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INTRODUCCION

Durante miles de afios ¢l hombre ha utilizado las levaduras para la
produccion y conservacién de alimentos por su capacidad de fermentar
glucosa a etanol y didxido de carbono. Asi, las industrias panificadoras,
vitivinicolas y cerveceras han utilizado una levadura conocida por todos como
la del pan o de la cerveza: Saccharomyces cerevisiae. Esta levadura ha
permitido ademads, a lo largo de este Gltimo siglo, otras utilidades que le
conceden el titulo de organismo modelo para la mayor parte de la

investigacion en genética molecular.

S. cerevisige, ademas de ser de facil y barato cultivo, por su corto
tiempo de generacion, posee un genoma de tamafio pequefio, 200 veces menor
que el humano, y compacto, alrededor de 6000 genes con pocos intrones y
secuencias repetidas. Sus mecanismos basicos de replicacidn, recombinacion,
division celular y metabolismo han sido ampliamente estudiados a lo largo de .
los dltimos decenios. Por otro lado, su organizacion celular eucaridtica es
semejante a la de los organismos superiores;- esto nos permite proyectar
conclusiones obtenidas de -estudios en levadura a genomas mucho mas
complejos como es el del ser humano. Por ejemplo, el estudio del genoma de
la levadura puede contribuir a una mayor comprension a nivel molecular de
las regiones reguladoras de la transcripcion, a la descripciéon de nuevos
motivos funcionales de DNA, a la busqueda del origen y funcidén de las
secuencias no codificantes del DNA y de las causas de la multiplicidad del
RNA de transferencia. También nos permite acercarnos a la comprension de
ciertos mecanismos patologicos ampliamente extendidos en organismos
superiores, merced a la similitud de secuencias entre genes humanos
résponsables de enfermedades y genes de levadura (Decottignies y Goffeau,
1997; Goffeau et al., 1997, Foury, 1997).



Analisis de la expresion de 103 ORFs de funcién desconocida en S. cerevisiae

1.1. Secuenciacién del genoma de S. cerevisiae

Los antecedentes del estudio del genoma de la levadura pueden
encontrarse en los afios 1970, cuando Lauer et al. (1977) estimaron el tamafio
del genoma en aproximadamente 14.000 Kb y Kaback er al. (1979), a partir
de su analisis “R-loop”, postularon la existencia de mas de 5.000 genes que se
expresaban durante la vida vegetativa de S. cerevisiae. En 1985 se sabia que
el micleo de levadura contiene 16 cromosomas, y se conocia ei mapa genético
de 769 genes (Mortimer y Schild, 1989) de los cuales, s6lo 17 presentaban
intrones (Fink, 1987).

A finales de los afios 1980 los métodos tradicionales de la Genética
Molecular, cuya estrategia principal para el estudio del genoma consistia en
caracterizar primero la funcion de un gen para después secuenciarlo,
aceleraron el descubrimiento de nuevos genes de tal manera que la
identificacion del mismo gen por distintos investigadores era cada vez mas

frecuente; sin embargo, amplias regiones permanecian inexploradas.

Entre Enero de 1989 y Julio de 1990, un proyecto piloto europeo
permitié, por primera vez, la secuenciacion completa del cromosoma III (315
Kb) de S. cerevisiae (Oliver et al., 1992). Este éxito permiti6 ampliar el
estudio a los 15 cromosomas restantes de la levadura (Goffeau y Vassaroti,
1991), gracias a la colaboracion internacional de mas de 100 laboratorios en
Europa, América del Norte y Japon. Nuestro laboratorio se incorporé a este
proyecto en 1994 participando en la secuenciacién de 17 Kb del cromosoma
VII (Rodriguez Belmonte et al., 1996; Tizén et al., 1996; Tettelin et al.,
1997).
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El 24 de Abril de 1996, se hizo piblica la primer;'a secuencia completa
de un genoma eucariota. Hasta la fecha solo habian sido secuenciados
completamente los genomas de 6 organismos procariotas: Haemophilus
influenzae, ~ Mycoplasma  genitalium,  Methanococcus  jannaschii,
Synechocystis, Mycoplasma pneumoniae y Escherichia coli, pero en la
actualidad se estan secuenciando los genomas de organismos eucariotas
superiores como los de Arabidopsis thaliana y Drosophila . melanogaster asi

como el del ser humano.

La secuenciacion de S. cerevisiae no se consideré completa hasta que
fue determinada en las dos hebras sin ningin hueco, incluyendo a los
telomeros. El grado de precision también fue elevado, estimando la tasa de
error en menos de un fallo cada 10 Kb; por ejemplo, unicamente 14
diferencias de lectura fueron detectadas en un fragmento de 172 Kb
secuenciado independientemente en Europa y Estados Unidos (Johnston,
1996).

El genoma mitocondrial no fue objeto de la secuenciacidn sistematica
sino de la labor de Zamaroczy y Bernardi (1986). Reunteron los datos de
diferentes cepas de levaduras, originados en varios laboratorios, para

ensamblar las secuencias respectivas en un genoma mitocondrial dnico.

1.2. Caracteristicas del genoma de S. cerevisiae

La secuenciacion completa ha dado a conocer que el genoma, presente
en el nicleo de una cepa haploide de S. cerevisiae habitualmente usada en el
laboratorio, FY279, consiste en 12.147 Kb de DNA unico que codifica
aproximadamente 6.000 proteinas (6.758 ORFs encontradas de las cuales 431

son cuestionables), excluyendo las agrupaciones de DNA ribosdmico o DNAr
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(1-2Mb) y otras familias de repeticiones incluyendo los genes ENA2 y CUPI,
regiones LTRs (Long Terminations Repeats) y retrotransposones Ty de varias
clases (Tabla 1.1) (Bujon, 1996).

Tabla 1.1, Composicion del genoma de 5. cerevisiae. Datos extraidos de la base de datos
MIPS (Martinsride Institute for Protein Sequences), cuya direccién en Internet es:
http://www.mips. biochem. mpg.de/

CROMOSOMA

VI vl IX | X

Tamafio de la
1091| 589 {440 | 745

Tamaiio (Kb)

Proteinas
Hipotéticas

Proteinas
cuestionabtes

Intrones

Elementos Ty

Genes tRNA

Genes snRNA

Para evitar el andlisis de ORFs fortuitas (sin capacidad codificadora
real), los autores de la secuenciacion del primer cromosoma de levadura
adoptaron un umbral de 100 codones por debajo del cual se rechazaban todas
lés secuencias de DNA con la estructura de una ORF (Oliver ef al., 1992).
- Estimaron que una ORF mayor de 100 codones tenia menos del 0,2% de
probabilidad de ser fortuita. Como no habia garantia de que las ORFs de
tamafio superior a 100 codones no fueran fortuitas, Dujon et al. (1994)
propusieron 2 reglas adicionales: Una ORF menor de 150 codones y con un
indice de uso de codones bajo (CAI < 0,11) era declarada cuestionable hasta

su futuro andlisis. Sin embargo, cabe sefialar que se conocen genes con un

6
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tamafio inferior a 100 codones y que codifican proteinas de levadura
implicadas en diferentes e importantes funciones; de 58 genes conocidos con
estas caracteristicas, algunos codifican proteinas ribosomales, otros proteinas
asociadas a snRNA, subunidades de citocromo o proteinas implicadas en el
metabolismo del ATP (Barry et al.,1996). Esto sugiere que el genoma de la
levadura puede contener otros genes funcionalmente importantes que se
obviaron por el método anteriormente descrito. Se desarrollaron modelos
matematicos que permiten pronosticar, tanto ORFs de tamafio inferior a 100
codones y potencialmente codificadoras de proteinas funcionales, como ORFs
mayores de 100 codones cuya capacidad codificadora resulta cuestionable
(Termier y Kalogeropoulos, 1996; Barry er al., 1996). Para no descartar ORFs
biologicamente funcionales y de tamafio inferior a 100 codones, se
compararon sus secuencias con las que codificaban proteinas ya conocidas en
otros organismos. Esto permitid incluir a 87 ORFs menores de 100 codones

como potencialmente funcionales (Mewes et al., 1997b).

Una de las sorpresas surgidas del analisis de la secuencia del genoma
de levadura fue su alto contenido de informacion (densidad génica); en torno
al 70 % del DNA cromosomico codifica proteinas, existiendo un gen
aproximadamente cada 2 Kb. Dada la distribucion de tamafios de las ORFs, la
elevada compactacion del genoma de S. cerevisiae resulta de dos factores: el
tamafio reductdo de las regiones intergénicas y la escasez de los intrones
(Kalogeropoulos, 1995). En efecto, solo el 4,5% de sus genes ‘poseen intrones
de tamatfio reducido y localizados en los extremos 5’ de ORFs cortas con una
gran desviacion en el uso de codones y, por lo tanto, posiblemente asociados a

genes de alta expresion (Dujon, 1996).

Los genes se distribuyen globalmente de igual modo en cada una de las

dos hebras de DNA y parecen estar orientados entre si aleatoriamente, aunque



Analisis de la expresién de 103 ORFs de funcién desconocida en S, cerevisiae

existen agrupaciones de ORFs en la misma orientacién y con un posible
significado funcional. Sin embargo, la densidad de genes no es uniforme a lo
largo de los cromosomas, alcanzando valores superiores al 85% en ciertas
zonas y descendiendo por debajo de la media (50-55 %) en otras. Las regiones
pericentroméricas y subteloméricas siempre muestran una baja densidad en
genes. Se aprecid, ademas, una correlacion entre el contenido elevado en
guanina y citosina (GC) y las regiones de alta densidad génica, como se suele

observar en genomas mas complejos (Dujon, 1996).

El genoma de la levadura, comparandolo con el de organismos
supertores, es particularmente pobre en secuencias repetidas (Tabla 1.1). Estas
agrupan, basicamente, las repeticiones teloméricas, a algunas repeticiones de
poli-A, poli-T y poli-AT, y a las repeticiones de genes (Dujon, 1996). Estas
ultimas son el reflejo de una alta redundancia del genoma de S. cerevisiae. Se

observaron distintos casos de duplicaciones de secuencias;

- En las regiones subteloméricas existen segmentos largos, con varias
ORFs, que son parecidos cuando se comparan varios cromosomas y
que sugieren cambios de informacién genética recientes y/o
continuos (Dujon, 1996),

- Aleatoriamente esparcidas a lo‘largo de ia secuencia de distintos
cromosomas aparecen duplicaciones de genes aislados, en tandem o
con una orientacion mvertida (Dujon, 1996).

- También se han encontrado algunas duplicaciones “fosiles” de
conjuntos de genes, cuyo orden se conservd, en las zonas

pericentroméricas (Johnston et al., 1994; Galibert ef al., 1996).

La duplicacion de buena parte de los genes y su ordenacién en los

cromosomas llevd a sugerir que el genoma de S. cerevisiae es el resultado de

8
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una duplicacion ancestral de todo el genoma y de una evolucién posterior con
pérdida de parte de los genes duplicados y algunas ‘reorganizaciones
cromosomicas (Wolfe y Shields, 1996). Si bien es obvie que una cierta parte
de la redundancia génica es en realidad solo aparente (varios genes
homologos desempeiian ﬁnalme-nte funciones distintas), también parece
logico pensar que la duplicacion completa de genes a mivel funcional resulta
una ventaja para la célula; ésta albergaria asi una reserva de genes repetidos
para contrarrestar cualquier tipo de mutacién que resultara peligrosa para la
célula. Ademas, se sabe que la duplicacién génica es un método evolutivo
para la adquisicién de nuevas funciones sin afectar las que ya estan presentes;
su existencia en la levadura podria implicar un mecanismo de adaptacion

evolutiva de este microorganismo al medio ambiente.

Tal vez, el mayor hallazgo obtenido en la secuenciacion completa del
genoma de S. cerevisiae es que menos de la mitad (alrededor del 30%) de
todos los genes habian sido previamente identificados y estudiados por
métodos convencionales bioquimicos y genéticos. Las ORFs restantes de
funcion desconocida, excluyendo las que presentan un caracter dudoso (7%),

pueden repartirse en dos grupos proporcionales (Dujon, 1996):

- Aproximadamente un 30% .son ORFs que codifican proteinas
estructuralmente relacionadas con productos de genes cuya funcion
estd caracterizada en levaduras o en otros organismos, o0 con
motivos o dominios presentes en familias de proteinas

funcionalmente caracterizadas.

- El 30 a 35% restante, son ORFs que no presentan homologia
estructural significativa con ninguna secuencia existente en las bases

de datos (huérfanos solitarios o simples) o que muestran una

9
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homologia estructural pero con productos de ORFs que no fueron
caracterizados funcionalmente y que en la mayoria de los casos son

ORFs de levadura (parejas o familias de huérfanos).

No obstante, y aunque no se conozcan homologos, el analisis
informatico proporciona datos sobre la naturaleza de algunos huérfanos. Por
¢jemplo, se pueden pronosticar los segmentos transmembrana de las proteinas
resultantes y se ha determinado que de un 35% a un 40% de las proteinas
poseen hélices transmembrana. Alrededor del 10% de las ORFs contienen
mas de cuatro hélices transmembrana y podrian codificar para transportadores

localizados en la membrana plasmatica.

También se puede conocer mediante analisis informatico la presencia
de motivos tipicos como son los dedos de zinc, las cremalleras de leucina, los
sitios de fosforilacion, etc. No obstante, este tipo de predicciones sélo aporta

pistas para la bisqueda de Ia funcién real del gen.

1.3. Estudio de la funcién de los genes desconocidos

La dispombilidad de la secuencia completa del genoma de S. cerevisiae
en las bases de datos publicas proporciond a los bidlogos e informaticos una
fuente incomparable para el analisis sistematico de las claves genéticas de la
funcion biolégica. También provocod la puesta en marcha de proyectos de
investigaciéon con el objetivo de enriquecer los resultados obtenidos en el

proyecto de secuenciacion.

La pauta comun a estos proyectos era obtener una informacion
biolégica rapida y comprensible usando tecnologias efectivas (buena relacion

coste/informacion obtenida 'y aplicabilidad a la totalidad del genoma) y

10
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relacionarla con la informaciéon in silico resultante de la fase de
secuenciaciéon. La meta prioritaria de muchos de estos proyectos es
encaminarse a nuevas estrategias globales para el estudio de fenémenos

biologicos importantes para la salud humana.

El proyecto EUROFAN (EUROpean Functional Analysis Network)
aprobado por la Union Europea en Diciembre de 1995, tiene como finalidad
el analisis sistematico de la funcidon de los genes no identificados
previamente, EUROFAN implica a 144 laboratorios de 14 estados europeos
en universidades, institutos de investigacion e industrias. Esta organizado de
manera jerarquica, lo que permitira acercarse a la funcion biologica especifica

de cada gen a2 medida que este avanza en la ruta del anlisis (Oliver, 1996).

EUROFAN estd permitiendo acelerar el progreso de la investigacion
biolégica tradicional, creando una fuente de informacion y de material para la
ciencia basica, la investigacion médica y la bioindustria. Estos recursos se

materializan en la creacion de:

- Una base de datos que recopila la funcion de los genes, e
informacion de las repercusiones de la organizacién del genoma
sobre las funciones celulares.

- - Una coleccidn centralizada formada por:

e Las lineas de levadura que contienen los genes interrumpidos.
¢ Los plasmidos que contienen los genes clonados.

e Los plasmidos que contienen los casetes de interrupcion.

Con este apoyo, se podra asignar rapidamente funciones a nuevos genes
encontrados en otros genomas (Tugendreich er al., 1994), identificando la

equivalencia entre los productos de los genes de levadura y los de eucariotas
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superiores tanto a nivel estructural, comparando las secuencias, como
funcional, via 1a complementacion de una mutacion especifica en la levadura

con cDNA derivado de organismos supenores: plantas, animales o humanos.

Una de las colaboraciones de nuestro laboratorio a este proyecto se
concreta en la realizacion de un andlisis de transcripcion detallado de 1.000
ORFs de funcion desconocida en colaboracion con otros cuatro laboratorios
europeos. Esta red de trabajo constituye el denominado consorcio B2. Los

objetivos de esta investigacion abarcan los puntos siguientes:

- Determinar si las secuencias codificadoras identificadas in silico se
transcriben in vivo.

- Proporcionar informacion en cuanto al papel que el producto del gen
puede desempeiiar en la célula.

- Aportar datos sobre los elementos genémicos no codificantes
(esencialmente en las zonas promotoras).

- Desarrollar nuevas técnicas que mejoren la tecnologia actual.

El trabajo aqui presentado es una parte del citado proyecto. También
participamos en un analisis basico de identificacion de funciones basado en la
obtencion de deleciones seguida de un analisis basico de los fenotipos

resultantes (consorcio B0).
1.4, Regulacion de la expresién génica en la levadura

Las células vivas, ya sean procariotas o eucariotas, emplean sistemas
sensores y de sefializacton especificos para obtener y transmitir informacion
procedente de su entorno con el objeto de ajustar su metabolismo celular, su

crecimiento y su desarrollo a las alteraciones medio ambientales.
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La adaptacion del metabolismo de la levadura a cambios en las
condiciones de crecimiento implica, ademds de un control a nivel post-
transcripcional y de un control alostérico de las proteinas pre-existentes en el
citoplasma (respuesta temprana o rapida), un control de la expresion génica
(respuesta retardada). La combinacion de los controles rapidos y retardados
permite a las células adaptarse y crecer bajo condiciones de estrés suave, 0

sobrevivir bajo condiciones mas severas (resistencia inducida por el estrés).

1.4.1. Regulacion por la fuente de carbono (glucosa):
- Represion e inactivacién por glucosa:

S. cerevisiae es una levadura con una gran capacidad fermentadora,
incluso si las condiciones de crecimiento son aerdbicas (Lagunas, 1986). Se
penso que este predominio de la fermentacion se debia a que numerosas
enzimas de la levadura, implicadas en la respiracion (ciclo de Krebs, cadena
mitocondrial y fosforilacion oxidativa) o en la utilizacion de otras fuentes de
carbono, se veian negativamente afectadas por la presencia de glucosa u otros
azucares facilmente fermentables como la fructosa o la manosa (Mahler et al.,
1981). La amplitud de este efecto varia, segun la enzima implicada, desde un
factor de mas de 100 para enzimas gluconeogénicas y del ciclo del glioxilato
(Haarasilta y Qura, 1975) hasta un factor de 3-10 para enzimas mitocondriales
(Polakis y Bartley, 1966; Polakis et al., 1964). Dos mecanismos distintos
pueden actuar a este nivel: por una parte la “inactivacién” por glucosa inhibe
rapidamente la actividad de algunas proteinas enzimaticas, que son
modificadas y/o degradadas; por otro lado la “represion” por glucosa restringe

la expresidon de muchos genes a nivel transcripcional.
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La represion por glucosa afecta mayon'tariamenté a los genes que
codifican proteinas innecesarias durante el crecimiento en glucosa;, por
ejemplo los genes para la utilizacion de otras fuentes de carbono como, la
galactosa (genes GAL, Adams, 1972), la maltosa (MAL, Federoff et al., 1983),
la sacarosa (SUC, Perlman y Halvorson, 1981; Carlson y Botstein, 1982), el
glicerol (GUT, Sprague y Cronan, 1977) y el etanol (4DH, Denis et al.,
1981). También estd afectada la expresion de las proteinas que no se
requieren a altos niveles durante la fermentacion, es decir los genes que
codifican para las enzimas del ciclo del 4cido citrico y del ciclo del glioxilato
(Lombardo et al., 1990), las proteinas mitocondriales de la cadena respiratoria
(Repetto y Tzagoloff, 1990; Wright y Poyton, 1990), y las enzimas

responsables de la gluconeogénesis (Valdés-Hevia er al., 1989).

Otros genes que presentan represion por glucosa son los relacionados
con diversas funciones como la esporulacién (Salmon ef al., 1989), el
transporte de la glucosa (Bisson, 1988) y varias actividades enzimaticas:
proteasas (Moehle y Jones, 1990), enzimas peroxisomales (Einerhand et al.,
1991; Igual ef al., 1991) y la acetil-CoA hidrolasa (Lee ef al., 1990).

Se conocen mis de una docena de genes implicados en la represién por
glucosa (Gancedo, 1992; Trumbly, 1992), algunos de ellos fueron
redundantemente caracterizados en distintos laboratorios y su papel mejor
definido (Tabla 1.2.).
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Tabla 1.2. Principales factores trans implicados en la represion por glucosa.

Hexokinasa| Al fosforilar la glucosa podria generar la

isozima PII sefial para la represion. Lobo y Maitra, 1977

| SEfin- ¢ [Desrepiesion-dedos. genes réprimidos. por| .t - :

| treonin- .| . glucosa-activandolos du'ectamente ylo -|. Schillery Entian, 1987
kinasa . | .~ ‘infiibiendoaMigip. N AR ‘
Complejo corepressor general que seria
Tuplp/Ssnép | reclutado por Miglp en la represion por
‘ glucosa . o o

_ Proteina.de union-a DNA. Represor que | Nehiinetat, 1991
Miglp |-'seune a-iospromotores.(cajas G-G)-de . Treitel'y Carison, 1995 -
- muchos genes reprimidos por glucosa. | ~ '

Rothstein y Sherman, 1980
Trumbly, 1986

El sitio de unidén de Miglp est representado por la secuencia consenso
SYGGGG (donde S representa a los nucledtidos C 6 G, e Y: C o6 T)
flanqueada por una zona rica en A-T (Lundin ef al., 1994).

- Activacion por glucosa:

La expresion de algunos genes aumenta cuando las células de levadura
se cambian de un medio de cultivo con una fuente de carbono no fermentable
(etanol/glicerol) a un cultivo con glucosa. Estos genes codifican
probablemente proteinas necesarias para el crecimiento en glucosa, como son
las enzimas glucoliticas, pero también experimentan activacion otros genes no
relacionados como pueden ser los que codifican para proteinas ribosomales
(Herruer et al., 1989). El nivel de induccién de la expresion de estos genes
varia de un factor de 20 a 30 para ENOZ (Cohen et al., 1986) a un factor de 2
a 10 para ADHI (Denis et al., 1983).
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En la mayoria de los casos, la regulacién parece llevarse a cabo a nivel
transcripcional. Aunque se han observado sitios UAS (Upstream Activating
Sequence), en las regiones promotoras de los genes inducidos por glucosa que
contienen zonas de union para el activador transcripcional codificado por el
gen RAPI, leste parece ser un factor general de transcripcién no
especificamente relacionado con la induccién por glucosa (Capieaux et al.,
1989).

Otra proteina, necesaria para €l crecimiento de S. cerevisiae en medios
cuya fuente de carbono es la glucosa, parece activar la expresion de los genes
glucoliticos y esta codificada por GCRI (Baker, 1986). Es una proteina de
unién a DNA, mediante la secuencia consenso GMWTCCW, donde M
representa a los nucledtidos A 6 C y W a las bases pirimidinicas A ¢ T
(Svetlov y Cooper, 1995). En muchos promotores estudiados, los sitios de
unién a Gerlp estdn cercanos a los de unidén a Raplp, y probablemente se
produce una accidn conjunta de los dos factores en la induccién por glucosa

de dichos genes (Johnston y Carlson, 1992).

1.4.2. Privacion de aminoacidos:

S. cerevisiae es capaz de biosintetizar todos los aminoicidos que
necesita cuando estos no se encuentran en el medio de cultivo mediante la
puesta en marcha de varios mecanismos, tanto generales como especificos,
que controlan la sintesis de las enzimas de las vias biosintéticas de los

aminoacidos.

La expresion de al menos 35 genes, que codifican enzimas de 12 vias
de biosintesis de aminoacidos, esti co-regulada en la levadura. La

transcripcion de esos genes, en respuesta a una privacion en cualquiera de los
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aminoacidos estudiados (histidina, arginina, lisina, isoleucina, valina, leucina,
serina, fenilalanina, triptéfano, metionina y prolina), se incrementa de 2 a 10
veces debido a su desrrepresion directa por Gendp, el principal activador
transcripcional de este sistema de regulacién, que se une en el promotor de
cada gen a la secuencia consenso ATGASTCAT (S = C 6 G) (Svetlov y
Cooper, 1995). La activacion transcripcional de Gendp y su unién a los
promotores se integra con las funciones de otras proteinas reguladoras
responsables de la expresion basal y de la represion de los genes que

codifican enzimas de vias especificas de biosintesis de aminoécidos.

1.4.3. Regulacién por la fuente de nitrégeno:

S. ‘cerevisiae es capaz de ajustar su composiciOn enzimatica
adaptandose a la fuente de nitrégeno disponible. La presencia de fuentes de
nitrogeno que permiten un crecimiento Optimo (y usadas preferentemente por
S. cerevisiae) como la glutamina, la asparragina y el amonio, provocan la
disminucién del nivel de enzimas necesarias para la utilizacion de fuentes de
nitrogeno pobres (glutamato, prolina, alantoina, nitrato, urea, aminodcidos,
proteinas, etc.). La represién catabdlica por la fuente de nitrégeno o NCR
(Nitrogen Catabolic Repression) ¢s ¢l fruto de dos mecanismos generales
(Magasanik , 1992):

- La mutilizacién del sistema de transporte a la célula de las fuentes

de nitrégeno “pobres”.
- La represién directa de la expresion de los genes implicados en la

utilizacién de estas fuentes de nitrogeno.

Las respuestas a la fuente de nitrogeno disponible estin mediadas por

factores reguladores de la transcripcién. Muchas de estas proteinas

17



Analisis de 1a expresion de 103 ORFs de funcidn desconocida en S. cerevisiae

reguladoras resultaron pertenecer a la familia de los “factores de transcripcion
GATA” que intervienen en distintos tipos de funciones reguladoras en varios
organismos. El nombre de 1a familia se debe a su unidn, mediante un motivo
“dedo de zinc” muy conservado, a la secuencia GATAA repetida dos o mas
veces en los promotores de los genes regulados (Marzluf, 1997). S. cerevisiae
posee, por lo menos, 4 factores GATA que intervienen en la regulaciéon de 1a

expresion génica relacionada con el metabolismo del nitrégeno (Tabla 1.3.).

Tabla 1.3. Los factores GATA que intervienen en la regulacion de la
transcripcion de los genes implicados en el metabolismo del nitrogeno. (NCR:
represion catabdlica por la fuente de nitrogeno).

Slanbrough er al.,

' GLN3 n’ - Acnvacxéndclos genes senSlbles 1996

Ctala NCR parz I utilizacién de | -

Cﬂﬁ’xnan et al
. 1996

nites de nitrégeno que o so::m"E

GATI/ML! {? é,mas S

Reguiacion negativa de los genes
sensibles a NCR.

AL80 443 Dal80p (activo cuando el
D UG nitrégeno es limitante) estd| Coffmanetal,

DAL8O/DEH]
(YTL110c)

fuertemente reprimido y Dehlp
activado cuando la fueme de
nitrégeno es [a glutamina (exceso
de nitrégeno).

1997

Intervienen ademas otros genes que, si bien no pertenecen a la familia

de los factores GATA, si participan en este tipo de regulacion:

- (API codifica una permeasa general, de baja afinidad y alta

capacidad, para aminoacidos utilizados como fuente de nitrégeno.

Este gen, es reprimido en cultivos con fuente rica de nitrégeno y
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activado, cuando la fuente de nitrogeno es 'pobre, por GIn3p y
Gat1p/Nillp (Stanbrough y Magasanik, 1996).

- URE?2, cuyo producto inhabilita post-transcripcionalmente al factor
Gln3p es, por consiguiente, responsable de la baja expresion de
varios genes inutilizados en fuentes de nitrégeno Optimas. Se ha
postulado que Ure2p no solo actuaria sobre Gin3p, sino también
sobre los otros factores GATA (Blinder et al., 1996; Coffman et al.,
1997).

1.4.4. Regulacién génica en la fase estacionaria:

Cuando llegada la fase estacionaria, los nutrientes del medio de cultivo
se¢ hacen limitantes para el crecimiento, la mayoria de las células se
encuentran en la fase Godel ciclo celular y no se observan divisiones; por otro
lado, las células de levadura sufren cambios fisiologicos, bioquimicos y
morfologicos al llegar a esta fase de cultivo (Wermner-Washburne ef al., 1993).
A pesar de que los niveles celulares de mRNA (Sogin y Saunders, 1980} y la
tasa de sintesis proteica se reducen significativamente (Fuge et al., 1994), las
células siguen produciendo y transformando varios compuestos, demostrando
asi que el nivel de transcripcion y/o la estabilidad de los mRNA aumenta para

ciertos genes durante la fase estacionaria (Wemer-Washburne et al., 1996).

Se sabe que numerosos genes (CTT!, HSP104, HSP12, SOD2, GSY2,
etc.) inducidos durante la fase estacionaria, contienen elementos STRE (Stress
Response Element) situados en las zonas promotoras y formados por la
secuencia consenso AGGGG (Schiiller er al, 1994). La induccitn
transcripcional mediada por estos elementos estd relacionada con la baja
actividad de la protein-quinasa A (PKA), dependiente de los niveles de AMPc
intracelular (Schiller ef al., 1994; Flattery-O’Brien ef al., 1997).
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Los elementos STRE participan en la respuesta a diferentes tipos de

estrés; asi se observd que:

Son activados por un amplio espectro de condiciones estresantes,
como la privacién de nitrogeno, la fase estacionaria del cultivo o el
estrés osmético y oxidativo (Marchler et al., 1993, Flattery-O’Brien
et al., 1997).

Controlan la transcripcién de varios genes que codifican proteinas
de estrés (Marchler ef al., 1993),

Los productos de alguno de estos genes contribuyen a incrementar la
resistencia de las células de levadura que se encuentran sometidas a
estrés. Ademas, unas condiciones estreséntes particulares, que
activan los STRE, también proporcionan proteccién contra otros
tipos de estrés. Se sabe, por ejemplo, que la privacién en nutrientes
esenciales provoca una transicion de Ia célula a un estado que la
hace mas resistente, no solamente a la falta del nutriente sino

también a un choque térmico severo (Pringle y Hartwell, 1981).

Un elemento de control como el STRE, capaz de integrar los efectos de

diferentes sefiales de estrés y dirigir asi una transcripcién éptima, permite a la

célula adaptarse a numerosas condiciones medioambientales desfavorables y

por lo tanto constituye una gran ventaja selectiva.

Conjuntamente con las secuencias STRE, se han indentificado otros

factores que podrian influir en la regulacién transcripcional durante la fase

estacionaria. Se conocen, por ¢jemplo, los elementos PDS (Post-Diauxic

Schift), parecidos a las secuencias STRE, que actuarian en respuesta a los

niveles de AMPc (Ruis y Schiiller, 1995). Sin embargo, hasta el momento no
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ha sido posible caracterizar ninglin factor regulador especifico relacionado

con la induccidn de la expresion génica en la fase estacionaria.

1.4.5. Choque gsmotico:

El estrés provocado por ¢l aumento de la osmolaridad externa reduce el
crecimiento y la viabilidad de las células de levadura. Estas se adaptan
répidamente en el medio de cultivo al aporte de altas concentraciones de
NaCl, expulsando el sodio intracelular y acumulando glicerol para aumentar
su osmolaridad interna (Blomberg y Adler, 1989). La acumulacién de glicerol
resulta del aumento de la actividad de la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
codificada por GPD! (Larson et al., 1993) y de la expresion de dos genes
adicionales, HOG1 y PBS2 que codifican protein-quinasas presentes en la ruta
de traduccién de sefiales de osmosensibilidad (Boguslawski, 1992; Brewster

et al., 1993) de la ruta HOG (High Osmolarity Glycerol response).

Si bien S. cerevisiae exhibe respuestas caracteristicas a otros tipos de
condiciones estresantes, los mecanismos y factores de traduccion de las
sefiales del estrés osmotico son practicamente desconocidos. No obstante, se
relaciono la presencia de secuencias STRE en los promotores de genes cuya
transcripeién se inducia por chogue osmético, y la ruta HOG. Se demostrd asi
que, inmediatamente después de la fosforilacion de Hoglp en respuesta a un
incremento en la osmolaridad, (Brewster er al., 1993), se activaba la
transcripcion mediante la unién especifica de un factor de transcripcion a los
elementos STRE (Schiiller er al., 1994).
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1.4.6. Choque térmico:

La respuesta al choque térmico es un sistema protector inducible en
todas las células vivas. De las diferentes condiciones estresantes, el choque
térmico ha sido quizas el mas ampliamente estudiado (revisado por Mager y
Moradas Ferreira, 1993). Un incremento de la temperatura (pero también
otros tipos de estrés como, por ejemplo, altas concentraciones de etanol en el
medio de cultivo o la llegada a la fase estacionaria) induce la acumulacién de
un conjunto reducido de proteinas de choque térmico o hsps (heat shock
proteins). Esta acumulacion se debe a la activacién de la transcripcion de los
genes de choque térmico (HSP). Algunas de estas proteinas facilitan el
crecimiento de las células a temperaturas supranormales y las habilitan asi
para sobrevivir a estas temperaturas haciéndolas termotolerantes (Piper,

1993).

Por otra parte, la sintesis de muchas proteinas (300 de 500 analizadas)
decrece transitoriamente después de un chogue térmico (Miller ez al., 1982) y
varias proteinas inducibles térmicamente también se sintetizan en condiciones
de crecimiento 6ptimo, como por ejemplo Hsp104p (Lindquist y Craig, 1988).
Estas ultimas podrian estar relacionadas con la resistencia de las células a
breves, pero severos, choques térmicos que precisan de una respuesta

inmediata.

Las temperaturas elevadas inducen la transcripcion por lo menos

mediante dos tipos diferentes de secuencias UAS:

- Secuencias HSE (Heat Shock Elements) formadas por tres o mas
repeticiones de GAA con una orientacion alternada y separadas
entre si por dos nuclestidos (NTTCNNGAAN): >
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(NGAANNTTCN): (Svetlov y Cooper, 1995). Estas secuencias
unen especificamente el factor Hsfp (Hear shock factor protein), un
activador transcripcional de respuesta al choque térmico capaz de
unirse a DNA (Sorger, 1991). Se observé que, no solamente después
de un choque ténnicoi sino también durante el crecimiento
exponencial, 1a secuencia HSE era necesaria para la expresion basal
constitutiva de algunos genes inducibles térmicamente (Park y
Craig, 1989). El analisis de mutantes hsf mostré que Hsfp poseia por
lo menos dos dominios de activacion cuya actividad estaba

reprimida en ausencia de choque térmico (Nieto-Sotelo ez al., 1990).

Secuencias STRE, no relacionadas con las secuencias HSE, pueden
ser suficientes para la activacion del gen CTT1 (que codifica la
catalasa T) en respuesta a un choque térmico (Marchler et al., 1993).
Sin embargo, como ya se ha comentado, este elemento estd también
relacionado con respuestas a otros tipos de estrés (ver los apartados
1.4.5.y 1.4.6.) y podria estar relacionado con una regulacién de tipo
global por parte de las células, llevandolas a un mayor grado de

resistencia bajo condiciones adversas.

1.4.7. Regulacion por oxigeno:

S. cerevisiae es un microorganismo anaerobio facultativo y puede .

crecer facilmente en anaerobiosis si el medio de cultivo aporta los metabolitos

que s6lo se sintetizan en aerobiosis (i.e. ergosterol). Durante la adaptacion al

crecimiento anaerobio, cuando los niveles de oxigeno son bajos (hipoxia), la

levadura expresa genes, denominados genes hipoxicos, que son homologos a

otros genes de alta expresidn en aerobiosis y cuya regulaciéon es hemo-

dependiente (Zitomer et al., 1997).
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Por otro lado la glucosa, fuente de carbono preferida por S. cerevisiae,
induce la transcripcion de varios genes relacionados con la fermentacion y
reprime la expresion de los genes utilizados en la respiracion y la utilizaciéon
de otras fuentes de carbono (ver apartado 1.4.2.). Estos dltimos, sin embargo,
son activados por otras fuentes de carbono; asi, el etanol y/o el glicerol
inducen la expresioén de los genes que codifican las enzimas mitocondriales
implicadas en el ciclo de Krebs y en la cadena respiratoria. Al mismo tiempo,
la capacidad respiratoria de las mitocondrias depende de la presencia de
oxigeno molecular como aceptor final de la cadena de transporte de
electrones. Los componentes de ésta son mayoritariamente codificados por
genes, a su vez regulados a mivel transcripcional por oxigeno (Zitomer y
Lowry, 1992).

La sefial intracelular de los niveles de oxigeno esta mediada por hemo y
los mecanismos que permiten la activaciéon transcripcional implican la
intervencidn de las proteinas reguladoras especificas HAP (Heme Activator
Protein) entre las que se encuentran Haplp y el complejo heteromérico
Hap2/3/4/5p. El factor Haplp se une a sitios UAS caracterizados por la
secuencia CGGNNNTANCGG (Ha er al, 1996; Zhang et al., 1998), y
Hap2/3/4/5p, que también interviene en la regulacion por fuentes de carbono
y de nitrogeno (Dang et al., 1996), es capaz de reconocer cajas CCAAT
situadas en los promotores de los genes regulados por hemo (Xing et al.,
1993).

La proteina Roxlp presenta una funcidn represora especifica en la
regulacion por hemo. Es un represor transcripcional de genes hipéxicos y de
genes anaerobicos en condiciones aerobias (Lowry y Zitomer, 1984). Roxlp
se encuentra regulado a su vez por Haplp (Keng, 1992), y actia junto con el
complejo corepressor Tuplp/Ssnép (Tzamarias y Struhl, 1995).
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La proteina Rox6p se caracteriza porque su mutacién provoca un
incremento de la expresion del gen hipoxico CYC7 y esta mutacion es

complementada por Srb10p (Cadahia, Tests de licenciatura, 1996).

Podemos concluir que S. cerevisiae es un organismo capaz de adaptarse
a un amplio abanico de condiciones del medio, gracias al papel fundamental
desempeiiado por la regulacion de la transcripcion génica. Mediante ésta, y en
funcion de las condiciones externas, se activaran o inhibirdn muchos de los
cerca de 6.000 genes que componen el genoma de la levadura. El estudio de la
regulacion transcripcional de las ORFs de funcion desconocida es un primer

nivel de conocimiento de su funcion en la célula.
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OBJETIVOS

En este trabajo se analiza la regulacion de la expresion transcripcional de una

seriec de ORFs de S cerevisiae de funcién desconocida situadas en los

cromosomas VII y XIV.

Este estudio tiene como objetivos:

- Comprobar si las ORFs, determinadas mediante analisis “in silico™

de la secuencia, se transcriben.

- Analizar la regulacion transcripcional de la expresion de estas ORFs

ante diversas condiciones en el medio de cultivo.
- Relacionar la regulaciéon de dichas ORFs con su posible funcién y

con la presencia de elementos reguladores especificos en la region

promotora.
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MATERIALES Y METODOS

3.1. Cepas celulares:

3.1.1. Levaduras:

Las extracciones de RNA se realizaron a partir de las cepas de

S. cerevisiae cuyas caracteristicas se resumen en la tabla 3.1.

Tabla 3.1. Cepas de levadura utilizadas en las extracciones de RNA.

Nombre

Caracteristicas/Referencias

de la. cepa
" aGH1-

_J_m:I »LEU2

hapi::LEU2

| MATa, adei-100, his4-519, leu2-3,

Genotipo

MATa, trp1-289, len2-3, leu2-
112 roxl: .LEU2

galiA X
leu2-112 ura3-52, Ahapl::LEU2,
CYC1AUAS2

3.1.2. Bacterias:

Balasubramanian et af., 1993

Pficfer, 1988

Para los procesos de amplificacion de DNA se utilizaron dos cepas

bacterianas de laboratorio (Tabla 3.2.).

Tabla 3.2. Cepas bacterianas usadas.

Organismo

Referencias

B Ame i)
Escherichia |supE, thidflac-proAB),

eoli F'{traA36proAB”, lacPlacZAMI 5]

Messing, 1979
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3.2. Medios v condiciones de cultivo:

3.2.1. Composicion de los medios de cultivo:

3.2.1.1. Crecimiento de levaduras:

Los medios de cultivo, preparados con agua destilada, fueron
estenilizados en autoclave por espacio de 20 minutos a 121 °C y 2 Bares de

presion atmosférica. Sus composiciones son las signientes:

- YPGE (medio nico con etanol/glicerol):
e Peptona bacteriologica 10 g/l
e Extracto de levadura 10 g/l
¢ Glicerol 20 g/1
¢ FEtanol 10 g/1

- YPD (medio rico con Glucosa):
« Peptona bacteriolégica 10 g/l
+ Extracto de levadura 10 g/
¢ Glucosa 20 g/

- YNBglu (medio minimo con Glucosa)
¢ Glucosa 20 g/l
e Uracilo 20 mg/1V
e Histidina 20 mg/i'”
o YNB6,7 g/l

(1)El medio minimo se suplementé con los aminoicidos para los cuales la cepa de S. cerevisie
utilizada era auxotrofa.
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El YNB (Yeast Nitrogen Base) se aiiade después de la esterilizacion,
cuando la temperatura del matraz alcanza unos 60°C. La composicion de un

litro de YNB se describe a continuacion:

- Vitaminas (300x) 50,0 ml
- Sales traza (150x) 100,0 ml
- KH,PO, 150 g
- MgSO, 75 ¢
-NaCl . 1,5¢g
- CaCl; 1,5 g
- SO4(NH,),™ 750 g
Vitaminas 300x: - Biotina 0,6 mg
(para 1 litro) - Pantotenato calcico 120,0 mg
- Acido folico 0,6 mg
- Inositol 600,0 mg
- Niacina ' 120,0 mg
- Acido p-Aminobenzdico 60,0 mg
- Piridoxina 120,0 mg
- Riboflavina 60,0 mg
- Tiamina 120,0 mg
Sales traza 150x: - Acido bérico - 75,0 mg
(para 1 litro) - Sulfato cuprico 6,0 mg
. = loduro potasico 15,0 mg
- Cloruro férrico 30,0 mg
- Molibdato sodico 30,0 mg
- Sulfato de zinc 60,0 mg

( )F.n la condicién de cultivo n®5 (privacion de nitrégeno) se prepard una solucion de YNB que no
contenia sulfato aménico.
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3.2.1.2. Crecimiento de bacterias:

Para seleccionar las bactenias que habian sido transformadas con un
plasmido que contiene el gen de resistencia a la ampicilina, se utiliz6 el medio
LB (Luria-Bertani) suplementado con el antibiético (Sambrook er al., 1989).

Su composicion es:

Triptona bacteriologica 1%

Extracto de levadura 0,5%

Cloruro sodico 0,5%

D-glucosa 0,1%

Una vez esterilizada la solucién, cuando su temperatura alcanzaba los
60°C se afiadia el antibidtico a una concentracién de 40-80 ug/ml. Para la
conservacion de las bacterias en medio sélido se afiadié a la solucion 1,5% de

agar bacteriologico y se vertid en placas Petri.

3.2.2. Condiciones de cultivo:

En las 11 condiciones de estudio utilizadas se parti6 de pre-cultivos en
fase de crecimiento exponencial. Con ellos se inocularon los correspondientes
medios de cultivo (1:200) y cuando en estos se alcanzé una Agy = 0,8 (3x10’
células/ml), se centrifugaron los medios de cultivo en botellas de 125 ml a
5.000 rpm y a 4°C durante 5 min. El sedimento celular se mantuvo en frio

para evitar la degradacién del RNA.

Las diferentes condiciones de cultivo se establecieron como se indica a
continuacién. Se cultivaron las células FY73 en YPGE a 30°C hasta que

As00=0,8 y se recogieron mediante centrifugacion. La tercera parte de las
36



MATERIALES Y METODOS

células constituyeron lé muestra 1. Los 2/3 restantes se lavaron en agua
bidestilada estéril y se resuspendieron en YPD. Se dejo crecer el cultivo
agitandolo a 30°C y después de una hora se recogié la mitad de las células
(muestra 2) continuando la otra mitad del cuitivo durante 23 horas mas a
30°C hasta llegar a la fase estacionaria (>2x10® células/ml cultivo) (muestra
3).

Paralelamente se inicié otro cultivo de células FY73 en YNBglu a 30°C
hasta que Agg = 0,8. Un tercio de las células obtenidas constituyo la muestra
4; Otro tercio se precipitd, se lavéo con agua bidestilada estéril y se
resuspendié en dos volumenes de YNBglu sin sulfato amoénico, dejando las
células privadas de fuente de nitrogeno durante dos horas a 30°C (muestra 5).
Al volumen restante del cultivo inicial se le afiadié una solucion esteril de
cloruro s6dico SM hasta obtener una concentracion final de 0,7M de NaCl y

se incubd durante una hora a 30°C (muestra 6).

También se inicid otro cultivo de células FY73 en YNBglu a 23°C
hasta Agpo = 0,8. La mitad de las células obtenidas constituyé la muestra 7
mientras que la muestra 8 result¢ de 1a incubacion de la mitad restante a 36°C

durante 30 minutos en un bafio con agitacion.

También se realizaron cultivos de tres cepas mutantes de S. cerevisiae
en las que se encuentran mutados o delecionados diversos factores que
afectan la regulacion transcripcional mediada por oxigeno (aGHt-
roxl::LEU2, a-LRI-217rox6 y LPY22hapl::LEU2); los cultivos se realizaron
en YPGE a 30°C hasta Agp=0,8; asi se obtuvieron, las muestras A, By C

respectivamente.
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Las diferentes condiciones de cultive se pueden resumir en el esquema

de la figura 3.1.

AL

10°C/A600=0.8 30°C/60min 30°C/24h 30°C/ A600=0.8

: 5 30°C/2h/-SO4(NH4)2

EXTRACCION »

<13

/ \\30-0/111/+Nac1

30°C/Ac00=0.3 23"‘3’“"":“ 8
1/2

roxt

36°C/30min

Figura 3.1. Esquema de las 11 condiciones de crecimiento a las cuales fueron

sometidas las células de levadura para la extraccion posterior de su RNA.
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3.3. Extraccion del RNA:

3.3.1. Condiciones de extraccion:

La presencia de RNAsa disminuye el rendimiento de la extraccion,

para prevenir este problema se tomaron las siguientes precauciones :

- El agua y las disoluciones salinas usadas se trataron con
dietilpirocarbonato (DEPC) al 0,1 % (v/v), se agitaron toda la noche
a 37 °C y se esterilizaron en autoclave al dia siguiente para eliminar
el DEPC remanente. Algnna solucién, como el tampdn Trist™"-
EDTA®, no se tratd con DEPC ya que éste modificaria
covalentemente los grupos amino que contiene. Se preparo
directamente usando agua tratada y reactivos libres de RNAsas. El
SDS™, que no puede ser autoclavado, se preparé de igual modo.

- El material de vidrio se esterilizé durante una noche en un horno a
180°C.

- El material de plastico se enjuagd en cloroformo aclarandolo
posteriormente con agua tratada.

- Se usaron guantes en las operaciones de extraccion de RNA, ya que
las manos son la mayor fuente de RNasas contaminantes.

- Todas las operaciones de extraccion se realizaron a 4°C.

O Tris-HCI: 2-Amino-2(hidroximetil)-1-3-propanodiol equilibrado con acido clorhidrico.
@ EDTA: Acido etilenodiaminotetraacético.
®)SD8: Dodecil Sulfato Sodico.
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3.3.2. El protocolo de extraccién:

La extraccion de RNA se realizd siguiendo un protocolo comiin
acordado por todos los laboratorios participantes en el consorcio B2
(Lindquist, 1981; Brown, 1995). Las cantidades sefialadas se corresponden

con un volumen de cultivo inicial de 400 ml.

a) Se sedimentaron las células, centrifugando a 5.000 rpm durante 5
minutos a 4°C y eliminando el sobrenadante.

b) Se lavo el sedimento en 3,5 ml de tampon de extraccién (LiCl 0,1M,
DTT 0,01 M, Tris-HCI 0,1 M pH 7,5), se centrifugé de nuevo y se
retiré el sobrenadante. En este paso las células pueden conservarse
varios dias en un congelador de -80°C sin que el RNA se vea
afectado.

¢} Se resuspendié6 el precipitado en 3,5 ml de tampén de extraccion e
inmediatamente se afiadio la suspension celular a un tubo que
contenia 10 g de perlas de vidrio (1 mm de didmetro), 0,5 ml de
SDS 10 %, 5 ml de PCIA-1xRE™ y 2 ml de cloroformo. Con el fin
de romper las células, se agité vigorosamente y de manera continua
durante 5 minutos en un agitador Vorrex. Se volvid a centrifugar

durante 5 minutos a 5.000 rpm, recogiendo la fase acuosa.

(1) El PCIA-1xRE (Phenol-Chloroform-isoamilic Alcohol) se obtiene mezclando un volumen de
fenol fundido a 65°C con un volumen de cloroforme y dos volimenes de tampon 1xRE (Tris
0.1M, LiCl 0.1M, EDTA 0.1 mM, B-mercaptoetancl 10 mM, pH 7.4). Se agita vigorosamente
durante varios minutos y se deja en la oscuridad a temperatura ambiente hasta que se separe
completamente la fase acuosa. Se retira ésta por aspiracién y se repite el proceso dos o tres
veces mas. Tras el ultimo equilibrado se afiaden 1/25 volimenes (8ml) de alcohol isoamilico ¥
se conserva en la oscuridad a 4°C.

(2) DTT: ditiotreitol.
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d) Para eliminar las proteinas se hicieron dos extracciones con 7ml de
PCIA-1xRE y dos lavados solo con cloroformo (5mi), centrifugando
cada vez a 5.000 rpm y recogiendo cuidadosamente la fase acuosa.

e) A continuacion se afiadié 5 ml de etanol absoluto y acetato sodico
(concentracion final de 0,2 M) y se dejo precipitar el RNA a -20°C
toda la noche. Al dia siguiente se centrifugé a 10.000 rpm durante
10 minutos, se eliminé el sobrenadante y se secé al vacio durante 15
minutos para eliminar los residuos de etanol.

f) Se realizé una nueva precipitacion resuspendiendo el precipitado en
2 ml de tampén TE (Tris-HCI pH 7,5 10 mM, EDTA 1 mM) y
mezclandolo con 140 ul de acetato sodico 3M y 4,5 ml de etanol
absoluto. Se dejé toda la noche en el congelador a - 20 °C.

g) Después de centrifugar, de eliminar el sobrenadante y de secar el
precipitado al vacio, se eliminé el exceso de sales mediante lavados
con etanol al 70%. Se precipito, se seco y resuspendio en 200 ul de

tampon TE para almacenarlo a -80°C.
3.3.3. Medida del rendimiento de la extraccion:

Se tomaron 10ul de la preparacion de RNA y se llevaron a un volumen
de 1 ml con agua tratada. La medida se realizé en un espectrofotometro Cary
(Varian) utilizando cubetas de cuarzo de 1 ml. Se midieron las absorbancias
de cada muestra a 260, y 280 nm. La concentracion real se calculd sabiendo
que una Axq=1 corresponde a una concentracion de 40 pg/ml de RNA (una
extraccién correcta proporciona aproxtmadamente 100ug de RNA total/2x10®
células). La relacion Aje/Aqxo indica la calidad de la extraccién y debe

aproximarse a 2,0 para ser 6ptima (Sambrook et al., 1989).
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3. 4. Nortkern_blot:

3.4.1. El gel de agarosa:

Para preparar el gel de agarosa al 1,5% se pesaron 1,8 g de agarosa y se
mezclaron con 6 ml de tampén 20xMOPS (4cido 3-[N-Morfolino]-propano-
sulfonico 0,2M, acetato sédico 0,05 M pH7, EDTA 0,01M) y 94 ml de agua
tratada con DEPC. Se disolvi6 la agarosa en un microondas y se dejo enfriar
en un bafio a 65 °C. Justo antes de verterla en la base de la electroforesis, se
afiadieron 20 ml de formaldehido (37% v/v) y tras verter, se dejé media hora
en una campana de extraccién para eliminar los vapores toxicos del

formaldehido.
3.4.2. Las muestras de RNA:

Se mezclaron 20 pg de RNA (en un volumen final de 7pl), 12,5 pi de
formamida desiomizada, 1,25 pul de Tampén 20xMOPS .y 4 ul de
formaldehido (37%). Se desnaturalizé la mezcla, incubando 5 minutos a
65°C, se le aftadi6 2,5 ul de tampon “azul de carga” (glicerol 50 % (v/v) +
azul de bromofenol 0,25 % (w/v) + xileno cianol 0,25 (w/v)} y se mantuvo en

hielo hasta cargar el gel.

" 3.4.3. La electroforesis:

La electroforesis se llevdo a cabo en una cubeta de electroforesis
(HE100 Super Sub™ Horizontal Unit de Hoefer) que posee un circuito de

refrigeracion para evitar la degradacion térmica del RNA y un sistema de
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mezcla del tampon de electroforesis que permite una separacion uniforme de

las muestras.

Después de cargar las muestras, se conecté la fuente a 140 V durante
unas 3 horas, hasta que el primer frente (azul de bromofenol) recorrio
aproximadamente 10 centimetros. A continuacion se lavo el gel en agua
tratada para eliminar el formaldehido que puede interferir en la transferencia,
se dejo en una solucidén de 5xSSC (NaCl 3M, citrato sédico 0,3M) durante 30

minutos y se transfirié a una membrana de nylon mediante vacio.

3.4.4, La transferencia:

En las transferencias, se utilizaron membranas de nylon (de porosidad
0,45 um) con cargas positivas (Boehringer Mannheim) que se cortaron a
medida y que, inmediatamente después de humedecerlas en agua tratada, se

sumergieron en una disoluciéon de 5xSSC antes de realizar la transferencia.

Se transfirié el RNA a la membrana utilizando una solucién de 5xSSC
a una presion de vacio de 50 a 60 mBAR durante una hora, se retir6 el gel
(comprobandose en el transiluminador que todo el RNA habia sido
transferido) y tras un lavado rapido de la membrana en 5xSSC para eliminar
los fragmentos de agarosa y los excesos de sales, se fijo el RNA a la
membrana con luz UV, aplicando mediante el dispositivo UV Cross Linker
500 de Hoefer, una energia de 120mJ/cm’ de membrana. Finalmente se
etiqueto la membrana, se sellé en una bolsa de plastico y se conservo en la

nevera hasta la hibridacion.
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3.5. Obtencion de sondas por PCR:

La PCR (Polymerase Chain Reaction) (Mullis y Faloona, 1987) es el
método mas efectivo y més rapido para amplificar un DNA diana que se va a
utilizar en cantidades relativamente importantes y cuya especificidad es

imprescindible.

3.5.1. Disefio de los cebadores:

La seleccion de los cebadores (primers) es particularmente importante

para la especificidad de la amplificaciéon por PCR:

- Su tamafio, generalmente proximo a 20 nucledtidos, debe permitir
una hibridacién con una secuencia unica,

- los dos cebadores deben poseer similar Tm (melting temperature o
temperatura de fusién):

Tm=(4°Cx n(G+C))+(2°Cxn(A+T))
Donde n representa el numero de pares de bases (GC o AT). De
- modo que los cebadores tienen que tener un tamafio y un porcentaje

de GC similar.

- los oligonucledtidos no pueden presentar ninguna complementaridad
interna que origine estructuras secundarias, las cuales dificultarian la
hibridacién con el molde. Tampoco deben ser complementarios

entre si.

Una seleccion exacta, teniendo en cuenta todos estos factores, resulta
pesada y complicada. Afortunadamente la informatica alivia esta tarea; el
programa informatico OLIGO (National Biosciences Inc. 725 Tower Drive.

Harvard, MN 55340 U.S.A.) permitié seleccionar oligonucleédtidos cebadores
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para realizar las reacciones de amplificacién del DNA. El ordenador define
automaticamente varias caracteristicas independientes que hay que tener en

cuenta en el momento de elegir el cebador. Estos factores son:

La Tm que el programa detenmina con la formula:
Tm =AH/AS + R 1In (C/4)

(AH: variacion de entalpia, AS: variacién de entropia de formacién
del duplex, R: constante de los gases, C: concentracion de la
muestra),

- Laposibilidad de que se formen horquillas en el DNA monohebra.
- La estabilidad del duplex molde/cebador.
- La autocomplementaridad del cebador.

- Lapresencia de regiones complementarias en los dos cebadores.

Un adecuado disefio de los cebadores asistido por ordenador fué
imprescindible para asegurar que los productos obtenidos mediante PCR
fueran unicos ya que el elevado tamaifio de los moldes (DNA genémico o
procedente de cosmidos con insertos de 30-40 Kb) y la pequeiia longitud de
algin oligonucledtido utilizado (13 a 16 nt) potenciaba la aparicion de

productos no adecuados y debidos a anillamientos inespecificos.

Como un control adicional, la especificidad del producto obtenido
mediante PCR se comprobd siempre mediante analisis de restriccion; por
tanto en el disefio de los cebadores se tuvo en cuenta que el producto
amplificado incluyese un sitio de reconocimiento para una enzima de

restriccion.

En la tabla 3.3 se recopilan los datos del disefio de los cebadores y de

las reacciones de comprobacion de las 102 ORFs analizadas. La posicién de
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inicio y final de cada oligonucleétido en direccion 5’93’ es coincidente con

su localizacion en las secuencia del cromosoma VII (ORFs dencminadas Gy

XIV (ORFs N). Tambien incluye el disefio de cebadores de algunas sondas

correspondientes a genes de regulacion conocida utilizados como controles.

Tabla 3.3. Disefio de los cebadores para las reacciones de amplificacion y seleccion de las
enzimas utilizadas en la comprobacién de cada producto obtenido. Tm: temperatura de
meiting, L.P.: Longitud del producto de PCR; L: longitud del cebador.

Nombre | Posicién dei B Longitud
Ne Tm| L | LP.
Cebador SECUENCIA o . Fragmentos
ORF Inicio final | CO|my| (pb) | Enzima | 00
PCK1 631283(631295|  CATCAAGCGGIGC 270_| Bglr | 454235
631552[631538]  AAGCGTGGTAAGCCC
531352 631538)  AAGCGTGGTAAGCCC R
HSP12 107250]107267] CAATGTCTGACGCAGGTA Ja40| 18 [ 327 | did | 230+97
CITCTIGGTIGGGICITC

107576

107559 7

335577339993 TCGCOAATTGTCOATCG 268
[340228] _ AACTTGGTGGCTTCACC
S £
G2856 268630] 268615 GAGAGCCAGGGGTCGG 356
268275268250 CGATTATGCGGGTGGG
"G2861: FCAA ‘ [ 2937
G2882] 2883-5 |272398[272913]  TCCCGLTGAAGGTGGE 306 | Hindlll | 176130
2882-3'_|273203(273188 CTCAAGAAGGCCGCGT _
Ty D2 2Tss CIC T e T
G913 281119]281104]  GGGGCTGAACCAACTT 259 | Poul | 164495
280861280876 CGTCGATGTCCCAGTC
- G2916" 28329812 ' 598|211 551 | AT | 36
2827481 AA P R L
G3080 306606306624 | AAGGGTCAAGOCGCCATTS 588[ 19 | 325 | Avall | 190+134
506930/ 306909 | GCTCGTCTACTTCAGCGICGGT 64,0] 22
G3090: : ; g 22 § 276 Alad - -1‘3'+109+29
G3107] 31075 |312396]312411]  CCATGCTGATTACGGA 29 | P | 2eai7T
3107-3 [312824]312809] TGTCGAAAAAGGCTTG 16
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Tabla 3.3. Disefio de los cebadores para las reacciones de amplificacion y seleccion de las
enzimas utilizadas en la comprobacién de cada producto obtenido Tm: temperatura de
melting, L.P.. Longitud del producto de PCR; L: longitud del cebador. {continuacién).

N No: b P'giﬂédn - SECUENCIA Tm| L | LP. FrLngtutd
i L2bador N A entos
ORF Cebador | Inicio final CO)| @) (Eb) Enzima %::))
‘G3tio] 3 120 [ 855 | Pl | 3764778
: 11053 [314163]314142]€ IA T o :
G3113| 3113-5 |315037|315058 [CCAAGGAGGCCTGAATGGAACG 588 | Bgill 356+231
3113-3'_|315624]315603 |ACCGGGCAGAGGTGGCAATAAA
317522 |31754 2 GCARAC AARRCATGACGCECA |57:9] 21 |- 336 | Clal 253482
G3146 | 3146- 5 325369 325333 GCCCCCAATCCAGGT 15| 333 | Hpal 202+131
325701325687 _CGGGCTGCGAAGAAG _
3168 1334895133491 g 610 | Elal 1 364+2137#40,
335504335483 TGTTTCCTCICGCACIGECICR Je A
G3175| 3175-5 |342661|342646] CCGTCCATGAATCGAA 479 | Dral 336+142
31753 [302183]342197 CGGAACAGACCCCAA
G317981 3% 3437 ! y 374 | AiRanI | 2084170
(3189 3189-5' 346762 | 346747 AAGGG’I"I"I‘GGTCCAGA 341 | Neol 267473
3189-3 1346422346436 C’I‘TCGGTTGACGCAA
G393 3 350106 350191  AACCC 313 | Hindld | 158+130425
350418350403 - CCAG TCARA - N I ‘
G3210 3210 5 |361452]361437]  ACGCCTATTCAAGCCG 488 | EcoRI | 2714217
3210-3' |360965 360980 GGCCAGGTAGCGGTAA
G34067) 14065 790581379073 AGT! 433 | EEoRI 369463
34063 | 5] - , e .
(3432 | YGLOG1cS CAGGAGGTGGAGCAAGCGATA 551 Aful 272+235+43
YGLOG1c3 CGAGGCAGGAACATGGGTCT i
G35 | 34 SOATL ' | 581 | Clal
3.435-,3‘ 3910 f"; GGECEGET ag9|. k6. | o)L -
G3474| 3474-5 401283 401268]  TGGGTGCTTGGTTATT 318 | Hpal 190+128
3474-3 400966400981 CCC’I'ITI‘ATGTITGCC
'G3483|_3, : G 471 | Naer .|. 95
G3489 34895 |404038 404053 CCGGCAGTAGAAGGGA 130 | Cldd 32149
3480-3' (4043671404352 CGCATCGATA'I‘TGGGA
G3505] 350555 [4057N Gl 542 Npol - | 2811474118
‘ 350543 71406302 _ A S 1 .
G3517| 3517-5 411595 'ITACGTGTGGGGCAAC 329 | EcoRI 273+56
411893 CG’I‘TCCAGCGTGTGAT
G3535 | i ] ] 330 Xhol | 1T2¥158
G3540 415140 415155 GCCCCTTGATGCATI’I’ 535 | Al 3204215
415527|415512] TGAGGATTGGGATGGG
FETTEC Soose 0N st S RATDAT DA IO Ho T
457356/457841] CAGCAGCGGTAGCGAT 499 | EcoRI | 350+149
457358457373  CCAAATTTGCCCTCCA :
8315] - C. 40 | Bamlti | 347F98
24l 350 [ A L F 0 _CA : )
G3759 | 3759-5 490476 490461 G’I'I‘CCCCATGCATTCG 510 | Hindll | 2584252
3759-3' 1489967489982 ATCTGICCCCGTGCTG
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Tabla 3.3. Disefio de los cebadores para las reacciones de amplificacion y seleccidn de las
enzimas utilizadas en la comprobacién de cada producto obtenido Tm: temperatura de
melting, L.P.: Longitud del producto de PCR;, L: longitud del cebador. (continuacién).

Ne Nombre | Posicién det Longitud
ORF del Cebador SECUENCIA
Cebador | Inicio  final

Tm| L | L.P.

COj@)] (pb) | Bocima F"‘i‘fpﬁ‘},‘;"“”'

EcoR[

| 43328 1505496189529 TRGGEGGCTERGETGG .~ Bra el -1
G7538| 7538-5' [871246(871231] GGATCCAGAACACGGC [453[ 16 [ 469 EcaR] 2384231
7538-3' |870778]870793| AGGAACAACCCCATCG [450] 16

CGAATGTCCCGTAGCC.

G584

887639
3[887368|  TTTTTTCAGGCCCACC
T 37368| TTTTITCA ACC_ 14

G7589 | 7589-5' |891425|891405| TICCGAAAGAGGCTACCTIGE |59.81 21| 736 5374218

8906701890691 | CTGTTTICCAATTCAGAACCGC

GT735 900799[900778 | TGCCAGACTCTGCTACCGTICC (64,0 376191

900232900252 | GTTTTATCCCTGGACGCGGTG

AR | 77485 914303914283 ATCAGGC’ITIGGGTI‘GAGGGG 62 | Clad | 57749
77485 |913680[913701| AAATACGTTGGTICCGTIGCCA

IR 915316]915337] STCA]

T &0 [ e

TCAAACTCAACGAATTGCCCAA |5
GCTCGGTTTATCATCCAGCAGG

G7806 9]7116 917137

9177261917703

o1l | Hindlll | 583427

-GT826:| 7826°5" 358 | Clal

298 Sacl

G833 8523-5 [938207]938192]  TCTTCGATACGGCGTG
8523-3 [937910/9379%4] _TCGGTGGTGGGAATG

s3h, 30 | modr | R

G8537| 8537-5' |942944 942959 GCTCGAGGACAACGCC 363 | EcoRV

943291] CAACCGCCGACTCCAG _56,9]

GEsAT j

370 | Xhol 286184

318749
318405

3 18762
318393

N1696 TGGGCGTAA'ITACG

_CCAAGGTAGCCCC

NT706 | NI

[ 246 - | AcoRi | 82 +164

330 | EcoRI | 804250

NT716 | NITi05 324349 324364 | TAGACTOCCAATGCGA i
N1710-3' |324678[324663| _TGTAGGATGCCATCGT

267 | Bl | 1193

3. ! 009 : CT ! 3
329634 329620 CGGAGAAGCT GAAGC
N1718-3' 1329355329368 CCATCAATTGCGGA

T80 | Hindlll | 199+81
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Tabla 3.3. Disefio de los cebadores para las reacciones de amplificacion y seleccién de las
enzimas utilizadas en la comprobacién de cada producto obtenido Tm: temperatura de
melting, L P.. Longitud de! producto de PCR; L: longitud del cebador. (continuacion).

N | Covator SECUENCIA Tm L | LP Frapoents
e ebador o - . agmentos
Cebador | Inicio  final CO@y)| (@b | Bozima %:;))
I 190. K ' \C |45 16.] 280 | Hindlll | 161%119
N 33_32:5,6* TG j@selie | i . -
N1735 [ N1735-5' 338786 338769 GGG'I'I'GCITGGAAAGTIT 46,5| 18 | 281 | Hindll 154+127
N1735-3' [338506}338523 CTCACCAACA'I'I'CGATGG 46,0] 18
NA735| NiZa9ss [339611]3396%6| -_GIGCGGECIL G [958 16 | 701 | Al | 127%ie

Ni743 | N1743-5 |340460|340484 ATGTACGGAAAGC’I‘GC‘ 252 | Ndell | 111141

N1743-3' 340720 340705 TTGTATCA.ACGTCGCA

NAT4T:

38| Bahl | TA0EI

i 5ae7e T GCETGGTTGCTAGAGCA 348 | Ald | 182+i65

342996 GAATCTPGGGGTCACC

N1751 | N1751-5'
NI7515

| N1761 - 308 | aml [ 97deld

CTATAACCAACCGCCC 252 | EcoRl |1AT+44136+24
CTGAGCCTTGGAGGTG

N1765 N1765 5 347284 347299
N1765-3' 347535 (347520

NL773 16| 242 | Ddel | 75166

7 ;'CGG'I‘]: O
1345718] ATGGGTGGATACCTGG
349501 'ITTTCITACCCCAACC

N1774 Nl774-5' 248 Nde]] 177+58+13

N1774 3' 49

N1777;

6| 5 | Een | D

351011]351026] ACCAAAAAAACATGCA 270 | Ak 187483

351280£351265( AGCCTITI'AGGACACC 38,0

N1780

'Ni785] NE785F

1265 | EeoRI | 133+126‘

N1790 | N1790-5' |354074 354059 AAGGAGACA’I‘CCGAGG' 777 | Hindilll | 200476

N1790" 353798 353813] ACTCTCCCCTGCCAAT s

i6.| 351 | HndL |

337 | Cial | 135+201

N1823 N1825-5' 360133 360148 CCCCACATTTATTTGT
N1825-3' 360469 &0454 ACCACCAAAATAGGCG
N84S | NISASS' |3706 1K G -
| N8 *
N1847 N1847 S‘
N1847-3'

ol

372965|372950] TCGTCGTTGCTTCTCG 312 | EcoRV | 230482
372634]372669| CAAATGGGACGTCGIT

‘N850

NI850:5 16'|. 309 | Haelll | V145195

| NI850°3" | R . Ch— _ :

N1858 | N1858-5' | 375406 375421 GGGACAGGGCACGTAA
N1858-3' [375713[375698] TGGGGTTAATGCCTCG

308 | Hindlll | 954213

| 291 | Ba

NI872-5'
N1872.3
S NI |

273 | Hindlll | 1234148

GCGTCACCATACCCTC
TACCACCGCATTCATG

293

345 | Hindlll | 54+290

N1879 | N1879-5 |387337]387352|  CACCAAATCGGCAACT 4
N1879-3' |387681|387666] GGCGAAGATACCATGG

49




Andlisis de la expresion de 103 ORFs de funcién desconocida en S. cerevisiae

Tabla 3.3. Disefio de los cebadores para las reacciones de amplificacion y seleccion de las
enzimas utilizadas en la comprobacion de cada producto obtenide Tm: temperatura de
melting, L P.: Longitud del producto de PCR; L: longitud del cebador. (continuacion).

° Posicidn del Longitud
N Tm| L | LP
RF Cebador SECUENCIA ima | Fragmentos
o Imcno final €O)|@)) @b | E 2 {ph)
Nias2 | § 31 T

1 305 | Bl | 7

N1888 | N1888-5° ’593195 393213 GACCC'ITCACC’ITCCG 392 | Khol | 2044177
NI888-3 |393529(393514] _TCACCCAAACGCACTT

e o

::ms‘am

NIOI3 | 401065|401080] CCAGAAATCCAGCGAC 280 | BamAl | 1494130

NI913-3' |401344[401329| TCGACGGTAAAGCCTG _a-

1353 | Mol |1

N1925 N1925 5' 409091 409106 TTGAAGCAAAGGAAAG
N1925-3' 409433 TCGATAAAGAGGAAGC
1929, - T - C

341 | BamHl

6| 300 | Ak

320 EcoR! 232+88

418156|418141]  TFITGCTCAATTCGGT
417837/417852] _CGATACCTGACTTGGC
418931418946

N1954

N1958 | N195855
_ | Nioss ;

N1962 | N1962-5' |410637]419622] _TCCTCOCCATTITACC.

N1962-3' 419301 419316 GAGCGGATTTAGTGGC

1 [ B |

BT | Pvd | 260476

Niges

5 | 3% | Bl | T

N-1966:13' 420606] 420551 GG
N2160 | N2160-5" |4230971423082 TGAAAACGGCCAGTGA
N2160-" [423384]429395] CGAGGCGATACAAGGA™ [43.8]

288 | Hindlll

435166
4354747

N2i8S.

1. 309 | EcoRi

A CTo TN GOOA A | Xhel | 510262
TGTTCCCTTGCATACC

N2190

T | Bl

N220E | e 5 1442028 4424 13| CoGOAAGOACAAANGS 328 | FcoRl | 192+135

N2205-3' 442 101 442116| CTCCTCCAGCGATGGC

N2215°

N2219 | N2219-5' 447671 447686] GGAGACCCACGAATGG
N2219-3' 447945 447930] GCACATCTGACAGTAG

{ N2TT: 9241451909
N2231 | N2231.5 |452547]452563] CGGATTACCCAACTTC
N2231-3 [452862[452847] CGCTCCATTICTIGAT
NZS0- N225‘0’_"5' 464225464240 . :

N2254 | N2254. 5' 466338 466353 GGGATAGTATAAGCGC Clal 91+192
N2254-3' [466621 466606 AGCA'I'I‘CCCCTGAAGC
'N2312)] N231255 [472351f472366] - € ;

N2312:3' [472662 14

xEel | Rl
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3.5.2. El DNA molde utilizado:

Se utiliz, o bien DNA genomico extraido de la linea FY73 de
S.cerevisiae, o bien DNA de diferentes cosmidos ¢ plasmidos portadores de

distintos clones del genoma de la levadura.

3.5.2.1. Obtencion del DNA genémico:

Para purificar el DNA genomico a gran escala se utilizé el protocolo

que comprende los pasos siguientes:

a) Se hicieron crecer células de la linea FY73 hasta la fase estacionaria
en YPD y se centrifugaron 100 ml de cultivo a 5.000 rpm durante 3
min.

b) Se lavo el sedimento con 10 ml de disolucion I {sorbitol 1M, EDTA
0,IM) y se resuspendio en 10 ml de disolucién 1 de extraccion
(Sorbitol 0,9M, EDTA 50mM, NaH,PO, 50mM pH7)5, B-
mercaptoetanol 14 mM).

¢} Se anadié 0,5 ml de liticasa (5 g/ml) y se agitod suavemente durante
30 min a 30°C. .

d) Se afiadio SDS 1%, se incubd 20 min a 60°C sin agitacién y se dejo
enfriar a temperatura ambiente.

e) Se hicieron 2 6 3 extracciones sucesivas con 1,5 volumenes de PCIA
saturado con tampdn 1xTE (Tris-HCI 10 mM; EDTA 1 mM, pH 8),
agitando suavemente para evitar que se produjesen roturas en el
DNA. Las fases se separaron por centrifugacion a 5.000 rpm durante
10 min, hasta conseguir una fase acuosa lo mas limpia posible de

proteinas.
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f) Para completar la extraccion de proteinas, la fase acuosa se incub6
en hielo con acetato potasico (pH 4,8) durante 2-4 horas en una
proporcion 1:5 y se centrifugd 15 min a 10.000 rpm. Se recuperd el
sobrenadante, descartando el posible precipitado que se produce
cuando quedan restos de proteina.

g) Una vez purificado, el DNA genomico se precipité con 1,5
volumenes de etanol al 95%, mezclandolo suavemente por inversion
del tubo, hasta que se observo la formacién del ovillo tipico de DNA
y se centrifugé durante 5 min a 5.000 rpm.

h) El DNA precipitado se lavé una o dos veces con etanol al 70% para
eliminar restos de sales, se seco a vacio durante unos 5 min y se

resuspendio en 1xTE.

3.5.2.2. Obtenci6n del DNA plasmidico o cosmidico:

El DNA plasmidico o cosmidico se purificé por el método de lisis
alcalina (Sambrook ef al., 1989) a partir de transformantes de Escherichia

coli:

a) Se mocularon las células bacterianas en 30 ml de LBA. Tras su
crecimiento, en agitacion durante toda la noche a 37 °C, se
centrifugaron las células durante tres minutos a 5.000 rpm.

b) El sedimento se resuspendié en 1,5 ml de solucién 1 (glucosa
50mM; EDTA 10 mM; Tris-HCl 25 mM, pH 8) previamente
enfriada en hielo y se incubé cinco minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se afiadieron 3 ml de la solucién 2 (NaOH 0,2 N;
SDS 1 %), se mezclé por inversion dos o tres veces hasta conseguir
una viscosidad homogénea y se mantuvo en hielo durante cinco

minutos. Transcurrido este tiempo se afiadieron 2,25 ml de solucién
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c)

3 (60 ml de acetato potasico SM; 11,5 ml de acido acético glacial,
28,5 ml de agua destilada) que se mezclaron por inversion suave del
tubo, incubando otros cinco minutos en hielo. Los tubos se
centrifugaron a 10,000 rpm durante ¢inco minutos.

Como con este procedimiento, ademss del DNA, se obtiene una
considerable cantidad de RNA; este ultimo se elimindé con un
tratamiento con RNAsa A, a una concentracion final de 1 pg/mti,

durante 30 minutos a 37 °C.

d) Para eliminar restos de proteinas que podrian dificultar posteriores

manipulaciones del DNA, el sobrenadante se sometid6 a una
extraccién con igual volumen de PCIA y un posterior lavado con
igual volumen de CIA (cloroformo-aicohol isoamilico en proporcion
24:1).

A cada muestra se le afiadio 10 ml de etanol al 95 %, se incubd
cinco minutos a - 20 °C y posteriormente el DNA se précipité por
centrifugacion a 12.000 rpm durante cinco minutos. Para eliminar
restos de sales, el sedimento se lavo con 10 ml de etanol al 70 % y
se precipitd como en el paso anterior. Las muestras se secaron al

vacio y posteriormente se resuspendieron en 200 ul de 1xTE.

3.5.2.3.‘Sondas de ORFs controles:

Diversos plasmidos se usaron en la amplificacién por PCR del DNA

correspondiente a una serie de sondas controles relacionadas con genes de

S.cerevisiae de funcién y regulacion conocida:

e pSPACTY es un subclén del fragmento BamHI/HindI1l (1,5 Kb)
del gen ACTI en el plasmido pSP64 (Bettany et al., 1989)
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s pUC-PCK fue construido amplificando, por PCR, la region
codificadora de PCKI, y tras introducirle sitios Xbal en ambos
extremos, se cloné en el plasmido pUCI18 (amablemente cedido
por A. Brown, University of Aberdeen, Escocia)

e yCPlacl11-rpL25 que contiene el fragmento Sacl/EcoRI (0,3
Kb) de rpL25 fue amablemente cedido por R. Planta (Vrije
Universiteir, Amsterdam, Holanda)

e pUC19-HSP12 donde esta insertado el fragmento EcoRI (0,6 Kb)
de HSP12 fue también facilitado por R. Planta (Vrije Universiteit,
Amsterdam, Holanda)

e pYcARGH4 con el fragmento EcoRI/Clal (1,0 Kb) de ARG4 fue
proporcionado por F. Messenguy (Institut de Recherches du
CERIA, Bruselas, Bélgica).

La amplificaciéon por PCR del control correspondiente al gen CAR/ se

hizo, como para las ORFs del cromosoma VI, a partir de DNA genomico.

Para amplificar las ORFs correspondientes al cromosoma XIV de
§. cerevisiae se utilizaron cosmidos generados en el proyecto de
secuenciacion. Estos fragmentos comprenden regiones del cromosoma XIV
que se solapan entre si de manera que abarcan la totalidad de su material
genético (784 Kb). Los cosmidos necesarios fueron amablemente cedidos por
el coordinador del proyecto de secuenciacion del cromosoma XIV (P.
Philippsen, Biocentrum, Basel, Suiza). Una representacion esquematica nos

permite situar, en el cromosoma XIV cada cosmido utilizado (Figura 3.2.).
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CROMOSOMA X1V (784 Kb)
0 100 200 300 400 500 600 700
I N N R
350 i 5 COSMIDO  Secuenciado por:
| I 1 I 1 | | | | I I I 1 | | I
] 14-11 Herbert
) 14-12 Jacquet
R~ 14-13b Valle
e ] 14-14d Revuelta
T 14-14b Revuelta/Del Rey

Figura 3.2. Ubicacion de los cosmidos utilizados para las amplificaciones en
el cromosoma XIV de S. cerevisiae.

3.5.3. La Reaccion en Cadena de la Polimerasa:

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron los reactivos y la Tag
DNA polimerasa suministrada por PERKIN Elmer bajo la denominacion
“Gene Amp® PCR Core reagents” y los cebadores obtenidos a través del
servicio de sintesis de oligonucledtidos de Boehringer Manheim segin el

disefio recogido en la tabla 3.3.

Se mezclo el DNA molde a una concentracion final de 1nM (evitando
contaminar la reaccion con DNA extrafio que tambien podria amplificarse)

con los otros componentes de la reaccion que vienen descritos a continuacion:

- 10 pl de Tampon de PCR 10x (Tris-HCI 10 mM pH 8,3, KCI 50
mM),

- 10 pl de MgCl, 2,5 mM,

- 10 pl de mezcla de ANTPs (desoxi-nucledsidos trifosfato) 2mM,

- los cebadores oligonucleotidicos adecuados (1uM de concentracion
final).
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Se enras6 con agua bidestilada estéril para obtener un volumen final de
100 pl y se cubrié con dos gotas de aceite mineral para impedir la
evaporacidn durante la sintesis. A continuacidon, se desnaturalizo el DNA
durante 5 minutos a 92 °C, se enfri6 en hielo y se le afiadieron 2,5 U de Tag

DNA polimerasa cuya temperatura 6ptima de trabajo es de 72 °C.

Se colocd el tubo con la mezcla en el termociclador, Gene ATAQ
Controller de Pharmacia; este instrumento que proporciona automaticamente
variaciones rapidas y ciclicas de temperatura se programé para realizar 30

ciclos de amplificacion.

En teoria, después de 20 ciclos, una molécula de DNA se amplifica al
rededor de un millon de veces, pero en la practica, la amplificacién no es
exponencial, especialmente después de 20 ciclos, debido al consumo parcial
de los cebadores y a una cierta desnaturalizacién térmica de la Zagq

polimerasa.

La temperatura de anillamiento se calculé mediante el programa
QLIGO. Todos los oligonucledtidos se seleccionaron de forma que las
condiciones de anillamiento fuesen éptimas alrededor de 45-50 °C. A esta
temperatura cerca del 90 % de los cebadores se unen al DNA molde. El paso
signiente a 72 °C (alargamiento) interrumpe las hibridaciones inespecificas
accidentales. La duracién de la fase de alargamiento (72 °C) en el ltimo ciclo
se extendio a 120 segundos para darle tiempo suficiente a Ia Taq polimerasa
de finalizar la sintesis de todos los fragmentos.

¢

Finalizada la reaccion de PCR, se transfirié la muestra resultante (sin el
aceite mineral) a un tubo Eppendorf, se le afiadié 5 pl de Acetato Sodico 3 M,
120 ul de etanol absoluto y se dejé precipitando toda una noche en el
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congelador a -20°C. Al dia siguiente se centrifugd a 13.000 rpm durante 20
minutos, se lavé el precipitado con etanol al 70 %, se seco durante 10 minutos

al vacio y se resuspendi6 en 30 pl de 1xTE.

3.5.4. Analisis de los productos de PCR:

Finalizada la PCR, necesitabamos corroborar que el DNA amplificado
se correspondia con el fragmento deseado y medir la concentracion de

producto obtenido para poder utilizarlo posteriormente.

3.5.4.1. Analisis de restriccion:

Los productos obtenidos por PCR fueron verificados en dos fases. En |
una primera etapa se analizo en geles de agarosa el funcionamiento adecuado
de 1a PCR, comprobando que se obtenia un producto tnico y de un tamafio
cercano al esperado (datos no mostrados). Una vez conseguidos todos los

productos, se sometieron a los analisis de restriccion previstos en la Tabla 3.3.

Los fragmentos de DNA amplificados por PCR se eligieron de tal
forma que todos poseyesen de uno a tres sitios de corte para una endonucleasa
especifica, lo que proporciona después de la digestion de dos a cuatro
fragmentos de tamafio conocido; esto nos permitio garantizar que habiamos
obtenido el fragmento esperado. El DNA se digirié con endonucleasas de
restriccion de Boehringer-Manheim, para cada enzima se utilizo el tampon
recomendado y suministrado por los proveedores. Las digestiones {1 UE/ug
de DNA en un volumen final de 10ul) se realizaron durante dos a tres horas a
la temperatura indicada y los productos de la digestion se analizaron en geles

de agarosa o poli-acrilamida segin el tamafio de las bandas a detectar:
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- Las electroforesis en geles de agarosa al 2 % se llevaron a cabo

durante 60 minutos a 70V y los geles se tifieron en una disolucion de
bromuro de etidio (5pug/ml) (Figura 3.5.1.)

los geles de poliacrilamida al 6%, de mayor resolucion en la
separacién electroforética de fragmentos pequefios, se tifieron con
nitrato de plata; la tincion se hizo bafiando el gel durante media hora
en una solucién de acido acético al 0,1 % y de etanol al 10 %, se-
lavo con agua, se dejo de nuevo 30 minutos en una solucion de
tincion con nitrato de -plata (0,2 g de NO3Ag en 200 ml de agua) v,
después de lavarlo otra vez en agua, se sumergi¢ en la solucion de
revelado (3 g de NaOH, 200 ml de agua, 1 ml de formaldehido al
37%) unos 10 minutos hasta la aparicion de las bandas tefiidas.
Finalmente se lavé el gel con agua y se seco al vacio sobre un papel
de filtro (Figura 3.5.2.).

En algunos casos, los fragmentos de DNA que se iban a utilizar como

sondas se rescataron del gel utilizando el Kir de Gene Clean BIO-101

siguiendo el protocolo indicado por los vendedores. El proceso se basa en

disolver la agarosa con una disolucion de ioduro sodico a 55°C y afiadir una

matriz de silice, denominada “glassmilk”, a la que se adhiere el DNA a 0°C.

Tras un proceso de lavados sucesivos con una disclucién de cloruro sédico,

etanol y agua, el DNA se eluye (con tampén 1xTE o agua bidestilada) de la

matriz incubando a 55°C.
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MV 13* 14 15 16 17 18 19 20 21* MV 22 23 24 25 26 MV

1-G3517 11-G7748 21-G8523 31-N1913 41-N2312 51-N2250
2-G75%4 12-G7301 22-G3679 32-N1917 42-N1966 52-N2254
3-G7826 13-G3505 23-G7725 33-N1925 43-N2160
4-G8541 14-G3540 24-G8530 34-N1929 44-N2185
5-G3719 15-G3690 25-G4332 35-N1954 45-N2190
6-G3535 16-G7538 26-G3432 36-N1958 46-N2205
7-G7584 17-G7553 27-N1872 37-N1962 47-N2215
8-G7737 18-G7587 28-N1882 38-N1879 48-N2219
9-G8537 19-G7589 29-N1888 39-N1875 49-N2227
10-G3759 20-G7806 30-N1897 40-N2194 50-N2231

Figura 3.5.1. Geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio mostrando, en un
transiluminador de luz UV, el analisis de restriccion de los productos de PCR de 52 Orfs.
(MV: Marcador V de pesos moleculares de Boehringer-Manhein)
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MV1 23 4567

MV 28 29 30 31 32 33 34 3536 37 38 39 40 41

AB*C DMV E*F*MV 1-G3080
o 2-G3090
3-G3107
4G3110
5-G3113
6-G3116
7-G3146
B8-G3168
9-G3175
10G3179
11-G3189
12:G3193
13-G3210
14-G3406
15-G3435
16-G3474
17-G3483
18-G3489
19-G2850

Figura 3.5.2. Geles de poliacrilamida tefiidos con nitrato de plata mostrando el analisis de
restriccion de los productos de PCR de 51 Orfs. (MV: Marcador V de pesos moleculares de

Boehringer-Manheim)

20-G2856
21-G2861
22-G2882
23-G2889
24-G2913
25-G2916
26-N1747
27-N1773
28-N1696
29-N1706
30-N1710
31-N1714
32-N1718
33-N1727
34-N1735
35-N1739
36-N1743
37-N1751
38-N1761

42 43 44 45

39-N1765
40-N1777
41-N1780
42-N1785
43-N1790
44-N1795
45-N1825
46-N1774
47-N1843
48-N1847
49-N1850
50-N1858
51-N1870
A-ACT1
B-PCK1
C-rpL25
D-HSP12
E-ARG4
F-CAR1

8 OMVIO 1112 13 14 15 16* 17 18 MV 19 20 21%22 23%*24%2526 27

(pb)
=587

-434
=267

_184
=124
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La mayor parte de los andlisis de restriccion mostraron el patrén
adecuado. Sin embargo para 16 ORFs (marcadas con un asterisco en las
figuras 3.5.1. y 3.5.2.), ademas del producto esperado aparece otra banda, o
bandas mayores inespecificas. En este caso se rescato de un gel de agarosa la

banda del tamafic adecuado antes de marcar la sonda.

Se presentaron también algunos casos (Figuras 3.5.1. y 3.5.2.) en los
que, aunque el producto es de tamario adecuado, no se produce la digestion
esperada (N1743, N1888, N1929, N2194 y N1966), o ésta es parcial (G2856,
G2882, G3080, G3193, G3505 y N1773). Esta sitvacion podria interpretarse
debido al hecho de que la region del sitio de restriccion para la enzima
utilizada estuviese metilada afectando al patron de restriccion, sin que ello
indicase que el producto obtenido no es correcto. En estos casos, como el
tamafio del fragmento no digerido era correcto y el producto de la PCR tnico,
se optd por considerarlos adecuados, aunque posteriormente fuese necesario
secuenciar parcialmente estos productos para tener total certeza sobre su

1doneidad.

3.5.4.2. Cuantificacion de los niveles de DNA:

Para poder marcar una cantidad definida de sonda en los pasos
siguientes, se necesita averiguar la concentracion de DNA resultante de cada
PCR. Para ello se prepéré un gel de agarosa al 0,8 % en 1xTBE (Tris-HCI 90
mM, &cido borico 90 mM, EDTA 4 mM, pH 8,3) con Bromuro de Etidio
(1pg/ml) sobre el cual se depositaron gotas de 1 ul del producto de cada PCR

y una gota de 1 pl para cada uno de los siete patrones de concentracion
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conocida: 250, 125, 63, 32, 16, 8 y 4 ng/ul. Estos patrones se prepararon

diluyendo en forma seriada el marcador V de Boehringer-Manheim.

Después de 20 minutos, cuando el gel habia absorbido todas las gotas, -
se visualiz6 el DNA en el transiluminador de rayos UV, se tomd una
fotografia y se estimé la concentracion de cada producto de PCR comparando

la intensidad de los productos resultantes de la PCR con la de los estandares.

3.6. Reacciones de hibridacién:

3.6.1. Marcaje de las sondas:

Se realizé por el método de marcaje “random-primed” (cebadores
aleatorios) (Feinberg y Vogelstein, 1983) utilizando los reactivos

suministrados en el kit Prime-a-Gene ® Labelling System de Promega.
La mezcla de reaccion contiene:

- 300 pl de tampon 5x (Tris-HCI 250mM pH 8,0, MgCl, 25 mM,
DTT 10 mM, HEPES"” 1M pH 6,6, 26 unidades de Au/ml de
hexadesoxirribonucleétidos aleatorios),

- 20 pl de dCTP (1,5 mM), 20 pl de dGTP (1,5 mM) y 20 ul de dTTP

(1,5 mM),
- 60 ul de seroalbumina bovina (10 mg/ml).

(1) Acido (4-(2-Hidroxietil)-1 -piperazina-etano-sulfonico
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La cantidad "P" (en ng) de DNA que iba a ser marcado se calculd
usando la concentracién anteriormente estimada (apartado 3.5.4.2) y se
tomaron 30 ng de DNA. Después de desnaturalizar dos minutos a 100 °C en
14 pl de agua, se afiadié 7 pl de la mezcla de reaccion, 3 ul de o> *P-dATP
(con una actividad especifica de 3.000 Ci/mmol} y 1 pul de Klenow (5-10

unidades). Se incubé la reaccion a 37 °C durante un minimo de una hora.

Para rectificar 1a pequefia heterogeneidad resultante de defectos de
carga del RNA entre los distintos pocillos del gel, se hibridaron
posteriormente los filtros con un control de carga representado por el IRNA
25S. Se sintetizo una sonda oligonucleotidica (5°-CTCCGCTTATT
GATATGC-3") a partir de la secuencia de DNA que codifica el rRNA 2585 y
se marcd mediante marcaje terminal con y“’P-ATP (Lillehaug y Kleppe,

1975).

En este caso se mezclaron en un volumen final de reaccion de 15 ul:

5-10 pmol del oligonucledtido,

1 ul de tampén 10x (Tris-HC1 500 mM, MgCl; 100 mM,
EDTA 1mM, DTT 50 mM, espermidina 1 mM, pH 8,2),

1 ul de y2PATP,

1 ul de T4 —polinucledtido quinasa (Boerhingér-Manheim)

Se dej6 incubando la reaccion a 37°C durante 30 minutos y se afiadid

posteriormente a la solucion de hibridacion.
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3.6.2. Separacion y cuantificacién de la incorporacion de isétopo:

Para poder valorar la incorporaciéon de isétopo en el DNA, se
prepararon columnas de exclusion con Sephadex G-50 saturado con STE
(Tris-HCI 10mM pH 7.5, EDTA 0,1 mM, SDS 0,1%). Una vez empaquetada,
se equilibré la columna con STE, sé¢ afiadi6 el DNA marcado y se
recolectaron 6 fracciones, haciendo pasar por la columna 400 ul de STE para
la primera fraccién y luego ciﬂco veces 200 ul de STE para las siguientes. El

1s6topo no incorporado se quedd retenido en las columnas.

A cdntinuacién, se localizaron las dos fracciones con mayor
incorporacion de radioactividad con el sensor de un contador Geiger y se
mezclo el contenido de estos tubos (volumen V1). Luego se tomaron 2 pl
(volumen V2) de esta mezcla, se afiadieron a 10 m! de liquido de centelleo
(coctel de centelleo brodegradable para muestras acuosas NBCS 104 de
Amersham) y en un contador de radiaciones B (Wallac System 1410™ liquid
scintitlation counter de Pharmbcia) se determinaron las cuentas por minuto

(cpm) de cada muestra (actividad A').

Se calculo la actividad especifica de las diferentes sondas usando la

siguiente relacion; -

AE. (cpm/ug DNA) = A’ (cpm) x Vi (ul) x 1000
V2 (ul) x P (ng)

Una incorporacién de isétopo adecuada suele dar actividades

especificas comprendidas entre 0,5 y 2x10° cpm/pg DNA.
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3.6.3. Reacciones de hibridacion vy lavado:
3.6.3.1. La hibridacién:

Se introdujeron las réplicas en botellas de hibridacién (una por botelia)
e inmediatamente después de afiadirle 15 ml de una mezcla de hibridacion
(Na,HPO, 0,5 M pH 7,2, SDS 7%, EDTA 1 mM) (Church y Gilbert, 1984), se
dejo prehibridando una hora a 65 °C en un horno de hibridacién
(Minihybridisation oven de APPLIGENE). o

Una vez terminada la prehibridacion, se renovo la mezcla de
hibridacién (10 ml) y se afiadié la sonda marcada (400 ul) cuidadosamente
para que no tocase la membrana antes de que se diluyese en la mezcla de
hibridacion. Se dej6 hibridando toda una noche a 65 °C. Al dia siguiente, por

la mafiana, se retird la solucién de hibridacion y se procedio al lavado.

Para las hibridacioneé con la sonda de TRNA 258 se procedio de la

misma manera excepto que la temperatura de hibridacion fue de 45°C.
3.6.3.2. Los lavados:

La membrana se lavo con 20 ml de 2xSSC (NaCl 0,3 M, citrato sodico -
30 mM) y se dej6 unos minutos a 65 °C. A continuacion se cambi6 el 2xSSC
por 30 ml de solucion de lavado (SDS 0,1%, 2xSSC) precalentado a 65 °C y
se dejé de 15 a 20 minutos a esa temperatura en el horno de hibridacion. Para

la sonda oligonucleotidica de rRNA 258 los lavados se hicieron a 45°C.
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Después de retirar la solucién de lavado, las membranas se introdujeron
en una bolsa de plastico para poder exponerlas 48 horas a la pantalla del

Phosphorimager (ver apartado 3.7.).

3.7. Cuantificacion de las seiiales de hibridacién:

Para analizar las sefiales radioactivas de hibridacion sobre la membrana
de nylon se usa un escaner (Phosphorimager Scanning Instrument ™ 425 de
Molecular Dynamics). El fundamento de este sistema se describe a

continuacion.

El dispositivo posee una pantalla compuesta de cristales de BaFBr:Eu™
que tienen la facultad de sufrir reacciones redox al ser excitados por
radiaciones de alta energia (emitidas en este caso por el fosforo radioactivo) y
segun su estado de oxidacion, emitir o absorber energia de diferente longitud
de onda. Durante la exposicién de la muestra a la pantalla de fosforo el Eu™
es oxidado a Eu® y el BaFBr reducido a BaFBr .

Al escanear la pantalla de fosforo con un laser de Neon-Helio que emite
una luz roja a una longitud de onda de 633 nm, el BaFBr ~ absorbe la energia
del laser provocando la liberacion de sus electrones; BaFBr ~ es oxidado y
Eu™, captando estos electrones, se reduce a Eu". Esta nueva reaccion redox
va a producir una liberacién de energia a una longitud de onda diferente (luz
azul) y proporcional a la radioactividad que estaba presente en la muestra.
Esta energia es recolectada y posteriormente medida y procesada por un
ordenador conectado al escaner. El procesamiento consiste en relacionar las

unidades de radioactividad (cpm) de cada sefial de hibridacién con un nimero
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de pixels (de diferentes intensidades y abarcando un rango de 0 a 10700) de

imagen digital; se suele trabajar con un tamaiio de pixel de 200 pum.

La cuantificacion y el estudio de las sefiales de hibridacion se hace
gracias a un programa informatico liamado fmage QuaNT ™. Permite realzar
la imagen ajustando el rango de analisis a los 256 niveles de grises y colores
de la pantalla (elimina las altas intensidades de pixel inutilizadas y las bajas
intensidades que aumentan el fondo contaminante). Ademdas usando una de
sus opciones (Peak Finder) se puede calcular la intensidad de las sefiales a lo

largo de un area trazada en la imagen y que contiene la(s) sefial(es).
Para poder distinguir correctamente los picos de la linea base (la cual
representa €l ruido de fondo) se necesita antes de realizar el analisis

predeterminar una serie de parAmetros:

- Ruido de fondo: permite destacar los picos correspondientes a

sefiales de hibridacién por encima del fondo contaminante. Su valor
por defecto estd comprendido entre 0,01 y 0,05, pero en caso de
sefiales intensas (por ¢jemplo en Ia rehibridacién con rRNA25S) se
puede aumentar hasta un 1,00.

- Sensibilidad: toma valores comprendidos entre 0,03125 y 256
(niveles de grises y colores de la pantalta). Cuando hay muchos
picos (sefial débil o membrana insuficientemente lavada) se fija un
valor de sensibilidad bajo (0,5 a 1) y se aumenta (hasta 8) cuando
hay pocos picos sobresalientes.

- Kemel: se fij6 a un valor de 20 que permitia excluir los picos

estrechos y de escasa intensidad.
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La eleccion de estos valores se realizé de modo empirico, teniendo en

cuenta la naturaleza de las seiiales que se iban a cuantificar.

Los valores de area Sm (Sefial medida) equivalen al nimero de pixels
por su intensidad correspondientes al drea delimitada entre la curva que define
el pico y la linea base. Estos son proporcionales a las cpm de la sefial y se
utilizan para calcular los niveles relativo y absoluto de cada seiial después de
haber corregido Ia heterogeneidad debida a las diferencias de carga gracias a
las hibridaciones con el rRNA 258:

SmORF2= SmORF1 x Sm25S2
Sm2581

Donde SmORF1 y Sm2581 son los valores medidos por el
Phosphorimager para la ORF y el control respectivamente, Sm25S2 es el
valor tedrico esperado para el control si la carga fuera totalmente homogénea

y SmORF?2 el valor corregido de la sefial para cada ORF.

Para cada transcrito cuantificado se calcnlaron dos valores: los niveles

absolutos y relativos de mRNA.

3.7.1. Nivel relativo:

3.7.1.1. Nivel relativo a ACTI:

Se calculd usando la relacion:

N.R.acri (Unidades arbitrarias) = _SmORF
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Donde SmORF es el valor corregido del area para una determinada
ORF, y SmACT1 es el valor corregido para la actina en la condicion 2 de
cultivo (YPD). Se usaron los valores obtenidos para calcular el nivel absoluto

de mRNA de cada ORF.

3.7.1.2: Nivel relativo de las ORFs:

Los niveles relativos de mRNA permiten comparar las sefiales de cada
transcrito bajo las diferentes condiciones de crecimiento analizadas. Se
calcularon en relacion a la sefial maxima obtenida para este transcrito en un

determinado medio, usando la relacion:

N.R-OR.F (%) = SmORF x 100
SmORFmax
Donde SmORF es el valor corregido del drea para una determinada
ORF y SmORFmax es el valor maximo corregido obtenido para esta misma

ORF en uno de los medios de cultivo.

3.7.2. Nivel Absoluto:

El nivel absoluto de mRNA fue calculado usando como base el nivel
maximo observado para este transcrito en las condiciones anahizadas en este
estudio. ACT! es un estandar de referencia en el Northern blot para la medida
de la abundancia de mRNAs, sin embargo los niveles de AC7! cambian
durante el crecimiento o la privacion de nutrientes (Delbruck y Ernst, 1993).

Por este motivo los niveles absolutos de mRNA fueron calculados
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comparandolos con el nivel de mRNA de ACT! observado durante el

crecimiento exponencial en glucosa (condicion 2) usando la relacion:

N.A. (unidades arbitrarias) = A.E.ACT1 x N.R c1jmax
A E.ORF

Donde AE. es la actividad especifica de cada sonda utilizada (ver
apartado 3.6.2.) y N.R.acrimax el nivel relativo maximo de una ORF cuando

se compara al nivel de expresion de ACT! en YPD.

El nivel absoluto de mRNA calculado por el procedimiento descrito nos

permitid clasificar las ORFs por su tasa de expresion:

- Alta expresion: NA. >=0.5
- Mediana expresién: = 0.1 <N.A. < 0.5
- Baja expresion: N.A. < 0.1

- No detectable: ausencia de sefial.

3.8. Biisqueda de caracteristicas deducidas de las secuencias de ADN:

3.8.1. Determinacion del uso de codones:

La desviacion en el uso de codones se cuantifico mediante el cilculo

del CAI (Codon Adaptation Index) propuesto por Sharp y Li (1987).

El CAl esta basado en la determinacién de un valor w para cada codon

de la ORF y representa la frecuencia relativa de uso del codon, utilizando
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como grupo de referencia un conjunto de 24 genes de alta expresion. En

posesion del w, se puede calcular el CAI mediante la relacion:
CAl=exp l/LZInwi

donde, L es la longitud del gen en codones y wi el valor calculado para los

diferentes codones, excluyendo Met, Trp y los codones de terminacion.

Los valores de CAI oscilan de 0 a 1, los valores mas elevados indican

mayor desviacién en el uso de codones.

Los valores de CAI que se recogen en este trabajo, para las distintas
ORFs analizadas, proceden de la pagina Web de MIPS (Mewes et al., 1997a)
con acceso "http://www.mips.biochem.mpg.de” y estan calculados mediante el
programa CODONS (Lloyd y Sharp, 1992). Este programa calcula una serie
de datos e indices relativos a la composicion en aminoacidos y al uso de

codones.

3.8.2. Estudio de los promotores de las ORFs:

Una region de 800 pb en posicién 5° respecto del ATG de inicio de
cada ORF estudiada fue sometida a una busqueda de sitios de union de
factores reguladores dé la transcripcion conocidos, utilizando para ello los
programas asociados a la base de datos TRANSFAC-The Transcription factor
database (Wingender et al., 1997) de acceso “http://transfac.gbf.de/”:
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- Matinspector 2.1 (Quandt et al., 1995) compara la secuencia
analizada a las secuencias matrices de unién a factores de
transcripcion de la libreria TRANSFAC3.2 para S. cerevisiae.
Identifica los sitios de unidn a Abflp, Galdp, Gendp, Gerlp, Hsfp,
Matalp, Mcmlp, Miglp, Phodp, Raplp, y secuencias STRE y para
el represor de CARI. El programa escanea las dos hebras de la

. secuencia de manera simultanea.

- Pattern Search 1.1(GBF-Braunschweig) que, ademés de utilizar
TRANSFAC 3.2, también utiliza la base de datos TRRD 3.4; ésta se
compone de sitios de unidén a factores de transcripcion (75 en
S.cerevisiae) comprobados experimentalmente en numerosos genes.
El programa escanea tunicamente la hebra analizada y no la

complementaria.

La busqueda se hace, en los dos casos, con parametros predefinidos en
cuanto a homologia de secuencias; en este trabajo el umbral utilizado fue del
70% excluyéndose del resultado de la biisqueda todos los sitios con una

homologia menor.

3.8.3. Otras caracteristicas deducidas de las secuencias:

La base de datos MIPS proporciona otros parametros a partir de la

secuencia de 1las ORFs desconocidas:

- Homologias con otros genes o proteinas, procariotas o eucariotas,
_encontradas mediante programas de comparacién con bases de datos

de acidos nucleicos y de proteinas
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Predicciones de regiones transmembrana mediante los programas
TMAP (Persson y Argos, 1994) y ALOM que tiene en cuenta el
algoritmo KKD (Klein ef al., 1985)

Localizaciéon de intrones a través del programa EXPLORA
(Kalogeropoulos, 1995)

Predicciones de localizacion subcelular llevadas a cabo segun el
método disefiado por Nakai y Kanehisa (1992)

Fenotipos provocados por la disrupcién del gen y obtenidos en el
consorcio B0 |

Otros valores como la prediccion del punto isoeléctrico o el peso

molecular del precursor.
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4.1. Seleccién de las condiciones de analisis:

En este trabajo se exponen los resultados obtenidos en el estudio de la
expresion de 51 y 52 ORFs, respectivamente de los cromosomas VI y XIV
de S. cerevisiae. Al estudiar la secuencia nucleotidica de cada uno de los

cromosomas se pudieron deducir numerosas caracteristicas que se resumen en

la siguiente tabla (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Caracteristicas de los cromosomas VII y XIV de §. cerevisiae
deducidas del estudic de sus secuencias nucleotidicas respectivas (ND: No

Determinado)

CARACTERISTICAS

CROMOSOMA VI
(Tettelin et al., 1997)

CROMOSOMA X1V
(Philippsen et al., 1997)

Tamafio cromosoma (pb)

1.090.936

784.328

N® genes potenciales

574

408

Tamafio medio ORF
(codones)

468

500

Genes caracterizados
experimentalmente

256 (44,6%)

138 (33,8%)

ORF's similares a genes
conocidos

Huérfanos

261 (45,5%)

43 (10,5%)

204 (50%)

ORFs cuestionables

57 (9,9%)

23 (5,6%)

ORFs con intrones

19

16

ORFs redundantes

166 (29%)

116 (29,7%)

ORFs con hélices
transmembrana

79 (14%)

68 (17%)

Similitud con Genes

79 (13,8%)

ND

proteinas

humanas Huérfanos

16 (2,8%)

12 (3%)

Para estudiar en que medida se comportaban como “genes” las restantes
341 y 247 ORFs desconocidas de cada cromosoma respectivo, era preciso
observar si estos genes potenciales se expresaban realmente ya que los
procesamientos informaticos son insuficientes en este tipo de determinacién.

Existen varias técnicas de analisis de expresion para este tipo de estudio:
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La hibridacion in situ (Schul et al., 1996) es un método de deteccion
citoinmunoquimica de la expresiéon génica a través de hibridaciones
con sondas marcadas de células previamente fijadas. Este método da
una informaci6n directa y precisa de la transcripcién génica, sin
embargo no es adecuado para estudios a gran escala y no informa

sobre el tamafio y mimero de transcritos.

La cartografia mediante PCR, PCR-mapping (Crauwels et al.,
1997), que consiste en amplificar extractos de mRNA por RT-PCR
(Reverse Transcriptase-PCR) y estudiar la expresién génica
mediante la separacién del ¢DNA obtenido en un gel, permite
detectar incluso los genes de muy baja expresion y proporciona

informacion sobre el tamafio del transcrito.

Las fusiones a GFP (Green Fluorescent Protein) consisten en
mtroducir el gen GFP, que codifica una proteina fluorescente, en el
locus del gen estudiado y cuantificar la produccion de GFP mediante
citometria de flujo (Niedenthal ef al., 1996). Es un método ventajoso
porque permite ¢l estudio de la expresion génica in vivo y
proporciona datos sobre la localizacion subcelular de la proteina
estudiada. Pese a todo, no informa sobre el tamaiio y nimero de

transcritos.

El método de Hybridisation array (Fodor et al., 1993, Shena et al.,
1995; Hoheisel, 1997) permite, a partir de mRNA, sintetizar cDNA
para marcarlo e hibridarlo con oligonucleétidos especificos, de las
ORFs que se quieren estudiar, fijados a una plantilla o panel (array).
Esta técnica permite la elaboracion rapida de mapas

transcripcionales, pero al inicio del proyecto EUROFAN 1 no estaba
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optimizada para levadura y ademas no proporciona informacion
sobre la integridad y el tamaifio de los transcritos. Recientemente
esta técnica se ha aplicado al anélisis del “transcriptoma” de
levadura (De Risi er al., 1997, Wodicka er al., 1997) y se esta
convirtiendo en una herramienta potente v efectiva en el estudio

funcional de transcriptomas a gran escala.

El método SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) consiste en
sintetizar cDNA a partir de una extraccion de RNA de células en
diferentes condiciones de cultivo. Este c¢cDNA es digenido
especificamente en fragmentos (7ags) de unos 10 pb especificos de
los transcritos. Los Tags son ligados posteriormente entre si, y la
hebra de DNA asi obtenida es finalmente secuenciada (Velculescu
et al., 1995). La secuenciacion del DNA proporciona el nimero real
de transcritos para cada ORF estudiada. Este método fue aplicado a
la totalidad del genoma de S. cerevisiae (Velculescu et al., 1997) y
se pudo asi obtener datos en cuanto a la expresion de 4.665 genes
(76%) de los 6.121 que predice el analisis de la secuencia total del
genoma de levadura. Esta técnica permitio detectar la expresidn de
ORFs de tamafio inferior a 100pb no consideradas inicialmente
como genes reales pero, por otro lado, no tiene suficiente
sensibilidad pa}a detectar los transcritos de ORFs de muy baja
expresion (inferior a 0,3 transcritos por célula). Ademis no

proporciona informacion sobre el tamafio de los transcritos.

La técnica de DotSlot-blot (Kafatos et al., 1979) consiste en
depositar gotas (dots) o lineas (slots) de extractos totales de mRNA
sobre una membrana de nylon o de nitrocelulosa para

posteriormente hibridarlas con sondas especificas marcadas. A pesar
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de no dar informacion sobre el tamafio y namero de transcritos, se
adapta a estudios a gran escala, por el menor coste y la rapidez de la
informacion obtenida. Ademds es compatible con el estudio de la
regulacion de transcritos abundantes (Mager e al., 1998) pero se
comprobd que no tenia sensibilidad suficiente para ser aplicable a
las ORFs analizadas en este estudio debido a que son de baja
expresion,

La técnica elegida en este trabajo, a pesar de ser pesada y costosa para
estudios a gran escala, fue la del Northern blot porque, ademas de investigar
la funcionalidad de las ORFs desconocidas, también es importante determinar
el tamafio real de cada transcrito con el fin de comprobar si el tamafio de la
secuencia de la ORF estudiada se adecua al de su transcrito y, de este modo
confirmar la ausencia de errores durante el proyecto de secuenciacién del

genoma de la levadura.

Para asignar rigurosamente cada transcrito a su respectiva ORF vy
minimizar las fluctuaciones en la precision de la sefial obtenida, se emplearon
como sondas, productos de PCR de tamafio uniforme (alrededor de 300pb)
amplificados con cebadores especificos de cada una de las 103 ORFs

estudiadas.

Se estudio la expresion de las 103 ORFs en distintas condiciones de
cultivo, ya que el estudio de su regulaciéon podia aportar algunos datos sobre

la funcion de las proteinas desconocidas.

En una primera fase se estudiaron las 52 ORFs del cromosoma XIV en
tres condiciones de cultivo: medio rico con glucosa o etanol/glicerot (YPD y

YPGE respectivamente) y medio minimo (YNB) recogiendo las células en la
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fase temprana de crecimiento exponencial. Dado el escaso numero de
respuestas reguladoras obtenidas (Lombardia, tesis de licenciatura, 1996), se
decidié en una segunda etapa estudiar todas las ORFs en experimentos de
transicion de unas condiciones a otras. Estos se concretaron cultivando las
células bajo 8 condiciones distintas que se describen detalladamente en
Materiales y Métodos (apartado 3.2.2. pagina 36) y que hacen referencia a 5
tipos de regulacién (Tabla 4.2.).

Tabla 4.2, Descripcion de los cinco tipos de regulacion estudiada, (1-8
hace referencia a las condiciones descritas en las paginas 36 a 38).

Comparacién
dela
REGULACION intensidad de | DENQOMINACION
las sefiales en
los diferentes

N+ (activacion)
N- (represién)

- o

Activacién por choque os

Teniendo en cuenta los intereses de investigacion particulares de
nuestro laboratorio, decidimos inchur 3 condiciones adicionales y externas al
proyecto EUROFAN 1. Se proyecté asi, estudiar el comportamiento de las
ORFs desconocidas utilizando tres cepas de S. cerevisiae donde habian sido -
mutados los genes HAPI, ROXI o ROX6 respectivamente que son genes
reguladores de la expresion génica en relacion con las condiciones de

aerobiosis y anaerobiosis,
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4.2. Verificacién del método de anilisis con sondas de regulacién

conocida:

Antes de analizar la expresién de las ORFs de funcién desconocida se
verificd el método de analisis a fin de comprobar su correcta respuesta
respecto a varios genes de regulaciéon conocida. Los Northerns blots se
realizaron segun se ha descrito en Matenales y Métodos. La preparacion de
las sondas de hibnidacién se realizé mediante PCR, usando cebadores (Tabla
3.3) y DNA moldes cuyas caracteristicas fueron descritas en Materiales y
Meétodos.

Los resultados de los célculos de los niveles de expresion relativo y
absoluto (posteriores a la correccion con el rRNA 25S) correspondientes a las

hibridaciones con las sondas control (Figura 4.1.) se recopilan en la Tabla 4.3,

Tabla 4.3. Valores de Nivel Relativo (N.R.) y Absolute (N.A)
correspondientes a las hibridaciones de los RNAs extraidos en diferentes
condiciones de cultivo: 1-YPGE, 2-YPD, 3-YPD/fase estacionaria, 4-
YNBglu/privacién de aminoacidos, 5-YNBglu/privacién de nitrégeno, 6-
YNBglu/choque gsmdtico, 7-YNBglu/23°C, 8-YNBglu/36°C, con sondas
de regulacion conocida. (A.E.: Actividad especifica de las sondas x10°
cpm/pg de DNA).

NIVELES RELATIVOS (%)
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il f L o 3 P
fRNA25S m m RNA25S

1 23 45 6 78 1234567 8

PCK1

rRNA25S

rRNA25S

1 234567 8

ARG4

rRNA25S

HSP12

rRNA25S

CARI1

Figura 4.1. Control de hibridacion de los RNAs extraidos en diferentes condiciones
de cultivo (1-YPGE, 2-YPD, 3-YPD/fase estacionaria, 4-YNBglu/privacion de
aminoacidos, 5-YNBgluw/privacion de nitrogeno, 6-YNBglu/choque osmotico, 7-
YNBglu/23°C, YNBglu/36°C) con las sondas controles correspondientes a los genes
PCK1, rpL25, ARG4, HSP12 y CARI. Cada membrana fue hibridada de nuevo con una
sonda oligonucleotidica especifica del rRNA25S para poder realizar las correcciones de la
heterogeneidad de carga.
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Los niveles absolutos, tanto de las hibridaciones con sondas controles
como con las sondas especificas de las ORFs de funcion desconocida, se
calcularon usando el nivel de expresion del gen ACT/ en la condicion de
cultivo numero 2 (YPD). ACTI codifica para una proteina, la actina, que
constituye el citoesqueleto de todas las células eucariotas, ademas estd
implicada en los procesos de polarizacion celular y de endocitosis. Su
expresién se usa habitvalmente también como control de carga en los
experimentos de Northern blot; sin embargo en las condiciones probadas en
este trabajo, se comprobé que el nivel de expresion de ACT! decaia
significativamente en las condiciones de cultivo 3 (fase estacionaria) y 5
(choque osmético) y por consiguiente s6lo se usd su correspondiente sefial en

¢l medio 2 para calcular los niveles absolutos de cada ORF.

Los genes uvtilizados como controles de regulacién se eligieron porque
presentaban respuestas tipicas, caracterizadas previamente por otros

investigadores, en las condiciones de cultivo que se utilizaron en EUROFAN:

- PCKI: se us6 como control para la represion por glucosa porque codifica
la fosfoenolpiruvato carboxikinasa, una enzima clave en la
gluconeogenesis (via metabolica que se activa cuando las células crecen en
ausencia de glucosa con una fuente de carbono como el etanol o el acetato
y que disminuye su actividad en presencia de glucosa). Se conocen tres
niveles de regulacion para esta enzima: la inactivacién de la enzima
presente en el citoplasma por fosforilacién reversible o interconversion
(Burlini et al., 1989), la degradacién proteolitica ¢ inactivacién por
glucosa (Haarasilta y Oura, 1975; Gancedo y Schwezmann, 1976), y la
represion de la transeripcién por glucosa (Haarasilta y Oura, 1975, Yin ef
al., 1996). Ademés, en S. cerevisiae, los niveles de mRNA, transcrito a
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partir del gen PCKI, son muy elevados en uné fuente de carbono
gluconeogénica (Mercado et al, 1994). En la figura 4.1 podemos
comprobar el elevado nivel de expresion de PCKI en etanol-glicerol

(condicién 1) y su represién en el medio con glucosa (condicion 2).

rpL25: codifica una de las proteinas ribosomales, la subunidad mayor de la
proteina ribosdmica 25 que forma los ribosomas, y se utilizé como control
de la induccién por glucosa y regulaciéon en funcion de la tasa de
crecimiento (Kraakman' et al, 1993). Los ribosomas participan
activamente en la sintesis de proteinas y representan una parte importante
del peso seco de las células (Nomura et al., 1984). Los genes codificadores
de proteinas ribosémicas son de alta expresién y ademas la transcripeion
de estos genes es proporcional a la tasa de sintesis proteica, la cual varia en
funcion de las condiciones de crecimiento (la sintesis de proteinas
disminuye cuando el medio de cultivo no es éptimo). Por ejemplo, en
S. cerevisiae se observo que una privacion en aminoacidos del medio de
cultivo provocaba una reduccion significativa (por un factor de 2 a 4) de
los mRNAs procedentes de genes que codifican proteinas ribosomicas
(Moehle y Hinnebush, 1991). En las hibridaciones realizadas (Figura 4.1.)
se confirma tanto el alto nivel de expresion de este gen en glucosa, como

Ia disminuci6n de la expresion cuando las condiciones son menos éptimas.

ARG4: codifica la argino-succinato liasa, una enzima que cataliza la
reaccion final en la sintesis de la arginina. Su expresion es muy baja, tanto
en YPD como en YPGE (Penn et al., 1983), pero como muchos otros
genes que codifican para enzimas que participan en la biosintesis de los
aminodcidos, el gen ARG4 se desreprime cuando se priva a la levadura del
aminoacide correspondiente en el medio de cultivo (Niederberger et

al.,1981; Greer et al., 1982). Esta pauta de expresion se observé en las
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hibridaciones realizadas (Figura 4.1.); cabe sefialar la bajada del nivel de
expresion en la condicién 5 debida sin duda a la privacion de fuente de

nitrégeno en el medio de cultivo.

- HSPI2: codifica para una proteina de choque térmico (Heat Shock
Protein) Hspl2p, cuya sintesis es baja en condiciones normales, se
acumula considerablemente en células de levadura expuestas a un choque
térmico, a un estrés osmoético u oxidativo, a altas concentraciones de
alcohol y glicerol y en células en fase estacionaria temprana (Piper et al.,
1986; Praekelt y Meacok, 1990; Varela et al, 1995). Este patrén de
regulacion concuerda con los datos obtenidos en las hibridaciones; incluso
se observo una fuerte expresion de HSPI12 con la privacién de nitrogeno
en el medio de cultivo, cuyo efecto puede ser traducido como un factor de
estreés por parte de la célula. En nuestros analisis se usé como control de
las respuestas al estrés (choques osmoticos y térmicos) y de la fase

estacionaria.

- CARI: codifica la arginasa, una enzima que degrada Ia arginina para
abastecer a la célula de nitrégeno cuando éste escasea. La expresion de
CARI se induce con la acumulacion intracelular de arginina, y se reprime
en presencia de fuentes de nitrégeno optimas como el amonio (Smart et
al., 1996; Dubois y Messenguy, 1997). Los resultados de las'hibridaciones

| confirman que CAR/ se expresa en medio rico (condiciones 1 y 2) y
cuando se priva a la célula de fuente de nitrogeno (condicién 5). Se utilizo

en este proyecto como control para la privacién de nitrégeno.

Por consiguiente, se puede considerar que los patrones de regulacién
obtenidos para cada control concuerdan con los que vienen dados en la

bibliografia.
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4.3. Anilisis mediante Northern blot de la expresién de las ORFs objeto
de estudio :

Una vez obtenidas las sondas y realizadas las transferencias del RNA
total a membrana se procedio a realizar las hibridaciones y cuantificaciones
segun se ha descrito en Materiales y Métodos. Las imagenes resultantes de las
hibridaciones de las ORFs de funcion desconocida de los cromosomas VII y
XIV vienen representadas por orden creciente en la numeracion de trabajo en
las Figuras 4.2.1 a 4.2.26. Del mismo modo, se recopilaron los valores de los
niveles de m RNA relativo y absoluto de cada ORF hibridada (Tabla 4.4).

En las figuras que acompaiian a las tablas de cuantificacion se incluye
un dato relativo al tamafio minimo del transcrito, éste es un valor de
referencia que se corresponde exactamente con el tamafio de la ORF
expresado en nucleétidos. Teniendo en cuenta que los puntos de inicio de la
transcripcion en levaduras pueden estar situados, respecto al ATG, entre las
posiciones —60 y —400, y que las sefiales de terminacion, mas las colas poli-A
caracteristicas del mensajero, pueden suponer un incremento adictonal entre
150 y 400 nucleétidos, el tamafio real del transcrito puede verse aumentado
entre 210 y 800 nucleotidos. La mayoria de los valores obtenidos de manera
experimental se adecuaron a los valores tedricos calculados, si bien la
determinacion exacta de su longitud queda pendiente de la localizacion

concreta de los puntos de inmicio y terminacion de la transcripcion.

Para el céalculo de los niveles relativos de expresion se eligié como
referencia la condicién de cultivo en la que se obtuvo el mayor nivel de
expresion. El nivel absoluto se calculdé por referencia al de actina en la
condicion de cultivo numero 2. En los casos en que se obtuvieron mualtiples

transcritos (MT), no se realizé la cuantificacion.
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A continuacion se muestran los resultados obtenidos (Figuras 4.2.1 a
4.2.26.) en las hibridaciones de los RNAs extraidos en diferentes condiciones
de cultivo: 1-YPGE, 2-YPD, 3-YPD/fase estacionaria, 4-YNBglu/privacion
de aminodcidos, 5-YNBglu/privacion de nitrogeno, 6-YNBglu/choque
osmotico, 7-YNBgluw/23°C, 8-YNBglw/36°C, A-YPGE/Sc.roxi, B-
YPGE/Sc.rox6, C-YPGE/Sc.hapl, con sondas especificas de 103 ORFs de
funcién desconocida de los cromosomas VII y XIV de S. cerevisiae. Cada
hibridacion esta acompaiiada con su respectiva hibridaciéon con ACT! para el
calculo del nivel absoluto y con rRNA235S para la comreccion de ‘carga. Entre
paréntesis se sefiala la nomenclatura estandar de cada ORF. También se indica

el tamafio minimo esperado del transcrito.
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ACT1

Figura 4.2.1. Hibridaciones de los RNAs extraidos en diferentes condiciones de cultivo
con las sondas correspondientes a las ORFs de funcion desconocida G2850, G2856, G2861
y G2882 del cromosoma VII de S. cerevisiae.

89



Analisis de la expresion de 103 ORFs de funcion desconocida en S. cerevisiae
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Figura 4.2.2. Hibridaciones de los RNAs extraidos en diferentes condiciones de cultivo
con las sondas correspondientes a las ORFs de funcion desconocida G2889, G2913, G2916
y G3080 del cromosoma VII de S. cerevisiae.
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Figura 4.2.3. Hibridaciones de los RNAs extraidos en diferentes condiciones de cultivo
con las sondas correspondientes a las-ORFs de funcion desconocida G3090, G3107, G3110
y G3113 del cromosoma VII de S. cerevisiae.
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Figura 4.2.4. Hibridaciones de los RNAs extraidos en diferentes condiciones de cultivo
con las sondas correspondientes a las ORFs de funcion desconocida G3116, G3146, G3168
y G3175 del cromosoma VII de S. cerevisiae.
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Figura 4.2.5. Hibridaciones de los RNAs extraidos en diferentes condiciones de cultivo
con las sondas correspondientes a las ORFs de funcion desconocida G3179, G3189, G3193
y G3210 del cromosoma VII de S. cerevisiae.
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Figura 4.2.6. Hibridaciones de los RNAs extraidos en diferentes condiciones de cultivo
con las sondas correspondientes a las ORFs de funcion desconocida G3406, G3432, G3435
y G3474 del cromosoma VII de S. cerevisiae.
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Figura 4.2.7. Hibridaciones de los RNAs extraidos en diferentes condiciones de cultivo
con las sondas correspondientes a las ORFs de funcion desconocida G3483, G3489, G3505
vy G3517 del cromosoma VII de S. cerevisiae.
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Figura 4.2.8. Hibridaciones de los RNAs extraidos en diferentes condiciones de cultivo
con las sondas correspondientes a las ORFs de funcion desconocida G3535, G3540, G3679
y G3690 del cromosoma VII de S. cerevisiae.
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Figura 4.2.9. Hibridaciones de los RNAs extraidos en diferentes condiciones de cultivo
con las sondas correspondientes a las ORFs de funcion desconocida G3719, G3759, G4332
y G7538 del cromosoma VII de S. cerevisiae.
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Figura 4.2.10. Hibridaciones de los RNAs extraidos en diferentes condiciones de cultivo
con las sondas correspondientes a las ORFs de funcion desconocida G7553, G7584, G7587
y G7589 del cromosoma VII de S. cerevisiae.
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Figura 4.2.11. Hibridaciones de los RNAs extraidos en diferentes condiciones de cultivo
con las sondas correspondientes a las ORFs de funcién desconocida G75%94, G7725, G7737
y G7748 del cromosoma VII de S. cerevisiae.
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Figura 4.2.12. Hibridaciones de los RNAs extraidos en diferentes condiciones de cultivo
con las sondas correspondientes a las ORFs de funcion desconocida G7801, G7806, G7826
y G8523 del cromosoma VII de S. cerevisiae.
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Figura 4.2.13. Hibridaciones de los RNAs extraidos en diferentes condiciones de cultivo
con las sondas correspondientes a las ORFs de funcion desconocida G8530, G8537 y
G8541 del cromosoma VII de S. cerevisiae.
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Figura 4.2.14. Hibridaciones de los RNAs extraidos en diferentes condiciones de cultivo
con las sondas correspondientes a las ORFs de funcion desconocida N1696, N1706, N1710
y N1714 del cromosoma XIV de S. cerevisiae.
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Figura 4.2.15. Hibridaciones de los RNAs extraidos en diferentes condiciones de cultivo
con las sondas correspondientes a las ORFs de funcién desconocida N1718, N1727, N1735
y N1739 del cromosoma XIV de S. cerevisiae.
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Figura 4.2.16. Hibridaciones de los RNAs extraidos en diferentes condiciones de cultivo
con las sondas correspondientes a las ORFs de funcién desconocida N1743, N1747, N1751
y N1761 del cromosoma XIV de S. cerevisiae.

104



RESULTADOS Y DISCUSION

rRNA235S rRNA255

N1765
(YNL152w)

1ABC

1 ABC

ACT1

tRNA25S

N1773
| (TNLISOw) WRUETVAE BESw
8 1ABC 1ABC

=

il S b A B DR

ACT1 T ACT1

rRNA25S rRNA25S

12345678

N1774
(YNL149c)

- -

ACT1 o ' ACTI

N1777
(YNL148c)

Figura 4.2.17. Hibridaciones de los RNAs extraidos en diferentes condiciones de cultivo
con las sondas correspondientes a las ORFs de funcion desconocida N1765, N1773, N1774
y N1777 del cromosoma XIV de S. cerevisiae.
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Figura 4.2.18. Hibridaciones de los RNAs extraidos en diferentes condiciones de cultivo
con las sondas correspondientes a las ORFs de funcion desconocida N1780, N1785, N1790
y N1795 del cromosoma XIV de S. cerevisiae.
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Figura 4.2.19. Hibridaciones de los RNAs extraidos en diferentes condiciones de cultivo
con las sondas correspondientes a las ORFs de funcion desconocida N1825, N1843, N1847
y N1850 del cromosoma XIV de §. cerevisiae.
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Figura 4.2.20. Hibridaciones de los RNAs extraidos en diferentes condiciones de cultivo
con las sondas correspondientes a las ORFs de funcion desconocida N1858, N1870, N1872
y N1875 del cromosoma XIV de S. cerevisiae.

108



RESULTADOS Y DISCUSION

rRNA25S

1 ABC 1A

N1879
(YNL126w)

|=
IS

2538nt
ACT1
rRNA258
SEYSENERE (YNL125c) BE 0% 0% ° 1
2345678 12345¢678 lABC]AC
; - o - . .
ACT1 ACT1

rRNA25S rRNA25S

N1888

48 & pabot 8 8 | (YNL124w)

12345678
1476nt

ACT1 - ACT1
rRNA25S rRNA25S
' | N1897 *

(NLI3w) IR T T

12345678 1ABC 1ABC

ACT1

Figura 4.2.21. Hibridaciones de los RNAs extraidos en diferentes condiciones de cultivo
con las sondas correspondientes a las ORFs de funcion desconocida N1879, N1882, N1888
y N1897 del cromosoma XIV de S. cerevisiae.
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Figura 4.2.22. Hibridaciones de los RNAs extraidos en diferentes condiciones de cultivo

con las sondas correspondientes a las ORFs de funcion desconocida N1913, N1917, N1925
y N1929 del cromosoma XIV de S. cerevisiae.
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Figura 4.2.23. Hibridaciones de los RNAs extraidos en diferentes condiciones de cultivo
con las sondas correspondientes a las ORFs de funcién desconocida N1954, N1958, N1962
y N1966 del cromosoma XIV de S. cerevisiae.
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Figura 4.2.24. Hibridaciones de los RNAs extraidos en diferentes condiciones de cultivo
con las sondas correspondientes a las ORFs de funcion desconocida N2160, N2185, N2190
y N2194 del cromosoma XIV de S. cerevisiae.
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Figura 4.2.25, Hibridaciones de los RNAs extraidos en diferentes condiciones de cultivo
con las sondas correspondientes a las ORFs de funcion desconocida N2205, N2215, N2219
y N2227 del cromosoma XIV de S. cerevisiae.
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Figura 4.2.26. Hibridaciones de los RNAs extraidos en diferentes condiciones de cultivo

con las sondas correspondientes a las ORFs de funcion desconocida N2231, N2250, N2254
y N2312 del cromosoma X1V de S. cerevisiae.
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Tabla 4.4. Valores de Nivel Relativo (NR) y Absoluto (N.A)
correspondientes a las hibridaciones de los RNAs extraidos en
diferentes condiciones de cultivo (1-YPGE, 2-YPD, 3-YPD/fase
estacionaria, 4-YNBglu/privacion de aminoacidos, 5-YNBglu/privacion
de nitrdgeno, 6-YNBglu/choque osmoético, 7-YNBglu/23°C,
YNBglu/36°C) con sondas especificas de 103 ORFs de funcién
desconocida en los cromosomas VII y XIV de S. cerevisiae. (AE.:
Actividad Especifica de las sondas en x10°de cpm/pg de DNA, ND: No
Determinado, <1: No detectado, MT: Multiples Transcritos).

N]VELRELATIVO
' (%)
S ';;2 ©3 4056

IEIEE

RS 6T 100 78t
‘100 68 78
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Tabla 4.4. Valores de Nivel Relativo (NR) y Absoluto (N.A)
correspondientes a las hibridaciones de los RNAs extraidos en
diferentes condiciones de cultivo (1-YPGE, 2-YPD, 3-YPD/fase
estacionania, 4-YNBglw/privacion de aminocidos, 5-YNBglu/privacion
de nitrégeno, 6-YNBglu/choque osmotico, 7-YNBglu/23°C,
YNBglu/36°C) con sondas especificas de 103 ORFs de funcién
desconocida en los cromosomas VII y XIV de S. cerevisiae. (AE.:
Actividad Especifica de las sondas en x10°de cpm/pg de DNA, ND: No
Determinado, <1: No detectado, MT: Miiltiples Transcritos).
{Continuacion)
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Tabla 4.4. Valores de Nivel Relativo (N.R.) y Absoluto (N.A)
correspondientes a las hibridaciones de los RNAs extraidos en
diferentes condiciones de cultivo (1-YPGE, 2-YPD, 3-YPD/fase
estacionaria, 4-YNBglu/privacidn de aminodcidos, 5-YNBglu/privacion
de nitrégeno, 6-YNBglu/chogue osmético, 7-YNBglu/23°C,
YNBglu/36°C) con sondas especificas de 103 ORFs de funcion
desconocida en los cromosomas VI y XIV de S. cerevisiae. (AE.
Actividad Especifica de las sondas en x10°de cpm/ug de DNA, ND: No
Determinado, <1: No detectado, MT: Miultiples Transcritos).
{Continuacién)
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Tabla 4.4. Valores de Nivel Relativo (NR.) y Absoluto (N.A.)
correspondientes a las hibridaciones de los RNAs extraidos en
diferentes condiciones de cultivo (1-YPGE, 2-YPD, 3-YPD/fase
estacionaria, 4-YNBglu/privacién de aminoacidos, 5-YNBglu/privacién
de nitrogeno, 6-YNBglu/choque osmético, 7-YNBglu/23°C,
YNBghu/36°C) con sondas especificas de 103 ORFs de funcidn
desconocida en los cromosomas VII y XIV de §. cerevisiae. (AE:
Actividad Especifica de las sondas en x10%de cpm/pg de DNA, ND: No

Determinado, <1: No detectado, MT: Muiltiples Transcritos).
(Continuaci6n)
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El analisis de Northern realizado con las 103 ORFs de los cromosomas
VII y XIV de S.cerevisige, permitié detectar la expresion de 86 ORFs
(83,5%). Para cinco de ellas (4,9%), no fue posible visualizar una sefial de
hmbndacion (G2850, G3719, N1785, N1795 y N1872). Por otro lado, once
ORFs (10.7%) presentaron dos transcritos de tamafio compatible con el de la
secuencia de la ORF correspondiente (G2889, G3189, G3193, G3406, G3435,
G3535, G3540, G7826, N1735, N1743 y N1777) no siendo posible descartar

uno de los dos. Finalmente, una ORF (G8541) presento varios transeritos.

4.4, Niveles absolutos de expresion:

Los Niveles Absolutos de cada ORF (N.A.) se calcularon refiriéndolos
al nivel de expresién de ACT! en la condicion de cultivo nimero 2 tal como

se describe en Materiales y Métodos.

4.4.1. Clasificacidn de las QRFs en funcién de su nivel absoluto:

Con los wvalores de nivel absoluto calculados se realizd una
clasificacion de las distintas ORFs en funcion de sus niveles de expresion
(Tabla 4.5.):

- Alta expresion: N.A. > = 0.5
- Mediana expresion: = 0.1 <N.A. < 0.5
- Baja expresion: N.A. < 0.1

- No detectable: ausencia de sefial.

Aquellas ORFs en las que no fue posible identificar un tnico transcrito

de manera inequivoca se excluyeron de la cuantificacién (MT),
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Tabla 4.5. Niveles Absolutos (N.A.)} y clasificacion de las ORFs de los cromosomas
VIO y XIV de 8. cerevisize segin su grupo de expresion (Exp.). MT: Miltiples
transcritos; ND: No Detectado; A: Alta ; M: Moderada; B: Baja.

<0,001]

BNI966 R
: N2.16° )
RIN2I85 %0

G3168
G35 10,067
G3179
GIB M
G3193
1632104
G3406
G343250
G3435
[G3474
G3483| 0,06
{GIA8Y.11E0:02.7| PR

R GTI25 00
G7737
GT7asls

Se puede observar que la mayor parte de las ORFs analizadas
pertenecen a los grupos de mediana (33%) o baja expresién (46,6%). No se
pudieron cuantificar 17 ORFs, sea porque no se visualizd ninguna sefial de
hibridacién, sea porque se observaron varios transcritos posibles para la ORF

estudiada.

La clasificaciéon de las ORFs estudiadas en grupos de niveles de
expresion nos permitié proceder a una evaluacién de la metodologia utilizada
en la deteccion de los niveles de expresién absolutos comparando los datos

obtenidos con otros aportados por diversos autores (Tabla 4.6.).
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Tabla 4.6. Comparacion de las proporciones de ORFs que pertenecen a los
cuatro grupos de nivel absoluto de expresion (A: alto; M: moderado; B: bajo,
N.C.. no cuantificado) obtenidos en diferentes laboratorios con distintos
cromosomas (crom.) de S. cerevisiae

NIVELES DE EXPRESION

Referencia

Técnica

(%)

M B

N.C.

Velculescu ef al.
(1997)

SAGE

28 9% | 34 4@

Yoshikawa y
Isono (1950}

Northern blot

75,0 .

Naitou et al.
(1997)

Northern blot

Hegemann y
Johnston
(comunicacion
personal)

Fusiones a

GFFP

Richard er al.
(1997

Northern blot/
Southern blot

Consorcio B2
EUROFAN I

Northern blot

Este trabajo

Northern blot

(a) Con mas de 100 copias de mRNA/célula, (b) Entre 10 y 100 copias de
mRNA/célula, (c) Con menos de 10 copias de mRNA/célula.

Teniendo en cuenta la obligada variabilidad, debida, tanto al
cromosoma estudiado como a las estrategias de estudio (originadas por la
diferente sensibilidad de la técnica y los umbrales adoptados para diferenciar
cada grupo de nivel de expresion), cuando se comparan los resultados
‘obtenidos por diferentes técnicas en varios laboratorios podemos considerar

que los resultados obtenidos en este trabajo son concordantes con los
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encontrados por otros autores que han analizado otras ORFs de funcién

desconocida en otros cromosomas de la levadura.

Es de destacar la incapacidad de cualquiera de los métodos utilizados
para detectar la totalidad de las ORFs analizadas. Aun exceptuando el mapeo
transcripcional del cromosoma XI (Richard et al.,, 1997) que no fue capaz de
detectar la expresion de casi la mitad de las ORFs pronosticadas por la
secuenciacion, los otros tres métodos no pudieron detectar la expresion de una

proporcion significativa de las ORFs estudiadas.

También es interesante observar la variabilidad de resultados obtenidos,
usando los mismos criterios y la misma tecnologia, en cuanto a la distribucion
de ORFs en los diferentes grupos de niveles absolutos de expresion en los
cromosomas II, TV, VII, X, XII, XIV y XV, destacandose principalmente
variabilidad en el porcentaje de ORFs que no pudieron ser cuantificadas en
cada caso (del 13,8% al 37,3%). Todos estos cromosomas han sido analizados
en el consorcio B2 de EUROFAN con el que colabora nuestro laboratorio. Si
estos datos se confirman una vez analizados la totalidad de los genes de la
levadura, estas diferencias podrian reflejar un aspecto funcional en lo que se
refiere a la comprensién de los procesos evolutivos que llevaron a la

organizacion actual del genoma de S. cerevisiae.

- Contrastando los datos presentados en la tabla 4.5. con los que
proporciona el estudio teorico de las secuencias nucleotidicas vy
relacionandolos con la informacion disponible en la literatura podemos sacar
algunas conclusiones en cuanto a la distribucion de las 103 ORFs analizadas

en los cuatro grupos de niveles absolutos de expresion:

122



RESULTADOS Y DISCUSION

4.4.1.1. ORFs cuya expresion no fue detectada:

Cinco ORFs no presentaron ninguna sefial de hibridacion en los
Northern redlizados (N1785, N1795, G2850, G3719 y NI1872); Ila
incapacidad para detectar la expresion de estas ORFs puede ser debida a

diversas circunstancias:

a- La sensibilidad de la técnica es inferior al nivel de expresion. Esto
es aplicable para aquellas ORFs que se expresan a niveles inferiores
al 1% del nivel de ACT1.

b- Entre las condiciones analizadas en este trabajo, no se encuentra(n})
presente(s) aquella(s) en las que la ORF se expresa.

¢- O finalmente que la ORF aparece en la secuencia por casualidad y

no se corresponde con un gen funcional.

En el caso de las ORFs G2850 y N1872, existen datos que indican que
se trata de genes funcionales; G2850 codifica una proteina que presenta
similitudes con la proteina hipotética C3H1.12C de S. pombe y que contiene
en su secuencia un motivo caracteristico de peptidasas seiial tipo I. En el
analisis funcional, realizado en nuestro laboratorio, se pudo comprobar que
las colonias derivadas de una espora portadora de la ORF interrumpida crecen
mas lentamente y son de menor tamafio que las silvestres, lo que revela un
'fenotipo asociado a su funcién (Tizén er al., 1998, enviado). Recientemente,
N1872 ha sido identificada como el gen TEP! que codifica una tirosin-
fosfatasa y que presenta similitudes con el gen supresor de tumores humanos
TEP1/MMAC/PTENI (Li et al., 1997). |

Aunque no existen datos sobre la funcionalidad de G3719 en

S.cerevisiae, su homologia con otras proteinas funcionales de levadura o de
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Drosophila nos hace suponer que en este caso la ausencia de sefial sea debida
a los factores relacionados con los expuestos en a y/o b. G3719 presenta
similitudes con la proteina MtpSp; que se requiere para la redistribucion de
las proteinas Sir (Silent mating type Information Regulation) desde el
telémero hasta el nucléolo (Kennedy er al., 1997). También es similar a la
proteina pumilio, de union a RNA, y que interviene en el desarrollo

embrionario de D. melanogaster (Forbes y Lehmann, 1998).

Respecto a N1785 y N1795, se trata de ORFs de 300 y 390 nucleétidos
respectivamente y que por tanto se encontrarian cercanas al limite de tamafio
establecido como minimo para considerar una ORF no cuestionable. Al no
existir datos adicionales sobre la posible funcionalidad de estas ORFs, no

podemos descartar que se trate de ORFs fortuitas.

Tentendo en cuenta que este trabajo se llevo a cabo con RNA extraido
de células haploides con el tipo de apareamiento o (Mating-fype o) existia la
posibilidad de que algunos de los genes no detectados fuesen a-especificos;
por este motivo se decidio buscar en las zonas promotoras de estas ORFs (en
una region de 800 pb 5° del ATG de inicio de cada ORF) la presencia de
sitios de union a la proteina Mata2p, responsable de la represion de la
transcripcion de los genes a-especificos (Wilson y Herskowitz, 1984). El
resultado negativo de la bisqueda permite suponer que la ausencia de

expresion no es atribuible a este motivo.
4.4.1.2. ORFs para las que fueron detectados varios transcritos:

12 ORFs dieron lugar a la deteccion de multiples transcritos. Segin los
datos recogidos en la base de datos: G3535, G3540, N1735 y N1743
codificarian proteinas hipotéticas y G3189, G7826 y NI1777 han sido
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caracterizadas por otros laboratorios en el transcurso de este trabajo, como los
genes MMS?2 (que codifica una protein-ligasa implicada en la resistencia del
DNA a agentes dafiinos), GPIl (que se requiere en la sintesis de la N-
acetilglucosaminil fosfatidilinositol) y ALF! (codificador de una tubulina alfa
asociada al citoesqueleto) respectivamente. Cinco ORFs (G2888, G3193,
G3406, G3435 y G8541) presentan similitudes con proteinas de levadura o de
otros organismos. En este caso, la multiplicidad de los transcritos, debida a
hibridactones inespecificas de la sonda con otras regiones del genoma de
S. cerevisiae, puede explicarse como ¢l resultado de la redundancia de la
informacion genética observada en la levadura. Por ejemplo, es interesante
observar que la ORF G3435 (1923 pb de longitud) presenta una gran similitud
de secuencia con la ORF YBR216¢ (2022 pb), siendo sus tamafios también
muy parecidos; las dos seflales observadas en la figura 4.2.7. (de tamaiios
proximos) podrian ser el reflejo de 1a hibridacion de la sonda de la ORF
G3435 con los transcritos de dos ORFs resultantes de una duplicacion
evolutiva. También es posible que una ORF de lugar a la aparicién de 2 6
varios transcritos de tamaiio diferente, bien por existir varias sefiales de inicio

0 por existir varias sefiales de terminacion (Freire Picos et al., 1995).

4.4.1.3. ORFs de alta expresion:

Cuatro ORFs (3,9 %) han sido ciasificadas como de alta expresion. La
ORF G3210 ha sido caracterizada por otro laboratorio en el periodo de
realizacion de este trabajo, como una probable helicasa ATP-dependiente que
seria utilizada en el procesamiento del pre-RNA ribosémico (Weaver ef al.,
1997); siendo el rRNA uno de los dcidos nucléicos mas abundantes en la
célula, el elevado nivel de expresion de este gen podria indicar que su

producto es también abundante para facilitar dicho procesamiento.
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Los elevados niveles de expresion obtenidos para las otras 3 ORFs no
parecen sin embargo ficilmente interpretables, asi por ejemplo G2913 no ha
sido aun caracterizada y se considera como una proteina hipotética; a pesar de
sus altos niveles de expresion, la delecion del gen, realizada en nuestro
laboratorio, no da lugar a un fenotipo relevante en las condiciones ensayadas
(Tizén et al,, 1998 enviado). Respecto a las otras dos ORFs, no se tienen
datos que puedan estar relacionados con su alto nivel de expresion; la ORF
G7737 codifica una proteina hipotética y la ORF G8537 presenta una gran
similitud con el gen SGEI que codifica una proteina de resistencia a farmacos
(Goffeau et al., 1997).

4.4.1.4. ORFs de expresion media:

Se encontraron 34 ORFs (33%) de expresion media; estos resultados
inclayen a 12 ORFs consideradas hipotéticas porque no poseen ninguna
homologia con cualquiera de las secuencias presentes en las bases de datos
(G3505, G3690, G7594, N1773, N1850, N1929, N2190 y N2254) o presentan
smmilitudes significativas con otras ORFs de funcion desconocida en
S. cerevisiae (G8523, N1925, N1962, N2194). El hecho de que se haya

detectado su expresion indica que se trata de genes funcionales.

Para las otras 22 ORFs originalmente consideradas como desconocidas
y pertenecientes a este grupo, existen otros datos adicionales que corroboran
su funcionalidad (Ver Tabla I del apéndice).

4.4.1.5. ORFs de baja expresion:

48 ORFs presentaron un nivel de expresién absoluto inferior al 1 % del

nivel de ACTI; de estas, 18 ORFs se consideraban proteinas hipotéticas
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(G3116, G4332, G3107, G3483, G3489, G7801, N1706, N1714, N1739,
N1751, N1765, N1888, N2227, NI1710, N1747, N1790, N1913 y N2219).
Cinco ORFs (G3175, NI1761, NI1917, N2160 y N2205) han sido
caracterizadas como los genes NBP35, YNB4, PSUI, PIE3 y PHO23
respectivamente, y sus funciones no estin completamente dilucidadas. Las 23
ORFs restantes presentan similitudes con proteinas de S. cerevisiae o de otros
organismos. La informacién disponible no nos permite relacionar los niveles

de expresion observados con la funcion hipotética de las ORFs estudiadas.

Si comparamos la distribucién de expresion de las ORFs analizadas en
este trabajo con otros estudios realizados en levaduras (Yoshikawa e Isono,
1990, Veculescu et al., 1997, Richard et al., 1997, DeRisi et al., 1997,
Wodicka X et al., 1997; Naitou et al., 1997; consorcio B2 de EUROFAN I)
los datos son coincidentes e indican que practicamente la mitad de los

transcritos estan presentes a bajos niveles.

Ademas, es interesante observar que segun los datos obtenidos en
nuestro estudio, la mayoria de estos transcritos se expresaron a niveles
detectables en todas las condiciones probadas, a pesar de que, probablemente,
no todas las ORFs implicadas codifiquen proteinas con funciones esenciales
para el crecimiento. Se puede especular que durante la evolucién de las
células de levadura, resultd mas rentable tolerar una expresion global (aunque
generalmente de bajo nivel) de funciones inapropiadas bajo una condicién de
crecimiento particular, que hacer frente a los requisitos energéticos de una

regulacion transcripcional total de los genes correspondientes.

Ademas de las condiciones generales que acabamos de comentar y que
permiten interpretar el elevado porcentaje de genes de baja expresion,

también es posible pensar que existen condiciones especificas en el fondo
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genético de la linea FY73 utilizada que determinen bajos niveles de expresion

de genes concretos,

Aunque la cepa FY73 se considerd silvestre, se trata de una linea

haploide de tipo Mato.. Se pensé que dentro de las ORFs que presentaron un

bajo mivel de expresiém, podia haber genes a-especificos parcialmente

reprimidos en las células a utilizadas para hacer las extracciones de RNA. Se

estudid la zona promotora (800pb) de estas ORFs con un bajo nivel absoluto y
se destacaron nueve ORFs (G2861, G3090, G3116, G3179, G7589, G8530,

N1761, N1958 y N2160) que presentaban sitios de unién para el factor

represor de los genes a-especificos, Mata2p (Figura 4.3)).

ORF |N.A. H SECUENCIA Pos. }-800 -700 600 -500 -400 -300 -200 -100 ATG
G2861 [0,06171,4| TATTTCACGGTTTT |-570
G3090 |0,01171,4| TATTACTTGGTTTT |(-180
G3116 (0,02{71.4| GATTTGTTCGTITT |-161
G31790,02]75,0] TTATTATTATACAA |-185
7589 |0,03|71,4] GATGTICTACGTGGT |-755
G85300,05|71,4| GCTTTCTGGCTTGT |-142
N1761 (0,05} 71,4| GAAAACAGGGTTTT |-431
714 GATTCCTTGGTTTC [-290
N1958 |0,04|71.4| CCTGTATAGGTTTT |-551
N2160 | 0,03 [ 71.4| GATGTCGGTGATTC {-529
Con. | GATGTCTGGGTTTY

Figura 4.3. Representacién de las ORFs de baja expresion que presentaron en su
zona promotora (800pb) secuencias con un porcentaje de homologia (%H) superior a
70% con la secuencia consenso (Con.) del sitio de unién para el factor Mato2p.
Ademas de dar la posicion (Pos.) exacta del sitio de unién se indica la zona donde
esta presente en el promotor de la ORF considerada. X: localizacién en el promotor
del sitio de union del factor Mcm1p.

Excepto para las ORF G7589, cuyo sitio de unién a Mata2p estd mas

alejado, y N1761 que presentd dos sitios de unién, las demas ORFs parecen

tener los sitios de unién a Mata2p localizados en dos regiones concretas
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respecto del ATG de inicio (-600 a —500 para 3 ORFs y -200 a -100 para 4
ORFs). La ORF N1761 presenta una alta probabilidad de ser un gen a-
especifico ya que se demostré que Mata2p suele reprimir la expresion de los
genes a-especificos cuando estd asociado con Mcemlp (Johnson, 1992), una
proteina que aumenta la afinidad de unién a DNA de Mata2p por lo menos 50
veces (Keleher ef al., 1988). El sitio de unién de Mcmlp en el promotor de
los genes a-especificos suele estar localizado entre dos sitios de union a
Mata2p (Herskowitz et al., '1992) lo que sucede con la ORF N1761, cuyo

promotor contiene un sitio de unién a Mcm1p situado en la posicion — 334.

Estos resultados obtenidos en el promotor sugieren que un porcentaje
(7.8%) de ORFs de baja expresion pudiera incrementar su expresion en un
fondo genético a, sin embargo seria necesario comprobar experimentalmente

esta hipétesis.

442, Relacidén de los niveles absolutos de expresidén con otros parametros

2ENICOS YV ZENOMICOS:

4.4.21. Comparacién de los niveles de expresion con los indices de CAL

El origen del indice de CAI (Codon Adaptation Index propuesto por
Sharp y Li, 1987) esta en la observacion de que, pese que el cédigo genético
es degenerado, los codones sinénimos son raramente utilizados con la misma
frecuencia. Los factores selectivos que controlan el uso de codones han sido
mas extensamente estudiados en organismos unicelulares procariotas

(bacterias) y eucariotas (levaduras).

El indice de CAI cuantifica la frecuencia relativa del uso de un coddén
particular en un gen. Los valores que toma oscilan de 0 a 1 y los valores mas
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elevados indican mayor desviacion en el uso de codones. De forma teérica, el
CAI esta relacionado con una mayor eficacia en la traduccion de determinados
mensajeros que contienen aquellos codones cuyos anticodones son mds

abundantes en la poblacién de tRNAs.

Adicionalmente, se ha encontrado (Benetzen y Hall, 1982) que los
genes de levadura que se expresan a un alto nivel utilizan casi exclusivamente
25 de los 61 codones posibles. Por el contrario, en genes que se expresan a
niveles muy bajos, todos los codones son utilizados y el uso de codones es por
lo general menos selectivo, es decir, hay una menor desviacion (bias) en el

uso aleatorio de codones.

Si se utilizan los valores de CAI, correspondientes a las ORFs
analizadas, recopilados en la tabla 4.7. y recogidos en la base de datos de
MIPS (Martinsride Institute for Protein Sequences) para compararlos con los
valores de nivel absoluto obtenidos en este trabajo, se obtiene una
representacion grafica que puede ser orientativa de la relacién existente entre

ambos (Figura 4.4.).
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Tabla 4.7. Niveles absolutos (N.A)) v valores de indice de CAJ de las ORFs

analizadas en los cromosomas VIIy XIV de S. cerevisiae
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N A c
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Como hemos visto en ¢l apartado anterior, la gran mayoria de las ORFs

analizadas en este trabajo pueden clasificarse como de baja 0o moderada

expresion. En La figura 4.4. podemos ver que los valores de CAI estan dentro

de un rango relativamente homogéneo, con un valor minimo de 0,08 (N1777)

y maximo de 0,31 (G3474), compatible con genes de expresién baja o

moderada. Sin embargo algunas ORFs de alta expresién no muestran un

valor de CAI elevado, lo que indica que, a pesar de temer unas tasas de

transcripcion altas, puede que su eficacia a nivel traduccional no sea 6ptima.
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@ CAl @mN.A.

N.A./CAI Cromosoma VIl
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Figura 4.4. Comparacion de los niveles absolutos (N.A.)) de
expresion de las 103 ORFs de funcion desconocida en los
cromosomas VII y XIV de S. cerevisiae con sus respectivos
indices de CA/. Las ORFs estan numeradas siguiendo su orden
creciente en la nomenclatura.

4.4.2.2. Comparacion de los niveles de expresion con el tamaiio de las ORFs:

Cuando, después del proyecto de secuenciacion del genoma de
levadura, se eligieron las ORFs de funcion desconocida que iban a ser

analizadas en EUROFAN 1, se descartaron todas las que poseian un tamafio
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inferior a 300 nucledtidos ya que la probabilidad de que una ORF mayor de
100 codones ocurriera solo por casualidad era muy baja (0,2%) (Barry et al.,
1996). ;Se puede especular que una ORF pueda ver su expresion influenciada

por la longitud de su secuencia nucleotidica?

Cuando correlacionamos el nivel absoluto de expresion de las ORFs
analizadas con sus respectivos tamaiios (Figura 4.5.) podemos ver que todas
las ORFs con un tamafio superior a 2500 nucledtidos presentaron un bajo
nivel de expresion, incluso dos de ellas, G2850 y G3719 de 4.209 y 2.664
nucleotidos respectivamente, no fueron detectadas. Por otro lado, las ORFs
con un tamafio inferior a 2.000 nucledtidos se reparten de manera
relativamente homogénea entre las ORFs de baja y moderada expresion y las
4 ORFs que se expresan a altos niveles no tienen un tamafio homogéneo
aunque en todos los casos éste es inferior a 2.000 nucledtidos. Finalmente,
cabe destacar que dos ORFs (N1785 y N1795) que poseen tamafios (300 y
390 nucleotidos respectivamente) cercanos al elegido para considerar una

OREF fortuita no fueron detectadas en el analisis transcripcional.

Longitud
ORFs
4500 -
4000 ¥
3500 1%

Pe
3000 1%
2500
2000 & @ ' *
1500 e ]

1000 * &
500 i
0 — i Nivel

0,00 01 0.5 2,0 Absoluto

1
T

Figura 4.5. Grafica de correlacion entre los niveles absolutos de expresion y
los tamafios (en nucledtidos) de las 103 ORFs de funcion desconocida en los
cromosomas VII y XIV de S. cerevisiae.
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4423 Anpahsis de los niveles absolutos de expresién en relacion con la

posicion en el cromosoma:

- Analisis realizado a partir de las 103 ORFs estudiadas en este trabajo:

Una representacion esquemdtica de la distribucién de los valores de
nivel absoluto de expresion obtemidos para las ORFs analizadas a lo largo de
las regiones estudiadas en este trabajo dentro de los cromosomas VII y XIV
de S. cerevisiae se muestra en la figura 4.6. En un primer analisis se estudié la
distribucion de los niveles de expresion teniendo en cuenta si la ORF esta
situada en la hebra de Watson o de Crick. Los datos recopilados en la tabla
4.8. nos indican que la distribucién de los niveles es muy homogénea, lo que
revela un reparto aleatorio de los niveles de expresién a lo largo de las dos

hebras de los cromosomas.

Tabla 4.8. Distribucion de las ORFs en las hebras de Watson (W) y Crick (C)
de los cromosomas (crom.) VII y XIV de S. cerevisiae en funcién de su nivel
de expresion absoluto (N.A).

HEBRA C W C+WwW

Total ORFs 24 27 51
Alta expresion 2 (8,3%) 2 (7,4%) 4 (7,8%)
Mediana expresion 8(33,3%) | 10(37,1%) 18 (35,3%)
Baja expresion i1 (45,8%) 7 (25,9%) 18 (35,3%)
No detectadas 1(4,2%) 1 (3,7%) 2 (3,9%)

Miiltiples transcritos 3(12,5%) 6 (22,2%) 9 (17,7%)
Total ORFs 22 30 52

Alta expresion - - -
Mediana expresion 8 (36,4%) 8 (26,7%) 16 (30,8%)
Baja expresion 11 (45,8%) | 19(63,3%) 30 (57,6%)
No detectadas 1(4,2%) 2 (6,7%) 3 (5,8%)
Miultiples transcritos 2 (8,3%) 1(3,3%) 3 (5,8%)
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Si la distribucion de los niveles de expresién absolutos de las distintas
ORFs dentro de las dos hebras de un mismo cromosoma parece homogénea,
la comparacién entre los dos cromosomas estudiados muestra diferencias
significativas. Asi la region estudiada del cromosoma XIV no presentd
ninguna ORF con un alto nivel de expresion pero si una alta concentracion de
ORFs de baja expresion (Tabla 4.8.).

" Un estudio de la distribucién de los genes activos y de los niveles de
expresion de los transcritos en el cromosoma VI de S. cerevisiae, mostro que
el gen de alta expresion ACT/ se situaba con otros genes de expresion
comparable en la region central de los brazos cromosomicos, en oposicidn
con los genes de menor expresion, situados todos a ambos lados de esta zona
(Yoshikawa y Isono, 1991). En este trabajo, dos ORFs (G2913 y G3210) que
presentaron niveles de expresion absoluta comparables con los de ACT7 (1,58
y 1,15 respectivamente) también estan situados en la zona central del brazo
izquierdo del cromosoma VII. Sin embargo, otras dos ORFs consideradas
como de alta expresién (G7737 y G8537), pero que mostraron niveles de
expresion absoluta inferiores al de ACT7 (0,74 y 0,50 respectivamente), estan
relativamente cerca de la region telomérica del brazo derecho del cromosoma
VII. Finalmente en el cromosoma XIV, a pesar de haber estudiado una region
céntrica de su brazo izquierdo, no aparecié ninguna ORF de nivel de

expresion absoluta comparable al de ACT1.

Otro aspecto que muestra la figura 4.6. es la ubicacion de las ORFs que
no pudieron ser cuantificadas al no presentar ninguna sefial de hibridacion. Se
encuentran relativamente aisladas unas de otras y no demasiado lejos de otras
ORFs cuyos transcritos fueron detectados (incluso con niveles absolutos de

expresion altos y moderados), lo que indica que la ausencia de transcrito no es
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atribuible en estos casos a un efecto posicional de la ORF considerada en una

determinada region del cromosoma.

CROMOSOMA VII CROMOSOMA XTIV

Figura 4.6. Representacion esquematica del nivel absoluto de expresién de las 103 ORFs
de funcion desconocida en los cromosomas VII y XIV de S. cerevisiae. (W: hebra de
Watson, C: hebra de Crick). Los cuadros blancos dentro de las regiones estudiadas indican
las ORFs que presentaron multiples transcritos (M.T.) o ninguna sefial de hibridacién ()]
para las cuales no fue posible calcular un valor de nivel absoluto.
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- Analisis realizado sobre las 132 y 250 ORFs estudiadas en los cromosomas

VI y XIV respectivamente:

Dado que las regiones analizadas en este trabajo podian no resultar
representativas de lo que sucede realmente en los dos cromosomas estudiados,
ampliamos el analisis con los datos aportados por otros laboratorios que
participan en el consorcio B2. Una confirmacién de si existe correlacién entre
la localizacion de los diferentes tipos de ORFs y su nivel absoluto de
expresion puede lograrse en un estudio a escala cromosémica, El anilisis de
la distribucién de los valores de nivel absoluto resultantes de la totalidad det
analisis realizado por €l consorcio B2 (132 ORFs del cromosoma VII y 250

del cromosoma X1V) se muestra en la figura 4.7.

El analisis de los datos reflejados en la figura 4.7. conjuntamente con
los de la tabla 4.8., permite confirmar la alta concentracion de ORFs de baja
expresion en el cromosoma XIV respeto al cromosoma VII (69,2% vs 33,3%).
Por el contrario el cromosoma VII contiene un alto porcentage de ORFs de

alta y moderada expresién (39,3%) frente al cromosoma XIV (9,2%).

En lo que se refiere a la distribuciéon de las ORFs a lo largo del
cromosoma en funcién de su nivel absoluto, se puede observar que en los
cromosomas VII y XIV, las ORFs de alta expresion tienden a distribuirse
tanto en las regiones centrales de los brazos cromosomicos como en las
regiones subteloméricas y pericentroméricas; por tanto las observaciones de
Natou et al. (1997) en el cromosoma VI no parecen extrapolables a la
totalidad de los cromosomas, hecho que coincide con los datos aportados por

el reciente estudio de Vesulescu ef al. (1997).
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Figura 4.7. Comparacion de la densidad génica con la distribucion de los valores de nivel

absoluto [A: alto (con un valor relativo de +4); M: moderada (+3); B: baja (+2); N.C.: no
| calculado: ORFs no detectadas y con multiples transcritos (+1); N.E.: no estudiados (-)] a

lo largo de los cromosomas VII y XTIV de S. cerevisiae. Se sefialan con flechas de doble

cabeza las regiones estudiadas en este trabajo y con puntas de flecha negra la situacion de
‘ las ORFs que no presentaron ninglin transcrito en este trabajo.
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4.4.2 4. Expresion y densidad génica:

Los niveles de expresion pueden estar relacionados no sélo con la
localizacion en el cromosoma sino también con las caracteristicas particulares

de una determinada regién, como por ejemplo la densidad génica.

Cuando analizamos la localizaciéon de las ORFs no detectadas en este
trabajo y la comparamos con la densidad génica a lo largo del cromosoma,
podemos ver (Figura 4.7.) que, para el cromosoma XIV dos de estas ORFs
(N1785 y N1795) se localizan en una region de baja densidad génica media
(65%) mientras que la ORF N1872 y las dos ORFs no detectadas del
cromosoma VII estan situadas en una zona de alta densidad génica (superior
al 80%).

Tabla 4.9. Distribucion de las ORFs de funcién desconocida no detectadas en
los cromosomas VII y XIV de . cerevisiae en funcion de la densidad génica.
P representa €l porcentaje de la secuencia total de los cromosomas VI y XIV
con una densidad génica determinada y D.A. la distribucion aleatoria de las
ORFs no detectadas esperada en funcion de P.

.ORFs no
detectadas

>80% 38 (55,0%)

Densidad génica

80%-70% 23 (33,4%)

<70% 8 (11,6%)
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Sin embargo, st analizamos la totalidad de las ORFs no detectadas en los
cromosomas VII y XIV por todos los laboratorios del consorcio B2, podemos
observar que un porcentaje elevado (55%) estd situado en zonas de alta
densidad génica (>80%) mientras que solo un 11% esta situado en regiones de
baja densidad génica (<70%). Esta distribucion se aleja de la distribucion
aleatona esperada en funcion del porcentaje de secuencia génica total

correspondiente a las citadas densidades génicas (Tabla 4.9.).

4.5. Niveles relativos de expresion;

Los niveles relativos de mRNA en cada condicion de cultivo nos
permiten comparar las seitales de hibridacion obtemidas en las distintas
situaciones de crecimiento. Estan representados por el porcentaje relativo a la
sefial méxima obtenida en una de las ocho condiciones del proyecto

EUROFAN.

4.5.1. Niveles de expresion en las distintas condiciones de cultivo:

La representacion grafica de los valores obtenidos p;cxra las 103 ORFs de
los cromosomas VII y XIV de S cerevisige nos permite estudiar el
comportamiento general de la transcripcion de estas ORFs en las 8 condiciones
estudiadas (Figura 4.8.). Se puede asi destacar la reduccion de la expresiéon
génica durante la fase estacionania para numerosas ORFs. También hay que
sefialar el elevado porcentaje de ORFs del cromosoma XIV que responden al

choque osmético.
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CROMOSOMA VII CROMOSOMA XIV

Figura 4.8. Representacion de los niveles relativos de las 103 ORFs de funcion
desconocida de los cromosomas VII y XIV de S. cerevisiae (1-YPGE, 2-YPD, 3-YPD/fase
estacionaria, 4-YNBglu/privacion de aminoacidos, 5-YNBglu/privacion de nitrogeno, 6-
YNBglu/choque osmético, 7-YNBglu/23°C, 8-YNBglu/36°C.
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Un andlisis mas detallado nos permite afinar estas observaciones y
comparar los resultados obtenidos para cada cromosoma. Cuando calculamos
el porcentaje de las ORFs cuantificadas que se expresan por encima del 50 %
de su nivel absoluto en cada condicion de cultivo, obtenemos la grafica de la

Figura 4.9.

avil
BXIV

Condiciones de estudio

Figura 4.9. Proporcion de las ORFs cuantificadas que se expresaron
como minimo a una tasa del 50% de su nivel absoluto en las distintas
condiciones de cultivo (1-YPGE, 2-YPD, 3-YPD/fase estacionaria, 4-
YNBglu/privacion de aminoacidos, 5-YNBglu/privacion de nitrogeno, 6-
YNBglu/choque osmético, 7-YNBglu/23°C, 8-YNBglu/36°C).

Esta figura nos permite confirmar la disminuciéon de la transcripcion
durante la fase estacionaria para el 74,7% y 80,4% de las ORFs de los
cromosomas VII y XIV respectivamente. En el resto de las condiciones
ensayadas (Tabla 4.10.), en general el porcentaje de ORFs que superan el 50%
de su expresion absoluta superan el 60 % de la totalidad de las ORFs
estudiadas, excepto para el crecimiento en glicerol-etanol donde son

aproximadamente la mitad.
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Tabla 4.10. Proporcién de las ORFs cuantificadas que se
expresaron ¢omo minimo a una tasa del 50% de su nivel
absoluto en los cromosomas (Crom.) VII y XIV en las
distintas condiciones (Cond.) de cultivo (1-YPGE, 2-YPD, 3-
YPD/fase estacionaria, 4-YNBglu/privacion de aminoécidos,
5-YNBglu/privacion de  nitrdgeno, 6-YNBglu/choque
osmético, 7-YNBglu/23°C, 8-YNBghy/36°C).

Cuando comparamos la regulacién de las ORFs en los dos cromosomas,
podemos ver que no existen discrepancias en el porcentaje de ORFs que se
expresan cercanas a su nivel absoluto en YPD, sin embargo en las otras
condiciones de crecimiento se observan diferencias, principalmente en YPGE,

durante el choque osmoético o a temperaturas extremas.

4.5.2. Clasificaciéon de las ORFs en funcién de su regulacion:

Las 8 condiciones de cultivo elegidas en ¢l consorcio B2 de EUROFAN
permitieron observar 8 tipos distintos de respuesta de las 103 ORFs analizadas

en cuanto a su regulacién transcripcional:
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- Expresion constitutiva.

- Activacién en glucosa (G+) si 1-YPGE < 2-YPD.

- Represion en glucosa (G-) si 1-YPGE > 2-YPD .

- Activaciéon en nitrégeno (N+) si 4-YNBglu > 5-Privacion de
nitrégeno.

- Represion en mitrégeno (N-) si 4-YNBglu < 5-Privacion de nitrégeno.

- Activacién en fase estacionaria (S+) si 3-YPDestacionario > 1-YPGE
02-YPD.

- Activacién durante el choque osmético (O+) si 6-choque osmético >
4-YNBglu.

- Activacién por choque térmico (H+) si 8-YNBglu 37°C > 7-YNBglu
23°C.

Si la variacion de expresién entre las condiciones consideradas
anteriormente podia cuantificarse al menos por un factor 2, se consideraba que
una ORF estaba regulada. De esta forma pudimos proceder a una clasificacién
de las ORFs en funcién de su regulacion (Tabla 4.11)).

Numerosas ORFs mostraron estar reguladas ya que solo el 37,2 % de las
ORFs cuantificadas mostraron una expresion constitutiva. Sin embargo hay que
tener en cuenta que ¢l umbral fijado para considerar una ORF como regulada
es relativamente bajo y que muchas respuestas fisiologicas estan mediadas por
variaciones transcripcionales mayores. La mayoria de estas ORFs reguladas
(45,9%) lo hicieron en respuesta solo a una de las diferentes condiciones de

cultivo, mientras que 14 de ellas (16,1%) lo hicieron frente a dos o tres.
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Tabla 4.11. Clasificacion de las 103 ORFs analizadas en los cromosomas VII y XTV
de §. cerevisiae en funcidn de su regulacion (G+/-: activacion o represion en glucosa,
N+/-: activacion o represién en nitrégeno; S+: activacidn durante la fase estacionaria;
O+ activacidn por choque osmético, H+: activacion por choque térmico). NC: No
Cuantificada; C: Constitutiva.

- ORF- R_fg't_‘_nl_s;icji_éni'i.f,:ﬂ_l_ifﬁ{ ‘Ri‘;g:il_!:'l'c":‘i("m:_ _:O;R:F_' :-ERégﬁlgci(j'n: ORF _'iie}gniaié'ia.@_:

W b

¢HG3690 55

N+ N1774
PR =

G3489

La expresion de numerosas ORFs parece estar influenciada por la
presencia de glucosa (44,2 %); el nivel de expresién del 32,6 % de las ORFs
aument6 después del cambio de las células a un medio con glucosa. Sélo el

10.8% sufrié una represion por glucosa (Tabla 4.12.).
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El cambio de condiciones de cultivo desde el medio YNBglu a la
privacién de fuentes de nitrégeno mostré que el 5,8 % de las ORFs eran

activadas por fuente de nitrégeno mientras que el 10,5 % eran reprimidas
(Tabla 4.12.).

Como se comentdé anteriormente, la mayoria de las ORFs ve su
expresion reducirse durante la fase estacionaria y por ese motivo no se incluye
este tipo de respuesta como una regulacion especifica. Por el contrario, si
resulta significativo, desde el punto de vista de la regulacion, que el 3,6% de

las ORFs awmenten su expresion en fase estacionaria.

Varias ORFs (19,8 %) respondieron a condiciones de estrés; el 11,6 %
fueron inducidas durante ¢l choque osmético; de las 10 ORFs inducidas, 9 son
del cromosoma XIV. Los niveles del 8,1% de los transcritos aumentaron en

respuesta al choque térmico (Tabla 4.12.).

Tabla 4.12. Distribucion de las 103 ORFs analizadas en los cromosomas VII y XIV de
§. cerevisiae en funcién de su regulacién (G+/-: activacidn o represién en glucosa, N+/-
activacidon o represion en nitrégeno; S+ activacién durante la fase estacionaria; O+
activacion por choque osmético; H+: activacién por choque térmico). NC; No Cuantificada,
C: Constitutiva.

5%)
v | 2 (5%) 12,6% 3 (6,6%) 10%
4,4% 1%

9

(20%)
9%
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Cuando comparamos los resultados obtenidos en este trabajo con el
conjunto total de ORFs analizadas por el consorcio B2 en cada cromosoma,
podemos observar que en algunos casos aparecen diferencias en cuanto al
porcentaje de ORFs con una respuesta regulada determinada. En la figura 4.10.

se representa el tipo de respuesta observado para una ORF en funcion de su

situacion en el cromosoma.
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Figura 4.10. Distribucién de las 132 y 250 ORFs analizadas por el consorcio B2,
respectivamente en los cromosomas VII y XIV de S. Cerevisiae en funcion de su
regulacion. Las diferentes respuestas observadas fueron relacionadas con valores
arbitrarios: Constitutiva; +0.5; G+: +1; G- -1; N+: +2 N-: -2; S+: +3; O+: +4; H+:
+5 y +6 para las ORFs que presentaron mas de una respuesta. Se localiza con una
punta de flecha a los centromeros.

La distribucion de la regulacion de las ORFs en funcion de su

localizacion indica que no parece haber agrupaciones o “clusters” de ORFs
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con el mismo patrén de regulacion, sin embargo hay que tener en cuenta que
en muchos casos las ORFs estudiadas no son adyacentes al encontrarse
separadas por genes previamente caracterizados. Pese a que el analisis
detallado de la expresion de las 250 ORFs de funcién desconocida en el
cromosoma XIV mostré una concentracion de ORFs que estaban reprimidas
durante la fase estacionaria en la region subtelomérica del brazo izquierdo
(Planta et al., enviado), otros estudios de expresion a gran escala muestran que
en general, las ORFs co-reguladas estdn dispersas en el genoma de levadura
(Richard et al., 1997; DeRisi et al., 1997; Wodicka et al., 1997; Naitou et al.,
1997).

4.5 3. Cuantificacién del factor de regulacion:

Los cambios de expresion de las ORFs en respuesta a las diferentes
condiciones de cultivo son, no sélo cualitativamente, sino también
cuantitativamente variables. La intensidad de estos cambios puede estimarse
mediante un factor que refleja la intensidad de la induccién o represién que

afecta a la ORF regulada.

Este factor se calcula dividiendo el nivel relativo de expresion de la ORF
en el medio analizado por el nivel relativo de expresion de la ORF en el medio
control (Tabla 4.13.).
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Tabla 4.13. Valores del factor de induccion o represion obtenidos para las
ORFs analizadas en los cromosomas VII y XIV de §. cerevisizge que
presentaron algin tipo de regulacion. G+/-: activacion o represion en glucosa,
N+/-: activacion o represion en nitrogeno, S+ activacion durante la fase
estacionaria, O+: activacién por choque osmoético, H+: activacién por choque
térmico;, N.A.: Nivel absoluto.

CROMOSOMA VTI CROMOSOMA XIV
G | N [s]o[H G | N [S[O[H

orF | | [ [ 1. ], [ valorr | [ 1.7 1,1,]s|NA
G2861 2 0,06| N1710 | 2 2| 1002
G1882 3 0,16| N1714 | 3 0,01
G113 |9 25| |3 ]1,58|N1ms |5 0,01
G2916 | 10 3 [0,29] N1751 ] 2 0,05
G3090| |2 0,01| N1761 | 2 0,05
G3107 | 2 0,04 N1773 | 2 0,12
G3113 | 7 0,15 N1774 | 5 0,13
G3179 2 (0,02 N1790| |3 3] [o01
G3474 | 2 0,41| N1825 [ 14 4 2| 0,16
G3s17 2 0,0 N1847| |5 0,29
G3759 3 0,09] N183s0 3 0,13
G7538 | 5 0,23| N18s8 |11 0,05
G584 |5 2 0,05 N1870 | 2 0,08
G7587 ] 2 0,17| N1882 2] To19
G7589 2 0,03] N1888 |17 410,02
G7594 2 0,42 N1897 | 7 3] Tops
G7725 [ 3 0,07| N1913 | 4 0,04
G7137| |7 4 2| 0,74} N1925] 2 2 210,12
G7748 2 0,31} N1929 4 4] Jozas
G7801 | 3 0,09} N1954 | 5 2] 047
G7806 2 0,32] N1958 | 6 0,04
|css23| 12 3 0,18{ N1962 | 5 0,17
N1966 | 2 0,04

N2160 3] |o0s

N2185 4] Jo,0

N2190| |4 0,18

N2215| 6 0,08

N2219 2] To07

N2227 3] 10,04

N2231 | 2 0,04

N2250 | 3 2 0,05

N2254 4 0,16
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La mayoria de los cambios de expresion observados fueron
relativamente poco intensos; el 62,5 % de las respuestas representan un factor
de induccién/represién de apenas 2 a 3, y sélo 10 ORFs, de las 60 que dieron
algin tipo de respuesta, mostraron cambios importantes en su expresion

(superiores a un factor de 5).

Como se¢ ha comentado anteriormente, los niveles absolutos de
expresion de las ORFs analizadas son relativamente pequefios. Un andlisis mas
detallado muestra que el 53,7 % de las ORFs que presentaron algin tipo de
respuesta fueron clasificadas como de baja expresion (N.A.<0,1) (F igura
4.11.A). El significado de pequefios cambios en los niveles relativos de
transcritos poco abundantes es cuestionable, mientras que cambios andlogos en
la expresion de ORFs con altos 0 moderados niveles absolutos pueden resultar
mas notables. Una alternativa para diferenciar estas dos situaciones, _consiste
en multiplicar el factor de induccion/represion observado para una ORF por su
nivel absoluto. Teniendo en cuenta que el umbral elegido para diferenciar las
ORFs de bajo nivel absoluto fue de 0,1 y que la mayoria de los factores de
regulacion observados eran 2 o 3, se puede tomar el valor 0.3 como umbral

minimo para seleccionar las ORFs reguladas (Figura 4.11.B).
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Figura 4.11. A: Correlacion entre los valores de nivel absoluto y el factor de
regulacion observado. B: Representacion del perfil de las diferentes respuestas observadas
después de haber multiplicado el nivel absoluto por el factor de induccion/represion de cada
ORF que presentaron algin tipo de regulacion. G+/-: activacion o represion en glucosa;
N+/-: activacion o represion en nitrogeno; S+: activacion durante la fase estacionaria, O+:
activacion por choque osmoético; H+: activacion por choque térmico. Los valores obtenidos
que salen del cuadro de la grafica se indican.
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En la figura 4.11.B se puede ver como, tras introducir este criterio, un
gran numero de respuestas se queda por debajo del limite elegido. Cuando
volvemos a calcular ¢l mimero de las diferentes respuestas obtenidas después
de haber descartado las que poseian una “regulacion factorizada™ inferior a

0.3, aparece una mayor homogeneidad entre los datos de las ORFs analizadas

en este trabajo en los dos cromosomas (Tabla 4.14.).

Tabla 4.14. Proporciones de las distintas respuestas observadas antes (A F.. Antes
de la factorizacidn) y después (D.F.: Después de la factorizacién) de haber
descartado las que se consideraban cuestionables al haber presentado una
“regulacion factorizada™ inferior al umbral de 0,3. (G+/-; activacion o represion en
glucosa;, N+/-; activacion o represion en nitrégeno; S+: activacion durante la fase
estacionaria, O+ activacién por choque osmético, H+: activacidn por choque

térmico).
CROMOSOMA VI CROMOSOMA X1V
Respuestas (% respuestas) (% respuestas)
AF.  loaBP AF. DT
c Lt 21,0 46,7 2178
- 15,8 66 | .44
+ 52 6,6 9
N - 18,4 4.4
S + 53 2.2
o + 2,6 20,0
H |+ 7.9 89

4.5 4. Regulacion y funcion:

El principal objetivo del analisis transcripcional llevado a cabo en este

trabajo como parte del consorcio B2 de EUROFAN consiste en obtener

informacién sobre la posible funcién de las ORFs analizadas.
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Al principio de este estudio, las funciones de la totalidad de las ORFs
que iban a ser analizadas se desconocian. Sin embargo, paralelamente al
analisis transcripcional llevado a cabo, otros grupos colaboradores en
EUROFAN (e.g. consorcio B0) generaron informacién funcional para algunas

de las ORFs desconocidas.

De este modo, los datos derivados de nuestro trabajo pueden
relacionarse con datos funcionales originados por la observacion de los
fenotipos provocados por la disrupcion de la ORF considerada y con otras
funciones descritas en la bibliografia y deducidas por diversas metodologias.
Sin embargo, los datos funcionales disponibles son todavia muy escasos
(apéndice, Tabla Al) y por tanto, sélo parcialmente aplicables a la discusién
de los datos obtenidos en este trabajo y a su relevancia en la posible asignacion

de funciones.

Las ORFs de expresion constitutiva encontradas en este trabajo
resultaron ser abundantes (37,2%). A medida que se han ido conociendo otros
datos funcionales para estas ORFs, se ha podido comprobar que algunas de
ellas son esenciales para la viabilidad celular o para asegurar unas tasas de
crecimiento normales. Su expresion constitutiva estaria por tanto garantizando
la presencia de la proteina en diferentes condiciones y asegurando su funcion
esencial para la viabilidad celular. Podemos citar en este grupo, por ¢jemplo a
tres ORFs cuya delecion resulta letal y de las que se dispone de datos
adicionales sobre su funcién: G3080 identificada como el gen que codifica la
proteina Mlclp con sitios de unién a calcio, G3175 es ¢l gen NBP35 que
codifica una proteina de unién a nucleotidos y esta relacionada con la familia

de las ATPasas bacterianas (Vitale et al., 1996) y N1879 ha sido identificada
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como el gen SPC98 que codifica un componente del cuerpo polar del huso

mitético (Geissler et al., 1996).

Otras ORFs cuya delecion causa letalidad, N1954, N1888 y N1925
resultaron presentar algin tipo de regulacién relacionado con el choque
térmico, lo que indica que las proteinas que codifican, no sélo son esenciales
para la adaptacion a una situacion de estrés, sino que desempefian papeles

importantes en las condiciones de crecimiento normat de la célula.

La presencia de glucosa en el medio induce la expresion de una serie de
genes de levadura relacionados con el transporte de monosacaridos o su
utilizacion. Entre las ORFs analizadas en este trabajo y que presentaron una
clara induccion por glucosa, no se encuentra ninguna que por los datos de su
secuencia o estructura pueda relacionarse con enzimas implicadas en el
transporte y/o metabolismo de azicares. Sin embargo se incluyen ORFs
relacionadas con otras ﬁmciones. Por ejemplo, G3113 posee sitios de unién a
ATP/GTP y podria formar parte de rutas de transmision de sefales. N2215
presenta similitudes con la proteina Ecm3p implicada en la biogénesis de la
pared celular, asociada a procesos de division y crecimiento celular
especialmente activos en medios ricos en nutrientes. G7538 (HGHI) esta

relacionada con isozimas que participan en la biosintesis de esteroides.

Los genes reprimidos por glucosa se relacionan con funciones que son
necesarias para la respiracion celular: enzimas del ciclo de Krebs y genes que
codifican para proteinas mitocondriales. En este trabajo sélo se han
identificado dos ORFs reprimidas por glucosa, N1847 y N2190 para las que no
existen otros datos funcionales adicionales que nos permitan interpretar la

respuesta observada.
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Respecto a las ORFs inducidas por la presencia de fuente nitrogenada,
se han caracterizado tres. Para dos de ellas, G7594 y N2254, no existen datos
funcionales procedentes de otros analisis, pero en el caso de la ORF G2882 se
ha podido demostrar que las lineas que contienen el gen interrumpido son
incapaces de crecer sobre medios carentes de aminoicidos y que el gen
codifica para una enzima implicada en la biosintesis de metionina (Tizén et al.

1996, Tizon et al. 1998, enviado).

Las dos ORFs que son inducidas por choque osmotico, N1882 y N2185,
presentan ademas otra caracteristica comuin, la presencia de 10 segmentos
transmembrana, lo que indica que puede tratarse de genes que codifican para
transportadores de membrana. Este hecho tiene una confirmacién adicional en
el caso de la ORF N1882 que ha sido caracterizado como el gen ESBP6 (De
Antoni et al., 1997) homélogo a un transportador desconocido ligado al

cromosoma X humano.

Otro caso, en el que el andlisis de otros laboratorios revela una
coincidencia con la funcién aportada por la regulacion encontrada en este
trabajo, es el de la ORF N1825 que se induce en ausencia de nitrégeno y que
ha sido caracterizada como el gen A4H/ que codifica para la enzima adenosina
desaminasa que participa en la degradacion de las bases nitrogenadas del

grupo de las purinas.

A medida que se vayan caracterizando y haciendo publicas otras
funciones para estas ORFs, serd posible encontrar una justificacion mas
precisa sobre el tipo de regulacién encontrada. De momento los resultados
obtenidos permiten dirigir algunas de estas ORFs hacia grupos de investigacion

especializados e interesados en su andlisis.
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4.6. Biisqueda de sitios de unién_a factores transcripcionales en el
promotor de las ORFs analizadas:

La regulaciéon transcripcional estd mediada por proteinas reguladoras
que reconocen secuencias situadas en el promotor. Con el objetivo de obtener
nformacion adicional sobre los mecanismos de regulacién existentes en l-as
ORFs ‘analizadas, nos planteamos un estudio de la secuencia de sus

promotores.

La bisqueda de sitios de reconocimiento para reguladores
transcripcionales se llevé a cabo mediante dos programas, Matinspector 2.1
(Quandt er al., 1995) y Pattern Search 1.1 (GBF-Braunschweig), asociados a
la base de datos TRANSFAC — The transcription factor database (Wingender
er al., 1997) de acceso “http.//transfac.ghf.de” en una secuencia de 800 pb en
posicion 5° del ATG de inicio de cada ORF analizada.

En un primer paso se recopilaron todos los factores que habian sido
encontrados por estos dos programas. Teniendo en cuenta que MatInspector
2.1y Pattern Search 1.1 pueden encontrar los sitios de union, respectivamente
para 12 y 75 factores transcripcionales diferentes en S. cerevisige (ver
Materiales y Métodos), para simplificar el estudio de los promotores se decidio
considerar unicamente los factores directamente relacionados con una de las

_ respuestas observadas en el andlisis experimental.
Esta seleccion nos permitié restringir el analisis y considerar solo los

sitios de unién para ocho factores de regulacion cuya funcién habia sido

ampliamente estudiada (Tabla 4.15.).
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Tabla 4.15. Recopilacion de las secuencias consenso para los factores de regulacion
transcripcional en levadura utilizados en €l analisis de los promotores de las 103
ORFs desconocidas de §. cerevisiae. (en las secuencias, R=Ao0 G, W=AoT, N=
AT CoG S=CoG Y=CoT,M=AoCya=A GoC. ND: No
Determinado; F.E.: Fase Estacionaria; E. O. y T.: Estrés Osmético y térmico.

SYGGGG + zona nc; eﬁ A-T
flanqueante

* NITROG

Schiiller ef al, 1994
Martinez-Pastor ef al., 1996

Los sitios STRE han sido intensamente estudiados y son conocidos por
estar relacionados con respuestas a distintos tipos de estrés (ver apartados
144.a14.6.)).

Los sitios de unidn para los factores GATA, no aparecieron recopilados
en la base de datos de TRANSFAC. Sin embargo se decidid incluirlos por su
relacién con la regulacién por nitrégeno. Estan formados al menos por dos
secuencias (T/A)GAT(T/A)A/G) proximas (separadas por un maximo de 40
pb). La busqueda de estos sitios fue realizada mediante alineamiento del

promotor con la secuencia consenso.
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La busqueda correspondiente a los sitios de uni6n al factor Mata2p tenia
como objetivo relacionar la represion que este factor provoca sobre los genes
a-especificos con las ORFs analizadas en este trabajo que no habian podido
ser detectadas o que presentaban un nivel absoluto de expresion bajo (ver
apartados 4.3.1.1. y 4.3.1.4.). Para el resto de los factores estudiados no se
tuvieron en cuenta, ni las ORFs que no pudieron ser detectadas ni las que
presentaron multiples transcritos ya que, para estas ORFs era imposible
relacionar una respuesta con un eventual sitio de unién a un factor en su

promotor.

Para poder rechazar sitios de union poco significativos se procedié a una
modelizacién individual de estos sitios para cada factor. Para ello se
recopilaron de la bibliografia los genes para los cuales ha sido localizada y/o
demostrada ia wnién de dicho factor en sus respectivos promotores. También
se determinaron las localizaciones de estos sitios en los promotores de los
genes que est4n regulados por alguno de los factores seleccionados pero sobre
los que se carece de referencia bibliografica sobre su sitwacion. Esta
informacién permite definir una zona preferencial del promotor donde estarian
situados los sitios de union a un factor determinado en la mayoria de los genes
regulados por este factor. El umbral para delimitar esta zona fue establecido de

forma que incluyese el 70% de los genes que poseian estos sitios (Tabla 4.16.).
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Tabla 4.16. Recopilacion de las localizaciones de los sitios de unién para los factores de
regulacion transcripcional de genes funcionalmente conocidos de S. cerevisiae. El area
sombreada sefiala la zona preferencial elegida para la unién del factor considerado. E.C.:
Estimador de confianza.

|
FACTOR| GEN REFERENCIA E.C.| POSICION T
3800 |700 l600 |s00 J400 |300 200 f100 |
FPSI Klein et al., 1996 2 227 ;
GAL1 . 2 205 Bl
. ALY Nehlin et al., 1991 5 £ T -_:
MIGI K ) ;
HXT2 QOzcan y Johnston, 1996 3 TR, __i—;% =631, 1
SNF3 Walsh e al., 1996 3 -326, -250
SUC2 Lundin ef al., 1994 2 -119, -66
ENO2 Wilett ef al., 1993 2 420
ENOI 2 491
TPII 2 -371, -366
GER] PGK1 Huieetal., 1992 2 459
ADH1 2 -694
PYKI 2 649
TRP4 2 252, -140
ARy | Meesxtwtaldo 1 | 358,313,276
ARO7 | Schmidheini eral., 1990 | 2 -503
HIS4 2 [-259,-203,-178.-151
ILVI 2 -128, -51,-18
GCN4 ILV2 Armndt y Fink, 1986 2 -359 |
5 -337,-287,-254,
HIS3 -209,-126 |
Hope y Struhl, 1985 2 -102 |
-103,-320,-364,
LEU4 Beltzer et al., 1986 4 427717 i
ARG4 Beacham et al., 1984 4_|-181,221,-336,779 | ||
GLNI |Minehart y Magasanik, 1992 1 659 / 6+5 'l
GDH2 | Miller y Magasanik, 1991 | 1 411 / 4+6
DALS Rai et al., 1989 1 -170 / 9+7
sacronti | ALY Yoo y Cooper, 1989 1 166 / 8+5
GATA DEH1 4 -141/ 8+4
DALS0 2 -307 / 9+4
GAPI Coffman et al., 1997 2 343 7/ 1147
-196, -389,
Laas ’ 437/6+3
SSA3 Silar et al., 1991 4 236
HSP83 | Wiederrechtefal., 1987 | 2 211
Yang et al. 1991 2 -175
U Huibregtse et al., 1989 2 -146
HSF | HSP104| Sanchez y Lindquist, 1990 | 4 297 RAERNN
HSP90 | McDaniel etal., 1989 | 4 -230, -112 BB IR
SSAI ; 4 -353 THH T
Elwood y Craig, 198 L L
SSA2 ol yColg. 1988 14 226 F:; HEI
ENOI1 4 -536 T
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Tabla 4.16. Recopilacion de las localizaciones de los sitios de union para los factores de
regulacion transcripcional de genes funcionalmente conocidos de S. cerevisiae. El area
sombreada sefiala la zona preferencial elegida para la union del factor considerado.
E.C.: Estimador de confianza (Continuacion).

FACTOR| GEN REFERENCIA | E.C. POSICION
{800 }700 |600 |S00 |400 |300 |200 1(_I|0
Flattery O'Brien et al., ;
SOD2 s 4 -178, -138 ]
TPS2 1 [-523,-490,-441,-421.-308 i
DDR2 1 -472-248-203-175 .
CCTI1 1 -330,-345-100
STRE | S88AIl - 4 -211,-160
ENAT | Meeer Y ?;.,K"“’ﬂ’ 4 651
HSP26 4 | -659, -484, -466, -328 1]}
HSP104 4 -252, -220, -172
UBI4 4 655, -252 i
HALI 4 -399 %

Cada gen esta acompafiado de un estimador de la confianza que puede
presentar en cuanto a la validez funcional del sitio de unién para un factor

transcripcional determinado; éste toma los valores siguientes:

1- Para los sitios de union a un factor confirmados funcionalmente

(principalmente por Foot-printing).

[\
I

Para los sitios que unen factores transcripcionales en experimentos

de unién DNA-proteina (Binding).

(8]
1

Para los genes cuya respuesta fisiologica varia cuando se les muta el

sitio de union al factor transcripcional implicado en dicha respuesta.

~
1

Para los genes que muestran, a la vez, una respuesta fisiologica
determinada y secuencias consenso para la unién de un factor

transcripcional relacionado con esa respuesta.

Para los sitios de uniéon a los factores GATA, se indican en la tabla la

localizacion del principio de la doble secuencia (T/A)GAT(T/AXT/G), asi
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como €l nimero de secuencias estabilizadoras de la union de estos factores y
que estan formadas tanto por la secuencia (T/AYGAT(T/A)T/G) como por
(T/A)GAT respectivamente,

Para analizar los promotores de las ORFs que presentaron algim tipo de
regulacién en este trabajo, se establecié un valor “estimador” de la calidad de
cada sitio potencial, resultado del producto entre la valoracién de la idoneidad
de su localizacion en el promotor y de su homologia con una hipotética
secuencia consenso de urudn al factor. La calificacion o valoracton de estos
sitios potenciales se realizd mediante una factorizacién basada en los criterios

que se recogen en la tabla 4.17.

Tabla 4.17. Método de valoracion de los sitios de unién a factores transcripcionales
encontrados en los promotores de las ORFs analizadas.

FACTOR

Ubicacion dentro de
‘promotor

sy
1

S

Homologia con Ia

. Homologia > 90% 90% > Homologia > 80% | Homologfa < 80%
SECUencia consenso

En el caso de los factores GATA se valoraron también las secuencias
esparcidas en el promotor y que estabilizan la unién del factor a su sitio; para
cada secuencia (T/A)GAT(T/A)(A/G) encontrada se le fijo un factor arbitrario

de 0,2, mientras que para las secuencias (T/A)GAT, de menor “peso”, de 0,1.
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Después de haber hecho los céalculos, se desestimaron los sitios

potenciales cuyo producto entre homologia y localizacion era inferior a un

umbral correspondiente a un sitio tedrico fiable para cada factor considerado y

que se estimd, teniendo en cuenta las referencias a genes conocidos, con el

criterio siguiente:

Para Gerlp, Miglp vy Hsfp se valordé en 0,75, correspondiéndo a un
sitio dentro de su ventana y con una homologia superior al 80% o a
un sitio cercano de esta ventana pero con una homologia superior al
90%.

Para Gendp y los elementos STRE €l umbral considerado fue de 1,5;
éste equivale a por lo menos dos sitios de unién a Gendp o a dos
elementos STRE dentro de su ventana y con una homologia superior
al 80% o a dos sitios cercanos a esta ventana pero con una homologia
superior al 90%. |

Finalmente, para los factores GATA, se consideraron fiables los
sittos cuyo producto habia sido superior a 2,0; equivalente a una
doble secuencia (T/A)GAT(T/A)A/G) en su region preferencial y a

por lo menos 5 dispersas en todo el promotor.

Estos umbrales nos permitieron seleccionar para las 86 ORFs de los

cromosomas VII y XIV que habian podido ser cuantificadas en este trabajo,

sitios de unién potenciales para los diferentes factores transcripcionales

estudiados (Tabla 4.18).
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Tabla 4.18. Continuacion

SITIOS DE UNION A FACTORES TRANSCRIPCIONALES PROMOTOR
ORF | Respuestas
Gerlp TSI Gentp EGATA OTROS | -800 | -700 [ -600 | -500 | 400 [ -300 [ -200 [ -100
G379 | B+ 7387893 'S82/100, Mata2
g G g ato
I R o I 7Y, - a
G3189 NC
G3193 NC - e el e
G3210 C - B -
' G3406|  NC i -
-720/86,6,
-698/100,
G3432 C 278100, | 367+
| N ) -51/100 |
G3435  NC b i
-792/96,6
G3474 G+ -513/93.2
-795/93,2 -663; -495 —
G3483 C .516/96.6 846
-533/100;
G3489 c -330/100
-658/91.4;
G3505 C -323/85.4;
-115/89.3
G3517|  N- -403/92.7 L -353/87.8
G3535| NC ﬁ
LGB NG : i el
-772/92,6, | -477/100
0 J -534/95,9
G3679 C -674/86,8, | -285/100, | -291/3+10 2
-454/863 | -75/100 0
-551/89.3
G3690 gty -455/542
G3719 NC
G3759 S+ A+ -681/85.4
| G4332 C -42/5+6
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RESULTADOS Y DISCUSION

Para valorar la calidad de los sitios seleccionados, se efectud un anélisis

comparativo de la existencia de sitios, en los promotores de las ORFs que

habjan dado una respuesta concorde con la regulacién atribuible al factor,

antes y después de haber rechazado los que no se consideraron adecuados por

no superar el umbral asignado a cada factor. Este analisis se hizo considerando

las 250 ORFs analizadas por el consorcio B2 en el cromosoma XIV de

S. cerevisiae, ya que la muestra era mas representativa que si nos limitabamos

a las 86 ORF's analizadas en este trabajo (Tabla 4.19.).

Tabla 4.19. Distribucién de los sitios de unién a factores reguladores en los
promotores de las 250 ORFs del cromosoma XIV de S. cerevisiae. G+/-:
activacidn/represidén en glucosa, A+ Activacion durante la privacion de
aminoéacidos; N+/-: activacién/represion en nitrégeno; S+: activacion durante la
fase estacionaria, O+ activacion por choque osmético, H+: activacion por
chogque térmico; % R+: % de ORFs que presentaron la respuesta relacionada con
el factor considerado.

o o
e | ORSs g |y, | 3 OREe e e |,
Gerlp/G+ 140 27,8 80 225
Miglp/G- 60 10,0 16 25,0
Gendp/A+ 156 10,3 70 11,4
GATA/N+:; N- 199 26,8 57 33,3
Hsfp/H+ 74 17,6 44 6,8
STRE/S+,0+H+ 86 29,1 20 20,0

Los resultados obtenidos en el analisis realizado indican que séio de un

10 a un 30 % de las ORFs que presentan sitios de union a factores de

regulacion especificos, muestran después una regulacién concordante al variar

las condiciones del medio.
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Cuando se consideran unicamente aquellos sitios que cumplen las
restricciones impuestas respecto a su niumero y localizacién en el promotor, el
porcentaje de concordancia con el tipo de regulacién observado mejora sélo
muy levemente y en el caso de algunos factores como Gerlp, Hsfp o los
elementos STRE, incluso disminuye. Este resultado puede estar motivado por
diversos hechos. Por una parte, se sabe que hay una distribucién aleatoria de
secuencias coincidentes con sitios de reconocimiento y que contribuiria a la
aparicién de falsos positivos‘ (Schuldiner et al., 1997). Por otra parte, la
estructura de los promotores es muy compleja y la regulaci(')n. final no es
dependiente de un unico factor sino de interacciones sinérgicas o antagénicas

de varios sucesos reguladores.

En los ultimos afios se han realizado varias aproximaciones para
determinar la funcion de nuevos genes a partir de secuencias promotoras
conocidas por su participacion en procesos de regulacién. En este sentido cabe
destacar el trabajo realizado por Fondrat y Kalogeropoulos en el ¢cromosoma
I (Fondrat y Kalogeropoulos, 1996) o el mas reciente de Sculdiner et al.,
sobre la totalidad del genoma (Schuldiner er al., 1997). Al comparar sus
resultados con Jos encontrados en nuestro (rabajo, sélo podemos hacer
referencia a las conclusiones sobre GCN4 ya que fue el tnico analizado por
Schuldiner et al., y el unico en comun respecto al trabajo de Fondrat y

Kalogeropoulos.

Estos ultimos autores, utilizando condiciones altamente restrictivas para
la localizacién de sitios GCN4, identificaron 7 sitios en las regiones
correspondientes a ORFs de funcion desconocida del cromosoma III y que
asciende a un numero de 76. De estas siete, tres fueron descartadas por

coincidir dentro de las regiones codificadoras y otras tres por quedar fuera del
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intervalo previsto de la regién promotora. El tmico sitio no descartado en dicho
estudio estaba localizado en la posicion —145 de la ORF YCL009¢ que
muestra homologias con la acetolactato sintetasa de E. coli (gen ILVH)
implicada en el metabolismo de aminoacidos. A pesar de que estos autores
admiten gue un solo sitio de unién para Gendp puede resultar funcional, sus
condiciones respecto a la coincidencia y estructura interna del sitio son mucho
mas restrictivas que las planteadas en nuestro trabajo, como queda reflejado
por el hecho que hemos lleéado a detectar 70 ORFs con sitios potenciales de
unién a Gendp en un total de 250 ORFs analizadas en el cromosoma XIV. Esto
puede explicar el mayor nimero de falsos positivos que hemos hallado al

comparar estas ORFs con su regulacion,

Sin embargo, si las condiciones utilizadas para considerar un sitio como
significativo son muy restrictivas se corre el riesgo de no tomar en cuenta
algunas ORFs que si estan reguladas. Por ejemplo en el trabajo realizado por
Sculdiner et al. (1998), sdlo sefialan como posiblemente reguladas por GCN4
dos ORFs del cromosoma VII (YGLO60w ¢ YGL109w) y una ORF del
cromosoma XIV (YNL0O91w). Otras ORFs descartadas en el citado estudio
muestran sin embargo una activacién de su expresion en ausencia de
aminoacidos: G2861 (YGL128¢), N1773 (YNL150w), N1847 (YNL134c) y
N2160 (YNL106E) y fueron consideradas como potencialmente reguladas por
GCN4 con los criterios menos restrictivos de nuestro estudio. Incluso con
nuestros criterios, han quedado fuera algunas ORFs que hemos podido
comprobar participan en el metabolismo de aminoacidos y estan reguladas por
la concentracién de estos en el medio; es el caso de G2882 (YNL125w) que
codifica para una metilen-tetrahidrofolato reductasa que participa en la
biosintesis de metionina y contiene dos sitios de unién a Gendp en las

posiciones —255 y 386 de su promotor (Tizén, Tesis de Doctorado, 1997) pero
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cuya homologia y posicion no superaron los criterios de seleccion

predeterminados.

Resulta evidente que el analisis “in silico” de promotores puede resultar
una herramienta eficaz para la asignacion de funciones a ORFs desconocidas,
sin embargo serd necesario automatizar y complicar los algoritmos de
busqueda a fin de que tengan en cuenta, no solo la homologia de la secuencia
respecto a un consenso y su posicion en la secuencia lineal del promotor, sino
también su localizacién en la estructura tridimensional del promotor, su
interferencia con sitios de posicionamiento de nucleosomas ¢ interrelaciones

multi-factoriales.

4.7. Regulacién de la expresién génica en mutantes hapl, roxl v rox6:

Dado el interés de nuestro laboratorio en el estudio de la expresion de
genes aerobios ¢ hipoxicos en la levadura S. cerevisiae, decidimos aprovechar
las circunstancias de este estudio sistematico de ORFs de funcién desconocida
para localizar algunos genes implicados en estas vias. Contabamos con la

disponibilidad de cepas mutadas en diversos genes reguladores.

Rencientemente se ha demostrado (Bécam et al., 1998) que una
mutacion natural afectaba el gen regulador HAP! en algunas cepas de
S. cerevisiae utilizadas para el analisis funcional. El andlisis de su secuencia
nucleotidica mostré que esta mutacién consiste en la insercion de un elemento
Ty modificado en la regiéon 3° de HAP/ en la cepa FY1679 que deriva de la
cepa FY73 utihzada en este trabajo. Esta insercion podria afectar la
transcripcién de HAP/ debido a la formacién de un transcrito hibrido inestable,

pero también a la actividad de la proteina resultante al modificar la region
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C-terminal de Haplp donde se cree esta el dominio de activacion (Bécam et
al., 1998). Con el objetivo de comprobar la idoneidad para esta bisqueda de
genes del circuito aerébico e hipdxico tanto de las tres cepas mutadas
utilizadas como de la cepa FY73 que nos sirve de control, se hibridaron los
RNAs extraidos en las distintas condiciones ensayadas en este trabajo con

sondas especificas de los genes HAPI, CYC1 y ROX1 ( Figura 4.12.).

12345678 ABC 1234567 8ABZC

HAP1
RNA25S 35 §3 20 6410062 30 4 70 15 4
12345678 ABC 12345678ABC
tr-1
C¥YC1
Rﬁﬁis 22 4103 16 3 5100835
12345678 ABC 12345678ABC
ROX1

RNA25S 31 53 16 33100 57 35 85 15 63 85

Figura 4.12. Valores de Nivel relativo (N.R.) correspondientes a las hibridaciones de
los RNAs extraidos en diferentes condiciones de cultivo (1-YPGE, 2-YPD, 3-YPD/fase
estacionaria, 4-YNBglu/privacion de aminoacidos, 5-YNBglu/privacion de nitrogeno,
6-YNBglu/choque osmoético, 7-YNBglu/23°C, 8-YNBgluw/36°C A-YPGE/Sc.rox!,
B-YPGE/Sc.rox6, C-YPGE/Sc.hapl) con sondas correspondientes a los genes HAPI,
CYCly ROXI.
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En esta figura podemos ver que, como se esperaba, los genes HAPI y
ROX1I no se expresan en las cepas mutadas para estos genes (condiciones C'y
A respectivamente). Sin embargo y contrariamente a las observaciones de
Bécam et al. (1998), en la cepa FY73 el gen HAP! se transcribe en todas las
condiciones estudiadas (1 a 8) sin mostrar un transcrito de tamafio superior (la
insercion del transposon en la secuencia codificadora supone un incremento en
el tamafio de 32 pb); por otro lado, la mmduccién de CYC! en condiciones
aerdbicas (condicién 1) muestra que tampoco parece haber sido anulada su
actividad reguladora a pesar de que esta induccion sea notablemente inferior a
las observadas en las condiciones A y B donde HAP! es completamente

funcional, ya que en estas lineas no hay insercion de transposén.,

Podemos concluir que la mutacion provocada por la insercién de un
transposon en HAP! y observada por Bécam ef al. (1998) pudo haber sido
posterior a la distribucion de las cepas utilizadas en el analisis funcional y atm
en el caso de encontrarse presente, solo afecta al papel funcional de Haplp en
un pequeiio grado que nos permite utilizarla como referencia comparativa en el
andlisis de la expresiéon de las ORFs en la cepa donde HAPI estd
completamente anulado. Cabe también sefialar que la mutacion hap! utilizada

{condicién C) no afecta a la expresion de ROX1.

La mutacion hapl causa una disminucién de la expresion de diversos
genes relacionados con la respiracion como CYC!, ya que HAP! codifica un
activador de genes aerGbicos. Esperdbamos encontrar en un fondo genético
hapl | una disminucién de la expresion de genes que pudiesen estar
relacionados con las funciones respiratorias. De las 103 ORFs, tres de ellas,
N1747, N1765 y N2250 presentan este tipo de respuesta (Tabla 4.19.) y su

funcién podria relacionarse con genes necesarios para la adaptacion de la
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célula a condiciones aerobias. En los tres casos se trata de proteinas de funcién
desconocida que no han sido caracterizadas previamente por lo que su estudio
en relacién con los procesos de aerobiosis/anaerobiosis podria resultar

interesante para establecer su funcién.

Las mutaciones rox! y rox6 han sido caracterizadas porque estan
asociadas a una sobre-expresion de genes anaerobios o hipéxicos en
condiciones aerobias. Rox1p es un represor de genes hipoxicos en condiciones
aerobias (Lowry y Zitomer, 1984) y la mutacién rox6 es complementada por el
gen SRB10 que codifica un componente del par ciclina-quinasa responsable de
la fosforilacion del extremo carboxilo-terminal de la RNA polimerasa II
(Cadahia, Tesis de licenciatura, 1996). Esperabamos que aquellas ORFs que
estuviesen directamente ¢ indirectamente implicadas en las vias metabodlicas en
condiciones anaerobias (ausencia de oxigeno) y/o hipdxicas (bajos niveles de
oxigeno) viesen su expresién incrementada en uno o ambos de estos fondos
genéticos. Como se puede observar en la tabla 4.19,, solamente dos ORFs,
G3168 vy N1929,. presentan una activacion de su expresién tanto en los
mutantes rox! como rox6. También en este caso se trata de proteinas para las
que no existia ni una previa comprobacion sobre su funcionalidad ni una
posible hipdtesis sobre su funcién, por lo que un futuro analisis en esta

direccion de trabajo puede resuitar interesante.

Son mas numerosas, ocho, las ORFs cuya expresion se ve incrementada
solo en el mutante rox6 (G3116, G3690, G3759, G7587, G7725, G7806,
N1710 v N1888). Esto no indica necesariamente que todas estas ORFs estén
implicadas en las condiciones de crecimiento anaerobio o hipoxico dado el
efecto pleiotropico de la mutacion rox6. SRBI10 (=UMES/ARE1/SSN3/GIG2)

ha sido clonado por diferentes laboratorios partiendo de fenotipos diversos
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(Surosky et al., 1994; Wahi y Johnson, 1995; Kuchin et al., 1995; Liao ef al.,
1995; Balciunas y Ronne, 1995). El efecto pleiotropico asociado a la mutacién
rox6 puede ser interpretado teniendo en cuenta que una serie de factores
transcripcionales relacionados con diferentes funciones de la célula pueden
transmitir su efecto a la RNA polimerasa II a través de la proteina Sbri0p
directamente o por fosforilacién de otro componente del complejo mediador.
Si SrblOp participa en la transmisién de sefiales represoras, estas 8 ORFs
podrian estar sometidas a la accién de reguladores represores especificos no
relacionados que ven interrumpida la transmisién de la sefial por la mutacién
de la quinasa Srb10p. Aunque también es posible pensar que Srb10p pueda ser
un transmisof de sefiales reguladoras positivas, resulta significativo el hecho de

que solo una ORF, G7553, vea disminuida su expresién en el mutante.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 4.20. Valores de Nivel relativo (N.R.) correspondientes a las hibridaciones de los
RNAs extraidos en diferentes condiciones de cultivo (1-YPGE, A-YPGE/Sc.roxi,
B-YPGE/Sc.roxt, C-YPGE/Sc.hapl) con sondas especificas de 51 ORFs de funcién
desconocida en €l cromosoma VII de S. cerevisiae. (<1: no detectado, MT: Multiples
transcritos).
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Tabla 4.20. Valores de Nivel relativo (N.R.) correspondientes a las hibridaciones de los
RNAs extraidos en diferentes condiciones de cultivo (1-YPGE, A-YPGE/Sc.rox], B-
YPGE/Sc.rox6, C-YPGE/Sc.hap!) con sondas especificas de 52 ORFs de funcidn
desconocida en el cromosoma XIV de §. cerevisiae. (<1: no detectado, MT: Multiples
transeritos) (continuacién).

IN1879] 81 |
AR

X TS
N1888 39
N80T 23

S| e SR

N1913| 92 | 65 |

A

ra
At
fi? L%*canziN}gf
SN S AN B

et

[

T 90 8

73

o

(B89N i
2 [N2254] 63

S
e B T ]

178



5. CONCLUSIONES






RESULTADOS Y DISCUSION

Las conclusiones obtenidas al término de este trabajc se exponen a

continuacion:

1-

De las 103 ORFs analizadas, ha sido posible caracterizar un transcrito
especifico para 86, doce mostraron multiples transcritos y cinco de ellas
quedaron por debajo del limite de deteccion de la técnica. Entre estas 5
ultimas, se encuentran tres, G2850, G3719 y N1872, cuya funcion génica
ha quedado demostrada en otros analisis. Este resultado corrobora que un
98 % o mas de las ORFs determinadas por andlisis “in silico” se

corresponden con genes funcionales.

Los niveles absolutos de expresion indican que un 3,9 % de las ORFs son

de alta expresion, 33 % de expresion media y 46,6 % de baja expresion.

Los bajos niveles de CAI calculados para estas ORFs se corresponden con

el predominio de las ORFs de baja y mediana expresion.

Los niveles absclutos de expresion son independientes de la hebra
analizada y de la posicién en el cromosoma, aunque se observa un
predominic de ORFs no detectadas en las regiones de elevada densidad
génica cuando se analizan todos los datos disponibles del cromosoma
X1V,

Respecto a la regdlacic’m a nivel transcripcional, el 45 % de las ORFs
analizadas en e! cromosoma VII y el 30 % de las del cromosoma XIV
resultaron ser constitutivas, La regulacion observada para el resto de las
ORFs se distribuyd entre los diferentes tipos de regulacion
(induccion/represion en glucosa, induccion/represion en nitrégeno,

induccién en la fase estacionaria, durante los choques osmético y térmico)
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siendo el grupo mayoritario las que presentan induccién en glucosa. Un
porcentaje pequefio, 16 %, presentdé respuestas a varios tipos de
regulacién. En general la respuesta reguladora fue pequefia con un factor
de mduccidn 6 represion cercano a 2 y solo un 18,5 % mostré respuestas
cuantificables por un factor superior a 5. Respecto a la regulacién en
mutantes relacionados con la adaptacién a condiciones aerobias @
anaerobias, el porcentaje de ORFs implicadas es pequefio, 6 %, lo que

coincide con la extension de este reguldn en levaduras.

La busqueda de sitios de union a factores reguladores de la transcripcion
mediante andlisis “in silico” del promotor no resulta adecuada para la
asignacion de funciones cuando se utiliza como herramienta tinica porque
si se utilizan criterios muy restrictivos se descartan procesos funcionales, y
si se hacen menos restrictivos aparecen un elevado numero de falsos
positivos. Sin embargo, utilizada conjuntamente con el anilisis

transcripcional resulta util para la asignacion de funciones.
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Universidad de La Coruiia.

Facultad de Ciencias.
Departamento de Biclogia Celular y Molecular.
Area de Bioquimica y Biologia Molecular.
La Corufia, Junio de 1998.

Andlisis de la transcripcion
de 103 ORFs localizadas en los cromosomas VII y XIV de
Saccharomyces cerevisiae.

Memoria presentada por Luis José Lombardia Ferreira
Para aspirar al grado de Doctor en Biologia.



Figura portada: Representacion esquematica del nivel absoluto de expresion de
las 103 ORFs de funcién desconocida estudiadas en los cromosomas VII y
XIV de Saccharomyces cerevisiae.
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