométrico.

2.9.13.3.- Seleccion de clones transformantes de £. coli portadores de vectores con
inserto.

En los plasmidos que poseen el gen facZ y un MCS, esta dltima region ha sido
disefada por ordenador para que cualquiera de los puntos de corte que posee pueda sustitulr
al extremo amino terminal de un gen de B-galactosidasa funcional. Por lo tanto, colonias
transformantes de cepas de E. coli portadoras de una mutacion en el gen de la 8-galactosidasa,
como JM109 o DH5e«, aparecen de color azul en placas de LB con el sustrato cromogénico
sintético X-gal, siempre que el plasmido transformado no lleve un inserto en el MCS que
interrumpa el marco abierto de lectura (ORF) del gen. Por el contrario, los clones transformados
con plasmidos que porten un inserto que interrumpa et ORF, al no poder hidrolizar el sustrato X-
gal, dan lugar a caolonias blancas.

2.9.14.- Transformacion de S. cerevisiae.

2.9.14.1.- Transformacién de esteroplastos de S. cerevisiae.

Para transformar célutas de S. cerevisiae se siguid el protocolo original descrito
por Hinnen et al. (1978). Por este método se obtienen esferoplastos mediante tratamiento con
glusulasa, que luego son transformados con DNA plasmidico.

A partir de un preindculo en 20 ml de YED, incubado a 24°C en agitacion
durante una noche, se sembraban 150 mi de YED, de manera gque la concentracién inicial fuera
de 4-5x10° células/ml. Tras crecer las células a 24°C en agitacién durante 3-4 horas, hasta
1-2x10° célutas/ml (DO a 600 nm de 0,3), estas se recogian por centrifugacion y se lavaban dos
veces con 20 ml de sorbitol 1 M. Se centrifugaban de nuevo y se resuspendian finalmente en 15
ml del mismo estabilizador. Se pasaban a un matraz y se trataban con 200 pl de glusulasa a
26-28°C durante 1 hora con agitacién suave. Al cabo de este tiempo se observaba al mi-
croscopio la presencia de esferoplastos, comprobando su fragilidad osmética, por adicion de
agua.

Los esferoplastos se sedimentaban por centrifugacion a 3.000 rpm en el rotor
JA-20 de una centrifuga Beckman J.2-21, durante 5 minutos y se lavaban con 15 mi de sorbitol
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1 M para eliminar la glusulasa. Tras resuspenderlos (evitando la agitacion mecanica) en 10 ml de
una mezcla de sorbitol 1 M/Tris-HCI 100 mM, pH:7,5; CaCl, 100 mM, en la proporcién 9:1, se
centrifugaban de nuevo en las mismas condiciones y posteriormente se resuspendian en 1 ml de
la misma mezcla.

Esta preparacion se repartia en dos alicuotas a razon de 500 pl, a una de las
cuales se le adicionaban 5-10 i de DNA plasmidico y la otra servia como control sin DNA,;
(la concentracion de DNA era de 0,5 - 10 pg de DNA, en un volumen nunca superior a 10 pl).
La mezcla se agitaba con suavidad y se dejaba en reposo, durante 15 minutos a temperatura
amblente. En esta mezcla, el sorbitol actlla como estabilizador osmotico, el Tris-HCl como
tampadn y el CaCl, evita el fenémeno de repulsion por cargas entre DNA y membrana. Pasados
los 15 minutos se anadia a cada tubo 5 ml de una mezcla 9:1 de PEG 4.000 al 44%,/Tris-HClI 100
mM, pH:7,5; CaCl, 100 mM, ayudandose de una pipeta para mezclar bien la suspension. Se
esperaban 10 minutos mas y se centrifugaba a 3000 rpm durante 3 minutos. Los esferoplastos
se resuspendian con cuidado en 3 mi de la mezcla de sorbitol/Tris-CaCli, y se vertfan en un
matraz con 125 ml de medio de regeneracion (MR), atemperado a 45-56°C. El medio se repattia
en placas, con MM de soporte, que se incubaban a 24°C durante 3-5 dias hasta aparicion de
colonias lenticulares embebidas en el medio.

2.9.14.2.- Transformacion de células intactas de S. cerevisiae.
Se siguid basicamente el método descrito por ito ot al. (1983).

Las células de cultivaban en 100 mi de YED hasta una DO a 600 nm de 1 (2x10’
cel/ml). Se recogian por centrifugacion y se lavaban con 5 ml de TE y con 5 mi de acetato de
litio 0,1 M en TE. Finalmente se resuspendian en 1 ml de acetato de litic 0,1 M en TE, y se
incubaban a 30° C durante 1 hora con agitacidn suave.

Transcurrido este tiempo, las suspensiones de células se dividian en porciones de 100 wl
en Eppendorf estériles, a los que se afiadia el DNA transformante (1-10 g, en TE hasta 15 pl),
y 50 pg de DNA "carrier" (DNA de esperma de salmén o de timo de ternera 3 mg/ml), y se
incuba a 30°C 30 minutos. A continuacidn se adicionaba 0,7 ml de solucion de PEG 4000 en
acetato de litio 0,1 M en TE y se mantenia una hora a 30°C. Las células se sometfan a un choque
térmico a 42°C durante 5 minutos y se recogia centrifugando 1 minuto a temperatura ambiente.
Por dltimo, el precipitado se lavaba dos veces con TE y se resuspendia en 500 ul de TE para
sembrar por dilucion en placa en el medio selectivo correspondiente.

2.9.15.- Analigis rapido de transformantes procedentes de una transformacién de
esferoplastos de S. cerevisiae.

Cuando la transformacion de esferoplastos se realiza con una genoteca, el

andlisis de los transformantes es un proceso tedioso, ya que no pueden realizarse réplicas por
estar las colonias inciuidas en la masa de agar. Para evitar el picar colonia por colonia, las placas
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de agar se introducian de 2 en 2 en bolsas de piastico estériles con 10 ml de agua estéril y se
trituraban con ayuda del Estomacher hasta que no quedaban porciones grandes de la masa de
agar o en las que quedaban no se observaban colonias. La mezcla obtenida se filtraba a través
de una gasa estéril para eliminar los restos de agar. La suspension de células resultante se
centrifugaba a 5000 xg y se resuspendia en un volumen de agua estéril lo méas pequefio posible
(Raquel de |la Guerra, comunicacién personal, con ligeras modificaciones).

La seleccion de los transformantes capaces de crecer a 37°C se realizaba en
placas del medio de cultivo adecuado para la conservacion del plasmido. Las placas deblan estar
precalentadas a 37°C para facilitar la seleccion de los transformantes no liticos.

En cada placa deblan sembrarse representantes de todas las colonias de
transformantes obtenidas, para lo cual se contaba el namero de células de la suspension y se
dividia por el nimero de clones transformantes obtenidos. Asi se sabia el niimero de células de
cada colonia de transformantes que se tenia en la suspension por ml y se podia calcular el
volumen que habia que sembrar en cada placa para no dejar ningiin clon fuera de la seleccién.

2.10.- TECNICAS DE CIiTOMETRIA DE FLUJC.

2.10.1.- Preparacién de células para distintos analisis por citometria de flujo.

2.10.1.1.- Para determinacién de viables.
- Recoger 2-5x10° células por centrifugacion a 2000 xg 5 min.
- Lavar dos veces con PBS.
- Resuspender en 200ul de iodure de propidio (IP) al 0,005%
- Mantener 5 min a temperatura ambiente y en obscuridad.

- Analizar en el citdmetro de flujo.

2.10.2.- Andlisis por citometria de flujo.

Para el andlisis por citometria de flujo se empled un analizador del Centro de
Citometria de Flujo de la UCM (CCF), marca Becton-Dickinson, Sunnyvalley, CA).

Este citbmetro esta equipado con un laser de 15 mW que emite luz a 488 nm.
Se wilizd para los andlisis de viabilidad.
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El andlisis de los datos, se realizd con los siguientes programas de Becton-
Dickinson (San José, CA): FACStar PLUS Research Software, FACScan Research Software y
LYSYS li. En todos los casos se recogieron 5.000 células por muestra.

2.10.2.1.- Analisis de viabilidad.

Para la deteccién de las células muertas se empled loduro de propidio (IP) que
se une a los acidos nucieicos de doble cadena y emite fluorescencia a 588 nm al ser excitado
con luz de 488 nm. Mediante un espejo dicroico (DM/5660) se separan las dos longitudes de
onda.La sefial correspondiente al IP es recogida por un fotomultiplicador (PMT) que transforma
la sefial luminica en un pulso eléctrico y la envia al computador. El voitaje del PMT fue de 450
V ¥ la ganancia logaritmica.
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II1.- RESULTADOS



1.- CARACTERIZACION DE LA MUTAGION #t1-1.

1.1.- CARACTERISTICAS DEL MUTANTE S. cerevisiae L2

El mutante S. cerevisiae L2 fue aistado en el laboratorio del Dr. Cabib por
tratamienio mutagénico de la cepa silvestre S. cerevisiae $288C con MSE, y posterior seleccion
de mutantes autolfticos, segln et método descrito por Cabib y Duran (1975) (Apartado 2.8.2.2.A
de Métodos).

Este mutante es capaz de crecer con normalidad a 24°C, casi hasta los niveles
de la cepa silvestre. Sin embargo, a 37°C crece una o dos generaciones solamente, lisandose
en el momento en que la yema tiene un tamafo similar al de la célula madre. La lisis se produce
siempre en el mismo punto del ciclo mitdtico.

Segln se ha caractetizado anteriormente en nuestro laboratorio (Santamaria,
1979; Nombela y Santamaria, 1984), ia mutacion f1-71 afecta a un sélo gen, designado como
LYT1.

Paralelamente a la caracterizacion del gen LYT1, se ha caracterizado en nuestro
laboratorio otro gen cuya mutacion determina la aparicién de un fenotipo autolitico termosensible,
el gen LYT2 (Santamaria, 1985). El mutante S. cerevisiae L3, portador de la mutacién lyt2-1, crece
también con normalidad a 24°C, sufriendo autolisis cuando se incuba a fa temperatura de 37°C,
en el momento en que la yema es pequena.

1.2.- MANIPULACIONES GENETICAS INICIALES

El mutante L2 fue cruzado con la cepa S. cerevisiae 373, cepa silvestre utilizada
como patron para muchos experimentos. Los objetivos eran los siguientes: observar la
segregacion de la mutacion autolitica fyt1-7 y limpiar el fondo genético de la cepa de otras
posibles mutaciones {Santamaria, 1979).

Por la segregacion de la mutacion en las diferentes ascas (2:2), se recomprobd
que efectivamente se trataba de una mutacidn que afectaba a un so6lo gen (Santamaria, 1979).

De entre todos los segregantes, se escogio el L2C16b, portador de la mutacidén
autolftica y de tipo sexual a. Esta cepa fue cruzada posteriormente con S. cerevisiae TD28,
auxétrofa para el uracilo y de tipo sexual opuesto. Se obtuvieron de este cruce varios segregantes
autoliticos y auxotrofos para el uracilo, siendo los mas usados en este trabajo L2C28¢ y L2C24d
(Las caracteristicas de las cepas se exponen en la Tabla 1).
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Por otra parte, el mutante L2C16b fue cruzado de nuevo con la cepa S. cerevisiae
373 y de los segregantes se escogid uno con tipo sexual a y auxotrofo para la adenina, L2C21b,
el cual fue cruzado con la cepa S. cerevisiae 6657-9b con el fin de obtener un mutante auxotrofo
para la leucina, ya que la genoteca que se iba a utilizar se encontraba ligada al vector YEp 13,
el cual incluye el gen LEU2. Tras la esporulacion de los diploides obtenidos, se disecaron 8 ascas
completas. De las ascosporas obtenidas se selecciond el segregante L2C34d como el mas
adecuado para estudios posteriores.

Como resultado de los cruces realizados, tuvimos la evidencia de gue se trataba
de una mutacion recesiva, ya que los diploides heterozigoticos para la mutacion f7-1 eran
capaces de crecer a 37°C con normalidad (Santamaria, 1979).

Asimismo, en estudios posteriores, se obtuvieron diploides heterozigoticos
portadores de las mutaciones iyt1-1 y i2-1 que eran capaces de crecer a la temperatura no
permisiva. Esto confirmaba los resultados obtenidos por Santamaria (1985), quien comprabd que
LYT1 y LYT2 eran dos genes distintos, pertenecientes a distinto grupo de complementacion.

1.3.- CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LA MUTACIGN Ht1-1

La caracterizacion fenctipica se llevd a cabo con diversas cepas de S. cerevisiae
portadoras de la mutacion t1-1, principaimente con el segregante L2C34d,

1.3.1.- Estudio de la expresion de la mutacién fti1-1 mediante cultivo en matraz.

1.3.1.1.- Crecimiento a 24 y 37°C.

Las ceélulas del mutante /yt7-7 crecen normalmente a 24°C, aungue sin alcanzar
los niveles de la cepa silvestre, como se muestra en la Figura 11 A y B. Sin embargo, a la
temperatura no permisiva, en general,no son capaces de crecer mds que hasta doblar la
densidad éptica de partida.

1.3.1.2.- Morfologia celular a 24 y 37°C en microscopia de contraste de fases.

El fenctipo Lyt puede estudiarse observando la morfologfa celular después de
incubacion a 24 y 37°C (Figura 12 B y C) por microscopia de contraste de fases, ya que las
célutas mutantes crecidas a 24°C permanecen refringentes inclusc en fase estacionaria. Sin
embargo, estas mismas células crecidas a 37° C durante 8 horas aparecen en su mayoria oscuras
y por tanto muertas. Puede observarse que las células lisadas presentan una yema de tamafio
similar al de la célula madre. Qcasionalmente se observa un alargamiento de una de las dos
células.
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Figura 11.- Curvas de crecimiento en MM suplementado con los aminoécidos necesarios, a 24°C
(~®-) y 37°C (--*--) de las siguientes cepas de S. cerevisiae:

A) §288C (silvestre)

B) L2C34d (mutante fyt1-7)

C) T14 (L2C34d transformada con el plasmido p14).



Figura 12.- Microscopla de contraste de fases (900x) de las siguientes Eepas de 5. cerevisiae:

A) 5288C (slivestre)

B y C) L2C34d (mutante h171-1)

D) T14 (L2C34d ransformada con e plésmido p14).
Las células fueron crecidas a 24"C y transleridas a medio nuevo, en el que se incubaron

a 37°C durante 8-10 horas.
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1.3.1.3.- Morfologia celular a 24 y 37°C en microscopia electrénica de barrido.

Las células de la cepa mutanie fyt7-7, después de 12 horas de incubacion a 24
y 37°C, fueron analizadas con el microscopio electronico de barrido. Segun se observa en la
Figura 13, las células de la cepa silvestre presentan un aspecto normal (Figura 13 A). Sin
embargo, las de la cepa mutante se encuentran deformadas y aplastadas en su mayoria (Figura
13 B).

1.3.1.4.- Viabilidad celuiar a 37°C.

Con el microscopio de contraste de fases podemos observar ia muerte de las
células de la cepa mutante crecidas a 37°C. Asimismo, podemos, midiendo la densidad optica,
comprobar que no se produce crecimiento. Sin embargo, ambas medidas no dan idea de la
proporcion real de células que se ven afectadas por fa mutacion a tiempos relativamente cortos
de incubacién a 37°C, puesto que muchas de las células con aspecto refringente al microscopio
de contraste de fases han perdido va la permeabilidad selectiva y estan muertas (de ia Fuenie
et al., 1992).

Por ello, es imprescindible medir la viabilidad de las células incubadas a 37°C,
para comprobar cuantas permanecen aun vivas. Lo hacemos por los dos métodos descritos en
el apartado 2.4 de Métodos:

A) Mediante siembra por dilucion en placa de las células procedentes de un cultivo a 37°C,
recogidas a diferentes tiempos.

Por este método se observa un descenso de la viabilidad celular que comienza
a detectarse a las cuatro horas de incubacion a fa temperatura no permisiva, decayendo, a partir
de entonces, hasta un 30-40% a las 24 horas.

B) Mediante tincidn de las célidas con loduro de Prapidio y medida del porcentaje de células
tehidas por citometria de flujo.

Como va se dijo en el apartado 2.10.2 de Métodos, el ioduro de propidio es un
fluorocromo que se une a 4cidos nucleicos de doble cadena y emite fluorescencia roja cuando
se le expone a luz de 480 nm de longitud de onda. Sélo es capaz de penetrar en la céiula
cuando ésta ha perdido la permeabilidad selectiva de la membrana plasmaética, es decir, cuando
esta muerta.

Los resultados obtenidos por este método se muestran en la Figura 14,

pudiéndose observar que estan en clara correlacion con los datos obtenidos por el método A
(Figura 15). Sin embargo, presenta una setie de ventajas con respecto al anterior:
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- es mucho mas rapido: los datos de viabilidad pueden estar disponibles a los 5 minutos de la
toma de muestra, lo gue permite tomar decisiones rapidas en cuanto al experimento;

- es mucho mas representativo, ya que el nimero minimo de células examinadas por muestra
es de 5000;

- 88 mucho mas exacto, ya que se elimina el posible error humano en recuento celular, calculos
de dilucidn, recuento de colonias crecidas en las placas, etc.

1.3.1.5.- Crecimiento a 24 y 37°C en presencia de Sorbitol 0,9 M.

Al incubar las células simultdneamente en presencia y ausencia de sorbitol 0,9M
como estabilizador osmotico, a 24 y 37°C, se pudo observar que el fenctipo autolitico se
manifiesta de modo similar en medio estabitizado y en el que no lo esta, como se muestra en la
Figura 14.

1.3.1.6.- Liberacion de fosfatasa alcalina al medio de cultivo.

Con objeto de cuantificar el grado de lisis celular,se llevé a cabo la valoracion
de fosiatasa alcalina liberada al medic de cultivo tras distintos petiodos de incubacién de las
células a 37°C.

De forma sorprendente, no fuimos capaces de detectar fosfatasa alcalina en
sobrenadantes de cultivos de las cepas mutantes a 37°C. Esto diferia de nuestros resultados en
medio solido y de los obtenidos con otros mutantes autoliticos estudiados en nuestro
departamento {Lourdes Torres, 1990). Sin embargo, al realizarse los estudios en fermentador, se
descubrib que la fosfatasa alcalina aumentaba de forma notable a la temperatura no permisiva
cuando se buscaba en extractos celulares en lugar de en sobrenadantes (Figura 15); luego existe
aumento de la produccion de la enzima a 37°C.

1.3.2.- Estudio de la expresién de la mutacién en medio solido.

Cuando se incubaban las cepas Lyt en medio sdlido, podia observarse un
aumento escaso de la masa celular y si se tomaba una muestra y se analizaba con el microscopio
de contraste de fases, se encontraban formas similares a las procedentes de un cultivo en medio
liquido.

85



DO {600nm) % IP(-)

6
~ 100
~ 80
-*- DO YED+SORB 24
- 60 * °
- DO YED+SORB 370
—=— DO YED 240
- 40 —5- DO YED 370
"+ %IP(-) YED+SORB 240
L 50 " %IP(-) YED+SORB 370
—t— %IP(-) YED 240
—-  ZIP(—-) YED 3%0
0 ] 1 [ [ T T 0
0 5 10 15 20 25 30

Horas

Figura; 14.- Estudio del crecimiento del mutante /yt7-7 a 24 y 37°C en presencia y ausencia de sorbitol 0,9 M. En la gréfica se representan densidades opticas
y viabiltdad (% de células no tefiidas con IP} en los diferentes tiempos de incubacion. Como puede observarse, el fenotipo autolitico se manifiesta tanto en
presencia como en ausencia del estabilizador osmético.
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Por otra parte, también podia detectarse la liberacién de la fosfatasa alcalina al
medio de cultivo después de un tiempo de incubacién a 37°C segln los métodos descritos en
el apartado 2.8.2.2 de Métodos.

A diferencia de lo ocurrido en medio liquido, la liberacion de fosfatasa alcalina
al medio de cultivo sdlido, era detectable de una forma clara con los dos reactivos de fosfatasa
usados, sin necesidad de obtener extractos celulares.

1.3.3.- Condiciones éptimas para la expresion del fenotipo Lyt.

La méaxima expresion del fenotipo autolitico requiere una serie de condiciones:

- De las diferentes densidades opticas ensayadas para e inicio de la incubacién a 37°C
de las células procedentes de un cultivo o/n a 24°C, se comprobd que partiendo de aquellas
superiores a 0,1 la expresion del fenotipo no era completa. Es decir, que se podia producir cierto
crecimiento a 37°C, a pesar de que el grado de lisis fuera alto.

- Es conveniente precaientar el medio a 37°C antes del indculo de las células.

- En el caso de querer utilizar densidades opticas superiores a 0,1 al inocutar un cultivo
a 37°C con células procedentes de un cultivo a 24°C, éstas debian ser lavadas.

- La temperatura de incubacion debe permanecer a 37°C durante todo el tiempo que se
requiera la expresidn del fenotipg, ya que el descenso de 1 ¢ 2°C disminuye el porcentaje de lisis
de forma apreciable.

1.3.4.- Estudio de la expresiéon de la mutaciéon en fermentador.

Varias cepas fyt1-1 fueron sometidas a diversas pruebas en un fermentador de
10 L. Segun se puede observar en la Figura 15, las células se crecian a 24°C hasta alcanzar la
fase logaritmica avanzada y se realizaba entonces el cambio a 37°C. Durante todo el proceso se
median una serie de parametros como fosfatasa alcalina en sobrenadante y extractos celulares
y numero de células viables.

Como puede observarse, el aumento de fostatasa alcalina se detecta al ser
medida la enzima en extractos celulares, pero no en el medio de cultivo, como ya se ha
comentado anteriormente. La viabilidad celular desciende de forma continua desde el cambio a
la temperatura no permisiva, llegando a un 17 % de la poblacién total 24 horas después. La
densidad Optica continiia aumentando durante unas 12 a 14 horas después del cambio de
temperatura, alcanzando aproximadamente el doble de la densidad Optica existente en el
motnento del cambio de temperatura.
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Las condiciones de crecimiento de las cepas en fermentador difieren bastante de
las de matraz, ya que la aireacion es mayor y Ja temperatura se mantiene mucho mas estable
durante el experimento, factor de suma importancia para la correcta expresion del fenotipo.
Ademas, el cambio a la temperatura no permisiva es mucho mas répido. Todo esto hace que
el fenotipo autolitico se manifieste partiendo de densidades Opticas altas al iniciar la incubacion
a 37°C, y no se neceslte renovar el medio de cultivo en este punto.

1.3.5.- Efeclo de la mutacion iit7-1 sobre el apareamiento.

Al haberse detectado en mutantes portadores de la mutacion autolitica /yt2-1 una
ausencia de apareamiento a 37°C (Torres, 1990), decidimos comprobar el efecto de la
temperatura no permisiva sobre la capacidad de apareamiento de las cepas mutantes fyt7-7. A
24°C estas cepas se aparean normalmente. Sin embargo, a 37°C, las células de las estirpes
mutantes se lisan, aunque las pocas que sobreviven a las 5 horas de estar expuestas a 37°C son
capaces de formar zigotos. De esto se deduce que la mutacion no parece afectar a la capacidad
de apareamiento, ya que la disminucion de esta se produce debido al descenso de la viabilidad
celular a la temperatura no permisiva.

1.3.6.- Efecto de {a_mutacidn i7-1 sobre la esporulacion.

Como se describe en el apantado niimero 1.2., los diploides heterozigdticos para
la mutacion fueron capaces de esporular a 24°C y de dar lugar a ascosporas viables. Sin
embargo, estos mismos diploides no fueron capaces de esporular a la temperatura no permisiva.
Los diploides homozigoticos no esporularon ni siquiera a 24°C.

Por otra parte, se examind la capacidad de esporulacién de los diploides
heterozigdticos Iyt 1-1/lyt2-1, los cuales no fueron capaces de esporular a 24°C. Consideraciones
anteriormente mencionadas permiten deducir que ambas mutaciones no pertenecen al mismo
grupo de complementacion con respecto a la autolisis, pero no sabemos qué ocurre con
respecto a la esporulacion.

2.- AISLAMIENTO DE UN FRAGMENTO DE DNA DE S. cerevisiae QUE COMPLEMENTA LA
MUTACION Mt1-1,

2.1.- CONSTRUCCION DE CEPAS DE S. cerevisiage ADECUADAS PARA LA TRANSFORMA-
CION.

Con objeto de clonar un fragmento de DNA de S. cerevisiae capaz de
complementar la mutacién #t1-1, se hizo necesaria la construccion de una cepa de S. cerevisiae

que posevyera a la vez la mutacion iyt1-1 y fuese auxdtrofa para ia leucina, ya que el vector que
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tbamos a usar para la transformacion llevaba el gen LEU2. Para ello, se realizb el cruce descrito
en ¢l apartado 1.2 de Resultados, seleccionandose de entre todos los segregantes la cepa S.
cerevisiae 1L2C34d, portadora de las mutaciones fyt1-1 y leu2-3-112. No fue necesario construir
una cepa autolitica auxétrofa para el uracilo porque ya disponiamaos de ella. Sin embargo, si fue
necesaria la obtencién de una cepa diploide homozigética para la mutacion lyt1-7 y portadora
de una auxotrofia. Para conseguirla se cruzaron dos cepas haploides autoliticas auxotrofas para
el uracilo: S. cerevisiae 1 2C28c y 12C24d.

2.2~ TRANSFORMACION DE LA CEPA L2C34d CON DNA DE UNA GENQTECA GENOMICA
DE S. cerevisiae.

Se procedid a la transformacion de esferoplastos de ia cepa L2C34d con DNA
cromosomico de una genoteca de la cepa S. cerevisiae AB 320, ligada al vector YEp 13 (Las

caracteristicas de la genoteca y del vector se describen en los apartados 1.3.2 y 1.3.3 de Materia-
les).

La concentracion de DNA en la genoteca era de 0,2 pg/ul. Para fa transforma-
cion se usaron 3 pg. El nimero de transformantes obtenidos fue de 15.000.

2.3.~- SELECCION DEL CLON TRANSFORMANTE NO LITICO T14.

Para posibilitar el andlisis de todos los clones transformantes cbtenidos, se
procedio segin se describe en el apartado 2.9.15 de Métodos.

Las colonias de transformantes capaces de crecer en las ptacas de MM con
histidina precalentadas a 37°C e incubadas a esta misma temperatura durante 4 0 5 dias, fueron
unos 10 por placa. Puesto que podia haber 3 o 4 representantes de cada clon transformante por
placa, era de esperar que algunas potraran plasmidos idénticos. Se decidio estudiar las
expresion del fenotipa autolitico en medio liquido en los clones procedentes de 2 placas, es decir,
20. Para ello, se inocularon en MM liguido con histidina y se crecieron durante una noche a
24°C. Después fueron lavadas con agua destilada estéril e inoculadas en YED liquido
precalentado a 37°C a una concentracidn final inferior a 10° células por mi, para la 6ptima
expresion del fenotipo autolitico.

De todas las colonias analizadas, se seleccionaron las 5 que presentaban una
mejor complementacion del fenotipo autolitico, es decir, las que fueron capaces de crecer a la
temperatura no permisiva y presentaron poca lisis al ser observadas con el microscopic de
contraste de fases. Los clones seleccionados fueron objeto de un analisis mas profundo.



2.3.1.- Analisis de la liberacién de fosfatasa aicalina en medio sélido.

Se analiz¢ la fosfatasa alcalina liberada paor los 5 clones transformantes de forma
cualitativa por el método de la sobrecapa de Cabib y Duran (1975) (apartado 2.8.2.2.A de
Métodos), comprobandose que ninguno de los transformantes liberaba la enzima de forma
detectable.

2.3.2.- Comprobacién de que la complementacion del fenotipo se debe a la presencia del
plasmido.

Con el objeto de inducir la pérdida del plasmido en los transformantes por
desaparicion de la presion auxotréfica selectiva, éstos fueron crecidos en YED liquido a 24°C
durante una noche . Después, se sembraron las células en placas de YED de manera que
crecieran unas 300 colonias por placa. Se crecieron a 24°C hasta que las colonias alcanzaron
un tamano suficiente. Se hicieron réplicas a placas de MM y éstas se crecieron a 24°C durante
uncs dias.

Al cabo de este tiempo, se escogieron 2 tipos de coionias por transformante: las
capaces de crecer en MM y que por tanto conservaban el plasmido, y las que no crecian y que
debian haber perdido el plasmido. Se estudio la expresidn del fenotipo autolitico en ambos tipos,
comprobandose que ias células que habian perdido el plasmido expresaban e fenotipo autolitico
y las que lo conservaban no. Esto indica que en el plasmido se encuentra la informacion
genética necesaria para la complemeritacion del fenotipo.

2.3.3.- Andlisis de los plasmidos portados por los clones transtormantes seleccionadgs.

En vista de que las pruebas realizadas fueron igualmente positivas para los 5
clones transformantes, nos decidimos al estudio de todos los plasmidos.

El DNA plasmidico extraido de los transformantes se analizé por restrician y se
sometié a electroforesis en gel de agarosa, comprobandose que nos encontrabamos ante 5
ptasmidos diferentes.

Estos se usaron para transformar de nuevo protoplastos de la cepa S. cerevisiae
L2C34d con el fin de comprobar si revertian de nuevo el fenotipo y si eran estables al paso
repetido por la levadura. De los 5 plasmidos, hubo uno que no fue capaz de transformar la
levadura y los otrgs tres no revirtieron el fenotipo autolitico de forma adecuada. Fueron los
transformantes del plasmido designado como p14 los que presentaron una mayor complementa-
cion del fenotipo.

Se selecciond, por tanto, el clon transformante T14 como el portador del
plasmido capaz de complementar el fenotipo autolitico y fue estudiado méas profundamente.
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2.4.- CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LA ESTIRPE TRANSFORMANTE T14.

2.4.1.- Crecimiento a 24 v 37°C.

Como se muestra en la figura 11 C, la cepa transformante T14 es capaz de crecer
a 37°C, aunque sin alcanzar los niveles de la cepa silvestre.

2.4.2.- Morfologia celular al microscopio de contraste de fases.

Las células de la cepa transformante, después de 8 horas de incubacidon a 37°C,
presentan una morfologia hormal, permaneciendo refringentes, al igual que la cepa silvestre
{Figura 12 D). Pueden observarse, sin embargo, algunas células lisadas y deformadas, pero la
complementacion del fenotipo es suficiente como para observar diferencias fenotipicas
significativas entre las cepas transformante y mutante.

2.4.3.- Morfologia celutar en microscopia efectronica de barrido,

Como puede cobservarse en la Figura 13 C, las células de la cepa T14 no
presentan el aspecto deforme de las células de fa cepa autolitica después de 12 horas de
incubacion a 37°C, sino que tienen un aspecto similar al de la cepa silvestre.

2.4.4.- Estudio de la capacidad de esporulacién de cepas diploides homozigdticas transfor-
madas con el plasmido p14.

El plasmido p14 no es capaz de restaurar la capacidad de esporulacion de
mutantes homaozigéticos para la mutacion lyt7-1. Sin embargo, no se observa la rapida pérdida
de viabilidad que se produce en los diploides homozigéticos a los 2-3 dias de ser sembrados en
el medio de esporulacion. En los 3 primeros dias de crecimiento en medio de esporulacion se
encuentran algunas ascas (en una proporcion <0,5 %) que luego no son capaces de seguir
adelante y mueren.

2.4.5.- Estudio de la capacidad de apareamiento de cepas transformadas con el plasmido
pl4.

Las cepas mutantes lyt1-7 transformadas con e plasmido p14 se aparean
normalmente a 37°C, ya que no se produce lisis debido a la presencia del plasmido.
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e ANTERIOR

3.- CARACTERIZACION DEL FRAGMENTO DE DNA QUE COMPLEMENTA LA MUTACION
ii-1.

3.1.- DETERMINACION DEL TAMANO Y MAPA DE RESTRICCION DEL FRAGMENTO
CLONADO.

El plasmido p14 fue tratado con diversas enzimas de restriccion y comparado
con el vector YEp 13 tratado también con las mismas enzimas, y con patrones de peso molecular
adecuados. Se pudo comprobar que el fragmento génico clonado tiene un tamano de 5,5 Kb.
El mapa de restriccion resultante se exponte en la Tabla lIl.

3.2.- COMPROBACION DE QUE EL FRAGMENTO CLONADO NO PORTA UN GEN SUPRESOR
"AMBAR".

Se sabe qgue la cepa de S. cerevisiae AB320, empleada en la construccion de la
genoteca, contiene en su genoma un gen que codifica un tRNA suypresor "ambar" (Fischnoff et
al., 1984 y Caiderdn et al., 1984). Este tRNA mutado podrig introducir un aminoacido en un
cadén sin sentido "ambar”, restaurando la proteina no funcional a 37° C causante de la mutacion
fyt1-1. Si esta mutacion fuera "ambar”, seria complementada por el mismo.

FPara comprobar que el fragmento clonado no lleva un gen de este tipo, se
transformo la cepa S. cerevisiae DBY-748, poseedora de la mutacién "ambar" trp7-28a, con el
plasmido p14. El resultado de las dos transformaciones realizadas fue la ausencia total de
transformantes en el medio de regeneracion sin triptofano v la presencia de un gran himero de
transformantes en el medio de regeneracién con triptéfano. De esta se deduce que el fragmento
génico clonado no porta un gen supresar "ambar”.

3.3.- SUBCLONACION DE DIVERSOS FRAGMENTOS DE MENOR TAMANO QUE EL
CLONADO Y ESTUDIO DE SU CAPACIDAD DE COMPLEMENTACION.

Ya que el inserto del p14 tenia un tamafo de 5,5 Kb, se pensd que este
fragmento era demasiado grande como para contener solo [as secuencias génicas responsables
de la complementacién del fenotipo autolitico. Por ello, se procedid a la subclonacion de
fragmentos de menor tamano procedentes de este inserto en el vector YEp 13 y en otros de
caracteristicas diferentes con el fin de encontrar el minime fragmento codificante capaz de com-
plementar el fenotipo autdlitico.
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3.3.1.- Subclonacidén en vectores multicopia.

El esquema de subclonaciones realizadas y su efecto en la complementacion del
fenotipo se encuentra en la Tabla lil. Las construcciones realizadas con el plasmido YEp 352 se
transformaron en la cepa autolitica L2C28c¢, auxétrofa para el uracilo, mientras que las realizadas
en el vector YEp 13 se transformaron en {a cepa L2C34d, auxdtrofa para histidina y leucina. Sin
embargo, esto no supone ningan problema, ya que los diferentes pardmetros estudiados para
la expresién del fenotipo se han ensayado en todas las cepas utilizadas para este trabajo, tanto
haploides como diploides, sin encontrarse diferencias significativas de unas cepas a ofras.
Ademds, algunas subclonaciones que contienen fragmentos solapantes se realizaron en vectores
con diferentes marcadores auxotrofos de seleccion y se transformaron en cepas diferentes,
arrojando resultados comparables.

De los datos obtenidos se deduce que el minimo fragmento codificante que
pudimos subclanar fue el incluido en el plasmido YEp352 Pv, de 1,8 Kh.

3.3.2.- Subclonacién del minimo fragmento codificante en vector centromeérico.

El fragmento Pvuli-Pvull incluido en el plasmido YEp 352 Pv fue subclonado en
el plasmido YCp 50, de bajo nimero de copias para la levadura. El estudio de su capacidad de
complementacion demostrd gue no era capaz de complementar el fenotipo autolitico (Tabla H1).

3.4.- ESTUDIO COMPARATIVO DE LA CAPACIDAD DE COMPLEMENTACION DE DIFEREN-
TES MUTACIONES AUTOLITICAS.

Al disponer en nuestro laboraterio de otro mutante autolitico de diferente grupo
de complementacion, S. cerevisiae L3 (aislado en el laboratorio del Dr. Cabib), nos decidimos a
transformario con el plasmido p14, comprobandose que este fragmento no es capaz de
complementar la mutacion autolitica fyt2-7 que porta este mutante. De forma simultanea se
transformé el mutante L2C34d con el fragmento génico aislado por Lourdes Torres en nuestro
laboratorio, capaz de complementar la mutacion fyt2-1, viéndose que éste no complementa el
fenotipo Lytt.

3.5.- SECUENCIACION DEL FRAGMENTO GENICO CAPAZ DE COMPLEMENTAR EL
FENOTIPO AUTOLITICO.

De forma simuitanea a la realizacion de las diferentes subclonaciones, cuando
tuvimos un fragmento pequefio capaz de complementar el fenotipo Lyt, comenzamos a realizar
la secuenciacion del fragmento representadc en ia figura 16, de 1,74 Kb, Dicho fragmento se
dividid en 3, subclonandose los 3 en el vector Bluescript SK'. Se utilizaron como iniciadores de
la secuencia los oligonucledtidos comerciales UP y RUP.
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Figura 16.- Esquema de la estrategia seguida para la secuenciacioén del fragmento de 1,74 Kb.
Las flechas representan la extensién aproximada y el sentido de las lecturas realizadas.



3.6.- ANALISIS DE LA SECUENCIA NUCLEOTIDICA

La secuencia obtenida, fue analizada con el programa Pustell, encontrandose dos
marcos abiertos de lectura en cadenas opuestas, situados cola con cola y separados ambos por
103 pares de bases (Figura 17).

La comparacion de las secuencias de aminoacidos de ambos marcos abiertos
de lectura con las existentes en un banco de proteinas, reveld que habiamos clonado los genes
SPO12 y SPO16, descritos por Malavasic y Elder (1990) (Figuras 18 y 19).

3.7.- DEMOSTRACION DE QUE EL GEN SPO72 ES EL RESPONSABLE DE LA COMPLEMEN-
TACION DEL FENOTIPO AUTOLITICO

Seglin describen estos autores, los genes que codifican ambas proteinas se
encuentran en el genoma de S. cerevisiae en la misma disposicion en {a que las hablamos
clonado. Esta posicion no parece ser indispensable para el funcionamiento correcto de ambas
(Malavasic y Elder, 1990). Sin embargo, creimos necesario comprobar si los dos genes son
necesarios para la complementacion del fenotipo o sdlo uno de ellos y, en su caso, cual de los
dos.

Aunque de forma simultanea estabamos analizando el efecto de complementa-
cién del fenotipo de ambos genes por medio de subclonaciones, y parecia ciaro que era el gen
SP0O12 el capaz de revertir el fenctipo autolitico (fragmento YEp 352 Pv), nos parecié interesante
interrumpir tos dos marcos abiertos de lectura por separado, pero colocados en la posicion en
que se encuentran en el genoma de S. cerevisiae, segin el esquema representado en la Figura
20. Con ambas construcciones se transformaron diferentes cepas fiyt1-7.

3.7.1.- Estudio de la compiementacién del fenotipo en matraz.

Con cepas transformadas con ambas construcciones, se realizaron estudios de
crecimiento en matraz a 24 y 37°C, de viabilidad (con loduro de Propidio a las 22 horas) y se
observaron las células con el microscopio de contraste de fases.

El plasmido en el que se encuentra interrumpido el gen SPO12 no es capaz de
complementar el fenotipo Lyt’, obteniéndose con sus transformantes unos porcentajes de células
muertas (ioduro de propidio positivas) superiores a un 50 %. Sin embargo, cuando el gen
interrumpido es SPQ 16, las cepas transformantes son capaces de crecer a 37°C, encontrandose
unos porcentajes de muerte a las 22 horas de 8-15%.

Ei aspecto de las células de las diferentes cepas transformantes crecidas a la
temperatura no permisiva (al microscopio de contraste de fases) estuvo en consonancia con los
datos de viabilidad celular.
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Figura 18.- Secuencia de aminoacidos del gen SPO72.



=370 -360 -350 =340 -330 -320

¥ ¥ * ¥ * ®
AGC TTT CTA GTA GAG TBA GCG ATG GGA AGC TCA GCC TCT GCT GCC ACT AAA ATT AAA AAA
=310 -300 -290 -280 =210 -260
* * * * * *
TTY AGC TGC TCA AAC AGA AGT GAT GTG CTC ATG GAT CGT ATA TTT ACC AGT ATG CTA CCT
-250 ~240 =230 -220 ~210 =200
# * * * * *
CCT TGA AAT CTT GCC CAA TAA CCT AAT GAC TTC CAT TGA ATA TAC AAT ATA GAA CAT TGY
-190 -180 -170 ~160 =150 -140
* ¥ * * * *
GAT GTA TTT ATT TAT TGG CAA AAA ATG TGA CGC GAA AAA CAA CAT TAG ATG AGT GAA AAA
-130 ~120 -110 -100 -90 ~80
* ¥ * * # *
GAA AAG TCA CAT CTG ATA TAG CTT ACC CTG TTA ACG CGT GAA AAG TGG GCG GCT AAA ACC
-70 -60 -50 -40 -30 =20
* ¥ * * ¥ *
GAG AAA ATA CGA AAT AGT GTA AAG GTT CAA GAG AAT AAA CTT CTG GAA CAA CAT TTC TGG
=10 i 10 20 30 40
* * * * * ¥

AAT GGT TCA ATA GAA ATG TCT GAA TTC TTT TGG GAT GTA CAA AAA ATA CAA GAG ATT TCT
Met Ser Glu Phe Phe Trp Asp Val Gln Lys [le Gln Glu fle Ser
50 60 70 80 90 100
* * * * * *

AAT GTC GAA GAA CAT TCT GTG GTT AAG TGT GIT ACT GTG AAT ACG AGC AGG TTA ATT TCG
Asn Val Glu Glu His Ser Val Val Lys Cys Val Thr Val Asn Thr Ser Arg Leu [le Ser
"o 120 130 14G 150 160
* * * * * *

CAG CTT AAC GAG GAG CTA CAA GAC GAA GAA AGT GGC GTC AAT TTT ATT GTT ACA CAG CTG
Gln Leu Asn Glu Glu Leu Gln Asp Glu Glu Ser Gly Val Asn Phe lie Val Thr Gln Leu
170 180 190 200 210 220
* * * * * *

CAM TTA CTG ATA AAT AAT GTC TAT GAG AAA ATA CAG AAA AGC CCT GGA GTT CCC GCA CAT
Gln Leu Leu [le Asn Asn Val Tyr Glu Lys [le Gln Lys Ser Pro Gly Val Pro Ala His
230 240 250 260 270 280
* * * * * *

CGT TCT CTG ATG ATA AAT TTG AAT TTC ACG CGC TTG AAA TTC TCA ATA GCT TAT TGG GAT
Arg Ser Leu Met !le Asn Leu Ash Phe Thr Arg Leu Lys Phe Ser [le Ala Tyr Trp Asp
290 300 310 320 330 340
* * * * % *

ATC TTA TTG GAG AGG TCA CTA GAT CTA ATA AAT GGA CCA TCG AAA ACG GGT GOC CGC TAC
Ile Leu Leu Glu Arg Ser Leu Asp Leu lle Asn Gly Pro Ser Lys Thr Gly Ala Arg Tyr
350 360 370 380 390 400
* * #* * * *

TTT ATT ACA GAG GTT ACA CCA GTA GAC AGA AGT CGA TAT GTT GAA AAC AAT CAA TAT TTT
Phe Ile Thr Glu Val The Pro Val Asp Arg Ser Arg Tyr Val Glu Asn Asn Gln Tyr Phe
410 420 430 440 450 460
* * * * * *

CTA GCT TTT AAA GCT AAC CAG CGT TTG ACA CGG AAC ABC GTG GAT ATG GAC GAG TTT ATT
Leu Ala Phe Lys Ala Asn Gln Arg Leu Thr Arg Asn Ser Val Asp Met Asp Glu Phe lle
470 480 490 500 510 520
* * * * * *

GAT TTT GAA ATT CTA ATC AAG CAA ATA ATT TTC GAC CTC TTC AAA AAA AAC GGA ATT CCA
Asp Phe Glu [le Leu ile Lys Gln [le Tle Phe Asp Leu Phe Lys Lys Asn Gly [le Pro



530 540 550 560 570 580

* * * * * *
GAT CAA GAT TTT GAA GOC ATT TTA TCA AGG TTT CAT AAT TTG GAA AGC TTG GTG GTT GCT
Asp Gln Asp Phe Glu Ala [le Leu Ser Arg Phe His Asn Leu Glu Ser Leu Val Val Ala

590 600 610 620 630 640
* x * ¥ * *
TTT AAT GAA TAA TAA AAA AAA TGT AAG AAA AAA AAA ATC AGG TAT TGT TGA ATT ATT ATT
Phe Asn Glu —-
650 660 670 680 690 700
* * * * * *
TAC TTA TTC TTT ATG TAC TCG TTT GCT TAT TGG TIT AGT GTA GCA TTT GGC TAT TTT TGG
710 720 730 740 750 760
»* X * » * *
ATG ACT AGA AAG GCA GAT TTT TTT AGT AGA AAT ACT CCT CAT CTT CAT CGA TTT CTA CAT
770 780 790 B0O 810 820
* * # M ¥ *®
CCT CTG AAT CGG CAG CAA GGT TGC CTT TAA AGT TCA GTT TCA TAG GAT TGA CTT TCT T1T
830 840 850 860 870 880
* * * * * *
TCT TTC CGA ACA TCT TAA CTT TGT GCT CAT TCA ATT TCA ATG AGC ATG GTG ATA CCA GCC
890 900 910 920 930 940
* * * * * »
TGT CAG TCG GTG ATG CAA ATC TTT GTT GTA GTT GGA GTT TCC TCT TCG GAT CCT GIT TTA
950 960 970 980 990 1000
* * * * # *
AAA GAT CCC TTT TGA ACA TTG TCT TTT TTA CCA AAT TEC TAG TGG TGT GTG ACG ACT TCA
1010 1020 1030 1040 1050 1060
* ¥ * % * *
AGT TTG AAG TGC TTT TTT TCC TAA AAA TTC GAA AGG CCG CAA TCT CCT CCT CTA AAT TAG
1070 1080 1090 100 1110 120
* * * * #* *
GTA TAT TCT CTT TAT TGG CGT CCY CTC CTG TCT TOG CCG ATT CAT TGT AAT TAT TGA TGT
1130 1140 1150 1160 1170 1180
* * * * #* *
TAT TGT GGT GAT GGT AGT TGT CGT TGT TGC TGC TGC TGC TTC TGG TGA TTG TGT TTT CTC
1190 1200 1210 1220 1230 1240
* # % # % *
TGG TAA TAT CAG TCT TGA GGA TGG AAG CCG TGC GTG CTG ATT GGT CAC TTG CCT TGT TGG
1250 1260 1270 1280 1290 1300
* * * * * *
ACA TAA ATA CGT TTT CTA TTG TTC TTA CIG TAT ATG TTA TTT TGT TTTY CCT ACT AGA AGT
1310 1320 1330 1340 1350 1360
* * * » »* L3

ATT CCA AGA TAG TAA CTA ATC TGA ATG AAC GTT TGG CTG ACC TCC TAA AAA CTA GTT TGA

Figura 19.- Secuencia de aminoécidos del gen SPO16.



3.7.2.- Estudig de |la complementacién del fenotipo en fermentador.

Como se puede observar en la Figura 21 A, la cepa transformante portadora de
un plasmido con ambos genes completos es capaz de seguir creciendo a 37°C, permaneciendo
su viabilidad en tomo a un 80 % durante todo el tiempo de incubacion excepto una pequefa
calda que se produce en las primeras horas. Esta puede deberse a que el medio de cuitivo
utilizado durante el crecimiento a 24°C fue YED, medio no adecuado para €l mantenimiento del
plasmido. Durante el tiempo de crecimiento a 24°C se pudo producir cierta pérdida del
plasmido. En el momento del cambio a 37°C, todas aquellas células que hubieran perdido el
plasmido se lisarian, produciendo la caida de la viabilidad observada. Sin embargo, la temperatura
no permisiva actuaria como factor de presion para el mantenimiento del pidsmido en las
sucesivas mitosis de las células que lo conservaran, recuperandose gradualmente la viabilidad
del cultivo hasta niveles del 80 %.

Sin embargo, y como se demuestra en el experimento representado en la Figura
21 B, la cepa portadora del plasmido en el que se ha interrumpido el marco ablerto de lectura
del gen SPO12, no es capaz de crecer a 37°C, sufriendo una caida de la viabilidad continua
desde el momento del cambio de la temperatura, flegando a un 20 % de viables a las 6 horas.

De los resultados obtenidas en matraz y fermentador conlas genes interrumpidos,
junto con los procedentes de las diferentes subclonaciones, se desprende que el gen SPO12 es
capaz de complementar la mutacidn por si sélo, sin que influya en absoluto la presencia o
ausencia del gen SPO16.

3.8.- DEMOSTRACION DE QUE EL GEN SPO12 ES UN SUPRESOR.

Al saber que el gen clonado sdlo se expresaba en esporulacion (Malavasic y
Elder, 1990), que parecia no ser necesario para el crecimiento vegetativo de la célula (al menos
a 30°C)(idem), que no era capaz de complementar el fenotipo al encontrarse en un plasmido
centromérico, y gue en muiticopia complementa el fenotipo Lyt en ciclo mitético pero no en
esporuiacién, sospechamos que se podia tratar de un gen supresor. Con el objeto de
comprobatlo, realizamos los siguientes experimentos:

3.8.1.- Interrupcién del gen SPO72 en cepas silvestres de S. cerevisiae.

Para interrumpir el gen SPO12 en cepas silvestres de S. cerevisiae, realizamos
la construccidn siguiente: el fragmento B utilizado para ia secuenciacion (Figura 16), fue tratado
con la enzima de restriccién BamHI {punto de corte Gnico en el fragmento} y en él se introdujo
el gen URA3 cortado con esta misma enzima con el fin de interrumpir el marco de lectura de la
proteina SPO12. Esta construccion se transformé en dos cepas silvestres de S. cerevisiae: DBY-
746 y TD28.
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Figura 20.- Esquemas correspondientes a las interrupciones realizadas en los genes SPO12 y
SPO18.
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Figura 21.- Graficas correspondientes a los estudios en fermentador realizados con las dos
cepas sefialadas.
La viabilidad se expresa como porcentaje de células no tefiidas con IP,

Como puede observarse, la interrupcion del gen SPO72 provoca una drastica pérdida
de viabilidad.



3.8.2.- Analisis del crecimiento a 24 v 37°C de las cepas interrumpidas.

Aungue Malavasic y Elder (1990) ya habian realizado la interrupcion del gen
SPO12 en cepas silvestres las cuales no parecieron verse afectadas en su crecimiento vegetativo,
no realizaron un estudio del efecto de esta interrupcion sobre el crecimiento de las cepas a 37°C.

La incubacion de las cepas interrumpidas anteriormente sefialadas a 24°C y
posteriormente a 37° C,confirma los resultados de estos autores ya que ninguna de las cepas se
vio afectada en su viabilidad ni capacidad de crecimiento. Por tanto, debe tratarse de un gen
supresor, ya que no se reproduce el fenctipo autolitico af interrumpir el gen.

3.8.3.- Estudio de la capacidad de esporulacién de cepas diploides interrumpidas.

Como disponiamos de dos cepas silvestres interrumpidas de tipo sexual opuesto,
las cruzamos y aislamos diploides por micromanipulacion. Los diploides obtenidos se sembraron
en medio de esporulacion. Pudimos comprobar los resultados de Malavasic y Elder, ya que
espotularon a ios 5 dias produciendo ascas con dos ascosporas diploides, como puede
observarse en la Figura 22. Vemos, por tanto, que tampaco se reproduce {a incapacidad de
esporuiar de las cepas diploides homozigdticas para el gen LYT1.

3.8.4.- Analisis
Ii-1/spoi12::URA3.

Otra forma de comprobar que el gen SPO 72 es un gen supresor, es el estudio
de la segregacion del caracter autolitico en ascosporas procedentes de diploides heterozigéticos
construidos cruzando dos cepas haploides, una mutante fyt1-7 vy una silvestre con el gen SPO1712
interrumpido.

Lo primero que pudimos comprobar es gue Ios dipioides heterozigoticos asi
construidos crecen a 37°C normalmente. Ademas, son capaces de esporular a 24°C con una
eficiencia similar a la de una cepa silvestre, mientras que diploides homozigdticos para cualquiera
de las dos mutaciones no lo hacen. Ambos resultados son sigho de que se trata de dos
mutaciones diferentes, ya que se complementan.

Los diploides heterozigéticos fueron inducidos a esporular y se aislaron por
micromanipulacion 18 ascas, en las que la viabilidad fue la siguiente;

a- 1 asca en la que crecen las 4 ascosporas,

b- 12 ascas en las que crecen 3 ascosporas,
¢- 5 en {as que crecen solo 2 ascosporas.
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Figura 22.- Fotografias realizadas al microscoplo de contraste de fases (900 x) de las ascas
mnhmﬂmmmm#ammmmwm



Figura 23.- Segregacion del caracter autolitico en las ascas resultantes de la esporulacion de
cepas diploides h1-1/spo12::URAS. mhmnmmmﬂllnummd-
ascas obtenidos,

Las ascosporas portadoras del mmmm p-nrli wu-m
sustrato de fosfatasa coloreado (Apido. 2.8.2.2. de Métodos).



El andlisis del fenotipo autolitico arrojo el resultado siguiente:

a- En el asca completa, 2 ascosporas eran autoliticas y 2 no.
b- En las que crecieron 3 ascosporas, solo 1 de ellas era litica.
c- En ias que solo crecieron 2, ninguna era autolitica.

Esto demuestra de forma definitiva que nos encontramos ante dos genes
diferentes, ya que la segregacion del cardcter autolitico no es en ninglin caso 4:0.

Puede ademas concluirse que la coincidencia de ambas mutaciones en la misma
ascospora hace que ésta sea inviable.

En la Figura 23 estan representados los tres tipos de ascas. Para poder distinguir
las cepas Lyt de las que no lo son, se sembraron todas las ascasporas en medio YED al que se
le habla afadido un sustrato de fosfatasa alcalina , 5-Bromo-4-cloro-3-indolilfosfato (Apartado
2.8.2.2.B de Métodos), que al ser hidrolizado por la fosfatasa alcalina liberada por las células al
lisarse, tifie la colonia de color azul, mientras que las cepas no liticas permanecen sin tefir.

3.9.- ANALISIS DEL PRODUCTO DEL GEN SPO72 POR MEDIO DEL PROGRAMA PC GENE.

El producto del gen SPO 12 fue analizado por medio det programa PC GENE con
varios objetivos:

3.9.1.- Bisqueda del punto isoeléctrico.

El punto isceléctrico de la presunta proteina deducida de la secuencia
nucleotidica es de 10,04.

3.9.2.- Perfil hidropatico.

Como puede observarse en la Figura 24, ia proteina SPO12 es fundamentaimente
hidrofébica.

3.9.3.- Busqueda de posibles puntos antigénicos.
Un posible método para tener un conocimiento mas profundo de fa funcién de
la proteina SPO12, podria ser la obtencién de anticuerpos especificos frente a ella y, por medio

de ensayos de hibridacion, intentar averiguar su situacion dentro de la célula tanto en ciclo
mitdtico como en esporulacion. Para el disefo de dichos anticuerpos necesitamos predecir 10s
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Figura 24.- Perfil hidropatico del producto del gen SP0O 72 deducido por medio del programa PC
Gene.

El eje de ordenadas indica hidrofobicidad creciente, y el de abcisas el numaro de
aminoacido de la protelna.

Como puede observarse, se trata de una proteina con un marcado caracter hidréfobo.




posibles determinantes antigénicos de la proteina. Segan el ya mencionado programa PC GENE,
los tres puntos antigénicos mas probables son:

1) Det aa 164 al 170: Glu-lle-Asp-Glu-Asp-Glu-Glu
2) Del aa 103 al 109; Lys-Gin-Asp-Pro-Lys-Arg-Lys
3) Del aa 54 al 59: Glu-Asp-Ala-Asn-Lys-Glu

El método de busqueda de estos puntos es e de Hopp y Woods, siendo la
longitud media recomendada es de 6 aas.

3.9.4.- Basqueda de grupos funcionales.

Comparando la secuencia de aminoécidos de la proteina SPO12 con secuencias
cansenso de diversos grupos funcionales conocidos, no se ha encontrado ninguha homologia que
pueda indicarnos la posible funcion de dicha proteina.

3.10.- ESTUDIO DEL USO DE CODONES SINONIMOS EN EL GEN SPO72.

En la Tabla IV se exponen las frecuencias relativas de utilizacién de los diversos
codones de los diferentes aminoacidos. Estas frecuencias se comparan en la Tabla V con las
calculadas por Sharp y Cowe {1991) para proteinas de alta y baja expresion.

Como puede observarse, el producto del gen SPQO 12 se corresponde mas con
ias frecuencias sefaladas para proteinas de baja expresion.

Estos mismos autores han calculado los CB! ("codon bias index” o indice de
utilizacion de codones sindnimos) de muchos genes conocidos de S. cerevisiae, y entre ellos se
encuentran los genes SPO12 y SPO16, cuyos CBI son, respectivamente, -0,01 y -0,05.

3.11.- ANALISIS POR HIBRIDACION DE RNA ("NORTHERN BLOT") DE LA EXPRESION DEL
GEN SPO72.

Malavasic y Elder (1990) ya habian comprobado por medio de Northern Blot gue
el gen SPO12 no se expresa en fase vegetativa. Por otra parte, nosotros hablamos constatado
que dicho gen actia como un supresor al complementar la mutacién A7-7, luego la
complementacion del fenotipo se debe a un efecto de dosis. Para asegurarnos de que los hiveles
de expresién del gen SPO712 en las cepas mutantes transformadas con el gen en un plasmido
multicopia son muy superiores a las del plasmido de bajo nimero de copias y que a esto se
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Phe TTT 4 2,3 1,14 Ala GCT 2 1,1 08
TTC 3 i,7 0,86 GCC 3 1,7 L2
GCA 3 1,7 120
Leu TTA 2 1,1 0,92 GCG 2 1,1 08

ITG 4 2,3 1,84
CTT 2 1,1 0,92 His CAT 1 ¢,6 0,40
CTC 2 1,1 0,92 CAC 4 2,3 18

CTA 1 0,6 0,46
CTG 2 1,1 0,92 Gln CAA 4 2,3 14
CAG 1 0,6 040

Ile ATT 1,7 1,12
ATC 4 2,3 1,50 Asn BAAT 10 5,7 105
ATA 1 0,6 0,37 AAC 9 5,2 0,9
Met ATG 4 2,3 1,00 Lys AAA 13 7.5 1,8
AAG 9 5,2 0,8

val GTT 1 0,6 0,80
GTC 1 0,6 0,80 Asp GAT 7 4,0 1,Z7
GTA 3 1,7 2,40 GAC 4 2,3 073

GTG 0 0,0 0,00
Glu GAA 2,3 04
Ser TCT 0 0,0 0,00 GAG 9 5,2 13

TCC 2 1,1 0,67
TCA 7 4,0 2,34 Gly GGT 0 0,0 00
TCG 2 1,1 0,67 GGC 1 0,6 1,3%
AGT 1 0,6 0,34 GGA 2 1,1 2,67
AGC 6 3,4 2,00 GGG 0 0,0 0,0
Pro CTT 2 1,1 1,60 Arg AGA 3 1,7 2,0
CCC 0 0,0 0,00 AGG 4 2,3 2,67
CCca 1 0,6 0,80 CGT 0 0,0 0,00
CCG 2 1,1 1,60 CGC 1 0,6 0,67
CGA 1l 0,6 0,67
Thr ACT 4 2,3 1,45 CGG 0 0,0 0,0

ACC 3 1,7 1,09
ACA 3 1,7 1,09 Cys TIGT 0 g,0 0,0
ACG 1 0,6 0,36 TGC 1 0,6 200
Tyr TAT 1 0,6 0,50 Stop TAG 0 - -
TAC 3 1,7 1,50 TAA 1 - -
TGA 0 - -

Trp TGG 0 0,0 0,00

Tabla IV.- Utilizacion de codones {N), porcentaje con respecto al total de codones y frecuencia relativa
de utilizacién de codones sindnimos (FR) en el gen SPO72. Se han subrayado aquelios codones de uso
preferente en levaduras.



A B SPO12 A B 5P0O12

Phe TTT 0,22 1,09 1,14 Ala GCT 3,07 1,00 0,80

TTC 1,78 0,91 0,86 Gcc 0,91 0,76 1,20

GCA 0,02 1,39 1,20

Leu TTA 0,64 1,25 0,92 GCG 0,00 0,84 0,80
TG 5,11 1,21 1,84

CTT 0,03 0,82 0,92 His CAT 0,39 1,14 0,40

CTA 0,19 0,80 0,46 CAC 1,61 0,80 1,60

CTG 0,03 1,22 0,92
Gln €AA 1,97 1,13 1,60

Ile APT 1,51 1,01 1,12 CAG 0,03 0,87 0,40
ATC 1,49 0,79 1,50

ATA 0,00 1,20 0,37 Asn AAT 0,12 1,16 1,05

AAC 1,88 0,84 0,95
Met ATG - - 1,00

Lys AAA 0,20 1,09 1,18

Val GTT 2,19 0,96 0,80 AAG 1,80 0,91 0,82
GTC 1,78 0,76 0,80

GTA 0,00 1,17 2,40 Asp GAT 0,77 1,13 1,27

GTG 0,03 1,10 0,00 GAC 1,23 0,87 0,73

Ser TCT 3,41 1,24 0,00 Glu GAA 1,96 1,14 0,61

TCC 2,27 0,62 0,67 GAG 0,04 0,86 1,38
TCA 0,08 1,34 2,34

TCG 0,00 0,90 0,67 Gly GGT 3,92 1,15 0,00

AGT 0,10 1,00 0,34 GGC 0,06 1,03 1,34

AGC 0,14 0,90 2,00 GGA 0,02 1,18 2,67

GGG 0,00 0,64 0,00
Pro CcCT 0,25 0,89 1,60

ccc 0,02 0,85 0,00 Arg AGA 5,45 1,84 2,00
ccA 3,73 1,39 0,80 AGG 0,01 1,28 2,67
CCG 0,00 0,87 1,60 CGT 0,53 0,80 0,00
CGC 0,00 0,64 0,67
Thr ACT 1,91 0,99 1,45 cGA 0,00 0,87 0,67
ACC 2,05 0,78 1,09 cGG 0,00 0,56 0,00
ACA 0,03 1,32 1,09
ACG 0,00 0,90 0,36 Cys TGT 1,86 1,07 0,00

TGC 0,14 0,93 2,00
Tyr TAT 0,12 1,07 0,50

T™AC 1,88 0,93 1,50 Ter TAG 0,00 0,43 -
TAA 2,79 1,07 1,00
Trp TGG - - 0,00 TéAa 0,21 1,50 -

Tabla V.- Frecuencia relativa de uso de codones sinbnimos para genes de alta (A) y baja (B) expresion
en S. cerevisiae, asl como del gen SPO72. Los tripletes subrayados corresponden a aquellos de uso
mayoritario en esta levadura (Sharp y Cowe, 1991).



debian las diferencias de complementacién, nos decidimos a realizar una hibridacion por
Northern Blot con RNA procedente de las cepas autaliticas transformadas con ambos tipos de
plasmido. Las cepas se crecieron a 24°C y a 37°C durante 4 horas antes de recoger las células
para detectar posibles diferenclas de expresion en condiciones gue reguieren la complementacién
del fenotipo. Como controles del experimento, utilizamos las cepas silvestre y autolitica sin
transformar, en las que no deberfa detectarse expresion del gen, al menos a 30°C (Malavasic y
Elder, 1990).

Segun puede observase en la Figura 25, no se detecta ninguna transcripcion del
gen en los carriles correspondientes a las cepas silvestre y mutante. En {os carriles de la cepa
transformada con el plasmido centromérico pCent Pv (Tabla () se detecta alguna expresién a
24°C y algo mas a 37°C, sin embargo, e} nivel de expresion es muy inferior al detectado en los
carriles correspondientes a la cepa transformada con el gen SPO72 incluido en un plasmido
muiticopia. Por otra parte, la expresién del gen es mucho mayor a después de 4 horas de
crecimiento a 37°C, lo que podria indicar una mayor demanda del producto del gen al someter
a la cepa a la temperatura no permisiva.

3.12.- CONSTRUCCIONES REALIZADAS PARA LA REDUCCION Y SUSTITUCION DE LA
COLA ACIDA DE LA PROTEINA SPO12 Y SU EFECTO EN LA COMPLEMENTACION DEL
FENOTHPO.

La proteina SPO12 tiene en los dltimos 15 aminoacidos de su extremo amino
terminal una gran abundancia de restos Aspartico y Glutamico. Si esta cola acida se cambia de
polaridad, esta proteina no es capaz de realizar su funcion. Por otra parte, la reduccion del
tamanoc de dicha cola no afecta a su funcionamiento, siempre y cuando no se aitere la carga neta
negativa de o equivalente a los (ltimos 7 aminoacidos del extremo carboxilo (Malavasic y Elder,
1990).

Con el fin de comprobar si en nuestro caso pasaba Io mismo, analizamoes la
capacidad de complementacion del fenotipo de las construcciones que se describen a continua-
cion.

3.12.1.- Reduccion del tamaiio de la cola acida v su efecto en la complementacion.

E! gen SPQ12 fue cortado por el punto Clal, eliminandose asi los Ultimos 7
aminoacidos del extremo carboxilo. Sin embargo, al clonar este fragmento en un vector apto para
la transformacidn en fevadura (YEp 352, por ejemplo} el marco abierto de lectura se continuaba
en el extremo 3’ por el punto en el que sé habia clonado el fragmento. Por ello, se hizo necesatio
el diseno de un oligonucledtido de doble cadena que fuera capaz de terminar el marco abierto
de lectura en cualquier fase. La secuencia disefiada por el Dr. Miguel Sanchez fue la siguiente:
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comespondiente al gen SPO12 con RNA total de las siguientes cepas de 5. cerevisiae:

- 5288C (silvestre) a 24°C (caril 1) y 37*C (éafril 2)

- mutante it1-1 & 24*C (carr 3) y 37°C (carf® 4)

- utante lyt1-1 transtormada con en plasmidd pi0 reor (Tabla I1l) a 24°C (camil §) y 37°C (cari
) <=l ‘e

- mutante fyt1-1 transformada con el pismido pCent Pv (Tabla IIl) a 24*C {carrl7) y 37°C (caril
8). ;

A la derecha de la autorradiografia se indican los tamaios (Kb) de las bandas que
aparecen.



1 3 2
GCTTAATTTAAATTAAGC
CGAATTAAATTTAATTCG

Dral o Ahalil

Como se puede observar, posee un punto de corte en el centro que nos permite
detectar su presencia en la construccion realizada. Los tripletes sefialados son los de terminacion
en cualquiera de las fases de lectura en que se continle la secuencia del gen; los nlimeros
indican !a base del oligonucledtido en la que comienza un triplete.

El fragmento de DNA que incluye el gen SPO 12 cortado con Clal, fue tratado con
la enzima Mung para convertir los extremos cohesivos producidos por Clal en extremos romaos,
adecuados para ser ligados al oligonucledtido terminador disefiado. No se reflenaron los
extremos salientes ("protruding") para eliminar el mayor namero posible de aminoacidos del
extremo carboxilo.

El extremo carboxilo de la proteina resuitante fue el siguiente:
SPO12 :

GAG GAT GTA GAA ATC GAT GAA GAT GAG GAG TAT TTC TAC TAA
Glu Asp Val Glu lle Asp Glu Asp Giu Glu Tyr Phe Tyr --
ac 4 N Ac n  Ac Ac ac ac a4 n n n

Construccion 1:

GAG GAT GTA GAG CTT AAT TTA AAT TAA GC
Glu Asp Val Glu Leu Asn Leu Asn -
& ac n 4 n A& n Ac

Debajo de cada aminoacido se detalla su polaridad:
ac: aminoacido acido o polar no cargado, carga negativa
n: aminoacido no polar o aromatico
b&: aminoacido polar basico, carga positiva

Esta construccion se transformé en distintas cepas mutantes t1-1 y fue capaz

de complementar el fenotipo autolitico igual que el gen completo, ya que la carga neta sigue
siendo negativa.
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3.12.2.- Sustitucién de ia "cola écida’ por una "cola basica".

Con la construccién realizada se pretendia el cambio de polaridad de la cola
acida. Para ello seguimos el procedimiento descrito por Malavasic y Elder (1990), que consistia
en subclonar en las dos orientaciones posibles el fragmento Cial-Clal del p14 (Tabia li} en el
punto de corte Clal del pBR 322, el cual se encuentra en la mayoria de los vecteres usados para
levaduras. En una de las orientaciones, la secuencia resultante de la continuacién del marco
abierto de lectura en el pBR 322 del gen SP072 cortado en el punto Clal da lugar a una cola
bésica:

SPO12

GAG GAT GTA GAA ATC GAT GAA GAT GAG GAG TAT TTC TAC TAA
Glu Asp Val Glu lle Asp Glu Asp Glu Glu Tyr Phe Tyr --
ac & n 4 n ac & 4ac ac ac n on n

Construccion 2:

GAG GAT GTA GAA ATC GAT AAG CTT TAA
Glu Asp Val Glu lle Asp Lys Leu -
4c 4 n a n & ba n

La carga neta de {0 equivalente a los Gltimos 7 aminoacidos es positiva (basica}.

Al ser transformada esta construccion en diferentes cepas mutantes /yt7-7, es
capaz de complementar ¢l fenotipo autolitico, perc en grado diferente segin el fondo genético
de la cepa utilizada como receptor.

En cuanto a su efecto en el proceso de esporulacién, la proteina codificada en
esta construccion es semejante al de la proteina completa, es decir, se aumenta la viabilidad de
la cepa en el ME y se forman algunas ascas (< 0,5 %) en los primeros dias de incubacién, pero
no son capaces de seguir adelante y mueren.

4.- ANALISIS COMPARATIVO DE LA MUTACION JMyt1-7 CON LA MUTACION cdci4.

Segun se vio en el Apartado 1.3.1.5 de Resultados, la lisis celular se produce
también en presencia de Sorbitol 0,9 M como estabilizador osmético, a diferencia de la mutacién
iyt2-1y otras muchas mutaciones autoliticas (Torres et al., 1980; San Segundo, 1988). Esto indica
que la mutacion lyt7-7 no afecta, al menos de forma exclusiva, a la pared de la levadura.
Pensamos que podria tratarse de un tipo de mutante de ciclo celular, ya que la lisis se produce
en un momento fijo del ciclo vegetativo de la levadura y decidimos compararlo con un mutante
cdc similar, como €l cdec 14, el cual detiene su crecimiento al ser incubado a la temperatura no
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permisiva,en el momento en que la yema es de un tamaro similar al de la célula madre. Ademas,
esta afectado también en el proceso de esporulacion (Pringle y Hartwell, 1981).

4.1.- CRECIMIENTO A 24 Y 37°C EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE SORBITOL 0,9 M.
ANALISIS DE VIABILIDAD.

El mutante cdc14 crece normalmente a 24°C, tanto en presencia como en
ausencia de Sorbito! 0.9 M, no tiféndose con toduro de Propidio en un porcentaje apreciable.
Sin embargo, cuando se incuba a 37°C se observa lo siguiente:

- su densidad éptica aumenta hasta duplicarse con respecto a la de partida y luego se estabiliza,
con y sin sorbitol 0.9 M;

- la morfologia de las células al cbservarlas con el microscopio de coniraste de fases es
practicamente igual a las de los mutantes fyt7- 1 deformados que se ven enla Figura 12 C a partir
de las 2-4 horas de incubacion a 37°C;

- las células procedentes del cultivo sin estabilizador osmdético, comienzan a tenirse con ioduro
de propidio a las 4 horas de incubacién, en una proporcién inferior a la de la cepa autolitica en
el mismo periodo de incubacion;

Jlas células incubadas a 37°C en presencia de sorbitol 0,9 M, a las 4 horas comienzan a
presentar unos porcentajes de células tefidas con ioduro de propidio {muertas) comparables a
los de la cepa autolitica en las mismas condiciones.

Luego puede concluirse que ambos fenotipos son muy parecidos, y que se
distinguen Gnicamente en el porcentaje de células ioduro de propidio positivas cuando son
crecidas a 37°C en medio no estabilizado osméticamente.

4.2.- CONSTRUCCION DE DIPLOIDES HETEROZIGOTICOS i1-1/cdc14.

Los diploides obtenidos por cruzamiento de cepas haploides mutantes Iyt 7-7 y
cdc14, fueron capaces de crecer a 37°C, sin embargo, aproximadamente un 30 % de la
poblacién incorporaba ioduro de propidio a las 22 horas de incubacion a esta temperatura. La
lisis se producfa en momentos muy diversos del ciclo mitdtico. Esporularon a 24°C con una
eficiencia comparable a la de la cepa silvestre. Estos resultados indican que se irata de genes
diferentes, ya que ninguno de los dos en homozigosis es capaz de lievar a cabo la esporulacién
y en heterozigosis ésta si ocurre. Ademas en heterozigosis no se reproduce el fenctipo parentat
durante el ciclo mitético.
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5.- ESTUDIQ DE LA EXPRESION DEL FENOTIPC AUTOLITICO EN PRESENCIA DE
HIDROXIUREA.

La hiodroxiurea es un inhibidor de la sintesis de DNA cromosémico, plasmidico
y mitocondrial (Timson, 1975; Slater, 1973). Con el fin de averiguar si el fenotipo autoiitico se
expresa antes o después de la sintesis de DNA, incubamos las células de dos cepas de
S. cerevisiae: 5288C (siivestre) y L2C24d (litica) en presencia de hidroxiurea.

La concentracidn de hidroxiurea capaz de detener el crecimiento de dichas cepas
se dedujo a partir de las recomendadas por Hartwell (1976) para cepas de S. cerevisiae. Segln
dicho autor, la concentracion de hidroxiurea que detiene el crecimiento de las células de
S. cerevisiae sin que se produzca una recuperacion posterior de la capacidad de crecimiento
oscila entre 0,2 y 0,3 M. Ensayamos nosotros dichas concentraciones junto con la de 0,5 M,
resultando esta Ultima la mas adecuada para nuestras cepas.

En cuanto a la temperatura de incubacion, decidimos realizar el experimento a
24 y 37°C simulténeamente para eliminar el efecto de la temperatura.

E! preinéculo de las cepas provenia de una incubacién en YED liquido a 24°C
en fase estacionaria. A partir de él se inocularon matraces con YED liquido con y sin hidraxiurea
a una densidad 6ptica de partida de 0,1 (600 nm}. Se tomaron muestras a diversos tiempos en
las que se midieron: DO y viabilidad por medio de tincion con loduro de Propidio y posterior
medida del porcentaje de células tefidas por citofluorimetria.

Los resultados de este experimento se representan en la Figura 26. Como puede
observarse, la presencia de hidroxiurea detiene el crecimiento de las células a una DO que es
aproximadamente e doble de la de partida, tanto a 24 comeo a 37°C, lo que se debe, por una
parte, a la replicacion de las células que ya habian superado Ja fase del ciclo mitdtico sensible
a la hidroxiurea y por otra, a que las células afectadas por dicho compuesto no son capaces de
completar la replicacion celular pero si de emitir la yema, lo que puede producir un aumento de
la densidad &ptica.

En cuanto a la viabilidad, se puede observar que la presencia de hidroxiurea
detiene la duplicacion celular, pero no se praduce lisis, lo que nos permite distinguir el efecto de
dicho compuesto de la expresion del fenctipo autolitico.

En las curvas correspondientes a la incubacidn de la cepa lyt71-7 a 37°C, puede
apreciarse que la presencia de la hidroxiurea disminuye de forma drastica el porcentaje de
céluias tefiidas con ioduro de propidio. Esto nos indica que la detencion de la sintesis de DNA
por parte de este compuesto evita la manifestacion del fenotipo autolitico. Asi podemos deducir
que la lisis de las cepas Iyt7-1 se produce en una etapa del cicle mitético posterior a la
replicacion det DNA.
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IV.- DISCUSION



1.- CARACTERIZACION DE LA MUTACION #yt7-1.

Como punto de pattida de este trabajo se usé el mutante de S. cerevisiae
L2C34d, portador de la mutacion it1-1, el cual, a la temperatura no permisiva de 37°C, se lisa,
en el punto en que la yema alcanza un tamafno similar al de la célula madre.

Esta lisis se puede poner de manifiesto de diferentes maneras.

En primer lugar, podemos observar una estabilizacion de la densidad dptica en
aproximadamente el doble de la existente en el momento del inicio de la incubacién a 37°C
(Figura 11}, lo que nos indica una detencién del crecimiento después de aproximadamente 1
generacion,

Por otra parte, esta lisis puede ser observada con el microscopio de contraste
de fases, en el que se manifiesta por una pérdida de refringencia de las células lisadas (Figura
12 B y C). Con el microscopio electrénico de barrido también podemos observar uha
deformacion de las céiulas mutantes que han sido incubadas a 37°C. Deformacion que no se
aprecia en las célutas de la cepa silvestre (Figura 13 A y B).

Sin embargo, ninguno de estos dos métodos nos permite seguir el porcentaje
real de muerte celular a diterentes tiempos de incubacion a 37°C, ya que muchas de las células
que aparecen refringentes al microscopio de contraste de fases han perdido ya la permeabhilidad
selectiva y estdn muetrtas (de la Fuente et al., 1992). Como ya se indico en el apartado 1.3.1.4,
de Resultados, 1a viabilidad celular se midié preferentemente por medio de tincién de las células
con loduro de Propidio y postetior recuento del porcentaje de células tefiidas (muertas) por
citometria de flujo. Se eligid este método por la rapidez y por el gran nimero de células que se
estudian en cada muestra (5000 como minimg), lo cual permite una mayor exactitud en los
calculos del porcentaje de células viables. Las células mutantes /yt7-1 presentan un 30-40 % de
células tefidas (muertas) después de 4 horas de incubacion a 37°C (Figura 14), porcentaje
mucho mayor de! que podria deducirse de la observacidn de las células con el microscopio de
contraste de fases.

En el dipicide heterozigético para la mutacion it1-7 no se expresa el fenotipo
autolitico: las células crecen a 37°C hasta niveles cercanos a los de la cepa silvestre y no se
tiflen en un porcentaje significativo con loduro de Propidio.

Como ya se indicd anteriormente, el fenctipo autolitico sélo se expresa
adecuadamente cuando la densidad optica es baja al inicio de la incubacion a 37°C (o con un
tavado previo de las células procedentes del cultivo a 24°C), cuando los ensayos se realizan en
matraz. También requiere un mantenimiento muy estricto de la temperatura de incubacion. Sin
embargo, esto no ocurre cuando el experimento se realiza en fermentador, en el que se puede
inducir la expresion dptima del fenotipo autolitico inciuso cuando el cambio a 37°C se realiza en
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cultivos con densidades dpticas altas. Esto podria deberse a la gran diferencia de aireacién (0,3
vol/min) y al mantenimiento estricto de la temperatura durante todo el tiempo de incubacion en
fermentador.

En S. ceravisiae, un método habitualmente utitizado para comprobar si un
microorganismo esta lisado, es medir la liberacion al medio de cultivo de la fosfatasa alcaling,
enzima intracelutas, por medio de los sustratos coloreados descritos en el apartado 2.8.2.2. de
Métodos. De forma sorprendente, no fuimos capaces de detectar dicha enzima en el
sobrenadante del cultivo, pero si en los extractos celulares (Figura 15), resultado que difiere de
tos obtenidos con otros mutantes autoliticos, por ejemplo, el mutante lyi2-1 (Torres ef al., 1991).
Se produce un aumento de la sintesis de dicha enzima, pero ésta no se libera al medio de cultivo
en cantidad apreciable. Sin embargs, en medic sdlido si se detecta (Figura 23). Esta diferencia
podria deberse a que en medio sdlido realizamos la medida de la actividad fosfatasa después
de 24-48 horas de incubacion a 37°C, cuando ya se ha producido la lisis casi completa de las
células. En estas condiciones, la enzima liberada al desestabilizarse la membrana plasmatica
puede ser almacenada en las colonias y las zonas adyacentes en cantidad suficiente como para
permitir su deteccidn. La ausencia de deteccién en el medio extracelular en cultivos liquidos
también podria deberse a una degradacion de dicha enzima en el medio de cultivo liquido, a
medida que se va liberando. O a que quede retenida en espacio periplasmico y cuando se valora
en el sobrenadante ya se han retirado las células mediante centrifugacion.

Con el fin de comprobar si la mutacion lyt1-7 produce un fenotipo autolitico
debido dnicamente a una desorganizacion de la pared celular, incubamos la cepa mutante a ia
temperatura restrictiva en presencia de sorbitol 0,9 M. Si asi fuese, el defecto debiera ser
compensado en estas condiciones, como ocurre en muchos otros mutantes autoliticos (Torres
et al., 1991; San Segundo, 1988). Sin embargo, en este caso. se produce la lisis en presencia del
estabilizador osmotico (Figura 14), indicando que la mutacion no afecta, al menos de forma
exclusiva, a la pared celutar.

El resultado de este experimento, unido a la homogeneidad de la morfologia de
las células lisadas: todas con yema grande, nos hizo a pensar en la existencia de una relacion
entre el mutante f#7-71 y los denominados mutantes del ciclo celular, cde, de S. cerevisiae.

Nos preguntamos si el mutante /y7-7 podria ser un mutante del ciclo celular v,
en su caso, en qué momento del ciclo detiene su crecimiento con respecto a mutantes cdc
conocidos. Por ello, o primero que decidimos fue realizar cruces con diferentes mutantes cdc
cuyo crecimiento se detuviera con una morfelogia similar a la del mutante fyt -7 y que estuvieran
también afectados en el proceso de esporulacidén. Una vez comprobado si pertenecian o no al
mismo grupo de complementacidn, intentarfamos obtener dobles mutantes para averiguar cudi
de las dos mutaciones se expresaria antes en el ciclo mitético de S. cerevisiae.
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Si nos fijamos en el esquema de ta Figura 3, vemos que los mutantes que, en
principio, nos interesan, se encuentran en fas zonas central e inferior. La mayoria de ellos se
encuentran afectados también en el proceso de esporulacion, ya que portan mutaciones en
genes implicados en los mecanismos que conducen a la division nuclear.

Casi todos los afectados en las Ultimas etapas de la division nuclear y los
afectados en la citoquinesis, detienen su crecimiento con una morfologia similar a la de nuestro
mutante, es decir, con la yema grande, pues el crecimiento de la yema no se detiene al hacerlo
la division nuclear (Sumrada y Cooper, 1978b).

El primer mutante que usamos fue el cdc14 (Pringle y Hartwell, 1981). Lo
incubamos a 37°C con vy sin sorbitol 0,9 M y medimos su viabilidad por medio de tincién con
loduro de Propidio. No sdlo era similar el aspecto de las células a 37°C, sino gue también se
teffa con dicho fluorocromo, aungue algo menecs que el mutante iyt 1-7. Por ellg, ante la dificultad
de distinguir ambos fenotipos, decidimos no intentar la obiencion de dobles mutantes. Sin
embargo, si construimos diploides heterozigdticos cdc14/lyt1-1. Estos, al ser incubados a 37°C,
se lisaban con morfologias que comprendian todas las etapas del cicio mitético, desde células
no gemadas hasta células con yema grande, con una proporcion de 30-40% de c¢élulas lisadas
a las 22 horas. Por tanto, ambos mutantes pertenecen a distinto grupo de complementacion,
puesto que los diploides heterozigoticos no reproducen el fenotipo parental. Por un lado, existe
una pérdida de control sobre el punto en que tienen lugar los procesos de lisis celular, y ademas
se lisan en proporciones menores a las de los mutantes autoliticos (porcentajes de células iP+
de 70-90% a las 22 horas). Y por otro, en heterozigosis es posible la esporulacion a 24°C,
proceso que no tiene lugar en diploides homozigéticos para cualquiera de las dos mutaciones.

Otra forma de abordar este estudio es el uso de agentes quimicos capaces de
detener ef crecimiento de la levadura en una fase determinada del ciclo ceiular, con el fin de
comprobar qué etapas del ciclo mitdtico es necesario rebasar para que se manifieste el fenctipo
autalitico en nuestro mutante.

El primero que elegimos fue la hidroxiurea, la cual inhibe la sintesis de DNA a
todos los niveles: cromosomico, plasmidico y mitocondrial (Slater, 1973; Timson, 1975} (Figura
3). Como se muestra en la Figura 26, el fenotipo autolitico no se expresa en presencia de
hidroxiurea 0.5 M, lo gue indica que el defecto provocado por la mutacion lyt7-1 se encuentra en
un punto posterior a la sintesis de DNA. Pretendemos realizar el mismo experimento con MBC
{Benomil), el cual detiene el crecimiento de las células de S. cerevisiae después de la replicacién
del DNA, cuando se estan separando los cromosomas ya duplicados, en la fase de alargamiento
del huso acromatico {Quinian et al., 1980).

Por tanto, nos encontramos ante un mutante afectado en su crecimiento
vegetativo, solamente a 37°C, en un punto posterior al inicio de la replicacion del DNA.
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El mutante y11-7 no se encuentra afectado en el apareamiento, produciéndose
éste con toda normalidad a 24°C. A 37°C, no se produce debido a la lisis celular, ya que las
pocas células que tardan mas en lisarse son capaces de aparearse.

La esporulacién, en cambio, si se encuentra afectada por la mutacidn, ya que
los diploides homozigéticos son incapaces de esporular a 24°C, produciéndose una rapida
pérdida de viabilidad de las células incubadas en el medio de esporulacion. En heterozigosis,
sin embargo, el proceso meidtico se produce nermalmente a 24°C, pero no ocurre lo mismo a
37°C.

Por tanto, la mutacién lyt7-7 es termosensible y recesiva en cuanto al fenotipo
autolitico en ciclo mitético, pero no podemos decir lo mismo de la esporulacidn. Sin embargo,
el hecho de que no se produzca esporulacion a 37°C no es tan significativo, ya que el rango de
temperaturas aptas para la esporulacion de S. cerevisiae va de 3 a 35°C (Hansen, 1902) y el
rango de dptimas va de 25-30°C (Fowell, 1969).

Como ya se ha sefialado, durante el ciclo mitético, estos mutantes, a 24°C,
crecen hasta niveles similares a los de la cepa silvestre sin sufrir autolisis. Podriamos pensar, al
igual que ocurre con otros mutantes termosensibles, que el producto del gen LYT? se sintetiza
a ambas temperaturas, pero que a 37°C es inestable e incapaz de mantener el piegamiento
correcto de los dominios proteicos necesario para la realizacién de su funcién. Esto es posibie
si el nUmero de codones afectados por 1a mutacion es reducido. Esta hipOtesis concuerda con
el método usado para obtener dichos mutantes (MSE) y el porcentaje de supetvivencia obtenido
después de la mutagénesis (Cabiby y Duran, 1975).

Sin embargo, el producto del gen LYT7 esta lo suficientemente afectado como
para no ser capaz de realizar su funcién en el proceso de esporulacion ni siquiera a la
temperatura permisiva. Esto podria indicar la existencia de al menos dos dominios funcionales en

el producto del gen LYT7 con implicacion distinta en mitosis ¢ meiosis, COMO ocurre con oOtros
genes, por ejemplo:

- CDC25 (Munder et al., 1988),
- RADS (Prakash, 1989).

También podria tratarse de un dnico dominio funcional con requerimientos
diferentes en mitosis y meiosis.
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2.- CLONACI Y ACTERIZACI TO GENICO CAPAZ DE
COMPLEMENTAR EL FENOTIPO AUTOLITICO.

La cepa mutante .2C34d fue transformada con una gencteca gendmica de S.
cerevisiae AB320 (Nasmyth y Tatchell, 1980) ligada at vector YEp 13 {Broach et af., 1979).

El método de seleccién de los transformantes se bas6 en su capacidad de
crecimiento en medio sélido a 37°C. Sin embargo, la expresion del fenotipo autolitico en medio
solido no es tan completa como en medio liquido, por lo que después de la seleccion en medio
solido, realizamos una comprobacion de la complementaciéon por crecimiento en medio liquido
a la temperatura no permisiva. Asi redujimos el numero de clones transformantes que
presentaban una buena complementacion del fenotipo, a 5.

Los vectores episdmicos producen una frecuencia de transformacion en S.
cerevisiae de 10° 10 transformantes/pg de DNA/107 células (Beggs. 1978; Stinchcomb et al.,
1979). Considerando el tamano medio de los fragmentos clanados en esta genoteca, unas 5-6
Kb, en los insertos pueden estar incluidos 3 ¢ 4 genes. Teniendo en cuenta que el genoma
haploide de S. cerevisiae contiene unas 1,4 x 10* Kb {Lauer et al,1977) y que esto supone,
aproximadamente, 10.000 genes, cabe esperar una frecuencia de recuperacion del fenctipo
silvestre para un determinado mutante (con un s¢lo gen afectado} de aproximadamente 1
transformante por cada 2.000 clones que hayan incorporado DNA (Botstein y Davis, 1982).

Segln nuestros resultados, de los 15000 transformantes totales, deberfan
complementar el fenotipo unos 7. Nosotros obtenemaos 5 clones diferentes, lo que se aproxima
bastante al calculo tedrico.

Dentro de la seleccién de los clones transformantes. habia que comprobar que
la complementacion del fenotipo se debia a la presencia del plasmido y no a una reversion de
la cepa. Para ello, indujimos la pérdida de plasmido en los clones transformantes y comproba-
mos que aquellos que lo perdian reproducian el fenotipo autolitico, luego no se habia producido
una reversion en dichos clones.

De los 5 plasmidos diferentes capaces de complementar el fenctipo autolitico en
la primera transformacién, no todos fueron capaces de retransformar la levadura, luego se trataba
de plasmidos poco estables que habian perdido algin fragmento imprescindible. De los que
retransformaron, sélo uno, el p14, complementd de nuevo el fenotipo, por lo que fue el
seleccionado para estudios posteriores.

Se sabe que ia cepa AB320, utitizada para la construccion de i{a genoteca,
contiene en su genoma un gen tRNA supresor "ambar”, el cual produce supresion directa
(Fischnoff et al., 1984; Calderon et al., 1984). Si la mutacion iyt7-7 se debiera a la aparicion de
un codon de terminacién “ambar”, este tRNA podria haber suprimide la mutacion de forma
inespecifica. Por este motivo, se pracedio a la transformacion de la cepa de S cerevisiae DBY-
746, auxotrofa para el triptéfano debido a una mutacidn "ambar". Dicha auxotrofia no fue
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complementada por e p14, luego la mutacion no se debe a un codon "ambar”, ni hablamos
clonado dicho tRNA supresor.

E! pt4 complementa el fenotipo autolitico de manera que los transformantes
crecen a 37°C (Figura 11 C). El porcentaje de células muertas no supera el 10-15% a las 22
horas de incubacién a esta temperatura. Asimismo, si observamaos las células transformantes con
el microscopio de contraste de fases y con el electronico de barrido, su aspecto es simitar al de
las células de ta cepa silvestre (Figuras 12 D y 13 C, respectivamente).

Debido a esta complementacion de la lisis, las cepas transformantes son capaces
de aparearse normalmente a 37°C.

Sin embargo, el p14 no es capaz de complementar el defecto de esporulacion.
Su presencia aumenta la viabilidad de los diploides homozigéticos en el medio de esporulacion,
e incluso, llegan a formarse algunas ascas {<0,5%) en los primeros dias de incubacion, que
posteriormente degeneran y mueren.

El inserto ctonado en el p14 tiene un tamano de 5,5 Kb, tamano lo suficientemen-
te grande coma para contener mas de un gen. Por ello, decidimos reducir su tamafio al minimo
necesario para la complementacion del fenotipo autolitico.

Como se puede observar en la Tabla lll, las diferentes subclonaciones realizadas
nos condujeron a un tamaho de fragmento de 1,8 Kb, el minimo capaz de complementar el
fenotipo que pudimos subclonar.

De forma simultanea, procedimos a la secuenciacion del fragmento representado
en la Figura 16. Encontramos en &l dos marcos abiertos de lectura situados en cadenas opuestas,
cola con cola y separados por 103 pb (Figura 17).

La comparacion de las secuencias nucleotidicas de ambos marcos abiertos con
las existentes en un banco de proteinas arrojd como resultado que se trataba de los productos
de los genes SPO712 y SPO 16, descritos por Malavasic y Elder {(1990).

Segun estos autores, dichos genes se encuentran en el genoma de S. cerevisiae
dispuestos de la misma manera en gue los clonamos. Se trata de genes especificos de los
procesos de esporutacion cuyos transcritos se detectan Unicamente durante éste praceso.

Malavasic y Elder comprobaron gue el extremo 3’ de algunos de los transctitos
del gen SPO 76 se extiende hasta parte, e incluso la totalidad, de la cadena no codificante del gen
SPO12. Si bien esta transcripcion no parece ser necesaria para el funcionamiento correcto de
ninguno de estos dos genes, decidimos comprobar si era necesaria para la complementacién del
fenotipo y ver cudl de los dos productos génicos es el responsable de la complementacion.
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Para ello, realizamos las construcciones representadas en la Figura 20 y las
subclonaciones descritas en la Tabla Ili, en las que elimindbamos casi la totalidad de la regién
codificante del gen SPO76. Segin quedd demostrado por el andlisis de los transformantes, el
gen SPO12 era el responsable de la complementacion. Por tanto, la transcripcion antes
mencionada no parece ser necesaria para la complementacion del fenotipo autolitico.

El gen SPO12 interviene en la meiosis | de la esporuiacion, produciendo su
mutacion, spoi2-7, la aparicién de dos ascosporas diploides (Figura 22). Las cepas diploides
homozigoticas para la mutacién spo72-7 se encuadran dentro del grupo de cepas apomicticas
(Grewal y Miller, 1972; Klapholz y Esposito, 1980). El gen SPO16 es necesario para que tenga
lugar una esporulacién eficiente.

Nos encontramos ante un gen especifico de esporulacién que compiementa la
expresion fenctipica de una mutacion en lo que afecta al ciclo mitotico, pero no a la capacidad
de esporutar. Es mas, los diploides homozigdticos Lyt1 no presentan esporulacion apomictica
como fos Spoi2. Ademds, ni siquiera es capaz de complementar el fenotipo autolitico al ser
clonado en un vector de bajo nimero de copias (Tabla Ill). Estos resultados nos hicieron
sospechar que el gen que habiamos clonado era un gen supresor. No es sorprendente que la
introduceion en una célula mutante de fragmentos de DNA de levadura integrados en un vector
episémico pueda dar lugar a la complementacion del fenotipo por medio de fa clonaciéon de un
gen que suprima la mutacién por encontrarse en un alto nimero de copias en la levadura
(McKay, 1983).

Ahora bien, solo podiamos estar seguros de que se trataba de un supresor si
realizdbamas un analisis genético de la segregacion de los dos genes. Para ello, debiamos
interrumpir el gen SPQ 12 en cepas silvestres de S. cerevisiae, analizar su comportamiento a 24
y 37°C y luego llevar a cabo en diploides heterozigdticos el estudio de segregacién de los carac-
teres autolitico y lo correspondiente a la interrupcién,

Dichos experimentos confirmaron nuestras sospechas, ya que las cepas
interrumpidas creclan a 37° C sin niveles detectables de lisis, con lo que se confirmo la afirmacion
de Malavasic y Elder (1990): el gen SPO 12 no parece ser necesario para el crecimiento vegetativo
de la levadura. Puede ahora asegurarse esto con mayor motivo, pues hemos llevado a cabo el
estudio tanto a 24 como a 37°C.

Como comprobacion de que el gen que hablamos interrumpido en las cepas
silvestres era el correcto, indujimos la esporulacion de diploides homozigoticos spo12::URA3/
spo12::URA3, los cuales dieron lugar a ascas con dos ascosporas diploides (Figura 22).

Ademas, la segregacion del caracter autolitico en las ascosporas procedentes
de dipioides heterozigdticos lvt1-1/spo12::UURA3 no fue en ningln caso 4:0 (Figura 23). Los
estudios de segregacion de los caracteres también nos han permitido concluir que la coinciden-
cia de ambas mutaciones en una misma ascospora la hacen inviable. Cuando portan sdlo una
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de las dos son viables, al menos a 24°C y los diploides heterozigdticos, como ya se ha dicho,
son viables a 24 y 37°C y esporutan normalmente.

Por tanto,queda demostrado que LYT7 y SPO72 son genes distintos y que
habiamos clonado un gen supresor.

Puesto que nos encontradbamos ante un gen cuyo efecto supresor de la
complementacion del fenotipo parecia deberse al alto nimero de copias en que se encuentra en
la célula, y que, seglin habian demostrado Malavasic y Elder, no se expresa durante el
crecimiento vegetativo (al menos a 28°C), parecia necesario realizar un estudio del nivel de
transcripcion del gen SPO12 para:

- averiguar si se transcribe en ciclo mitético a 37°C,

- comprobar gue la transcripcién del gen es superior en las cepas portadoras del gen clonado
en un vector multicopia, con respecto a las portadoras del mismo gen clonado en un vector
centromérico, lo que justificaria la ausencia de complementacion en estas dltimas.

Ademas, decidimos realizar el ensayo de forma simultanea tanto a 24°C como
después de 4 horas de incubacién a 37°C para detectar posibles diferencias de expresién en
condiciones gue requieren la compiementacion del fenotipo.

Como puede observarse en la Figura 25, no se detecta transcripcion del gen en
las cepas silvestre y mutante a ninguna de las dos temperaturas ensayadas en ciclo mitético, con
lo gue se confirman jos resultados de Malavasic y Elder (1990). Comprobamos también que el
nivel de transcripcian del gen es muy superior en la cepa portadora del plasmido episémico que
en la portadora del plasmido centromérico. Ademas, parece observarse un aumento de la trans-
cripcion del gen a 37°C con respecto a 24°C. Luego la complementacion parece deberse a la
sobreexpresion del gen SPO12, lo que deberd ser estudiade con mas detalle por medio de la
clonacion de dicho gen en un plasmido que permita su expresion regulada.

Al examinar la Figura 25, se aprecian varios transcritos de diferente peso
molecular. La banda inferior, mas ancha, corresponde a transcritos del gen SP0O 12 con diferentes
extremos 5°, que oscilan entre 730 y 800 pb, aproximadamente (Malavasic y Elder, 1990). Las
bandas de tamario superior corresponden a transcritos del gen SPO 16 que se extienden por su
extremo 3’ hasta parte (aproximadamente 1200 pb) o la totalidad (aproximadamente 1350 pb) de
la cadena no codificante def gen SPO72. Estas bandas aparecen en nuestra hibridacién debido
a que los plasmidos que portan los transformantes contienen las secuencias de ambos genes.

Se ha descrito una secuencia de 10 pb, URS1 ("upstream repressor sequence’),
que esta presente en diversos genes gue solamente se expresan en el proceso de esporulacion,
por ejemplo SPO13, CAR1, S§A1, ENO1 (Revisado por Buckinham ef al., 1990), y gue reprime la
transcripcién de estos genes durante el ciclo vegetativo. Sin embargo, en la secuencia
nuclectidica de la zona 5'del gen SPO 12 que hemos secuenciado no fa hemos encontrado (-120

127



pb). Tampoco la hemos encontrado en la secuencia publicada por Malavasic y Eider (1990), que
se extiende algo mas por este extremo (-280). En el gen SPO173 se sitla a -90 pb, pero puede
que en el gen SPO12 se encuentre mas alejada o que en este gen actle otro sistema de
represion.

3.- ANALISIS DEL PRODUCTO DEL GEN SPO12.

La secuencia de aminoacidos deducida de 1a nucleotidica del gen SPO12 fue
analizada por medio del programa PC GENE. Asi conocimos su punto isoeléctrico: 10,04,
extremadamente bésico. Este pl facilitara la purificacion de esta proteina cuando decidamos
llevarla a cabo.

Uno de nuestros cbjetivos futuros es ia obtencion de anticuerpos monocionales
que nos permitan localizar dicha proteina en las células de cepas mutantes, transformantes y
silvestres; tanto en el procesa de esporulacidn como durante el crecimiento vegetativo de ia
levadura. Por este motivo, también se buscaron posibles zonas antigénicas en la proteina SPO12;
asi como homologias con grupos funcionales conocidos, sin encontrarse nada significativo.

Por otro tado, la secuencia de amincacidos de la proteina SPO12 se compard
con las de otras proteinas incluidas en diversos bancos, encontrandose un porcentaje de homolo-
gla del 21% en una region sclapante de 84 aminoacidos con la proteina CDC25. Dicha region
corresponde al dominio «2 de la proteina CDC25, el cual esta implicado en la activacion de la
subunidad catalitica de Ia protein quinasa dependiente de AMPc (Munder et al., 1988). Esto podria
indicar una relacion entre la proteina SPCG12 y la ruta del AMPc, lo que no es sorprendente,
puesto que los niveles de dicho compuesto influyen tanto en mitosis como en meiosis y son
reguladores importantes del ciclo celular de S. cerevisiae. Parece lbgico intentar, mediante
subcionaciones y mutagénesis in vitro, eliminar o modificar esta zona para comprobar si la
proteina resultante sigue siendo capaz de complementar la autolisis del mutante lyt7-1.

Otro estudio realizado con la secuencia nucleotidica del gen SPO 72, es el calculo
de las frecuencias relativas de utilizacion de los diversos codones sinénimos de los diferentes
aminoacidos (Tabla V). Como puede deducirse de la comparacion de dichas frecuencias con
las calculadas por Sharp v Cowe (1891) para genes de alta y baja expresion en 5. cerevisiae
(Tabla V), 1as frecuencias del gen SPO12 coinciden en su mayoria con ias de genes de baja
expresion. Por otra parte, estos mismos autores han calculado un CBI ("codon bias index" o
indice de utilizacién de codones sinonimos) para dicho gen de -0,01. Ambos datos indican gque
el gen SPC12 es de baja expresion, 1o gue coincide con los datos de transcripeién obtenidos por
Malavasic y Elder (1990) y por nosotros.

La proteina SPG12 tiene en su extremo carboxile gran cantidad de restos Asp y
Glu, lo que confiere a esta regién un caracter 4cido y una carga neta negativa. Esta region debe
ser funcionalmente importante si ademas tenemos en cuenta su extremadamente basico punto
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isoeléctrico. Segun comprobaron Malavasic y Elder (1990), la reduccién de su tamafio, sin alterar
la carga neta negativa, no afecta a la correcta realizacion de su funcion en meiosis. Sin embargo,
su sustitucion por otros aminoacidos cuya carga neta sea positiva sf 1o hace. Basandose en esto,
dichos autores la asemejan a proteinas que se unen a otras que, a su vez, se unen a DNA, como,
por ejemplo, la proteina RAD6. Esta proteina es responsable de la poliubiquitinacion in vitro de
las histonas H2A y H2B (Jentsch et a/., 1987). Posee una cola acida similar a la de SPO12 que
es necesaria para su funcionamiento durante ef proceso de esporulacion, aungue no parece serlo
para la reparacion del DNA dahado por radiacion UV (Prakash, 1989},

Hemos reducido la longitud de la cola acida de la proteina SPO12 y hemos
cambiado de signo su polaridad, sin que ninguna de estas dos modificaciones haya tenido
repercusiones sobre la complementacion del fenotipo autolftico ni sobre su efecto en
esporulacion. Por tanto, la complementacion de ta mutacion it7-7 no se produce por un
mecanismo semejante a los usados por las proteinas RADE o SPO12 durante el proceso de
esporulacion.

Como ya se indicd en la introduccién, la eleccion del punto de gemacion por
parte de una célula de S. cerevisiae no se produce de forma aleatoria, sino que las células
geman de forma diferente dependiendo de su ploidia (Freifelder, 1960; Hicks ef al., 1977; Sloat
et al., 1981). Este proceso esté controlado por un grupo de genes llamados genes BUD, algunos
de los cuales estan relacionados con los intercambios GDP-GTP (Bender y Pringle, 1989; Chant
y Herskowitz, 1991; Chant et a/., 1991; Drubin, 1991; Powers et al., 1991). Los niveles de GTP,
seglin se expuso previamente, son muy importantes en la regulacion de procesos celulares, tanto
en ciclo mitdtico como en meiosis (Freese et al., 1982, 84; Broek et al., 1987; Tanaka et al., 1989).

Observaciones preliminares a cerca del punto de gemacidn, nos han revelado que
parece existir una alteracion del patréon de gemacion en las cepas portadoras de la mutacion
fiyt1-1, que afecta de forma diferente a las cepas haploides y diploides (homozigoticas). Las cepas
haploides Lyt™ presentan gemacion apical en la mayoria de las células incubadas a 37°C, lo que
es caracteristico de cepas diploides, pero solo se detecta un inicio de la gemacién en una de las
dos del doblete.

Las cepas diploides, sin embargo, tienen el patron de gemacion alterado incluso
a 24°C, produciéndose en un porcentaje alto gemacion axial. A 37°C, sin embargo, no
encontramos alteraciones aparentes, pera puede ser debido a que las células se lisan cuando
aparecen en dobletes y, en general, sélo una de ellas inicia la gemacién por segunda vez. Esto
nos impide encontrar un fenotipo alterado, ya que, en células diploides, una de las dos células
puede gemar en posicion axiat o apical sin que esto indique alteracion del patron de gemacion.

Aungue se trata de resultados preliminares, éstos podrian apuntar hacia una
relacion entre una disfuncion en la eleccién del punto de gemacién y la lisis celular. A pesar de
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que carecemos de datos suficientes, no podemos dejar de mencionar una posible relacion entre
el control debido al intercambio de nucledtidos fosforilados y la mutacion t7-1.

Tampoco podemos ignorar la posibilidad de que el gen SPO 12 esté relacionado
con las funciones mitocondriales, necesarias para el proceso de esporulacion. Seglin
experimentos de Marmiroli y Bilinski (1985), las mutaciones spo72-1 y spo13-1 hacen que el
proceso de esporulacion (apomictica) sea independiente del paso sensible a inhibidores
mitocondriales (eritromicina) de la Profase | (Miller, 1964). Esta posibilidad viene apoyada pot la
observacion de que un tratamiento "heat shock” en el MPE {medio de preesporulacion) (Bilinski
y Miller, 1985) estimula meiosis completa en estas cepas apomicticas, efecto que es impedido por
la adicién de un inhibidor de la funcion mitocondrial al MPE.
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V.- CONCLUSIONES



1.- La estirpe mutante termosensibie Saccharomyces cerevisiae L2 presenta un
fenotipo litico a 37°C durante el ciclo mitdtico. También tiene afectada la
capacidad de esporulacion, tanto a 24 como a 37°C. Las caracteristicas
fenotipicas mencionadas son consecuencia de una mutacion unica que ha
permitido identificar el gen LYT7. La mutacion lyt1-1 es recesiva en cuanto a la
manifestacion fenotipica durante el ciclo mitdtico, pero parece dominante en
cuanto a la capacidad de esporular.

2.- La lisis se produce siempre en el mismo punto del ciclo mitdtico, cuando las
células madre e hija tienen aproximadamente el mismo tamano, por lo que
pensamos que el mutante fyt7-17 puede ser de ciclo celular. Tratamientos con
Hidroxiurea han permitido concluir que la lisis es posterior al inicio de la sintesis
de DNA.

3.- Utilizando una genoteca gendmica de S. cerevisiae ligada al vector YEp 13,
clonamos un fragmento de 5,5 Kb que complementa el fenotipo autolitico en ciclo
mitotico, pero no restaura la capacidad de esporular. El inserto clonado sélo es
capaz de complementar cuando se encuentra en multicopia. El andlisis de la
secuencia nucieotidica del minimo fragmento capaz de complementar, puso de
manifiesto la existencia de dos marcos abiertos de lectura, correspondientes a
los genes SPO12 y SPO16. Experimentos de subclonacién y de disrupcion
génica han permitido demostrar que el gen SPO12 es el responsable de la
complementacion de! fenotipo.

4.- La interrupcidn en una cepa silvestre del gen SPO712 no afecta al ciclo
mitotico, pero si a la meiosis, provocando esporulacidn apomictica, lo que parece
indicar que la mutacién /lyt71-1 no mapea en el gen SPO72. Experimentos
posteriores han permitido concluir que el gen SPO12 complementa la mutacion
autolitica /yt1-7 por un proceso de supresion extragenica , como se demuestra
por los analisis de disrupcidn génica y de segregacion del caracter autolitico.

5.- El producto del gen SPO72 tiene un punto isoeléctrico extremadamente
basico (10,04), y una cola &cida en su extremo carboxilo de unos 15
aminodacidos. Esta cola, que es necesaria para la realizacion de su funcién en
esporulacién, no lo es para la compiementacidon del fenotipo autolitico.
Aventuramos las hipotesis de que el gen SPO72 esté relacionado con el
intercambio de nucledtidos fosforilados o con las funciones mitocondriales,
procesos ambos esenciales para la esporulacion.
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