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Estudio de los elementos reguladores de la
transcripcién de un gen de Sacharomyces
cerevisiae

1. Introduccion.

El inicio de la sintesis de RNA mensajero de un gen depende de factores que
actuan sobre elementos especificos de su promotor, en respuesta a cambios fisiol6gi-
cos. Es decir, se requieren dos componentes: elementos que actian emis y factores
que actuan entrans. En esta practica estudiaremos algunos de los elementos nece-
sarios para la regulacién transcripcional del gen codificador de la glucoquinasa de la
levadura Saccharomyces cerevisiae.

En levaduras, los elementos (secuencias) que actuan en cis, si exceptuamos la
caja TATA, pueden ser agrupados en dos tipos: elementos reguladores positivos y
negativos. Los positivos se denominan UAS (upstream activating sequences) y los
negativos URS ( upstream repressing sequences)

Uno de los procedimientos mas Utiles para determinar la localizacién de elementos
reguladores que actlian en cis esefectuar deleciones en el promotor del gen
objeto de estudio y construir DNA recombinante que contenga dichas deleciones
fusionadas en pauta con la regién codificadora de ungen informador o testigo
(chivato) . El gen informador suele codificar un enzima del cual carece la célula
huésped y que cataliza una reaccién cuyo producto puede ser cuantificado facilmente.

.}L?;‘A +1 +63

petl promotor GLKT ' ' ' lacz

¥
-881 L l
Dral

+
—572 [

-409 [

il

Spel |
E i
Hincll

¥
-184 |=|=-:>

Figura 1: Promotor del gen GLK1.
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En el caso que nos ocupa, se parte de dos cultivos de levaduras, cada uno de los
cuales, mediante técnicas de DNA recombinante, contiene un fragmento distinto del
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promotor del gen de la glucoquinasa de levaduras fusionado en pauta con el genlacZ
codificador de la B-galactosidasa de E. coli . Después de romper las levaduras para

obtener extractos proteicos, se ensaya la actividad especifica de ambas proteinas de
fusion. La comparacién de ambos resultados nos indicara si en alguno de los dos
casos existe un elemento regulador de la expresion del gen GLK1.

2. Procedimiento y resultados.

2.1. Ensayo de a-galactosidasa de las fusiones del gen GLK1
con la region codificadora del gen lacZ.

1. Encender los 3 bloques térmicos y ajustarlos a 30°C.

2. Se parte de dos tubos eppendorf rotulados 184 y 409 conteniendo levaduras
crecidas en medio rico YPD hasta A ¢onm = 1. Se centrifugan 3 min en la
microcentrifuga, se decanta el sobrenadante y el sedimento se resuspende muy
bien en 300l de tampdn Z (tampdn fosfato 100 mM) de pH 7.

3. Se anade a cada tubo, un volumen, ya medido, de bolas de vidrio equivalente
a 300 pl. Se agitan a la vez ambos tubos en el agitador a velocidad maxima
durante 14 periodos de 30 segundos con intervalos de 30 segundos en hielo.

4. Se centrifuga a velocidad maxima durante 5 minutos. Se pipetean los sobre-
nadantes a tubos eppendorfl impios. Dichos sobrenadantes sonlos extractos
celulares o extractos proteicos

5. Se ponen 100l del sobrenadante 184 y 5l del sobrenadante 409 en tubos
Eppendorfl impios y rotulados convenientemente. Se lleva hasta 800 pl con
tampodn Z de pH 7. En un tercer tubo, se pipetean 800 pl de dicho tampdn, el
cual nos servira como blanco de la reaccion.

6. Guardar los extractos celulares sobrantes en la nevera hasta el dia
siguiente .

7. Introducir los tubos en un bloque a 30°C y no sacarlos hasta que hayamos
detenido la reaccién. Ahadir 200 pl de sustrato o-nitrofenil--D-galactésido de
concentracion 4 mg/ml. Empezar a contar el tiempo hasta la aparici 6n del
color amarillo debido al o-nitrofenol formado. Generalmente serdn 5 minutos,
pero dicho tiempo dependerd del nimero de células rotas. Se detiene la reaccion
con 500 pl de Na,CO3 1 M.

8. Debido a que el colorimetro necesita un volumen minimo de 4 ml para poder
medir la absorbancia, se diluyen las 3 mezclas de reaccién de la siguiente
manera: pipetear 0,5 ml de cada mezcla de reacciéon en tres tubos grandes y
anadirles 3,5 ml de Na,CO; 1 M.

9. Ajustar el colorimetro a cero con la mezcla que no contenia extracto proteico,
denominada blanco. Medir la Absorbancia a 410 nm de las mezclas diluidas
frente a este blanco.
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2.2 . Resultados.

Calcular en la pagina 4 la actividad enzimatica en unidades/ml de muestra
(U/ml) utilizando el coeficiente de extincién molar ( €) del o-nitrofenol que es 4500
MTecm™, tal como se explica a continuacion:

A = Kcl,

siendo | = 1 cm el paso de luz,

A
c= — moles/I

X.I
U moles g s .
— = — x factor dilucién x vol. final ensayo (litros) x
mil litro
10° umoles 1 1

X X
1 mol tiempo (min)  vol. muestra (ml)

(Una unidad de actividad enzimatica se define como la cantidad de enzima ne-
cesaria para hidrolizar 1 pmol de sustrato en 1 minuto en condiciones 6ptimas de
ensayo.)

2.3 . Ensayo de la concentracion de proteina en los extractos
celulares.

Para poder comparar los datos de actividad (-galactosidasica, es necesario que
ambas muestras tengan el mismo numero de ¢elulas y que la rotura haya sido
comparable en ambas muestras. Para corregir posibles variaciones se determina la
concentraci 6n de proteina total en cada muestra y se comparan los datos de activi-
dad especifica (U/mg).

Utilizaremos el método de Lowry.

1. Diluir los extractos 1va3vol con agua destilada milliQ.

2. Rotular 4 tubos de plastico limpios de 12 ml escribiendo 409 y 184, es decir,
haremos duplicados para cada construccion.

3. Pipetear 5y 10 pl del extracto 409 diluido en sus dos tubos correspondientes,
y 5y 10 ul del extracto 184 diluido en cada uno de los otros dos tubos.

4. Llevar con agua destilada hasta 1 ml.

5. En cinco tubos de ensayo adicionales numerados se pipetean 0,2,0,4,0,6,0,8y 1,0 ml de la
disolucion de 200 pg/ml, a continuacion, se anaden a cada uno de los tubos 0,8, 0,6, 0,4,
0,2,0,0 ml de agua destilada, respectivamente ,y se prepara el denominado
tubo blanco con 1,0 ml de agua (éste servira para restar la absorbancia intrinseca
de los reactivos)





