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1. INESTABILIDAD GENETICA.

El papel principal del acido desoxirribonucleico o ADN es el almacenamiento
a largo plazo de la informacion genética, tanto para dar lugar a la formacién y
desarrollo de los organismos tal cual los conocemos en la actualidad, asi como
medio de transmisién de dicha informacion a las siguientes generaciones. Por todo
ello, preservar la estabilidad del ADN es esencial. Dado que el ADN es una molécula
altamente dindmica, hace que esté continuamente expuesta a multitud de agentes
fisicos y quimicos, tanto endégenos como exdgenos, que pueden provocar dafios en
su estructura. Estos dafios son el origen de la inestabilidad genética, que pueden
llevar a distintos desenlaces, desde la muerte celular a mutaciones o
reordenaciones genéticas o cromosomicas (Aguilera and Garcia-Muse, 2012).
Procesos enddgenos como la replicacidon, reparacién, recombinacién o transcripcién
llevan a cabo modificaciones temporales de la estructura en reposo del ADN,
pudiendo afectarla y generar diversidad o inestabilidad (Gaillard et al., 2013). Otro
problema derivado es la simultaneidad de todos estos procesos en un mismo
soporte, el ADN, lo que requiere de una alta coordinacidén para evitar una alteracion
de la informacién genética y mantener la estabilidad del genoma. Por tanto,
igualmente importante es el estado de dicho soporte, es decir, el grado de
empaquetamiento del ADN.

Aunque la aparicion de inestabilidad genética puede ser dafiina para las
células y organismos, también son motores moleculares de evolucién y generadores
de variabilidad genética. Aun asi, la inestabilidad genética normalmente esta
asociada con desordenes patoldgicos y en humanos esta asociada frecuentemente
con envejecimiento prematuro, predisposicion a cancer y enfermedades
hereditarias (Branzei and Foiani, 2010). Muchos de los genes involucrados en el
mantenimiento de la estabilidad genética actian como supresores de la formacion
de tumores. Preservar la integridad del genoma no es un fendmeno exclusivo de
organismos superiores, sino que es esencial en todos los seres vivos, por lo que los
mecanismos del mantenimiento de la estabilidad del genoma estan muy
conservados a lo largo de la evolucion.

El término inestabilidad es bastante amplio e inespecifico, ya que engloba
todas las alteraciones genéticas, desde mutaciones puntuales a reordenaciones
cromosomicas. Los elementos que participan en el mantenimiento de la estabilidad
genética se pueden separar en dos grupos. En el primero englobariamos todos
aquellos implicados en procesos que pueden generar errores que dan lugar a

inestabilidad genética, como son los procesos de replicacién o reparacién, y en el
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segundo los que evitan acumulacion de errores, actuando también a través del
control del ciclo celular. Incluso dentro de los numerosos procesos de reparacion,
existen vias mas propensas a introducir errores, como la unién de extremos no
homélogos (NHEJ, del inglés, non-homologous end joining), o por el contrario, mas
fidedignas como la recombinacion homodloga (HR, del inglés, homologous
recombination). Ademdas, no todo el genoma es igualmente susceptible a
inestabilidad, sino que hay regiones mas propensas a ello, como son las secuencias
con una alta tasa de transcripcién (Aguilera and Gémez-Gonzalez, 2008), tratado
con mayor profundidad posteriormente, o los sitios fragiles, secuencias de ADN que
facilitan la rotura de la molécula. Los sitios fragiles, denominados CFSs (del ingles,
common fragile sites), son largas regiones cromosémicas susceptibles de rotura
bajo estrés replicativo que estan considerados una fuerza impulsora de oncogénesis
(Debatisse et al., 2012). El ADN en eucariotas es rico en repeticiones de ADN (Cox
and Mirkin, 1997), y concretamente, las expansiones del ADN microsatélite
(repeticiones consecutivas de ADN repartidas por todo el genoma) estan asociadas
a CFSs, siendo la causa de enfermedades hereditarias, como el sindrome del X-
fragil (Kremer et al., 1991) y la enfermedad de Huntington. Los CFSs estan
repartidos por el genoma y representan sélo el 5% en humanos (Durkin and
Glover, 2007). Estas regiones naturales de alta inestabilidad genética dieron lugar
al desarrollo de sistemas artificiales que las reproducian, como los sistemas de
bloqueo de la replicacion o sistemas de repeticiones artificiales, para estudiar la
regulacién a nivel genético de dicha inestabilidad, sustratos de HR o indicadores de
inestabilidad genética. Por tanto, estos sistemas se han usado para analizar e
identificar mutaciones que incrementan HR, asi como establecer sus bases

moleculares.

Esta tesis se ha centrado en el estudio de la inestabilidad provocada por
defectos en transcripcidon y la aparicion de estructuras especificas durante el
transcurso de la replicacién mitética y meidtica, que dan lugar a alteraciones en el

estado de la cromatina.

2. LA EXPRESION GENICA EN EUCARIOTAS.

La expresidon génica en eucariotas define una serie de procesos que se
inician con la transcripcién de una secuencia de ADN en el nucleo, la maduracién
del pre-ARN mensajero, su transporte del nucleo al citoplasma y concluye con la

traduccion a la proteina que codifica. La maquinaria de transcripcion esta
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conservada en eucariotas, desde levaduras a humanos. Los genes eucariéticos son
transcritos por tres tipos de polimerasas, denominadas ARN polimerasas I, II y III.
La ARN polimerasa I (RNAPI) sintetiza los ARN ribosémicos (rRNA) de gran tamafio.
La ARN polimerasa II (RNAPII) transcribe los genes que codifican las proteinas y la
mayoria de los ARN nucleares pequefios (snRNA). La ARN polimerasa III (RNAPIII)
sintetiza los ARN transferentes (tRNA) y el rRNA 5S. La transcripcidon es un proceso
complejo que se puede dividir en tres fases: iniciacién, elongacidn y terminacion.

La transcripcion mediada por la RNAPII esta acoplada al metabolismo de la
molécula resultante, el ARN mensajero (ARNm), que incluye el ensamblaje
cotranscripcional desde su nacimiento de diferentes proteinas y complejos que le
confieren una fuerte estabilidad e intervienen en su procesamiento, dando lugar a
la particula ribonucleoprotéica (mRNP, del inglés, messenger ribonucleoprotein) que
se transporta al citoplasma (Aguilera, 2005; Keene, 2007) (Fig I1). El dinamismo e
interacciones a la que estd sometida esta particula regula y permite el acoplamiento
espacial y temporal de la transcripcion, el procesamiento del ARN mensajero
naciente mediante la adicion de la caperuza 5’, la eliminacion de intrones y el anexo
de la cola de poliadeninas (cola poli-A) junto al transporte a través del poro nuclear
al espacio citoplasmatico (Luna et al., 2008) (Fig I1). Por tanto, la mRNP juega un
papel clave en la elongaciéon, maduracion y transporte del ARNm al citoplasma. En
la biogénesis de la mRNP, el dominio carboxilo terminal (CTD) de la subunidad
Rpb1 de la RNAPII juega un papel relevante, especialmente las fosforilaciones de la
Serina2, Serina5 y Serina7 y otras modificaciones covalentes, que funcionan como
plataforma para la unién o reclutamiento de factores que intervienen en la
transcripcion, el procesamiento del ARNm vy la modificacion de histonas
(Buratowski, 2009).

La célula ha desarrollado mecanismos de control para que sélo los ARNm
correctamente procesados sean transportados al citoplasma y traducidos. Aquellos
ARNmM defectuosos son retenidos y degradados en el nucleo o citoplasma (Fasken
and Corbett, 2009; Honorine et al., 2011). De hecho, estos mecanismos de control
pueden actuar incluso antes de la liberacién de la mRNP del gen que se esta
transcribiendo (Honorine et al., 2011; Saguez et al., 2005), lo que ratifica la
relevancia del preciso acoplamiento de cada fase de la expresién génica para el
correcto funcionamiento celular.

Otro aspecto fundamental en la expresidon génica es la organizacién nuclear
de la cromatina. Esta organizacién se da tanto a nivel espacial, con el acoplamiento
de la transcripcién génica en la periferia nuclear, facilitando el transporte del ARNm

hacia el lumen citoplasmatico (Brown and Silver, 2007), asi como a nivel fisioldgico,
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mediante la organizacién de la estructura de la cromatina, donde juegan un papel
importante las histonas y su unién al ADN para formar los nucleosomas. La
estructura de la cromatina supone un nivel adicional de complejidad para la
transcripcién, funcionando como regulador de la expresién génica, asi como
modulando la accesibilidad de las distintas maquinarias al ADN (Nowak and Corces,
2004). Intervienen distintos componentes, entre ellos, las modificaciones post-
traduccionales reversibles de las colas N-terminales de las histonas, estableciendo
regiones de heterocromatina y eucromatina. Ademas, estas modificaciones son
importantes en la respuesta a sefiales extracelulares, induciendo la expresidon de

genes especificos (Loomis et al., 2009; Nowak and Corces, 2000).

Nucleo

Caperuza 5’ Citoplasma
Tme-Gppp

Figura I1. Esquema del acoplamiento entre la transcripcion nuclear y el transporte
de la mRNP al citoplasma. Durante la transcripciéon se forma la mRNP, constituida por el
complejo THO (Hprl, Tho2, Mftl, Thp2, Tex1l) que facilita el reclutamiento de Sub2/UAP56 e
Yral/ALY a la molécula de ARNm naciente, dando lugar al complejo TREX, y de Mex67/TAP.
THSC/TREX-2 (Thpl-Sac3-Sus1-Cdc31) es un complejo proteico que se asocia al poro
nuclear mediante su unidén a Nupl e interviene en el transporte del ARNm. Este complejo
ademas participa junto a Mex67 en el transporte del ARNm del nucleo al citoplasma. Susl se
asocia con el complejo de remodelacion de cromatina SAGA, actuando de puente entre la
transcripcion y el transporte del ARNm al citoplasma, donde tiene lugar la traduccion (Figura
adaptada de Luna et al., 2008).
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2.1. La transcripcion en eucariotas.

Historicamente la transcripcion se ha dividido en tres fases dependiendo de
los factores que intervienen en ella. Estas fases se denominan iniciacion, elongacién
y terminacién de la transcripcion.

Durante la iniciacion de la transcripcidon, gracias a remodelaciones de la
cromatina la RNAPII se une al promotor junto al resto del complejo de preiniciacion
(PIC) y factores generales de la transcripcion (GTFs), donde se incluyen activadores
y represores de la transcripcion (Aygun and Svejstrup, 2010). Uno de los GTFs es el
factor TFIIH, que abre la doble hélice gracias a su actividad helicasa dependiente de
ATP, para que comience la sintesis de ARNm y la adicién de la caperuza 5’ al ARNm
naciente. TFIIH también media la fosforilacidn de la Serina5 del dominio CTD de la
Rpb1, subunidad de la RNAPII, que juega un papel esencial en la regulacién de la
transcripcién (Fig I12).

Durante la elongacion, y tras la fosforilacion de la Serina5 de la CTD, los
factores de iniciacion son sustituidos/remplazados por los factores de elongacion
(Saunders et al., 2006). Estos ultimos son importantes para evitar blogqueos o
paradas durante el proceso. Son multiples las barreras que hacen que la
transcripcidon no sea un proceso fluido, como estructuras secundarias en ARN,
errores de incorporacion de ribonucleétidos o presencia de proteinas unidas al ADN.
Igualmente existen factores negativos de elongaciéon, como Spt4 y Spt5, que
juegan un papel en el control de la transcripcion (Kim et al., 2001). El complejo
THO/TREX, constituyente de la mRNP (Fig I1), también es necesario para la
elongacién (Luna et al., 2008). A medida que avanza la elongacién de la
transcripcién, se produce la desfosforilacién de la Serina5 y la fosforilaciéon de la
Serina2 del CTD de la RNAPII, imprescindible para el correcto avance de la RNAPII
asi como para la transicion a la fase de terminacién (Fig I12).

Durante la etapa de terminacion se produce la liberacién del transcrito
naciente asi como de la RNAPII del ADN molde. Durante esta fase es esencial el
reconocimiento del sitio de poliadenilacion y de un sitio de pausa de la transcripcidon
(Dye and Proudfoot, 2001), tras el cual se produce el corte y procesamiento del
extremo 3’ del pre-ARNm, afadiéndole una cola de adeninas por la poli (A)
polimerasa (PAP) (Rosonina et al., 2003). Existen factores de la maduracién del
extremo 3’ en regiones promotoras que sugieren una interconexion entre las fases
de iniciacion y terminacién de la transcripcion. Se ha propuesto que tras la primera
ronda de transcripcidon, se produce un bucle en el ADN que promueve la reiniciacion

de la transcripcion, reciclandose la RNAPII (Glover-Cutter et al., 2007; Proudfoot,
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2011). Una vez concluida la transcripcion, el CTD de la RNAPII debe ser
desfosforilado para permitir el reciclaje de la maquinaria (Fig 12).

El procesamiento del extremo 3’ también estd acoplado con otras etapas
sucesivas del metabolismo del ARNm, como son la eliminacion de intrones, el

transporte al citoplasma y la traduccién (Fig 12) (Buratowski, 2005).

Vias de senalizacion celular que

lcontrolan la transcripcion génica

Complejos Iniciacion de la transcripcion
i J

remodeladores
de cromatina y escape del promotor

RNAP ) .  RNAP I

el TFIB TFIIH
" TBP

TFIE

Unién del complejo de e
pre-iniciacion

RNAP II

Factores
negativos de
elongacién

P

L. Factores de )
Pausa préxima al promotor Qeaecel” Elongacion de la

transcripcion

RNAP I
Factores de

3 terminacién

5

. Disociacion del complejo y
Terminacioén y procesamiento reciclaje de la RNAPII
del extremo 3’ del transcrito

Figura I2. Vision general del proceso de transcripcion mediado por RNAPII. La
iniciacidn de la transcripcion estd estrechamente controlada por distintas vias de sefializacion
celular que actuan a nivel de co-factores transcripcionales y complejos remodeladores de la
cromatina (1), esenciales para la correcta formacion del complejo de pre-iniciacion (2),
iniciandose la transcripcion y formacion del ARNm mediante la fosforilacién de la Serina5 de
la CTD por TFIIH (3). El intercambio de factores de iniciacion por factores de elongacion
negativos, como Spt4/Spt5, a menudo implica paradas de la RNAPII préximas al promotor,
reanudandose por la fosforilacidon se la Serina2 de la CTD por Cdk9/ciclina T (4). Durante la
etapa de elongacion se unen factores de elongacidn necesarios para la progresion de la
RNAPII, asi como procesamiento del ARNm (5). Reconocimiento de la sefial de terminacion
en el extremo 3' de los genes y finalizacion de la transcripcion mediante el procesamiento del
extremo 3' y liberacidn del transcrito (6). Defosforilacion de la CTD y disociaciéon de la
RNAPII de la hebra de ADN (7) (Figura adaptada de Aygun and Svejstrup, 2010).
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2.2. Inestabilidad genética asociada a transcripcion.

La transcripcién de una secuencia de ADN incrementa su frecuencia de
recombinacion, fenédmeno denominado TAR (del inglés, transcription-associated
recombination) (Fig 12) (Gaillard et al., 2013; Aguilera, 2002). Este fendmeno fue
descrito hace mas de 3 décadas y tiene lugar desde procariotas a eucariotas
(Aguilera, 2002). La estimulacion de la recombinacidén por la transcripcién en
eucariotas se ha observado en S. cerevisiae, tanto mediada por la RNAPI (Voelkel-
Meiman et al., 1987) como por la RNAPII (Thomas and Rothstein, 1989) y la
RNAPIII (de la Loza et al., 2009), y en S. pombe (Grimm et al., 1991) y mamiferos
(Gottipati et al., 2008; Nickoloff and Reynolds, 1990), en ambos para transcripcion
mediada por RNAPII.

Igualmente, la transcripcion estimula las mutaciones, fendmeno referido
como TAM (Fig I3 A) (del inglés, transcription-associated mutation). Este fendmeno
conservado desde procariotas a eucariotas fue descrito hace mas de 4 décadas en
E.coli (Brock, 1971), y ocurre de manera espontanea en la cadena no transcrita del
ADN (Aguilera, 2002). A pesar de ello, no se conocen bien los mecanismos de TAR
y TAM, aunque es bastante probable que compartan los mismos intermediarios
estructurales iniciales.

TAR podria participar en el mantenimiento de la estabilidad genética,
promoviendo la reparacion por recombinacion homodloga (HR) de regiones
transcritas y eliminando los obstaculos que podrian dar lugar a paradas de la
horquilla de replicacion (Gottipati and Helleday, 2009). De hecho, la transcripcion
en si promueve la reparacion del ADN por un mecanismo denominado reparacion
acoplada a la transcripcion (TCR, del inglés transcription-couple repair), esencial
para el mantenimiento de la estabilidad genética (Kobayashi and Ganley, 2005;
Svejstrup, 2002), ya que RNAP al quedarse bloqueada sirve de sefial a la
maquinaria de reparacién de dafio. Los procesos TAM y TAR tienen una gran
relevancia bioldgica como mecanismos generadores de variabilidad, esenciales para
la evolucidon de los genomas y procesos como la recombinacidén especifica de sitio
V(D)J de las regiones variables de las inmunoglobulinas, de la recombinacién de
cambio de isotipo (CSR) y la hipermutacion somatica (SHM) (Jung and Alt, 2004).
En estos procesos es esencial la intervencion de la desaminasa AID (del inglés,
activation-induced cytidine deaminase) (Di Noia and Neuberger, 2007). AID actla
en ADN de cadena sencilla derivado de la transcripcién de las regiones S y V dando
lugar a CSR y SHM, respectivamente (Chaudhuri et al., 2003; Sohail et al., 2003).
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En el sentido contrario, y al igual que sucede con los procesos de replicacion
y reparacion del ADN, existen numerosos estudios que demuestran que la
transcripcién de una secuencia puede generar roturas del ADN y estructuras
recombinogénicas, fuente de inestabilidad (Aguilera and Gémez-Gonzéalez, 2008).
Ademas, el origen de la inestabilidad asociada a transcripcion puede ser
consecuencia de defectos colaterales debido a la interferencia con otros procesos
bioldgicos que utilizan como molde la hebra de ADN (Fig I3 A).

Para explicar y entender cdmo la transcripcion aumenta la inestabilidad via
TAR o TAM es clave tener en cuenta que el ADN es mas inestable cuando se
encuentra en forma de cadena sencilla, hipersensible a nucleasas enddégenas o a
dafios exdégenos en el ADN (Lindahl, 1993; Schmidt et al., 2006) (Fig I3 A). La
acumulacién de ADN de cadena sencilla puede darse de manera transitoria durante
el proceso de elongacién de la transcripcién, ya que se producen cambios
topoldgicos como la acumulacion de superenrollamiento negativo tras la ARNP asi
como reordenaciones de la cromatina, que dan lugar a regiones de ADN de cadena
sencilla, susceptibles de mutar o recombinar (Fig I3 A) (Schmidt et al., 2006). Por
tanto, la transcripcion incrementa los niveles de TAM y TAR, creando focos de alta
inestabilidad genética (Gémez-Gonzalez and Aguilera, 2007). Ademas, la tasa de
mutacion o recombinacion de una region del ADN es proporcional a su intensidad
de transcripcion, asi como a los agentes genotdoxicos 4-NQO o MMS, que
incrementan los niveles de recombinacién con una frecuencia 100 veces mas alta

cuando un gen es transcrito (Garcia-Rubio et al., 2003).

2.2.1. La formaciéon de subproductos de la transcripcion: estructuras R-

loops.

Una estructura que comuUnmente ocurre durante la transcripcién son los
hibridos ADN:ARN. Un ejemplo es la formacién de estos hibridos en el sitio activo
de la RNAP, dentro de la burbuja de transcripcion (Westover et al., 2004). En
cambio, existen estructuras cuya naturaleza se basa en hibridos ADN:ARN y cuya
presencia no es frecuente, como los R-loops. Especificamente, un R-loop es una
estructura de 3 cadenas de acidos nucleicos, formada por un hibrido ADN:ARN mas
una cadena sencilla de ADN (ssDNA) desplazada por la molécula de ARN, ambas
con secuencias homodlogas (Fig I3 A y B). Los R-loops tienen lugar durante la
transcripcion y su formacion se basa en la invasion de la molécula de ADN molde
transcrita por la molecula de ARNm tras salir de la RNAP (Fig I3 A y B) (Westover
et al., 2004).
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Se ha descrito la presencia de R-loops en procesos celulares especificos
donde actuan como intermediarios clave: en la replicacion del plasmido ColE1 en
E.coli (Kogoma, 1997), replicacién del ADN mitocondrial (Pohjoismé&ki et al., 2010)
o el cambio de clase de inmunoglobulinas en los linfocitos B de vertebrados (Yu et
al., 2003). En células humanas se ha observado que la formacién de R-loops
también puede tener un papel en la iniciacién de la transcripcidon. Se acumulan de
manera natural en la regiéon promotora 5'-UTR (del inglés, untranslated region) de
algunos genes, inhibiendo la metilacion de las islas CpG y evitando el silenciamiento
de dichos genes (Ginno et al., 2012). También se ha propuesto que la formacion de
estructuras R-loops tienen un papel en la eficiencia de la terminacién de la
transcripcién. La formacion de estos R-loops es transitoria entre el ARNm posterior
al punto de corte y unido a la RNAPII y el ADN molde, en cuya eliminacion
intervienen la exonucleasa 5'-3' Ratl y la helicasa de ADN:ARN Senl1/SETX (Mischo
et al., 2011; Skourti-Stathaki et al., 2011). Cabe mencionar que los R-loops
también se forman naturalmente en los transcritos telométicos (TERRA), donde se
ha propuesto que juegan un papel en la inhibicién de la actividad telomerasa (Luke
et al., 2008). También se ha descrito que ciertos ARN no codificantes (ncRNA)
forman R-loops mediando la formacion de heterocromatina en S. pombe (Nakama
et al., 2012).

Aparte de las funciones que los R-loops tienen en los procesos celulares
descritos, la formacion de R-loops es reducida ya que en caso de acumularse son
focos de inestabilidad genética. En situaciones en las que la presencia de estas
estructuras se incrementan, afectando a la expresion génica y replicacién celular,
siendo una fuente de inestabilidad genética, incluyendo mutaciones, recombinacion,
reordenamientos cromosémicos y pérdidas de cromosomas (Aguilera and Garcia-
Muse, 2012). En este sentido la acumulacién de estructuras R-loop puede ser uno
de los origenes del fendmeno TAR (Gomez-Gonzalez and Aguilera, 2008) (Fig I3 Ay
B). La ssDNA desplazada del R-loop es critica para explicar la elevada
mutageneicidad, susceptible a dafos que derivan a productos recombinogénicos
derivados de TAR (Gdmez-Gonzélez y Aguilera, 2008).

Debido a que los R-loops son fuente de inestabilidad genética, las células
han desarrollado mecanismos y factores para prevenir y eliminar la formacion
cotranscripcional de R-loops. El mecanismo mas importante y mejor caracterizado
son las enzimas RNasas H tipo 1 y 2, presentes en la mayoria de organismos, que
especificamente degradan la molécula de ARN de los hibridos ADN:ARN (Cerritelli
and Crouch, 2009). En eucariotas, diversas helicasas se han implicado en la

prevencion de la formacion de R-loops, como Senl/Senataxin (Boulé and Zakian,
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2007; Mischo et al., 2011) o Pifl (Kim et al., 1999). Los factores implicados en los
diferentes pasos de la transcripcion o en el procesamiento del ARNm, como los
complejos THO/TREX y THSC/TREX-2 (Luna et al., 2005), tratados con mayor
profundidad en el apartado 2.4, también son importantes para evitar la formacién

de R-loops cotranscripcionales.

A

Magquinaria de Magquinaria de
Transcripcion Replicacion
2 Superenrrollamiento 1

negativo / N

3 R-loop ARNm

5 Superenrrollamiento
positivo

Silvestre:

THO

THOA :

Figura I3. Mecanismos desencadenantes de TAR y TAM. (A) ADN de cadena sencilla,
mas susceptible a dafios que son resueltos por recombinacién homodloga (HR) (1).
Superenrollamiento negativo. Se forma tras el paso de la RNAPII y por alteraciones del
estado de la cromatina, facilitando la formacién de R-loops (2). Formacion de R-loops.
Pueden bloquear la replicacion y estimular la HR (3). Paradas y colision de las maquinarias
de transcripcion y de replicacién, resueltas por HR (4). Reclutamiento de la maquinaria de
HR por los factores de transcripcion. La reparacién acoplada a transcripcion puede actuar en
fase S del ciclo celular paralelamente a TAR (5) (Figura adaptada de Gottipati y Helleday,
2009). (B) En células silvestres, el superenrrollamiento negativo tras el avance de la RNAPII
da lugar a ADN de cadena sencilla transitoria susceptible de ser daflada y generar paradas de
la horquilla de replicacién. En los mutantes THO no se ensambla una mRNP dptima, dando
lugar a la formacién de estructuras R-loops, generando ADN de cadena sencilla (Figura
adaptada de Gémez-Gonzalez y Aguilera, 2007).
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2.2.2 Colisiones entre las maquinarias de transcripcion y replicacion como
fuente de TAR.

Una mayor presencia de ssDNA no es suficiente para explicar el fendmeno
TAR, ya que parece ser que existen otros mecanismos accesorios mediante los
cuales se produce la estimulaciéon de la recombinacién a través de la transcripcién.
Un ejemplo es la implicacion de los defectos en el avance de la horquilla de
replicacion. En este sentido, TAR ocurre principalmente cuando la transcripcidon
ocurre durante la fase S, como se ha demostrado a través de ensayos de
repeticiones directas bajo promotores especificos de fase S o G2 (Wellinger et al.,
2006), momento en que pueden tener lugar colisiones entre las maquinarias de
transcripcién y replicacion (Boubakri et al., 2010; Prado and Aguilera, 2005) (Fig I3
A).

Pueden darse dos tipos de colisiones, frontal, cuando la RNAPII se encuentra
con los componentes de la horquilla en la cadena retrasada, y co-direccional,
cuando la maquinaria de replicacion tropieza con la parte posterior de la RNAPII.
Ademas del impedimento fisico del avance de la replicaciéon derivada de estas
colisiones, como consecuencia del colapso de la horquilla de replicaciéon se pueden
generar roturas en el ADN, que requieren el reclutamiento de las distintas
maquinarias de reparacion y recombinacion para solventar estos danos (Branzei
and Foiani, 2010), actuando los mediadores de checkpoint Tell/ATM y Mecl/ATR,
que activan finalmente a las quinasas CHK1/Chkl y CHK2/Rad53 (Aguilera and
Gbémez-Gonzalez, 2008).

Aunque el mecanismo se desconoce, se ha descrito que la transcripcion por
las RNAP I, II y III es la mayor fuente de obstaculos de la replicacién, dando lugar
a roturas de la cadena de ADN y eventos TAR. El colapso de las horquillas es mas
evidente en ausencia de la helicasa Rrm3 (Azvolinsky et al., 2009; Ivessa et al.,
2003), lo que indica que la horquilla de replicacion debe superar obstaculos
distintos a nucleosomas en regiones transcritas. La observacion de que la helicasa
Rrm3 esté presente en genes altamente transcritos evitando asi el fendmeno TAR
es una indicacion mas de que la transcripcion puede ser un obstaculo para la
replicacion.

En bacterias se ha observado que la replicacion se ve afectada en sistemas
bajo el promotor T7 debido a la presencia de R-loops (Gan et al., 2011), al igual
que en células humanas, donde a través de andlisis mediante combing se ha visto
que estas estructuras R-loops podrian interferir con la replicacion (Tuduri et al.,
2009). Otros trabajos en células muestran que la acumulacion de R-loops

contribuye a la formacién de roturas en el ADN dependientes de replicaciéon, como
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sugiere la correlaciéon entre la incorporaciéon de BrdU y la sefializacion del dano
celular por fosforilacién de YH2AX, y el hecho de que la sobreexpresion de RNasa H
reduce el nimero de células con BrdU y focos de yH2AX (Houlard et al., 2011). Por
tanto, existen evidencias que muestran que la presencia de R-loops puede ser
causante de, al menos, parte de los defectos del avance de la horquilla de
replicacion debido a la transcripcion.

A su vez, estas estructuras R-loops pueden dar lugar a bloqueos del avance
de la horquilla de replicacion de manera directa, por la incapacidad del replisoma a
atravesar esta estructura, asi como de manera indirecta, debido a los dafos
generados y no solventados en la ssDNA generada en el R-loop, que en ultima

instancia generaria inestabilidad (Fig I3 A y B) (Aguilera and Garcia-Muse, 2012).

2.3. El complejo THO como conexion entre la elongacion de la

transcripcion y la recombinacion.

THO es un complejo nuclear conservado en eucariotas, descubierto y
purificado por primera vez en la levadura S. cerevisiae (Chavez et al., 2000). El
complejo THO esta formado por cantidades esteoquiométricas de las subunidades
proteicas denominadas Tho2, Hprl, Mftl, Thp2 y Tex1 (Pena et al., 2012) y actla
como una unidad estructural y funcional necesaria para la transcripcion vy
estabilidad genética. Se encuentra asociado a cromatina activa y funciona en la
interfase entre la transcripcion y el transporte del ARNm. Interacciona con Sub2 vy
Yral, dando lugar a una molecular de mayor peso molecular denominada TREX
(Transcription/Export) (Chavez et al., 2000; Strasser et al., 2002) (Fig I1). La
purificacion del complejo THO desde S. cerevisiae a células humanas aun en
presencia de altas concentraciones salinas demuestra que este complejo es muy
estable. Sin embargo, las interacciones con Sub2 (UAP56) e Yral (ALY) para formar
el complejo TREX son mas débiles. Sub2/UAP56 es una ATPasa dependiente de ARN
gue posiblemente actla in vivo como una helicasa de ARN. Interviene tanto en la
formacion del madurosoma como en el reclutamiento de los factores de transporte
a los mRNPs. Yral/ALY es una proteina de unién a ARN, que se recluta
cotranscripcionalmente al ARNm mediante Sub2 y que enlaza la transcripcion del
ARNmM con su transporte al poro nuclear, actuando de adaptador de Mex67/TAP (Fig
I1). Mex67 es una proteina transportadora y accesoria del metabolismo y
transporte de los ARNmM, que ademas de interaccionar con Sub2 e Yral,
interacciona con Hprl, subunidad de THO (Jimeno et al., 2006). Aunque no exista

una evidencia de que la mutacion de THO cambie la composicion de la mRNP, la
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hipétesis de trabajo actual es que es necesario para la correcta formacion de la
mRNP (Rondén et al., 2010).

El complejo THO tiene un papel en la elongacion de la transcripcion, ya que
la mutacion de cualquiera de sus integrantes genera defectos en esta fase de la
transcripcién (Chavez and Aguilera, 1997). Dicho defecto se pone de manifiesto
especialmente en genes largos y/o con alto contenido G+C, como el gen bacteriano
lacZ, o con multiples repeticiones internas, como se ha demostrado en ensayos in
vitro e in vivo en levadura (Chavez et al., 2000; Mason and Struhl, 2005; Rondén
et al., 2003). Este mismo fendmeno se observa con la mutacién de Sub2 (Garcia-
Rubio et al., 2008; Jimeno et al., 2002; Strasser and Hurt, 2001), lo que indica una
relaciéon funcional THO-Sub2, independiente a la asociacidn para constituir TREX.
Adicionalmente, estos mutantes comparten fenotipos de termosensibilidad (en
algunos fondos genéticos), ademas de problemas en el transporte del ARNm del
nucleo al citoplasma. Igualmente, las mutaciones del resto de proteinas que

constituyen la mRNP confieren fenotipos similares a los observados en THO.

No obstante, el fenotipo descrito mas relevante de las mutaciones de
miembros del complejo THO/TREX es el fuerte aumento de TAR, fenotipo que se
extiende en mayor o menor medida a otras proteinas que juegan un papel en la
constitucion de la mRNP, en la interfase entre la transcripcion, en el procesamiento
del extremo 3’ del ARNm y en el transporte del ARNm, como el heterodimero Sub2-
Yral, el complejo Thpl-Sac3 o exosoma nuclear (Fan et al., 2001; Gallardo et al.,
2003; Luna et al., 2005; Prado et al., 1997). Aun se desconoce si el intermediario
molecular que dispara TAR es el mismo en todos los casos anteriormente
enumerados, pero la implicacion de la molécula del ARNm naciente es clave.

En mutantes del complejo THO/TREX es probable que la mRNP no se forme
adecuadamente, lo que permite que hibride con el molde de ADN dando lugar a
estructuras R-loops detrds de la RNAPII durante la transcripcion (Gomez-Gonzalez
and Aguilera, 2007; Huertas and Aguilera, 2003) (Fig I3 B). La acumulacion de R-
loops probablemente es el causante del fuerte fenotipo TAR que muestran los
mutantes THO, especialmente durante la fase S celular, evidencidndose mediante
pausas de la horquilla de replicaciéon en zonas donde la transcripcidon estd afectada
debido a la acumulaciéon de estos hibridos ADN:ARN, como el locus lacZ (Wellinguer
et al., 2006). Este dato junto a la activacion del checkpoint en fase S (Gomez-
Gonzalez et al., 2009) y la acumulacién de Rrm3 en regiones transcritas a lo largo

del genoma, a su vez, son disminuidos por sobreexpresién de la RNasa H1,
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evidencian la relacion entre la presencia de R-loops y el impedimento de la
replicacion en los mutantes THO de levaduras.

De hecho, la expresién heterdloga de la proteina humana AID en mutantes
THO de S. cerevisiae incrementa los niveles de TAR y TAM, lo que indica que la
formacion de hibridos ADN:ARN favorece la accién de AID, actuando
preferentemente en la cadena no transcrita del ADN (Fig I3 B) (Gomez-Gonzalez
and Aguilera, 2007).

La relevancia del complejo THO ha quedado patente desde levaduras a
humanos. Las levaduras mutantes para THO muestran distintos defectos, asi como
un crecimiento lento, al igual que la reduccién de los niveles de THO en células
humanas y lineas celulares de Drosophila (Chavez et al., 2000; Guo et al., 2005;
Rehwinkel et al., 2004). Finalmente, diferentes datos sugieren una posible conexién
de THO con la proliferacion de células tumorales. Asi de las subunidades
conservadas en humanos, THOC1 (Hprl en levaduras), se identificé originalmente
como una proteina localizada en el nlcleo asociada a regiones de procesamiento
activo de ARN (speckles) (Durfee et al., 1994) que interaccionaba con la proteina
supresora de tumores del retinoblastoma, pRb, aunque la relevancia funcional de
este dafio no ha sido estudiada. Se ha observado que THOC-1 tiene un papel adn
por definir en proliferacion celular (Li et al., 2005). Por otro lado, se han observado
niveles altos de expresion de THOC1 en tumores mamarios, de ovarios y de
pulmon, y niveles bajos en tumores de piel y testiculos (Dominguez-Sanchez et al.,
2011; Guo et al., 2005).

3. CICLO CELULAR MEIOTICO.

En un ciclo celular mitético, la replicacién del ADN da lugar a las cromatidas
hermanas de cada cromosoma, que tras su condensacion, tiene lugar la
segregacion equitativa de dichas cromatidas hermanas, y por tanto la dotacién
genética se mantiene en las células hijas. Durante meiosis los cromosomas
homologos se replican y se compactan, y seguidamente existen dos divisiones. Una
primera division meidtica, llamada Meiosis I, donde se segregan los cromosomas
homodlogos (segregacién reductora), y en una segunda divisién (Meiosis II) se
segregan las cromatidas hermanas (segregacion equilibrada), al igual que en
mitosis. Por tanto, la meiosis es una divisién reductora, ya que a partir de una

célula diploide (2n) se da lugar a 4 células haploides (n) o gametos. Cada division
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celular comprende 4 fases denominadas: Profase, Metafase, Anafase y Telofase
(Kleckner, 1996).

3.1. Saccharomyces cerevisiae y Caenorhabditis elegans como

organismos modelo para el estudio de meiosis.

En los estudios meidticos de S. cerevisiae se encuentra altamente extendido
el uso del fondo SK1, ya que posee propiedades tales como una eficiente y rapida
sincronizacion e induccion celular de la meiosis asi como una alta tasa de
esporulacion (Storlazzi et al., 1995). Esto es debido en parte a que el fondo SK1
tiene un metabolismo mayoritariamente respiratorio. Se ha comprobado que la
eficiencia de la meiosis esta relacionada con un metabolismo respiratorio y debido a
ello, a la disponibilidad de oxigeno (Williams et al., 2002). Bajo condiciones de
agotamiento de nutrientes, especialmente de las fuentes de carbono y nitrégeno,
las levaduras SK1 inician meiosis rapidamente, dando como resultado cuatro
esporas haploides, que constituyen una forma de resistencia a la escasez de
nutrientes. El proceso meidtico en este fondo genético dura entre 10 y 12 horas y
se da con una alta eficiencia, completando el ciclo mas del 95% de las células de un
cultivo sincronizado (Alani et al., 1990).

En organismos pluricelulares C. elegans es un modelo de referencia para el
estudio de la meiosis se trata de un pequefio nematodo que mide aproximadamente
1 mm de longitud. Ademas de permitir un acercamiento experimental a los
organismos pluricelulares, posee un alto grado de conservacion con humanos.
(Albertson et al., 1997). Técnicas tales como las hibridaciones de fluorescencia in-
situ (FISH) (Dernburg et al., 1998), e inmunolocalizacion (Zetka et al., 1999) de los
marcadores de los distintos eventos mitéticos y meidticos son muy utiles para la
caracterizacidn de mutaciones (Lemmens and Tijsterman, 2011).

C. elegans, ademds, posee una caracteristica que ofrece una gran ventaja
frente a otros eucariotas pluricelulares, su hermafroditismo. Este favorece la
obtencion y mantenimiento de individuos con mutaciones recesivas, gracias a la
contribucion de ARNm materno de la madre a los descendientes. Otro aspecto
positivo de C. elegans es su facil crecimiento en condiciones de laboratorio, asi
como su enorme descendencia y su corto ciclo de vida, lo que facilita y reduce el
tiempo de investigacidn con este organismo. El ciclo de vida se inicia con el proceso
de embriogénesis que dura aproximadamente 14 horas, inicidndose en el interior
de la génada del nematodo madre y completandose exteriormente en forma de

huevo. Tras su eclosién pasa por cuatro fases larvarias L1, L2, L3 y L4, que se
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completan en 3 dias, con caracteristicas anatémicas reconocibles y especificas de
cada fase. Después de la fase L4, los nematodos se desarrollan hasta adultos, con
una vida aproximada de 10 dias, estando constituidos por 959 células organizadas
en epidermis, aparato digestivo, reproductor, nervioso y muscular (Altun and Hall,
2009) En esta fase alcanzan la madurez sexual, donde se inicia de nuevo el ciclo de
vida por autofecundacién de los gametos masculinos y femeninos, dando lugar a

nuevos huevos.

3.2 Procesos de la meiosis.

En S. cerevisiae tras el choque nutricional, el ciclo meidtico comienza con la
etapa G1, donde tiene lugar la sintesis acelerada de proteinas, organulos y otras
materias. Pasada una hora y media, las células SK1 inician la fase S o de
replicacion meidtica (o pre-replicacion meidtica), dando lugar a las cromatidas
hermanas (Andersen and Sekelsky, 2010; Kleckner, 1996). Tras una fase G2 de
aumento de tamano celular e inicio de la condensacién cromosémica (Wei et al.,
1999), se inicia la Meiosis I. La primera fase, Profase I, es de gran importancia y se
divide en 5 subetapas: leptoteno, zigoteno, paquiteno, diploteno y diacinesis.
Durante leptoteno, sobre las 3 horas tras la induccién de meiosis, tiene lugar la
formacion de los DSBs meidticos mediados por la endonucleasa Spol1, que iniciara
el movimiento y emparejamiento de los cromosomas en el ndcleo. A lo largo de
zigoteno tiene lugar el establecimiento del complejo sinaptonémico entre los
cromosomas homodlogos, que finaliza en la etapa de paquiteno, tras 5 horas del
inicio de la meiosis (Kleckner, 1996; Zickler and Kleckner, 1998). Durante
paquiteno tiene lugar la resolucién de los DSBs por recombinaciéon homéloga (HR),
dando lugar a puntos de uniéon entre los cromosomas homélogos, denominados
guiasmas, visibles en la fase de diacinesis. En esta fase la condensacién de la
cromatina es maxima y el complejo sinaptonémico es relegado Unicamente a las
zonas de quiasmas, debido a que en la fase de diploteno, se inicia su
despolimerizacién, dando lugar a la caracteristica estructura de los cromosomas en
forma de tétradas o bivalentes. Durante Profase I la membrana nuclear desaparece
y se establecen los cinetocoros en los centrdmeros de los cromosomas, donde se
unen las fibras de microtUbulos del huso cromatico que irradian desde ambos
centrosomas, dispuestos a ambos polos de la célula (Kleckner, 1996). En Metafase
I los cromosomas se sitlan en la placa ecuatorial metafdsica y en Anafase I los
microtubulos del huso se despolimerizan, arrastrando cada homologo con sus dos

cromatidas hermanas fuertemente unidas mediante cohesinas a un polo celular,
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formandose un juego haploide en cada polo de la célula. A lo largo de Telofase I los
microtubulos desaparecen y una membrana nuclear nueva rodea cada sistema
haploide, dando lugar a la citocinesis o division de la membrana celular vy
citoplasma en dos células, cada una con un nucleo (Kleckner, 1996).

En cada célula resultante sucede la Meiosis II. Es una divisidon similar a
mitosis con la particularidad de que carece de una fase S de replicacion del material
genético. Durante Profase II la cromatina comienza a condensarse y desaparece la
envoltura nuclear, iniciandose la formacion del huso entre los centriolos. En
Metafase II se observan los cromosomas en forma de diadas o univalentes en la
placa metafasica, al igual que en la metafase mitética, y las cohesinas que
mantenian unidas las cromatidas hermanas han despolimerizado, quedando
relegadas en regiones centroméricas. A lo largo de Anafase II, las cromatidas
hermanas se separan y cada juego se desplaza a un polo. A partir de este punto,
cada cromatida se denomina cromosoma. Es una division tipo ecuacional. Durante
Telofase II, los acontecimientos de Profase se invierten y los cromosomas se
descondensan, dando lugar a la cromatina. Tras la citocinesis celular se obtienen
cuatro células haploides, con una combinacion de genes distinta debido a
segregacion aleatoria de los cromosomas paternos y debido a la HR programada
durante Profase I (Kleckner, 1996).

En C. elegans los estudios de la meiosis se llevan a cabo en la linea germinal
0 gonada, compuesta de dos brazos simétricos en forma de "U" (Fig 14 A). El
atractivo de este organismo modelo radica en la polaridad de la génada, con un
extremo distal mitético que da paso a la regién donde la meiosis progresa espacial
y temporalmente hacia el extremo proximal (Fig I4 B). En la region distal de la
gonada o linea germinal hay una regién donde los nulcleos se dividen
mitdticamente. Conforme los nlcleos mitdticos se alejan del extremo distal, dejan
de dividirse mitéticamente y comienza la induccion y programacién de la meiosis
hasta el extremo proximal de la gbénada, dando lugar a la region meidtica de cada
linea germinal. Esta region esta representada principalmente por el transcurso de
Profase 1 y de las distintas etapas que la componen, definidas por cambios
morfoldgicos asociados al alineamiento, emparejamiento, sinapsis, recombinacién y
condensacién de los cromosomas homoélogos (Fig 14 B). Como resultado se
obtienen los gametos masculinos (espermatozoos) y femeninos (oocitos) mediante

los procesos denominados espermatogénesis y oogénesis, respectivamente.
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Figura I4. Representacion esquematica de C. elegans y los marcadores de la linea
germinal. (A) Esquema de un nematodo C. elegans adulto, donde se sefala la posicion de
distintas estructuras anatdémicas (Figura adaptada del WormAtlas). (B) Imagen
representativa de un brazo germinal silvestre, extraido y tefiido con DAPI y los anticuerpos
contra SYP-1 y RAD-51, donde se sefalan las caracteristicas mas relevantes de la misma. En
rojo se muestran los fenotipos derivados de la respuesta al dafio celular y activacion del
checkpoint mitético y meidtico, con la formacion de cuerpos apoptoticos visualizados
mediante optica Nomarski o tincion especifica con SYTO-12. (Figura adaptada de Garcia-
Muse and Boulton, 2007).

En nematodos silvestres, los primeros 40 nlcleos germinales que inician
meiosis durante el estadio larvario L4 llevan a cabo espermatogénesis (L'Hernault,
2006). Los espermatozoos resultantes se acumulan en un saco especializado

situado en el extremo proximal de la génada, denominado espermateca (Fig 14 A),
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donde los oocitos son fertilizados a su paso. La espermatogénesis es un proceso en
el que intervienen mas de 44 genes incluidos dentro de la familia SPE/FER, cuyos
mutantes son estériles ya que depositan oocitos sin fertilizar. Este proceso consta
de distintas etapas consecutivas y ordenadas, donde se incluye la morfogénesis del
pseuddpodo que brinda motilidad al espermatozoo (L Hernault, 2006).

El resto de nlcleos germinales llevan a cabo oogénesis. Este proceso implica
un enorme aumento del volumen del citoplasma, que en ultima instancia marca la
provision de numerosos ARNm y proteinas que apoyan la embriogénesis temprana
en los llamados granulos P o granulos germinales (Hubbard and Greenstein, 2005).
Estos granulos se sitian en la superficie de la membrana celular y son esenciales
en la fertilidad y rapida proliferaciéon del desarrollo en C. elegans, ya que incluye
factores para una rapida replicacion del ADN y otros factores de la embriogénesis
temprana, asi como ARNm necesarios para diferenciar y establecer las distintas
lineas celulares y las pautas a seguir en su diferenciacion, como es el caso de la

linea germinal (Kawasaki et al., 1998).

3.3. Alineamiento y sinapsis de los cromosomas homologos.

En C. elegans o Drosophila el emparejamiento y sinapsis de los cromosomas
homélogos es independiente de la iniciacion de la recombinacion pre-meidtica, al
contrario que en otros organismos como S. cerevisiae y mamiferos, donde los
eventos de recombinacion son usados como puntos de homologia cromosdmica
(Gerton and Hawley, 2005; Roeder, 1997). C. elegans o Drosophila, usan
mecanismos alternativos a los DSBs meidticos para emparejar sus cromosomas, lo
gue explicaria el reducido niumero de DSBs en estos organismos (Gerton y Hawley,
2005). De este modo, mutaciones en genes implicados en la formacién y resolucion
de los DSBs meidticos en C. elegans, como es el caso del mutante spo-11, el
complejo sinaptonémico es capaz de ensamblarse (Dernburg et al., 1998). En el
sentido contrario, en ausencia de una correcta sinapsis, como en el mutante syp-1,
los DSBs tienen lugar, aunque no se resuelven correctamente al no estar los
cromosomas homadlogos emparejados (Colaiacovo et al., 2003). Esta caracteristica
es importante ya que este organismo ofrece la posibilidad de estudiar los procesos

de sinapsis y recombinacion meioticos de manera independiente.
En C. elegans, una vez inducido el programa meiotico, tras la replicacién

pre-meidtica tienen lugar las fases leptoteno y zigoteno de Profase I, donde

comienza el emparejamiento entre cromosomas homologos y la redistribucion
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polarizada de los cromosomas en el interior. Este hecho hace que los nucleos
puedan identificarse facilmente al microscopio 6ptico mediante tinciones con DAPI,
ya que poseen una forma caracteristica en media-luna. Se usa para establecer el
punto de la linea germinal donde se inicia la induccion meiédtica. Esta regién recibe
el nombre de zona de transicion (Fig 14 B). Durante el emparejamiento, se dan
mecanismos tanto para encontrar a los cromosomas homodlogos, asi como, evitar
contactos entre cromosomas heterdlogos, siendo esenciales las secuencias
denominadas Centros de Emparejamiento (MacQueen et al., 2005; McKim et al.,
1993; Villeneuve, 1994). En estos centros se produce el reconocimiento y
estabilizaciéon del emparejamiento de los cromosomas homédlogos y desencadena la
sinapsis de los mismos (Fig I5) (MacQueen et al., 2005). Los centros de
emparejamiento de cada cromosoma estan unidos a proteinas de la familia ZIM,
gue poseen la caracteristica de poseer un dominio de dedos de Zinc. Estas
proteinas son HIM-8 (que median el emparejamiento de los cromosomas X), ZIM-1
(cromosomas II y III), ZIM-2 (cromosomas V) y ZIM-3 (cromosomas I y IV)
(Phillips and Dernburg, 2006; Phillips et al., 2009; Phillips et al., 2005). Se unen a
la envoltura nuclear a través del complejo SUN-KASH, que tienen un papel en el
movimiento de cromosomas catalizado por las proteinas motoras del citoesqueleto
(microtubulos) (Ding et al., 2010). En leptoteno y zigoteno se producen encuentros
azarosos entre los centros de emparejamientos, donde interviene la proteina
motora dineina. La homologia de los centros de emparejamiento es determinada.
En caso de ser cromosomas homdlogos, la dineina polimeriza y desencadena el
inicio de la sinapsis entre los dos cromosomas homadlogos. En caso de que los
cromosomas no sean homodlogos, la dineina provoca la rapida separacion de los
cromosomas, quedando de nuevo disponibles para un nuevo posible

emparejamiento (Fig I5) (Sato et al., 2009).

La sinapsis establece la formacién del complejo sinaptonémico entre los
cromosomas homdélogos. Este complejo estd formado por dos elementos laterales,
formado en C. elegans por HIM-3, HTP-1, HTP-2 y HTP-3 (Couteau et al., 2004;
Couteau and Zetka, 2005; MacQueen et al., 2005; Martinez-Perez and Villeneuve,
2005; Zetka et al., 1999), y un elemento central, donde se incluyen SYP-1 y SYP-2
(Colaiacovo et al., 2003; Couteau et al., 2004; Zetka et al., 1999). En S. cerevisiae
el elemento central del comeplejo sinaptonémico estd constituido principalmente
por la proteina Zipl, asi como ambos laterales por Zip3, Hopl, Redl, la quinasa
Mekl y la cohesina Rec8 (Agarwal and Roeder, 2000; Chua and Roeder, 1998;
Hollingsworth et al., 1990; Hollingsworth and Johnson, 1993). HIM-3, el mayor

componente dentro de los elementos laterales en C. elegans, se une a los
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cromosomas funcionando de andamiaje del resto de elementos, permitiendo la
sinapsis mediante la polimerizacion de los elementos centrales del complejo
sinaptonémico. Ademas, se le ha descrito otro papel a HIM-3, analogo a Hop1 de S.

cerevisiae, ya que facilita la recombinacién entre cromosomas homodlogos e inhibe

la reparacidon entre cromatidas hermanas (SCE, del inglés sister chromatid

exchange) (Niu et al., 2005). En el mutante syp-1 los focos de RAD-51 se resuelven

finalmente mediante HR entre cromatidas hermanas, obteniéndose doce

univalentes (Adamo et al., 2008).
La sinapsis se inicia desde fases muy tempranas de Profase I de meiosis y es

visible perfectamente a nivel de paquiteno medio. Al microscopio éptico y mediante
tinciones con DAPI, se puede observar en esta fase el ADN con forma de cuerdas,
gue corresponde con la alineacién de los cromosomas homdlogos, en cuyo centro
se localiza el complejo sinaptonémico, visible a través de inmunofluorencencias

contra la proteina SYP-1, proteina del elemento central del complejo sinaptonémico

(Fig 14 B).
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Figura I5. Representacion esquematica del emparejamiento de cromosomas
homodlogos y sinapsis. La imagen representa un nudcleo con un par de cromosomas X
homdlogos para simplificar. En leptoteno SUN-1 y ZYG-12 se concentran en la membrana
nuclear y se asocian a centros de emparejamiento individuales, que se desplazan por la
membrana gracias a los microtibulos, dando lugar a encuentros azarosos entre dichos
centros. La homologia entre cromosomas y centros de emparejamiento es verificada por la
dineina, donde SUN-1 y ZYG-12 inhiben la iniciacion de la sinapsis entre centros de
emparejamiento de cromosomas no homdlogos, que rapidamente son separados. En el caso
de ser homodlogos, la dineina ejerce una tension tal que resulta en el inicio de la sinapsis,
polimerizando el complejo sinaptonémico progresivamente a lo largo de los cromosomas,
alinedndolos (Figura adaptada de Sato et al., 2009).
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En levaduras, mamiferos y otros organismos, los DSBs meidticos no son sdlo
importantes para establecer los quiasmas, sino también intervienen en el
emparejamiento y sinapsis de los cromosomas homodlogos para su correcta
separaciéon durante Meiosis I (Zickler, 2006). Aunque los mecanismos de
emparejamiento de los cromosomas no estdn totalmente descifrados, la
recombinacion homdloga de los DSBs mediados por Spol1l media multiples puntos
de interacciones entre cromosomas homodlogos (Storlazzi et al., 2010). Parece ser
gue el estado de la cromatina también juega un papel en este sentido. Se ha
observado que la trimetilacion de la Lisina4 de la histona H3 (H3K4me3), implicada
en cromatina transcriptionalmente activa y mediada por Setl, puede regular la
necesidad de asegurar el niumero de DSBs ya que los mutantes set1A muestran un
numero reducido de DSBs, asi como cambios en el patrén de DSBs. H3K4me3 se ha
asociado a puntos calientes de recombinacién en levaduras (Borde et al., 2009) y
ratéon (Buard et al., 2009), coincidiendo el patron de reclutamiento de Dmcl con
esta trimetilacion (Lichten and de Massy, 2011). En S. cerevisiae parece ser que
también intervienen mecanismos de emparejamiento independientes de HR
meidtica, ya que la mutacion spollA muestra niveles residuales de
emparejamiento. En esta linea, en S. cerevisiae se ha observado que los
centromeros intervienen en el emparejamiento de los cromosomas (Ding et al.,
2010). En S. pombe los teldmeros juegan un papel importante, debido a la unién
de éstos a determinados puntos de la envoltura nuclear, formando 'racimos de
cromosomas'. En Drosophila, las zonas en heterocromatina de cada cromosoma
homodlogo son usados como cddigo de barras e intervienen en el emparejamiento,
al igual que la maquinaria de transcripcidon en /oci del ADN ribosémico o histonas
(McKee, 1996).

3.4. Recombinacion meiética.

3.4.1. Formacion de los DSBs meioéticos.

Ademas de la presencia de dos rondas de segregacién cromosdmica tras una
Unica replicacion, la division meidtica presenta otra caracteristica que la hace diferir
de la mitdtica: la presencia de entrecruzamientos (CO, crossovers) programados,
resultado de la recombinacién homodloga meidtica, que daran lugar a los quiasmas
meioticos visibles a final de Profase I, en diacinesis. La recombinaciéon meidtica
guarda bastante relacion con la mitdtica en sus primeros pasos y se encuentra

altamente conservada desde los intermediarios claves de la recombinacion hasta las
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enzimas implicadas. La diferencia principal entre la recombinacién mitdtica y
meiodtica la marca la accién de una topoisomerasa tipo II, denominada Spol11 (Fig
16), encontrada en todos los eucariotas e implicada en la formacién de DSBs
programados en espacio y tiempo, ya que se dan en un momento concreto en
meiosis y en determinados sitios del genoma (Keeney et al., 1997). En S.
cerevisiae se han identificado 3604 sitios del genoma donde Spol1l tiene tendencia
a unirse y formar los DSBs meidticos, denominados puntos calientes (Pan et al.,
2011). Estos puntos calientes constan de unos 200 nucledtidos, donde existen
varios sitios de corte internos. Aunque no haya una secuencia diana especifica para
la unién de Spol1l, si se han encontrado ciertas tendencias nucleotidicas en el lugar
del DSB, como la carencia del nucleétido guanina en el extremo 3' del corte
(Murakami and Nicolas, 2009). Parece ser que el patron de DSBs depende de
caracteristicas cromosdémicas de un nivel estructural mayor. Previamente a la
actuacion de Spoll, la cromatina se organiza en bucles de distinta longitud unidos
a un eje proteico lineal donde se asocian cohesinas y proteinas requeridas en la
formacion de DSBs que interaccionan con Spol1l. La regulacion de la longitud de los
bucles establece zonas con mayor o menor nimero de DSBs, donde los bucles

cortos incrementan la accion de Spo11 (Blat et al., 2002).

Spoll actia en forma de dimero y junto a factores adicionales, corta la
doble cadena de ADN de manera asimétrica en cada hebra monocatenaria. Tras el
corte, el dimero de Spol1l monomeriza y se une covalentemente a cada extremo 5’
generado (Keeney et al, 1997). Al liberarse los mondmeros de Spol1, desplazados
por el complejo MR(X)N (Mrell, Rad50, Xrs2, Nbsl), arrastran consigo pequefios
fragmentos de oligonucleétidos unidos covalentemente, iniciando la reseccion de la
cadena 5' (Fig 16) (Neale et al., 2005). El complejo MR(X)N, ademas de su
implicacién en la formacion de los DSBs (Borde and Cobb, 2009), tiene un papel en
terminar la reseccién del extremo 5’, dando lugar a extremos 3’ libre de longitud
heterogénea y de mas de 100 nucleétidos, protegidos por subunidades de la
proteina heterotrimérica RPA. Otros factores redundantes en el procesamientos de
los extremos de los DSBs son Sae2 (Mimitou and Symington, 2008) o las nucleasas
Exol y Dnal (Andersen and Sekelsky, 2010)(Fig 16). Existen vias redundantes que
implica a la helicasa RecQ Sgs1 junto a la endonucleasa Dna2 (Fig 16) (Moreau et
al., 2001).

El complejo MR(X)N también se ha caracterizado en C. elegans, ya que se
han encontrado los homodlogos a levaduras RAD-50 y MRE-11 (Fig 16) (Colaidcovo
et al., 2003; Chin and Villeneuve, 2001). Al igual que el resto de mutaciones en la

maquinaria de formacion y resolucion de los DSBs meiodticos, los mutantes de este
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complejo muestran 12 univalentes a nivel de diacinesis (Hayashi et al., 2007).
Otras proteinas implicadas en dicha recombinacion presentes en levaduras no
existen en C. elegans, debido posiblemente a que en el nematodo el
emparejamiento y sinapsis de los cromosomas homdlogos finaliza antes que
aparezcan los DSBs, lo que sitla a la levadura en un marco diferente para resolver
los DSBs (Garcia-Muse and Boulton, 2007).

Otro aspecto importante en la formacidon y coordinacién de los DSBs
meidticos mediados por SPO-11 es la estructura de la cromatina, mediada por
distintas vias, y donde juegan un papel clave las modificaciones post-
traduccionales. La proteina HIM-17 en C. elegans tiene una funcion en este sentido.
Su papel, dispensable de la formacién del complejo sinaptonémico, subyace en la
formacion de los DSBs, ya que su mutacion no muestra formacién de focos de RAD-
51, ademas de presentar 12 univalentes en diacinesis y ser parcialmente
rescatados por induccion de DSBs a través de radiaciones. HIM-17 colocaliza con la
cromatina, y su delecion provoca una desregulacién en los niveles de dimetilacion
de la Lisina9 de la Histona H3 (H3K9me2), marcador de heterocromatina y ADN
transcripcionalmente inactivo (Reddy and Villeneuve, 2004). Ello sugiere que HIM-
17 tiene un papel en la remodelacion de la cromatina, importante para la
accesibilidad y funcién de SPO-11.

El proceso de la recombinacion meidtica es facilmente analizable en C.
elegans. A nivel de paquiteno medio, los DSB meidticos mediados por SPO-11 son
reparados mediante HR (Dernburg et al., 1998; Martin et al., 2005). RAD-51 es la
Unica recombinasa que polimeriza en los extremos de cadena sencilla generados a
partir de los DSBs e inicialmente protegidos con la proteina replicativa A (RPA) (Fig
16). RAD-51 cataliza la invasion de cadenas e intercambio de las cadenas
homélogas, participando en la resolucién de los DSBs. Su dindmica de unién vy
desuniéon a través de inmunofluorescencias (Fig 14 B), se usa para analizar la
recombinacion meidtica. Igualmente la incidencia de focos de RAD-51 o su
desregulacién, se utiliza como medida de inestabilidad genémica. En los mutantes
spo-11, debido a la incapacidad de formar DSBs, no se observan focos de RAD-51,
explicando la presencia de doce univalentes en diacinesis y su esterilidad (Denburg
et al., 1998).
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3.4.2. Reparacion de los DSBs meioticos.

A continuacién, tras la formaciéon de los DSBs meidticos, tiene lugar su
reparacion mediante HR usando como molde el cromosoma homodlogo. Esta
reaccién esta catalizada en S. cerevisiae por dos recombinasas tipo RecA, Rad51,
Unica recombinasa de reparacién de los DSB mitéticos, y la recombinasa especifica
de meiosis Dmc1. Concretamente, en el ciclo meidtico el papel de la blusqueda de
homologia e invasién de cadena es transferida desde Rad51 a Dmcl. En este punto
juega un papel esencial la proteina especifica de meiosis Hed1l, que inhibe la
actividad recombinasa de Rad51, relegandola como factor de regulacién de la
recombinacién, estimulando la actividad invasora de Dmc1 unas 20 veces (Bishop,
2012). Este cambio de recombinasa durante el ciclo meidtico probablemente se
deba a la necesidad de que la recombinacién ocurra entre cromosomas homadlogos
y no entre cromatidas hermanas. Ademas, cada recombinasa esta regulada por
factores diferentes, donde Rad52 potencia la actividad recombinasa mediada por
Rad51, y Mei5-Sae3 la de Dmc1l (Bishop, 2012; Lao et al., 2008).

Otra diferencia aparente en la recombinacién meidtica entre la levadura y el
nematodo, es la existencia de RAD-51 como Unica recombinasa meidtica en C.
elegans (Rinaldo et al., 2002). Ademas, Rad52 también carece de un homdlogo en
C. elegans, aunque si posee a la proteina CeBRCA-2 (Fig 16), proteina supresora de
tumores, presente en humanos (BRCA2) y que modula la actividad y el
reclutamiento de RAD-51 en DSBs exdgenos y enddgenos, a la vez que estabiliza

el filamento nucleoprotéico (Martin et al., 2005; Petalcorin et al., 2007).

Tanto Rad51/RAD-51 como Dmcl desplazan a RPA y se unen al ADN de
cadena simple 3’ formando nucleofilamentos cuyo papel es encontrar ADN que
tenga homologia de secuencia e iniciar el intercambio de cadenas (Fig 16) (Gerton
and Hawley, 2005). Como consecuencia, se genera una estructura D-loop, que se
basa en la separacion de la doble cadena de ADN por una tercera cadena de ADN,
en este caso, responsable de la invasion. El D-loop es una estructura heteroduplio
de ADN, ya que contiene informacion de ambos cromosomas homodlogos. En esta
reaccién participa también la proteina Rad54/RAD-54, estimulando la invasidén de
Rad51, extension del heteroduplio y remodelacién de la cromatina (Mazin et al.,
2010). Para resolver esta estructura, hay dos alternativas: la via SDSA (del inglés,
synthesis-dependent strand annealing) y el mecanismo que implica a la estructura
dHJ (del inglés, double Holliday Junction) (Fig 16). La estructura doble cruciforme
dH] se forma gracias a que el extremo libre 5 del lado opuesto del DSB es

capturado y alineado con la cadena desplazada del D-loop. Después de la sintesis
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de los huecos de ADN y la ligacidon de los extremos, entran en juego distintas
proteinas involucradas en la resoluciéon del dHJ]. La familia protéica ZMM (Zip1,
Zip2, Zip3, Msh4, Msh5 y Mer3) estabiliza los heteroduplios y promueve la
formacion de la estructura dHJ, participando en su resolucion mediante el
reclutamiento de resolvasas (Borner et al., 2004). La resolvasa establecera el
patréon de corte en la resolucién del dH], que generard uno de los dos tipos de
conversion génica: con o sin recombinacion reciproca de marcadores aledanos (en
inglés, crossover (CO) o non-crossover (NCO)) (Székvolgyi and Nicolas, 2009).
Existen varias resolvasas implicadas en la resolucion de dHJs, entre las que se
encuentran Yenl (Ip et al., 2008), SIx1-SIx4 (Zakharyevich et al., 2012) y Mus81
(Heyer et al., 2003) (Fig 16).

En meiosis impera la necesidad de al menos un CO por par de cromosoma
homodlogo para la correcta segregacion de cromosomas homodlogos durante Meiosis
I y evitar gametos aneuploides, mientras en mitosis la reparacion de los DSBs se
lleva a cabo casi exclusivamente por las vias que generan productos NCOs, como
SDSA (principalmente), disolucién de dHJ, o su resolucion derivando a NCO.
Mientras que en otros organismos se observan de 1 a 3 puntos de
entrecruzamiento por bivalente, en C. elegans se ha observado el fenomeno de
Interferencia del Entrecruzamiento, asegurando un Unico punto de CO por cada par
de homologos e inhibiendo otros posibles (Hillers and Villeneuve, 2003).

La localizacion de los COs (también llamados entrecruzamientos) se puede
observar al microscopio éptico previa tincion de las muestras celulares con DAPI.
Una vez que el CO se ha constituido, la despolimerizacion del complejo
sinaptonémico tiene lugar y comienza la condensacion de cromosomas durante
diploteno, situado a la altura del "codo" del brazo germinal. La condensacién
alcanza su maximo grado durante diacinesis, en el extremo proximal de la linea
germinal. Debido a dicha condensacién, en esta fase se pueden observar seis
bivalentes por nucleo, correspondientes a los 6 cromosomas homodlogos y la

presencia del entrecruzamiento o quiasma (Fig I4 B) (Nabeshima et al., 2005).

Tan pronto como el oocito es fertilizado en la espermateca, se forma el huso
meidtico y tiene lugar la separacién de los cromosomas homélogos durante Anafase
I, que concluye con un proceso denominado extrusién del primer cuerpo polar.
Durante Meiosis II los cromosomas bivalentes se alinean en el ecuador celular y las
cromatidas hermanas se separan, dando lugar a un segundo cuerpo polar.

Finalmente, queda un juego de 6 cromosomas que forma el pronucleo del oocito,
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que junto al pronucleo derivado del espermatocito se forma el cigoto que dara paso

a los procesos de embriogénesis.

Via no dependiente de homologia: Vias dependientes de homologia:
NHEJ HR / SDSA
! Spoi1
g . T— B -__: GT) FE—
Kug0 Rad50 Sgs1 Rad50
Ku?OQ ! Sae2/COM-1 [Mrard Exo1 Sae2/COM-1 ) Mre11
= et %
'_Ll'\:, ~ ™~ yrd
5
i —pp— —
3 _::J; \E - e —
' Dme1 |  Radst ) Redi2
o Ho.om L00=
W=
4 1
‘9 BRC-1  ppe— Cromosoma invasor
i ==} Rad54 @
™ P Cromosoma homélogo
¥ A ! SDSA . Formacion dHJ

Srs2IRTELA @ _/- Msh4

- Msh5
disolucién .- \‘resnlucién
% Mus81

Slx1 - Yeni/
o HIM-

= e

& e \
non-CO non-CO non-CO cOo
o —— — — — — —
S ' — —
—
—

Figura 1I6. Vista esquematica general de las vias de reparacion de los DSBs
meiodticos. Se representa la via propensa a error NHEJ, que resuelve los DSBs a través de la
unién de los extremos del DSB sin la intervencidon de las cadenas homodlogas, asi como las
vias dependientes de homologia HR, SCE y SDSA, dando lugar a la formacion de
entrecruzamientos (CO) o no (NCO) (Figura adaptada de Lemmens y Tijsterman, 2011).

3.4.3 Control del ciclo celular meiético.

Al igual que sucede con la divisidbn mitdtica, errores durante la division
meidtica pueden generar desastres genéticos y dar lugar a meiosis defectuosa o
derivar a enfermedades genéticas. La recombinacion ectdpica puede dar lugar a
deleciones, inversiones, duplicaciones y translocaciones. Ademas, el constante
ataque al ADN por agentes genotdxicos exdgenos y enddgenos durante el ciclo
celular meidtico, puede generar roturas y estructuras terciarias en el ADN que en
caso de no ser resueltas correctamente, pueden ser letales. Por tanto, al igual que
sucede durante mitosis, todos los DSBs programados asi como dafos en el ADN

accidentales que se producen durante meiosis, se supervisan por mecanismos de
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control denominados checkpoint, que retrasan el ciclo celular hasta que estas
roturas hayan sido resueltas. Estas roturas son reconocidas por quinasas
pertenecientes a dos vias de sefializacion distintas y a la vez relacionadas, que se
encuentran altamente conservadas en eucariotas, entre las que se encuentran las
proteinas ATM y ATR de mamiferos, asi como los ortélogos en S. cerevisiae, Tell y
Mecl. Mientras que en mitosis Tell/ATM se une a los DSBs mediante el complejo
MR(X)N y su activacion no cesa hasta que el DSB se repara (Mantiero et al., 2007),
Mecl/ATR reconoce regiones de ADN de cadena sencilla ((Garcia-Muse and Boulton,
2005).

En mitosis y en respuesta a los DSBs, Rad9 promueve la interaccion de
Mec1-Rad53 que da lugar a la fosforilacidn y activacion de Rad53 (Shimada et al.,
2002). En meiosis, dependiendo si el DSB tiene un origen accidental o programado,
la propagacion de la sefial hasta los efectores finales ocurre por dos vias distintas.
Rad9 y Rad53 parecen no tener un papel en el control de la resolucion de los DSB
programados durante Meiosis I (Cartagena-Lirola et al., 2008). Este control es
mediado por la proteina Hopl, fosforilada por Tell/Mecl que da lugar a la
fosforilacion y activacion de la quinasa Mek1, quinasa del tipo Ser/Thr efectora del
checkpoint meiotico y especifica de este ciclo celular. Juega un papel clave en la
verificacion de la reparacion de los DSBs mediados por Spoll, ya que promueve la
recombinacion entre cromosomas homodlogos reprimiendo la reparacion entre
cromatidas hermanas (Cartagena-Lirola et al, 2008). Los mutantes del complejo
MR(X)N no son capaces de reparar los DSB meidticos programados en los que
Spoll permanece unido covalentemente al DSB generado, sin llegar a generar las
colas 3'. Este intermediario activa el checkpoint mediado por Tell, provocando un
retraso en Meiosis I (Usui et al., 2001). Por el contrario, la mutacion de la
recombinasa Dmcl, genera largos extremos 3’ de cadena sencilla incapaces de
realizar la invasion de la cadena homodloga. Esta cola de ADN de cadena simple es
sensada por Mecl, cuya activacién provoca un bloqueo permanente de la célula en
Meiosis I (Usui et al, 2001).

En cambio, Rad53 es activada en respuesta a DSBs no reparados y
persistentes, o bien, como consecuencia de dano exdégeno en el ADN no mediado
por Spoll (Cartagena-Lirola et al, 2008). La activacion por fosforilacién de Rad53
conlleva a paradas de ciclo y por tanto retrasos en las divisiones meioticas I y II. La
reparaciéon de los DSBs programados y accidentales, es esencial para la fertilidad, y

por ello, las células estan provistas de varias vias para su correcta reparacion.

En C. elegans, al igual que en otros organismos estudiados, existen

mecanismos de control del ciclo celular que salvaguarda su homeostasis. Tanto en
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el caso de que se produzcan dafios por roturas o por estructuras terciarias del ADN
durante las divisiones mitoticas o meidticas, asi como en el caso de que los DSB
meidticos no sean resueltos, son censados por la maquinaria de checkpoint
mediada por HIM-7, MRT-2, RAD-5/CLK-2, ATL-1 y ATM-1 para asegurar la
supervivencia y estabilidad de las células y promover su reparacion (Garcia-Muse
and Boulton, 2005; Gartner et al., 2000). Dicha maquinaria se encuentra
conservada, ya que MRT-2 es homdloga a las proteinas de checkpoint radl* de S.
pombe y RAD17 en S. cerevisiae (Gartner et al, 2000) y ATL-1 y ATM-1, homdlogas
a ATR y ATM de mamiferos, respectivamente (Falck et al., 2005). Dicha maquinaria
actua tanto a nivel de fase S del ciclo celular mitético asi como en el checkpoint
meidtico de paquiteno.

Durante la fase de replicacion celular, ATM/ATM-1 responde a DSBs,
activandose por fosforilacidon y reclutandose al lugar del dano a través del complejo
MRN. ATR/ATL-1 en cambio, responde a roturas en horquillas de replicacidon
colapsadas, reclutandose a través de RPA, proteina que se acumula en regiones de
ADN de cadena sencilla generada por el procesamiento de la rotura del ADN. La
activacion de ATL-1 genera cascadas de fosforilaciones de proteinas donde
finalmente activa a RAD-5/CLK-2, generando paradas del ciclo celular y dando lugar
a nucleos voluminosos y menos numerosos (Fig 14 B) (Falck et al., 2005; Garcia-
Muse and Boulton, 2005). Parece ser que ambas vias actlan conjuntamente, ya
que ATL-1 podria participar también en la via de reparaciéon de los DBS mediados
por ATM (Garcia-Muse and Boulton, 2005).

En organismos pluricelulares como C. elegans existe una segunda via,
denominada apoptosis o muerte celular programada, activada igualmente por las
quinasas de checkpoint ATM-1, ATL-1 y RAD-5/CLK-2 (Garcia-Muse and Boulton,
2005). Esta via es importante para el mantenimiento de la homeostasis de los
tejidos, eliminando de manera controlada aquellas células con DSBs sin reparar o
persistentes, asi como desregulaciones de los niveles de éstos, generando los
llamados cuerpos apoptoticos (Fig 14 B). Dicha via no ocurre en levaduras (Fraser
and James, 1998). En C. elegans se da a nivel de paquiteno tardio y son
observables al microscopio éptico (Fig 14 B). Se ha observado que los mutantes de
componentes que llevan a cabo la recombinacion meidtica como RAD-51, asi como
nematodos silvestres irradiados, poseen un nivel mayor de cuerpos apoptéticos,
que se suprime en el doble mutante rad-51 spo-11 (Gartner et al., 2000).

Cabe destacar que en condiciones normales, el 50% de células germinales
femeninas estan predestinados a una muerte celular programada o apoptosis,
regulado fisiolégicamente con el fin de evitar un exceso de oocitos. Esta via es

independiente a la apoptosis mediada por el checkpoint de paquiteno. La via
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mediada principalmente por la activacion de CED-3, que junto a CED-4 da lugar a
una proteasa que desencadena la apoptosis. Su actividad estd antagonizada por
CED-9. En células destinadas a morir, CED-9 es inactivada por EGL-1 (Gumienny et
al., 1999). Por ello, los mutantes dobles ced-3 ced-4 no tienen niveles normales de
apoptosis de las células germinales, y muestran un exceso de nucleos meidticos
(Gartner et al., 2000).

Ademas de los sucesos de fosforilacion mediados por quinasas de
checkpoint, existen otras modificaciones post-traduccionales implicadas en la
reparaciéon de los DSBs y homeostasis de los tejidos en C. elegans, como las
ubiquitinaciones. Un ejemplo son las proteinas BRC-1 y BRD-1 (Boulton et al.,,
2004), conservadas en numerosos organismos como mamiferos, BRCA1 y BARD1,
respectivamente (Hashizume et al., 2001). Ambas proteinas forman heterodimeros
que desempenan un papel de sefalizar y reparar el dafio en el ADN a través de la
actividad ubiquitina ligasa E3 de BRD-1, que mono-ubiquitina o poli-ubiquitina
determinadas proteinas, aun sin identificar, con el fin de conducir a la reparacion
del dafio (Polanowska et al., 2006). Estas ubiquitinaciones parece tener una funcion
en la recombinacion meidtica en C. elegans, aunque no esencial, ya que los
mutantes para BRC-1 o BRD-1 muestran seis bivalentes en diacinesis aunque
presentan fenotipo HIM, con una alta incidencia de machos en la descendencia, por

pérdida de uno de los cromosomas sexuales (Boulton et al., 2004).

3.5. Peculiaridades de la linea germinal de C. elegans.

3.5.1. Regulacién del cambio entre las divisiones celulares mitoética y

meiética de la génada.

En el extremo distal de la linea germinal, el nimero de divisiones mitoticas
es proporcional al nimero de nulcleos que inician meiosis, que se encuentra
influenciado por el entorno creado por una Unica célula, la célula distal somatica
(DTC, del inglés, distal tip cell), que se encuentra en el extremo mas distal de la
linea germinal (Fig I7 A y B) (Kimble and Crittenden, 2007). La DTC genera una
ruta que controla la division mitética de las células, mediante las proteinas GLP-
1/receptor Notch y las familias de proteinas de unién a ARN FBF/PUF (Kimble and
Simpson, 1997). Ademas, la DTC genera otra ruta que controla la induccion de la
meiosis en los nucleos de la génada, mediante los reguladores de ARN GLD-1, GLD-
2 y GLD-3 (Kimble and Crittenden, 2005; Suh et al., 2009) (Fig I7 B). Mediante
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estas rutas, la DTC controla la reposicién de células de la linea germinal y la

entrada en un programa de diferenciacion.
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Figura I7. Control de la regulacion de la region mitética por la DTC y la decision
mitosis/meiosis. (A) Extremo distal de la génada de C. elegans donde se muestra en verde
la DTC y sus protuberancias. (B) Transicion de la divisidn mitética a la induccién meidtica y
los niveles de expresidon de los reguladores implicados. Rojo, Posicién de la DTC. Amarillo,
células germinales en division mitética. Verde, células germinales en division meidtica
(Figuras adaptadas de Kimble y Crittenden, 2007).

La DTC expresa el ligando LAG-2, que desencadena la respuesta mediada
por GLP-1/Notch que promueve la division mitética (Kimble and Crittenden, 2007).
LAG-2 es el componente esencial por el cual la DTC controla la divisién mitdtica.
Debido a la localizacion de la DTC, esta célula posee protuberancias cortas y largas
que abrazan al extremo distal de la linea germinal (Fig I7 A). La DTC genera un
gradiente de concentracién de LAG-2, de mayor a menor cuanto mas alejado del

extremo distal de la linea germinal. LAG-2 se une al receptor de la membrana
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nuclear Notch codificado por el gen glp-1, generando una ruta que traduce la sefial
generada por la DTC. La expresién del ARNm de glp-1 es uniforme a lo largo de
toda la linea germinal, pero la expresion de la proteina cae en la zona de transicién.
Ello es debido a que existe una represién traslacional mediada por GLD-1 que
restringe la presencia del receptor GLP-1 a la region mitética (Marin and Evans,
2003). Otras proteinas juegan un papel imprescindible en la sefalizacion tras la
activacion de GLP-1: FBF-1 y FBF-2, siendo ésta ultima diana de GLP-1, controlando
su expresion a nivel de proteina (Fig I7 B). FBF-1 y FBF-2 son proteinas de union a
ARNs que realizan una inhibicion post-transcripcional de la expresién de dos
reguladores de entrada en meiosis, g/d-1 y gld-3, manteniendo la division mitdtica

de los nucleos germinales del extremo distal (Fig I7 B) (Crittenden et al., 2002).

GLD-1, GLD-2, GLD-3 y NOS-3 son claves en la regulacién de entrada en
meiosis (Jeong et al., 2011). Todas ellas estan implicadas en la regulacion post-
transcripcional. La entrada en meiosis se consigue mediante dos vias, actuando
GLD-1 y NOS-3 por una parte y GLD-2 y GLD-3 en otro. Ambas vias son capaces de
inducir meiosis de manera independiente, ya que la mutacién de gld-1 o gld-2,
aunque tienen defectos en la induccién de meiosis, son capaces de llevarla a cabo,
mientras que el doble mutante carece de regiéon meidtica (Parusel et al., 2006).
Tanto GLD-1 asi como GLD-2 son los primeros reguladores de entrada en meiosis.
GLD-1 funciona como represor uniéndose a ARNm e impidiendo la traduccién a
varios ARNm diana que codifican proteinas que promueven mitosis (Ryder et al.,
2003), mientras que GLD-2 mediante su funcién poly(A) polimerasa activa la
traduccién de ARNm que codifican para proteinas que promueven la meiosis (Suh et
al., 2006). GLD-1 reprime la expresion del ARNm de glp-1 directamente, al igual
que la expresion de FBF-1 y FBF-2 (Marin and Evans, 2003). A su vez, el ARNm que
codifica para g/d-1 es el Unico activador de GLD-2. En respuesta, GLD-2 crea un
efecto de retroalimentacion positivo al activar la traduccion del ARNm de gl/d-1.
GLD-3 y NOS-3 participan en el control de la induccién meidtica modulando GLD-2

y GLD-1, respectivamente, ademas de participar en la represion de FBF (Fig 17 B).

4. LA CROMATINA Y SU ORGANIZACION.

El ADN esta asociado a proteinas formando una estructura que conocemos
como cromatina. Los nucleosomas son la unidad bdasica en la organizacion de la
cromatina en eucariotas. Cada nucleosoma esta constituido por 146 pares de bases

de ADN que rodea dos veces a un nucleo central compuesto por un octamero de
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histonas (Fig I8 A), esto permite la compactacion de hasta 1,8 m de ADN dentro de
los nlcleos de las células eucariotas (Sanli et al., 2011). Existen cuatro tipos
fundamentales de histonas: histonas H2A, H2B, H3 y H4. El nlcleo del nucleosoma
estd compuesto de un heterotetramero de histonas H3 y H4 y dos heterodimeros de
histonas H2A y H2B (Sanli et al., 2011). Ademas, existe una proteina histdénica de
union H1/H5, que sella el ADN al octéamero de histonas (Fig I8 A).

A

= H3
H4
H2A
H2B

<« H1
ADN

K?TARKSTGG KAPRKQLATKMRKSAPATGGVKK K FKT

¢
N-ART
1

N- SG F\GKG GKGLGKGGAKRHRKVL —Q

@® P (fosforilacion)
® Me (metilacion)
® Ac (acetilacion)
® Ub (ubiquitinacion)

L]
N SGRGKQGGK K

*
-PEPA&SAPAPKKGSKKAVTK K—@
20 120

Figura I8. Estructura del nucleosoma y modificaciones post-traduccionales del
extremo N-terminal de las histonas. (A) Esquema de la disposicion del octdmero de
histonas que componen el nucleosoma, envuelto por 146 pb de ADN dando dos vueltas al
nucleo de histonas. La histona H1 sella el ADN al nucleosoma. (B) Secuencia aminoacidica
del extremo N-terminal de cada histona, indicando la posicion de cada residuo abajo en
negro, mientras que arriba se indican las diferentes modificaciones post-traduccionales
segun el codigo de colores marcado (Figura adaptada de Hamon y Cossart, 2008).

Las histonas son de las proteinas mas conservadas en el mundo eucariota y
estructuralmente estan constituidas por un nucleo, que se corresponde con el
extremo C-terminal de la proteina, y una cola, que se corresponde con el extremo
N-terminal (Fig I8 A y B). El extremo C-terminal adquiere una conformacion
globular que es similar en los 4 tipos de histonas y tiene una funcion estructural al
mediar las interacciones histona-histona y ADN-histonas formando el nucleo central
del nucleosoma. El extremo N-terminal, se encuentra menos compactado, es mas

flexible y se sitla externamente al nucleo central del nucleosoma, pudiendo
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establecer interacciones entre distintos nucleosomas y proporcionando un
dinamismo estructural a la cromatina (Kouzarides, 2007). A través de esta
plasticidad las histonas modulan la accesibilidad al ADN de distintas maquinarias,
como la de transcripcion, replicacién o reparacion de dafio en el ADN. Tres son los
mecanismos por los que se varia la estructura de la cromatina: 1. Modificaciones
post-traduccionales de histonas. 2. Accion de complejos remodeladores de
cromatina dependientes de ATP. 3. Sustitucion de histonas candnicas por variantes
de histonas.

Las modificaciones post-traduccionales son a dia de hoy las mejor
caracterizadas y estudiadas, y tienen lugar predominantemente en el extremo N-
terminal de las histonas. Son modificaciones covalentes y reversibles donde se
incluyen metilacion de lisinas y argininas; fosforilacién de serinas y treoninas;
acetilacion, ubiquitinacion y sumoilacion de lisinas y ADP-ribosilacion de acidos
glutamicos y biotinilaciones (Fig I8 B) (Tabla I1) (Bannister and Kouzarides, 2011).
Estas modificaciones no actlan de manera aislada, sino que el conjunto de las
mismas establece distintos patrones que dan identidad a cada nucleosoma,
interpretdndose como un codigo. Entre los aminoacidos modificados se producen
comunicaciones intra- e inter-nucleosomales, con las que se consiguen distintos
grados de respuestas. Strahl y Allis propusieron por primera vez la hipétesis del
codigo de histonas, vigente en la actualidad (Strahl and Allis, 2000). Se han
descrito varios tipos de interacciones, tanto positivas como negativas, dependiendo
si una modificacion induce o reprime otra modificacion (Fischle, 2008), asi como en
cis o en trans, dependiendo si la modificacion que se induce o reprime se encuentra
en la misma o distinta histona (respectivamente) que la modificacion
desencadenante. Estos cddigos, entre otras implicaciones, funcionan como
interruptores de condensacion/descondensacion de la cromatina, alterando el
cociente eucromatina/heterocromatina y regulando procesos celulares tales como
actividad génica, reparacion del ADN, replicacion, recombinacién o divisidn celular,
ya que la compactacion del ADN es fundamental durante la segregacién de

cromosomas durante el ciclo mitdtico y meidtico (Sanli et al., 2011).

4.1 Relacion entre las modificaciones post-traduccionales de

histonas y la transcripcion del ADN.

La cromatina puede suponer un obstaculo para las polimerasas de ARN. Ello

se solventa a través del reemplazamiento temporal y/o modificaciones de los
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nucleosomas. La célula regula la accesibilidad de la maquinaria de transcripcién al

ADN, tanto en el promotor como durante todo el proceso de elongacion, poniendo

de manifiesto la estrecha comunicacién existente entre el estado de la cromatina y

la transcripcion. Esta flexibilidad de la cromatina permite una rapida respuesta

celular moduladora de la expresidon génica ante estimulos intrinsecos y extrinsecos
(Orphanides and Reinberg, 2002).

Tabla I1. Listado de algunas modificaciones de histonas y sus funciones descritas.

Modificacion Histona Residuo Enzima Posible funcién
Metilacion H3 K4mel Setl Eucromatina permisiva
K4me3 Setl Eucromatina activa
Elongacidén de la transcripcidon
K9me?2 Met-2 (ce)* Represion de la transcripcion
K36me2 Set-2 Marcaje cromatina codificante
Elongacidn de la transcripcion
Represion de la transcripcion
K36me3 Set-2 Elongacion de la transcripcion
H4 R3 Htm1 Activacion de la transcripcion
Acetilacion H3 K9 Gen5 Activacion de la transcripcion
Deposicién de histonas
K14 Gen5 Activacion de la transcripcién
H4 K5 Hat1 Activacion de la transcripcion
Deposicion de histonas
K8 Gen5 Activacién de la transcripcion
K12 Hatl Activacion de la transcripcion
Deposicion de histonas
K16 Gcn5 Activacion de la transcripcion
Sas?2 Elongacidn de la transcripcion
Fosforilacion H2A S129 Mecl Reparacion del ADN
H3 S10 Ipll Mitosis/Meiosis
Aurora-B (m)* Mitosis/Meiosis
Air-2 (ce)* Mitosis/Meiosis
Snfl Activacion de la transcripcion
Pim1 Activacion de la transcripcion
MSK1/2 (m)* Activacién de la transcripcion
AIR-2 (ce)* Activacion de la transcripcion
JIL-1 (dm)*  Activacion de la transcripcion
T11 PRK1 (m)* Activacién de la transcripcion
S28 Ipll Mitosis/Meiosis
Aurora-B

*ce, C. elegans; d, D.melanogaster; m, mamiferos.

Existen enzimas capaces de realizar modificaciones post-traduccionales en

residuos concretos de las colas N-terminal de las histonas, entre las que se

encuentran SAGA, PAF y COMPASS, que cambian la afinidad de éstas por

diferentes reguladores transcripcionales (Jenuwein and Allis, 2001) o chaperonas de

histonas y complejos remodeladores de la cromatina, como los complejos SWI/SNF,
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ISWI, CHD1, INO80/SWR, RSC y FACT (Winkler and Luger, 2011), alterando la
posicién y la accesibilidad de los nucleosomas y desencadenando una cascada de
eventos con el fin de activar o reprimir la transcripcion. Ademas, cada etapa de la
transcripcién estd asociada con distintas modificaciones post-traduccionales (Tabla
I1) y complejos remodeladores de la cromatina, donde juega un papel esencial la
comunicacién de estos reguladores con el dominio CTD de la subunidad mayor de la
RNAPII (Orphanides and Reinberg, 2002).

4.1.1 La metilacion de histonas.

Las metilaciones son de las modificaciones post-traduccionales mas
frecuentes en la célula. Sélo tienen lugar en determinadas lisinas y argininas de las
histonas H3 y H4, llevadas a cabo por el dominio SET de las metil-transferasas
HMTs (del inglés, histone methyl! transferases). Una metilacion implicada en el inicio
de la transcripcion corresponde a la Lisina4 de la histona H3 (H3K4me), que ocurre
en tres estados: mono-, di- o tri-metilado, que definen la actividad génica (Tabla
I1). Mientras que el estado mono-metilado es requerido para la integridad global de
la estructura de la cromatina, los otros dos estados estdn asociados a genes
activos, aunque es el estado tri-metilado (H3K4me3) el que define mejor el estado
activo de la expresidon génica. H3K4me3 muestra un pico en los extremos 5’ de las
ORFs activas (Seol et al., 2006) ya que es llevada a cabo por la enzima HMT Setl,
asociandose al dominio CTD de la RNAPII cuando es fosforilado en el residuo
Serina5 (Santos-Rosa et al., 2002). De acuerdo con su papel en cromatina activa,
H3K4me es reconocida por el complejo remodelador de cromatina activa SWI y
previene la union del complejo represor de remodelacion de cromatina NuRD (Fig 19
A) (Lachner and Jenuwein, 2002).

A su vez H3K4me3 promueve la acetilacion de la Lisinal4 de la histona H3
(H3K14ac). Se ha comprobado que la adiccién de los tres grupos metilo en el
residuo H3K4 provoca un cambio de angulo de la cola N-terminal de la histona H3
que permite la accesibilidad de la acetil-transferasa (HAT, del inglés histone acetyl!
transferase) Gcn5 al nucleosoma, acetilando a H3K14 y creando un efecto
sinergistico en la activacion de la transcripcion (Fig 119 A). Al mismo tiempo, este
cambio de angulo inhibe la metilacién en la Lisina9 de la histona H3 (H3K9me?2), ya
gue impide el acceso de la metil-transferasa (Sanli et al., 2011). Ademas, esta
comunicacién entre histonas se da en el sentido inverso, ya que H3K9me?2 inhibe la
tri-metilacion de H3K4 y acetilacion de H3K14 (Fig I9 A). Por tanto, el estado

H3K9me estd relacionado con el silenciamiento génico y estado
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heterocromatinizado de la cromatina. Esta modificacién no estd conservada en S.
cerevisiae (Lee et al., 2005), pero si en S. pombe, donde es llevada a cabo por la
metil-transferasa Clr4 (Jia et al., 2005). En C. elegans, Drosophila y humanos
también se han descrito modificaciones mediadas por Met-2, Su(var)3-9 y SETDB1
respectivamente (Bessler et al., 2010; Schultz et al., 2002; Tzeng et al., 2007).
H3K9me2 es esencial para el reclutamiento de la proteina HP1 (Proteina

Heterocromatica 1), implicada en condensacién de cromatina.

A
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Metilacion de H3K9

Represion

Cromatina reprimida

HATs
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Nucleo de Grupo
histonas ADN acetilo

Figura I9. Ejemplos de metilaciones y acetilaciones en la regulacion de la
estructura de la cromatina. (A) Funciones opuestas de las metilaciones de H3K9 y H3K4.
H3K9me crea un lugar de alta afinidad para la unién de HP1 y asociandose con HMTs como
Suv39h/Met-2, creando un bucle de retroalimentacidén positiva induciendo la compactacion
de los nucleosomas. Por el contrario, H3K4me previene la union del complejo NuRD,
favoreciendo una mayor accesibilidad de los nucleosomas y su transcripcion. H3K4me
también interfiere en la union de HMTs a través de la adicion de grupos acetilos en la H3K14
a través del reclutamiento de la HAT correspondiente. (B) La adicion de grupos acetilo a
través de HATs crea un estado relajado de la cromatina mas accesible a las distintas
maquinarias y opuesto al efecto de las enzimas HDACs. (Figura adaptada de Lachner y
Jenuwein, 2002).

Existen modificaciones post-traduccionales encaminadas en la regulacién de
la elongacion de la transcripcién, como es el caso de la dimetilacién de la Lisina36
de la histona H3 (H3K36me?2), llevado a cabo por la enzima Set2 (Tabla I1). Set2
interacciona con el dominio CTD de la RNAPII, interacién que depende del estado

de fosforilacion de las Serina2 y Serina5 del CTD, que es llevada a cabo por la
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quinasa Ctkl durante la elongacion de la RNAPIIL. Set2 es capaz de realizar la di- y
tri-metilacion de H3K36. Ambas modificaciones de H3K36 se incrementan en los
extremos 3’ de las ORFs (Du et al., 2008). Sin embargo, mientras la trimetilacién
esta relacionada con elongacién y aumento de la expresion génica, la dimetilacion
tiene una funcidén de marcaje para discriminar entre regiones codificantes y no
codificantes del ADN. Esto es debido a que en regiones promotoras y de inicio de la
transcripcién, la cromatina se encuentra mas relajada en cuanto a ocupacion
nucleosomal, por lo que existe una mayor probabilidad de interaccién del ADN con
los factores de transcripcién. En cambio, en regiones centrales y extremos 3’, uno
de los mecanismos que la célula tiene para evitar la unién de factores de
transcripcién que darian lugar a una transcripcién no productiva, es reducir la
longitud de ADN entre nucleosomas adyacentes, dando lugar a una mayor
compactacién del ADN. Esto provoca que la polimerasa RNAPII tenga mayores
dificultades durante la etapa de elongacidn. El papel de H3K36me2 seria facilitar la
transcripcion hasta el final de la regién codificante (Rao et al., 2005). Ademas, se
ha descrito que Set2 posee dominios de unidn a histona H4 acetilada, necesarios
para poder realizar las di- y tri-metilaciones de H3K36 sugiriendo una coordinacion
entre ambas modificaciones (Rao et al., 2005).

En cambio, otros estudios indican que H3K36me2 y Set2 podrian actuar
inhibiendo la elongacién de la transcripcion en determinadas regiones génicas. De
tal modo, la delecion de set2A incrementa la transcripcion basal de GAL4 (Landry et
al., 2003). Estas mutantes también son mas resistentes a 6-azauracilo, al igual que
los mutantes de la subunidad Spt16 del complejo FACT, complejo reorganizador de
nucleosomas que, entre otras funciones, tiene un papel en elongaciéon de la
transcripcion al desestabilizar y restaurar los nucleosomas al paso de RNAPII
(Biswas et al., 2006). También se ha relacionado la metilacién de H3K36 con la
restauracién de los niveles de compactacién de la cromatina una vez que ha pasado
la enzima RNAPII, evitando la transcripcidon intragénica, mediado por el
reclutamiento del complejo HDAC (del inglés histone de-acetylase) Rpd3S (Carrozza
et al., 2005). En general, se podria decir que H3K36me2 es necesaria para

mantener el estado preventivo durante la elongacion de la transcripcion.

4.1.2 Acetilacion de histonas.
La acetilacién es una de las modificaciones post-traduccionales mejor

caracterizadas. Tiene lugar en residuos de lisina presentes en los 4 tipos de

histonas (Fig I8 B). El mantenimiento del estado acetilado es un proceso dinamico
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que depende del equilibrio entre las actividades de las enzimas HATs y HDACSs.
Aunque al conjunto de las acetilaciones se le han atribuido papeles en distintas
actividades nucleares tales como reparacién del ADN, recombinacidon y mitosis, es
la regulacién transcripcional la mejor descrita, especialmente, su papel activador de
la actividad génica (Baker and Grant, 2007). Estas acetilaciones son reconocidas
por bromodominios, dominios proteicos que se encuentran presentes en muchos
reguladores transcripcionales (Kasten et al., 2004), pero también por otros
dominios presentes mayoritariamente en otros grupos enzimaticos, reflejo del
amplio espectro de funciones nucleares vinculadas a la acetilacién.
Mecanisticamente hablando, la acetilacion de determinados residuos reducen la
afinidad de las histonas con el ADN, dotando de una mayor flexibilidad a la
estructura de la cromatina y permitiendo el acceso de maquinarias especificas (Fig
19 B) (Kuo et al., 2009).

Existen cuatro residuos de lisinas que son susceptibles de acetilacién en el
dominio N-terminal de la histona H4, cualquiera de ellas relacionadas con un
incremento de la actividad génica. Estas lisinas son las K5, K8, K12 y K16 (Tabla
I1). Mientras que todas las lisinas pueden ser acetiladas con la misma eficiencia por
el complejo p300/CPB, Gcn5 acetila el residuo H4K8 preferencialmente (Kuo et al.,
1996). Gen5 es la subunidad catalitica de varios complejos como SAGA (Grant et
al., 1997), SALSA/SLIK (Sterner et al., 2002) y ADA (Eberharter et al., 1999),
todos relacionados con la regulacion transcripcional en levaduras. Existen estudios
que han relacionado la actividad HAT de Gcn5 a la reparacion de dano en el ADN
(Teng et al., 2002) y segregacion cromosomica (Vernarecci et al., 2008). H4K8 al
acetilarse, a la vez que activa la expresion génica, modula la actividad de la
transcripcién de dicha secuencia, facilitando la interaccidon con la metil-transferasa
Hmt1, que tiene afinidad por las histonas H3 y H4 acetiladas, y una funcion de
represion de la transcripcién a través de la metilacion de la Arginina3 de la histona
H4 (H4R3me). Tanto la mutacion puntual de H4R3 como de H4K8 en un fondo
mutante gcn5 dan lugar a similares defectos en el crecimiento, lo que indica que
ambos residuos funcionan en la misma via para un 6ptimo crecimiento vegetativo
(Kuo et al., 2009).

Por otro lado, las acetilaciones en los residuos H4K5 y H4K12 son llevadas a
cabo por la acetil-transferasa Hatl que forma parte del complejo nuclear Hatl/
Hat2/ Hifl. Estas acetilaciones también median la expresidon génica y tienen la
peculiaridad de que se realizan en histonas H4 libres antes de la deposicién en la
cromatina, incorporandose a la cromatina durante la fase S celular (Fillingham and
Greenblatt, 2008).
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Durante la replicacién, los nucleosomas son apartados para permitir el paso
de las polimerasas de ADN. La distribucién de las histonas es semiconservativa,
reutilizandose los nucleosomas originales y ensamblando otros recién sintetizados
(Falbo and Shen, 2009). El complejo Hatl/ Hat2/ Hifl interacciona con la
chaperona de histonas Asfl, que facilita la modificacion post-traduccional de los
dimeros H3-H4 para que posteriormente sean ensamblados durante la replicacion
del ADN, donde interviene la chaperona CAF-1. Este hecho tiene lugar con otras
modificaciones, como las acetilaciones de las Lisina56 y Lisina9 de la histona H3
(H3K56ac y H3K9ac, respectivamente) en S. cerevisiae (Adkins et al., 2007).
H3K9ac es llevada a cabo por Gen5, subunidad catalitica del complejo SAGA y esta
asociada a nueva sintesis de ADN. Al igual que H4K5ac y H4K12ac, H3K9ac
muestra picos en los extremos 5’ de los genes y promueven la transcripcion
durante la fase S celular, facilitando la uniéon de TFIIH a la cromatina. Cabe
destacar la diversidad de modificaciones que pueden llegar a sufrir los distintos
residuos de histonas. Este es el caso de la H3K9, que puede ser metilado,

reprimiendo la transcripcion génica, asi como acetilado, facilitandola.

Existen acetilaciones encaminadas a promover y regular la elongaciéon de la
transcripcion, como es el caso de la lisina 16 de la histona H4 (H4K16ac), llevada a
cabo por la acetil-transferasa Sas2 (Tabla I1). La delecién sas2A disminuye la
acetilacion en este residuo en todas las ORFs, con pocos cambios en las regiones
intergénicas. Dicha delecion es resistente a la droga 6-azauracilo, la cual inhibe la
elongacién de la transcripcidn, indicando el papel positivo que juega esta acetilacion

en esta etapa de la transcripciéon (Heise et al., 2012).

4.1.3 La fosforilacion de histonas (H3S10P).

Ademas de las acetilaciones y metilaciones, las fosforilaciones de residuos de
histonas se han relacionado con la activacidon de la expresion génica (Baek, 2011).
Un ejemplo es la fosforilacién de la Serinal0 de la histona H3 (H3S10P),
conservada tanto en levaduras, nematodos como en humanos, que tendria un papel
clave durante la interfase mitdtica (Fig I10) (Hsu et al., 2000). H3S10P es
reconocida por la familia de proteinas 14-3-3 (Macdonald et al., 2005). Esta familia
estd presente en todos los organismos eucariotas investigados y tiene diversas
funciones de regulacién de senales en distintos procesos, entre ellos la activacion
transcripcional. En S. cerevisiae el complejo 14-3-3 estd constituido por dos

proteinas BMH1 y BMH2 (van Heusden and Yde Steensma, 2006). Hay un amplio
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debate en cuanto si la regulacion transcripcional de H3S10P es sinérgica con, o
independiente de, la acetilaciéon de la Lisinal4 adyacente (H3K14ac) mediada por
Gcn5, ya que la afinidad de 14-3-3 por H3S10P se incrementa en presencia de
H3K14ac (Walter et al., 2008; Winter et al., 2008). Se ha demostrado que en
promotores que requieren de la actividad HAT de Gcn5, es necesaria la previa
fosforilaciéon de H3S10, correlacionando con el aumento de los niveles de H3K14ac
(Lo et al., 2001). Otros estudios indican que H3K14ac no siempre es precedida de
la fosforilacion de H3S10 (Walter et al., 2008). En el promotor del gen GALI, la
acetilacion de H3K14 esta presente antes que la fosforilacion de H3S10, aunque
ambas modificaciones son necesarias para la transcripcién del gen. En la misma
linea, se ha descrito que la purificacion del complejo SAGA no muestra afinidad por
la version fosforilada de H3S10 (Fry et al., 2004).
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Figura I10. La fosforilacion de H3S10 y su implicacién en transcripcion y
condensacion de la cromatina. La fosforilacion de H3S10 ha sido relacionada con un doble
papel dependiente del ciclo celular: regulador de la transcripcién durante interfase, junto a
acetilaciones de distintos residuos, y condensacién de la cromatina durante las divisiones
celulares mitotica y meiodtica. (Figura adaptada de Cheung et al., 2000).

Otros estudios muestran que la transcripcion ligada a H3S10P puede
desencadenar la liberacién de proteinas represoras tales como el complejo INHAT
(inhibidor de HATs), compuesto por las subunidades SET y pp32. Este complejo

tiene afinidad por las colas N-terminales de la histona H3 sin modificar en las
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distintas serinas y treoninas, entre ellas, la H3S10 (Schneider et al., 2004). Existen
otras comunicaciones mediadas por H3S10P, como la acetilacién de la Lisinal6 de
la histona H4 (H4K16ac). El complejo 14-3-3 para llevar a cabo la elongacion de la
transcipcion del locus FOSL1 media el reclutamiento de la acetil-transferasa MOF,
acetilando H4K16, reconocido por BRD4 a través de su bromodominio (Fig I11)
(Zippo et al., 2009).

Por otro lado, en Drosophila, se ha visto que H3S10P asi como el
reclutamiento del complejo 14-3-3 son necesarios para la transcripcion de la
mayoria de los genes en este organismo, especialmente de aquellos que requieren
de una rapida respuesta de la transcripcién ante determinados estimulos (Karam et
al., 2010). Con la respuesta de choque térmico como sistema modelo, se
establecieron que los patrones de H3S10P son los de los genes activos.
Previamente al choque térmico, H3S10P se localiza en las regiones de eucromatina
de los cromosomas politénicos, colocalizando con la RNAPII. Después del choque
térmico, esta modificacion se redistribuye hacia los /oci activados por el choque
térmico y desaparece del resto del cromosoma, donde los genes son reprimidos
(Nowak and Corces, 2000).

En mamiferos se ha relacionado una alteracién de H3S10P con el sindrome
Coffin-Lowry, que se caracteriza por mostrar niveles de transcripcién alterada y una
pérdida de la respuesta rapida a EGF (del inglés, epidermal growth factor)
(Sassone-Corsi et al., 1999). En la misma linea, se ha visto que el tratamiento de
células de ovario inmaduras de rata con la hormona FSH (del inglés, follicle-
stimulating hormone) da lugar a una rapida respuesta de la expresion génica,
llevada a cabo por H3S10P y mediada por la quinasa dependiente de AMPc PKA y
que tiene como resultado la diferenciacién celular (DeManno et al., 1999).
Adicionalmente, se han visto otras asociaciones mediadas por H3S10P, como la
activacion transcripcional rapida en neuronas del hipocampo (Crosio et al., 2003) o
de determinadas regiones del nlcleo supraquiasmatico de ratas al aplicar pulsos de
luz (Crosio et al., 2000).

No siempre se ha relacionado a H3S10P con un aumento de la expresion
génica. Metzger et al., en 2007 observaron que en la activacion de los promotores
dependientes de receptores a andrdogenos (AR) existia una comunicacion tipo cis
iniciada por la fosforilacion de la Thril de la histona H3 (H3T11P) por PRK1,
necesaria para la acetilacion de H3K9 y H3K14. Al mismo tiempo, los niveles de

H3T11P estan relacionados con la desmetilacion de H3K9me2/3, marca de
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cromatina inactiva. La fosforilacion de H3S10 bloquearia la desmetilacion de H3K9,

lo que conllevaria a la inhibicién de la transcripciéon (Metzger et al., 2007).

También existe controversia sobre la quinasa que realiza la fosforilacion de
H3S10 durante interfase (Baek, 2011). En el afio 2001 se le atribuyé este papel a
la quinasa Snfl, ya que se observd que la fosforilacion de H3S10 en el gen INO1
mediada por Snfl y junto a la acetilacién de H3K14 di6 como resultado su
activacion transcripcional (Lo et al., 2001). Sin embargo, en el promotor del gen
HO de S. cerevisiae la fosforilacion de H3S10 por Snfl no dié un resultado similar,
lo que indicaria que en la levadura existen distintas quinasas para la regulacién de
distintos genes. Estas quinasas aun no han sido identificadas. En células de
mamiferos, se ha descrito que las quinasas MSK1 y MSK2 son las principales
responsables de la fosforilacion de H3S10 dependientes de transcripcion, entre
otras (Soloaga et al., 2003). En Drosophila, la quinasa serina/treonina JIL-1 ha sido
descrita como la homodloga de MSK1/2, reduciéndose dramaticamente los niveles de
H3S10P al mutar dicha quinasa (Jin et al., 1999).

RNAPII
elongacion)/__
& 1 (|

AL Do

(0 Quinasa H3S10
(PL- ® & =

X C’r%!ffg_i::i--\ ?ﬂngK!B © HAT. 3

(PIM1) = P Fosforilacion

Ac  Acetilacién

Figura I11. Ejemplo de regulacion transcripcional de RNAPII mediada por H3S10P
en el locus FOSL1. La correcta progresion de RNAPII requiere de la fosforilacion de su cola
CTD para estimular la elongacion, mediado a través de la fosforilacién de H3S10. H3S10P
recluta a HATs que dan lugar a la acetilacion de histonas H3 y H4, que son reconocidas por
Brd4 a través de su bromodominio, que a través de quinasas, median la fosforilacién de la
CTD de RNAPII. (Figura adaptada de Galbraith y Espinosa, 2011).

4.2 Relacion entre la fosforilacion del residuo H3S10 de la histona

H3 (H3S10P) y la condensacion de la cromatina.

A H3S10P se le ha atribuido un papel distinto al descrito en las interfases
mitdtica y meidtica eucariotas, relacionado con la condensacion de cromosomas
(Fig 110) (Tabla S1) (Hendzel et al., 1997; Hsu et al., 2000; Wei et al., 1999). En
levaduras, la quinasa responsable de este papel de H3S10P es Ipll (Lo et al.,

2001), mientras que Aurora B, IKK, Rsk2, y AKT han sido descritas en mamiferos
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(Prigent and Dimitrov, 2003; Teperek-Tkacz et al., 2010). La fosfatasa que regula
el estado fosforilado es Gcl7/PP1, inactivada mediante fosforilacion por la quinasa
Cdc2 durante la fase M. También se han encontrado los homdlogos en C. elegans
(Woollard and Hodgkin, 1999) y Drosophila (Glover et al., 1995). Ipl1, asi como sus
homélogos, es esencial para el mantenimiento de la estabilidad cromosdmica, ya
que la mutacién ip/1/aurora generan un incremento en la ploidia celular (Yu Wen et
al., 2003), asi como condensacion incompleta de los cromosomas y la falta de
alineacion de éstos en la placa metafasica (Goto et al., 2003). Ademas, las
quinasas Ipll/Aurora B se encuentran sobreexpresadas en una alta variedad de
tumores (Bischoff et al., 1998; Tatsuka et al., 1998).

A lo largo del ciclo celular, los niveles de H3S10P no son estables, sino que
obtienen su grado maximo en las fases G2/M, momento donde los cromosomas se
encuentran en su estado mas condensado. De hecho, H3S10P es utilizado como
marcador celular de mitosis. Igualmente sucederia durante meiosis,
incrementandose a partir de profase tardia y desapareciendo en el momento de
division celular (Hsu et al., 2000). En células de mamiferos y a través de
inmunofluorescencia, se ha visto que H3S10P se hace evidente en |Ia
heterocromatina pericentromérica durante la fase G2 (Hendzel et al., 1997).
Posteriormente, dicha fosforilacion se extiende a lo largo de los brazos
cromosomicos, completandose en profase, y visible durante metafase mitdtica
(Hendzel et al., 1997). La desfosforilacion se inicia durante anafase y se completa
en telofase (Hendzel et al., 1997). A pesar de la intima relacion entre la
condensacion de la cromatina y H3S10P, hay estudios que muestran que H3S10P
es necesaria para iniciar y no para mantener dicha compactacién (Van Hooser et
al., 1998). La condensacién/descondensacién de la cromatina puede estar
influenciada por la remodelacion de nucleosomas, aunque no de manera
dependiente al complejo SWI/SNF, ya que la presencia de este complejo no
depende de los niveles de H3S10P (Shogren-Knaak et al., 2003).

En la condensacion cromosémica mediada por H3S10P intervienen otras
modificaciones post-traduccionales asi como factores adicionales. En células de
mamiferos y durante interfase, la proteina heterocromatica HP1 se asocia en
regiones concretas de la cromatina a través de su cromodominio, que tiene afinidad
por histonas H3 metiladas en la Lisina9 (H3K9me). Durante la fase M, los niveles de
H3K9me se mantienen a la vez que HP1 queda libre (Fischle et al., 2005). Se ha
descrito que la inhibicidon de Aurora B conlleva a la retencion de HP1 durante la fase

M, por lo que H3S10P media la disociacion de HP1 de H3K9me facilitando Ia
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condensacion de la cromatina, probablemente para permitir el acceso al ADN de
factores requeridos para la condensacion (Fischle et al., 2005). Este sistema
complejo de regulacion de la condensacién seria importante para transmitir a la
siguiente generacion regiones concretas del genoma que necesitan ser silenciadas
permanentemente mediante una modificacion mas estable (H3K9me), y una
modificacion mas dinamica (H3S10P) que posea una funcién mas global y concreta
en el tiempo.

En células de mamiferos se ha observado que H3K9me también media la
union del factor SRp20, que pertenece junto a ASF/SF2 al conjunto de proteinas SR
de maduracién de intrones. SRp20 muestra una asociacién a la cromatina
dependiente de ciclo al igual que HP1, y que ademas coincide con el estado
fosforilado de H3S10, lo que indica que H3S10P mediaria también la asociacién de
SRp20 al ADN (Loomis et al., 2009).

AuUn asi, la contribucion de esta fosforilacion a la fisiologia celular de la
levadura ha sido cuestionada debido a la mutacion de la H3S10 a H3A10 (H3S10A),
qgue no puede ser fosforilada, no da lugar a ninglin fenotipo claro. Las levaduras con
la mutacion H3S10A realizan una segregacion de cromosomas adecuada, al igual
que el ciclo celular y esporulacion (Hsu et al., 2000). Ello indicaria que en
levaduras, existen mecanismos adicionales por los que las células pasarian por alto
la fosforilacion de H3S10 para una correcta segregacion de cromosomas, por lo que
podrian existir modificaciones adicionales a H3S10P que podrian actuar sinergistica
o redundantemente en la condensacion y segregacion de cromosomas, como la
fosforilacion de H3528 o H3T3 (Tabla S1) (Hsu et al., 2000; Wang et al., 2010).

4.3 Organizacion de la cromatina en los centromeros.

Como se dijo anteriormente, la condensacion de la cromatina se inicia en los
centromeros. Los centromeros son regiones de ADN que actuan dirigiendo y
uniendo el cinetocoro, complejo proteinico que tiene funciones tales como mantener
la cohesidon entre cromatidas hermanas hasta anafase o servir como punto de unién
para los microtubulos que forman las fibras del uso acromatico, para una correcta
segregacion de cromosomas durante mitosis y meiosis. Muchos organismos como
S. cerevisiae y humanos tienen cromosomas monocéntricos, es decir, con un solo
centrémero, mientras que otros organismos, como C. elegans poseen cromosomas
holocéntricos, sin una localizacidon puntual del cinetocoro, que se extienden a lo

largo de toda la longitud de los cromosomas, aunque existen proteinas que
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identifican las regiones centroméricas para una correcta segregacion cromosémica
(Buchwitz et al., 1999).

Aunque la funcion del centromero se encuentra conservada en los distintos
organismos, su estructura mantiene una alta heterogeneidad. En humanos los
centromeros estan constituidos por regiones ricas en pares AT alfa-satélites que
pueden llegar a alcanzar longitudes de hasta 1500 kb (Fig I12). En cambio, en S.
cerevisiae, los centromeros se encuentran reducidos a 125 pb de longitud que
contiene tres elementos conservados, denominados CDEI, CDEII y CDEIII (Smith,
2002). Son secuencias ricas en AT, que reclutan a complejos proteicos especificos y
gue juegan un papel fundamental en la uniéon del cinetocoro y la localizaciéon
centromérica. Los elementos CDEs estan cubiertos por un nucleosoma que posee
una variedad de la histona H3 y homdloga a la histona CENP-A (del inglés,
Centromere Protein A) de mamiferos, denominada cominmente Cse4 en levaduras
(Fig I12) (Furuyama and Biggins, 2007; Sullivan, 2001). Se ha descrito que una o
ambas copias del tetramero H3-H4 de los nucleosomas de los centromeros es
reemplazado por CENP-A/Cse4. Por analogia de estructura con la histona H3, Cse4
tiene funciones similares a H3, mientras que otras son especificas de funciones
centroméricas. Llama la atencidn la divergencia de las colas N-terminales, desde
120 aminoacidos en S. cerevisiae, a 45 6 20 aminoacidos en humanos y S. pombe,

respectivamente (Allshire y Karpen, 2008).

La localizacion centromérica también se encuentra definida por el estado
epigenético de la cromatina pericentromérica, donde pueden mediar modificaciones
post-traduccionales en CENP-A/Cse4, alterando las propiedades de la cromatina
directamente o bien sirviendo de sefial para reclutar complejos efectores
remodeladores de la cromatina. Existe un dominio aminoacidico alrededor de
H3S10 que es similar a la secuencia alrededor de H3S7 en CENP-A, sugiriendo que
la fosforilacion podria estar compartida entre estas dos proteinas, aunque se
fosforilan con un patréon diferente (Zeitlin et al, 2001). Mientras que H3S10P tiene
lugar en S-G2, la H3S7 de CENP-A es fosforilada en profase mitética, después de la
duplicacién del ADN centromérico y antes de la unién de microtubulos, participando
en el ensamblaje del cinetocoro. Podria estar regulado por la misma quinasa, ya

que Ipll es capaz de fosforilar CENP-A sin modificar (Zeitlin et al., 2001).
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Figura I12. Estructura del centrémero y su organizacidon. Representaciéon esquematica
del ADN centromérico, sus distintos dominios y la posicién de nucleosomas en humanos y
ratdn, Drosophila, S. pombe y S. cerevisiae. imr, repeticiones internas (Figura adaptada de
Allshire y Karpen, 2008).

Las regulaciones epigenéticas del ADN centromérico se encuentran bien
definidas en S. pombe y normalmente comparten similitudes con otras regiones,
como teldmeros. Alrededor del dominio central, constituido por nucleosomas con la
histona CENP-A, se encuentran regiones de secuencias repetidas de ADN,
extendiéndose unas 10 kb, formando heterocromatina y que muestran altos niveles
de dimetilacion de H3K9 mediadas por Clr4, que son reconocidos por HP1/Swi6,
reduciendo los niveles de RNAPII durante la interfase mitética (Fig 112) (Choi et al.,
2011). La dimetilacion de H3K9 cae cuando las células entran en fase S,
incrementandose los niveles de transcritos por RNAPII que correlaciona
perfectamente con el aumento de fosforilacion de H3S10 en dichas regiones, vy
antagonico a la unidon de HP1/Swi6. Ademas se incrementa el estado acetilado de
H3K4. H3S10P da paso a la formacion de heterocromatina de pequefa a gran
escala, extendiéndose por los brazos de los cromosomas, ya que recluta la unién de
la condensina, implicada en la condensaciéon cromosémica (Chen et al., 2008). Tras
la fase S, los niveles de H3K9me y Swi6 son restaurados de manera dependiente a
la transcripcion mediada por RNAPII, mas concretamente, al reclutamiento del
complejo del ARNi RITS (del inglés, RNA-induced transcriptional silencing), que
interactla fisicamente con RNAPII. La maquinaria del ARNi, no presente en S.
cerevisiae, da lugar a un conjunto de siRNAs durante la transcripcién que sirven de

plataforma para la carga de factores de silenciamiento (Chen et al., 2008; Folco et
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al., 2008). H3K36me3 también interviene de manera ligada a la transcripcion
mediante el reclutamiento de Set2, que facilita la carga de HDACs vy, por tanto, el

silenciamiento de la region en un estado de heterocromatina.

En los centromeros también hay transcripcion. Aunque S. cerevisiae no
posea regiones de repeticiones en heterocromatina, posee genes que se transcriben
activamente en algunos centrdmeros, cuya regulacién es de vital importancia. Cse4
recluta al complejo remodelador de la cromatina SWI/SNF, que altera los
nucleosomas pericentroméricos, limitando las regiones de ADN libre de ellos dando
lugar a la supresién de la transcripcidén y silenciamiento génico, especialmente de
los transcritos tipo CUTs (del inglés, cryptic unstable transcripts) y SUTs (del inglés,
stable uncharacterized transcripts) (Durand-Dubief et al., 2012), detectados
previamente mediante la delecién de Trf4, componente del complejo TRAMP
implicado en la supervivencia y degradacion del ARNm y ncRNA (ARN no
codificante) (LaCava et al., 2005). Los transcritos tipo CUTs y SUTs son dos tipos
de ncRNAs producidos como consecuencia de la transcripcion por la polimerasa
RNAPII, ya que crea regiones intergénicas e intragénicas desprovistas de
nucleosomas, susceptibles de inicio de la transcripcion, normalmente en el sentido
opuesto a la transcripcion por RNAPII, y que tienen una implicaciéon en regulacion
de determinados genes y vias de silenciamiento génico (Camblong et al., 2007;
Davis and Ares, 2006). El analisis del transcriptoma completo de S. cerevisiae,
incluyendo CUTs y SUTs (985 y 847 transcritos respectivamente, de un total de
7227), revela que éstos muestran un patron de distribucidén que correlaciona con
zonas libres de nucleosomas localizados principalmente en regiones codificantes 3’
y promotores, muchos de los cuales se localizan en centrémeros y regiones
pericentroméricas (Marquardt et al., 2011; Xu et al., 2009). Se ha observado
transcripcién criptica en regiones cercanas al CEN3 en mutantes del exosoma, que
regulan su funcion (Houseley et al., 2007). En el mismo sentido, se ha propuesto
gue los transcritos nacientes en el centrémero podrian hibridar con sus secuencias
molde del ADN y formar estructuras R-/oops, activando la maquinaria de reparacion
y remodelacién de la cromatina (Aguilera, 2005). Ademas, la compactacién del ADN
centromérico tanto en regiones pericentroméricas en humanos (Chueh et al.,
2009), asi como en S. pombe, también son dependientes de transcripcion y de
ncRNAs generados por repeticiones centroméricas, dando lugar al silenciamiento
génico via ARN interferente (Volpe et al., 2003; Volpe et al., 2002).

AUn queda por explorar si el transcriptoma de los ncRNAs juega un papel en

regular la expresidon génica de manera generalizada en S. cerevisiae. Mas
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concretamente, se ha observado que la transcripcién de SNR13 y la siguiente ORF
aguas-abajo de TRS31 esta equilibrada (Steinmetz et al., 2006), o bien que la
transcripcién del ncRNA compite con la unién de activadores de la transcripcidn,
impidiendo la transcripcion del ARNm (Berretta and Morillon, 2009; Camblong et
al., 2009). Ademas, se pueden dar otros mecanismos que pueden incluir efectos en
la cromatina, ya que la transcripcion de los ncRNA modifica los niveles de
nucleosomas, incrementandolos a nivel del promotor e impidiendo la unién de la
polimerasa RNAPII (Hainer et al., 2011). Dado el compacto genoma de S.
cerevisiae, los distintos tipos de ncRNA tendrian un gran potencial como

componentes de regulacion génica y compactacién de la cromatina.
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OBJETIVOS

Los objetivos de esta tesis son:

Definir la genética del complejo THO en un organismo pluricelular como el
nematodo C. elegans y analizar las consecuencias de su mutacién en el

desarrollo de tejidos adultos y en la division meiodtica.

Determinar si las estructuras R-loops que se generan en los mutantes THO
tiene efectos en la meiosis y la pre-replicacion meidtica en los organismos

modelo S. cerevisiae y C. elegans.
Determinar si los R-/oops tienen algun papel en la estructura de la cromatina

que pueda contribuir a explicar su efecto en elongacidon de la transcripcion y

la inestabilidad genética.
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RESULTADOS

I. El complejo THO en C. elegans tiene un papel en la
replicacion del ADN y la integridad genética durante el

desarrollo.
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1. El complejo THO y alelos thoc-2 en C. elegans.

El complejo THO estd altamente conservado desde levaduras hasta
humanos. Como se menciona en la Introduccidon, en S. cerevisiae estd constituido
por las proteinas Hpril, Tho2, Mftl, Thp2 y Tex1, de las cuales Hprl, Tho2 y Tex1
se encuentran conservadas en humanos y Drosophila melanogaster (THOC-1,
THOC-2 y THOC-3) (Masuda et al., 2005; Rehwinkel et al., 2004; Shaye and
Greenwald, 2011). En moscas y humanos se han purificado otras proteinas
adicionales no presentes en levaduras: THOC-5, THOC-6 y THOC-7 (Shaye et al.,
2011) (Masuda et al, 2005; Rehwinkel et al., 2004). Para ver si el complejo THO
esta presente en C. elegans, se buscaron miembros de dicho complejo por similitud
de secuencia comparando, mediante analisis BLAST, las secuencias de aminoacidos
de los miembros del complejo THO existentes en levaduras y humanos con el
proteoma de C. elegans. Se encontraron 5 componentes del complejo THO en C.
elegans (Tabla R1). Tres de los candidatos, THOC-1, THOC-2 y THOC-3, se
corresponden a los miembros comunes entre humanos y levaduras, mientras que
los otros dos candidatos, Y32H12A.2 y B0513.2, corresponden con dos miembros
presentes en humanos (Thoc5 y Thoc7, respectivamente) y no en S. cerevisiae
(Tabla R1). No se encontraron homodlogos del componente humano Thoc-6. Por
tanto, la prediccion para el complejo THO por homologia de secuencia en C. elegans

es de 5 proteinas.

Tabla R1. Prediccion de integrantes del complejo THO en C. elegans mediante
analisis BLAST.

C. elegans S. cerevisiae H. sapiens
THOC-1 Hpr1 0.003* 32** Thoc1 9.4 e-78* 28**
THOC-2 Tho2 6 e-39" 20 Thoc2 9.4 e-205* 76"
B0513.2 - --- --- Thoc7 1.7 e-16* 22
Y32H12A.2 --- e mne Thoch 1.2 e-33* 26**
THOC-3 Tex1 5 e-09* 22* Thoc3 7.4 e-46* 32*

* Valor-e BlastP
** % ldentidad de secuencia aminoacidica
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Una de las proteinas conservadas del complejo THO es THOC-2 (Subunidad
2 del Complejo THO) que posee una similitud del 55% y 40% con THOC-2 de
humanos y Tho2 de levaduras, respectivamente, como se puede observar en el
alineamiento de secuencia de aminoacidos (Fig R1). El gen que codifica THOC-2 se
localiza en el locus C16A3.8 en el cromosoma III (Fig R2 A). Dicho gen thoc-2 tiene
una longitud de 6,05 kilobases, incluyendo 14 exones, y codifica dos variantes en el
procesamiento de intrones (splicing), C16A3.8.1 y C16A3.8.2, que dan lugar a la
misma proteina de 1437 aminoacidos de funcién desconocida (Fig R2 A).
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Figura R1. El complejo THO se encuentra altamente conservado desde levaduras
hasta eucariotas superiores. Alineamiento de las proteinas Tho2 de S. cerevisiae, THOC-2
de C. elegans y THOC-2 de H. sapiens mediante BLAST.

Hemos caracterizado dos alelos de pérdida de funcion del gen thoc-2, thoc-2
(0k961) y thoc-2 (tm1310). A través del Caenorhabditis Genetics Center (CGC),
encargado de recoger, mantener y distribuir las estirpes de C. elegans generadas
por los distintos laboratorios que trabajan con el nematodo, se obtuvo la estirpe
con el alelo 0k961. Paralelamente, se solicité al laboratorio del Dr Mitani (Tokio
Women s Medical University School of Medicine) la estirpe con el alelo tm1310,
obtenida en el proyecto nacido en 2002 para la generacion de mutantes en todos
los genes del nematodo. Como se muestra en la figura R2 A, ambos alelos tienen
deleciones de thoc-2, que dan lugar a codones de parada de lectura prematuros. El

alelo tm1310 tiene una delecién de 689 pares de bases que comprende los exones
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6 y 7 del locus C16A3.8. En el caso del alelo 0k961, la delecién de 1564 pares de
bases, se encuentra mas cercana al extremo 3’ del mismo /ocus, entre los exones
10 y 13. Los alelos tm1310 y 0k961 dan lugar a proteinas truncadas de 295 y 964

aminoacidos, respectivamente.

A 5
C16A3

N2 (wt) N W N S S —
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Figura R2. Alelos mutantes thoc-2. (A) Esquema de la estructura del gen thoc-2 y el
producto proteico tedrico tanto para el silveste N2, como para ambos alelos thoc-2 (tm1310)
y thoc-2 (0k691). thoc-2 (tm1310) tiene una delecién de 689 pb en el exdn 6, mientras que
thoc-2 (ok691) tiene una delecion de 1564 pb que cubre desde el exén 10 al 13,
generandose en ambos casos un coddn prematuro de parada de la transcripcién que da lugar
a proteinas truncadas. Los numeros indican la posicion de los nucleétidos en el césmido
C16A3.8. (B) Cuantificacion por RTg-PCR de los niveles de expresion del gen thoc-2 en el
silvestre N2(wt) y ambos alelos mutantes. (C) PCR anidada realizada en nematodos de forma
individual con el uso de cebadores especificos para cada delecidon de thoc-2. La linea 1
corresponde al marcador de peso molecular (M). Las lineas 2 y 4 corresponden a nematodos
silvestres N2(wt), mientras que las lineas 3 y 5 corresponden a los mutantes thoc-2
(tm1310) y thoc-2 (0k691), respectivamente.

Para establecer los niveles de expresion del gen thoc-2 y comprobar que los
transcritos carecen de los exones delecionados en cada alelo thoc-2 (0k961) y thoc-

2 (tm1310), se realizaron RT-PCR cuantitativas con dos pares de cebadores
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especificos contra los exones que se encuentran delecionados en cada alelo (para el
alelo tm1310 dentro del exdn 7 y para 0k961 entre los exones 12 y 13). Como se
puede observar en la figura R2 B los niveles de expresion del gen thoc-2 en el
silvestre N2 (estirpe usada como referencia de fondo genético, aislada en Bristol,
Inglaterra) son iguales independientemente del par de cebadores utilizado. En el
caso de ambos mutantes thoc-2, tm1310 y 0k961, los valores son similares a los
obtenidos con el silvestre N2 al usar la pareja de cebadores que amplifica en la
region presente en cada alelo (Fig R2 B). Como cabria esperar no se detectd
amplificacion al usar la pareja de cebadores especifica para la regién delecionada

que tiene cada mutante.

Con el fin de poder genotipar los nematodos y establecer la presencia de la
mutacion de cualquiera de los alelos thoc-2 se procedié al disefio de cebadores
especificos y externos a la delecidon que posee cada alelo, de forma que debido a las
respectivas deleciones de cada alelo (tm1310 y o0k961) los productos de
amplificacion son de menor tamafio que el silvestre (2,3 kb en el silvestre N2
respecto a 1,6 kb en el mutante tm1310 y 2,9 kb en el silvestre N2 respecto a 1,3
kb en el mutante 0k961), pudiendo asi determinar la presencia o ausencia de un
alelo silvestre o mutante thoc-2 (Fig R2 C). Gracias al seguimiento de los alelos a
través del genotipado por PCR se llevd a cabo la limpieza del genoma de ambas
estirpes. Este paso es necesario debido a que ambos alelos provienen de
mutagénesis quimica no selectiva por radiaciones ultravioleta en presencia de TMP
(trimetil psoraleno) y los nematodos podrian poseer mutaciones adicionales en
otros puntos del genoma, garantizandose la ausencia de otras mutaciones mediante

6 cruces consecutivos con el silvestre N2.

El mantenimiento de ambos alelos thoc-2 se realizé a través de nematodos
heterocigéticos para cada mutacion, gracias al uso de la construccién cromosdémica
balanceadora hT2 (ver Materiales y Métodos). Los cromosomas balanceadores son
construcciones con determinadas reorganizaciones cromosdmicas, tipo inversiones
o translocaciones, que son empleados para mantener combinaciones alélicas
mutantes en el cromosoma homodlogo que no forma parte de la pareja balanceadora
(Edgley et al., 2006). hT2 cubre el locus de thoc-2 y posee el marcador gIs48 que
contiene la secuencia que codifica la proteina verde GFP bajo un promotor
especifico de faringe. Asi podemos diferenciar, en la descendencia, los nematodos
homocigdticos (ausencia de hT2 y por tanto de sefial GFP en la faringe) de los
heterocigédticos (presencia de hT2 y emisién de sefal GFP en la faringe), Unicas

combinaciones viables posibles en la descendencia. Por tanto, gracias a los
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cromosomas balanceadores se pueden mantener estirpes con mutaciones en genes
esenciales y estudiar la pérdida de funcién del gen en cuestion en tejidos adultos,
ya que, a través de la autofecundacion de nematodos balanceados y heterocigéticos
para el alelo mutante, se obtienen nematodos homocigdticos que normalmente son
capaces de desarrollarse hasta la fase adulta, debido a la contribucién materna de
ARNmM del gen mutado. De este modo se ha podido estudiar la pérdida de funcién
de thoc-2.

Tabla R2. Los mutantes thoc-2 son estériles.

. . N° de
Genotipo n Huevos Prggenle Porcen‘taje huevos por
totales viable de letalidad AL
individuo
N2 (wt) 10 2978 2932 1.6 297.8+10.5
thoc-2(ok961) 5, 5764 1029 62.8° 176.8+25.8
heterocigotos
thoc-2(ok961)
homocigotos?® 6 0 0 e
thoc-2(tm1310) c
heterocigotos 20 2835 896 68.4 192.05+27.8
thoc-2(tm1310) 0 0 ND

homocigotos?

La letalidad embrionaria se calculé comparando el numero total de huevos que son capaces de
producir progenie viable con el numero total de huevos puestos. 2Los mutantes homocigotos thoc-
2 provienen de padres thoc-2 +/-. PNumero de huevos puestos por individuo + Error estandar de la
media (p<0.001). ¢La letalidad teérica y esperada debido a la presencia de los cromosomas
balanceadores hT2 es del 68.75%.

2. THOC-2 es esencial para la viabilidad en C. elegans.

En primer lugar, se analizd si la carencia de THOC-2 funcional tiene
consecuencias en el desarrollo embrionario y en la obtencion de descendencia
viable, mediente ensayos de viabilidad. Para ello se aislaron nematodos en fase
larvaria L4 y se realizd un seguimiento diario de puesta de huevos, asi como del
numero de huevos eclosionados. En el silvestre N2, cada individuo puso unos 300
huevos, de los cuales, casi el 100% eclosionaron (Tabla R2). El porcentaje de
huevos eclosionados en los heterocigéticos de ambos alelos fue aproximadamente
del 35%, como era de esperar dado el porcentaje tedrico de huevos viables debido
al uso de cromosomas balanceadores (es decir, 5 de las 16 combinaciones posibles)

(ver Materiales y Métodos). Sin embargo, los nematodos heterocigoticos pusieron
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un menor nimero de huevos, entre 150 y 200, a diferencia de los 300 puestos por
N2. Esta diferencia no se puede atribuir al uso de cromosomas balanceadores y
podria indicar un efecto de dosis génica (Tabla R2). Los mutantes homocigoticos
thoc-2, independientemente del alelo, son estériles, es decir, no llegan a poner
huevos (Tabla R2), lo que indica que thoc-2 es esencial para la viabilidad y

fertilidad en C. elegans.

3. La mutacion thoc-2 en C. elegans impide alcanzar el tamafno

adulto.

En siguiente lugar se analiz6 el desarrollo mediante el seguimiento desde la
eclosién de los huevos hasta la fase de adulto. Durante las fases larvarias L1 a L4 el
desarrollo de los mutantes thoc-2 no se vio afectado, ya que alcanzaron tamafios
similares al silvestre N2, asi como un aspecto similar de las estructuras anatémicas
caracteristicas de cada etapa (Fig R3). Una vez que los mutantes thoc-2 alcanzaron
la fase L4 se observd un retraso en la transicion L4-adulto. No obstante, los
mutantes thoc-2 alcanzaron la etapa adulta, ya que se observan caracteristicas
anatomicas especificas de esta fase, como una capa cuticular mas definida. Sin
embargo, ya en el estadio adulto los mutantes de ambos alelos thoc-2 tuvieron un

tamano significativamente menor al silvestre N2 (Fig R3).

Debido al papel que el complejo THO tiene en la biogénesis del ARNm, nos
preguntamos si el defecto observado en los mutantes thoc-2 durante el desarrollo
podria deberse a la carencia de la expresion de genes implicados en dicho proceso.
En C. elegans existe una cascada de genes reguladores implicados en la transiciéon
desde L1 hasta adulto. Uno de los principales genes responsables de la transicidon
de L4 a adultos es let-7, que codifica un microARN de 21 nucledtidos y cuya
expresion comienza en fases tempranas del estadio L4 (Reinhart et al., 2000). Para
verificar si existen problemas en la expresidn de este microARN, se realiz6 un
analisis por hibridacion fluorescente in situ (FISH) usando una sonda contra let-7
etiquetada con Cy3, epitopo que posee niveles de absorbancia maxima en
longitudes de ondas del verde (550 nm) y emite en amarillo (570 nm). El FISH se
realizé en primer lugar en génadas de nematodos silvestres N2 y mutantes thoc-2
en estadio larvario L4. Tanto en nematodos silvestres N2 como heterocigéticos para
la mutacion thoc-2(tm1310) se observé acumulacion de sefal let-7 desde el
extremo proximal al distal de la génada. En cambio, no se observan niveles de

expresidon detectables en los mutantes thoc-2 (Fig R4 A). Igualmente, se midié la
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expresion de este microARN en nematodos en fase adulta, 24 horas post-L4 (Fig R4
B). Se obtuvo un resultado similar, ya que tanto silvestres N2 como heterocigoticos
para el alelo tm1310 mostraron expresion detectable de /let-7, mientras que los
homocigéticos para tm1310 no. Por tanto, los defectos en alcanzar el tamano
adulto observado en los mutantes thoc-2 pueden ser explicados por un defecto en
la expresiéon del microARN /et-7. Aun asi, debe de haber expresidon de let-7 no
detectable mediante la técnica FISH, debido a que los nematodos homocigoéticos
para thoc-2 presentan caracteristicas anatomicas especificas de la etapa adulta,

como anteriormente se especifico.

L1

Adulto

thoc-2
(tm1310) ©

thoc-2
(0k961)

+/thoc-2 &
(tm1310)

+/thoc-2
(0k961)

Figura R3. Analisis del ciclo de vida de los mutantes thoc-2 y su defecto en alcanzar
el tamaino adulto del silvestre N2. Imagenes representativas de nematodos silvestres,
mutantes homocigotos y mutantes heterocigotos, para ambos alelos en cada etapa larvaria
(L1 a L4) y el estadio adulto (24 horas post-L4). La barra de escala representa 0,1 mm.

No sélo se observan defectos durante el desarrollo en cuanto a tamafio en
los mutantes thoc-2, sino que se visualizaron defectos de manera mas localizada,
como en el desarrollo de la vulva. El desarrollo de la vulva en C. elegans es un
ejemplo de organogénesis extensamente estudiado. A partir de tres precursores

celulares, tiene lugar una red de sefales intercelulares y regulacion transcripcional
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que determinan las precisas divisiones celulares que dan lugar a la formacion de
este érgano (Sternberg, 2005). Ambos mutantes de thoc-2 poseen el fenotipo de
vulva protuberante con una penetrancia del 100% (Fig R5). En contrapartida, no se
observo este fenotipo en los nematodos heterocigéticos para cada alelo. El fenotipo
de vulva protuberante no sélo indica problemas en el desarrollo sino que también
se usa como marcador de inestabilidad genética, ya que existe una correlacién
entre mutaciones que causan este tipo de inestabilidad y la presencia de vulva
protuberante (McLellan et al., 2009; O'Connell et al., 1998).

let-7::Cy-3 DAPI

N2(wt)

thoc-2
(tm1310)
let-7::Cy-3 +DAPI

+/thoc-2
(tm1310)

B

Adultos

N2(wt)

thoc-2
(tm1310)

+/thoc-2
(tm1310)
Figura R4. El mutante thoc-2 muestra defectos en la expresion del microARN Jet-7.
(A) Analisis FISH en nematodos con el genotipo indicado en el estadio larvario L4 usando una
sonda contra el microARN /et-7 unida al fluorocromo Cy3. (B) Analisis FISH en nematodos

con el genotipo indicado en estadio adulto usando una sonda contra el microARN /et-7 unida
al fluorocromo Cy3.
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thoc-2

+/thoc-2 =

(tm1310) = . )
Figura R5. Los mutantes thoc-2 tienen vulva
protuberante. Imagenes en detalle de la anatomia
de la vulva (indicado por flecha) en nematodos con el
genotipo indicado. Debajo de la vulva se observa el
extremo proximal de las lineas germinales,

+/thoc-2 observandose huevos en el caso de los nematodos

(0k961) silvestre N2(wt) y heterocigotos, y la ausencia de

huevos en ambos nematodos homocigotos para cada
alelo thoc-2.

4. Mitosis aberrante en mutantes thoc-2.

La presencia de vulva protuberante puede deberse a problemas en la
division celular, dado que la gdénada junto a la vulva son los Unicos tejidos que
siguen dividiéndose en fases post-embrionarias. Para comprobar esta hipétesis
decidimos determinar si la region mitética de la gdnada estaba afectada. Para ello
analizamos las lineas germinales de los mutantes thoc-2. En el extremo mas distal
de la gdnada, los nucleos se dividen mitéticamente actuando como células madre
que posterior y progresivamente entraran en meiosis. A través de la extraccion de
gonadas, fijacidn en portaobjetos y posterior tincion con DAPI, se observaron
diferencias morfoldgicas entre las lineas germinales de los mutantes thoc-2 en
comparacion a las del silvestre N2. La primera observacion fue que la region
mitotica parecia estar mas extendida. Para establecer la longitud de la regién
mitotica, se tuvieron en cuenta dos parametros. El primero fue la presencia de CEP-
1 mediante inmunofluorescencia (Fig R6). La proteina CEP-1 es abundante en

nucleos de la region mitética, con una distribucion nuclear uniforme, mientras que,
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al entrar en profase I de meiosis, desaparece (Derry et al., 2001; Schumacher et
al., 2005). El segundo fue tener en cuenta la zona donde los ndcleos inician
meiosis, que se concentran en la zona de transicion, donde adquieren forma de
media-luna (Fig R7 A). Mediante ambos parametros pudimos determinar que la
zona mitdtica de la linea germinal silvestre N2 tiene una longitud aproximada de 55
um (Fig R6 y R7 A). En cambio, el mutante thoc-2 (tm1310) mostré un
alargamiento de la zona mitética alcanzando una longitud media de 80 um (Fig R6
y R7 A). Este aumento en longitud, comparado con la linea silvestre N2, es superior
al 35% y es estadisticamente significativo. Los mutantes heterocigéticos mostraron
longitudes de la zona mitética similares al silvestre N2 (Fig R7 A). Por tanto, la
longitud de la zona mitética en los mutantes homocigéticos thoc-2 se encuentra

expandida en unos 30 pm.

100
90 *
80 -
70
60
50

40
30 -
20 -
10 1

o CEP-1 aCEP-1+DAPI

o --
thoc-2
(tm1310)

Figura R6. Los mutantes thoc-2 muestran una region mitética mas larga que el
silvestre N2(wt). Imagenes de lineas germinales de nematodos silvestres N2(wt) vy
mutantes thoc-2 (tm1310) fijadas e inmuno-tefiidas con el anticuerpo aCEP-1 (marcador
mitotico). La grafica muestra la cuantificacién de la longitud de las regiones mitoéticas en las
lineas germinales de nematodos con el genotipo indicado. Las diferencias observadas con
respecto al silvestre N2(wt) son estadisticamente significativas (p<0,001, n=15), indicado
por un asterisco * (Test T de Student).

Longitud region mitética (pm)

N2  thoe-2
(wt) (tm1310)

En C. elegans, la célula del extremo distal (DTC), regula la longitud de la
region mitética (Kimble and Crittenden, 2005). La DTC tiene una alta tasa
metabodlica en biogénesis del ARNm e inicia a través de la via Notch/GLP-1 una
compleja red de reguladores mediante el equilibrio de los gradientes de distintas
proteinas reguladoras de ARNm entre las que se encuentran GLP-1 y FBF-1/2, que
mantienen la induccién de divisidon mitética, y GLD-1, GLD-2 y NOS-3, que inducen
la entrada en meiosis. Debido al papel que THO tiene en la sintesis y transporte del
ARNmM, se comprobd si el aumento en longitud de la region mitética en los
mutantes thoc-2, se debe a una desregulacién en los gradientes de los reguladores

que participan en el mantenimiento de mitosis o inicio de la meiosis. En una
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primera aproximacion se realizé un analisis FISH con un oligonucleétido disefado
contra la cola poly-A del ARNm (40xT) etiquetado con el epitopo Cy3. En el silvestre
N2 y en los heterocigéticos para ambos alelos mutantes no se observd ninguna
acumulacion de sefial a lo largo de la linea germinal ni en la DTC. En cambio, en
ambos mutantes homocigéticos para thoc-2, tm1310 y 0k961, se observé una
llamativa acumulacion de ARNm en la DTC de la linea germinal, asi como una débil

sefial en el resto de ndcleos que forman la region mitotica (Fig R7 B).

A B

DAPI ARNm ARNm+DAPI

N2 (wt)

thoc-2
(tm1310)

thoc-2
(0k961)

+/thoc-2
(tm1310)

+/thoc-2
(0k961)

nxf-1

aly-2

Figura R7. El aumento de la longitud de la region mitética de los mutantes thoc-2
se correlaciona con la acumulacion de ARNm en la célula DTC. (A) Imagenes
representativas de las regiones mitdticas en las lineas germinales de nematodos con el
genotipo indicado tefidas con DAPI. La flecha indica la aparicién de nlcleos con forma de
media-luna caracteristicos de la zona de transicion. (B) Imagenes representativas de las
regiones mitéticas en las lineas germinales de nematodos con el genotipo indicado tefiidas
mediante la técnica FISH, usando como sonda un oligonucledtido poli-dT (40X) marcado con
Cy3 (contra la cadena poli-A del ARNm). Mediante co-tincidn con DAPI se observa el ADN.
Barra de escala 5pm.
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Para ver si este fenotipo de acumulacion de ARNm en la DTC es exclusivo de
thoc-2 o también se observa en otros mutantes relacionados con la biogénesis del
ARNm en C. elegans, en el analisis FISH con sonda contra la cola poly-A del ARNm
se incluyeron los mutantes nfx-2 y aly-2 (Fig R7 B). En C. elegans ALY-2 forma
parte de un complejo junto a las proteinas ALY-1 y ALY-3 y es homdloga a Yral en
levaduras y a THOC4 en humanos (Okkema and Krause, 2005). NXF-1 es homdloga
a Mex67 en S. cerevisiae y TAP en humanos, formando en C. elegans el complejo
NXF junto a NXF-2 (Kohler and Hurt, 2007; Kuersten et al., 2004). En el analisis
FISH, en los mutantes aly-2, no se observd ninguna acumulacion de ARNmM
evidente en la célula DTC, aunque, al igual que en los mutantes thoc-2, si una
pequefa acumulacion en el resto de nulcleos que componen la region mitética. En
los mutantes nxf-1, ademas de esta pequefa acumulacion en todos los nucleos
mitdticos, existe sefial de acumulacién en la DTC, aunque muy débil en
comparacion con los mutantes thoc-2 (Fig R7 B). En concordancia con la ausencia o
reducida acumulacion de ARNm en la DTC, los mutantes nxf-1 y aly-2 no muestran
diferencias evidentes en la longitud de la regiéon mitotica en relacién al silvestre N2
(Fig R7 A).

aGLD-1 aGLD-1 + DAPI

N2 (wt)

v

thoc-2
(tm1310)

Figura R8. Los mutantes thoc-2 muestran un retraso en la acumulacién del
regulador meiodtico GLD-1. Inmunofluorescencias de lineas germinales de nematodos
silvestre N2(wt) y mutante thoc-2 (tm1310) usando el anticuerpo oGLD-1 y su co-
localizacién con DAPI. La flecha indica la posicidn de la DTC.

Para estudiar la relacién de la acumulacion de ARNm en la DTC y el aumento
de la longitud de la regién mitdtica de los mutantes thoc-2, se decidié analizar la
distribuciéon de un componente clave implicado en la via reguladora Notch/GLP-1
controlada por la DTC, la proteina GLD-1, cuya acumulacién induce meiosis (Kimble
and Crittenden, 2005; Suh et al., 2009). La DTC permite regular el establecimiento
de un gradiente de GLD-1, que tras alcanzar un determinado umbral, estimula la
entrada en meiosis de los nlcleos del extremo distal de la regién mitética. En la

figura R8 se muestran inmunofluorescencias donde se usd un anticuerpo especifico

88



RESULTADOS

contra esta proteina y donde se puede observar como GLD-1 se va acumulando
progresivamente hasta alcanzar los niveles necesarios para que las células
mitoticas entren en profase I de meiosis. Claramente, la acumulacion de GLD-1 en
el mutante thoc-2 esta retrasada con respecto a la del silvestre N2 (Fig R8). Este
desplazamiento de la distribucion puede explicar la alargada regiéon mitética que se
observa en los mutantes thoc-2, ya que se necesitaria una mayor longitud para
alcanzar los niveles de GLD-1 necesarios para poder inducir meiosis. Por tanto,
podemos concluir que la fuerte acumulacién de ARNm en la DTC afecta la longitud
de la regién mitotica al alterar la red de reguladores que determinan la transicion
entre divisidon mitética y meidtica. Ademas, este fenotipo es exclusivo de los

mutantes thoc-2.

5. La mutacion de thoc-2 en C. elegans genera parada del ciclo

celular.

Ademas del aumento en longitud en la regién mitoética de la linea germinal
de los mutantes thoc-2, el analisis mediante tincién del ADN de las gdnadas
permitié advertir otra llamativa diferencia. La regidn mitdtica en el silvestre N2 esta
compuesta por aproximadamente 70 a 80 nucleos (Fig R9). Sin embargo, en los
mutantes thoc-2 existe una reduccién en el nimero de nlcleos, en torno al 35%,
estadisticamente significativa, siendo aproximadamente 50 el nimero de nucleos
gue componen la region mitdtica (Fig R9). Ademas, estos nucleos mitdticos se
disponen de manera desordenada en la gdnada existiendo nlcleos de mayor y
menor tamafio. La presencia de nucleos de mayor tamafio observada en los
mutantes thoc-2, se ha descrito anteriormente como nucleos que sufren una

parada del ciclo celular (Gartner et al., 2000).

Para ver si detras de este fenotipo hay algun tipo de dano celular
responsable que pudiera provocar la parada de ciclo, se realizaron
inmunofluorescencias usando un anticuerpo contra RPA, proteina que se une al ADN
de cadena sencilla (ssDNA) y que tiene un papel en replicacién y recombinacion, y
contra RAD-51, recombinasa implicada en la reparacion de roturas de doble cadena
(DSB). No se observaron focos de RAD-51 ni en el silvestre N2 ni en el mutante
thoc-2 (analizado posteriormente y con mas profundidad a lo largo de toda la linea
germinal en las figuras R20 y R21). Con respecto a RPA, mientras que en el
silvestre N2 no se observan focos, en el mutante thoc-2 observamos acumulaciones

de focos de RPA en la region mitética de la linea germinal (Fig R10 A). Este fenotipo
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indica la presencia de regiones de ssDNA y es parcialmente similar al observado en
mutantes con defectos en fase S, como at/-1 y clk-2, ya que ambos muestran
acumulacién de focos de RPA en los nucleos mitéticos (Ahmed et al., 2001; Garcia-
Muse and Boulton, 2005). Esto sugiere que la presencia de ADN de cadena sencilla

es responsable de la parada de ciclo celular observada.
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N2 thoc-2
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Figura R9. Los mutantes thoc-2 muestran un menor nimero de nicleos mitéticos
que el silvestre N2(wt). Imagenes representativas de un Unico plano focal de la region
mitética de las lineas germinales de nematodos silvestre N2(wt) y mutante thoc-2 (tm1310)
tefiidas con DAPI. La flecha indica el punto donde se inicia la transicidn a meiosis, visible a
través de la presencia de nucleos con forma de media-luna, caracteristicos de esta zona. La
grafica muestra la cuantificacién del nimero de nucleos que componen la region mitdtica en
las lineas germinales de nematodos con el genotipo indicado. Las diferencias observadas con
respecto al silvestre N2(wt) son estadisticamente significativas (p<0.001, n=15), indicado
por un asterisco * (Test T de Student). Barra de escala 5pm.

Con el fin de estudiar mas en profundidad la presencia de dafio celular, se
midié la existencia de cadenas de ubiquitinas conjugadas (y no su forma libre)
mediante inmunofluorescencias con el anticuerpo aFK2. La adicién de estas cadenas
poli-ubiquitinadas en determinadas proteinas tiene lugar durante la reparacion del
dafio en el ADN. Por tanto, la presencia de estas cadenas se emplea como
marcador de activacion de la reparacion del ADN. Mientras que a través de
inmunofluorescencias con el anticuerpo aFK2 en las regiones mitdticas de las
gonadas silvestres N2 no se observaron focos (Fig R10 B), se observo la presencia
de focos en las regiones mitdticas del mutante thoc-2, lo que indica que el dafio en
el ADN observado como focos de RPA desencadena la activacion de la maquinaria

de reparacioén (Fig R10 B).
Para ver si dicho dano en el ADN activa el control del ciclo celular
(checkpoint) se realizaron inmunofluorescencias contra la proteina ATL-1 (Fig R10

A), una de las primeras proteinas involucradas en activar el checkpoint y que forma
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focos en respuesta al dafio en el ADN (Garcia-Muse and Boulton, 2005). No se
observo sefial en las lineas germinales del silvestre N2, pero en los mutantes thoc-2
se observaron focos de ATL-1 en los nlcleos mitdticos, consistentes con el hecho de
gue el ssDNA esta activando proteinas implicadas en el checkpoint celular. Por
tanto, en los nudcleos mitdticos de los mutantes thoc-2 existe acumulacién de
cadena sencilla en el ADN, que activan el checkpoint induciendo la parada del ciclo

celular y activando la maquinaria reparacion.

A N2 (wt thoc-2 (tm1310
aRPA-1

+DAPI

B aFK2 aFK2+DAPI

Figura R10. Los mutantes thoc-2 muestran marcadores de daifio celular y de
activacion del checkpoint durante la mitosis. Imagenes representativas de
inmunofluorescencias con los anticuerpos aRPA y oATL-1 (A) y aFK2 (B) de las regiones

mitdticas en las lineas germinales de nematodos con el genotipo indicado y su co-localizacion
con DAPI. Barra de escala 5um.

thoc-2
(tm1310)

6. Los efectos en parada del ciclo celular inducidos por hidroxiurea

no son sinergisticos con los observados en los mutantes thoc-2.

Para explorar si la activacion del checkpoint mitético en los mutantes thoc-2
se debe a defectos en el progreso de la fase celular S, se decidiéo analizar la

respuesta a hidroxiurea (HU) (Fig R11).
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Figura R11l. La presencia de hidroxiurea genera parada de ciclo celular en
nematodos N2(wt) de manera similar a los mutantes thoc-2. (A) Imagenes
representativas de lineas germinales tefiidas con DAPI de nematodos silvestre N2(wt) vy
mutante thoc-2 en ausencia o presencia de 40mM de HU. (B) Cuantificacién del nimero de
nucleos presentes en la region mitdtica de los de nematodos con el genotipo indicado y en
las distintas condiciones experimentales. (C) Cuantificacion de la longitud de la region
mitdtica de de nematodos con el genotipo indicado y en las distintas condiciones
experimentales. Las diferencias observadas en nimero de nucleos y longitud en el silvestre
N2 en presencia y ausencia de HU son estadisticamente significativas (p<0,001, n=15),
indicado por un asterisco * (Test T de Student).

La presencia de HU inhibe la enzima nucledtido reductasa provocando la
disminucion de dNTPs libres disponibles para la ADN polimerasa e inhibiendo por
tanto la replicacion. La zona mitdtica del silvestre N2 en presencia de este
compuesto muestra una caida drastica del nimero de nucleos. De los 80 nucleos
observados aproximadamente en condiciones normales, se reduce a unos 30
nucleos (bajada del 62,5%) (Fig R11 A y B). Estos nuUcleos también sufren un
aumento en tamafio, fenotipo caracteristico de parada del ciclo celular (Gartner et
al., 2000). En la region mitdtica de las lineas germinales de los mutantes thoc-2, la

presencia de HU no afecta de un modo tan dramatico al nimero de nucleos,
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observandose una reducciéon aproximada del 20%, de 50 nucleos en condiciones
normales a 40 nucleos en HU (Fig R11 A y B). Ademas, se observa que en
presencia de HU la longitud de la zona mitética en el silvestre N2 se expande hasta
longitudes similares a las que se han descrito para el mutante thoc-2 en
condiciones normales, 80 um, al contrario de lo que sucede en el mutante thoc-2,
cuya longitud no varia en presencia de HU (Fig R11 A y C). Por tanto, los mutantes
thoc-2 son capaces de responder a HU; sin embargo, los efectos no son
sinergisticos con los observados previamente en los mutantes thoc-2 en ausencia
de HU. El hecho de que el silvestre N2, en presencia de un compuesto que inhibe la
replicacion, muestre fenotipos similares al mutante thoc-2, unido a datos previos de
S. cerevisiae, nos hizo pensar que la mutacién de thoc-2 pudiera estar generando

problemas para la replicacién.

7. thoc-2 y la replicacion del ADN.

Nos preguntamos si el origen de la inestabilidad genética mitética observada
en los mutantes thoc-2 en C. elegans podria tener lugar durante el proceso
replicativo. En mutantes THO en S. cerevisiae ya se ha descrito previamente
defectos en la replicacion (Wellinger et al., 2006). Para responder a esta pregunta
se analizd la replicacion a través de la microinyeccién del nucledtido dUTP
etiquetado con el fluorocromo Cy3 (Cy3-dUTP) en el extremo distal de las lineas
germinales (Fig R12 A), tras lo cual, los nematodos se dejaron en recuperacién 2,5
horas antes de ser diseccionados, fijados y tefiidos con DAPI (Grigsby et al., 2009;
Jaramillo-Lambert et al., 2007). Se cuantificé el nUmero de nucleos que habian
incorporado el nucledtido Cy3-dUTP. En el silvestre N2, estos nlcleos se localizaban
en la regién mitdtica, siendo aproximadamente 80 los nucleos con sefial Cy3 por
linea germinal, es decir, practicamente todos los nucleos mitéticos (Fig R12 B y C).
A diferencia del silvestre N2, en los mutantes thoc-2 hubo una gran reduccién en el
numero de nucleos que habian incorporado Cy3-dUTP, encontrandose una media de
un nucleo con senal Cy3 por linea germinal (Fig R12 B y C). Este resultado indica

que en los mutantes thoc-2 la replicacion mitdtica esta afectada.
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Figura R12. La replicacion mitdtica esta afectada en los mutantes thoc-2. (A)
Esquema de la microinyeccién en el extremo distal de la goénada del nucledtido dUTP
marcado con el fluorocromo Cy3 y su incorporacion en los nucleos. (B) Imagenes
representativas de las regiones mitéticas de lineas germinales de nematodos silvestre N2(wt)
y mutante thoc-2 tras 2,5 horas desde la microinyeccion de Cy3-dUTP. (C) Cuantificacion de
la incorporacién del nucleétido Cy3-dUTP en los nlcleos mitéticos de las lineas germinales de
nematodos con el genotipo indicado. Las diferencias observadas con respecto al silvestre
N2(wt) son estadisticamente significativas (p<0,001, n=15), indicado por un asterisco *
(Test T de Student).

Para comprobar si la activacion del checkpoint de fase S y parada del ciclo
celular observada en los mutantes thoc-2 (Fig R10 A y B) son responsables de los
defectos en replicacion, se co-microinyectd cafeina a 0,05 mM vy el nucleétido Cy3-
dUTP. La cafeina es un inhibidor, entre otras, de la quinasa de checkpoint ATL-1.
Tras un tiempo de recuperacién de 16 horas a 15°C desde la co-microinyeccion con
cafeina, en las génadas silvestres N2, el nimero de nucleos con sefal Cy3 es el
mismo independientemente de haber microinyectado Unicamente el nucledtido o
dUTP-Cy3 mas cafeina, observdandose en ambos casos en torno a 80 nlcleos con

fluorescencia (Fig R13 A y B). En el mutante thoc-2, en cambio, se observd una
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mejoria parcial en cuanto al numero de nulcleos que habian incorporado el
nucledtido en presencia de cafeina (una media de 20) en comparacion con aquellos
a los que sdlo se les microinyecté Cy3-dUTP (una media de 5 nucleos) (Fig R13 Ay
B). Este dato refuerza el hecho de que la ausencia de THOC-2 afecta a la correcta
progresion de la fase S, ya que la supresién parcial del defecto en replicacion de la
cafeina en los mutantes thoc-2 sugiere que éstos acumulan dafios durante la

replicacion que finalmente derivan activando el checkpoint celular.
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Figura R13. La co-microinyeccion de cafeina suprime parcialmente los defectos en
replicacion de los mutantes thoc-2. (A) Imagenes representativas de las lineas
germinales de nematodos con el genotipo indicado tras 16 horas desde la microinyeccion de
Cy3-dUTP sin y con cafeina a 0,05 mM. (B) Cuantificaciéon de la incorporacion del nucleétido
Cy3-dUTP en los nucleos de las lineas germinales de nematodos con el genotipo indicado.
Las diferencias observadas del mutante thoc-2 con respecto al silvestre N2(wt) son
estadisticamente significativas (p<0,001, n=15), indicado por un asterisco * (Test T de
Student). ** Las diferencias observadas en el mutante thoc-2 en ambas condiciones, en
presencia y ausencia de cafeina, son estadisticamente significativas (p<0.001, n=15) (Test T
de Student).
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I1. La presencia de R-loops genera inestabilidad genética y

defectos en replicacion durante meiosis.
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1. THOC-2 es esencial para la fertilidad en C. elegans.

Los mutantes thoc-2 son estériles (Tabla R2 y Fig R5). Para analizar si el
fenotipo de la carencia de huevos estd causado por un defecto en meiosis, se
procedié al analisis de la region meidtica de la linea germinal mediante la tincién
con DAPI. En el extremo proximal de la gonada de nematodos silvestres N2 se
observaron oocitos con los 6 cromosomas bivalentes seguidos de la espermateca
(Fig R14). Sin embargo, en los mutantes thoc-2 no se observaron oocitos en
diacinesis. En lugar de la region de diacinesis, los mutantes thoc-2 mostraban una
region compuesta por nucleos de diferentes tamafos con diversos grados de
condensacién de ADN (Fig R14). Tampoco se observé espermateca definida. Todo
ello explica la ausencia de huevos en el interior de la gonada (Fig R5). Por tanto, en

los mutantes thoc-2 la meiosis no se completa.

Diacinesis
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Figura R14. La delecion de thoc-2 impide la
correcta progresion de la meiosis. Imagenes
representativas de las zonas diploteno-
diacinesis tefiidas con DAPI de lineas
germinales de nematodos con los genotipos
indicados.
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Para verificar que este fenotipo de meiosis aberrante es exclusivo de los
mutantes thoc-2, se decidid analizar otros mutantes implicados en el metabolismo
del ARNm, como aly-2 y nxf-1. En ambos la region de diacinesis tenia nlcleos con 6
cromosomas bivalentes (Fig R14). Asi, los fenotipos de meiosis aberrante y
carencia de huevos son exclusivos de los mutantes THO y sugieren que son

independientes del papel que dicho complejo tiene en la biogénesis del ARNm.

2. Los defectos de sintesis y transporte del ARNm en los mutantes
thoc-2 no afectan a la correcta expresion de genes implicados en la

oogénesis 0 espermatogénesis.

Debido a los defectos observados en transporte y acumulacién del ARNm en
la DTC de los mutantes thoc-2 (Fig R7 A), nos preguntamos si la meiosis
incompleta en dichos mutantes thoc-2 se debe a defectos en la expresion de genes
implicados en la formacién de espermatozoos u oocitos. Para determinarlo se
analiz6 la expresion de varios genes de espermatogénesis, asi como la presencia y
localizacién de proteinas importantes para la espermatogénesis y oogénesis (Kim et
al., 2009; L'Hernault, 2006; Ward et al., 1986).

En primer lugar, dada la ausencia de espermateca, para ver si los mutantes
thoc-2 tienen esperma, se uso un anticuerpo contra SP56 (Ward et al., 1986), que
reconoce especificamente a un conjunto de polipéptidos con un intervalo de
tamafios entre 29 a 215 KDa presentes Unicamente en el esperma (Fig R15 A). En
los mutantes thoc-2 se observo sefial de SP56 en los nucleos compactos presentes
en el extremo proximal de la génada, indicando con ello, la existencia de esperma o
nucleos meidticos que iniciaron el proceso de espermatogénesis. A continuacion, se
analizé si la carencia de espermateca en los mutantes thoc-2 es resultado de
defectos en la expresion de genes implicados en la espermatogénesis (L Hernault,
2006). Mediante RT-PCR cuantitativa de ARN aislado del silvestre y de los mutantes
thoc-2 se midieron los niveles de expresion de los genes spe-15, spe-41 y spe-9
que actian en distintos pasos de la espermatogénesis. Como se muestra en la
grafica, los niveles de expresion de estos tres genes en los mutantes thoc-2 no

disminuyeron respecto a los niveles silvestres (Fig R15 B).
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Figura R15. Los defectos en biogénesis del ARNm del mutante thoc-2 no afectan a
la expresion de genes implicados en el proceso de espermatogénesis. (A) Imagenes
representativas de inmunofluorescencias con el anticuerpo aSP56 (marcador de esperma) de
la region proximal de lineas germinales de nematodos con los genotipos indicados. (B)
Cuantificacién mediante RT-PCR cuantitativa de los niveles de expresidon de genes implicados
en sucesivos pasos del proceso de espermatogénesis en nematodos con los genotipos
indicados. Datos normalizados a los valores obtenidos en el silvestre N2(wt).

Para analizar la oogénesis decidimos ver la localizacion de dos proteinas
implicadas en la misma, PGL-1 y RNP-8. PGL-1 es una proteina de union al ARNm
que estad presente en los granulos germinales o granulos P, que se localizan en la
membrana nuclear de los nlcleos meidticos y son de cesion materna (Kawasaki et
al., 2004; Kawasaki et al., 1998). Los granulos P son esenciales para la fertilidad y
proliferacién en el desarrollo de C. elegans (también presentes en Drosophila y
Xenopus). A través de inmunofluorescencia se observé que la cantidad y
distribuciéon de PGL-1 en los granulos P alrededor de la envoltura nuclear fue similar
en los nucleos de las gdnadas silvestres asi como en mutantes thoc-2 (Fig R16 A).
RNP-8 forma parte del complejo citoplasmatico PAP (poly(A) polimerasa). Este
complejo lleva a cabo la poli-adenilacién de unos 335 ARN esenciales en el proceso
de oogénesis, estabilizandolos y regulando dicho proceso (Kim et al., 2010).

Mediante inmunofluorescencia se observd que la cantidad y distribucién de RNP-8
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es similar tanto en los nucleos de las génadas silvestres como en los nucleos de los

mutantes thoc-2, con una localizacién concentrada en los granulos P (Fig R16 B).
Por tanto, lo mas probable es que la carencia de espermateca, asi como de

fase de diacinesis en los mutantes thoc-2 no se deba a un efecto secundario

provocado por defectos en la biogénesis de ARNm concretos.

A PGL-1 PGL-1+DAPI aRNP-8  aRNP-8+DAPI
o - . . .
thoc-2 thoc-2
(0k961) (tm1310)
thoc-2

(tm1310)

Figura R16. La expresion de genes implicados en el proceso de oogénesis no esta
afectada en los mutantes thoc-2. Imagenes representativas de inmunofluorescencias con
los anticuerpos aPGL-1 (A) y aRNP-8 (B) en la region de paquiteno de lineas germinales de
nematodos silvestres N2 y mutantes para ambos alelos thoc-2.

3. Los mutantes thoc-2 muestran una sinapsis normal aunque
presentan defectos en el emparejamiento de cromosomas

homologos.

Uno de los procesos fundamentales durante la meiosis es la sinapsis entre
los cromosomas homodlogos, mediado por el complejo sinaptonémico. Por ello, se
procedi6 a analizar la sinapsis en los mutantes thoc-2, a través de
inmunofluorescencias con un anticuerpo contra la proteina SYP-1, uno de los
componentes del complejo sinaptonémico (MacQueen et al., 2002). Tanto en la
cepa silvestre N2 como en los mutantes thoc-2 homocigdticos y heterocigoticos se
observo ensamblaje del complejo sinaptonémico en los ndcleos meidticos (Fig R17).
En los nematodos silvestres N2 y ambos heterocigotos thoc-2, se pudo observar la
presencia de seis cadenas perfectamente definidas en cada nucleo meiédtico,

correspondientes al complejo sinaptonémico polimerizado entre los seis pares de
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cromosomas homodlogos. Sin embargo en los mutantes thoc-2 homocigdticos estas
cadenas eran algo difusas, lo que podia sugerir un ensamblaje del complejo
sinaptonémico defectuoso. A diferencia de los mutantes thoc-2, los mutantes aly-2
y nxf-1 presentaban una sinapsis normal, al observarse mediante
inmunofluorescencia contra SYP-1 la correcta formacion del complejo

sinaptonémico (Fig R17).

aSYP-1 aSYP-1+DAPI
o -
thoc-2
(tm1310) :
thoc-2 o =
(0k961) - ™
+/thoc-2
(0k961)
+/thoc-2
(tm1310)
nix-1
Figura R17. La mutacién de
thoc-2 no afecta al ensamblaje
del complejo sinaptonémico. (A)
Imagenes representativas de
inmunofluorescencias con el
anticuerpo aSYP-1 en la regién de
aly-2 paquiteno de lineas germinales de
nematodos con los genotipos
indicados.
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Para comprobar si existia un defecto en la formacién del complejo
sinaptonémico en los mutantes thoc-2, se realizaron inmunofluorescencias contra
SYP-1 en nematodos L4 silvestres y homocigoticos para thoc-2 incubados a 26 °C
durante toda la noche (Fig R18). 26 °C es aproximadamente el limite superior del
intervalo de temperaturas donde el nematodo es viable y fértil. A esta temperatura
el metabolismo de C. elegans se acelera y los defectos en meiosis se exacerban. En
los nematodos N2, el complejo sinaptonémico se formaba perfectamente y no
estaba afectado. Sin embargo, en los mutantes thoc-2, habia una clara reduccion
en el ensamblaje del complejo sinaptonémico entre cromosomas homodlogos (Fig
R18). Esto hizo pensar en la posibilidad de que se estuviera produciendo sinapsis
entre cromosomas no homoélogos que se estabilizaran inapropiadamente, con

drasticas consecuencias en la recombinacidn entre los cromosomas homodlogos.

26°C oSYP-1 aSYP-1+DAPI
o - -
thoc-2
(tm1310)

Figura R18. En los mutantes thoc-2 el correcto ensamblaje del complejo
sinaptonémico es dependiente de la temperatura. Imagenes representativas de
inmunofluorescencias con el anticuerpo aSYP-1 en la region de paquiteno de lineas
germinales de nematodos silvestre N2(wt) y mutante thoc-2, mantenidos a 26°C durante 20
horas desde el estadio post-L4.

Para analizar si el emparejamiento de cromosomas estd afectado en los
mutantes thoc-2, el estudio se centré en los cromosomas sexuales, donde la
proteina HIM-8 tiene un papel especifico al unirse a los centros de emparejamiento
del cromosoma X (Phillips et al., 2005). Se analiz6 la localizacién de HIM-8 a través
de inmunofluorescencia (Fig R19), donde, la presencia de un Unico foco indica que
ambos homodlogos se han encontrado y emparejado correctamente y, en cambio,
dos focos aHIM-8 por nucleo indica que los cromosomas homologos X no se han
emparejado (Fig R19 A). Se procedié a la cuantificaciéon de los nucleos segun la
presencia de uno o dos focos a lo largo de la linea germinal (Fig R19 B). En la

regién de transicion de las génadas de la estirpe silvestre N2, donde tiene lugar la
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replicacion premeiodtica, se observaron dos focos en cada nucleo, correspondientes
a los dos cromosomas X no emparejados. Ya en paquiteno temprano casi el 100%
de nucleos presentaba un unico foco, indicando un correcto emparejamiento (Fig
R19 B). En los mutantes thoc-2, también comenzaron a observarse nucleos con un
s6lo foco de HIM-8 en paquiteno temprano, aunque con un porcentaje menor
(40%) al observado en nematodos silvestres (70%). Sin embargo, ya en paquiteno
medio, Unicamente el 60% de los nlcleos meidticos presentaba un solo foco aHIM-
8 (Fig R19 B). Este dato pone de manifiesto que en los mutantes thoc-2 existen
problemas en el emparejamiento de cromosomas homélogos. Sin embargo, el
hecho de que el emparejamiento y posterior sinapsis de los cromosomas esté

afectado en los mutantes thoc-2, no explicaria la carencia de huevos.

A aHIM-8 oHIM-8+DAPI

90 { m N2(wt
B thoc-2
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Figura R19. La mutacién de thoc-2 afecta al correcto emparejamiento de los
cromosomas homologos. (A) Imagenes representativas de inmunofluorescencias con el
anticuerpo aHIM-8 en la regidn de paquiteno tardio (zona 4) de génadas de nematodos con
los genotipos indicados. HIM-8 es la proteina de unién del centro de emparejamiento del
cromosoma X. (B) Porcentaje de nucleos con un correcto emparejamiento de ambos
cromosomas homdlogos X (un foco de HIM-8 por nlcleo) a lo largo de la linea germinal de
nematodos silvestre N2(wt) y thoc-2. 1: regiéon mitdtica, 2: zona de transicién, 3: paquiteno
temprano, 4: paquiteno medio, 5: paquiteno tardio, 6: diploteno.
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4. Acumulacion de dano durante la meiosis en mutantes thoc-2.

En C. elegans, al igual que en el resto de eucariotas, para el apropiado
transcurso de la meiosis es necesaria la correcta coordinacién de la recombinacion
meiodtica, que se inicia con la generacidon de roturas de doble cadena (DSBs)
dependientes de SPO-11 (Dernburg et al., 1998) y finaliza con la formacién de los
guiasmas meiodticos. Anteriormente se ha descrito como mutaciones en proteinas
implicadas en la recombinacién meidtica dan lugar a fenotipos de esterilidad en C.
elegans (Garcia-Muse and Boulton, 2007). Debido al defecto en diacinesis y el
fenotipo de esterilidad observados en los mutantes thoc-2, se procedié a analizar si
la recombinacion meidtica se lleva a cabo correctamente. Se analizé6 el
reclutamiento al ADN de RAD-51 a lo largo de la génada usando un anticuerpo que
reconoce esta proteina (Alpi et al., 2003). Tanto en godnadas de nematodos
silvestres N2 como en gdnadas de los mutantes thoc-2 se observaron focos de
RAD-51 (Fig R20), sugiriendo que el inicio de la recombinacion meidtica no esta
afectada en los mutantes thoc-2. El andlisis cuantitativo de la distribucién de los
focos a lo largo de la gbénada permitié observar que en las gonadas de nematodos
silvestres N2 se inicia la formacion de focos de RAD-51 a partir de paquiteno (zona
4), teniendo un pico maximo al principio-mitad de la regién de paquiteno (zona 5) y
resolviéndose éstos a final de esta misma regién (zona 6) (Fig R20). Al contrario,
los mutantes thoc-2 acumulan focos a partir de la zona de transicion (zona 3 y 4),
antes que el silvestre N2 (Fig R20), que se mantienen hasta el final de la gonada.
Para cerciorarnos de que se trataba de nlcleos meidticos se realizaron co-
inmunofluorescencias contra SYP-1 y RAD-51. En la figura R21, se muestra en
detalle que el incremento de focos de RAD-51 en los mutantes thoc-2 ocurre en
nucleos meidticos, dado que se puede observar también SYP-1. Estos datos indican
gue la generacion de DSBs esta alterada y que no se resuelven correctamente.

Como los DSBs son generados por SPO-11, se analizd si el incremento de
DSBs en los mutantes thoc-2 se debe a una desregulacion de la actividad de SPO-
11. Para ello, se generd el doble mutante thoc-2;spo-11 y se cuantificaron los focos
de RAD-51. En el mutante simple spo-11, como cabria esperar, no se observaron
focos de RAD-51. Sin embargo, en el doble mutante thoc-2;spo-11 se observd un
alto nimero de focos de RAD-51, indicando que el incremento de DSBs observado

en los mutantes thoc-2 es independiente de SPO-11 (Fig R20).
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Figura R20. Los mutantes thoc-2 muestran un alto nimero de focos de RAD-51,
independientes de SPO-11. Imagenes representativas de inmunofluorescencias con el
anticuerpo aRAD-51 de godnadas de nematodos con los genotipos indicados y la
cuantificacion de los focos de RAD-51 que presentan a lo largo de la gdnada. 1: region
mitotica, 2: zona de transicion, 3: paquiteno temprano, 4: paquiteno medio, 5: paquiteno
tardio, 6: diploteno. NE: no existente.

Es interesante el hecho de que los mutantes heterocigdticos para thoc-2
también tenian una distribucion alterada de los focos de RAD-51, ya que se observo
un incremento de dichos focos en regiones anteriores a la silvestre (ver zona 3 y 4
en la figura R20). Sin embargo, a diferencia de los mutantes homocigoéticos, los
focos de RAD-51 en los heterocigdticos thoc-2 fueron reparados con una cinética

similar a la silvestre.
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Figura R21. El incremento de focos de RAD-51 en los mutantes thoc-2 tiene lugar
en nlcleos meidticos. Imagenes representativas de co-inmunofluorescencias con los
anticuerpos aRAD-51 y aSYP-1, de distintas regiones de lineas germinales de los genotipos
silvestre N2(wt) y mutante thoc-2. Mitosis (MT), zona de transicién (ZT), paquiteno
temprano (Ptem), paquiteno medio (Pmed), paquiteno tardio (Ptar) y diploteno (DT).

5. La acumulacion de daifo en los mutantes thoc-2 activa el

checkpoint de paquiteno.

Los DSBs meidticos no reparados activan proteinas de checkpoint de
paquiteno, con el fin de reparar dichas roturas o bien eliminar esos nlcleos
mediante apoptosis. Para analizar la reparacién del daino en el ADN (Fig R20 y R21)
decidimos medir la presencia de focos de aFK2. Este anticuerpo reconoce cadenas
ubiquitinadas, y se ha demostrado previamente que se acumulan durante meiosis
en respuesta a dafio en el ADN (Polanowska et al., 2006). Mientras que estos focos
no se observaron en los silvestres N2, se visualizd6 la presencia de manera
especifica en los mutantes thoc-2 a lo largo de toda la zona de paquiteno (Fig R22).
Ello indica que la respuesta a dafio celular se activa durante la meiosis en los
mutantes thoc-2.
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Figura R22. En los mutantes thoc-2 se observan focos de reparacion de daiio en el
ADN durante profase I. Imdagenes representativas de inmunofluorescencias con el
anticuerpo aFK2 en lineas germinales de los genotipos indicados.

En siguiente lugar se analizé si el incremento de DSBs independientes de
SPO-11 observado en los mutantes thoc-2 generaba a un incremento en la
apoptosis que tiene lugar en paquiteno. En condiciones normales los nematodos
silvestres mostraron de uno a dos cuerpos apoptoéticos por génada (Fig R23). Los
mutantes thoc-2 (tm1310) y thoc-2 (0k961) mostraron un incremento de cuerpos
apoptoticos entre 4,3 y 4,6 veces, respectivamente, en comparacion al silvestre
(Fig R23). Los nematodos heterocigéticos para ambos alelos thoc-2 tuvieron un
incremento de 3,5 veces de cuerpos apoptéticos en relacion al silvestre (Fig R23),
dato que se correlacionaria con el incremento y la alteracion de la distribucion de
focos de RAD-51 observados en estos nematodos. Por tanto estos resultados
confirman que la carencia funcional de thoc-2 genera inestabilidad genética durante

meiosis.
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Figura R23. Los mutantes thoc-2 muestran un aumento en el nimero de cuerpos
apoptoéticos. Cuantificacion del nimero de cuerpos apoptoticos en el silvestre N2(wt), asi

como heterocigotos y homocigotos para cada alelo mutante thoc-2. Experimento realizado en
nematodos adultos, 24 horas post-L4.

6. La ausencia de THOC-2 impide la correcta replicacion meiética.

Como anteriormente se mostrd, los nlcleos mitéticos de los mutantes thoc-2
presentan defectos en la replicacion del ADN (Fig R12). Estos datos hicieron pensar
si el origen de los defectos meidticos observados en los mutantes thoc-2, pudiera
deberse a defectos en la pre-replicacion meidtica del material genético.

Para confirmar esta hipodtesis, se llevd a cabo el ensayo de replicaciéon
mediante la microinyeccién del nucleétido dUTP marcado con el fluorocromo Cy3
(dUTP-Cy3) ya anteriormente descrito. En este caso, para observar replicacion pre-
meiodtica, los nematodos se dejaron en recuperacion 24 6 48 horas tras la
microinyecciéon antes de ser diseccionados, fijados y tefiidos con DAPI. En
nematodos silvestres, tras 24 horas de recuperacion, los nucleos que presentaban
sefial habian progresado hasta la regién de paquiteno, acumuldndose desde las
fases de paquiteno temprano al tardio (Fig R24). Sin embargo, los mutantes thoc-2
ademas de mostrar un menor nimero de nucleos con incorporacién de dUTP-Cy3,
éstos se situaban en la region mitética y en la zona de transicion. 48 horas tras la
microinyeccién, mientras que en el silvestre se observé un avance de la ola de
nucleos que habian incorporado el nucleétido dUTP-Cy3, con un pico en paquiteno
tardio, en los mutantes thoc-2 casi todos los nlcleos con incorporacion del
nucleétido se situaban en la zona de transicion, donde la replicacion meidtica tiene
lugar, y sélo una pequefa fraccion de éstos habian progresado a paquiteno
temprano (Fig R24). Con todo ello, se puede concluir que la ausencia de thoc-2

interfiere e impide una correcta replicacién pre-meiética.
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Figura R24. La replicacion pre-meiotica estd afectada en los mutantes thoc-2.
Cuantificacién de la incorporacién del nucleétido Cy3-dUTP después de 24 (superior) y 48
horas (inferior) desde la microinyeccidon a lo largo de la linea germinal de nematodos
silvestres N2(wt) y mutante thoc-2. Mitosis (MT), zona de transicién (ZT), paquiteno
temprano (Ptem), paquiteno medio (Pmed), paquiteno tardio (Ptar) y diploteno (DT).

7. La co-microinyeccion de RNasa H suprime parcialmente los

defectos en replicacion en los mutantes thoc-2.

Como se menciona en la introduccién, mutantes del complejo THO de S.
cerevisiae acumulan estructuras R-loop (Huertas and Aguilera, 2003). La
justificacion de la presencia de R-loops en mutantes THO se basa en el hecho de
que la sobreexpresion de la enzima RNH1, que degrada especificamente el ARN que
forma parte de los hibridos ADN:ARN, suprime parcialmente los fenotipos de
defecto en trascripcion e hiper-recombinacion de dichos mutantes (Huertas and
Aguilera, 2003). Recientemente en un analisis gendmico global, se ha descrito que
THO es necesario para prevenir paradas en la replicacion debido a la formacion de
R-loops en genes activos (Gomez-Gonzalez et al., 2011).

Por todo ello, se planted si los defectos en replicacion observados en los
mutantes thoc-2 en C. elegans son debidos a la presencia de R-loops. Para ello, se
llevdé a cabo la microinyeccién de RNasa H junto a dUTP-Cy3, y tras 20 horas de
reposo de los nematodos, se midieron los niveles de nucleos con senal Cy3. La co-

microinyeccién de la RNasa H no afecté a la incorporaciéon de dUTP-Cy3 en los
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nucleos de génadas de nematodos silvestres, ya que se observé el mismo ndmero
de nucleos con dicho nucledtido, independientemente de la presencia o ausencia de
RNasa H (Fig R25). En cambio, se observd que la co-microinyeccién de RNasa H en
los mutantes thoc-2 suprime parcialmente los problemas en replicacidon, ya que se
incrementd el nimero de nucleos con incorporacion del nucleétido dUTP-Cy3 vy
éstos fueron capaces de avanzar hasta la fase de paquiteno (Fig R25). Por tanto, la
acumulacién de R-loops en los mutantes thoc-2 es responsable, al menos en parte,

de los problemas en pre-replicacion meidtica observados en C. elegans.
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Figura R25. La co-microinyeccion de RNasa H suprime parcialmente los defectos en
replicacion de los mutantes thoc-2. Imagenes representativas de gdnadas procedentes
de nematodos silvestre N2(wt) y mutante thoc-2 microinyectadas con Cy3-dUTP sin y con
RNasa H. Cuantificacion de la incorporacion del nucledtido Cy3-dUTP en los nucleos
germinales. Las diferencias observadas con respecto al silvestre N2(wt) son estadisticamente
significativas (p<0,001, n=15), indicado por un asterisco * (Test T de Student).
**Diferencias significativas respecto al mutante thoc-2 sin presencia de RNasa H (p<0,001,
n=15) (Test T de Student).
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8. La ausencia de HPR1 afecta la correcta progresion de la meiosis y

la viabilidad de esporas en S. cerevisiae.

Para comprobar si el papel que el complejo THO desempefia durante la
division meiotica esta conservado en otros organismos, extendimos nuestro analisis
a la levadura S. cerevisiae. Estudios previos han demostrado que la eliminacion de
cualquiera de las subunidades que componen el complejo THO deriva en fenotipos
similares, debido a la unidad estructural y funcional de todos los componentes de
dicho complejo (Garcia-Rubio et al., 2008). Por tanto, para estudiar el papel que el
complejo THO desempefia durante la meiosis, se escogié trabajar con la delecién de
HPR1 en el fondo genético SK1, que permite realizar estudios meidticos gracias a su

capacidad de sincronizacién y rapida progresion de la meiosis.

Tabla R3. La mutacion de hpriA/hpriA genera un descenso en
el numero de células que son capaces de finalizar la meiosis, asi
como un descenso en la viabilidad de espoas.

cepas HPR1/HPR1 hpriA/hpriA

% Viabilidad de esporas (n) 97 (20) 56.25 (121)
4 81 20
. 3 7 29

Esporas viables por

tétrada 2 2 45
1 0 14
0 0 13

% Esporulacién (n) 98.5 (900) 74.7 (900)

En primer lugar se analizé la viabilidad de las esporas de mutantes
hpriA/hpriA a través de la diseccion de tétradas (Tabla R3). Aunque la reduccion
de la viabilidad no es tan dramatica como en los mutantes thoc-2 en C. elegans
(Tabla R2), se observé una disminucién de la viabilidad (56%) en comparacién a la
cepa silvestre (97%). Cabe destacar el descenso en el nimero de tétradas con
cuatro esporas viables, de un 90% en el silvestre a un 16,5% en la cepa
hpriA/hpriA (Tabla R3). Para profundizar mas en el estudio, se analizd la
progresion de la meiosis en cultivos sincronizados, es decir, la progresion de la

primera division nuclear, a través de la aparicion de diadas, y de la segunda
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division nuclear, a través de la aparicion de tétradas (MI y MII, respectivamente).
En la cepa silvestre, la aparicion de diadas comenzd en torno a las 4 horas después
de la induccidn de la meiosis, seguida rapidamente por la MII, ya que a las 6 horas
ya se empezaron a observar tétradas (Fig R26). Pasadas 10 horas, el 96,6 % de las
células completaron ambas divisiones meidticas (Fig R26). En cambio, en la cepa
hpri1A/hpriA se observaron retrasos en ambas divisiones, 2 horas en MI, ya que
hasta pasadas 6 horas de la induccidon meiodtica no se observaron diadas (Fig R26),
y otras 2 horas en MII, con la aparicion a las 8 horas de un 20% aproximadamente
de tétradas, en comparacién al 80% de tétradas en las células silvestres a ese
mismo tiempo (Fig R26). Ademas, sélo el 75% de las células fueron capaces de
finalizar el proceso de meiosis tras 25 horas de induccién de la misma, en
comparacién con un 98,5% en el silvestre (Fig R26 y Tabla R3). Claramente estos

datos indican que la ausencia de Hprl afecta a la correcta progresion de la meiosis.

MI ® HPR1/HPR1

8 W hpriAhpriA

0.4 -

D.6 A

0.2 1

g = l"_-':if‘—li_:!—‘.';r"-'ﬁ":"?—“;.-';.l T T T ;lf'_|

0 2 4 6 8 10 12 25
Tiempo (h)
Figura R26. La ausencia de Hprl genera retrasos en el progreso de las dos
divisiones meiéticas. Fraccion de células que han completado meiosis I (MI) y meiosis II

(MII), a través de la aparicion de diadas y tétradas, respectivamente, en las cepas diploides
HPR1/HPR1 y hpr1A/hprlA a los tiempos indicados tras la induccidn de la meiosis.
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9. La cepa hpriA/hpriA tiene alterado el patron de los DSBs

meioticos y su reparacion.

Dado que la mutacién hpriA/hpriA tiene un descenso en la formacién de
tétradas y en la viabilidad de las mismas, se decidié determinar si la formacion de
DSBs mediada por Spoll estaba alterada en las células hpriA/hpriA. La
endonucleasa Spoll no corta al azar sino en determinadas regiones del ADN
denominadas puntos calientes. A través de Southern se analizaron los puntos
calientes de corte en la regién cromosdémica YCR054c-YCR0O65w, la cual contiene
numerosos puntos de corte, siendo el mas fuerte el localizado en el locus YCRO61w
(ver flecha en Fig R27 A). Para ello se indujo la meiosis de manera sincronizada y
se tomaron puntos a distintos tiempos en cultivos silvestre y mutante hpriA/hpriA.
No se observé ninguna diferencia en el inicio de los DSBs, con la aparicién de cortes
2,5 horas tras la induccion de la meiosis, tanto en la cepa silvestre como
hpriA/hpriA. Si se observaron diferencias en cuanto a la distribucion de los cortes
(Fig R27 A y B). El mas llamativo fue el corte del locus YCRO61w (banda visible a la
altura de 7 kb en el Southern). Mientras es el punto caliente principal de la region
cromosémica YCR054c-YCRO65w en la cepa silvestre, en la cepa hpriA/hprlA los
niveles de corte en dicho /ocus fueron mucho mas bajas (Fig R27 A y B). También
se observaron ciertas diferencias en el resto de puntos calientes analizados, como
por ejemplo el punto caliente visible a la altura de 12 kb en el Southern, mas claro
en la cepa hpriA/hprlA respecto al silvestre (Fig R27 A y B). Sin embargo, la
cantidad total de DSBs, es decir, el sumatorio de cortes de todos los puntos
calientes detectados en la region cromosomica YCR0O54c-YCR065, fue similar en
ambas cepas, silvestre y hpriA/hpriA (Fig R27 C). Este dato sugiere que la

ausencia de Hprl no afecta a la generacién de los DSBs sino a su distribucion.

10. En hpriA/hpriA se genera dano en el ADN que activa el
checkpoint durante meiosis.

A continuacidn, se estudioé si durante meiosis el checkpoint que monitoriza el
dafio en el ADN se activaba de forma espontanea en levaduras mutantes
hpriA/hpr1A, al igual que sucedia en el caso de los mutantes thoc-2 en C. elegans
(Fig R22).
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Figura R27. El mutante hpriA/hpriA muestra un retraso en la resolucion de los
DSB meidticos. (A) Esquema de la regidén analizada donde las flechas indican la posicién de
los DSBs descritos para esta region y el nimero se corresponde con el tamafo en kb al
resolverse en el Southern. Visualizacidon de la formacion de los DSBs meidticos a los tiempos
indicados en células silvestre HPR1/HPR1 y mutante hpriA/hpriA mediante Southern con el
uso de una sonda localizada dentro del locus YCR065w. La flecha roja indica la posicion del
DSB principal en la regién de estudio. (B) Perfil de los DSB dependientes de Spol1l a lo largo
de la region analizada en ambas cepas silvestre y hpriA/hpr1A. (C) Cuantificacion de los
DSB totales activos durante meiosis en esta regidon cromosdémica en ambas cepas, silvestre y
hpriA/hpriA.

En primer lugar, se analizd la acumulacién de roturas en el ADN en las
células silvestre y hpriA/hpriA, determinando los niveles de fosforilacion de la
Serinal29 de la histona H2A. Se tomaron muestras a distintos tiempos tras la
induccion de la meiosis en cultivos de la cepa silvestre y mutante hpriA/hpriA, y

mediante western se analizaron los niveles de fosforilacion de la Serinal129 de H2A
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a través de un anticuerpo que reconoce especificamente esta modificacion. La cepa
silvestre mostraba sefial de fosforilacion de la Serinal29 4,5 horas tras la induccién
de la meiosis, probablemente debido a los DSBs meidticos generados por Spoll
(Fig R28). Sin embargo, la estirpe hpriA/hpriA ya mostraba sefial de la citada
fosforilacién a las 3 horas de la induccion meidtica, hora y media antes que las
células silvestres (Fig R28). Esta sefal podria derivar de roturas del ADN no
mediadas por Spoll, ya que como anteriormente se mostrd, ambas estirpes,

hpriA/hpriA vy silvestre, inician los DSBs meidticos simultaneamente (Fig R27 A).

HPR1/HPR1 hpriA/hpriA
Tiempo(h) 0 15 3 45 6 75 9 0 15 3 45 6 75 9
aH2A-P
aRad53
of-actina

Figura R28. Incremento de DSBs y activacion del checkpoint celular en células
hpriA/hpriA. Analisis western con los anticuerpos aH2A-P, oaRad53 y oB-actina en
extractos de células diploides silvestres y hpriA/hpr1A a los tiempos indicados tras induccion
de la meiosis.

Durante la meiosis, los DSBs mediados por Spol1 no activan el checkpoint a
través de Rad53, sino que activan la quinasa Mek-1 (Cartagena-Lirola et al., 2008).
Sin embargo, Rad53 si se activa durante meiosis en respuesta a dafios en el ADN,
entre los que se encuentran los DSBs independientes de Spol1. Para determinar si
el dafio que activa la fosforilacion de la Ser129 de la histona H2A se debe a DSBs
dependientes de Spoll, se procedié a analizar el estado de fosforilacion de Rad53
como indicador de su activacién. En la cepa silvestre, no se observd activacion de
Rad53 en todo el ciclo meidtico como era de esperar (Fig R28). En cambio, en la
cepa mutante hpriA/hprlA, tras hora y media de la induccién de la meiosis se
observo fosforilacion de Rad53, claramente visible a las 3 horas (Fig R28).
Posteriormente, para verificar si la activacion de Rad53 observada en hpriA/hpriA
es debida a cortes en el ADN independientes de la endonucleasa meidtica Spol1l, se
analizé el estado de fosforilacion de Rad53 durante la meiosis en las cepas
spoli1A/spollA y spoliA/spollA hpriA/hpriA. En la cepa spol1A/spollA no se
observo fosforilacion. En cambio, la fosforilacion de Rad53 se sigue detectando en
spoliA/spollA hprlA/hpriA, como se puede observar a 1,5 vy 3 horas tras la
induccion de la meiosis (Fig R29 A). Por tanto, todos estos datos ponen de

manifiesto que durante el transcurso de las primeras fases de la meiosis, en el
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mutante hpriA/hpriA existe una acumulacion espontanea de dafio independiente

de Spo1l1, que es suficiente para la activacion del checkpoint a través de Rad53.

A
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HPR1/HPR1 hpr1A/ hpriA

Tiempo(h) 0 15 3 45 6 75 9 0 15 3 45 6 75 9

aRad53
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Figura R29. La activacion del checkpoint celular en células hpriA/hpriA es
independiente de Spo1l1l. (A) Analisis western con los anticuerpos aRad53 y aB-actina en
extractos de células diploides spo11A/spol11A y doble mutante en homocigosis spol1A
hpriA a los tiempos indicados tras induccién meidtica. (B) Analisis por FACS del contenido de
ADN durante la progresion de la meiosis de los cultivos utilizados en las figuras R28 y R29A.
Las flechas indican el tiempo en el que la gran mayoria de células tienen un contenido 4C de
ADN.

Tiempo (h)

Durante los experimentos arriba descritos de induccion de la meiosis
también se tomaron muestras a distintos tiempos para citrometria de flujo o
Fluorescence-activated Cell Sorting (FACS) con objeto de analizar la progresion del
ciclo celular meidtico. Como se muestra en la figura R29 B, mientras que en las
células silvestres se obtuvo que la pre-replicacion meiotica se habia completado a
las 4,5 horas, el mutante hpriA/hpriA fue incapaz de alcanzar un contenido de
ADN 4C antes de las 6 horas en medio de esporulacion. En el caso del doble
mutante spo11A/spol11A hpriA/hpriA, de nuevo se daba un retraso de 1,5 horas
para completar la pre-replicacion meidtica si lo comparamos con el mutante simple
spol1A/spoll1A (Fig R29 B). Por tanto, la ausencia de Hprl da lugar a un retraso

en el transcurso de la pre-replicacion meidtica.
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11. hpriA/hpriA muestra un aumento de los niveles de

recombinacion meiética.

Como ya se ha mencionado anteriormente, uno de los recursos que la célula
tiene para resolver las roturas de la cadena de ADN es a través de la recombinacion
homologa. Mediante la sincronizacién de las células e induccion de la meiosis,
podemos medir los niveles de recombinacion a distintos tiempos. Para evitar la
terminacion de la meiosis las células se transfieren a medio rico, puesto que este
cambio genera una sefial para abortar meiosis y tomar el crecimiento vegetativo
(Alani et al., 1990). Para calcular los niveles de recombinaciéon, se usaron
construcciones cromosémicas, que permiten el andlisis de recombinacion
intercromosémico entre los marcadores heteroalélicos de los /loci HIS4
(his4x::LEU2(Bam)-URA3/HIS4B::LEU2) y ARG4 (arg4-Nsp/arg4-Bgl) (Alani et al.,
1990) (Fig R30). Se indujo la meiosis de manera sincronizada y se tomaron puntos
a distintos tiempos. Las células se sembraron en los medios SC-his 6 SC-arg (segun
el caso) para seleccionar células recombinantes (protétrofas para histidina o
arginina) y en YPAD para contar las células totales. En la cepa silvestre, tras la
induccién de meiosis, en los puntos tomados desde las 0 a 2 horas, se observd que
la frecuencia de recombinantes protétrofos His+ (Fig R30 A) o Arg+ (Fig R30 B) son
bajas y similares entre ellas. Sin embargo, se produjo un brusco incremento de un
orden de magnitud en la frecuencia de recombinacion a partir de las 3 horas tras el
inicio de la meiosis, cuando empieza a actuar la endonucleasa Spoll. La frecuencia
de recombinacién se estaciond en torno a 2x107 a partir de las 6 horas, alcanzédndo
un maximo de 2,5x107 aproximadamente a las 8 horas de la induccién meidtica,
cuando ya se habian reparado todos los cortes de doble cadena. En el mutante
hpriA/hpr1A, en los dos marcadores heteroalélicos estudiados, la frecuencia de
recombinantes a tiempo cero es similar al silvestre. Sin embargo, 2 horas despues
de la induccién de la meiosis se observd una frecuencia de recombinacién de 1x10°
3, aproximadamente 10 veces superior a la silvestre. A partir de las 3 horas, tiempo
a partir del cual ya actua Spoll, no se apreciaron diferencias con respecto al
silvestre (Fig R30 A y B). Este aumento de la frecuencia de recombinacién previo a
la actuacion de Spoll en la estirpe hpriA/hpriA sugiere que los dafios tempranos

observados en hpriA/hpriA (Fig R28) se reparaban por recombinacion homéloga.
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Figura R30. El mutante hpriA/hpriA muestra un incremento en los niveles de
recombinacién intercromosomica previo a la actuacion de Spoll. Esquema de los
alelos his4-X y his4-B (A), y arg-Nspl y arg4-BgllI (B) usados para medir los niveles de
frecuencia de recombinacién intercromosdmica a distintos tiempos tras la inducciéon de
meiosis en células silvestres y hpriA/hpriA medidos como colonias His+ (A) e Arg+ (B)
frente al total.

Otra forma de cuantificar los niveles de roturas y/o recombinacion es
mediante la visualizacién de focos de Rad52 (Fig R31 A), proteina involucrada en la
invasion de la cadena homodloga durante el proceso de recombinacién. Se realizaron
cinéticas de meiosis en cepas silvestre y hpriA/hprl1A que contenian un plasmido
con la fusion traduccional RAD52:YFP, y se cuantifico a distintos tiempos de
induccion el porcentaje de células que presentaban focos de Rad52. En la cepa
silvestre, mientras que al inicio de meiosis no se observd ningun foco, en torno a
las 3 horas desde la induccién, se observé un pico maximo con un 20% de células

con focos de Rad52 (Fig R31 B), coincidiendo con el momento de la actuacién de
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Spoll. Estos focos desaparecieron a las 5 horas tras la inducciéon (Fig R31 B). En
los mutantes hpr1A/hpriA, al igual que en el silvestre, al inicio de la meiosis
tampoco se observaron focos de Rad52; sin embargo, el incremento de focos
durante los distintos tiempos observados fue de casi el doble respecto al silvestre,
con un pico maximo en torno al momento de la actuacion de Spoll (Fig R31 B).
Cabe destacar que aproximadamente un 3% de estos focos permanecieron hasta 8
horas tras la induccién meiotica, 3 horas mas que la cepa silvestre, lo que sugiere
un retraso en la resolucion de estos cortes (Fig R31 B). Por tanto, estos datos
refuerzan la hipdtesis de que la ausencia de Hprl genera dafio en el ADN que da

lugar a un incremento de la frecuencia de recombinacion.
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Figura R31. En el mutante hpriA/hpriA existe un incremento de focos de Rad52.
(A) Imagenes representativas de la formacion de focos de Rad52 durante meiosis. (B)
Cuantificacién de focos de Rad52 en células silvestres HPR1/HPR1 y hpriA/hprilA,
previamente transformadas con el plasmido pWJ]1344, que contiene la fusion tradicional
RAD52:YFP, en los tiempos indicados tras transferir a medio de esporulacion.
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12. La ausencia de Hpr1 favorece la acumulacion de R-loops durante

meiosis.

Tras comprobar que en S. cerevisiae el complejo THO también tiene un
papel en la correcta progresion de la meiosis, se decidié confirmar si al igual que en
C. elegans (Fig R24 y R25), esto se debia a la acumulacion de estructuras R-loops
durante el transcurso de la misma. Para ello recurrimos a la estrategia de
sobreexpresar RNH1, mediante una construccion en la que el gen RNH1 esta bajo el
control del promotor fuerte GAL, regulable por la fuente de carbono presente en el
medio. Asi, en presencia de galactosa en el medio hay sobreexpresion de la
proteina RNH1, y en cambio, en presencia de glucosa no hay expresion. Dada la
critica relacion entre las fuentes de glucosa y la induccién de la meiosis, en primer
lugar se comprobd que la adiccion de galactosa al medio de esporulacion no
interfiere con la progresion de la meiosis (Tabla R4). Aun asi, todos los resultados
se repitieron con una construccion donde el gen RNH1 se encuentra bajo el
promotor tetraciclina (ptet) reprimible por doxiciclina. Y como se vera a

continuacidon, con ambas construcciones se obtuvieron resultados similares.

En primer lugar, se analiz6 la progresion de las dos divisiones nucleares
meiodticas (MI y MII) bajo la sobreexpresion de RNH1 (Fig R32). En el silvestre,
ambas divisiones MI y MII mostraron un perfil similar en ausencia o presencia de
RNH1, independientemente del promotor pGAL o ptet (Fig R32 A y B),
completandose la meiosis casi en la totalidad de las células, pasadas 10 horas
desde la induccién. Por tanto, la sobreexpresion de RNH1 no alterd la meiosis de las
células silvestres. En el mutante hpriA/hpriA, a pesar de mantenerse el retraso
con respecto al silvestre, se observdo una leve supresion en el retraso de ambas
divisiones MI y MII en la condicidén en que se expresaba RNH1 con respecto a la que
no (Fig R32). Ademas, con el promotor pGAL se obtuvo un incremento del 5,2% de
células que son capaces de finalizar la meiosis tras 25 horas en medio de
esporulaciéon en condiciones de sobreexpresion (79,7%) en comparacion con la
condicion donde no se sobreexpresé RNH1 (74,5%) (Fig R32 A y Tabla R4). De
forma similar con el promotor ptet, en el mutante hpriA/hpriA se obtuvo una
mejora en la frecuencia de formacion de tétradas a las 25 horas del 68,2 al 77,65%
en células con y sin sobreexpresion de RNH1, respectivamente (Fig R32 B). Aunque
débilmente, RNH1 atenuda el defecto en la progresion de la meiosis en células
hpriA/hpriA.
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Tabla R4. Analisis de la viabilidad de esporas en S. cerevisiae con
o sin sobreexpresion de RNH1.

HPR1/ hpriA/  HPR1/
Cepas f:;;ii/ HPR1 gpiz‘i/ hpriA HPR1
RNH1 p RNH1  (0.5% gal)*
% Viabilidad de 73.6 60 48.1 94.5
esporas (n) | 2830 (g0 (90) (90) (54)
4 85 22 10 5 43
3 4 41 35 28 10
Esporas
viables 2 1 25 31 20 1
por tétrada
1 0 2 9 29 0
0 0 0 5 8 0
% Esporulacién 98.5 98.5 74.5 79.7 96.1
(n) (300) (300) (300) (300) (300)

*La adicién de la fuente de carbono galactosa al 0.5% no afecta a la induccién
de la meiosis en la poblacién celular ni a la viabilidad de las esporas.

AUn asi, cabe destacar que la sobreexpresion de la RNH1 afecta la viabilidad

de las esporas. Como se puede observar en la Tabla R4, en la cepa silvestre se

obtuvo una reduccion del 24,7% de la viabilidad de esporas en condiciones de

sobreexpresion de RNH1 (73,6%) en comparacion con la no sobreexpresion

(98,3%). Otro dato interesante es que la caida de la viabilidad de esporas en

hpriA/hpriA en condiciones de sobreexpresion de RNH1 (60%) en comparacion

con la condicidon de no sobreexpresion (48,1%) es menor (11,9%) a la observada

en la cepa silvestre (24,7%), de modo que el incremento en el porcentaje de

esporulacion observado en las células hpriA/hpriA tiene mas relevancia (Tabla R4

y Fig R32 Ay B).
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Figura R32. La sobreexpresion de RNH1 suprime parcialmente el retraso en la
progresion y finalizacion de la meiosis en hpriA/hpriA. Fraccion de células que
completan meiosis I (MI) y meiosis II (MII) en las cepas diploides HPR1/HPR1 vy
hpriA/hpr1A, previamente transformadas con el plasmido pGAL:RNH1 (A), que contiene el
gen RNH1 bajo el control del promotor GAL, o transformadas con el plasmido ptet:RNH1
(B), que contiene el gen RNH1 bajo el control del promotor tet, en las condiciones con y sin
sobreexpresion de RNH1 en los tiempos indicados tras transferir a medio de esporulacion.
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13. La presencia de R-loops durante meiosis da lugar a la activacion
del checkpoint a través de Rad53 en hpriA/hpriA.

Ademas de comprobar si la progresion a través de la meiosis esta afectada
por la presencia de R-loops, se analizo si el dafio celular que se producia durante la
meiosis en la cepa hpriA/hpriA se debia a la existencia de estas estructuras. Para
ello, se midieron focos de Rad52 durante la meiosis en cepas silvestres y
hpriA/hpriA con y sin sobreexpresion de RNHI1. En la cepa silvestre se observd
que el niumero de focos de Rad52 en condiciones de sobreexpresion de RNH1 es
similar al que se observa en condiciones de represion (Fig R33). En cambio, el
incremento de focos de Rad52 observado en la cepa mutante hpriA, disminuyé
hasta niveles similares al silvestre en condiciones de sobreexpresion de RNH1 (Fig
R33).

pGAL

25
— —®— HPR1/HPR1
S o9 | —O— HPR1/HPR1 RNH1
o
= % 8 hpr1A/ hpr1A
& ~0— hpriA/ hpriA RNH1
@ 15 1 \
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Figura R33. El incremento de focos de Rad52 en el mutante hpriA/hpriA es
dependiente de la presencia de R-loops. Cuantificacion de los focos de Rad52 en células
silvestres HPR1/HPR1 y hpriA/hprlA, previamente transformadas con los plasmidos
pWJ1344 (RAD52:YFP) y pGAL:RNH1, y en las condiciones sin y con sobreexpresion de RNH1
para los tiempos indicados tras transferir a medio de esporulacion.

Como anteriormente se mostrd, durante el transcurso de la meiosis las
células hpriA/hpr1A mostraban un retraso en la progresién del ciclo celular. Se
quiso comprobar si en condiciones de sobreexpresion de la enzima RNH1 se
suprimia dicho retraso. Para ello, a través de analisis de FACS y utilizando ambas
construcciones pGAL:RNH1 (Fig R34 A) y ptet:RNH1 (Fig R34 B) se examind el ciclo
celular en las distintas condiciones. Mientras que en las células silvestres no se

observo ninguna alteracion en el progreso del ciclo en condiciones de represiéon o
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induccion de RNH1 (Fig R34 A y B), en el caso de las células hpriA/hpr1A en
condiciones de sobreexpresion, se observo que éstas pasaban a través de la fase S
ligeramente mas rapido (Fig R34 A y B). Ello sugiere que la acumulacién de R-loops
en hpriA/hpr1A afecta a la progresion del ciclo celular durante la fase S en que

tiene lugar la replicacion.
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Figura R34. El retraso en replicacion observado en hpriA/hpriA se solventa
parcialmente al sobreexpresar RNH1. Analisis mediante FACS del contenido de ADN
durante la progresion de la meiosis de los cultivos utilizados en las figuras R32A (A) y R32B
(B). Las flechas rojas resaltan la mejoria en el inicio de la replicacion al sobreexpresar RNH1
en el genotipo hpriA/hpriA.

Para analizar si el aumento de dafio durante la meiosis en las células hpriA
es dependiente de R-loops se midid la fosforilacion de Rad53 en condiciones de
sobreexpresion de RNH1. Los resultados con ambas construcciones pGAL (Fig R35
A) y ptet (Fig R35 B), fueron similares. En la cepa silvestre no se observd ninguln
cambio en cuanto al patrén de fosforilacion de Rad53 (Fig R35 A y B). Por el

contrario, en la cepa hpriA/hpr1A la sobreexpresion de RNH1 redujo la fosforilacion
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de Rad53 hasta niveles no detectables (Fig R35 A y B). Por tanto, la acumulacién
de R-loops en los mutantes hpriA/hpriA en meiosis genera dafios en el ADN que
activan el checkpoint mediado por Rad53 (Fig R28). Es probable que todo ello de
lugar a los retrasos en el transcurso de la pre-replicacion meidtica (Fig R29 B) y las

consecutivas divisiones MI y MII (Fig R26).

A pGAL HPR1/HPR1
RNH1 - +
Tiempo (h) 1 2 25 3 45 0 1 2 25 3 45
oRads3 _ _————e=
hpriA/hpriA
RNH1 = +
Tiempo (h) 1 2 25 3 45 0 1 2 25 3 45
aRads3 — -
B ptet HPR1/HPR1
RNH1 = T
Tiempo(h) 0 1 2 25 3 45 6 0 1 2 25 3 45 6
aRad53
af-actina
hpriA/hpr1A
RNH1 - +
Tiempo(th) 0 1 2 25 3 45 6 0 1 2 25 3 45 6
amads; [

Figura R35. La activaciéon del checkpoint meiético en hpriA/hpriA depende de la
presencia de estructuras R-loops. Analisis western con los anticuerpos aRad53 y aB-
actina en las cepas diploides HPR1/HPR1 y hpr1A/hpr1A, previamente transformadas con el
plasmido pGAL:RNH1 (A) o ptet:RNH1 (B), en las condiciones sin y con sobreexpresion de
RNH1 en los tiempos indicados tras transferir a medio de esporulacion.
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III. Cambios en la cromatina en mutantes del complejo THO.
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1. Los mutantes thoc-2 de C. elegans presentan alteraciones de

diferentes modificaciones de histonas durante mitosis y meiosis.

Durante el anterior capitulo de esta tesis, se han descrito los fenotipos
observados y asociados a la carencia del complejo THO durante meiosis. En C.
elegans se han observado errores en el emparejamiento de cromosomas homaélogos
(Fig R19), acumulacién de dano (Fig R20), defectos en la pre-replicacién meidtica
(Fig R12, R13, R24 y R25) y activacién del checkpoint (Fig R23), que dan lugar a
una meiosis aberrante y ausencia de huevos (Fig R14 y R5). Estd bien
documentado como todos los procesos del ADN estan influenciados por el estado de
la cromatina y la organizacion cromosomica, donde las modificaciones de las

distintas histonas juegan un papel esencial.

Region MITOTICA

+DAPI

N2

aAcetil-H4

thoc-2
(tm1310)

N2

aH3MeK9

thoc-2
(tm1310)

N2

aH3S10P

thoc-2
(tm1310)

Figura R36. En la region mitdotica del mutante thoc-2 existe una desregulacion de
modificaciones asociadas a regiones inactivas de la cromatina. Imagenes
representativas de inmunofluorescencias realizadas con los anticuerpos oAcetil-H4,
aH3K9me2 y aH3S10P, y su colocalizacién con DAPI, de la regiéon mitdtica en lineas
germinales de nematodos con los genotipos indicados.
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Para analizar si el estado de la cromatina estaba afectado en los mutantes
thoc-2, se midieron los niveles de dimetilacion de la Lisina9 de la histona H3
(H3K9me2, asociada a cromatina transcripcionalmente inactiva), los niveles de
acetilaciéon de las Lisina5, 8, 12 6 16 de la histona H4 (Acetil-H4, asociada a
cromatina transcripcionalmente activa), y los niveles de fosforilacién de la Serinal0
de la histona H3 (H3S10P, asociada al estado condensado de los cromosomas) a
través de inmunofluorescencias, utilizando anticuerpos que reconocen
especificamente dichas modificaciones (Hsu et al., 2000; Reddy and Villeneuve,
2004) (Fig R36, R37 y R38).

Region meidtica: PAQUITENO TEMPRANO

+ DAPI

N2

oAcetil-H4

thoc-2
(tm1310)

N2

aH3MeK9

thoc-2
(tm1310)

N2

aH3S10P

thoc-2
(tm1310)

Figura R37. En la region meiotica paquiteno temprano del mutante thoc-2, existe
una desregulacion de modificaciones asociadas a regiones inactivas de la
cromatina. Imagenes representativas de inmunofluorescencias realizadas con los
anticuerpos aAcetil-H4, aH3K9me2 y aH3S10P, y su colocalizacion con DAPI, de la region
meiodtica, a nivel de paquiteno temprano, en lineas germinales de nematodos con los
genotipos indicados.
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Al analizar la regidon mitética de lineas germinales de nematodos silvestres
N2 y mutantes thoc-2, no se observaron diferencias en los niveles de Acetil-H4 (Fig
R36). Respecto a los niveles de H3K9me2, en el caso de lineas germinales del
silvestre N2 no se observd sefial en ningdn nlcleo mitotico (Fig R36).
Sorprendentemente, en los mutantes thoc-2, todos los nlcleos mitéticos mostraban
una fuerte senal H3K9me2 (Fig R36). Respecto a H3S10P, mientras en la regién
mitodtica de las lineas germinales de nematodos silvestres N2 se encontraron de 1 a
3 nucleos con una fuerte sefial (que corresponderian a ndcleos que se encuentran
desde metafase a telofase), en los mutantes thoc-2, se observé en todos los
nucleos mitdticos una fuerte sefal (Fig R36), similar al resultado obtenido con la
modificacion H3K9me2.
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Figura R38. En la region meidtica paquiteno tardio del mutante thoc-2, existe una
desregulacion de modificaciones asociadas a regiones inactivas de la cromatina.
Imagenes representativas de inmunofluorescencias realizadas con los anticuerpos aAcetil-H4,
aH3K9me2 vy aH3S10P, y su colocalizacion con DAPI, de la region meidtica, a nivel de
paquiteno temprano, en lineas germinales de nematodos con los genotipos indicados.
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Posteriormente, se analiz6 la regidon meidtica en génadas de ambas estirpes,
tanto en paquiteno temprano (Fig R37) como en paquiteno tardio o diploteno (Fig
R38). Los niveles de Acetil-H4, al igual que sucedié en la regidon mitética, fueron
similares entre el silvestre N2 y los mutantes thoc-2, como se muestra en las
figuras R37 y R38. Con respecto a la dimetilacion de H3K9, en las lineas germinales
silvestres, la sefial se empez6 a ver de manera moderada en paquiteno temprano-
medio (Fig R37), incrementandose a nivel de paquiteno tardio y siendo maxima en
la regién de diploteno-diacinesis (Fig R38). Con respecto a los niveles de
fosforilacién de H3S10, los nucleos silvestres comenzaron a mostrar una fuerte
sefial en paquiteno tardio-diploteno (Fig R37 y R38). En cambio, en los mutantes
thoc-2, todos los nucleos meidticos presentes mostraron una fuerte sefal en el caso
de ambas modificaciones, H3K9me2 y H3S10P (Fig R37 y R38). Por tanto, se puede
concluir que los mutantes thoc-2 de C. elegans no muestran alteraciones en la
acetilacidon de las distintas lisinas de la histona H4, modificaciones relacionadas con
cromatina activa, mientras que presentan una clara desregulacidon en mitosis y
meiosis de las modificaciones H3K9me2 y H3S10P, ligadas a cromatina inactiva y

condensada, respectivamente.

2. El silenciamiento de THOC-1 en células Hela altera la regulacion

de los niveles de fosforilacion de H3S10.

Con el fin de ver si las modificaciones de histonas de los mutantes thoc-2 en
C. elegans se encuentran conservadas en otros organismos, se analizd si la
desregulacion de la fosforilacion de H3S10 se mantiene en células humanas con el
componente THOC1 del complejo THO silenciado a través de siRNA. Para analizar
los niveles de fosforilacion de H3S10, se realizaron inmunofluorescencias de
muestras celulares control y siTHOC1, usando el mismo anticuerpo que en C.
elegans reconocia especificamente esta modificacién. Como H3S10P estd descrita
como marcador de ciclo mitético, para diferenciar células que estan replicando el
material genético de las que no, previamente a la toma de la muestra celular, las
células se incubaron con EdU, andlogo del nucleédtido timidina, que se incorpora al

ADN y permite detectar ADN de nueva sintesis.
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Figura R39. Las células silenciadas para THOC1 muestran una desregulacion de la
fosforilacion de H3S10. Imagenes representativas de inmunofluorescencias realizadas con
el anticuerpo aH3S10P, y su colocalizacion con EdU y DAPI de células control y silenciadas
para THOC-1. Se incluye la cuantificacion del porcentaje de células en fase G1 con mas de 5
focos de H3S10P en cada genotipo. La flecha indica células en G1 con focos de H3S10P.

En las células control se obtuvieron células con y sin sefal de dicha
fosforilacién. La mayoria de las células que mostraron dicha sefal pertenecian a
células que estaban replicando su material genético, ya que colocalizaba con la
sefal fluorescente emitida por el nucleétido EAU (Fig R39). En las células siTHOC1,
muchas de las células que tenian senal H3S10P no mostraban colocalizaciéon con la
sefal relativa al nucleétido EdU, como se puede observar en la figura R39 (flecha).
Estas células mostraban sefial H3S10P en forma de focos que colocalizaban con
DAPI. Al cuantificar el nUmero de células que presentaban mas de 5 focos por
nucleo celular se obtuvo un incremento de 2,56 veces en células tratadas con
SiTHOC1 con respecto al control (Fig R39). Por tanto, la ausencia de THOCI1 en

células humanas también da lugar a desregulacion de H3S10P.
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3. El mutante hprlA en S. cerevisiae posee una desregulacion de los

niveles de H3S10P en meiosis y mitosis.

Para determinar si la desregulaciéon de las modificaciones de histonas
observadas en los mutantes THO en C. elegans se mantiene en S. cerevisiae, se
procedié al analisis de la modificacion H3S10P, dado que la modificacion H3K9me2

no se encuentra conservada en este organismo (Lee et al., 2005).

Meiosis

HPR1/HPR1 hpr14/ hpria
0 15 3 45 6 7.5 9h. 0 15 3 45 6 7.5 Sh.

aH3S10P

aH3

ap-actina

\
.
)’1\/’\\ 15 /’A\\—Lx 1.5
b, S S on

2C  4C 2C  4C

Figura R40. La fosforilacion de H3S10 esta desregulada en el mutante hpriA/hpriA
de S. cerevisiae durante la meiosis. Andlisis mediante western con los anticuerpos
aH3S10P, aH3, y ap-actina en las cepas diploides HPR1/HPR1 y hpriA/hprlA, a los tiempos
indicados tras la induccion de la meiosis. Se incluye el analisis por FACS del contenido de
ADN durante la progresion de la meiosis de los cultivos utilizados.

En primer lugar, se analizaron los niveles de H3S10P en meiosis. Para ello, y
mediante el uso del fondo genético SK1, se sincronizaron las células y se tomaron
muestras a distintos tiempos tras la induccién de la division meidtica en cepas
silvestre y hpriA/hprlA para su posterior analisis mediante western utilizando el
anticuerpo que reconoce H3S10P, previamente utilizado en las
inmunofluorescencias de C. elegans y células humanas. En células silvestres la
fosforilacion apareci6 a las 3 horas tras la induccion de la meiosis,
aproximadamente al final de profase I, y desaparecié en torno a las 7,5 horas (Fig
R40), justo cuando la meiosis I habia finalizado (Hsu et al., 2000). En cambio, en la

cepa hpriA/hpri1A se observaron altos niveles de H3S10P durante todo el ciclo
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celular, incluido el tiempo cero (Fig R40). Para descartar que el incremento de
H3S10P en el mutante hpriA/hpriA fuera indirecto, debido a un desequilibrio en
los niveles de histonas, se analiz6 mediante western la presencia de histona H3 en
las muestras anteriores. Tanto en las células silvestres como mutantes
hpriA/hpriA, estos niveles se mantuvieron constantes a lo largo del ciclo y fueron
proporcionales a los niveles de carga medidos por la presencia de p-actina (Fig
R40), descartando diferencias respecto a los niveles de histona H3 total entre
ambas cepas y confirmando una desregulacién e incremento de la fosforilacion de

H3S10 durante la meiosis en los mutantes hpriA/hpr1A.
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Figura R41. La fosforilacion de H3S10 esta desregulada en el mutante hpriA de S.
cerevisiae durante la mitosis. Andlisis western con los anticuerpos aH3S10P, aH3, aClb2 y
aB-actina en las cepas haploides HPR1 y hpr1A a distintos tiempos tras la sincronizaciéon con
factor a y posterior liberacién. Se incluye el analisis por FACS del contenido de ADN durante
la progresion del ciclo celular de los cultivos utilizados.

A continuacion, se analizd si la desregulacién de H3S10P en los mutantes
hpr1A también tenia lugar en células haploides en crecimiento vegetativo. Para ello
se repitid el analisis de western a lo largo del ciclo celular en células sincronizadas
con factor o. Dado que los mutantes hpriA tienen una lenta progresion a través de
fase S (Wellinger et al., 2006), en el analisis se incluyd el seguimiento de la ciclina

Clb2, que se activa durante la fase G2-M en el ciclo celular mitético, para asi
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estimar la fase del ciclo celular donde se encontraban las células. En la cepa
silvestre no se observé sefal de H3S10P hasta los 40 minutos, donde se observéd
una leve sefial H3S10P, coincidiendo con el momento en que las células pasaban a
tener un contenido 2C de ADN visualizado a través del control de ciclo celular
realizado mediante FACS (Fig R41). A los 60 minutos ya se pudo observar una
sefial clara de H3S10P. Para entonces, todas las células habian realizado la
replicacion y tenian un contenido 2C de DNA y ademas se comenzd a observar la
presencia de la ciclina Clb2 que indicaba que las células se encontraban en fase de
ciclo G2/M (Fig R41). La sefial de H3S10P se mantuvo hasta los 140 minutos,
coincidiendo con la presencia del marcador de ciclo Clb2, reduciéndose en el
momento en que las células terminaban la divisién celular y pasaban a un
contenido 1C en ADN, como muestra el analisis por citometria de flujo (Fig R41).
Como ya estaba descrito, la fosforilacion de este residuo es dependiente de ciclo
(Hsu et al, 2000). En cambio, en las células hpriA se observaron niveles de
fosforilacion altos y constantes a lo largo de todo el ciclo celular, a pesar de que el
control por citometria de flujo y el marcador de ciclo celular Clb2 indicaban que las
células hpriA progresaron correctamente desde la fase G1 a G2/M (Fig R41). Como
control de carga proteica se usaron los niveles de B-actina e histona H3 total, no
observandose diferencia alguna en cuanto a los niveles de H3 durante todo el ciclo
celular en ninguna cepa (Fig R41). Por tanto, los mutantes hprliA tienen

desregulada la fosforilacion de H3510 durante el ciclo celular mitético.

4. La carencia de un complejo THO funcional no altera el patron de

modificaciones relacionado con la activacion de la transcripcion.

Anteriormente, se observo en C. elegans que los niveles de acetilacion de las
Lisina5, 8, 12 y 16 de la histona H4, asociada con cromatina activa, no se
encontraban alterados durante mitosis ni meiosis (Fig R36, R37 y R38). Se procedio
a analizar a lo largo del ciclo celular los niveles de estas modificaciones en S.
cerevisiae. Dada la correlacion previa de los datos entre mitosis y meiosis, se
decidié continuar los estudios Unicamente durante mitosis. Usando el mismo
anticuerpo utilizado en las inmunofluorescencias de C. elegans, se realizaron
western a lo largo del ciclo celular en células sincronizadas con factor a. En la cepa
silvestre se observd que los niveles de estas modificaciones se incrementan cuando
las células entran en fase S, de acuerdo con el papel que la acetilacion de las
Lisina5 y Lisinal2 tiene en transcripcion durante la fase S celular (Fillingham and

Greenblatt, 2008). No se observaron diferencias entre los niveles de acetilacién de

138



RESULTADOS

H4 en cepas silvestres y hpriA (Fig R42), indicando por tanto, que no existe

ninguna alteracion de la regulacion de estas modificaciones en el mutante hpriA.
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Figura R42. En el mutante hpriA de S. cerevisiae los niveles de acetilacion de
varios residuos de la histona H4 son similares al silvestre. Analisis western con los
anticuerpos aAcetil-H4 (que reconoce la acetilacidon de las Lisina5, 8, 12 y 16 de la histona
H4) y aP-actina, en las cepas haploides HPR1 y hprlA a distintos tiempos tras la
sincronizacidon con factor o y posterior liberacién. Se incluye el andlisis por FACS del
contenido de ADN durante la progresion del ciclo celular de los cultivos utilizados.

El estudio de la cromatina activa se amplié con el analisis de los niveles de la
trimetilacion de la Lisina4 de la histona H3 (H3K4me3), que se asocia al inicio de la
transcripcion (Sanli et al., 2011; Seol et al., 2006). Usando un anticuerpo que
reconoce especificamente esta trimetilacion, se realizaron western a lo largo del
ciclo celular en células sincronizadas con factor a. En células silvestres se observo
gue los niveles de H3K4me3 se incrementaron cuando las células entraban en fase
S (Fig R43). Aunque no habia grandes diferencias entre los niveles observados en
células silvestres y hpriA, si se apreciaba un leve incremento de H4K4me3 durante
la fase G1 en las células hpriA con respecto al silvestre (Fig R43). Por tanto, la
mutacion hpriA no afecta a las acetilaciones de las distintas lisinas de la histona H4
o la trimetilacion de H3K4, implicadas en el control de la activacidén de la cromatina

durante el ciclo celular.

139



RESULTADOS

Mitosis
HPR1 hpriA

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 min.

cH3KAME3 | e e . -

- 100 min. 100 min.

L 80 80

L 60 , 60

L 40 L 40

L 20 20

. 0 min. 0 min.
ASINC. ASINC.

1C 2C 1C 2C

Figura R43. En el mutante hpriA de S. cerevisiae los niveles de H3K4me3 estan
levemente desregulados. Anélisis western con los anticuerpos aH3K4me3 y of-actina en
las cepas haploides HPR1 y hpri1A a distintos tiempos tras la sincronizacién con factor o y
posterior liberacién. Se incluye el analisis por FACS del contenido de ADN durante la
progresion del ciclo celular de los cultivos utilizados.

Otra modificacion implicada en expresidn génica y concretamente en la
elongaciéon de la transcripcion, es la dimetilacion de la Lisina36 de la histona H3
(H3K36me2) (Rao et al., 2005). En S. cerevisiae H3K36me2 esta mediada por
Set2, que permite una comunicacién entre las histonas H3 y H4. Ademas de
interaccionar con la cola CTD de RNAPII, Set2 interacciona con la histona H4,
acentuandose esta interaccion cuando la histona H4 se encuentra acetilada en
alguna de sus lisinas (Du et al., 2008). Usando un anticuerpo que reconoce
especificamente dicha dimetilacion, se repitio el analisis western a lo largo del ciclo
celular en células sincronizadas con factor o. Mientras que los niveles de H3K36me2
en el silvestre fueron bajos y dependientes de ciclo celular, ya que la sefial se
incrementaba cuando las células entraban en la fase S, en el mutante hpriA dichos
niveles eran muy elevados a lo largo de todo el ciclo celular (Fig R44). Por tanto, la
carencia de un complejo THO funcional alteraria los niveles de dimetilacién de
H3K36 durante mitosis y posiblemente tendria algun tipo de relacién con los
defectos que hpriA presenta en la elongacion de la transcripcidon. Esta relacion ha

de estudiarse con mayor profundidad.
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Figura R44. En el mutante hpri1A de S.cerevisiae esta exacerbada la dimetilacion de
H3K36, marcador de elongaciéon de la transcripcion. Andlisis western con los
anticuerpos oaH3K36me2 y af-actina en las cepas haploides HPR1 y hpriA a distintos
tiempos tras la sincronizacion con factor o y posterior liberacion. Se incluye el analisis por
FACS del contenido de ADN durante la progresion del ciclo celular de los cultivos utilizados.

5. La activacion de la transcripcion en el locus YLR454w no
incrementa los niveles de H3S10P de manera significativa en los

mutantes hpriA.

Ya que las distintas modificaciones anteriormente analizadas tienen un papel
en transcripcion, se decidié analizar su relacién con la transcripcién utilizando la
construccién cromosomica del locus YLR454w bajo el control del promotor pGAL
(Huertas et al., 2006). Para ello se recurrié a la técnica de ChIP en condiciones de
induccion o represién de la transcripcién. Se analizaron los niveles de cada
modificacion en 5 regiones distintas: promotor, extremo 5, mitad y extremo 3’ del
gen YLR454w (FMP27) y terminador, como se muestra en la figura R45. Como
control externo, se incluyé una regién intergénica inactiva del cromosoma V
(Gonzalez-Aguilera et al., 2008). En este analisis ademas de las modificaciones ya
descritas H3S10P y H3K4me3, se incluyé la acetilacion de la Lisinal4 de la histona
H3 (H3K14Ac), promovida por la metilaciéon de la H3K4 (Sanli et al., 2011).
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Figura R45. La desregulacién de H3S10P en el mutante hpr1A no es dependiente de
transcripcion en la construcciéon pGAL:YLR454w. Esquema de la construccion del locus
YLR454w bajo el promotor GAL y la posicion de los pares de cebadores empleados en la
amplificacion de fragmentos mediante PCR cuantitativa. Las graficas muestran el analisis
ChIP con los anticuerpos aH3S10P, aH3K4me3, aH3K14ac, aH3 y aRNAPII. El eje "y" indica
la media del ratio H3S10P-IP/Input de tres experimentos independientes medido en la citada
construccién en las condiciones de induccién por galactosa (GAL) y represién por glucosa
(GLU), en las estirpes silvestre y hprlA. V es una regidn intergénica transcripcionalmente
inactiva.

142



RESULTADOS

En la cepa silvestre los niveles de H3S10P son similares en condiciones de
represion (GLU) e induccion (GAL) y similares a su vez en todas las regiones
analizadas (Fig R45). En el mutante hpriA, habia un pequefio incremento de los
niveles de fosforilacion en condiciones de induccion de la expresion de YLR454w y
hacia el extremo 3’ del locus (Fig R45). Aunque no se observdo una diferencia
significativa en los mutantes hpriA, los valores obtenidos de H3S10P siempre
fueron superiores a los silvestres.

Con respecto a las modificaciones H3K4me3 y H3K14Ac (Fig R45), no hubo
diferencias significativas de sus niveles al comparar ambas condiciones, ni entre el
silvestre y el mutante hpriA. Ambas cepas mostraban una tendencia similar,
acumulandose las sefales en el extremo 5' y no en el promotor, como se habia
descrito anteriormente (Pokholok et al., 2005; Sanli et al., 2011).

Como control, se incluyeron los analisis de reclutamiento de la histona H3 y
la RNAPII (Fig R45). No se observaron diferencias significativas en los niveles de H3
en las cepas silvestre y mutante hpriA en ninguna de las dos condiciones. Cabe
destacar que los niveles de histona H3 disminuyeron en el promotor en condiciones
de activacion de la expresion (GAL), como anteriormente ha sido descrito (Boeger
et al., 2004; Reinke and Hoérz, 2003). El reclutamiento de la polimerasa RNAPII no
mostrd ninguna alteracion sobre el patron esperado. Por tanto, no se observd una
relacién significativa entre las modificaciones analizadas y la transcripcion en el
locus YLR454w.

6. Los mutantes THO no tienen alterada la expresion de la quinasa y

de la fosfatasa que regulan la fosforilacion de H3S10.

En S. cerevisiae, el estado de fosforilacion del residuo H3S10 durante
mitosis y meiosis esta regulado por la quinasa serina/treonina IPL1 y la fosfatasa
GLC7 (Hsu et al., 2000). Una explicacion para la desregulacion de la fosforilacion de
H3S10 observada en los mutantes hpriA podria ser que, debido al defecto en
transcripcién de los mutantes THO, los niveles de expresién de los genes que
codifican esta quinasa y fosfatasa estuviesen alterados, y ello afectase de manera
indirecta a los niveles de H3S10P. Por ello se comprobaron los niveles de expresion
de estos genes en microarrays obtenidos en un estudio previo (Gémez-Gonzalez et
al., 2011). Como se muestra en la grafica, hpr1A no presentaba una alteracién
significativa de los niveles de ARNm de IPL1 o GLC7 respecto a la cepa silvestre
(Fig R46 A).
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Estas enzimas quinasa y fosfatasa estan conservadas y se han encontrado
homélogos en varios organismos, incluido C. elegans (Hsu et al., 2000;
Schumacher et al., 1998a; Schumacher et al., 1998b; Woollard and Hodgkin,
1999). Al igual que en S. cerevisiae, se verificd si la desregulacién de H3S10P es
debida a un efecto indirecto en la expresion. Para ello, se procedié a analizar los
niveles de ARNm de los genes que codifican dichas proteinas mediante RT-PCR
cuantitativa de ARN aislado del silvestre N2 y del mutante thoc-2, con cebadores
especificos. Como se muestra en la grafica, los niveles de expresién de estos genes
en los mutantes thoc-2 no disminuyeron de manera significativa respecto a los
niveles silvestres (Fig R46 B). Por tanto, la desregulacion de la fosforilacion de
H3S10 observada en S. cerevisiae y C. elegans no es debida a un efecto indirecto
de una alteracion en los niveles de expresion de las enzimas que regulan dicha

modificacion.
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Figura R46. Los niveles de expresion de la quinasa y la fosfatasa que regulan el
estado fosforilado de H3S10 no estan afectados en S. cerevisiae ni en C. elegans.
(A) Valores relativos de la expresién de IPL1 y GLC7 (quinasa y fosfatasa de H3S10
respectivamente) en levaduras hpriA respecto a los niveles silvestres. Datos extraidos del
analisis microarray procedente de Gomez-Gonzalez et al., 2011. (B) Cuantificacion de los
niveles de expresion de air-2 y gsp-1 (quinasa y fosfatasa de H3S10 respectivamente)
mediante RT-PCR cuantitativa (RT-gPCR) en nematodos N2(wt) y mutantes thoc-2. Datos
normalizados a los valores obtenidos en el silvestre N2(wt).
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7. Relevancia de la fosforilacion de H3S10 en el metabolismo

celular.

Para abordar la trascendencia de la desregulacion de H3S10P en mutantes
THO, se decididé estudiar y medir los efectos que dicha fosforilacion tiene en los
diferentes fenotipos asociados con la mutacién hpriA. Como anteriormente se
menciond, el estado fosforilado de H3S10 estd regulado por un balance entre la
actividad de Ipll y Glc7, que juegan un importante papel en la division celular.
Ademas, estas enzimas son esenciales y tienen multiples sustratos en las distintas
etapas de la divisidén celular. Por tanto, la ausencia de IPL1 o GLC7 tendria efectos
pleiotropicos que pueden enmascarar la relacién entre H3S10P y el complejo THO.
Para evitar esto se decidio seguir la estrategia de usar dos mutaciones de la histona
H3, una donde la Serinal0 ha sido sustituida por alanina (H3S10A), que no puede
ser fosforilada, y otra donde ha sido sustituida por aspartico (H3S10D), que
mimetiza el estado fosforilado de la serina (ver Materiales y Métodos).

Para analizar la relacién entre la desregulacion de la fosforilacion de H3S10
observada en el mutante hpriA y los fenotipos descritos para hpriA como hiper-
recombinacién, pérdida de plasmido, aumento de focos de Rad52, o activacion de
proteinas del control del ciclo celular, se generaron dobles mutantes de hpriA con
ambos alelos H3S10D y H3S10A.

Primero, se analizo el crecimiento vegetativo de estas cepas. Para ello, se
sembraron diluciones seriadas (x10) en medio rico YPAD a 30 ©C, con las cepas que
contienen los alelos H3S10A o H3S10D en ambos fondos genéticos, silvestre y
hpriA (Fig R47). Se observo que los mutantes simples H3S10A, H3S10D y hpriA
no mostraron retrasos en el crecimiento, ya que forman colonias de tamafio similar
al silvestre. En cambio, en los dobles mutantes H3S10A y H3S10D con hpriA, se
pudo observar cierto retraso en el crecimiento, al obtenerse colonias de un tamafo

inferior al silvestre.

YPAD
WT
hpriA
H3S10A Figura R47. Los dobles mutantes de
H3S10A hpriA ambos alelos H3S10A y H3S10D, con
hpriA, muestran defectos en el
H3S10D crecimiento. Diluciones seriadas de 10 en

10 de los genotipos indicados crecidas en

H3S10D hpriA medio rico YPAD a 30°C.
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8. Efecto de la fosforilacion de H3S10 en el fenotipo de hiper-
recombinacion de hpriA.

Para establecer si existe alguna relacion entre la desregulacion del estado
fosforilado de H3S10 en los mutantes hpriA y el fenotipo de hiper-recombinacion,
se utilizo, el sistema de recombinacion LlacZ que contiene dos repeticiones directas
y truncadas en los extremos 5’ y 3’ del gen LEU2 bajo su propio promotor, y entre
las que se encuentra el gen JlacZ, como se muestra en la representacion
esquematica de la figura R48 (Gallardo and Aguilera, 2001). Los recombinantes se
detectaron como colonias Leu+. Como control, ademas de la cepa silvestre W303,
se incluyd el mutante hpriA con el que se obtuvieron frecuencias de recombinacion
210 veces superiores a las del silvestre, segun lo esperado (Fig R48). La frecuencia
de recombinacién obtenida en las cepas con los alelos H3S10A (no fosforilable) y
H3S10D (mimético al estado fosforilado), aunque no alcanzé los niveles de hpriA,
si resultd en un aumento de 3,7 y 2,9 veces frente al silvestre, respectivamente
(Fig R48). Los dobles mutantes H3S10A y H3S10D con hprl1A aumentaron en 26 y
35 veces la frecuencia de recombinacion con respecto a los mutantes simples
H3S10A o H3S10D. Sin embargo, estos niveles fueron inferiores a los niveles del
mutante simple hpriA. Mas concretamente, la frecuencia de recombinacion se
redujo significativamente a algo mas de la mitad (desde 210 veces en hpriA a 98 y
101, en los mutantes H3S10A y H3S10D, respectivamente) (Fig R48).

PLEUZ leu2A3” leu2A5°
pllacZz T t—{aez Incremento
- (n°® de veces)
wr [IH 8 1x
H3s10A L} 30 3.7x
H3s10D [ —— 23 2.9
7 R 1860
hpriA /[ = || 210x
H3S10A hpria | /L H 782 ——| * 98x
H3S10D hpr1A i/ H so9 101x
T T ¢ T T T T
0 20 40 60 500 1000 1500 2000 2500

Frecuencia de recombinacion (x10-3)

Figura R48. El fenotipo de hiper-recombinacion observado en el mutante hpriA es
suprimido parcialmente en los dobles mutantes H3S10 hpr1A. Esquema del plasmido
pLlacZ utilizado para analizar la recombinacién. Niveles medios de frecuencia de
recombinacidon y las desviaciones estandar en los genotipos indicados. *Diferencias
significativas respecto al mutante hpriA (p<0.01) (Test T de Student).
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Por tanto, la desregulacién del estado fosforilado de H3S10 en un fondo mutante
THO podria tener un papel en el mantenimiento de la estabilidad genética de

secuencias génicas.

9. Efecto de la fosforilacion de H3S10 en la inestabilidad plasmidica

de los mutantes hpriA.

Los mutantes hpriA sufren pérdida de cromosomas y de plasmidos con una
frecuencia 100 veces superior al silvestre (Chavez and Aguilera, 1997; Santos-Rosa
et al., 2002). El analisis en plasmidos centroméricos nos permite una vision
orientativa y extensible a sistemas cromosdmicos. Para establecer el efecto que la
fosforilacion de H3S10 tiene en la estabilidad plasmidica, se determinaron los
niveles de pérdida del plasmido centromérico pRS414, que contiene la secuencia
del centrémero CEN6 de S. cerevisiae y el marcador TRP1 (Rondén et al., 2003). La

frecuencia se determind por el nimero de colonias que dejaban de ser Trp+.

CEN6 0

-
ampR ' pRS414 TRP1
4.8 kb Incremento

(n° de veces)

wr [ 1x

H3S10A — 4x
H3S10D — 3.4x
hpriA | |—| j 3.6x
H3S10A hpriA H 7.3x
H3S10D hpriA H 5.7x

T T T T
0 20 40 60 80 100
Pérdida de plasmido (%)

Figura R49. La inestabilidad plasmidica observada en el mutante hpriA se
incrementa al combinarse con los mutantes puntuales de H3S10. Esquema del
plasmido pRS414 utilizado para analizar la pérdida plasmidica. Niveles medios de pérdida de
plasmido en porcentajes y las desviaciones estandar en los genotipos indicados. *Diferencias
significativas respecto al mutante hpr1A (p<0.01) (Test T de Student).

La cepa silvestre W303 mostré un 15% de inestabilidad plasmidica, mientras
gue el mutante hpriA tuvo un 50% de pérdida de plasmido, tres veces mas que el

silvestre (Fig R49). Los mutantes simples H3S10A y H3S10D poseian frecuencias de
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pérdida similares entre si y a las del mutante hpri4, entre un 40-50% (Fig R49).
En los dobles mutantes H3S10A y H3S10D con hpriA, se obtuvo un incremento de
los niveles de pérdida de plasmido, mas exacerbado en el doble mutante con el
alelo H3S10A, con una pérdida en torno al 90% (Fig R49). Este incremento es
estadisticamente significativo respecto a los niveles del mutante hpriA. El doble
mutante H3S10D hprlA poseia niveles en torno al 70%, que aunque es superior al
mutante simple hpriA no es estadisticamente significativo (Fig R49). Estos datos
sugieren que la desregulacién de H3S10P observada en mutantes hpriA afecta la

segregacion, mantenimiento y estabilidad de plasmidos en divisiones vegetativas.

10. Efecto de la fosforilacion de H3S10 en la formacion de focos de

Rad52 y activacion del checkpoint celular en los mutantes hpriA.

Al analizar anteriormente las frecuencias de recombinacion, se mostré que la
desregulacion de la fosforilacion de H3S10 en los mutantes hpriA afecta a los
niveles de recombinacién (Fig R48). Para ver la relacion de la fosforilacion de
H3S10 con la reparacién de los DSBs, sustratos de la recombinacién, se analizaron
los focos de reparacion mediante el seguimiento de Rad52 (Fig R50). Para ello se
transformaron las distintas cepas con el plasmido pWJ11344, que contiene la fusion
transcripcional RAD52:YFP y se analizd la acumulacion de focos de Rad52 en
cultivos asincrénicos y en células que se encontraban en el estadio S/G2. Como se
muestra en la figura R50, en el mutante hpriA se observé un incremento de focos
de Rad52 de 3 veces respecto al silvestre, que correlaciona con el dato de hiper-
recombinacion en hpriA (Fig R50). Sorprendentemente, al analizar ambos
mutantes simples H3S10A y H3S10D se observd un incremento similar de focos
entre ellos y 10 veces superior respecto al silvestre (Fig R50). Este porcentaje era
unas 3 veces mayor al observado en hpriA, a pesar de que los alelos H3S10A vy
H3S10D mostraron frecuencias de recombinacién bastante menores al mutante
hpr1A (Fig R48). Al combinar ambos mutantes de H3S10 con la delecion hpr1A, se
observo que el nimero de focos disminuyd hasta niveles por debajo del observado
en hpriA y cercanos al silvestre. Todos estos datos indicarian que la desregulacién
de H3S10P en un fondo mutante THO tiene un papel en el mantenimiento de la

estabilidad genética.
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Figura R50. El incremento de formacion de focos de Rad52 observado en el mutante
hpri1A es suprimido en los dobles mutantes H3S10 hpriA. Valores medios y
desviaciones estandar de los niveles de focos de Rad52 en células en crecimiento asincrénico
de los genotipos indicados, previamente transformadas con el plasmido pwWJ]1344.
*Diferencias significativas respecto al mutante hpriA (p<0.01) (Test T de Student).

Dado el papel que la fosforilacion de H3S10 tiene en los mutantes hpriA en
cuanto a los niveles de recombinacién asociada a transcripcién (Fig R48) y el
aumento de focos de reparacion (Fig R50), se decidié analizar el efecto de dicha
fosforilacion en la activacion del checkpoint de dafio. En respuesta a dafio, la
quinasa Rad53 se activa por fosforilacion, deteniendo el ciclo celular. Se realizaron
analisis western con un anticuerpo anti-Rad53 en las distintas cepas anteriormente
analizadas. Se tomaron muestras de cultivos asincrénicos y en crecimiento
exponencial. Como ya se vio anteriormente, en la cepa silvestre no se observo
fosforilacion de Rad53; sin embargo, en el mutante hpriA si se observd dicha
fosforilacién (Gomez-Gonzalez et al., 2009) (Fig R51). En ambos mutantes simples
H3S10A y H3S10D también se detecté la fosforilacion de Rad53 (Fig R51),
sugiriendo que la desregulacion de la fosforilacion de H3S10P da lugar a un
incremento de dafio en el ADN. Sin embargo, en los dobles mutantes de ambos
alelos H3S10A y H3S10D con hprlA, no se detectd fosforilacion espontanea de
Rad53 (Fig R51). Por tanto, los mutantes simples H3S10A, H3S10D y hpriA
acumulan dafio suficiente para activar el checkpoint de dafio mediado por Rad53,
mientras que los dobles mutantes H3S10A y H3S10D con hpr1A no lo acumulan en

niveles detectables.
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Figura R51. La activacion del checkpoint celular mediado por Rad53 en el mutante
hpriA es suprimida en los dobles mutantes H3S10 hpr1A. Analisis western con los
anticuerpos aRad53 y oaf-actina en las cepas con los genotipos indicados en cultivos
asincrénicos.

11. Dinamica y distribucion de la fosforilacion de H3S10 en mitosis.

Dado el papel que H3S10P tiene en la condensaciéon de la cromatina durante
el ciclo celular, decidimos analizar la distribucion y dinamica de esta modificacion a
lo largo del genoma y asi tratar de establecer una relacion con el origen de la
inestabilidad genética observada en hpriA. Para ello se llevé a cabo un anélisis
ChIP-on-chip mediante la inmunoprecipitacién de la cromatina con el anticuerpo
anti-H3S10P y posterior hibridacién con el sistema “GeneChip® S. cerevisiae Tiling
1.0R Array” de Affymetrix. Este andlisis se realiz6 con muestras celulares silvestres
y del mutante hprliA sincronizadas en las fases G1 y S con factor a« y HU,
respectivamente. También, se incluyd en el andlisis el mutante hpri-101, en ambas
condiciones. Este mutante puntual no forma una mRNP funcional y muestra
defectos de elongacion de la transcripcion, al igual que los mutantes hpriA, pero no
tiene un fenotipo de hiper-recombinacién, debido a que no acumula estructuras R-
loops (Gémez-Gonzalez and Aguilera, 2009; Huertas et al., 2006). Por tanto, con la
inclusion de este mutante en el estudio, se perseguia poder separar los dos
principales defectos derivados de la carencia de un complejo THO funcional y
facilitar la comprension del papel que juega la desregulacion de H3S10P en los
mutantes hpriA.

A partir del analisis ChIP-on-chip, y en una primera aproximacion, se
asociaron las regiones de enriquecimiento estadisticamente significativas (p<0,01)
con los distintos elementos presentes en el genoma de S. cerevisiae,
denominandolos como elementos positivos (Tabla R5). Para ello, se utilizé la base
de datos del Stanford Genome Database (SGD) que establece las coordenadas de
dichos elementos. Como se puede observar en la Tabla R5, en el silvestre y en los
mutantes hpriA y hpri1-101 se encontraron elementos positivos diferentes. Para las

muestras sincronizadas en fase celular G1, en el silvestre se obtuvieron elementos
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positivos tales como el 20% de regiones transcritas (1096 de 5775 ORFs, del inglés
open reading frame, pautas de lectura abierta), el 84% de genes que codifican para
la sintesis del ARN ribosémico (rRNA), el 25% y 97,8% de secuencias LTR de
transposones y retrotransposones, respectivamente, en 20 de los 32 telémeros y
en las 19 secuencias subteloméricas Y’. Sin embargo, el mutante hpriA presentaba
claras diferencias en los elementos positivos durante G1 (Tabla R5). Lo mas
llamativo fue que los 16 centrémeros mostraron altos niveles de fosforilacion de
H3S10 frente a sélo uno en la cepa silvestre. En cuanto a las ORFs, se vio un
incremento estadisticamente significativo respecto al silvestre, observandose la
sefial de H3S10P en el 44% de las ORFs (2578 frente a las 1096 del silvestre). No
se observaron diferencias en las regiones teloméricas y subteloméricas Y’, ni en los
genes que codifican ARNr o retrotransposones, aunque el niumero de secuencias
LTR positivas disminuyeron en un 48% en el mutante hpriA respecto a los
positivos silvestres. En el caso del mutante hpri-101 sincronizado en G1, los
resultados obtenidos fueron muy similares al silvestre. Se obtuvo seifal H3S10P en
1051 ORFs (frente a 1096 silvestres y 2578 en hprliA) y en 4 de los 16
centromeros (en comparacion a 1 y 16 obtenidos en el silvestre y hpriA,
respectivamente). Solo se observd una caida en el nimero de secuencias LTR del

35,7% respecto al silvestre (Tabla R5).

Tabla R5. Analisis ChIP-on-chip.

Positivos fase G1 Positivos fase S
N° total
Elementos DB (SGD) WT hpriA hpr1-101 WT hpriA hpr1-101

Centromeros 16 1 16* 4 1 13* 4
ORFs 5775 1096 2578* 1051 846 1134*  2765*
Genes Pericentroméricos 327 178 308* 185 184 274* 278*
ARNr 25 21 21 21 17 21 21
Genes ARNt 275 0 0 0 0 1 4
ARS 337 19 36* 17 41 36 85*
Retrotransposones 139 136 130 131 132 132 138
Elementos LTR 383 98 51* 63* 53 58 160*
Telémeros 32 20 20 20 20 20 26
Elementos X 32 0 0 0 0 0 20*
Elementos Y* 19 19 19 19 19 19 19

Numero de elementos positivos comparado con los presentes en la base de datos SGD
(www.yeastgenome.org) en las distintas estirpes y en las distintas fases del ciclo celular
Gl y S. Se determind como positivo si parte o la totalidad del elemento contenia sefal
H3S10P-IP con p<0.01. *Diferencias significativas respecto al silvestre (p<0,001)
(Distribucién binomial).
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En las muestras sincronizadas en fase S, en el caso del silvestre se encontrd
un escenario similar al observado en fase G1 (Tabla R5), a excepcion de que se
redujo la sefial en retrotransposones, elementos LTR y en ORFs (en concreto de
1096 ORFs en G1 bajo a 846). En el mutante hpriA tampoco se observaron
grandes diferencias con respecto a la fase de ciclo G1, al obtenerse regiones
enriquecidas en los mismos grupos de elementos. Aunque se redujo la sefial en
ORFs (de 2578 ORFs en G1 a 1134 en S) y en centromeros (de 16, 100% en G1, a
13, 81,25% en S), las diferencias con respecto al silvestre siguen siendo
estadisticamente significativas (Tabla R5). Fueron llamativos los elementos
positivos obtenidos en el mutante hpri-101, donde la distribucién gendmica de la
fosforilacién de H3S10 siguidé un patrén similar al silvestre, salvo en el caso de las
ORFs, en el que se observo un incremento del 33,2% respecto al silvestre e incluso
superior al hpriA. También se percibié un incremento respecto al silvestre en los
elementos LTR, telémeros y secuencias subteloméricas X' (Tabla R5). Por tanto, con
estos datos se pone de manifiesto que la fosforilacion de H3S10 en el mutante
hpr1A tiene un patréon de distribucion cromosdémica diferente al observado en el
silvestre y mutante hpri-101, apoyando la hipétesis inicial de que la desregulacion

de H3S10P en los mutantes hpriA viene dada por la presencia de R-loops.

12. Desregulacion de la fosforilacion de H3S10 en los mutantes

hprlA en las regiones pericentroméricas.

Atendiendo al analisis anterior, las mayores diferencias entre el silvestre y el
mutante hpriA en el patron de distribucion H3S10P se encontraron en los
centromeros (Tabla R5). Para establecer y profundizar en este hecho, se representd
la distribucion y los niveles log, de la sefial H3S10P a lo largo de los 16
cromosomas presentes en S. cerevisiae en las fases celulares G1 y S (Fig R52). En
primer lugar se observd que en el mutante hpriA existe un incremento de los
niveles de H3S10P a lo largo de los cromosomas en comparacion a los de las otras
dos cepas analizadas (Fig R52). En segundo lugar, se vio que en todos los
cromosomas y de manera independiente al silvestre o mutantes hpriA y hpri-101,
existia un incremento de los niveles de H3S10P alrededor de los centromeros en las
fases G1 y S (Fig R52). Este incremento estaba exacerbado en los centrémeros y
regiones colindantes del mutante hpriA en comparacion con los centrémeros de las
otras dos cepas analizadas, observandose siempre un pico de sefal H3S10P en la

secuencia centromérica (CEN) y de manera independiente al ciclo celular (Fig R52).
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Figura R52. Perfiles de fosforilacion de H3S10 en los cromosomas de S. cerevisiae.
Histogramas de la sefial H3S10P-IP log, (ratio) obtenida mediante analisis ChIP-on-chip en
las cepas silvestre, hpriA y hpr1-101, en las fases del ciclo celular G1 y S, y a lo largo de los
16 cromosomas presentes en S.cerevisiae (eje "x"). El eje "y" muestra la sefal de la
fraccion H3S10P inmuniprecipitada respecto a los niveles del supernatant (SUP) cuando el
valor de p es menor a 0,01. Cromosomas I a IV.
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Figura R52. Perfiles de fosforilacion de H3S10 en los cromosomas de S. cerevisiae
(continuacion). Cromosomas VI a X.
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Figura R52. Perfiles de fosforilacion de H3S10 en los cromosomas de S. cerevisiae
(continuacién). Cromosomas XI a XVI.
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En la figura R53 se muestra mas en detalle el cromosoma VI en las fases G1
(Fig R53 A) y S (Fig R53 B) del ciclo celular, donde se aprecian claramente las

diferencias anteriormente descritas.
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Figura R53. Perfil de los niveles de fosforilacion de H3S10 en el cromosoma VI.
Histogramas de la senal H3S10P obtenida mediante andlisis ChIP-on-chip en las cepas
silvestre, hpriA y hpri-101, a lo largo del cromosoma VI y en las fases del ciclo celular G1
(A) y S (B). El eje "y" muestra la sefial de la fraccion H3S10P inmuniprecipitada respecto a

los niveles del supernatant (SUP) cuando el valor de p es menor a 0,01. El eje "x" muestra
las coordenadas del cromosoma VI en kb.

Debido a que las diferencias mas acusadas entre hpriA vy silvestre vy
mutante hpr1-101, se encontraron en centrémero y regiones pericentroméricas, se
analizé mas en detalle el area comprendida 20 kb aguas arriba y 20 kb aguas abajo
desde la posicidon de cada centromero (CEN). Por tanto, la regidon pericentromérica
consta de 40 kb por cromosoma. La figura R54 muestra el log, ratio de la sefial
H3S10P en el area pericentromérica de los cromosomas VI (Fig R54 A) y IX (Fig
R54 B), en ambas fases celulares G1 y S. Se observa con claridad la diferencia de
sefial en el centromero y regién pericentromérica entre hpriA, y las cepas silvestre

y mutante hpri-101.
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Figura R54. Perfiles de los niveles de fosforilacion de H3S10 en la region
pericentromérica de los cromosomas VI y IX. Histogramas de la sefal H3S10P-IP en el
area pericentromérica (+/- 20 kb desde el centromero) obtenida mediante analisis ChIP-on-
chip en el cromosoma VI (A) y cromosoma IX (B), en las cepas silvestre, hpr1A y hpri-101,
en las fases del ciclo celular G1 y S. El eje "y" muestra la sefial de la fraccion H3S10P
inmuniprecipitada, respecto a los niveles del supernatant (SUP) cuando el valor de p es
menor a 0,01. El eje '"X" muestra las coordenadas de los cromosomas en kb.
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Para realizar la cuantificacion aproximada de la fosforilacion de H3S10 en la
regién pericentromérica en el conjunto de todos los cromosomas, se calculd la
media de sefial H3S10P. Para ello se dividié el drea pericentromérica de todos los
cromosomas en 81 fragmentos, definiendo el fragmento central con las
coordenadas de inicio y final de cada centromero (ver Materiales y Métodos). En la
figura R55, se muestran los perfiles de la distribucién de H3S10P en todos los
centromeros y regiones pericentroméricas en las distintas cepas y en ambas fases
del ciclo celular G1 (Fig R55 A) y S (Fig R55 B).
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Figura R55. El mutante hpri1A muestra un incremento de los niveles de fosforilacion
de H3S10 especialmente en el centromero y areas pericentroméricas. (A) Perfiles de
la distribucion de sefial H3S10P obtenidos mediante analisis ChIP-on-chip, en los
centromeros y regiones pericentroméricas (+/- 20 kb desde el centrémero) en células
sincronizadas en fase G1 de los genotipos indicados. El eje "y'" muestra la media de sefal
H3S10P-IP log, (ratio) por segmento (500 pares de bases) entre todos los cromosomas de S.
cerevisiae. (B) Igual que en apartado A pero en células sincronizadas en la fase S del ciclo
celular.

En la fase G1 del ciclo celular, en la cepa silvestre se observa una sefial

media de H3S10P en el centrémero unas 7 veces menor que en hprlA. Esta sefal
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baja a partir de dicho punto hasta tener valores proximos a cero a la distancia de
10 kb desde el CEN (Fig R55 A). En el mutante hpriA se observa un pico de sefial
H3S10P en el centromero que cae progresivamente hasta las 15 kb en torno a la
secuencia CEN, aunque con niveles muy superiores con respecto a los observados
en el silvestre, y manteniéndose estable con valores de sefial en torno a 0,4 y no
en torno a cero, como ocurria en el silvestre (Fig R55 A). La regién
pericentromérica del mutante hpri-101 en la fase celular G1 muestra un perfil
idéntico al silvestre (Fig R55 A). En la fase S del ciclo celular (Fig R55 B), en las
cepas silvestre y mutante hpri-101, hubo una sefial media de H3S10P algo mayor
que la obtenida en G1 (Fig R55 A y B). De hecho, en las zonas adyacentes al
centromero los valores son cercanos a los observados en el mutante hpriA (Fig
R55 B). Cabe destacar que en fase S, en el mutante hpriA se sigue manteniendo la
diferencia de senal H3S10P en el centrémero respecto del silvestre y mutante hpri-
101 (Fig R55 B).
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Figura R56. El mutante hpr1A muestra niveles de histona H3 similares al silvestre.
Perfil de la distribucién del reclutamiento de histona H3 obtenido mediante analisis ChIP-on-
chip, en los centromeros y regiones pericentroméricas (+/- 20 Kb desde el centrémero) en

células sincronizadas en fase G1 de los genotipos indicados. El eje "y'" muestra la media de
reclutamiento de H3-IP log, (ratio) por segmento (500 pares de bases) entre todos los
cromosomas de S. cerevisiae.

Para descartar la posibilidad de que las diferencias en los valores de sefial
media H3S10P entre cepas se deba a una desregulacién de los niveles de histona
H3 se realizd un analisis ChIP-on-chip con un anticuerpo anti-H3 en muestras
celulares silvestre y hpriA sincronizadas en fase G1 del ciclo celular. El analisis
pericentromérico de los datos de sefial obtenidos, no mostrd grandes diferencias
entre los niveles del silvestre y mutante hpriA de histona H3 (Fig R56). Por tanto,
se descartd que el patron particular de dicha fosforilacion en el mutante hpriA en
centromeros y regiones pericentroméricas se deba a una desregulacion en los

niveles de histona H3 y posiblemente esté relacionado con presencia de R-loops.
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13. La fosforilacion de la H3S10 esta relacionada con la

transcripcion de secuencias génicas.

Los datos ChIP-on-chip sobre el enriquecimiento de la sefial H3S10P en las
ORFs y el mayor numero de ORF positivas en el mutante hpriA respecto al silvestre
(Tabla R5), nos llevaron a analizar la posible relacidon entre dicha fosforilacién vy la
transcripcion. Para ello se analizé la distribucién media de los niveles de
fosforilacién de H3S10 a lo largo de todas las ORFs presentes en el genoma de S.
cerevisiae, subdivididas en 10 fragmentos mas dos adicionales flanqueantes a los
extremos 5’ y 3’ de cada ORF (ver Materiales y Métodos) (Fig R57). En la cepa
silvestre en G1 (Fig R57 A) la senal de H3S10P se acumuld en la region central de
ORFs reduciéndose en ambos extremos flanqueantes, mientras que en la fase S
(Fig R57 B) se acumuld la sefial de H3S10P en el extremo 3' de las ORFs. En el
mutante hpriA se observaron perfiles similares de dicha fosforilacion en las fases
G1 (Fig R57 A) y S (Fig R57 B) y superiores en comparacion al silvestre,
especialmente en la fase G1. Este dato se correlacionaria con el incremento en el
numero de ORFs positivas en el mutante hpriA respecto al silvestre (1482 ORFs en
Gl y 288 en S) (Tabla R5). En el caso del mutante hpr1-101, el perfil en fase G1
mostré valores intermedios entre el silvestre y hpriA (Fig R57 A), mientras que en

fase S el perfil fue similar al del mutante hpriA (Fig R57 B).

Dado el enriquecimiento en nimero e intensidad de sefial de H3S10P en
ORFs y regiones cercanas al centromero, se decidié analizar mas en detalle y por
separado las ORFs situadas en regiones no pericentroméricas y pericentroméricas
en distintos cromosomas. Como ejemplo de regiones no pericentroméricas se
muestran 3 zonas fuera de la regidon de 40 kb en torno al centrémero de los
cromosomas IV, V y XIII (Fig R58). Para los tres casos se observa que en los
mutantes hpriA la sefial H3S10P se encuentra principalmente en las ORFs y no en
las regiones intergénicas, a diferencia del silvestre que apenas presenta regiones
con sefal de H3S10P (Fig R58 A, By C).
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Figura R57. El mutante hpriA muestra un incremento en los niveles medios de
fosforilacion de H3S10 de todas las ORFs presentes en S. cerevisiae. (A) Perfiles de la
distribucion de sefial H3S10P en la totalidad de ORFs presentes en la base de datos SGD de
S. cerevisiae, en células sincronizadas en fase G1 de los genotipos indicados. El eje "y"
muestra la media de sefial H3S10P-IP log, (ratio) por segmento. Los segmentos se definen
como la décima parte de cada ORF. También se muestra la media de sefial en regiones de
500 pb situadas en los extremos 3’ y 5’ de dichas ORFs. (B) Igual que en apartado A pero en
células sincronizadas en la fase S del ciclo celular.

Como ejemplo de regiones pericentroméricas se muestran 3 zonas a menos
de 20 kb en torno al centrémero de los cromosomas VII, X y XII (Fig R59 A, By C).
En los tres casos se observa que en los mutantes hpriA la seifial H3S10P se
encuentra principalmente en ORFs y no en regiones intergénicas, a diferencia del
silvestre que apenas presenta regiones con sefial de H3S10P o con una sefial muy
inferior a la obtenida en hpriA (Fig R59 A, B y C). Esta clara diferencia entre el
silvestre y mutante hpriA no fue tan evidente al analizar la distribucion de sefial en
todas las ORFs (Fig R57). Por ello se analizd en mas detalle el perfil de sefal
H3S10P de las ORFs pericentroméricas. El perfil de distribuciéon en fase G1 y S (Fig

R60 A y B) fue muy similar al analisis anterior (Fig R57), observandose que en G1
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la sefal de H3S10P se acumuld en la regidén central de las ORFs y cayd en ambos
extremos flanqueantes (Fig R60 A) y en S hubo una mayor acumulacién de seiial
H3S10P en el extremo 3' de las ORFs (Fig R60 B). Sin embargo, la diferencia de los

valores medios de H3S10P de hpriA fueron muy superiores a los del silvestre,

especialmente en G1 (Fig R60).
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Figura R58. Perfiles de los niveles de
fosforilacion de H3S10 en distintas
coordenadas situadas fuera del area
pericentromérica. Perfiles de sefal
H3S10P en las coordenadas citadas del
cromosoma XIII (A), V (B), Iv (C),
obtenidos mediante andlisis ChIP-on-chip
y en células sincronizadas en las fases del
ciclo celular G1 y S de los genotipos
indicados. El eje "y" muestra la sefial de
la fraccion H3S10P inmunoprecipitada,
respecto a los niveles del supernatant
(SUP) cuando el valor de p es menor a
0,01. El eje "Xx" muestra las coordenadas
de los cromosomas en kb.
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Figura R59. Perfil de los niveles de
fosforilacion de H3S10 en distintas
coordenadas situadas dentro de la
region pericentromérica. Perfiles de
sefial H3S10P en las coordenadas citadas
del cromosoma VII (A), X (B), XII (C),
obtenidos mediante analisis ChIP-on-chip
y en células sincronizadas en las fases del
ciclo celular G1 y S de los genotipos
indicados. El eje "y" muestra la sefial de
la fraccion H3S10P inmuniprecipitada,
respecto a los niveles del supernatant
(SUP) cuando el valor de p es menor a
0,01. El eje "x" muestra las coordenadas
de los cromosomas en kb.

En el silvestre, el 54,4% de las ORFs presentes en la region pericentromérica
mostré fosforilacion de H3S10 en G1 (178 de 327 ORFs), practicamente igual que
en fase S, 56,3% (Tabla R5). En cambio, en el mutante hpriA, la casi totalidad de
las ORFs fueron positivas para dicha sefial en fase G1 (94,2%, 308 de 327 ORFs),

disminuyendo hasta un 83,8% en fase S (Tabla R5).

En el mutante hpri-101 en

G1 se observé un dato similar al silvestre, 56,6%, aunque en fase S aumento hasta
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los niveles del mutante hpriA, 85% (Tabla R5). Estos datos indican que la relacién
de la sefial H3S10P y las ORFs es mas acusada en regiones pericentroméricas que
en la totalidad de ORFs, al incluirse como positivas un mayor porcentaje de ORFs
en esta regién en las 3 cepas y en ambas fases celulares. Ademas, el incremento
de ORFs positivas en el mutante hpriA en el area pericentromérica (39,8% en fase
Gl vy 27,5% en fase S) fue mas acusado que el de la totalidad de ORFs (25,6% en
fase G1 y 5% en fase S) (Tabla R5).
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Figura R60. El mutante hpriA muestra un gran incremento de los niveles medios de
fosforilacion de H3S10 en las ORFs presentes en regiones pericentroméricas. (A)
Perfiles de sefial H3S10P obtenidos mediante analisis ChIP-on-chip, en la totalidad de ORFs
presentes en las areas pericentroméricas (+/- 20 kb desde el centrémero) de todos los
cromosomas, en células sincronizadas en fase G1 de los genotipos indicados. El eje "y"
muestra la media de seflal H3S10P-IP log, (ratio) por segmento en el eje "x" (cada
segmento representado por la décima parte de una ORF, independientemente de su longitud)
entre la totalidad de ORFs citadas. Se muestran los datos de sefial a 500 pb de los extremos
3’y 5’ de dichas ORFs. (B) Igual que en apartado A pero en células sincronizadas en la fase

S del ciclo celular.

Para estudiar mas en profundidad la relacién entre la transcripcion de

secuencias génicas y esta fosforilacion, se analizd si el listado de ORFs positivas
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para H3S10P en cada estirpe y fase celular (Tabla R5) eran activas o estaban
silenciadas. Para ello, se usaron los datos de niveles de expresién génica obtenidos
mediante andlisis de microarrays anteriormente publicados por nuestro grupo
(Gomez-Gonzalez et al., 2011). Considerando como ORFs activas aquellas con
valores superiores a 7 (Fig R61 A) e inactivas aquellas con valores inferiores a 7
(Fig R61 B), se vio que mas del 95% de las ORFs positivas para H3S10P eran
activas en cepas silvestre y hpr1A tanto en fase G1 como S (Fig R61).
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Figura R61. Las ORFs positivas para la fosforilacion de H3S10 se corresponden con
secuencias génicas activas. (A) Diagramas de Venn que comparan las ORFs positivas para
H3S10P (p<0,01) en las cepas silvestre y hpriA, en las fases celulares G1 y S, con las ORFs
cuya expresion es superior a 7 (dato del microarray publicado en Gémez-Gonzalez et al.,
2011). (B) Diagramas de Venn que comparan las ORFs positivas para H3S10P (p<0,01) y
cuya expresion no es superior a 7, de cada genotipo y fase celular, con las ORFs cuya
expresion es inferior a 7 (dato del microarray publicado en Gémez-Gonzalez et al., 2011).
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Ademas, se decidié analizar la relacion entre las ORFs positivas para H3S10P
en el mutante hpriA y las ORFs cuya expresion génica estd desregulada en este
mutante. Con ello se perseguia descartar o ligar la desregulacion de la fosforilacidon
de H3S10 observada en hprlA con un posible efecto en la transcripcion de
determinadas secuencias génicas. En nuestro grupo se habia observado
previamente que un total de 811 genes (14%) estan afectados en el mutante
hpri1A, es decir, los niveles de expresion fueron 1,5 veces superiores (454 genes) o
inferiores (357) a los valores obtenidos en la cepa silvestre (Goémez-Gonzalez et al.,
2011). También se vio que existia una correlacidon positiva entre la longitud de la
secuencia génica y contenido G+C y los genes cuya expresion estaba reducida,
siendo estos mas largos y con un mayor contenido en G+C (Goémez-Gonzalez et al.,
2011). Para ver si existe una relaciéon entre las 2578 y 1134 ORFs positivas para
H3S10P en hpriA en G1 o S, respectivamente, y las 881 ORFs cuya expresién
génica esta alterada en hpriA, se analizdé la correlacion entre ambas listas (Fig
R62). No se observd ningun tipo de correlacion entre los genes positivos para
H3S10P en el mutante hpri4, en fase G1 0 S, y los genes con mayor (Fig R62 A) o
menor nivel de expresion (Fig R62 B). Por tanto, queda descartada la idea de que la
desregulacion de la fosforilacion de H3S10 en los mutantes hpriA, dependa de
defectos de expresion.

Con estos datos se establece que existe una relacion entre H3S10P y los
centromeros y las ORFs pericentroméricas, exacerbada en los mutantes hpriA, mas
evidente durante la fase celular G1. Esta relacion posiblemente es debida a la
presencia de estructuras tipo R-loops ya que el mutante hpri-101 se comporta, en

general, como el silvestre.
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hpriA S

Microarray

Microarray hpriA DOWN

hprid UP

Figura R62. El incremento de sefal de H3S10P en el mutante hpriA no muestra
relacion con la desregulaciéon de su expresion génica. (A) Diagrama de Venn que
compara las ORFs positivas para H3S10P (p<0,01) del mutante hpriA, en ambas fases
celulares, G1 y S, con las ORFs cuya expresion esta al menos 1,5 veces sobre-expresada en
relacidon al silvestre (UP) (dato del microarray publicado en Gomez-Gonzélez et al., 2011).
(B) Diagrama de Venn que compara las ORFs positivas para H3S10P (p<0,01) del mutante
hpriA, en ambas fases celulares, G1 y S, con las ORFs cuya expresion es al menos 1,5 veces
inferior en relacion al silvestre (DOWN) (dato del microarray publicado en Gémez-Gonzalez
etal., 2011).
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14. El aumento de H3S10P en los centromeros de los mutantes

hpr1A es dependiente de R-loops.

El hecho de que con respecto a la fosforilacion de H3S10 el mutante hpri-
101 se comporte de forma similar al silvestre, indica una posible relaciéon entre
dicha fosforilacién y la presencia de estructuras R-loops en los mutantes hpriA.
Para determinar si el incremento de los niveles de H3S10P es exclusivo de los
mutantes THO o se extiende a otros mutantes que acumulan R-loops se tomaron
muestras celulares sincronizadas en G1 con factor a de las cepas silvestre, hpriA y
el doble mutante rmh1 rnh2 (Arudchandran et al., 2000). Como control se incluy¢ el
mutante puntual H3S10A y como cabria esperar no se obtuvo sefial alguna de
H3S10P (Fig R63). Como ocurria en la cepa silvestre la sefial de H3S10P fue inferior
en comparaciéon a la de hpriA. En el doble mutante rmhl rnh2 se observd un
aumento de la fosforilacion de H3S10 mayor incluso que en hpriA lo que confirma

la relacion entre H3S10P y los R-loops (Fig R63).
mhiA
H3S10A HPR1  hpriA  rh24
aH3S10P — —

GH o o— —

H3S10A HPR1 hpria mh1A mh2A

1C 2C 1C 2C 1C 2C 1C 2C

factor o

Figura R63. El incremento de los niveles de H3S10P esta relacionado con mutantes
que acumulan estructuras R-loops. Anadlisis western con los anticuerpos aRad53 y of-
actina en las cepas con los genotipos indicados en cultivos sincronizados en G1. Se incluye el
analisis mediante FACS del contenido de ADN de los cultivos utilizados.

A continuaciéon, se realizé un estudio de ChIP de H3S10P en cultivos
silvestres, hprlA y hpr1-101 sincronizados en fase G1 del ciclo celular con o sin
sobreexpresion de RNH1 mediante el uso del plasmido ptetRNH1 (Fig R64). Como
las mayores diferencias en los niveles de H3S10P se habian observado en el
centromero (Fig R52) (Tabla R5), se analizé dicha regidon. Mediante el uso de pares
de cebadores especificos pericentroméricos al CEN6, cuyas localizaciones se

muestran en el esquema de la figura R64, se determinaron los valores de H3S10P
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mediante PCR cuantitativa. En el silvestre los niveles de H3S10P a lo largo de las
distintas regiones analizadas fueron similares, tanto en condiciones normales como
de sobreexpresién de RNH1 (Fig R64). En cambio, en el mutante hpriA, los niveles
obtenidos de fosforilacion de H3S10 fueron muy superiores al silvestre,
especialmente en las regiones C2, R1, R2 y R3 (Fig R64). Este incremento de sefial
H3S10P era de esperar por los resultados obtenidos anteriormente (Fig R54 A y Fig
R55 A). Ademas en el mutante hpriA los altos niveles de H3S10P descendieron
hasta valores cercanos al silvestre al sobre-expresar RNH1 (Fig R64). Por otro lado,
los valores y perfil obtenido en el mutante hpri-101 en la regiéon analizada fueron
similares al silvestre. Por tanto, estos resultados ponen de manifiesto la relaciéon
entre la fosforilacién de H3S10 y la presencia de hibridos ADN:ARN en el mutante
hprlA.
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Figura R64. El incremento de los niveles de H3S10P en centromeros y regiones
pericentroméricas en el mutante hpriA es dependiente de estructuras R-loops.
Andlisis mediante ChIP con el anticuerpo aH3S10P en células sincronizadas en G1 de los
genotipos indicados, con y sin sobreexpresién de RNH1. El eje "y'" muestra la media de la
relacion H3S10P-IP/Input en tres experimentos independientes medidos en el CEN6 vy
regiones colindantes. La posicidn de los pares de cebadores empleados en la amplificacién de
fragmentos mediante PCR cuantitativa esta indicada en el esquema.
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15. La mutacion hpriA incrementa la condensacion del ADN en la

region centromeérica.

Estudios previos han descrito la relacién entre H3S10P y la condensacién
cromosomica en los estadios celulares S/G2/M (Hsu et al., 2000; Wei et al., 1999).
Por otro lado, en los mutantes thoc-2 en C. elegans los nucleos germinales del
extremo distal mitdtico presentan un grado de condensacion mayor que los
silvestres, como se puede observar en la figura R65, acorde con el incremento de
los niveles de H3S10P observado (Fig R36). El incremento de H3S10P en los
mutantes hpriA, especialmente en las regiones pericentrémericas (Fig R52), nos

llevé a plantear si la condensacion del ADN estaba afectada en este mutante.
C.elegans N2(wt) thoc-2(tm1310)

DAPI
(region mitética)

Figura R65. Los mutantes thoc-2 de C.elegans muestran nucleos germinales
mitoticos con un incremento de la condensacion del ADN. Imagenes representativas
de la zona distal mitdtica de lineas germinales tefiidas con DAPI de nematodos N2(wt) y
mutante thoc-2.

Para determinar la compactacion/condensacion de la cromatina se realizaron
ensayos de accesibilidad de las enzimas de restriccién Dral y EcoRI a la cromatina
pericentromérica. Dral contiene 3 dianas de corte en la region CDEII del CEN3,
flanqueadas por dianas de la enzima EcoRI, que dan como resultado las bandas de
2,9 kb y 5,1 kb, como se muestra en figura R66. Para ello, se llevaron a cabo
experimentos de Southern a partir de muestras de cultivos celulares sincronizadas
en la fase celular G1 que fueron tratadas con concentraciones crecientes de Dral
(U/ml) y posteriormente con EcoRI (Fig R66). En las muestras de la cepa silvestre,
tanto el tratamiento con EcoRI como con 5 U/ml de Dral dan lugar a las respectivas
bandas de digestion del ADN. En cambio, la eficiencia de corte de las enzimas Dral
y EcoRI se redujo significativamente en el mutante hpri1A, donde las bandas de 2,9
y 5,1 kb sélo aparecieron al tratar las muestras con 150 U/ml de Dral. En el
mutante hpri-101 se observd un resultado muy similar al silvestre (Fig R66). Por
tanto, este resultado manifiesta que la modificacion H3S10P refleja una mayor
condensacion/compactacion de la cromatina, y esta vinculada con la acumulacion

de R-loops.

169



RESULTADOS

CDEIL_[CDENI ] CENS3
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Figura R66. El mutante hpriA muestra un incremento de la condensacion del ADN
centromérico. Esquema del CEN3 y su regidn pericentromérica donde se indican las dianas
para las enzimas de restriccion sefialadas y el patron de bandas resultante con el tratamiento
de las mismas. Analisis mediante Southern de muestras obtenidas de células sincronizadas
en G1 de los genotipos indicados y tratadas con distintas concentraciones de la enzima de
restriccion Dral. La aparicion de la banda a la altura de 2,9 kb muestra la accesibilidad de
dicha enzima al CEN3.
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En esta tesis se han descrito fendmenos ligados a la inestabilidad genética
relacionados con el complejo THO que no se habian sido identificados con
anterioridad. Ademas, el uso de varios organismos modelo en los distintos estudios
realizados en esta tesis ponen de manifiesto la conservacién de estos mecanismos

a lo largo de la evolucién, dando solidez a los resultados.

Se ha profundizado en el papel que el complejo THO tiene en el
mantenimiento de la estabilidad genética y el desarrollo en metazoos pluricelulares,
como el nematodo C. elegans, donde dicho complejo no se encontraba descrito
previamente. Los problemas de acumulacién y transporte del ARNm en nematodos
THO-mutantes, asi como el aumento del dafio en el ADN dan lugar a paradas de
ciclo que interfieren en el correcto desarrollo de estos organismos.

Ademas, se ha visto que THO no sélo tiene un papel en el mantenimiento de
las divisiones vegetativas, sino que es esencial en el mantenimiento de Ia
integridad genética durante meiosis, esencial para la formacién de los gametos
masculinos y femeninos necesarios para la reproduccion sexual. El metabolismo
defectuoso del ARN en estos mutantes dan lugar a la acumulaciéon de estructuras
hibridas ADN:ARN, R-loops, que son puntos susceptibles de dafio en el ADN, dando
lugar a paradas de ciclo celular para su resolucion, apoptosis de las células
germinales o cuerpos aberrantes en el extremo proximal de la génada.

Para completar esta tesis, se ha analizado otro aspecto derivado del
metabolismo del ARNm vy la formacion de estructuras R-loops a través del uso de
los mutantes del complejo THO. Mediante la aplicaciéon de la herramienta a gran
escala por inmunoprecipitacion de cromatina, ChIP-on-chip, se ha visto que la
presencia de estructuras R-loops interfieren en el estado de la cromatina, mediado
por la relacion existente entre los niveles de compactacion de la cromatina y la
fosforilacién del residuo H3S10 de la histona H3, cuya desregulacién da lugar a
patrones de inestabilidad genética. En esta tesis se ha observado que la
fosforilacién de H3S10 se encuentra desregulada en mutantes que acumulan R-
loops, como los mutantes del complejo THO, y ademads, conservada desde

levaduras hasta humanos.
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1. La mutacién de THO genera problemas durante la divisiéon celular

mitotica y desarrollo de organismos pluricelulares.

El complejo THO es un complejo conservado evolutivamente (Chavez et al.,
2000) (Rehwinkel et al., 2004) (Masuda et al., 2005), aunque aun no se
encontraba descrito en C. elegans. Por homologia de secuencia, parece ser que el
complejo THO en el nematodo esta formado por 5 componentes, con un alto grado
de homologia de secuencia con el complejo THO de levaduras y especialmente con
el de mamiferos, lo que indica que dicho complejo se encuentra conservado en el
este organismo. Los mutantes de THO muestran defectos en elongacién de la
transcripcion y el transporte del ARNm tanto en levaduras como en células
humanas (Chavez y Aguilera, 1997) (Libri et al., 2002) (Rondon et al., 2003b)
(Dominguez-Sanchez et al., 2011a), aunque poco se sabe como afecta a nivel de
tejidos u organismos. Hemos investigado como afecta la desregulaciéon de un
componente esencial de THO, THOC-2, al desarrollo de un organismo pluricelular,

haciendo uso de C. elegans.

El complejo THO juega un papel esencial en el mantenimiento de Ia
integridad del genoma en secuencias que se transcriben (Aguilera, 2002) (Gottipati
y Helleday, 2009) y en organismos pluricelulares superiores como en ratén, se ha
observado que la ausencia del ortélogo a Hprl, THOC1, es letal, indicando que es
necesario para la viabilidad y correcto desarrollo embrionario del blastocisto (Wang
et al., 2006). En esta tesis hemos usado una de las ventajas que C. elegans
proporciona como organismo modelo, su capacidad para el estudio de mutaciones
que en homocigosis son letales, debido a la transferencia de ARN materno del
nematodo madre a sus huevos, permitiendo el desarrollo del embrion y el estudio
de la deplecion en tejidos adultos. Aunque los mutantes thoc-2 en C. elegans son
estériles, hemos analizado dos deleciones del componente thoc-2 del complejo
THO, ambas indicando que éste complejo es esencial para el correcto desarrollo de
los nematodos.

El desarrollo es un proceso estrechamente regulado y controlado en el que la
transcripcién juega un papel esencial ya que los defectos que puedan darse durante
la biogénesis del ARNm afecta a la expresion programada de determinados genes,
pudiendo afectar en los sucesivos acontecimientos esenciales para la formacion de
un individuo. Debido al papel que el complejo THO posee en la biogénesis del
ARNmM, ambos mutantes thoc-2 han mostrado defectos en el desarrollo, mas
concretamente, en la transicion del estado larvario L4 a adulto. Este fenotipo podria

ser explicado por las deficiencias en la expresion del microARN /et-7, cuya
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expresion muestra un pico a finales de la fase L4, regulando y activando la
transicion de L4 a adulto (Reinhart et al., 2000) y cuya expresion estd afectada en
los mutantes thoc-2 como hemos mostrado. No obstante, la observaciéon de
estructuras anatomicas caracteristicas de la fase adulta en los mutantes thoc-2,
ponen de manifiesto niveles de expresidon residuales de /et-7 que se escapan a los
niveles de deteccion de la técnica molecular. Aun asi, se han observado otros
fenotipos de inestabilidad mitética y meidtica en los mutantes thoc-2 que no
pueden ser explicados por una reduccién de los niveles de la expresion de let-7, asi

como, por la razén de que los mutantes /et-7 no poseen esos fenotipos.

Es interesante el hecho de que el requerimiento de biogénesis del ARNm es
diferente dependiendo de la funcién celular. thoc-2 es especialmente vital en el
transporte del ARNm en la DTC. La DTC controla la transicion celular de mitosis a
meiosis a través de una compleja red de proteinas y ARNm, entre los que se
encuentran GLD-1, GLD-2, FBF-1/2 y NOS-3, todos ellos envueltos en la regulacion
post-transcripcional de genes. Por tanto, la DTC posee un alto metabolismo
biosintético de ARNm (Kimble y Crittenden, 2005). La acumulaciéon de ARNm en la
DTC no tiene lugar o no es tan sorprendente en otros mutantes de la biogénesis de
ARNmM, como nxf-1 o aly-2, que muestran una acumulacion de ARNm mas general,
a nivel de todos los nucleos de la linea germinal. Aun asi, cabria analizar qué
sucede al eliminar todos los componentes del complejo NXF (nxf-1 y nxf-2) o ALY
(aly-1, aly-2 y aly-3). Este defecto especifico en la biogénesis de ARNm en la DTC
de los mutantes thoc-2 es consistente con la observaciéon de una region mitética
alargada en estos mutantes, ya que seria necesario mas tiempo para alcanzar los
niveles de los componentes suficientes para activar la entrada de la meiosis. Esta
hipdtesis esta sustentada por la distribucién alterada de uno de los componentes de
la DTC necesario para inducir la entrada en meiosis de los nucleos germinales,
GLD-1 (Hansen et al., 2004). Acorde con esta hipdtesis, los mutantes nxf-1 y aly-2
no muestran una regiéon mitética alargada. Estos datos en conjunto ponen de
manifiesto que existen tejidos con productos de genes especificos que requieren de
la maquinaria de biosintesis del ARNm, que explicaria que algunos patrones en el

desarrollo son mas sensibles a la pérdida del complejo THO que otros.

Esta tesis también muestra que thoc-2 es necesario para prevenir errores
durante el ciclo celular mitotico. Hemos observado que los mutantes thoc-2 exhiben
un numero reducido de nucleos en el extremo distal mitdético en comparacién al
numero silvestre. Ademads, estos nucleos mostraban un mayor tamafo, sello

caracteristico de nucleos que muestran paradas del ciclo celular (Gartner et al,
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2000). Esto hecho se demuestra ya que los mutantes thoc-2 mostraron regiones de
ssDNA, aungque no DSB, que no son reparados, indicado por la presencia y ausencia
de focos persistentes de RPA-1 y RAD-51, respectivamente. Este fenotipo es
parcialmente similar al observado en los mutantes con defectos durante la fase S
celular atl-1 y clk-2, los cuales muestran focos de RPA-1 en los nlcleos mitéticos
(Ahmed et al., 2001) (Garcia-Muse y Boulton, 2005). Este incremento de dafo
celular deriva a la detencion del ciclo y activacion del checkpoint de fase S,
mediado por ATL-1, en los nucleos mitoticos. Estos resultados implican que la
ausencia de THOC-2 dificulta el progreso de la fase S, dando lugar a la acumulacion
de roturas de ADN de cadena sencilla que activa el checkpoint de fase S.

El tratamiento de nematodos silvestres N2 con el inhibidor de la enzima
nucleotido reductasa (HU, hidroxiurea), que conlleva al bloqueo de las horquillas de
replicacion y por tanto, a paradas del ciclo celular en fase S, se manifiesta con la
reduccion del niumero de células que componen el extremo distal mitotico, al igual
gue un incremento de la longitud de esta region (Ahmed et al., 2001), en la misma
medida que la longitud y nimero de células presentes en los mutantes thoc-2 en
condiciones estandar de crecimiento. Este resultado, unido a que los mutantes
thoc-2 en presencia de la droga, Unicamente muestran una ligera reduccidén del
numero de células mitdticas bajo condiciones de estrés replicativo, confirman que
los nlcleos del extremo distal de la gonada de estos mutantes se encuentran en
condiciones de estrés replicativo. Ademas, tras la activacion del checkpoint, muchas
proteinas son ubiquitinadas durante la reparacion del dafio celular (Polanowska et
al., 2006) en los mutantes thoc-2, indicando que el dafo producido en estos
mutantes estan activando las vias de reparacion. Todo ello concuerda con los datos
obtenidos en los experimentos de incorporacion del nucledtido Cy3-dUTP,
confirmando el retraso mitético observado en la fase S en los mutantes thoc-2,
donde las roturas enddgenas en el ADN derivan a impedimentos en el correcto
transcurso de la replicacién. Por tanto, todas estas observaciones en conjunto,
indican que THOC-2 tiene un papel en el mantenimiento de una correcta mitosis en

la linea germinal.

En levaduras también se ha descrito la activacion del checkpoint de fase S
durante el crecimiento vegetativo de los mutantes THO (Gomez-Gonzalez et al,
2009). Dobles mutantes de hprl con mutaciones en el gen que codifica la proteina
estructural Rad24 y otros componentes del complejo RFC-/ike, implicados en la
activacion del checkpoint de fase S, muestran un defecto en el crecimiento o bien
son sintéticos letales bajo estrés replicativo. En los mutantes hpri, la activacion del

checkpoint de fase S se debe a la acumulacidon de estructuras R-loops, ya que el
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mutante separador de funcion hpri-101, el cual no acumula R-/loops, y no activa el
checkpoint, ya que no se detecta fosforilacion de Rad53 (Gomez-Gonzalez y
Aguilera, 2009). Los datos observados del impacto de la ausencia del complejo THO
en la progresion de la fase S en las células mitéticas de la linea germinal de C.
elegans, sugieren que pueden ser extendidos desde levaduras a otros organismos

eucariodticos, acorde con la funciéon conservada que THO tiene en los eucariotas.

Estos resultados, por tanto, demuestran claramente que la replicacion
mitdtica estd impedida en los mutantes thoc-2. Ademas, verificamos que las
paradas de ciclo celular mediadas por la activacién del checkpoint celular son las
responsables de los reducidos niveles de replicacién celular, ya que la co-
microinyeccion del nucledtido Cy3-dUTP junto a cafeina, inhibidor de ATL-1, acusoé
un incremento de los niveles de nucleos con incorporacién del nucleétido. Por tanto,
las roturas enddgenas del ADN en forma de ssDNA medidas por la acumulacién de
focos de RPA-1 vienen de defectos en la replicacion, y como consecuencia, el
checkpoint mediado por ATL-1 es activado, reduciendo el nimero de nucleos
mitoticos en la linea germinal. La activacion del checkpoint podria ser dependiente
de acumulaciones de estructuras hibridas ADN:ARN, R-loops, ya que los mutantes
THO las acumulan, alterando la replicacion a la vez que son fuentes de dafios en el
ADN (Huertas y Aguilera, 2003) (Dominguez-Sanchez et al., 2011).

En la linea germinal de C. elegans, las células pre-meidticas tienen un patrén
de transcripcidon que es diferente a otros tipos de células mitdticas, pero no parece
ser la razon por la cual la replicacion sea mas sensible que en células somaticas
(Clejan et al., 2006) (Portier et al., 2009). Una posibilidad seria que el estado de la
cromatina en las células germinales haga que el impacto de los defectos en
transcripcién y formacién de R-loops debido a biogénesis alterada del mRNP y
transporte del ARNm sea mayor, bloqueando la replicaciéon y dando lugar a roturas
y ssDNA. Ademas, la necesidad de una replicacion mas acelerada hace a este
proceso mas sensible a la ausencia de factores especificos que podrian ser mas
dispensables en otros tipos de divisiones celulares. Por tanto, nuestro trabajo en C.
elegans revela que THO es esencial para la proliferacion y desarrollo, y destaca la
ventaja de analizar una pérdida completa de la funcion de THO frente a una
mutacion hipomorfica, especialmente cuando la formacién de embriones es letal
como la descrita en ratones (Wang et al., 2006).

Los defectos en el desarrollo de C. elegans y ratones (Wang et al, 2006)
estarian por lo tanto probablemente relacionados con la incapacidad de las células

embrionarias de dividirse correctamente, en un periodo en el que la divisiéon del
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ADN de las células en fase S se vuelve critica. En esta linea, la relevancia de la
replicacion del ADN y funciones de reparacion para asegurar la integridad del
genoma y la progresién adecuada a través de la fase S es acorde con las
observaciones de letalidad embrionaria de los ratones delecionados para genes de
reparacion de DSBs tales como RPA, MRE11, RAD50, RAD51, BRCA1 y BRCA2
(Wang et al, 2005) (Zhu et al, 2001) (Luo et al, 1999) (Tsuzuki et al, 1996)
(Gowen et al, 1996) (Ludwig et al, 1997) (Suzuki et al, 1997) (Hakem, 2008). Por
lo tanto, es posible que la funcién esencial que THO muestra en el desarrollo pueda

estar relacionada con su impacto en la progresion de la replicacion.

Otro defecto en el desarrollo observado en los mutantes thoc-2 es la
presencia de una vulva protuberante. Al igual que la linea germinal, la vulva es un
tejido en la que los defectos en la divisién celular dan lugar a fenotipos post-
embridnarios. El desarrollo de la vulva requiere de varias divisiones mitoticas
altamente coordinadas y organizadas de tres células precursoras (Sternberg,
2005). Weidhaas et al., en el afio 2006 mostro que la muerte de células de la vulva
por vias no apoptoticas, da lugar a morfologias anormales en la vulva, entre los que
se encuentra la vulva protuberante. En los mutantes thoc-2, los defectos mitdticos
en la proliferacion de las células de la vulva, pueden explicar este fenotipo. En
conclusion, el fenotipo de vulva protuberante observado en los mutantes thoc-2 es
mas probable que sea una consecuencia directa de defectos durante el progreso de
la mitosis, que una consecuencia indirecta debido a alteraciones en el desarrollo.
Esto es particularmente relevante debido a que los defectos en el linaje asi como
mutaciones que dan lugar a defectos en la correcta formacion por divisiones
seriadas de la vulva en C. elegans, han sido relacionadas con mutaciones que
causan inestabilidad cromosémica de las células de la vulva de C. elegans
(O'Connell et al, 1998) (McLellan et al, 2009), lo cual es consistente con el efecto
de inestabilidad genética durante la progresion de la mitosis y meiosis en los

mutantes thoc-2.

2. La presencia de R-loops generan defectos en la correcta

progresion de la meiosis.

En esta tesis hemos analizado si las estructuras R-loops se forman durante
meiosis y ademas, si tienen un efecto en la progresiéon de dicha divisiéon celular asi
como en su integridad genética. Para ello hemos usado un organismo modelo
unicelular, S. cerevisiae, y otro multicelular, C. elegans, ambos carentes de un

complejo THO funcional, ya que los defectos en la correcta formacion de la particula
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mRNP derivan a la formacién de estructuras R-loops cotranscripcionales, como
anteriormente se ha visto en células que se dividen mitéticamente (Gémez-
Gonzalez y Aguilera, 2007) (Huertas y Aguilera, 2003). La informacién sobre el
papel que el complejo THO tiene durante la meiosis es totalmente desconocido,
tanto en S. cerevisiae como C. elegans. Aunque estudios iniciales correspondientes
a mutaciones puntuales de HPR1 no obtuvieron ningun efecto en meiosis (Aguilera
y Klein, 1989), estudios mas recientes realizados en mutantes condicionales de
raton para el ortélogo de Hprl, THOC1, han mostrado que no son fértiles, aunque
las razones de esta esterilidad no se dan y no se detalla ningun defecto en meiosis
(Wang et al., 2006).

Hemos demostrado que los mutantes THO en S. cerevisiae muestran una
deficiencia en la eficiencia de la esporulacion y viabilidad de las esporas. Estos
resultados son similares en C. elegans, e incluso mas dramaticos, ya que los
mutantes thoc-2 muestran una meiosis aberrante a nivel de diacinesis, sin llegar si
quiera a la formacién de gametos, masculinos o femeninos. Este hecho explica la
esterilidad de los mutantes thoc-2 y la total carencia de formacion y, por tanto,
puesta de huevos. En S. cerevisiae, el fenotipo observado es mas suave, ya que un
75% de las células mutantes para THO son capaces de finalizar meiosis, con un
56% de esporas viables. Ello indica que el papel funcional del complejo THO
durante meiosis se encuentra conservado. Ademads, este fenotipo de meiosis
aberrante es exclusivo de los mutantes thoc-2, ya que los mutantes nxf-1, asi como
aly-2, muestran una diacinesis correcta y son capaces de poner huevos. Es
importante analizar si los defectos durante la meiosis se debe a los obstaculos
generados por la transcripcion, como consecuencia de la funcion de THO en la
biogénesis de la mRNP, en la elongacién de la transcripcién y/o en la prevenciéon de
la formacién de estructuras R-loops (Huertas y Aguilera, 2003) (Gomez-Gonzalez et
al, 2009). Cabe destacar que la presencia de una diacinesis aberrante en los
mutantes thoc-2 no es debido a un efecto secundario debido a defectos en la
expresion de ARNmM concretos implicados en las diferenciaciones celulares
espermatogénesis y oogénesis. Aun asi, no podemos descartar en su totalidad esta
opcién, ya que no se han mirado la expresion y localizaciéon de todos los genes y

proteinas implicados en la correcta formacién de espermatozoos y oocitos.

En los mutantes thoc-2 existen procesos meidticos que no se encuentran
afectados, como la formacién del complejo sinaptonémico, indicando que el
complejo THO es totalmente dispensable en una de las primeras etapas de la

meiosis celular, la sinapsis de los cromosomas homdlogos. No obstante, hemos
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observado que el emparejamiento de los cromosomas homdlogos no se da
correctamente en estos mutantes. Por tanto, aunque los mutantes thoc-2
constituyan el complejo sinaptonémico, es posible que tenga lugar la sinapsis entre
cromosomas no homodlogos. Ademas, el ensamblaje de los componentes del
complejo sinaptonémico se encuentra afectado a altas temperaturas permisivas por
el nematodo, apoyando la hipdtesis de posibles defectos al darse emparejamientos
de cromosomas no homdlogos. Sin embargo, esto no deberia de afectar a la
formacion de los DSB meidticos, ya que en C. elegans, y a diferencia de S.
cerevisiae, la formacion de los DSB meidticos y la organizacién de los homdlogos
son procesos independientes, ya que los mutantes spo-11 muestran una sinapsis
normal (Denburg et al., 1998), asi como los mutantes en los componentes
implicados en la constitucion de la sinapsis son capaces de formar DSBs
dependientes de SPO-11 (Colaiacovo et al., 2003).

La formacion de los DSBs meidticos dependientes de SPO-11 tampoco se
encuentra alterada en los mutantes thoc-2, por lo que el inicio de la recombinacion
meiodtica es independiente de THO. No obstante, los mutantes thoc-2 de C. elegans
exhiben una acumulacion de focos de RAD-51 justo después de la pre-replicacion
meidtica y que no llegan a resolverse, ya que se observaron hasta el extremo
proximal aberrante de estos mutantes. En la misma linea, estudios anteriores
muestran como mutantes afectados en la replicacion del ADN muestran un
incremento de focos de RAD-51 (Garcia-Muse y Boulton, 2005) (Gartner et al.,
2000). Por tanto, los mutantes thoc-2 muestran un incremento en la inestabilidad
genética durante meiosis.

En los mutantes thoc-2 de C. elegans, hemos observado que las roturas en
forma de DSBs son independientes de la endonucleasa SPO-11, ya que son
persistentes en el doble mutante spo11 thoc-2, por lo que el origen no se deberia a
la accién de esta enzima. Estas roturas se acumularian y dispararian el checkpoint a
nivel de paquiteno en los mutantes thoc-2, y como consecuencia, tiene lugar la
poli-ubiquitinacion de proteinas mediadas por el complejo BRC-1/BRD-1 como
consecuencia de la activacion de las vias de control y reparacion del dafio celular
(Polanowska et al., 2006), asi como un incremento de los niveles de cuerpos
apoptéticos de 4 veces respecto a los niveles silvestres, provocando un fallo
irreversible del ciclo meiotico.

Posiblemente, la meiosis aberrante observada en los mutantes thoc-2 se
deba a la acumulacién de DSBs persistentes que no llegan a ser reparados, dando
lugar a los acumulos de agregados cromosdmicos en diacinesis, al igual que ocurre

en el mutante com-1, homdlogo a Sae2 de levaduras e implicada en la resolucion
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de los DSBs meidticos (Penkner et al., 2007). Por tanto, nuestros resultados en C.

elegans revelan que la replicacion meidtica es dependiente del complejo THO.

Por otra parte, los mutantes hpriA/hpriA de S. cerevisiae muestran un
retraso en completar el ciclo celular meidtico, tanto de las divisiones meidticas I y
II. Este retraso observado es debido a la activacién del checkpoint de dafio celular
mediado por Rad53, cuya activacién indica la presencia de dafio celular externo. En
los mutantes hpriA/hpriA hemos observado que la activacion del control de ciclo
celular se debe a la presencia de dafio celular debido a la acumulacién de roturas
en el ADN de manera independiente a Spoll, como se puede observar en la
fosforilacién de la Ser129 de la histona H2A de manera mas temprana al silvestre y
el incremento de focos de Rad52. Por tanto, el retraso meidtico en las levaduras
mutantes para THO se debe a defectos durante las primeras etapas de Meiosis I,
reflejandose en la Meiosis II. Estos datos explicarian la bajada de células que son
capaces de finalizar ambas divisiones meioticas, asi como la bajada de la viabilidad
de las esporas del mutante hpriA/hpriA, debido a que parte del dafio celular
acumulado no podria ser reparado. Este dato concuerda con lo observado en los
mutantes thoc-2 en C. elegans, ya que ya que se observa un incremento de focos
de RAD-51 que comienzan a acumularse en regiones de la gonada anteriores a
paquiteno medio, donde actia SPO-11, que activa las vias de reparacion de dafio
celular mediante poliubiquitinaciones de proteinas y la activacion del checkpoint de
paquiteno. Estos datos en levaduras refuerzan las observaciones descritas en los
mutantes thoc-2 en C. elegans, poniendo de manifiesto que en los mutantes THO
tiene lugar la acumulacion de DSBs que dan lugar a la activacion del checkpoint

meiadtico.

A diferencia de C. elegans, las levaduras ofrecen la posibilidad de analizar el
efecto de los DSB dependientes de Spoll directamente (Cao et al., 1990) (Nicolas
et al., 1989). En la regidon cromosdémica analizada, el inicio de los DSBs meidticos
ocurren de manera normal en el mutante hpriA/hpriA, aunque el patrén de los
DSBs se mostré alterada. No sabemos si la biogénesis defectuosa de la mRNP
podria resultar en una modificacidon del estado de la cromatina, lo que afectaria al
acceso de Spoll a los puntos calientes de la cromatina a lo largo de un fragmento
de ADN en particular, y por tanto modificando dicho patrén de DSBs en la region
analizada (Merker et al, 2008) (Petes, 2001). No obstante, la eficiencia global de la
formacion de DSBs dependientes de Spoll permanece inalterada. Por lo tanto, los
DSBs meidticos programados no se modifican significativamente en los mutantes

THO, aunque la reparacion de éstos se encuentra demorada en el tiempo. Este dato
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concuerda con la observacion mas prolongada en el tiempo de los focos de Rad52
de los mutantes hpriA/hpri1A.

Sin embargo, los mutantes thoc-2 de C. elegans acumulan DSBs
independientes de SPO-11 después de la pre-replicacion meidtica. Estos datos
concuerdan con el aumento de los niveles de recombinacidon en los locus HIS4 y
ARG4 de la levadura previos a la actuacién de la endonucleasa Spoll en las
levaduras, lo que indicaria que se produciria dafio celular durante la pre-replicacion
meidtica independiente a Spoll que se resolverian por recombinacién homadloga.
Acorde con esta observacién y reforzando la hipotesis, se observaron focos de
Rad52 previos a la actuacion de Spol1l en los mutantes hpriA/hpriA. Esto implica
gue durante la replicacién meidtica tienen lugar roturas de la cadena de ADN, que
es detectado por la fosforilacién de H2A y que se acumulan durante la replicacion
meidtica en los mutantes THO de levaduras. Todas estas observaciones explicarian
que la quinasa de checkpoint Rad53 se active en las células hpriA/hpriA, y
ademas de manera independiente a Spoll, ya que su fosforilacion también se
observo en el doble mutante hpriA/hpriA spol1lA/spollA, dado lugar a los
retrasos en completar la replicacion meidtica en estos mutantes. Del mismo modo,
la acumulacion de dafio celular previo a la actuacion de Spoll en los mutantes
thoc-2 en C. elegans desencadena la activacion del checkpoint de paquiteno, como
se muestra por el aumento de cuerpos apoptoticos. Por tanto, la carencia de un
complejo THO funcional, tanto en levaduras como en C. elegans, afecta a la

correcta progresion de la meiosis.

Este resultado iria acorde con los descritos previamente en la replicacién en
mutantes THO en S. cerevisiae, que ponen de manifiesto los defectos debido a
pausas de la horquilla de replicacién, generadas por colisiones de las maquinarias
de replicacion y transcripcién, que dan lugar a roturas y danos en la secuencia de
ADN y su posterior reparacion (Wellinger et al., 2006).

En esta misma linea, en los mutantes THO de levaduras se han descrito
previamente fenotipos de activaciéon del checkpoint de fase S mitética (Gomez-
Gonzalez et al, 2009), demostrando una funcidon conservada de THO en las distintas
divisiones celulares. Ademas, la letalidad observada en los mutantes THO en C.
elegans, debido a la total carencia de puesta de huevos, asi como la observada en
ratones (Wang et al, 2006) estarian relacionadas con la incapacidad de realizar un
correcto transcurso de la fase S celular.

En los mutantes thoc-2 de C. elegans hemos observado que la replicacion
premeidtica esta afectada y retrasada a través de los experimentos de

microinyecciéon del nucledtido Cy3-dUTP, donde un menor numero de nlcleos
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incorporaron el nucledtido y éstos se retienen un mayor tiempo en la zona de
transicion de la linea germinal. Resultados similares se han obtenido en levaduras,
ya que tras dos horas de la induccién de la meiosis, intervalo de tiempo donde la
fase de replicacién meidtica tiene lugar, se ha observado sefial de dano celular y
activacion del checkpoint, que provocan un retraso de la replicacién meidtica de 2C
a 4C del material genético, como hemos observado a través de FACS en los
mutantes hpriA/hpriA. Este hecho establece una conexién entre el metabolismo
del ARNm vy la replicacién pre-meidtica, como se demuestra a través de una
replicacion impedida del ADN en ausencia de un complejo THO funcional en ambos
organismos.

Mas concretamente, el impedimento de un transcurso normal de la fase S
podria estar relacionado con la habilidad que los mutantes del complejo THO tienen
de formar de formar hibridos ADN:ARN de manera cotrancripcional al no formar
una particula mRNP funcional, que pueden suponer un obstaculo de manera directa
o indirecta para la progresion de la horquilla de replicacion (Aguilera y Gémez-
Gonzalez, 2008). De manera directa debido a que las estructuras Rloops producen
paradas de la maquinaria de transcripcion susceptible de colisionar con la horquilla
de replicacion. O bien, la maquinaria de replicacion puede bloquearse al
encontrarse con los R-loops propiamente dichos. De manera indirecta, ya que la
cadena de ADN sencilla desplazada de estas estructuras es suceptible de ser
dafiada y generar roturas en la ADN. Estas roturas son reconocidas por las
diferentes maquinarias de reparacion, las cuales pueden suponer un freno en la
progresion del avance de la horquilla, asi como las estructuras intermediarias del
ADN generadas en la resolucién de dichas roturas (Aguilera y Garcia-Muse, 2012).
Por tanto, como consecuencia de la presencia de R-loops, se generan DSBs
independientes de SPO-11 se acumulan en altos niveles que generan defectos en el
avance de la replicacidon y provocan un fallo irreversible del ciclo celular meiético
(Fig D1).

En relacién, los mutantes THO de S. cerevisiae, han sido descritos
previamente como acumuladores de estructuras R-loops (Huertas y Aguilera 2003)
(Gémez-Gonzalez y Aguilera 2007), ademas de mostrar una desaceleracién de la
replicacion mitoética (Wellinguer et al., 2006), asi como la activacién del checkpoint
de dafio en el ADN, como se muestra por la fosforilacién de Rad53 (Gémez-
Gonzalez et al, 2009). Por lo tanto, podemos concluir que la replicacién defectuosa
causado por la formacién de R-loops, como consecuencia de la funcidon de THO en la
biogénesis del ARNm, es la causa de los errores en la progresion durante mitosis y

meiosis, tanto en levaduras como en C. elegans (Fig D1).
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Silvestre: THOA:

Progresion correcta
de la meiosis

Paradas y colapso de la Inestabilidad genética
horquilla de replicacion

N e

Defectos en la
progresion
de la meiosis

Figura D1. Modelo para explicar el papel que el complejo THO mantiene durante la
replicacion meiética. En un escenario mutante para THO, durante la progresiéon de la
meiosis se generarian R-/loops cotranscripcionales, regiones de ADN vulnerables a roturas de
cadena en la ssDNA, que son obstaculos para el progreso de la maquinaria de replicacion,
generando defectos en el transcurso de la meiosis.

Nuestros resultados ponen manifiesto la presencia de estos hibridos
ADN:ARN, ya que tanto en levaduras como en C. elegans mutantes para THO,
muchos de los fenotipos observados son suprimidos por la enzima RNH1, que
degrada especificamente estos hibridos. En levaduras hemos observado una
mejoria del retraso en la replicacion pre-meidtica de los mutantes hpriA/hpriA al
sobreexpresar RNH1, posiblemente debido a la existencia de un nimero menor de
R-loops que hagan de efecto barrera, o bien, una presencia menor de cadena
sencilla susceptible de acumulacion de dafios en el ADN independientes de Spol1,
como se puede observar en la disminucién de focos de Rad52 en estos mutantes,
hasta niveles silvestres en presencia de RNH1. En consecuencia a todo ello, no se
acumularian los niveles necesarios de dafio celular para activar el checkpoint
mediado por Rad53. Todo ello deriva a una mejoria en el transcurso de la Meiosis I
y en consecuencia de la Meiosis II, inclusive aumentandose el porcentaje de células
que son capaces de completar el ciclo meidtico. Apoyando estos resultados, en los
mutantes thoc-2 en C. elegans se percibié una mejoria en el nimero de ndcleos
gue son capaces de incorporar el nucledtico Cy3-dUTP al ser co-miroinyectados con
RNasa H1, asi como en el transcurso de estos nucleos a través de profase I. AlUn
asi, la sobreexpresién de RNasa H1 no fue capaz de recuperar la eficiencia de la
meiosis en los mutantes thoc-2 en C. elegans, ya que continuaba mostrando una
meiosis aberrante y una carencia de formacién de huevos posiblemente porque la

sobreexpresion de dicha enzima es téxica, como hemos observado en levaduras,
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reduciendo la viabilidad de las esporas en levaduras, inclusive en un fondo
silvestre. AUn asi, hemos observado una leve mejoria, aunque no estadisticamente
significativa, de la viabilidad de esporas en los mutantes hprid/hpriA en
condiciones de sobreexpresion de la enzima en comparacidon a cuando no se
sobreexpres6. Por tanto, llegamos a la conclusién de que los defectos en la
replicacion meidticas son causados, al menos en parte, por la presencia de
estructuras R-loops, siendo la causa de la defectuosa progresidon de la meiosis en
ambos mutantes THO de levaduras y C. elegans (Fig D1), al igual que
anteriormente se observé durante mitosis (Gomez-Gonzalez et al, 2009) (Aguilera
& Gomez-Gonzalez, 2008) (Huertas & Aguilera, 2003). Posteriormente, y en
relacion a los resultados con esta tesis, otro trabajo ha puesto de manifiesto la
presencia de R-loops durante meiosis. Se ha observado que la disrupcion de
SETX/Senl en ratdn genera DSBs persistentes, acumulacién de R-loops y defectos
en la formacion de entrecruzamientos, que dan lugar a defectos durante
espermatogénesis (Becherel et al., 2013). En cualquier caso, no se pueden
descartar otros efectos independientes de la presencia de R-loops de la deplecidon
de THO vy relacionado con el resto de fenotipos descritos previamente en estos
mutantes. Por tanto, en esta tesis se ponen de manifiesto evidencias que indican
que la ausencia de THO tiene un gran impacto en la integridad genética durante

meiosis.

Aunque los mutantes thoc-2 estan afectados en replicaciéon, éstos son
capaces de llegar a la etapa adulta, aunque con ciertos retrasos y defectos en la
constitucion de los tejidos necesarios para la viabilidad del nematodo. El estado de
la cromatina, actividad génica o tiempo de generacion de las células germinales
hace que el impacto de los defectos en transcripcion y formacidon de R-loops debido
a una biogénesis alterada del mRNP sea mayor que en otros tejidos, pudiendo
bloquear la replicacién mitética y especialmente meidtica, debido a la formacion de
ssDNA y DSBs. Esta hipotesis es consistente con el hecho de que desarrollo de los
mutantes heterocigotos thoc-2 no se encuentre afectado, asi como tampoco la
progresion de la mitosis o finalizacion de la meiosis, y en cambio muestren un
patréon de DSBs alterado, asi como un incremento de los niveles de cuerpos
apoptoéticos, lo que explicaria la disminucién en el nimero de huevos que generan
estos nematodos. Todo ello sugiere que existe un efecto de dosis génica, por lo que
el papel de thoc-2 en la replicacidon pre-meidtica es haplo-insuficiente. Por tanto,
nuestro trabajo en C. elegans muestra que THO tiene un papel esencial, y la

homeostasis de sus niveles son esenciales para la proliferacién y fertilidad.
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En resumen, nuestros resultados indican que existe un impacto entre la
transcripcidon y la replicacion durante meiosis, particularmente critico durante la
replicacion meidtica, debido a la presencia de estructuras terciarias R-/oops. Estos
hibridos ADN:ARN pueden formarse durante la meiosis y tener importantes
consecuencias en la progresidon de la misma y en la estabilidad del genoma durante
meiosis en general (Fig D1). Ello implica que THO y otros componentes
relacionados con la biogénesis de la mRNP y la prevencion de la formacién de
hibridos ADN:ARN, como los complejos THSC/TREX-2 (Jimeno et al, 2002) (Huertas
y Aguilera, 2003), sean criticos durante la meiosis y tengan una influencia
importante en la reproduccidon sexual y la herencia de los eucariotas pluricelulares,
y no solo en las células en divisidén mitotica. Nuestros resultados indican que el paso
de la horquilla de replicacién a través de regiones transcripcionalmente activas es
critico para la replicacion meidtica, lo que sugiere una diferencia cualitativa en
cuanto a la replicacion en diferentes etapas del desarrollo y diferenciacion. En
consecuencia, este trabajo abre nuevas perspectivas para el conocimiento y la
comprension de la replicacion del ADN germinal y la meiosis, y la interfase entre la

transcripcion y la biogénesis de la mRNP vy la inestabilidad del genoma.

3. La presencia de R-loops esta vinculada a la fosforilacion de

H3S10 y la compactacion de la cromatina.

El hecho de que los mutantes hpriA/hpriA de S. cerevisiae muestre un
incremento de las frecuencias de recombinacién durante meiosis, asi como un
patrén alterado de la distribucion de DSBs meiodticos en el locus YCR0O54c-YCRO65w
en cuanto a la distribucion silvestre, podria ser indicativo de que la carencia de un
complejo THO funcional altera el estado de la cromatina, modificindose la
accesibilidad y union de Spol1 a la misma. Por tanto, estos datos esconderian una
posible relacion entre la carencia de un complejo THO funcional y el estado de la
cromatina en S. cerevisiae.

En relacion con este dato, en C. elegans se han descubierto que existen
factores adicionales que alteran la estructura de los cromosomas para coordinar la
formacion de los DSBs meiédticos. HIM-17 es necesario para la funcién de SPO-11 y
su mutacién conlleva la alteracion de los niveles de di-metilacion de H3K9,
relacionada con cromatina inactiva transcripcionalmente, lo que indicaria que la
modificacion de la cromatina contribuye a la competencia para iniciar la
recombinacién meiodtica (Reddy y Villeneuve, 2004). En células también se ha

asociado esta modificacion epigenética con funciones en la represién de la
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transcripcion (Rea et al., 2000). En los mutantes thoc-2 hemos observado que
dicha PTM también se encuentra alterada a lo largo de la linea germinal, con altos
niveles de H3K9me2 en todos los nucleos celulares presentes tanto en la regién
mitdtica como meidtica. Otra PTM analizada e implicada en la condensacién de los
cromosomas a lo largo de los ciclos celulares mitético y meidtico (Wei et al., 1999),
fue la fosforilacion de H3S10, y al igual que sucedia con la dimetilacion anterior, se
encontraba exharcebada en los mutantes thoc-2 en ambas regiones mitéticas y
meidticas. Por lo tanto, los niveles de cromatina transcripcionalmente inactiva
estarian alterados, de manera independiente al ciclo celular, en estos mutantes.
Esta desregulacion del estado de la cromatina en los mutantes THO se encuentra
conservada tanto en levaduras como en células humanas, ya que los niveles de la
fosforilacién de H3S10 se mantuvieron altos en estos organismos durante todo el
ciclo celular, incluso durante los ciclos mitético y meidtico en levaduras. Debido al
papel que esta fosforilacion tiene en la condensacion de los cromosomas en las
fases G2/M (Hsu et al, 2000), la principal diferencia en la desregulacion de esta
PTM se encuentra en la fase G1. Ademas, queda descartada la posibilidad de que
dicha razén se deba a una mayor presencia de histona H3 en forma de
nucleosomas. Esta relacion es importante, ya que la estructura de la cromatina
podria suponer un obstaculo para la maquinaria de transcripcion en estos

mutantes.

Otras PTMs estan encaminadas a la apertura de la cromatina. Numerosos
estudios realizados en S. cerevisiae ponen de manifiesto que la acetilacién de las
lisinas de la histona H4 son importantes para la correcta regulacion de la expresion
génica (Fischle et al., 2003) (Shogren-Knaak y Peterson, 2006) (Latham y Dent,
2007). Ademads, los distintos grados de transcripcién estan establecidos por la
sinergia que las acetilaciones tienen en cuanto a la eficiencia de determinadas
metilaciones en residuos concretos e implicados en el control positivo de la
transcripcion, facilitando el paso de la RNAPII a través de la cromatina (Kuo et al.,
2009). Curiosamente, al analizar los niveles de cromatina transcripcionalmente
activa en C. elegans, no se observd alteracion alguna en los niveles de acetilaciones
de los diferentes residuos de lisina de la histona H4 en los mutantes thoc-2. Un
dato idéntico se obtuvo en el analisis de estas acetilaciones en levaduras mutantes
hpriA. Ademas, otras PTMs analizadas mostraron un resultado acorde, como la tri-
metilacion de H3K4. Por lo tanto, aunque los mutantes THO muestren una
desregulacion en los niveles de cromatina condensada, los niveles de cromatina

activa permanecen inalterados.
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Una vez determinada que la expresion génica de la quinasa y fosfatasa que
regulan el estado fosforilado de H3S10 no se encuentran alteradas, se determind si
la desregulacién de los niveles de la fosforilacion de H3S10 tiene algun efecto en el
mantenimiento de la estabilidad genética. Para ello se recurrié a los ensayos de
frecuencia de recombinacion, pérdida de plasmido, presencia de focos de Rad52.
Ademas, se midié si tenia lugar la activacién del checkpoint celular mediado por
Rad53. A través de las mutaciones puntuales H3S10A, que no puede ser
fosforilado, y H3S10D, que mimetiza la fosforilacidon constitutiva del residuo,
observamos en ambos un pequefio incremento, aunque significativo, de los niveles
de recombinacién en ambos mutantes. Ademas, dichos incrementos fueron
similares entre ambos mutantes puntuales, lo que indicaria que la desregulacion de
la fosforilacion de H3S10, en cualquier caso, deriva hacia un incremento de la
inestabilidad genética. Acorde con este resultado, obtuvimos un llamativo aumento
del nimero de focos de Rad52, aunque no en relacion a los datos de frecuencia de
recombinacion obtenidos, lo que hace pensar que en ambos alelos mutantes H3S10
existe dafio en el ADN que no llega a ser reparado. Estos datos en conjunto ponen
de manifiesto que el dafno acontecido se estaria acumulando o bien, reparandose
por otras vias o mecanismos distintos a la recombinacién homodloga. Otra
posibilidad podria ser que estos mutantes estén afectados en la eficiencia de la
recombinacion. Al analizar la frecuencia de pérdida de plasmido también se observéd
un incremento de los niveles silvestres. Este fenotipo se ha relacionado con la
formacion de tumores, ya que simula la pérdida de cromosomas y aneuploidias
derivadas, entre otras causas, de la constitucion de estructuras terciarias
aberrantes de la resolucién de la recombinacién (Hassold y Hunt, 2001). Como era
de esperar, en ambos mutantes puntuales H3S10 tuvo lugar la acumulacion de
niveles de dano celular suficiente como para derivar a la activacion del checkpoint
mediado por Rad53, sugiriendo que desregulacion de la fosforilacion de H3S10P da
lugar a un incremento de dafio en el ADN, que correlacionaria con el aumento de de
focos de Rad52.

Para analizar el papel que el complejo THO tiene en la fosforilacién de
H3S10, se analizaron los niveles de inestabilidad genética en los dobles mutantes
puntuales H3S10A y H3S10D, junto a hpriA. En cuanto a los niveles de
recombinacién obtenidos en ambos dobles mutantes, se produjo un descenso en
ambos estadisticamente significativo respecto al mutante simple hpriA, lo que
indicaria que la desregulacion de la fosforilacion de H3S10 en los mutantes hpriA
afecta al mantenimiento de la estabilidad genética en estos mutantes. En relacion a

este dato, se obtuvo en ambos dobles mutantes una llamativa caida de focos de
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Rad52 hasta niveles silvestres, e incluso inferiores a hpriA, fortaleciendo la
hipétesis de que dicha fosforilacion tiene un papel en el mantenimiento de la
estabilidad genética en estos mutantes. En contrapartida, al analizar la pérdida
plasmidica, observamos que la frecuencia se incrementd en ambos dobles
mutantes, especialmente con el alelo H3S10A, respecto a los mutantes simples
H3S10A, H3S10D y hpriA. Anteriormente se ha descrito que los mutantes hpriA
sufren pérdida de cromosomas con una frecuencia 100 veces superior al silvestre y
se ha relacionado con el defecto en elongacion de la transcripcion en este mutante
y el fenotipo TAR (Santos-Rosa & Aguilera, 1994). Dicha pérdida se debe a la
formacion de estructuras terciarias en el ADN o a colisiones entre las maquinarias
de replicacion y transcripcion, que llevan a eventos de recombinacion no
conservativos mediados por Rad51 y Rad52 que provocan deleciones entre
repeticiones. Por tanto, posiblemente la acumulacién de focos de Rad52 son
resueltos en un fondo THO-mutante, derivando a deleciones de fragmentos
plasmidicos o formacidn de estructuras aberrantes.

Sin embargo, es llamativo que en los dobles mutantes de ambos alelos
H3S10A y H3S10D con hpriA, no se obtuvieron niveles de dafo tal que derivaran a
la fosforilacion espontanea de Rad53. Esta observacion concuerda con la supresion
de los niveles de hiper-recombinacién de estos dobles mutantes con respecto al
mutante simple hpriA, asi como el descenso de los niveles de focos de Rad52 de
estos dobles mutantes, respecto a los mutantes simples hpriA, H3S10A y H3S10D.

Por tanto, los mutantes simples H3S10A, H3S10D y hpr1A acumularian dafio
suficiente para activar el checkpoint celular mediado por Rad53, mientras que los
dobles mutantes H3S10A y H3S10D con hprlA no. Aun asi, los mutantes simples
no muestran defectos de crecimiento, a diferencia de los dobles, que si muestran
un leve retraso. A pesar de que los datos genéticos obtenidos de altos niveles de
recombinacion y pérdida de plasmido en los dobles mutantes H3S10A y H3S10D
con hprlA apuntan a la generacion de dafios en estas estirpes, el descenso de los
niveles de focos de Rad52 a niveles silvestres, asi como la supresién de la
activacion del checkpoint celular mediado por Rad53, hace pensar que el estado
fosforilado de H3S10 tiene un efecto en el mantenimiento de la estabilidad genética
en un fondo THO-mutante. El hecho de que tanto el mutante con el alelo H3S10A,
mimeético al estado no fosforilado, como el H3S10D, mimético al estado fosforilado,
den lugar a fenotipos de inestabilidad genética similares y de igual magnitud,
indican que la inestabilidad genética relacionada con H3S10 no se debe al estado
fosforilado, sino a la desregulacion de la fosforilacion en dicho residuo.
Observaciones similares se obtuvo con los mutantes que mimetizan el estado

desacetilado e hiperacetilado de H3K56, modificacion cromosémica implicada en la
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progresion del ciclo celular y reparacion del ADN, y cuya desregulacién genera
inestabilidad genética independientemente a su estado (Mufioz-Galvan et al.,
2012).

Con el fin de comprender mejor el significado fisioldgico de la fosforilacion de
H3S10 se realizé6 un estudio a gran escala mediante analisis ChIP-on-chip. En la
fase G1 del ciclo celular y a diferencia del silvestre y mutante hpri-101, la sefial en
el mutante hpriA fue mucho mas abundante y aunque ésta se distribuyd a lo largo
del genoma, se observd una tendencia de acumulacién en los centromeros y
regiones pericentroméricas. En ambas cepas restantes, la sefial de dicha
fosforilacién se concentraba en las zonas pericentroméricas principalmente. Al
observar la fosforilacién en fase S, la sefial de fosforilacion de H3S10 se incremento
a lo largo de los cromosomas, disminuyendo las diferencias respecto al mutante
hpriA, aungue se mantuvo el predominio de la senal pericentromérica. Estos datos
concuerdan con los resultados de fosforilacion de H3S10 obtenidos a lo largo del
ciclo celular analizados mediante western y explicaria el incremento de sefial
H3S10P cuando las células entraban en fase S del ciclo celular, y son acordes
también con los datos de intensidad de sefial H3S10P independientes de ciclo
obtenidos en el mutante hpriA. Ademas, este dato es indicador de que la
regulacion de la fosforilacion de H3S10 a lo largo del ciclo celular juega un papel
fundamental en las regiones centroméricas de cada cromosoma.

Es importante resaltar que la alteracion del patréon de fosforilacion de H3S10
en los mutantes hpriA no es debida a diferencias de los niveles de H3 a lo largo del
ciclo celular. En concreto, no se observd en el silvestre ni mutante hpriA un
enriquecimiento de la sefial media H3-inmunoprecipitada en el centromero y
regiones pericentroméricas. La inexistencia de histona H3 en la regién centromérica
probablemente se debe a la presencia de un nucleosoma que posee una variante de
histona H3 especifica para el centrodmero, denominada Cse4 (CENP-A en
mamiferos) (Smith, 2002).

El hecho de que el nimero de ORFs que acumulan senal H3S10P en el hpriA
en fase G1 sea mucho mas acusado respecto al silvestre y hpri-101,
incrementandose esta diferencia aun mas si nos centramos en las ORFs que se
sitlan en regiones pericentroméricas, nos hizo pensar en que la fosforilacion de
H3S10 sea una caracteristica de las regiones transcritas. Ademas, esta hipdtesis se
ve reforzada con el hecho de que el patrén de fosforilacion correlaciona con la
presencia de ORFs, y disminuya en regiones intergénicas, asi como que dichas
ORFs sean en su mayoria activas. Al analizar el perfil global de la fosforilacion en el

total de ORFs, se observa un patron creciente hacia el extremo 3', mientras que el
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mutante hpriA se muestra un perfil desregulado, plano a lo largo de las ORFs. Es
importante la caida de senal aguas arriba y debajo de la sefial, lo que conforma la
relacidon con la transcripcion de secuencias génicas. En fase S, la diferencia de sefial
H3S10P a lo largo de las ORFs desaparece, debido al patron de esta senal a lo largo
del ciclo celular. Por tanto, estos datos indicarian que la fosforilacion de H3S10
podria tener algun papel durante la transcripciéon celular, mas concretamente en
elongacién o terminacion, debido a la tendencia de acumulacién en regiones
intermedias y extremo 3’ de las ORFs. Ademas, este patron estaria desregulado en
los mutantes hpriA. Cabe destacar que la fosforilacion de H3S10 se encontrd
presente en una alta proporcidon de los genes que codifican el ARNr, que poseen
una alta tasa de transcripcidn, lo que refuerza la idea de que dicha fosforilacion

pudiese estar relacionada con la transcripcién celular.

El hecho de que el mutante hpri-101 mantenga los defectos en elongacion
de la transcripcion y carezca del fenotipo hiper-recombinador de hpriA debido a
que no se forman estructuras R-loops, y la similaridad entre los patrones de
H3S10P de hpri-101 y los del silvestre, hizo que nos plantearamos la hipoétesis de
que las diferencias respecto a la fosforilacion de H3S10 con el mutante hpriA se
deba a la presencia de R-loops. Este dato se confirmé analizando la regidn
centromérica y adyacentes, donde las diferencias de los niveles de H3S10P entre el
mutante hprl1A y silvestre y hpri-101 son mayores. Al sobreexpresar la enzima
RNH1, los niveles de fosforilacion de H3S10 disminuyeron hasta niveles silvestres
en el mutante hpriA, por lo que podemos deducir que la induccion de R-loops
incrementa la fosforilacion de H3S10 en esta zona. Para certificar este dato,
analizamos los niveles de fosforilacién del doble mutante acumulador de estructuras
R-loops rnh1;rnh2, el cual muestra un incremento de los niveles de H3S10P en G1.
Por tanto, el fenotipo desregulador de H3S10P no es exclusivo de mutantes THO,
sino de mutaciones que acumulan R-/oops.

El hecho de que las diferencias de la fosforilacién de H3510 en los mutantes
que acumulan R-loops se centre en la fase G1, no significaria que estas estructuras
se originan Unicamente en este estadio ya que su acumulacion se ha visto que es
independiente al ciclo celular (Gémez-Gonzalez et al., 2011). La propia cinética que
dicha fosforilacion tiene a lo largo del ciclo celular, incrementdndose en S y
presente en G2/M, hace que enmascare la relacién entre dicha fosforilacion y la
presencia de hibridos ADN:ARN en estas fases, por lo que es durante G1 cuando se
abre una ventana temporal que nos permite observar esta relacion (Fig D2).
Posiblemente, este hecho sea responsable de que las diferencias de fosforilacién de

H3S10 medidas en el locus FMP27 bajo el promotor pGAL, no hayan sido
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significativas entre el silvestre y mutante hpriA, ya que se realizaron en cultivos

asincronicos, enmascarando la subpoblacién de células en S-G2/M las posibles

diferencias en cuanto a H3S10P.

Silvestre: THOA:

G1 S-G2/M G1 S-G2/M
H3S10P H3S10P H3S10P H3S10P

Condensacion Rloop Condensacion
del ADN del ADN
: L ]

I YY RS YYY
1K

Inestabilidad
genética

Condensacion
Activacion del checkpoint del ADN

Figura D2. La presencia de R-loops incrementa los niveles de H3S10P, dando lugar
a un incremento de la condensacién de la cromatina e inestabilidad genética. En un
fondo silvestre, durante G1 existen bajos niveles de H3S10P, debido al papel que esta
fosforilacion mantiene durante la transcripcidén celular. Estos niveles se incrementan cuando
las células entran en fase S-G2/M, en relacion a la condensacion de los cromosomas durante
mitosis. Los mutantes que acumulan hibridos ADN:ARN, como los mutantes THO, mostrarian
un incremento de los niveles de H3S10P y de condensacion del ADN, dando lugar a
inestabilidad genética, que deriva a la activacion del checkpoint celular.

Otra modifcacion epigenética desregulada en los mutantes hpriA es la
dimetilacion de H3K36, la cual estd descrita como marcaje de memoria de la
transcripcion, ya que se da principalmente en nucleosomas presentes en los
extremos 3’ de ORFs libres, reclutando a HDAs y evitando asi el inicio de la
transcripcion intragénica (Marquardt et al, 2011). Una hipdtesis para la
desregulacion de esta marca epigenética en los mutantes THO, podria ir en relacion

a la presencia de R-loops. La presencia de estos hibridos ADN:ARN producen
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paradas del avance de la polimerasa RNAPII incrementando el tiempo de regiones
de ADN libres de nucleosomas y propensas a transcripcion intragénica. El
incremento de los niveles de H3K36me2 en estos mutantes podria estar relacionado
con la supresiéon de dichos transcritos.

A H3K36me2 se le ha descrito otro papel en la elongacién de la
transcripcién, como marcaje para discriminar entre regiones codificantes y no
codificantes del ADN (Du et al., 2008). Otra hipétesis que explique la desregulacién
de esta PTM en los mutantes hpriA podria venir de la dificultad que estos mutantes
tienen en la transcripcién, y especialmente en la elongacién de la misma, debido a

gue el ADN en estos mutantes posiblemente se encuentre mas condensado.

Los datos mostrados en esta tesis muestran una relacidon entre los R-loops y
la marca epigenética H3S10P, indicando que el metabolismo del ARN podria tener
un papel en la cromatina (Fig D2). Anteriores trabajos han establecido vinculos
entre distintas modificaciones de histonas y moléculas de ARN en eucariotas. Un
ejemplo bien conocido es la inactivacion del cromosoma X en los mamiferos por el
ARN Xist (Lee y Bartolomei, 2013), el silenciamiento de genes vinculados a los ARN
no codificantes (ncRNA) que, en la mayoria de los casos, estan mediados por
siRNAs (Bernstein y Allis, 2005) o que los hibridos ADN:ARN previenen la metilacion
y silenciamiento transcripcional en las islas CpG de los promotores (Ginno et al.,
2012).

Se ha realizado el analisis del transcriptoma completo de S. cerevisiae,
incluyendo un total de 7227 ncRNA (Xu et al., 2009). Muchos de estos ARN estan
implicados en el control de la regulacién génica en el genoma de la levadura.
Ademads, se han asociado con el establecimiento de dominios de cromatina
especiales, como regiones con elementos repetitivos que limitan su dispersién. Es el
caso del ncRNA dentro del retrotransposon Tyl que abarca el promotor de la
secuencia LTR, y que impide la transcripcion de Tyl y su transposicidon en trans
(Berretta et al., 2008). También se ha visto que la transcripcidn del locus PHO84 en
S. cerevisiae esta regulado a través de modificaciones epigenéticas mediadas por
ncRNA y que llama al reclutamiento de enzimas des-acetilasas HDA, reprimiendo la
transcripcién, o a través de la des-acetilacion de la cromatina dependiente de un
ncRNA antisentido (Camblong et al., 2007). En esta misma linea, se han descrito
HDAs con un papel en regiones codificantes de S. cerevisiae, evitando la formacién
de transcritos antisentido (Carrozza et al., 2005). Ademas, se ha observado que
Yral, componente del complejo THO/TREX, se une a regiones de ncRNA (Johnson
et al., 2011).
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Aunque ncRNA se dan a lo lago de toda la longitud de los cromosomas,
también son abundantes en centromeros y teldémeros (Xu et al., 2009) teniendo un
papel relevante en estos dominios estructurales, entre ellos, los defectos al replicar
estas zonas. Ademas, curiosamente se ha demostrado que los hibridos ADN:ARN
regulan el silenciamiento transcripcional inducido por ARN en S.pombe, como una
manera de conservar la formacién de heterocromatina en los centromeros, un
fendomeno independiente de H3K9me2 y dependiente de la transcripcion mediado
probablemente por siRNAs y ncRNAs (Reyes-Turcu et al., 2011) (Nakama et al.,
2012). Por otra parte, se sabe que las regiones pericentromericas se transcriben y
gue la transcripcién del ADN reitera el control que los siRNAs realizan para
constituir la cromatina pericentromérica en S.pombe (Chen et al., 2008) (Chan y
Wong, 2012). También se ha observado transcripcidon criptica en regiones
pericentroméricas en humanos, fundamental para modificar la cromatina (Chueh et
al., 2009), asi como en regiones cercanas al CEN3 de S. cerevisiae en mutantes del

exosoma (Houseley et al., 2007).

Nos preguntamos si este fenotipo desregulador de H3S10P estaria ligado con
un aumento de la condensacion del ADN, papel anteriormente descrito para esta
modificacion segun la relacion del patron temporal de aparicion de dicha
fosforilacion y la condensacién cromosémica a lo largo del ciclo celular. Para ello
nos centramos la regién centromérica, donde hemos visto que estd exacerbada la
fosforilacion de H3S10 y es dependiente de la presencia de R-/loops. Analizando la
accesibilidad de enzimas de restriccion al centrémero, se ha descrito que la
deplecidn de proteinas del cinetocoro asi como determinadas histonas, como H2B o
H4, alteran la regidon CDEII de los centrémeros incrementando la accesibilidad de
enzimas de restriccién (Saunders et al., 1988, 1990) (Meluh et al., 1998). De
acuerdo a nuestra hipétesis, el ADN se encuentra mas compactado en los mutantes
hpr1A en comparacion a las cepas silvestre y hpri-101. Por tanto parece ser que la
fosforilacién de H3S10 esta unida a la compactacion del ADN y la presencia de R-
loops (Fig D2). Dicho resultado concuerda con la observaciéon en los nematodos
mutantes para thoc-2, ya que mostraban un aumento de los niveles de H3K9me2,
PTM asociada a condensacion cromosémica. Por tanto, en los nematodos thoc-2
existirian al menos dos vias que marcan la compactacion del ADN, la anteriormente
nombrada y el aumento de los niveles de H3S10P. Ademas, en estos nematodos, a
través de la visualizacién mediante DAPI, se pueden observar que los nucleos de

este mutante muestran un grado de condensacion del ADN mayor.
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Figura D3. Los R-loops cotranscripcionales pueden desencadenar la fosforilacion de
H3S10 y la compactacion/ condensacion de la cromatina. Modelo que muestra como la
compactacion del ADN contribuiria a la parada o colapso de la horquilla de replicacion,
responsable de la inestabilidad genética, asi como impedimentos de la elongacion de la
transcripcion por la RNAPII y silenciamiento génico en los mutantes THO.

Hasta el momento, la fosforilacion de H3S10 y la compactacién de la
cromatina no se han relacionado con el ARN, aunque se pensara que H3S10P
controla la transcripcidon de elongacién por la liberacidon de la RNAPII de pausas en
regiones proximas al promotor de Drosophila (Ivaldi et al., 2007). Se cree que
H3S10P puede modular el acceso de diferentes proteinas a la cromatina,
estableciendo una jerarquia de los acontecimientos posteriores que afectan a la
estructura y funcion de la cromatina (Liokatis et al., 2012). El estudio realizado en
esta tesis muestra claramente por primera vez que la presencia de R-loops estan
unidos a la fosforilacion de H3S10 y a la compactacion de la cromatina (Fig D3). La
marca H3S10P en general, se encuentra dispersa en regiones transcritas a lo largo
de todo el genoma, a pesar de que se detecta mejor en las regiones
pericentroméricas y centroméricas. Este fendémeno es independiente de la
maquinaria mediada por siRNA, ya que S. cerevisiae carece de dicha maquinaria.
AUn quedaria por estudiar si esta relacién es la causa o consecuencia, es decir, si
las estructuras R-loops representan marcas desencadenantes de la fosforilacion de

H3S10 o bien, la desfosforilacion de H3S10 y descondensacion de la cromatina es
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ineficiente en presencia de estos hibridos ADN:ARN. Curiosamente, la observacién
de que los sitios fragiles (CFSs, del inglés, common fragile sites) también puedan
ser explicados por retrasos o replicacién incompleta en regiones con cromatina
compactada (Debatisse et al., 2012) y que CFSs puedan estar relacionados con R-
loops co-transcripcionales (Helmrich et al., 2011) abre la posibilidad de que la
compactacion local de la cromatina podria contribuir a los defectos en la progresion
de la horquilla de replicacién o a una iniciacion tardia o menos eficiente de la

replicacion, como posibles contribuyentes a la inestabilidad genética.

Curiosamente, existe un paralelismo entre la distribucién del complejo
remodelador de la cromatina SWI/SNF (Durand-Dubief et al., 2012) y el patrén de
H3S10P a lo largo de los elementos cromosdmicos. Aunque SWI/SNF se incrementa
en regiones intergénicas mas que intragénicas, existe una tendencia de
acumulacion hacia el extremo 3’ de las ORFs. Ademas de centromeros y teldmeros,
se asocia a genes de tRNA, ARS y secuencias de retrotransposones y LTRs,
reprimiendo la transcripcion (Durand-Dubief et al., 2012). Atendiendo a nuestros
resultados en el analisis ChIP-on-chip de la distribucion de la sefial H3S10P, la
distribucion de la sefial de dicha fosforilacion a lo largo de ORFs es similar, ademas
del resto de elementos cromosomicos, por lo que H3S10P podria tener un papel en
estas regiones manteniendo un estado de la cromatina tal que regule los niveles de

transcripcion.

Por tanto, los datos obtenidos nos permiten avanzar en los mecanismos
responsables por los cuales la presencia de R-loops da lugar a inestabilidad
genética, a dia de hoy desconocidos. El vinculo entre la presencia de hibridos
ADN:ARN vy la fosforilacion de H3S10 que hemos puesto de manifiesto, incluso de
manera conservada en el mundo eucariota, abre la posibilidad de que la presencia
de estas estructuras regulen modificaciones cromosdmicas y por tanto funciones a
nivel del estado de la cromatina, que pudiese modular la dindmica de los genomas,
como un incremento del estado de la condensacién del ADN. Ademas, describimos
un nuevo papel para H3S10 en el mantenimiento de la estabilidad genética,
esencial para el equilibrio y perdurabilidad del genoma y la correcta segregacion
cromosdémica (Fig D3). Por tanto, la transcripcidn conformaria una red compleja
gue modula coordinadamente no solo la expresién, sino también la dindmica de los
genomas. Cada vez cobran mas importancia este ultimo punto, gracias al avance
en el conocimiento del papel de los transcritos no codificantes en la célula. Por
tanto, fendmenos que participan en la transcripcién, pueden ser mediadores de la

reparacion, replicacion y también de cambios a nivel epigenético. Con las
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DISCUSION
observaciones y datos obtenidos en esta tesis presentamos nuevas perspectivas

para entender el mecanismo y funcién por el cual el metabolismo del ARN controla

la estabilidad e integridad genética y la dinamica de los genomas.
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CONCLUSIONES

1. El complejo THO estd conservado en el nematodo C. elegans, siendo esencial
para su desarrollo, ya que los mutantes THO muestran defectos de desarrollo en

tejidos como la gonada y vulva.

2. La ausencia de un complejo THO funcional genera inestabilidad genética en
mitosis y activa el checkpoint de replicaciéon en los nlcleos mitdticos de las lineas

germinales de C. elegans.

3. THO es necesario para el correcto desarrollo de la meiosis. En su ausencia se
generan roturas de doble cadena no catalizadas por Spol1/Spo-11. Estas roturas
activan el checkpoint meidtico mediado por Rad53 en S. cerevisiae o el checkpoint
de paquiteno en C. elegans, afectando a la viabilidad de las esporas o generando

una meiosis aberrante en la fase de diacinesis, respectivamente.

4. La replicacion meidtica es defectuosa en los mutantes THO de levaduras y C.
elegans. La presencia de R-loops en los mismos es parcialmente responsable de los

defectos en replicacién meidtica que derivan en retrasos en la meiosis.

5. Las mutaciones de THO aumentan los niveles de cromatina inactiva y de
condensaciéon cromosdémica, con un aumento de la fosforilacion del residuo H3S10
durante mitosis y meiosis en levaduras, C. elegans o humanos, asi como de la

dimetilacion del residuo H3K9, como hemos mostrado en C. elegans.

6. La desregulacion de la fosforilacion de H3S10 genera inestabilidad genética, de
manera independiente a su estado de fosforilacion, aunque dicha fosforilacion es

esencial en el mantenimiento de la estabilidad genética en un fondo mutante THO.

7. La senal de fosforilacién de H3S10 estd asociada a centrémeros, regiones
pericentroméricas y regiones transcritas, y esta ligada a la acumulacién de R-loops

en dichas zonas.

8. Nuestro trabajo sugiere por primera vez un papel activo de los R-loops en la
estructura de la cromatina que dan lugar a una condensacién de la misma y una
heterocromatinizacién, contribuyendo al silenciamiento transcripcional y a los
defectos en la progresién de las horquillas de replicacién como fuente de fragilidad

cromosomica e inestabilidad genética previamente descritos.
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MATERIALES Y METODOS
1. MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO.
1.1 Medios de cultivo.
Todos los medios, solidos y liquidos, fueron autoclavados tras su

preparacion.

1.1.1 Medios de cultivo para bacterias.

- Medio rico LB: 0,5% extracto de levadura, 1% bacto-triptona, 1% NaCl. Se

suplementd con 75 pg/ml de ampicilina sédica afiadida tras ser autoclavado en caso
de necesitarse tal seleccién.

- LB+X-GAL : Medio rico LB suplementado con X-GAL a la concentracién final de 0,4
mg/ml. Se usé Unicamente en medio sdlido para la seleccion de colonias

bacterianas con presencia de la enzima B-galactosidasa.

1.1.2 Medios de cultivo para levaduras.

- Medio rico YPAD: 1% extracto de levadura, 2% bacto-peptona, 2% de glucosa, 20

mg/| adenina.

- Medio rico YPAG: 1% extracto de levadura, 2% bacto-peptona, 2% de galactosa,

20 mg/Il adenina.

- Medio rico YPAcK (medio de pre-esporulacién): idéntico a YPAD pero con 2%

acetato de potasio en lugar de glucosa como fuente de carbono.

- Medio minimo SD: 0,17% bases nitrogenadas (YNB) sin aminoacidos ni sulfato

amonico, 0,5% sulfato amonico, 2% glucosa.

- Medio completo SC: medio SD suplementado con los aminoacidos leucina,

triptéfano, histidina y lisina y con las bases nitrogenadas adenina y uracilo a las
concentraciones finales descritas por Sherman et al., 1986. Se especifican aquellos
casos en los que uno o mas de estos requerimientos estan ausentes en el medio.
Por ejemplo: SC-U indica medio completo sin uracilo.

- Medio de esporulacién sdlido SPO: 1% acetato potasico, 0,1% extracto de

levadura, 0,005% glucosa. Se suplementd con los requerimientos descritos para el
SC pero a un cuarto de su concentracion habitual.

- Medio de esporulacion liqguido SPO: 0,3% acetato potasico, 0,05% rafinosa. Se

suplementd con los requerimientos segun las auxotrofias de la cepa a inducir
meiosis, pero a un cuarto de de su concentracion habitual. La rafinosa se filtré y se
anadié al resto de los componentes una vez autoclavados. En determinadas
ocasiones especificadas, se suplementd con galactosa al 0,5% o con doxiciclina a la
concentracion de 5 jpg/ml, ambos afadidos una vez que el medio estuviera

autoclavado y atemperado a 30 °C.
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Los medios sodlidos (a excepcidn para el medio de esporulacion SPO) se

prepararon afiadiendo un 2% agar antes de ser autoclavados.

1.1.3 Medios de cultivo para C. elegans.

- MYOB: en un litro de agua destilada se disolvieron 7,2 g de mezcla seca MYOB y
20 g de agar. La mezcla seca MYOB (370 g) consta de 27,5 g Trizma HCL, 12 g
Trizma base, 230 g bactotriptona, 100g NaCl, 3 g de colesterol 95%. Se extendid
en placas y se sembré en césped la cepa bacteriana E. coli OP50, sirviendo de
alimento a los nematodos.

- Solucién M9: 6 g Na,HPO,, 3 g KH,PO,4, 5 g NaCl. Se afadié un litro de agua
destilada. Tras autoclavado, y posterior enfriamiento hasta temperatura ambiente,
se afadieron 2 ml de solucién (MgS0,);H,0 1 M. Esta solucidn se utilizé para el

crecimiento en liquido del nematodo.

1.1.4 Medios de cultivo para células humanas.
Las células Hela fueron cultivadas en DMEM (Gibco) suplementado con 10%
de suero fetal bovino inactivado por calor, L-glutamina 2 mM vy

antibidtico/antimicdtico (PAA).

1.2 Condiciones de crecimiento.

1.2.1 E. coli.
Las cepas de bacterias utilizadas durante los clonajes se incubaron a 37° C,
en todos los casos. Aquellas bacterias utilizadas para el mantenimeito del nematodo

se incubaron a RT y guardron a 4°C hasta su uso.

1.2.2 S. cerevisiae.

Las cepas de levaduras se incubaron a 30° C, en todos los casos. Los
cultivos liquidos se incubaron con agitacién constante de 200 rpm. La induccién de
la meiosis y esporulacion de los diploides de levaduras se llevé a cabo a 30° C en

medio SPO liquido o sdélido, dependiendo de cada caso.

1.2.3 C. elegans.

Para el mantenimiento y manipulacién de las distintas cepas de C. elegans
fueron usados métodos estandar (Brenner, 1974; Stiernagle, 2006). Las cepas se
mantuvieron a 15 6 20°C (segun experimento) en medio sélido MYOB, donde

previamente se cultivo E. coli OP50.
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Para inducir la apariciéon de machos en las distintas cepas de C. elegans, se
les sometid al choque térmico de 26 °C durante toda una noche. Para obtener
cepas con una alta proporciéon de machos, se hicieron cruces en placas MYOB de 6
centimetros de didmetro con 5 machos y una hermafrodita en estado L4 de la
misma cepa. En la siguiente generacion, se deben observar una alta proporcién de
machos. El mantenimiento de las cepas con presencia de machos se realizé a 20
oC.

1.2.3 Células Hela.
Las células Hela fueron cultivadas a 37 °C y en una atmdsfera con un 5%
de CO..

2. ANTIBIOTICOS, DROGAS, INHIBIDORES, ENZIMAS Y
ANTICUERPOS.

2.1 Antibiéticos.

- Ampicilina, Amp (SIGMA): antibidtico B-lactdmico que inhibe la division celular de

E. coli impidiendo la sintesis de la pared celular. Se utiliza para seleccionar células
bacterianas que lleven un plasmido con esa resistencia. Se utilizé a 75 yg/ml.

- Doxiciclina, DOX (SIGMA): Antibidtico de la familia de las tetraciclinas que inhibe

la sintesis de proteinas bacterianas al fijarse a la subunidad ribosémica 30S. Se
utiliza en levaduras para activar o inactivar genes bajo el promotor bacteriano tet.

- G418, geneticina (USB): antibiético aminoglicosidico. Inhibe la sintesis de

proteinas (Jiménez et al, 1980). Se usd para seleccionar y mantener células de S.
cerevisiae portadoras del gen de E coli de resistencia a kanamicina (Kan). Utilizada
a 100 pg/ml.

- Higromicina B (Roche): antibidético aminoglicosidico procedente de Streptomyces
hygroscopicus. Inhibe la sintesis de proteinas. Se usd para seleccionar y mantener
células de S. cerevisiae portadoras del gen de resistencia a Higromicina (Hph).
Utilizada a 250 pg/ml.

- Nourseotricina, (clonNAT) (Werner BioAgents, Germany): actia como un

antibiético aminoglicosidico, procedente de Streptomyces noursei. Se usO para
seleccionar y mantener células de S. cerevisiae portadoras del gen de resistencia a
nourseotricina (Nat). Se utilizé a 100 pg/ml.

- Estreptomicina (Sigma): antibidtico del grupo de los aminoglucdsidos usado

ocasionalmente en placas sdlidas MYOB para evitar contaminaciones por
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crecimiento de bacterias distintas a E. coli OP50-1, resistente al antibiotico. Se usdé
a la concentracion de 50 mg/ml.

- Nistatina (Calbiochem): antifiungico del grupo de los poliénicos usado
ocasionalmente en placas sélidas MYOB para evitar contaminaciones por hongos. Se
uso la concentracion de 10 mg/ml.

- Polimerasa termoestable de ADN Go-Tag Flexi (Promega): usada para establecer

el genotipado por PCR de nematodos independientes.

2.2 Drogas e inhibidores.

- Antipaina (SIGMA): inhibidor de las proteasas papaina y tripsina.

- Aprotinina (Amersham): inhibidor de las proteasas de serina.

- Benzamidina (SIGMA): inhibidor por competicion de proteasas de serina del tipo
de la tripsina.

- Quimiostatina (SIGMA): inhibidor de multiples proteasas, incluyendo la
quimiotripsina y catepsinas.

- Leupeptina (SIGMA): inhibidor de proteasas de serina o cisteina. Inhibe la acciéon
de plasmina, tripsina, papaina y catepsina B.

- Pestatina A (USB): inhibidor de proteasas. Actla formando un complejo con las
carboxilproteasas quimiosina bovina, catepsina D, pepsina, proteasa B y renina.

- PMSF (Phenylmethanesulfonyl fluoride) (SIGMA): inhibidor de proteasas de serina
(tripsina y quimiotripsina) y de cisteinas.

- TLCK (SIGMA):(L-1-Chloro-3-[4-tosylamido]-7-amino-2heptanone hydrochloride
N-alpha-Tosyl-L-lysynechloromethyl ketone). Inhibidor de proteasas de cisteina.

- TPCK (SIGMA): (L-1-Chloro-3-[4-tosylamido]-4-phenyl-2-butanone). Inhibidor de
proteasas de serina o cisteina.

- Detil pirocarbonato (DEPC) (SIGMA): inhibidor de RNAsas.

- X-GAL (5-bromo-4-cloro-3-indoil-b-D-galactésido) (USB): Sustrato de la enzima

B-galactosidasa que origina un precipitado azul en presencia de la enzima. Se
disuelve en N-N-dimetil formamida a 20 mg/ml.

- Hidroxiurea (Sigma): droga que produce defectos en la replicacion debido a que
inhibe a la enzima nucledtido reductasa, provocando la disminucién de dNTPs libres
disponibles para la enzima responsable del proceso de replicacion, la ADN
polimerasa.

- Cafeina (Sigma): alcaloide del grupo de las xantinas inhibidor de proteinas tipo

kinasas.
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2.3 Enzimas y anticuerpos.

- Fosfatasa alcalina (Roche): glicoproteina dimérica capaz de eliminar los grupos

fosfatos de los extremos 5’ del ADN bicatenario impidiendo la religacion.
- Klenow (Roche): fragmento mayor de la ADN polimerasa I de E. coli con actividad
polimerasa 5’-3' y exonucleasa 3'-5'.

- Ligasa de ADN del fago T4 (Roche): cataliza la unidon covalente de extremos

lineales de ADN bicatenario.
- Polimerasa termoestable de ADN Expand High Fidelity PCR System (Roche):

mezcla de las polimerasas Taq (de Themus aquaticus) y Pwo (de Pyrococcus

woesei) usadas en las Reacciones en Cadena de la Polimerasa (PCRs) que requieren
alta fidelidad de la secuencia amplificada.

- Polimerasa termoestable de ADN Go-Taqg Flexi (Promega): usada para PCRs de

comprobacion y sondas.

- Polimerasa termoestable de ADN Phusion (Finnzymes): parecida a la polimerasa

de Pyrococcus. Utilizada para PCRs que requieren alta fidelidad y alta procesividad.
- Pronasa (SIGMA): proteasas de Streptomyces griseus. Mezcla de tres actividades
proteoliticas incluyendo las preoteasas de serina.

- Proteinasa K (Roche): endoproteinasa inespecifica procedente de Pichia pastoris
capaz de degradar proteinas hasta el nivel de aminoacidos.

- Enzimas de restriccién (New England y Takara): endonucleasas de ADN con

dianas especificas de secuencia.
- RNAsa A (Roche): nucleasa que degrada RNA de cadena sencilla.

- Zimoliasa 20T (USB): mezcla de enzimas de Arthrobacter luteus con capacidad de

digerir la pared celular de S. cerevisiae.
- Lisozima (SIGMA): procedente de clara de huevo de gallina, acttda hidrolizando los
peptidoglicanos bacterianos.

- Protein A sepharose (Amersham): se une a la region Fc de la cadena pesada de

las inmunoglobulinas IgG, IgA e IgM. Se utilizd en los ensayos de
inmunoprecipitacion.

- RNasa H (Invitrogen): nucleasa que degrada especificamente el ARN de los
hibridos ADN:ARN.

Los anticuerpos utilizados se detallan en la Tabla M1.
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Tabla M1. Anticuerpos primarios y secundarios usados en esta tesis.

Anticuerpos primarios

Anticuerpo | Origen Epitopo Fuente Uso
_ . Péptido sintético conjugado con
B- Actina Raton *KLH derivado de los residuos 1 a Abcam
100 de B-actina humana
. i Lisina5, 8, 12 y 16 metiladas de la -
Acetil-H4 Conejo histona H4 Millipore
i Aminoacidos 1 a 180 del extremo N- | Santa western
Clb-2 Conejo .
terminal Cruz
H2AS129P Conejo Serinal29 fOSfOSIzTa de la histona Abcam
H3K4me3 Conejo | Lisina4 trimetilada de la histona H3 [ Millipore
H3L36me2 Conejo | Lisina36 dimetilada de la histona H3 | Millipore
western,
) . . - ChIPy
H3S10P Conejo SerinalO de la histona H3 Millipore ChIP-
on-chip
H3K14ac Conejo Lisinal4 de la histona H3 Millipore M;eéfﬁ;n
Péptido sintético conjugado con western
% . . ,
Histona H3 | Conejo KLH derivado de_Ios re5|d_uos 100 Abcam ChIP-
al extremo C-terminal de histona H3 .
humana on-chip
Rad53 . Santa
C-19 Cabra C-terminal Cruz western
Anticuerpos primarios IFS
Anticuerpo | Origen Fuente Dilucién
Acetil-H4 Conejo Millipore 1:200
ATL-1 Conejo (Garcia-Muse and Boulton, 2005) 1:100
CEP-1 Cabra (Schumacher et al., 2005) 1:200
GLD-1 Conejo (Jan et al., 1999) 1:100
H3K9me2 Conejo Millipore 1:200
H3S10P Conejo Millipore 1:200
HIM-8 Cobaya (Phillips et al., 2005) 1:200
PGL-1 Cabra (Kawasaki et al., 1998) 1:100
RAD-51 Conejo (Alpi et al., 2003) 1:800
RNP-8 Conejo (Kim et al., 2009) 1:1000
RPA1l Rata A. Gartner 1:200
SP-56 Ratén (Ward et al., 1986) 1:300
SYP-1 Cobaya (MacQueen et al., 2002) 1:800

Anticuerpos secundarios

Especificidad Combinacién Fuente Uso
Cabra Peroxidasa Santa Western
Cruz

210



MATERIALES Y METODOS

Conejo Peroxidasa Abcam

Raton Peroxidasa Abcam
Especificidad Conjugacion Emision Dilucion
Conejo FITC 488 nm 1:5000
Conejo Cy3 555 nm 1:5000
Cabra Alexa Fluor 568 nm 1:5000
Cobaya FITC 488 nm 1:5000
Rata Alexa Fluor 568 nm 1:5000
Rata FITC 488 nm 1:5000

*KLH: Del inglés, Keyhole Limpet Hemocyanin.

3. CEPAS.

3.1 Cepas de Escherichia coli.

Todos los experimentos con E. coli se realizaron con la cepa DH5a, con
genotipo F- endA1 gyr96 hsdR17 AlacU169(f80lacZAM15) recAl relAl supE44 thi-1
(Hanahan, 1983)

Para el mantenimiento de las distintas estirpes de C. elegans, se usé la

estirpe de E. coli OP50-1 (Brenner, 1974), estreptomicina resistente.

3.2 Cepas de Saccharomyces cerevisiae.

Las cepas utilizadas se detallan en la Tabla M2.

Tabla M2. Cepas de Saccharomyces cerevisiae usadas en esta tesis.

Nombre Genotipo Fuente
MAT a/a ho::LYS2/” ura3/” lys2/” leu::hisG/”
NKY1551 arg-4-Nsp/arg4-Bgl his4X::LEU2(Bam)- Nancy Kleckner
URA3/HIS4B::LEU2
NKY1551 .
hprih NKY1551 hpr1AHYG/hpriAKAN Esta tesis
NKY611 | MAT a/a ho::LYS2/” ura3/” lys2/” leu::hisG/” Nancy Kleckner
NKY611 .
hpriA NKY611 hpriAHYG/hpr1AKAN Esta tesis
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MAT a ho::LYS2 ura3 lys2 spol1A::hisG-

NKY644 URA3-hisG Nancy Kleckner
NKY644 .
hpriA NKY614 hpr1AHYG Esta tesis
MAT a ho::LYS2 ura3 lys2 spol1A::hisG-
NKY646 URA3-hisG Nancy Kleckner
NKY646 .
hpriA NKY646 hpri1AKAN Esta tesis
YSPO-01 NKY644 x NKY646 Esta tesis
YSPO-02 NKY644 hpri1A x NKY646 hprlA Esta tesis
MATa leu2-3,112 trp1-1 can1-100 ura3-1 .
W303-1A ade2-1 his3-11,15 Rodney Rothstein
WBAR1 W303-1A bar1AHYG B. Gomez-Gonzalez
HPBAR- W303-1A hprIAHIS3 barlAHYG B. Gémez-Gonzalez
H10%SAR- W303-1A hpri-101 barlAHYG B. Gomez-Gonzalez
MATa his3A200 leu2A0 lys2A0 trp1A63 Non Essential Histone
H3S10A ura3A0 met15A0 canl::MFA1pr-HIS3 hhtl- H3&H4 Mutant
hhf1::NatMX4 hhT2-hhf2::[HHTS(S10A)]*- Collection*
URA3 (#YSC5106)
MATa his3A200 leu2A0 lys2A0 trp1A63 Non Essential Histone
H3S10D ura3A0 meti15A0 canl::MFA1pr-HIS3 hhtl- H3&H4 Mutant
hhf1::NatMX4 hhT2-hhf2::[HHTS(S10D)]*- Collection*
URA3 (#YSC5106)
H3S10A MATa his3A200 leu2A0 lys2A0 trp1A63
horiA 2A met15A0 hht1-hhfl::NatMX4 hhT2- Esta tesis
P hhf2::[HHTS(S10A)]*-URA3 hpr1AKAN
H3S10A MATa his3A200 leu2A0 lys2A0 trp1A63
horiA met15A0 canl::MFA1pr-HIS3 hhtl- Esta tesis
f3A hhf1::NatMX4 hhT2-hhf2::[HHTS(S10A)]*-
URA3 hpr1AKAN
H3S10D MATa his3A200 leu2A0 lys2A0 trp1A63
horiA metl15A0 canl::MFA1pr-HIS3 hhtl- Esta tesis
:Fl’lB hhf1::NatMX4 hhT2-hhf2::[HHTS(S10D)]*-
URA3 hpr1AKAN
H3S10D MATa his3A200 leu2A0 lys2A0 trp1A63
hpriA ura3A0 metl15A0 hhtl-hhfl::NatMX4 hhT2- Esta tesis
14D hhf2::[HHTS(S10D)]*-URA3 hpr1AKAN
SchY58a MATa ade2-1 can1-100 his3-11,15 trp1-1

ura3-1 leu2-3,112 hpr1AKAN

Maria L. Garcia-Rubio

Todas las cepas diploides usadas en esta tesis son isogénicas con el fondo
SK1 (Kane and Roth, 1974).
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Las cepas con las mutaciones H3S10A y H3S10D se han obtenido de la
coleccién de Mutantes No Esenciales de la Histona H3 y H4 (Open Biosystems,
YSC5106). En las cepas mutantes de esta libreria, las copias enddgenas de los
genes de H3 y H4 (HHTS y HHFS) han sido eliminadas y en su lugar se ha insertado
una construcciéon que consta de las copias sintéticas de los genes que codifican las
histonas H3 y H4 flanqueantes con la regién promotora nativa HHT2/HHF2
(pHHT2/HHF2). Concretamente, las mutaciones en la Serinal0 de la histona H3
(S10A y S10D) han sido dirigidas hacia las copias HHT y estan marcadas con

resistencias al marcador nourseotricina.

3.3 Cepas de Caenorhabditis elegans.
Las cepas utilizadas se detallan en la Tabla M3.

Tabla M3. Cepas de Caenorhabditis elegans usadas en esta tesis.

Nombre Genotipo Fuente
N2 Silvestre Bristol CGC*
AV106 |spo-11(0k79) IV/ nT1[unc-?(n754) let-?](IV;V) CGC
Jk2739 |lin-6(e1466) dpy-5(e61) 1/ hT2[bli-4(e937) let- CGC
?(q782) qls48](I;III)
JK2663 | dpy-11(e224) mes-4(bn67) V/ nT1[qls50](IV;V) CGC
VC673 | thoc-2(ok961) 111/ hT2[bli-4(e937) let-?(q782) CGC
qls48] (I;III)
RB1164 |a/y-2(0k1203) IV CGC
RB80S | nfx-1&nfx-2(0k611) V CGC
thoc-2 i S. Mitani
(tm1310) thoc-2(tm1310) 111
GIN101 |thoc-2(tm1310) 111/ hT2[bli-4(e937) let-?(q782) Esta tesis

qls48] (I;III) (6 veces cruzada con N2)

GIN102 |thoc-2(ok961) 111/ hT2[bli-4(e937) let-?(q782) Esta tesis
qls48] (I;III) (6 veces cruzada con N2)

GIN103 (spo-11(0k79) IV/ nT1 [qIs50] (IV;V) Esta tesis

thoc-2(tm1310) 111 / spo-11(ok79) IV / hT2[bli- _
GIN104 (4(e937) let-?(q782) qls48] (I;11I) / / nT1[unc- Esta tesis
?(n754) let-?](1V;V)

* Caenorhabditis Genetics Center
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Para la realizacion de esta tesis se utiliz6 como silvestre la cepa de C.
elegans N2 Bristol, proporcionada por el Caenorhabditis Genetics Center, al igual
que las cepas VC673 [thoc-2(0k961)] y AV106 [spo-11(ok79)]. La cepa thoc-
2(tm1310) fue proporcionada por S. Mitani a través del National Bioresource
Project, en Japén. Ambos mutantes thoc-2 se obtuvieron a través de mutagénesis
guimica no selectiva. Las cepas JK2739 y JK2663, se utilizaron para la obtencion de
las cepas construidas en esta tesis a través de cruces entre nematodos (GIN101 vy
GIN104) con el fin de donar sus sistemas balanceadores (h72 y nTl,

respectivamente).

Con el fin de generar el doble mutante GIN104 [thoc-2 (tm1310) ,spo-11
(ok79)], a la cepa AV106 [spo-11 (ok79)] previamente se le realiz6 un cambio del
balanceador a través del cruce con JK2663, que posee también el sistema
balanceador nT1 pero con el marcador gIs48 [Pmyo-2::gfp; Ppes-10::gfp; Pges-
1::9fp], que da lugar a sefal GFP en la faringe, facilitando la diferenciacion entre
nematodos heterocigotos y homocigotos. Para la generacion del doble mutante
thoc-2; spo-11, se cruzaron nematodos L4 hermafroditas de la cepa GIN101 junto
con machos generados anteriormente de la cepa GIN103. Mediante el genitipado de
manera islada de los nematodos parentales a través de PCR anidada, se hicieron
varios cruces hasta obtener nematodos con ambos alelos thoc-2(tm1310) y spo-

11(ok79) y con ambos sistemas balanceadores, hT2 y nT1.

4. ANALISIS GENETICO EN LEVADURAS.

Las cepas parentales, de sexos contrarios, se mezclaron en placa de YPAD e
incubaron a 30°C, dando lugar a la conjugacidon de ambas cepas. Los diploides se
aislaron mediante seleccién. Cuando esto no era posible se hacia un zigzag en YPAD
y se elegian las colonias mas grandes. A continuacion se hicieron parches de cada
colonia seleccionada en YPAD a la misma temperatura y al dia siguiente, se pasaron
a esporular en medio SPO solido durante tres o cuatro dias a 26°C. Las ascas
resultantes de la esporulacion se diseccionaron tras un tratamiento con zimoliasa
20T a 2mg/ml en agua durante tres minutos a temperatura ambiente y se
micromanipularon en medio YPAD con un micromanipulador SINGER MSM system
200. Las esporas se incubaron en YPAD a 30°C y su fenotipo fue determinado
mediante réplicas en los medios selectivos adecuados. El sexo se determind
analizando la capacidad de las esporas de formar diploides con otras cepas, F4 y

F15, cuyos sexos son a y a, respectivamente.
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5. MANIPULACION DE NEMATODOS.

5.1 Limpieza del genoma de mutantes generados por mutagénesis no

selectiva.

Ambas cepas mutantes con distintas deleciones del gen thoc-2, se cruzaron
seis veces con la cepa silvestre N2 Bristol, intentando eliminar otras posibles

mutaciones resultantes de la generacion de dichas cepas.

Los cruces se realizaron entre hermafroditas con el alelo thoc-2 en cuestién
y machos silvestres N2 generados previamente. En cada uno de los seis cruces, se
pusieron al menos 24 replicas (en placas de 24 pocillos), cada réplica con un Unico
nematodo hermafrodita en fase larvaria L4 y un Unico macho. Al observar
descendencia en los pocillos en forma de huevo o fases larvarias L1 o L2, se
eliminaron los nematodos machos y se genotiparon por PCR anidada (ver apartados
15.5 y 21.3) los nematodos hermafroditas de manera aislada con el fin de certificar
la presencia del alelo mutante thoc-2. Se seleccionaban las réplicas donde el
parental hermafrodita poseia el alelo thoc-2 y en la descendencia se observaron
numerosos machos, lo que indicaba que el cruce se habia producido con éxito y no
era fruto de la autofecundacion del hermafrodita. De dichas réplicas, se
seleccionaban nematodos hermafroditas, iniciando un segundo cruce con al menos
otras 24 réplicas al poner de manera aislada con machos silvestres N2. De la
misma forma, se realizaron un total de seis cruces. Seguidamente, las mutaciones
thoc-2 fueron balanceadas a través del cruce con machos de la cepa JK2739, que
posee el sistema balanceador hT2, que cubre el locus de thoc-2 y posee el
marcador gIs48, que codificando para una proteina fusionada con GFP que se
expresa en la faringe. Las estirpes resultantes tras la limpieza se nombraron
GINOO1 y GINO0O2.
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Figura M1. Cromosomas balanceadores. (A) Esquema que refleja la segregacion genética
definida en las regiones balanceadas del cromosoma, debido a a la restriccion de
recombinacidn inter-cromosdmica a las regiones homdlogas. (B) Esquema de la construccion
balanceadora hT2, formada por translocaciones reciprocas entre los cromosomas I y III. CH,
cromosomas homologos; ch, cromatidas hermanas; CS complejo sinaptonémico; en verde,
construccion balanceadora con cromatida hermana en amarillo; cruz roja, resolucion de la
recombinacion, quiasma.

5.2 Cromosomas balanceadores.

El mantenimiento de ambos alelos thoc-2, se realizd a través de nematodos
heterocigoticos para cada mutacidon. Los cromosomas balanceadores son
construcciones genéticas con inversiones multiples que tienen la propiedad de
suprimir intercambios genéticos con su homodlogo durante el transcurso de la
meiosis y por tanto segregar gametos con una constitucién genética definida (Fig
M1 A). Hay muchos tipos de balanceadores, pero por la localizacién del gen thoc-2,
se usd el cromosoma balanceador AT2 (McKim et al.,, 1993) que es una
translocacion reciproca que cubre el locus de thoc-2 C16A3.8. hT2 se extiende
desde el extremo apical del brazo izquierdo del cromosoma I hasta el locus del gen
unc-101 en el brazo derecho y desde el extremo apical del brazo derecho del
cromosoma III, al locus del gen dpy-17 en el brazo izquierdo (Fig M1 B). La
construccién hT2 [bli-4(E937) let-?(q782) ql48] lleva integrado un elemento que
codifica para una proteina que se expresa en la faringe y emite sefial fluorescente
GFP. A través del uso de cromosomas balanceadores con sefial GFP, podemos
diferenciar en la descendencia los nematodos homocigotos (sin sefal GFP) de los

heterocigotos (con sefial GFP).
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++ 1 thoc-2/thoc-2 Il thoc-2/+ Il thoc-2/h T2 1Nl

v v . v

descendencia Sin descendencia 25% +/+ 5% thoc-2/thoc-2
100% +/+ 50% thoc-2/+ 25% thoc-2/+
25% thoc-2/thoc-2 70% no viables
100% +/+ 5% thoc-2/thoc-2

25% thoc-2/+
70% no viables

Figura M2. El uso de sistemas cromosOmicos balanceadores es necesario para el
mantenimiento de estirpes con mutaciones letales. Grafica que refleja la constitucion
genética de las sucesivas generaciones de distintos nematodos parentales, indicando que el
balanceo de mutaciones letales es necesario para evitar la aparicion de nematodos con una
constitucion genética silvestre en la descendencia, que tras sucesivas generaciones,
provocaria el desplazamiento y desaparicién del alelo mutado.

Otra caracteristica de los cromosomas balanceadores es que permiten
mantener estirpes de mutaciones que en homocigosis tienen un efecto en la
superviviencia o reproduccion, como es el caso de la mutacién thoc-2. Esto se debe
a que las mutaciones se mantienen en una heterocigosis controlada, es decir, en la
descendencia, solo seran viables nematodos heterocigotos u homocigotos para la
mutacion (Fig M2), evitdndo asi la aparicion de nematodos silvestres en la
descendencia, que con el tiempo, haria perder la mutacién en la poblacion. Esto es
debido a que soélo seran viables aquellos huevos que tengan presentes ambas
traslocaciones reciprocas del cromosoma I y III AT2, o ninguna de ellas. Las
combinaciones de cromosomas distintas a la adquisicion de ambos o ningun
cromosoma balanceador, no es viable. Ello provoca que, de las 16 combinaciones
posibles en los gametos, solo 5 de ellas son viables (Fig M3). Cuatro de ellas son
heterocigotos (80% de la poblacidon viable) debido a la presencia de ambas
traslocaciones hT2 y emiten sefial GFP en la faringe. Sdlo hay una combinacion
posible viable (20%) y carente de las traslocaciones AT2 que daran lugar a
nematodos homocigotos para la mutacion. Debido a la carencia de hT2, estos
nematodos no emiten sefial GFP. Por tanto, gracias a los balanceadores se pueden
mantener estirpes con mutaciones en genes esenciales y estudiar la pérdida de
funcion del gen en cuestion en tejidos adultos, ya que, a través de la
autofecundacién de nematodos balanceados y heterocigotos para el alelo mutante,
obtenemos nematodos homocigotos que son capaces de desarrollarse hasta adultos

gracias a la contribucion materna de ARN mensajero del gen mutado.
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+/hT2 (1); thoc-2/hT2 (Il

gametos +/thoc-2 +/hT2 hT2/thoc-2 hT2/hT2
+/thoc-2 | homocigoto X X heterocigoto
+/hT2 X X heterocigoto X
hT2/thoc-2 X heterocigoto X X
hT2/hT2 | heterocigoto X X X

Figura M3. Los nematodos mutantes thoc-2 muestran gametos con una constitucion
genética definida cuando son balanceados con hT2. El cruce de los posibles gametos
solo genera embriones viables heterocigotos u homocigotos para la mutacién thoc-2, ya que
el resto de combinaciones no son capaces de sobrevivir al no poseer ambas translocaciones
reciprocas y por tanto no tener una carga genética completa.

5.3 Congelacion de cepas de C. elegans.

Se partié de una o dos placas con una alta proporcién de nematodos adultos
con huevos y larvas L1 por cada estirpe. Se anadieron 5 ml de solucién M9 a cada
placa y con leve agitacién, se resuspendieron los nematodos en la solucién y se
recogieron en tubos falcoms de 50 ml con el uso de pipetas de vidrio. Se anadiran 5
ml de solucion M9 hasta que las placas queden libres de nematodos. A
continuacion, se subid el volumen de la suspension de nematodos en solucién M9
hasta 50 ml con PBS 1X (10X, 11: 81,9 g NaCl; 2,01 g KCI; 14,2 g Na,HPO,; 2,45 g
KH,PQ,) y se centrifugd a 1500 rpm durante 5 minutos. Se retird el sobrenadante
lentamente desde la superficie, dejando un volumen de 5 ml, debido a la formacién
de un precipitado débil, tras lo cual, se traspasdé a un tubo falcom de 15 ml. Se
anadieron 5 ml mas de PBS 1X y se centrifuga de nuevo. Se retird el sobrenadante
hasta 2 ml y anadimos 2 ml de solucién de congelaciéon (0,58 g NaCl, 0,68g
KH,PO,4, 24 ml de glicerol y 0,56 ml de H,0. Se autoclave y tras dejar enfriar a
temperatura ambiente, se afiadieron 3 ml de MgS0O, 0.1 M y 0,4 ml de colesterol a
2,5 mg/ml. Mantener a 4 °C), separando en 4 viales de congelacion. Los viales se
introducen en gradillas de poliespdn una noche a -20 ©°C, para pasarlos
posteriormente a -80 °C. Para la descongelacién, pasar los viales de -80°C a hielo
rapidamente, para que ésta se produzca lentamente, y justo en el momento de la
descongelacién, verter en placas MYOB con bacteria E. coli OP50 crecida

previamente en césped.
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5.4 Preparacion de huevos (bleaching).

Protocolo usado para la eliminacién de un cultivo liquido o sélido de C.
elegans la contaminacion de una bacteria distinta a E. coli OP50. Se partié de varios
cultivos en placas de medio soélido MYOB de la misma estirpe donde se observa una
alta proporcion de nematodos en una edad adulta fértil, es decir, con muchos
huevos en el interior de la génada. Se recogieron los nematodos en un tubo estéril
de 15 ml con tapdén con la adiccion en cada placa de 3 ml de solucién M9 y
sometiendo a agitacion enérgica. Este paso se realizé hasta que la totalidad de los
nematodos adultos se hayan recogido. Se centrifugaron los tubos a 1500 rpm
durante 1 minuto. Se retird6 el maximo sobrenadante posible sin alterar el
precipitado y se llevé a un volumen final de 3,5 ml con solucion M9. Se afadié a
cada tubo una mezcla, que ha de ser preparada justo en el momento de uso y que
contiene 0,5 ml NaOH 5N y 1 ml de lejia. Se usé el vortex para agitar con fuerza la
mezcla, repitiendo la agitacion cada 2 minutos en un maximo de 10 minutos.
Durante este tiempo observamos en la lupa la desintegracion de los nematodos. Se
observd que todos los nematodos estuvieran lisados. A continuacion se
centrifugaron los tubos durante 30 segundos a 1500 rpm, decantando los huevos.
Se retird el sobrenadante hasta 0,1 ml y se realizaron 3 lavados seriados con agua
o M9 buffer llevando el volumen hasta 5 ml y agitando con fuerza con la ayuda de
un vortex durante varios segundos, asegurando con estos lavados la eliminacion de
todo resto de NaOH o lejia. En este punto, los huevos se vertieron directamente en

placa y se guardaron a 15 °C.

5.5 Sincronizacion en L1 y analisis del desarrollo.

Para la sincronizacién de las cepas analizadas en el estadio larvario L1, se
parti6 de preparaciones de huevos que, en lugar de verter en placa, se
resuspendieron en 9 ml de soluciéon M9. Tras una noche en suave agitacion orbital y
a la temperatura aproximada de 20 °C, los huevos eclosionaron y fueron visibles
las larvas L1 en el medio. Se este modo se consiguid la sincronizacion de todas las
cepas en la fase larvaria L1, ya que la carencia de bacteria evita la des-
sincronizacion dentro de la poblacidn. Posteriormente, se suplementé el medio con
alicuotas de la bacteria E. coli OP50 repartidas en el tiempo, sin saturar el medio y
evitdndo que se agote. Los cultivos se mantuvieron a 20 °C y a una agitacion de
unas 110 rpm. Se tomaron muestras del cultivo cuando los nematodos se
encontraban en los distintos estados larvarios (L1, L2, L3, L4) y en la fase adulta.
Se tomaron fotos en la lupa de fluorescencia KL 1500 LCD, ya que permitid
diferenciar en las cepas thoc-2, los nematodos heterocigotos de los homocigotos

para dicha mutacion.
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6. MODIFICACION GENICA EN LEVADURAS.

Las cepas originales de esta tesis se construyeron por reemplazamiento
génico, realizados por SFH (Short Flanking Homology) segun (Wach et al., 1994).
Se comprobaron por PCR usando cebadores externos a la zona reemplazada y por

Southern.

7. TRANSFECCION DE CELULAS HelLa CON siRNA.

Las células se sembraron en una caja de 6 pocillos a 10> células/pocillo. A
las 24h se transfectaron siguiendo el siguiente protocolo:
e Mezcla A: 100 pmoles de siRNA en 50 pyl de 60mM KCIl, 6 mM HEPES-pH
7,5, 0,2 mM MgCl, +50 pl de DMEM sin FBS (para cada pocillo).
e Mezcla B: 5 ul de Dharmafect Transfection Reagent + 95 ul DMEM sin FBS

(para cada pocillo).

Cada mezcla se incubd por separado 5 min a T2 ambiente, luego se
mezclaron ambas y se incubaron 20 min a T2 ambiente, tras los cuales se
afadieron 800yl de DMEM. El ml resultante se anadié a las células de cada pocillo,
a las que previamente se habia retirado el medio de crecimiento. Se incubaron las
células durante 4-6 horas a 37 °C, 5% de CO, y se afadieron 2 ml de medio
completo DMEM por pocillo, complementando la falta de suero del medio de
transfeccidon. A las 96h se afiadid EdU al cultivo (20 uM) y se incubd durante 20 min

a 37 °C, se recogieron las células y se procedi6 con la inmunofluorescencia.

8. PLASMIDOS.

Para la construccién del pldsmido centromérico pCM189 con el gen RNH1 de
levaduras bajo el promotor reprimible por tetraciclina (ptet) y denominado
ptetRNH1, se amplifico la ORF RNH1 desde plasmido pGALRNH1 (Huertas and
Aguilera, 2003) y posteriormente fue clonado en el vector pGEM-T. El fragmento
obtenido a través de la digestion con Notl fue subclonado en el vector pCM189.

Los plasmidos usados en esta tesis se muestran en la tabla M4,
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Tabla M4. Plasmidos usados en esta tesis.

Plasmido Descripcion Fuente
Plasmido portador de casete kanMX4 que (Wach et al
pFA6aKanMX4 | confiere resistencia a kanamicina en E. coliy a "
o 1994)
G418 en S. cerevisiae.

Contiene RAD52-YFP bajo el promotor endégeno .
pWJi1344 de RAD52 [LEU2 RAD52-YFP] R. Rothstein
Plasmido centromérico con el gen URA3 como

marcador que lleva el transactivador tTA (tetR- (Gari et al.,
pCM189 3 o
VP16), 7 cajas TetO en el promotor y un sitio de 1997)
clonacién multiple.
Plasmido portador del gen RNH1 bajo el (Huert_as and
PGALRNH1 romotor inducible GAL Aguilera,
P 2003)
SCh204 pRS314-LB con el fragmento BamHI de 3 kb del (Chavez and
?L-LACZ) gen LacZ de pZ insertado en la diana Bgl/Il Aguilera,
localizada entre las repeticiones. 1997)
P (Goldstein and
pAG32 Plasmld_o porta_dor de_ case_te thMX4 que McCusker,
confiere resistencia a higromicina B
1999)
Plasmido centromérico con gen TRP1 como (Sikorski and
PRS414 marcador Hieter, 1989)
Plasmido portador de casete KanMX que (Wach et al
pFA6aKanMX4 | confiere resistencia a kanamicina en E. coliy a o
_ 1994)
G418 en S.cerevisiae
PGEM®-T Vector con sistema para el clonaje de productos Promega
de PCR
ptetRNH1 Plasmido centromeérico con el gen RNH1 bajo el Esta tesis

promotor reprimible por doxiciclina.

9. TRANSFORMACIONES.

9.1 Preparacion de células competentes de E. coli DH5a.

Se recurriéo al método también descrito por (Hanahan, 1983) y modificado

por (Inoue et al., 1990). Las células competentes se obtuvieron a partir de 400 ml

de cultivo de E. coli en medio SOB a 22° C a DOgg, de 0,5. Tras enfriar las células

durante 10 minutos en hielo, se recogieron por centrifugacion a 4.000 rpm a 4° C

10 minutos. Se resuspendid el sedimento en 20 ml de TB (10 mM Pipes libre de
acido, 15 mM CaCl,, 250 mM KCl, pH 6,7 ajustado con KOH). Se afiadié MnCl,

hasta 55 mM (esterilizado por filtracion) a 4° C, se afiadieron otros 60 ml de TB frio
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y se incubdé 10 minutos en hielo. Posteriormente se recogieron las células por
centrifugacién y se resuspendieron en 20 ml de TB a 4° C. Se anadié 1,5 ml de
DMSO (Dimetilsulféxido) y se mantuvieron 10 minutos mas en hielo. Se hicieron

alicuotas que se congelaron en nitréogeno liquido y almacenaron a -80° C.

9.2 Transformacion de bacterias.

Se mezclaron 100 pl de células competentes con 50-100 ng de ADN
plasmidico y se incubaron en hielo durante 30 minutos. Después, las células se
sometieron a un choque térmico a 42° C durante 60 segundos, y a continuacion a
una breve incubacién en hielo de 5 minutos. Se anadié 900 pl de LB y se incubaron
las células durante al menos 45 minutos a 37° C. Las células se recogieron por
centrifugacién y se sembraron en placas de LB + Ampicilina, antibidtico cuya

resistencia se encontraba presente en el ADN plasmidico a tranformar.

9.3 Transformacion de levaduras.

Se realizo siguiendo el método descrito por (Gietz et al., 1995). Las células
competentes se obtuvieron a partir de cultivos de S. cerevisiae incubados en YPAD
hasta una DOQOggg entre 0,5 y 0,7. Las células se recogieron por centrifugacion, se
lavaron con agua y 100 mM LiAc. Posteriormente se resuspendieron en 100 mM
LIAc a una concentracién final aproximada de 2-10° células/ml. Para cada
transformacion se mezclaron 50 ul de células, 240 pl de 50% PEG4000, 36 pl de 1M
LiAc, 5yl de 2 mg/ml ADN desnaturalizado de esperma de salmén y 70 ul de ADN
mas agua (oscilando entre 100 ng para plasmidos y hasta 10 ug de ADN para
integraciones). Tras incubar durante 30 minutos a 30° C en agitacion, se
sometieron las células a un choque térmico a 42° C durante 20 min. Posteriormente
se lavaron con agua y se sembraron en medio selectivo adecuado para seleccionar
plasmidos. Si se seleccionaban integraciones, se incubaban 2 horas adicionales en
YPAD a 30° C con agitacién antes de sembrar con objeto de dar tiempo para la

expresion de los genes de resistencia a antibidticos o marcadores.

10. SINCRONIZACION DE CULTIVOS.

10.1 Sincronizacion de cultivos durante crecimiento vegetativo.

Para analizar la progresién del ciclo celular, los cultivos crecidos en el medio
correspondiente durante toda la noche, se utilizaron a DOgy 0,4 a 0,5. Para la
sincronizacion de las células en G1 se anadia factor a. El factor a es un péptido de

13 aminoacidos producido por cepas MATa que se une a receptores de células MATa
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inactivando el complejo ciclina/cdk de G1 (parandose las células en G1). Uno de los
mecanismos que tienen las células para escapar de la parada en G1 producida por
el factor a es la proteasa Barl. La ventaja de utilizar estirpes MATa con el gen BAR1
delecionado es que se reduce la cantidad de factor a que hay que afadir y se
facilita la sincronizacion de las células en G1 (Futcher, 1999).

Para la sincronizacion, en el caso de estirpes barl, se les anadié 0,14 pg/ml
de factor a durante 1 hora en agitacion a la temperatura correspondiente y se
volvid a adicionar la misma cantidad durante otra hora mas (a 30° C). A
continuacion se lavaban dos veces con medio fresco y atemperado y se
resuspendian en igual volumen del que procedian de medio fresco con 50 mg/ml de
pronasa.

Se tomaba 1 ml del cultivo antes de la sincronizacién (punto asincrénico),
antes de la liberacidon de G1 y a los tiempos indicados para cada experimento. Las

distintas alicuotas se procesaban y analizaban en el citdmetro.

10.2 Sincronizacion de cultivos e induccion de la meiosis en levaduras.

Para los estudios realizados en esta tesis sobre la divisidn meiética se ha
usado cepas derivadas e isogénicas con el fondo SK1. Este fondo genético tiene las
cualidades de una rapida esporulacién, ademas de una alta eficiencia de la misma,
en comparacion con otros fondos genéticos de levaduras. La razén radica en que el
fondo SK1 estd mejor adaptado a la respiracion (directamente relacionado con la
esporulacién), ya que posee una elevada tasa de expresion de genes envueltos en
el ciclo de los acidos tricarboxilicos y la respiracion. Esto hace que el fondo SK1
tenga un crecimiento éptimo en fuentes de carbono oxidables como el acetato. Por
todo ello, se procedio6 al uso del fondo SK1 para los estudios en meiosis.

Para la induccion de la division meidtica (Fig M4), colonias de levaduras
procedentes de placas YPAD sélidas, crecieron durante toda una noche en YPAD
liguido. Los cultivos se recogen en fase estacionaria, lavandolos una vez con agua
por centrifugacion, tras lo cual, se inoculan en YPAcK durante unas 13 horas a 30°C
y a una densidad 6ptica aproximada de 0,2. Al cambiar las células de glucosa a una
fuente de carbono oxidativa, acetato de potasio, inducimos la activacién del
metabolismo respiratorio en las células. Pasado ese tiempo, el cultivo se satura y
alcanza la fase estacionaria, por lo que se encuentra sincronizado en la fase G1.
Ademas, mediante la visualizacién a través del microscopio éptico, se certifica que
el porcentaje de células con gema (en fase G2-M) no ha de superar el 5% de la
poblacion. Posteriormente, las células se lavan dos veces con agua y se
resuspenden en medio liquido de esporulacion atemperado a 30°C. Para facilitar la

disgregacion celular, ademas del NP-40 (0,005%) afiadido en el medio de
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esporulacién, se procedid a la sonicacion durante 2 intervalos de 15 seg a una
amplitud del 10%. Para los analisis de cepas que contienen el pldsmido pGALRNH1,
los cultivos de cada cepa se dividen en 2, afiadiendo al medio de esporulacion,
galactosa o glucosa a una concentracion del 0,5% para ver sobreexpresion y
represion de dicho promotor, respectivamente. En el caso del plasmido ptetRNH1,
al medio de esporulacién se afiadié doxiciclina a la concentracién de 5 pg/ml de
para reprimir el promotor ptet. Se tomaron 1 ml del cultivo a los tiempos indicados
para cada experimento. Las distintas alicuotas se procesaban y analizaban en el

citdmetro.

YPAD Tétradas
en cultivo
(%)
+Oh.
«2h.
2; *YPAD (n° total de células)

«5h.| *SC-ARG o SC-HIS

«6h. | (ceélulas recombinantes)
+8h.

Figura M4. Esquema metodolégico para medir la frecuencia de recombinacion
durante meiosis. Esquema de los diferentes medios sélidos y liquidos para la sincronizacién
e induccién de la meiosis y los distintos tiempos a los que se midié la recombinacién
meidtica, cuantificado segun el nimero de colonias aparecidas al sembrar las muestras en
los medios SC correspondientes e YPAD.

11. CITOMETRIA.

Por cada muestra analizada, se centrifugd 1 ml del cultivo, se retiré el
sobrenadante, y tras un lavado con H,0, y se anadid6 1ml de etanol 70% para fijar
las células. Se guarda a 4° C hasta completar la cinética y poder tratar todas las
muestras al mismo tiempo. Se lavaron las muestras con 1 ml de PBS 1X (10X, 1I:
81,9 g NaCl; 2,01 g KCI; 14,2 g Na,HPO4; 2,45 g KH,PO,) y se resuspendieron en
100 pl de PBS 1X con 1 mg/ml de RNasa A y se incubaron a 37°C durante la noche.
A la mafiana siguiente se volvieron a lavar con 1 ml de PBS 1X y se resuspendieron
en 1 ml de 5 yg/ml de yoduro de propidio (PI), en PBS 1X, incubandose en
oscuridad y a temperatura ambiente, un tiempo no inferior a 30 minutos. El PI

permite medir el contenido de acidos nucleicos, en este caso contenido en ADN. Las
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muestras se sonicaron 6 segundos a una amplitud del 10% y se analizd su

fluorescencia en un FACScalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA).

12. DETERMINACION DE FOCOS DE Rad52.

Para este analisis, las células se transformaron con el plasmido pwJ]1344, en
el que el gen RAD52 esta bajo su propio promotor pero tiene fusionada la proteina
YFP, que permite su deteccién con el microscopio de fluorescencia. Las células se
crecieron a 30° C en SC-Leu sdlido, permitiendo la seleccidon de células poseedoras
del plasmido. Tras lo cual, distintos candidatos se cultivaron en placas YPAD, y al
dia siguiente, se inicié la sincronizacién e inducciéon de meiosis como anteriormente
se describié. Se utilizaron 5 ul de cada cultivo en SPO (para los estudios realizados
en meiosis) o SC-Leu (para los estudios realizados en mitosis) para visualizar las
células al microscopio (Leica DC 350F). Se contaron como minimo 200 células, y se
contaron los nucleos en los que se detectaba(n) foco(s).

Se calculé la media y la desviacion estandar de 3-4 transformantes

independientes.

13. ANALISIS DE RECOMBINACION.
13.1 Sistemas plasmidicos.

13.1.1 pSCh204 (L-LacZ).

Sistema usado para medir recombinacion mitética. Estd basado en el
plasmido centromérico pRS314, con marcador TRP1. El sistema L-LacZ contiene los
alelos leu2A3’ y leu2A5’ repetidos en orientacién directa. El alelo /eu2A3” es un
fragmento ClalSall de 1,4 kb del gen LEU2 y el alelo leu2A5’ es un fragmento
EcoRV-Bgl/lI de 1,9 kb del gen LEU2 proveniente del plasmido YEp13. La region de
homologia entre ambas repeticiones es de 600 pb. En estos sistemas se cloné el
gen lacZ de 3 kb de E. coli entre las repeticiones. La expresidon del sistema esta

controlada por el promotor LEUZ2. Los recombinantes se seleccionaban como Leu+.

PLEU PLEU

e -
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13.2 Sistemas cromosomicos.

13.2.1 Locus ARG4.

Este sistema se utilizd para medir frecuencia de recombinaciéon durante el
transcurso de la meiosis y en células diploides, ya que se basa en el disefio del
locus ARG4 de manera heteroalélica, es decir, cada cromosoma homélogo posee un
alelo para dicho locus con una mutacién puntual distinta, arg4-Nsp y arg4-Bgl. Las
mutaciones se encuentran en dianas para las enzimas de restriccion Nspl y Bglll,

respectivamente.

B *

e : N
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13.2.2 Locus HIS4-LEU2.

Este sistema se utilizd para medir frecuencia de recombinaciéon durante el
transcurso de la meiosis y en células diploides, ya que se basa en el disefio del
locus HIS4 de manera heteroalélica, es decir, cada cromosoma homdlogo posee un
alelo para dicho locus con una mutacion puntual distinta, his4X::LEU2 e
his4B::LEU2. Las mutaciones se encuentran en dianas para las enzimas de

restriccion Xhol y Bglll, respectivamente, ambas seguidas del marcador LEUZ2.
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13.3 Determinacion de la frecuencia de recombinacion mitética.

La frecuencia de recombinacion se determiné como resultado de la media de
tres o cuatro medianas obtenidas de los ensayos de fluctuacion realizados a cada
uno de los mutantes analizados. Los ensayos de fluctuacion se realizaron a partir de

6 colonias independientes aisladas en SC carentes del aminoacido usado como
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marcador para seleccion del plasmido (SC-Trip), en esta tesis, pSCh204 (L-LacZ).
Los recombinantes se seleccionaron sembrando las diluciones oportunas en el
medio de seleccion adecuado (SC-Trip-Leu), y las células viables totales en el
mismo medio en que se hizo el aislamiento original de cada transformante (SC-
Trip). Se utilizaron al menos 3 transformantes diferentes para calcular la frecuencia

media y la desviacion estandar.

13.4 Determinacion de la frecuencia de recombinacion meiética.

Para determinar la frecuencia de recombinacién durante meiosis se realizé la
media de tres medianas obtenidas a través de ensayos de fluctuacién realizadas en
cada cepa mutante y silvestre. Cada ensayo de fluctuacién se realizd a partir de 3
colonias independientes, segun la figura M1. A cada colonia aislada en medio sélido
YPAD, de manera independiente, se le realizé el protocolo de sincronizacién e
induccion meidtica, tal y como se explico anteriormente, con crecimientos seriados
hasta saturacion en los medios liquidos YPAD e YPAcK y posterior lavado celular con
agua y resuspendiendo en medio SPO, tiempo considerado inicial o cero. Cada
muestra analizada, a los distintos tiempos sefalados durante la progresion
meiodtica, se retird 1 ml del cultivo, para medir el nimero de recombinantes y el
total de células a cada tiempo. Los recombinantes se seleccionaron sembrando las
diluciones oportunas en el medio de seleccion adecuado (SC-Arg o SC-His, segun
sistema cromosomico a analizar, en locus ARG4 o HIS4LEUZ2, respectivamente), y

las células viables totales en medio rico (YPAD).

14. PERDIDA DE PLASMIDO.

En este caso, el plasmido utilizado fue pRS414, plasmido centromérico ya
gue contiene la secuencia del centrémero 6 (CEN6) de S. cerevisiae, con el
marcador selectivo TRP1. Para determinar la frecuencia de pérdida de plasmido en
cada mutante, se calculé como la inversa a la frecuencia de células con plasmido
respecto al numero total de células (estabilidad plasmidica). Para analizar la
pérdida de plasmido se hicieron zigzags de tres transformantes independientes de
las distintas cepas en medio selectivo para el marcador del plasmido (SC-Trip).
Para ello, de cada transformante, se inocularon en medio rico YPAD seis colonias
aisladas previamente mediante zigzag, a una DO a 600 nm aproximada de 0,2 y se
cultivaron toda la noche a 30 °C. A la mafana siguiente, y con todos los cultivos
saturados a una DO a 600 nm similar a 2, se realizaron diluciones seriadas y se

sembraban 100 pl de la dltima dilucién en medio rico (para obtener los totales) y se
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sembraban diferentes diluciones en medio selectivo SC-Trip (marcador del
plasmido) para saber el niumero de células que habian mantenido el plasmido. Se
calculd la pérdida plasmidica como la inversa al nUmero de células que mantuvieron
el plasmido respecto al total. Se determiné la mediana de pérdida de plasmido para
cada transformante, representandose en la grafica el valor medio de tres
transformantes independientes y las barras de error indicando la desviacion

estandar.

15. EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS.

15.1 Extraccion de ADN plasmidico de E. coli.

Se realiz6 siguiendo el método descrito por (Bolivar and Backman, 1978). A
partir de 1,5 ml de cultivo (miniprep) se recogieron las células por centrifugaciéon y
se resuspendieron en 100 ul de solucién I (50 mM de Glucosa; 25 mM tris-HCI pH
8,0; 10 mM EDTA pH 8,0). Tras 5 min a temperatura ambiente, se afiadieron 200 pl
de solucion II (0,2 M NaOH; 1% SDS) y se mezclaron invirtiendo el tubo varias
veces. Posteriormente se incub6é 5 min en hielo y se anadieron 150 ul de solucion
III (3 M KAc; 11,5% de acido acético glacial). De nuevo se mezcld por inversion y
se incubé en hielo durante 5 min. Los restos celulares se eliminaron por
centrifugacién y el sobrenadante se mezclé con 500 ul fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1). El ADN presente en la fase acuosa se precipité anadiendo 2,5
volumenes de etanol 96% y manteniendo a la temperatura de -20 °C durante al
menos 20 min. Se centrifugd la mezcla a 4 °C durante 15 minutos a 13000 rpm. El
precipitado blanquecino se lavd con etanol 70% y se dejé secar. Se afiadieron 50 pl
de TER (10mM Tris-HCI pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0; 10 mg/ml RNasa A) y se
incubd a 37 °C durante 30 minutos a una hora.

Para la preparacion de ADN plasmidico de E. coli a gran escala (maxiprep) se
realizd por el mismo método a partir de 50 mL de cultivo. Las cantidades de

soluciones I, II y III se escalaron proporcionalmente.

15.2 Extraccion de ADN gendémico de levadura para analisis Southern.

Se partidé de un cultivo de 10 ml de levaduras en fase exponencial tardia. Se
centrifugaron las células 3 minutos a 4.000 rpm y se lavaron con agua. Se
afadieron 200 pl de bolas de vidrio, 200 pl de Solucion A (2% Triton X-100, 1%
SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris pH 8, 1 mM EDTA pH 8) y 200 pl de Fenol-

Cloroformo (1:1). A continuacién se rompian las células con voértex a 4° C a
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maxima velocidad durante 10 minutos. Luego se centrifugaron 10 segundos a
maxima velocidad para bajar las bolas y se afiadieron 200 ul de TE 1X pH 8. Se
centrifugd 5 minutos a maxima velocidad y se transfirid la fase acuosa a un tubo de
1.5 ml. Se adicioné 1 ml de etanol 96%, se mezclé suavemente y tras 20 minutos
de precipitacion a -20°C, se centrifugd 10 minutos a maxima velocidad. Tras
eliminar el sobrenadante se lavd el precipitado con etanol 70%. A continuacién se
anadieron 300 pl de TE 1X pH 8 y se traté con RNasa A incubando los tubos 1 hora
a 37° C. Después se volvia a fenolizar. El ADN se precipité con 30 pyl de NaCl 5M y
300 ul de isopropanol. Se lavd con etanol 70% vy tras secar el precipitado como

minimo durante 2 horas se resuspendia en 100 ul de TE.

15.3 Extraccion de ADN gendémico de levadura en plugs de agarosa.

Para cada muestra se tomaron 25 ml del cultivo deseado en medio de
esporulacion. Se centrifugaron las células y se lavaron con 5 ml de 50 mM EDTA pH
8. Se resuspendié en 200 pl de solucién CPES (40 mM &acido citrico pH 6; 120 mM
NaPO, pH 6; 20 mM EDTA pH 8; 1,2 M sorbitol) a la que se afiadié 1 mg/ml
Zimoliasa 20T. Se incubd 5 minutos. A continuacion, se mezclé bien con 333 ul de
una solucion de agarosa de bajo punto de fusion (agarosa LM-SIEVE, Pronadisa) al
2% en solucion CPE (40 mM acido citrico pH 6; 120 mM NaPO4 pH 6; 20 mM EDTA
pH 8). Esta mezcla se vertid y se dejo solidificar durante 10 minutos a temperatura
ambiente y de nuevo 10 minutos a 4° C en moldes de 100 ul de volumen y forma
rectangular de la marca BioRad, dando lugar a los llamados plugs. A continuacion,
se sacaron los plugs de los moldes y se incubaron la primera noche a 30° C en
soluciéon CPES suplementada con 1% v/v B-mercaptoetanol. La segunda noche se
dejaron a 50° C en soluciéon L (0,1 M EDTA pH 8; 0,01 M Tris-Cl pH 7,6; 0,02 NaCl)
suplementada con 1% p/v sarcosil y 0,5 mg/ml proteinasa K. El Ultimo dia se
lavaron los plugs a 50° C 2 veces, 1 hora cada vez, con 10 ml de TE 1X (10 mM
Tris-HCI pH 8; 1 mM EDTA pH 8) suplementado con 40 pg/ml PMSF. El ultimo
lavado se hizo con 10 ml de TE 1X (10 mM Tris-HCI pH 8; 1 mM EDTA pH 8) a

temperatura ambiente. EIl mantenimiento de los plugs se realiz6 en TE 1X a 4°C.

15.4 Extraccion de nicleos de levadura para el analisis de condensacion
del ADN centromérico.

Cada muestra de cultivo crecidas en medio rico YPAD (100 ml en crecimiento
exponencial) se sincronizé en la fase del ciclo celular G1 anadiendo 0,14 ug/ml de
factor a durante 1 hora en agitacion, tras la cual se volvié a adicionar la misma
cantidad durante otra hora mas (a 30° C). Se llevé a cabo el protocolo descrito en

Crotti y Basrai., 2004). En detalle, las células se recogieron y se lavaron en agua a
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temperatura ambiente, centrifugando a maxima velocidad durante 5 minutos. A
continuacion se estimd el volumen del precipitado y se afiadieron dos volimenes de
solucion pre-formacion de esferoplastos (2,8 mM EDTA(Nay;) pH 8; 0,7 M B-
mercaptoetanol), incubando las células en agitacion suave durante 30 minutos y a
30 °C. A continuacion se centrifugaron las células a 1700 g durante 5 minutos y se
resuspendieron en 10 ml de sorbitol 1M. Se volvié a centrifugar a 1700 g durante 5
minutos y al precipitado resultante se le retird todo el sobrenadante posible y se
pesd en una bascula de precision, para posteriormente resuspenderlo en 5 ml por
gramo de precipitado celular en solucién de formacién de esferoplastos (1 M
sorbitol; 5 mM B-mercaptoetanol), afiadiendo finalmente zimoliasa 20T (50 mg/ml).
Se incubd a 30 °C en agitacion constante y muy suave durante 1 hora minimo y
hasta observar al trasluz la formaciéon de los esferoplastos. A continuacién, se
centrifugaron las células a 3000 g a 4 °C y desde este momento, todo el protocolo
se realizd a la citada temperatura y con las puntas de pipetas cortadas para
intentar no romper los esferoplastos. El precipitado se resuspendido en 25 ml de
sorbitol 1 M y las células se volvieron a recoger por centrifugacion (5 minutos a
3000 g). Los esferoplastos se pesaron en una balanza de precision y se
resuspendieron en solucidon de Ficoll (18% Ficoll; 20 mM KH,PO, pH 6,8; 1 mM
MgCl,; 0,25 mM EGTA (K3); 1 mM PMSF (afiadido en el momento de uso)) (7 ml de
solucion de Ficoll/g esferoplastos). Los esferoplastos se lisaron con un
homogeneizador de mano y en pequeiios volimenes. A continuacién se centrifugd a
27000 g durante 30 minutos, retirandose el sobrenadante y restos celulares
depositados en una fase superior. El precipitado se resuspendié en solucién A (20
mM TrisHCI pH 8; 150 mM NaCl; 5 mM KCI; 1 mM EDTA(Na,) pH 8; 1 mM de PMSF
(afadido en el momento de uso)) (7 ml de soluciéon A/g esferoplastos). El volumen
de solucién A se dividié en 5 eppendorffs afadiendo en cada uno 0, 5, 15, 50 y 150
unidades por mililitro de la enzima de restriccion Dral (Takara) junto con el
volumen de Solucién M 10X correspondiente segun las indicaciones del fabricante.
Tras 30 minutos a 37 °C, se afiadid a cada eppendorff 3 pl de la enzima de
restriccion EcoRI, dejando una hora mas a 37 °C. Tras ese tiempo, las muestras se
cargaron en un gel al 0,8% agarosa (en tampdn TBE 1X) y se corrieron a un voltaje

constante de 75 V.

15.5 Extraccion de ADN genémico de nematodos para genotipado por PCR.
Este protocolo nos permite extraer ADN de un Unico individuo y genotiparlos
posteriormente mediante PCR con el uso de cebadores especificos.
Cada individuo adulto se resuspendié un en un tubo eppendorff de PCR que
contiene 10 pl de solucién de lisis (50 mM KCI, 10 mM Tris pH 8.3, 2.5 mM MgCl,,
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0.45% NP-40, 0.45% Tween 20 y 0.01% gelatina. Autoclavar. Mantener a
temperatura ambiente) . Justo antes del uso de esta solucién, se afadié proteinasa
K a la concentracién final de 50 pg/ml.

Se incubd durante 30min. a -20°C (o alternativamnete 10 minutos a -80
0C), tras lo cual se somete al programa de lisis en el termociclador:1 hora a 65 °C,
donde actla la proteinasa K, seguido de 20 minutos a 95 °C, para parar inactivar

la proteinasa K.

16. TRATAMIENTO DEL ADN.

16.1 Ligacion de ADN.

Las ligaciones se llevaron a cabo con la ligasa del fago T4 a 15° C incubando
toda la noche. Se utilizd 50 ng de vector digerido y purificado en gel y se afiadio el
inserto a ligar también digerido y purificado en una proporcion 1:1 6 1:3

(vector:inserto).

16.2 Restriccion.

El ADN plasmidico y procedente de PCR se cortd con las enzimas de
restriccion deseadas durante una hora y 30 minutos normalmente a 37° C en
volumenes finales entre 20 y 100 pl, segun la cantidad deseada. EI ADN gendmico
para analisis por Southern se digirido durante 5 horas en volimenes no inferiores a
50 ul. EI ADN gendmico extraido en plugs de agarosa se digirié en un volumen final
de 500 pl afiadiendo 50U de la enzima Stul, dejando transcurrir 2 horas, y
anadiendo 50U mas en ese momento y dejando actuar hasta completar 5 horas

desde el momento inicial.

16.3 Precipitaciéon de ADN.

Se afiadio 1/10 del volumen de partida de 3M acetato sodico y 2 volimenes
de partida de 96% etanol frio, incubando 10 minutos a -20° C y centrifugando 10
minutos a maxima velocidad. El precipitado se lavd 1 vez con 70% etanol y se dejo
secar bien antes de su resuspension en TE 1X (10mM Tris-HCI pH 8,0; 1 mM EDTA
pH 8).
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17. ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS.

17.1 Electroforesis estandar.

Para comprobar y/o purificar digestiones, productos de PCR y analisis por
Southern, se realizaron geles de agarosa al 0,8% en tampdn TAE 1X (50X: 2M Tris-
acetato; 0,05 M EDTA pH 8), excepto geles usados para correr ADN extraido en
plugs de agarosa, al 0,6% en tampon TBE 1X (890mM Tris-borato; 890mM acido
boérico; 20mM EDTA). Las muestras de ADN se migraron en campo eléctrico
constante a aproximadamente 5 V/cm de longitud de gel, en tampon TAE 1X o TBE
1X, segun tampdn usado para la realizacion del gel de agarosa. Para cargar las
muestras se afadié tampoén de carga a 1X (5X: 0,25% azul de bromofenol; 30%

glicerol).

18. TRANSFERENCIA DE ACIDOS NUCLEICOS.

18.1 Transferencia de ADN para Southern.

Tras la electroforesis, el gel de agarosa se traté con HCl 0,25 M 10 minutos,
luego 30 minutos con tampon de desnaturalizacion (1,5M NaCl; 0,5M NaOH),
posteriormente el mismo tiempo con solucién de neutralizaciéon (1,5M NaCl; 0,5 M
Tris-HCl pH 7) y se estabilizd en solucion SSC 20X (3M NaCl; 0,3 M
Nascitrato.2H,0; se ajusta el pH a 7 con HClI 1M). A continuacion se montd una
piramide para realizar la transferencia por capilaridad en tampoéon SSC 20X. Para
ello se ubicaba un puente salino hecho con papel Whatmann sobre el que se
disponia el gel, seguido de una membrana Hybond N (GE Healthcare), dos filtros
Whatmann adicionales, papel de filtro para absorber y peso para forzar que el
tampdn pasara a través del gel y hacia la membrana durante la noche. Una vez
transferido, el ADN se fij0 covalentemente a la membrana utilizando radiacion

ultravioleta (70000 pJ/cm2) por ambas caras.

19. MARCAIJE DE SONDAS DE ADN.

Todas las sondas utilizadas en esta tesis fueron de ADN de cadena doble
(dsDNA). Para marcarlas se utilizo la técnica random primer, protocolo que se basa
en la hibridacion al azar de cebadores con cada cadena del fragmento de dsDNA
deseado como sonda, a partir de los cuales se sintetizan cadenas complementarias

en presencia de a32P-dCTP, dando lugar a una sonda radiactiva. Para cada
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reaccién, se mezclaron entre 100 y 200 ng de ADN desnaturalizado (hirviéndolo 5
minutos previamente) con 1 mM de cebadores al azar (hexanucledtidos) no
marcados, 5 pl de una mezcla de dATP, dGTP y dTTP a 0,5 mM, 20 uCi de 32P-dCTP
y 2U de ADN polimerasa Klenow. Se incub6 a 37° C durante al menos 1 hora en un
volumen final de 50 pl. Los nucledtidos no incorporados se retiraron pasando el
total del volumen de cada reaccion por una columna de Sephadex G50-TE (5g de
Sephadex G50 en 75 ml de TE 1X) por centrifugacion a 3000 rpm durante 5
minutos.

La lista de sondas utilizadas en esta tesis se describen en la Tabla M5 y los

cebadores empleados se describen en la Tabla M6.

Tabla M5. Sondas de ADN de doble cadena utilizadas en esta tesis.

Sonda Experimento Cebadores \ Tamaiio
KAN-Up Fragmento Cl/al de
. L, 948 pb del gen Kan
KAN Comprobacion delecion del plasmido pFAGa-
KAN-Down KanMX4
HYG-Up Fragmento BamHI-
., ., Sacll de 1196 pb
HYG Comprobacion delecion del gen Hph del
HYG-Down plasmido pAG32
YCRO65-Up Coordenadas
YCRO65w DSBs meidticos 228032-229630 del
YCRO65-Down cromosoma III
L, CEN3-Up Coordenadas
CEN3 C°?ep:t‘;2ani'grri‘£DN 114941-115846 del
CEN3-Down cromosoma III

Tabla M6. Cebadores utilizados en esta tesis.

Nombre Secuencia 5'-3' Uso
Sustitucion
Hpr1AKANA GAAAAGGAATAGGGAGC genémica del
gen HPR1 por
Hpr1AKANB GAAAAGCGTGGTGATAA el casete
KANR
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HorlAHYGA | TAGATGATTTTAACAATTCAAGAGGCATTAAAACTT Sustitucion
P GGGCCAGCTGAAGCTTCGTACGCT genomica del
gen HPR1 por
HorLAHYGB GGGACACTATGCATGAATTTCTTATCAGTTTAAAAT el casete
P TTCTCTAGTGGATCTGATATCATC HYGR
Cebadores
Hpri-A GAAAAGGAATAGGGAGC externos al
locus HPR1
Hpri-B GAAAAGCGTGGTGATAA para PCR no
cuantitativa
KAN-Up GAAAAGGAATAGGGAGC
Sonda KAN
KAN-Down GGAATGCTGTTTTGCCGGGG
HYG-Up TGCCTGAACTCACCGCGACG
Sonda HYG
HYG-Down TATTCCTTTGCCCTCGGACG
YCRO065-Up CTGGTGTCGTTTAATTTTTI Sonda
YCR065
YCR0O65-Down CTTGGCGAGTTCACCATTTA
CEN3-Up TGTCATGCGGTGAGAATCGT
Sonda CEN3
CEN3-Down AGGACATAATTTCCAAGGGCAGT
Comprobacion
H3S10A-Up AGACGTGATTCAGCTCTCTT por PCR de la
mutacion
H3S10A-Down TACGGGACGTCGTCAAAGAT puntual
H3S10A
Comprobacién
H3S10A-Up ACCGTTCGATCTCTGACGTT por PCR de la
mutacion
H3S10A-Down CACGTTCGTAAACTTGAGGA puntual
H3S10A
RNH1 A ATGGCAAGGCAAGGGAACTT Ce%zdrgres
amplificar el
RNH1 B TTATCGTCTAGATGCTCCTT casete RNH1
OK961-E1 GCGTCTTTCGAAGGAAACTG PCR externa
alelo thoc-2
OK961-E2 CAAGTAAAGGGCTGTTCCCA (0k961)
0K961-11 ATTGGCTGATCCCATCGAAAC PCR interna
alelo thoc-2
0K961-12 TCCATTGCTTTCACATTCCA (0k961)
TM1310-E1 GCTTATGGAAGCAGCCGAGA PCR externa
alelo thoc-2
TM1310-E2 GAGATCCAACCAGTGTTCCA (tm1310)
TM1310-I1 GCTCAGCGAATGAGAATGAA PCR interna
alelo thoc-2
TM1310-12 TTCCAAGAGCTTGCAGCCAA (tm1310)
SPO11-E1 CGTGTTTCCCAAGATGCTC PCR externa
alelo spo-11
SPO11-E2 CGGAATGCGTGCAAGTG (0k79)
SPO11-I1 CCGAACAGCATATTGAAGAGG PCR interna
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SPO11-12 GCGCATATAAAACACGGAGAC a'e'i‘; lfggi 11
Nombre Secuencia 5'-3' Uso
CEN6 F C2 CCTGTCGAAGTTGTTAATGCTAAATACTCC RT-PCR en el
centromero 6
CEN6 R C2 CCAATATCATCGTAAACGTGTGTAGAGC (ChIP)
CENG6 F L3 TTGCCTACAGTAGAGGGTACCA RT-PCR en el
centromero 6
CEN6 R L3 GCCGGTGAACACAGCTG (ChIP)
CEN6 F L2 TCAGCTGTGTTCACCGGC RT-PCR en el
centromero 6
CEN6 R L2 GGCCTTTGAGGGGTTTTCTCAATAT (ChIP)
CENG6 F L1 TATTGAGAAAACCCCTCAAAGGCC RT-PCR en el
centromero 6
CEN6 R L1 GGAGTATTTAGCATTAACAACTTCGACAGG (ChIP)
CEN6 F R1 GCTCTACACACGTTTACGATGATATTGG RT-PCR en el
centromero 6
CEN6 R R1 AGATCTCTAATTTATGGTTTGCATTCGATCTTC (ChIP)
CEN6 F R2 AGAAGATCGAATGCAAACCATAAATTAGAGATC RT-PCR en el
centromero 6
CEN6 R R2 GGAACGATAGCTCTATTGAGTGTTGG (ChIP)
CEN6 F R3 CCAACACTCAATAGAGCTATCGTTCC RT-PCR en el
centromero 6
CEN6 R R3 CGTATAGTCCTTGCGACAGAAGAC (ChIP)
HML F -CTL CACAGCGGTTTCAAAAAAGCTG RT-PCR en el
locus HML
HML R -CTL GGATTTTATTTAAAAATCGAGAGGAAGGAACA (ghlp)
Analisis de la
0OK961_Up TCTTCTCGAAGCTTACTCTCCAA expresién de
thoc-2
(interno a la
OK961_ Down TGAACGGACACTTGATGCTT delecién
0k961)
Analisis de la
TM1310_Up TAGCCTTTCGTGCTTCAACA expresién de
thoc-2
(interno a la
TM1310_Down CCTTCGGTAGCAGATCCTTG delecién
tm1310)
CDC-42_Up CTTTGAGCAATGATGCGAAA Andlisis de la
expresion de
CDC-42_Down TCATTCGAGAATGTCCGAGA cdc-42
SPE-9_Up GTGAGTGTGACGACGGATTT Analisis de la
expresion de
SPE-9_Down CAGAAGAATAGCCAGCGAGA spe-15
SPE-15_Up CGCATTTACAACGAGTGGAA Analisis de la
expresion de
SPE-15_Down TGGATTGAGATGAGGAGCAG spe-15
SPE-41_Up CCACCGCTTAATTTGATTCTT Andlisis de la
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SPE-41_Down TGCCTGATCCTCAACATCAT expresion de

Spe-41
AIR-1_Up GGAAGATTGCTTGTCGTTGA Analisis de la
expresion de

AIR-1_Down ATTTTTGCCTCCATCATTCC air-1

GSP-7_Up GATAACGCTGGTGGAATGATG Analisis de la
expresion de

GSP-7_Down TTCGCTTTTTTCTCCGATGGT gsp-7

Los oligonucledtidos para las PCRs no cuantitativas se disefiaron usando el
programa Oligo y los cebadores para las PCRs cuantitativa se disenaron con el

programa PrimerExpress.

20. HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS.

20.1 Hibridacion con sonda radiactiva.

Las membranas a hibridar se equilibraron (prehibridacion) en 50 ml de
solucién de hibridacion (0,5 M NaPO4 pH 7; 7% SDS) durante 1 hora a 65° C en
agitacion constante en horno de hibridacion HB-1000 Hybridizer (UVP laboratory
products). Las sondas de ADN de doble cadena marcada radiactivamente fueron
desnaturalizadas por calor (5 minutos a 100°C) y se afiadieron a 10 ml de la misma
solucion de hibridacion, dejandose de 12 a 16 horas a 65° C en el horno de
hibridacidon. Se procedioé a realizar dos lavados breves pero enérgicos a temperatura
ambiente con solucidon de lavado (0,1X SSPE; 5 mM EDTA pH 8; 0,5% SDS)
previamente calentada a 65° C, y un tercer lavado de al menos 1 hora de duracion
en agitacién a 65° C con la misma solucién. Finalmente las membranas hibridadas
se envolvieron en papel de celofan y se expusieron en casetes Fuli para su

posterior deteccion en lector PhosphorImager.

20.2 Cuantificacion de senales radioactivas.

Todas las sefiales radiactivas se monitorizaron utilizando un lector
Phosphorlmager Fujifilm FLA-5100 y se cuantificaron usando el programa
ImageGauge de Fujifilm.

Para el analisis de los DSBs meidticos en la regidon cromosomica YCR054c-
YCRO65w,, se cuantifico la sefial para cada banda visible por Southern a las alturas
de 6, 7, 8, 9, 10 y 12 Kb, correspondientes a los distintos puntos calientes
existentes en dicha region. Ademas, se cuantificd la senal correspondiente al ADN
sin cortar en ningln punto caliente, visible a la altura de 46 kb. La cuantificacion de

la sefial para cada punto caliente se relativizd respecto al ADN sin cortar (Fig R27
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B). En la Figura R27 C se muestra el sumatorio de todos los puntos de corte

relativizados al ADN sin cortar y para cada tiempo.

21. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).

21.1 PCR no cuantitativa.

Este método permite la amplificacion exponencial de fragmentos de ADN
usando una polimerasa termoestable y un par de oligonucledtidos que sirven como
cebadores de la enzima (Saiki et al., 1985). Se mezclaron en frio la enzima
correspondiente, el tampdn suministrado con la misma y el MgCl,, en caso de ser
necesario, en las cantidades recomendadas por el fabricante. Se us6 1 ul de ADN
molde por cada reaccién. Para suministrar la cantidad de ADN 6ptima en cada caso,
se realizaron varias reacciones donde, en cada una, el ADN molde se diluia 10
veces respecto a la anterior. Se utilizaba 2,5 pl de cada cebador 10 uM y 1 pl de
mezcla de los cuatro dNTPs (a 10 mM cada uno) por reaccion de 50 pl. Todas las
reacciones se incubaron en un termociclador. La reaccién tipo consté de 1 ciclo de 5
minutos a 95° C, 35 ciclos de [(a) 30 segundos 95° C, (b) 30 segundos a la
temperatura de emparejamiento y (c) tantos segundos a la temperatura de
elongacién como pares de bases tenga el producto a amplificar] y 1 ciclo de 10
minutos a la temperatura de elongacién. La temperatura de elongacién dependia de
la enzima utilizada (68-72 °C).

21.2. PCR cuantitativa.

Se realizd en un termociclador de PCR a tiempo real (RT-PCR) (7500 Real
Time PCR System, Applied Biosystems) (7500 System Software V1.4.0), que
permite conocer la cantidad de ADN amplificado en cada momento de la reaccion
gracias a la fluorescencia emitida por el reactivo SYBR® Green. Este tipo de PCR se
utilizé en analisis tipo ChIP.

En los experimentos de ChIP para poder cuantificar es necesario realizar una
recta patron, que en nuestro caso se compuso de 5 diluciones seriadas (con factor
de dilucion 10) a partir de una de las muestras de ADN total (INPUT) de cada
experimento de ChIP. El primer punto de la recta patréon era directamente ADN de
dicho INPUT, sin diluir. A cada punto de esa recta se le otorga un valor arbitrario de
numero de moléculas (que van decreciendo como multiplos de 10), a partir de los
cuales el aparato estima la cantidad de ADN presente en las muestras problema.

Para la PCR se mezclaron en frio 7,5 ul de agua; 2,5 pyl de mezcla de
cebadores 0,1 mM cada uno; 2,5 pl de ADN y 12,5 ul de SYBR Green PCR Master
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Mix (Applied Biosystems) que contiene el fluorocromo SYBR® Green, la ampliTaq
Gold® ADN polimerasa, la ADN polimerasa LD, dNTPs con mezcla de dUTP/dTTP, el
fluorocromo ROX como referencia pasiva y un tampdn optimizado para la reaccion.

La reaccion tipo consté de 1 ciclo de 10 min. 95°C, 40 ciclos de [(a) 15s
9590C, (b) 1 min. 65°C] y 1 ciclo de disociaciéon que consiste en [(a) 15s 95°C, (b) 1
min. 65°C, (c) 15s 95°C y (d) 15s 60°C], cuya utilidad es detectar amplificaciones
de contaminantes.

Todos los oligonucledtidos utilizados, tanto para PCR cuantitativa como no

cuantitativa se detallan en la Tabla M6.

21.3 PCR anidada para genotipado de nematodos.

Para el genotipado de nematodos independientes, se usé el método de PCR
anidada, que consta de dos rondas de PCR, donde, el producto de una amplificaciéon
con cebadores especificos en la region de interés, es utilizado como molde para
realizar una segunda amplificacion con otros nuevos cebadores que se ubican
dentro de la primera secuencia amplificada. Con esta técnica conseguimos una
mayor sensibilidad vy especificidad que con una ronda de PCR simple ya que
evitamos la obtencidon de productos inespecificos por uniones no fidedignas de los
cebadores. Por tanto, se utilizaron dos pares de oligonucledtidos, externos e
internos, que se utilizaron en la primera y segunda ronda de PCR respectivamente.
Cada par de cebadores, segun ronda de PCR y a una concentracion final de 0,5 uM,
se mezclaron en frio junto con la enzima polimerasa GoTaq, el tampén y MgCl,
suministrado por la misma, en las cantidades recomendadas por el fabricante. La
mezcla de los cuatro dNTPs se ponia en una concentracién final de 0,1 uM. Se
usaron 3 pl de ADN molde (procedente de la lisis del nematodo a genotipar) para la
PCR externa y 1 pl de la PCR externa para la PCR interna, ambas en un volumen
final de reaccion de 10 pl.

La reaccién tipo consté de un ciclo de 5 minutos a 95°C, 35 (PCR externa) 6
25 ciclos (PCR interna) de [(a) 30s 95°C, (b) 30s a la temperatura de
emparejamiento y (c) tantos minutos a 72°C como longitud en kilobases tenga el
producto a amplificar] y un ciclo de 10 minutos a 72°C, temperatura de elongacién
de la polimerasa GoTagq.

Los cebadores utilizados se detallan en la tabla M6 (PCR no cuantitativa).

21.4 Analisis cuantitativo (mediante RT-PCR) de la expresion génica en
nematodos.
Esta técnica se empled para medir los niveles de expresién de determinados

genes. Es una variante de la técnica PCR cuantitativa, diferenciandose en el uso de
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ARN mensajero en lugar de ADN como molde inicial. Para ello empleamos una
enzima, Transcriptasa inversa o Retrotranscriptasa, para realizar la sintesis de un
ADN complementario al ARN mensajero molde (ADNc). De esta forma, el desarrollo

del analisis cuantitativo para medir la expresién génica seria:

e ler paso: obtencion del ARN total.
¢ 20 paso: sintesis de ADNCc.

e 3er paso: PCR a tiempo real o PCR cuantitativa.

21.4.1 Obtencion del ARN total.

El aislamiento del ARN se realizé a partir de unos 50 nematodos adultos para
las cepas silvestres N2 y de unos 80 nematodos adultos para la cepa thoc-2
(tm1310), debido a su menor tamafno respecto al silvestre. El total de nematodos
se recogieron en un volumen de 50 pl de H,O DEPC. Para facilitar la extraccidon de
ARN previamente se realizd un ciclo de congelacién (-80°C), descongelacion y
disgregacion celular con un homogeneizador de mano adaptable a tubo eppendorff
de 1,5 ml (con un minimo de 5 a 10 repeticiones). Tras la comprobacion visual de
la disgregaciéon de los tejidos del nematodo, se llevd a cabo la extraccion del ARN
con el sistema RNeasy mini Kit (QIAGEN), siguiendo las instrucciones del fabricante
(Animal Cell Protocol). La concentracién de ARN extraida fue estimada por el

espectrofotometro ND-1000 (nanodrop).

21.4.2 Sintesis de ADNc.

Para la obtenciéon de ADNc a partir del ARN extraido se utilizé el sistema
Quantitec Reverse Transcription Kit (QIAGEN). Se basa en un primer paso de
eliminaciéon de posibles restos de ADN gendmico de la muestra obtenida
anteriormente, tras el cual, se realiza un segunda paso de retrotranscripcién del
ARN a ADNc mediante el uso de la enzima Transcriptasa Inversa y una mezcla de
cebadores aleatorios, en una solucién que contiene dNTPs y MgCl,, necesarios para
el funcionamiento de la enzima. Se usaron unos 360 pug de ARN por reaccion y las
instrucciones del fabricante. Para las reacciones de PCR se usé 1 pl de la reaccién

de retrotranscripcion.

21.4.3 PCR a tiempo real.

Mediante esta técnica podemos detectar la presencia o ausencia de un
determinado transcrito a través de pares de cebadores especificos que amplifican
una regidén en concreto del transcrito deseado. Ademas, cuando el transcrito esta

presente, podemos medir sus niveles de expresion y ver su abundancia.

239



MATERIALES Y METODOS

Se llevaron a cabo con el termociclador de PCR a tiempo real 7500 Real Time
PCR System, Applied Biosystems (7500 System Software V1.4.0). Esta técnica nos
permite conocer la cantidad de ADN amplificado en cada momento de la reaccion
(PCR cuantitativa relativa). Para poder usar el método cuantitativo relativo,
previamente, es imprescindible analizar que las eficiencias de amplificacion dada
por los cebadores empleados (disefiador a través del programa Primer Express)
sean iguales. Para ello, se realizaron rectas patrones para cada par de cebadores a
comparar y se comprueba que las pendientes de las rectas eran paralelas entre si y
éstas tenian un valor en torno a -3.3 6 -3.4, lo que indica una eficiencia de
amplificacion adecuada. Para la realizacién de la recta patron para cada par de
cebadores, se realizan 5 diluciones seriadas, de 10 en 10, de una muestra de ADNc
(silvestre, en esta tesis). Para la PCR se mezclaron en frio 1 pl de la dilucién de
ADNc; 6,5 pl de H20; 2,5 ul de la mezcla de cada cebador a 0,1 mM vy 12,5 ul de
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) que contiene el fluorocromo
SYBR® Green, la ampliTaqg Gold® ADN polimerasa, la ADN polimerasa LD, dNTPs
con mezcla de dUTP/dTTP, el fluorocromo ROX como referencia pasiva y un tampoén
optimizado para la reaccion. La reaccién tipo consté de 1 ciclo de 10 min a 95°C, 40
ciclos de [(a) 15s 95°C, (b) 1 min a 65°C] y un ciclo de disociacidon que consta en
[(@a) 155 95°C, (b) 1 min a 65°C, (c) 15s 95°C y (d) 15s 60°C], que detectan, si
existiera amplificaciones de productos contaminantes.

Mediante este método detectamos también la concentracién de ADNCc
adecuada para usar en el siguiente paso la PCR cuantitativa relativa, que en este
caso fueron 360 ng. Las condiciones de la reaccion de la PCR fueron las mismas que
anteriormente se han descrito.

Como gen enddgeno se ha utilizado cdc-42, cuyos niveles de expresion son
homogéneos durante toda la vida de C. elegans.

Los cebadores utilizados se detallan en la tabla M6 (PCR cuantitativa).

22. INMUNOPRECIPITACION DE CROMATINA (ChIP).

Se llevé a cabo segun el protocolo descrito por (Hecht et al., 1996), con

algunas modificaciones:

22.1 Preparacion del cultivo.
Cada muestra de cultivo (50 ml en crecimiento exponencial) se fijo con
formaldehido 1%, para unir el ADN con las proteinas, durante 15 minutos con

agitacion suave a temperatura ambiente. A continuacion se afiadid glicina a la
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concentracion final de 125 mM, durante 5 minutos y en agitacidn suave a
temperatura ambiente para bloquear la reaccidon del formaldehido. Por ultimo se
centrifugd la muestra a 4000 rpm a 4°C durante 5 minutos y las células se lavaron
2 veces con 20 ml de tampdén PBS 1X frio (140 mM NaCl; 2,5 mM KCI; 1,8 mM
Na,HPO,; 1,5 mM KH,PQO4; pH 7,5). En este momento las células se podian congelar

y mantener a -80° C.

22.2 Preparacion del extracto y rotura del ADN.

Las muestras celulares se resuspendieron en 300 pl de tampdn de lisis (50
mM HEPES-KOH pH 7,5; 140 mM NaCl; 1 mM EDTA pH 8; 1% Triton X-100; 0,1%
desoxicolato sodico) suplementado, en el momento de uso, con inhibidores de
proteasas (1 mM benzamidina; 50 pg/ml TPCK; 0,25 mM TLCK; 1 upg/ml
leupeptina; 1 pg/ml antipaina; 1 pg/ml pepstatina A; 1 pug/ml aprotinina; 1 mM
PMSF). A continuacion se afiadié un volumen de bolas de cristal para lisis en tubos
de 2 ml. En ellos se procedioé a la rotura, que se realizdé en un voértex a 4° C durante
45 minutos. Se recuperd el liquido agujereando la base de los tubos vy
centrifugandolos 1 minuto a 3.000 rpm. Se lavaron las bolas con 300 pl de tampdn
de lisis con inhibidores y se unid con el liquido anterior. Se volvié a centrifugar 1
minuto a 3.000 rpm para eliminar la fraccion soluble de proteinas no fijadas. El
precipitado se resuspendid en 300 ul de tampdn de lisis con inhibidores y se sonicé
cada muestra utilizando un sonicador Bioruptor (Diagenode, Bélgica), alternando
pulsos de 30 segundos a alta intensidad con pulsos de 30 segundos de descanso,
durante 30 minutos, para fragmentar el ADN en trozos de aproximadamente 400
pb. Las muestras se centrifugaron a 4°C durante 5 minutos a maxima velocidad
para eliminar los restos celulares, y de nuevo otros 15 minutos, con la misma
finalidad. El volumen final asi conseguido era de aproximadamente 300 ul de los
cuales se apartaban 20 pl como control de ADN total (INPUT) y el resto se

procesaba para la inmunoprecipitacién (extracto).

22.3 Inmunoprecipitacion.

El anticuerpo correspondiente (en esta tesis, aH3S10P) se incubd en
agitacion constante y suave, con un agitador tipo noria, durante un minimo de 4
horas a 4° C (en esta tesis, durante toda la noche) con bolas de Proteina A
(Dynabeads Protein A, Invitrogen). Las bolas de Proteina A se habian tratado
previamente. Para ello, se cogian 10 ul de bolas por muestra, se lavaban 2 veces
con 1 ml de PBS 1X (10X, 1I: 81,9g NaCl; 2,01g KCl; 14,2g Na,HPO,4; 2,45¢g
KH,PO,4) con BSA (5 mg/ml) y se dejaba el mismo volumen inicial con el anticuerpo

incluido (20 ul por cada inmunoprecipitacion) .
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Tras la incubacién pertinente se realizaron 2 lavados con 1 ml de PBS 1X con
BSA (5mg/ml) para eliminar el anticuerpo no adherido a las bolas. Se
resuspendieron las bolas con el anticuerpo en el mismo volumen inicial y se le
anadio el extracto (aproximadamente 280 pl). Se incubaba con agitacién constante
y suave, en una noria, durante toda la noche a 4° C.

Posteriormente se efectuaron lavados sucesivos: 2 lavados con 1 ml de
tampon de lisis, 2 lavados con 1 ml de tampoén de lisis suplementado con 500 mM
de NaCl, 2 lavados con 1 ml de tampén III (10 mM Tris-HCIl pH 8; 1 mM EDTA pH
8; 250 mM LiCl; 0,5% IGEPAL; 0,5% SDS) y finalmente un Unico lavado con 1 ml
de TE 1X (10mM Tris-HCI pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8). A continuacién se secaron las
bolas al maximo y se incubaron durante 10 minutos a 65° C con 60 pl de tampdn
de elucién (TE 1X, 1% SDS). Se tomaron 20 pl del sobrenadante, que se considerd

el Precipitado, y el resto se guardé a 4° C.

22.4 Procesamiento del INPUT y del Precipitado.

La purificacion del ADN contenido en los 20 ul de INPUT y en los 20 ul de
Precipitado se realizé una vez eliminadas las proteinas contenidas en las muestras.
Para ello a cada tubo se afiadié 20 pl (TE 1X, 1% SDS) y 1,4 pl de Pronasa 50
mg/ml, incubandose 2 horas a 42° C y 6 horas a 65° C, con lo que se revierte,
ademas, la fijacion con formaldehido. EI ADN se purificé usando el Kit WizardR SV
ADN clean-up system (Promega), eluyéndose en 200 pl de TE 1X. El ADN asi
purificado se conservd a -20°C hasta su utilizacién.

Los analisis se realizaron por PCR a tiempo real (RT-PCR) (ver apartado
22.2) utilizando diluciones 1/50 del INPUT y 1/4 del Precipitado. Los cebadores
utilizados se describen en la tabla M6. Los cebadores de la regién HML se usaron
como regidn control negativa, ya que no se ha observado mediante ChIP-on-chip
niveles detectables de fosforilacién de H3S10. Los valores de sefal de fosforilacién
obtenidos se calcularon dividiendo el valor de cada Precipitado entre su INPUT (en
%). El valor final muestra la media entre los resultados obtenidos de 3

experimentos independientes.

23. INMUNOPRECIPITACION DE CROMATINA SOBRE CHIP (ChIP-on-
chip).

Los experimentos se llevaron a cabo siguiendo el protocolo descrito por

(Katou et al., 2006) con algunas modificaciones:
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23.1 Preparacion del cultivo.

Para las distintas estirpes, se tomaron muestras de cultivo (100 ml) en
medio rico YPAD de células en las fases del ciclo celular G1 y S. Para ello, se partio
de cultivos en crecimiento exponencial y con una densidad celular aproximada de
1x107 células/ml. Para la sincronizacion de los cultivos en G1, se afiadidé 0,3 pg/ml
de factor a durante 2 horas en agitacién a 30 °C. Para las muestras en fase S, el
resto de cultivo se lavé dos veces en el mismo medio atemperado y se resuspendio
en YPAD fresco junto con 200 mM de Hidroxiurea. Se incubd a 30 °C en agitacion

durante una hora mas, recogiendo la muestra.

23.2 Preparacion del extracto y rotura del ADN.

Las muestras tomadas se fijaron con formaldehido al 1% para unir el ADN
con las proteinas, durante 30 minutos con agitacion suave a temperatura ambiente.
Posteriormente, se continud la fijacion a 4 °C durante toda una noche con agitacién
suave. A partir de este punto, todos los pasos se realizaron en frio para evitar la
degradacion de las muestras y con soluciones previamente autoclavadas.

Cada muestra, se dividié en dos. Se recogieron las células por centrifugacién
a 3000 rpm y se resuspendieron en TBS 1X (140 mM NaCl; 2,5 mM KCI; 1,8 mM
Na,HPO,4; 1,5 mM KH,PO,4; pH 7,5) frio. Este paso se realizé un total de 3 veces. Al
precipitado celular se afiadié 0,8 ml de solucion de lisis (50 mM HEPES-KOH pH 7,5;
140 mM NaCl; 1 mM EDTA pH 8; 1% Triton X-100; 0,1% desoxicolato sodico)
suplementado, en el momento de uso, con 1 mM PMSF vy una mezcla de
inhibidores de proteasas en pastillas (Complete protease inhibitor cocktail tablets,
Roche) segun las indicaciones del fabricante. Cada muestra (anteriormente ya
dividida) se dividid en dos de nuevo. A continuacidn se afiadié un volumen de bolas
de cristal para la lisis y rotura celular en un homogeneizador MB400U, Yasui Kikai
previamente enfriado a 4 °C. Se realizaron un total de 5 ciclos de 4X (1 minuto de
agitacion mas 1 minuto de parada), con 5 minutos de parada entre ciclo y ciclo. Se
recupero el liquido agujereando la base de los tubos y centrifugandolos 1 minuto a
3.000 rpm. Se realizé un par de veces para recoger todo el volumen. Se centrifugd
a 12000 rpm durante un minuto y se elimind el sobrenadante, resuspendiendo el
precipitado en 0,45 ml de solucion de lisis suplementado con PMSF y la mezcla de
inhibidores de proteasas. Se extrajo y fragmenté la cromatina por sonicacion,
realizando 5 ciclos de 15 segundos al 20% de amplitud y centrifugando las
muestras a 5000 rpm durante un minuto entre ciclo y ciclo. Finalmente, se
centrifugaron las muestras durante 5 minutos a 15000 rpm para eliminar los restos
celulares y el sobrenadante se transfirid a tubos Costar de 1,7 ml. El volumen final

conseguido era de aproximadamente 400 pl por cada muestra (x4).
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23.3 Inmunoprecipitacion.

El anticuerpo aH3S10P se incubd en agitacion constante y suave, con un
agitador tipo noria, durante toda la noche a 4° C (y con minimo de 4 horas) con
bolas de Proteina A (Dynabeads Protein A, Invitrogen). Las bolas de Proteina A se
habian tratado previamente. Para ello, se cogian 15 pl de bolas (x4) por muestra,
se lavaban 2 veces con 1 ml de PBS1X (10X, 1l: 81,9g NaCl; 2,01g KCI; 14,2g
Na,HPO4; 2,45g KH,PO,4) con BSA (5 mg/ml) y se dejaba el mismo volumen inicial
con el anticuerpo incluido (20 pl por cada inmunoprecipitacion).

Tras la incubacién, se realizaron 2 lavados con 1 ml de PBS1 X con BSA
(5mg/ml) para eliminar el anticuerpo no adherido a las bolas. Se resuspendieron
las bolas con el anticuerpo en el mismo volumen inicial y se afadié 15 ul de bolas a
cada tubo Costar. Se incubd con agitacidon constante y suave en una noria, durante
toda la noche a 4° C.

Posteriormente se efectuaron lavados sucesivos. Anteriormente, se cogieron
5 ul como control de hibridacion (SUP, del inglés supernatant). Los lavados
constaron de: 2 lavados con 1 ml de tampon de lisis, 2 lavados con 1 ml de tampdn
de lisis suplementado con 360 mM de NaCl, 2 lavados con 1 ml de tampdn de
lavado (10 mM Tris-HCI pH 8; 1 mM EDTA pH 8; 250 mM LiCl; 0,5% NP-40; 0,5%
sodio deoxicolato; 1 mM EDTA) vy finalmente un Unico lavado con 1 ml de TE 1X
(10mM Tris-HCIl pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8). A continuacion se secaron las bolas al
maximo y se incubaron durante 10 minutos a 65 °C con 60 ul de tampoén de elucién
(TE 1X, 1% SDS). Se centrifugaron las muestras un minuto a maxima velocidad y
se afadieron 4 voliumenes de tampoén de elucién. A los 5 pl como control de
hibridacion (SUP) anteriormente apartados, se les afiadieron 95 ul de tampdn de
elucion. Las muestras se incubaron toda la noche a 65 °C para revertir la fijacion

con formaldehido.

23.4 Procesamiento del SUP y del Precipitado.

Para la purificacion del ADN contenido en las muestras, se eliminaron las
proteinas mediante la adicién de glicégeno (20 mg/ml) y proteinasa K (20 mg/ml),
incubandolas a 37 °C durante dos horas. Se afiadié a cada tubo NaCl (200 mM) y
se procedid a la fenolizacion con el mismo volumen de fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico (Sigma). Se realiz6é un total de 2 rondas de fenolizacion, centrifugando a
12000 rpm durante 5 minutos cada vez. Para la precipitacion del ADN, se anadieron
dos volimenes de etanol puro y frio, incubando al menos durante 20 minutos a -20
OC. Se centrifugaron las muestras a 4 °C durante 10 minutos y a maxima velocidad
y el precipitado resultante se lavo con etanol al 80%, centrifugando de nuevo. Una

vez seco el precipitado, se resuspendié en TE 1X conteniendo 10 yg/ml de RNasa A
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(Roche) y se incubd a 37 °C durante una hora. Se pusieron juntas las muestras
iguales (2 a 2) y se purific6 el ADN usando el Kit PCR purification (Qiagen),
eluyéndose en 50 pl de tampdn de elucidn. Se unieron las dos muestras iguales
restantes y se precipitd el ADN anadiendo 5 pl de NaOAc 3 M, 1 ul de glicdgeno a
20 mg/ml y 2,5 volimenes de etanol puro y frio, incubando al menos durante 20
minutos a -20 °C. Se centrifugaron las muestras a 4 °C durante 10 minutos y a
maxima velocidad y el precipitado resultante se lavdo con etanol al 70%,
centrifugando de nuevo. Una vez seco el precipitado, se resuspendié en 10 ul de
agua MilliQ.

23.5 Amplificacién, purificacion, digestion y marcaje del ADN.

Para la amplificacién del ADN, se uso el kit Genomeplex Complete Whole
Genome Amplification (Sigma) y se siguieron las indicaciones del fabricante. Se
realizaron un total de 14 ciclos de amplificacion.

A continuacién, se anadié 485 ul de agua MilliQ al volumen de la
amplificacion por PCR y se concentré a través de las columnas Microcon YM30
(Millipore) por centrifugacion a 14000 g durante 8 minutos. Se repitid este mismo
paso. El volumen tras la concentracion por dichas columnas se determind y se llevd
a 41,75 pl. La concentracion de ADN fue estimada por el espectrofotometro ND-
1000 (nanodrop).

Un total de 4 pg de ADN fue digerido con ADNasal (Gibco) segun las
indicaciones del fabricante, en tampon One-Phor-All-Buffer plus (Pharmacia) y 25
mM de CoCl,. La mezcla se incubdé 30 segundos a 37 °C y posteriormente 15
minutos a 95 °C, para parar la reaccion de la ADNasal.

Los fragmentos de ADN fueron marcados con biotin-N6-ddATP (NEN),
usando la enzima terminal transferasa (Roche). Al volumen anterior, se anadié el
tampdn de la enzima, segun instrucciones del fabricante, 25 U de enzima terminal
transferasa y 1 ul de biotin-N6-ddATP (1 nM/ul). Se incubd a 37 °C durante una

hora. En este punto, se pueden mantener las muestras a -20 °C.

23.6 Hibridacion del ADN en chip.

Para la hibridacién de las muestras de ADN se usaron “GeneChip® S.
cerevisiae Tiling 1.0R Array” de Affymetrix. Este chip ofrece una cobertura completa
del genoma de S. cerevisiae con 3,2 millones de pares de oligos disefiadas a partir
de la informacién depositada en la base de datos: October 2003 Stanford Yeast
Genome Database files (www.yeastgenome.org). Se incluyendo dos tipos de oligos:
los que hibridan perfectamente con la secuencia diana y oligos hermanos que

contienen la misma secuencia que los anteriores, excepto en un nucleotido central,
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por lo que no aparean perfectamente con la muestra de ADN, y sirven como control
negativo. La resolucion de dicho array viene dada por la presencia de pares de
oligos de una longitud de 25 pb cada 5 pb del genoma de S. cerevisiae, mostrando
un solapamiento con oligos adyacentes de 20 pb. Para la hibridacion, lavado vy
escaneado del chip se realizaron segun el protocolo de Affymetrix para la aplicacién

de ChIP-on-chip y fue llevado a cabo por la Unidad de Gendmica del CABIMER.

23.7 Analisis de datos.

Para la cuantificacién de intensidad de quimioluminiscencia de cada sonda
(cada 5 pb un dato de intensidad independiente), se utilizd el software de
Affymetrix® GeneChip® Command Console ® (AGCC), almacenandose en los
denominados ficheros *.CEL (Cell Intensity File). Posteriormente, estos datos
brutos de intensidad para ambas repeticiones de cada muestra y condicién fueron
normalizados con el software TAS 1.1.02 (Affymetrix). Los parametros aplicados
fueron normalizacion por quantiles y un ancho de banda de 150 pb (Bolstad et al.,
2003), generandose dos archivos *.BAR (Binary Analysis results) para cada
experimento: el de la sefial (Hodges-Lehman Estimator (aka Pseudomedian)),
siendo ésta el log ratio (log,) entre la senal especifica (inmunoprecipitada, IP) vy
control (ADN total, SUP) y el de valor Pvalue (Wilcoxon signed Rank test)
correspondiente a dicha sefial. Los archivos *.BAR se han convertido a *.TXT y a
* WIG para facilitar su manipulacion y visualizacién.

Para la determinacién de intervalos de enriquecimiento (archivos *.bed,
Browser Extensible Data) se utilizaron los archivos de intensidad *.bar con el
software TAS1.1.02, utilizando un método que implica tres pasos: en el primero, es
necesario establecer el umbral de corte para Pvalue <0,01 para seleccionar
intervalos genomicos estadisticamente significativos; en el segundo paso, las
regiones positivas son separadas hasta un Maximum gap de 250 pb (maxima
separacién entre intervalos para considerarse como Unicos); El paso final consiste
en procesar la lista de todas las regiones detectadas y rechazar cualquiera con una
longitud inferior a Minimum run/length de 30 bp (entre sondas adyacentes,
poniendo de manifiesto la necesidad de un minimo de 30 pb que cumplan los
requisitos de sefial y valor de p anteriormente citados para considerarse como
region positiva).

Los intervalos de enriquecimiento generados se cruzaron con la base de
datos YeastMine del SGD para determinar los elementos dentro del genoma de S.
cerevisiae coincidentes con dichos intervalos, asi como el nimero de estos

elementos positivos. Para determinar si las diferencias entre los elementos positivos
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obtenidas en el silvestre y mutantes son significativas se aplicé la distribucion
binomial (p<0,001).
Los histogramas se realizaron con el visualizador y las herramientas

disponibles en http://genome.ucsc.edu/, el portal de UCSC Genome Bioinformatics.

23.7.1 Perfiles centroméricos.

Para el andlisis de los perfiles de sefial log, (ratio) en la regidn
pericentromérica (+/- 20 kb aguas arriba y abajo desde cada centrémero de los 16
cromosomas presentes en S. cerevisiae) se dividié las regidon gendmica de interés
en 81 partes. Una se correspondia con las coordenadas cromosdémicas de inicio y
final de cada centrémero (CEN). Para generar las 80 partes restantes (40 anteriores
y 40 posteriores al CEN) se dividieron las regiones de interés en segmentos
consecutivos de 500 pb. Posteriormente, se promediaron los datos de sefial de cada
ventana y a continuacion se sumariaron esos datos entre las distintas ventanas de
los 16 cromosomas. Para ello, se utilizaron herramientas disponibles en el portal

Galaxy (http://main.g2.bx.psu.edu/).

23.7.2 Analisis de ORFs.

Para el anadlisis de los niveles de H3S10P en diferentes ORFs, se obtuvo de la
base de datos YeastMine del SGD el listado de la totalidad de ORFs presentes en el
genoma junto a sus coordenadas cromosdmicas. Independientemente de la
longitud en pb de éstas, se establecieron intervalos gendmicos de cada una de
ellas, dividiéndose en 10 segmentos. Ademas, se afiadieron dos segmentos
adicionales de 500 pb en los extremos 5" y 3° de cada ORF. Los segmentos se
representan en el eje x. Utilizando herramientas del portal Galaxy, se obtuvo la
media de sefal log, (ratio) de cada segmento de cada ORF, para posteriormente
representar en el eje y la media se sefial de cada segmento en la misma posicién
de todas las ORFs en estudio.

Por otro lado, este analisis también se realizd para las ORFs incluidas en la
regién pericentromérica (+/- 20 kb aguas arriba y abajo desde cada centrémero de

los 16 cromosomas presentes en S. cerevisiae).

Todo el analisis de Datos fue llevado a cabo por la Unidad de Gendmica del
CABIMER.
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24. EXTRACCION DE PROTEINAS CON TCA.

Entre los distintos protocolos de extraccién de proteinas, se utilizdé el de
extraccién con TCA ya que preserva las fosforilaciones, y en el caso de esta tesis,
preservar esta modificacion post-traduccional es esencial. Se utilizaron 10 ml de
cultivo en crecimiento exponencial. Se afiadieron 200 pl de TCA 10% frio y 200 pl
de bolas de vidrio para lisis. Se procedio a la rotura, que se realizd en un vortex a
40 C durante 15 minutos. Se recogid el sobrenadante y se lavaron las bolas 2 veces
con 200 pl de TCA 10% frio cada vez. Estos aproximadamente 600 ul se
centrifugaron durante 10 minutos a 3.000 rpm a 4°C, descartandose el
sobrenadante. El precipitado se resuspendié en 100 ul de LB 2X (62,5 mM Tris-HCI
pH 6,8; 25% glicerol; 2% SDS; 0,01% bromofenol en agua; 5% B-
mercaptoetanol), suplementado previamente con 1 mM PMSF y 66 pg/mi
quimiostatina, seguido de 50 ul de agua y 50 pl de 1 M Tris base al que no se le
habia ajustado el pH. Se mezcldé bien con vértex. Las muestras podian conservarse
a -20°cC.

Anteriormente a la carga de las muestras en el gel de poliacrilamida
correspondiente, se llevé a cabo la desnaturalizacién de las proteinas mediante la
incubacién de las muestras a 80° C durante 5 minutos. Posteriormente, se
centrifugd 10 minutos a 3.000 rpm a temperatura ambiente, separando el

sobrenadante de proteinas solubles del pellet de restos celulares.

25. GELES DE PROTEINAS.

25.1 Geles desnaturalizantes.

Para separar las proteinas segun su peso molecular se utilizd el método de
geles de SDS-poliacrilamida desarrollado por (Laemmli, 1970). Los geles se
prepararon a partir de una solucién de acrilamida:bisacrilamida (29:1) al 40% vy el
porcentaje final dependié de la proteina que se queria detectar. La parte superior
del gel (empaquetamiento) se prepard en tampdn 125 mM Tris-HCl pH 6,8; 0,1%
SDS vy la parte inferior (separacion) en tampdén 375 mM Tris-HCI pH 8,8; 0,1%
SDS. Para desencadenar la polimerizacién se afiadié APS a una concentracion final
de 0,1% y TEMED. Como marcador de tamafio se utilizé el Page Ruler™ pretefiido
de Fermentas (Canada).

El sistema de cubetas empleado fue Mini-PROTEAN 3 Cell de BioRad. Los
geles se corrieron en tampon 25 mM Tris base pH 8,3; 194 mM glicina; 0,1% SDS a

un voltaje no superior a 150 V.
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25.2 Geles desnaturalizantes de gradiente.

Para el estudio conjunto de la fosforilacién de las proteinas Rad53 y H2A
durante meiosis, se utilizaron geles de gradiente (4-20%) ya preparados de BioRad
(Criterion™ TGX™ Precast Gels). Como marcador de tamafio se utilizd el Page
Ruler™ pretefiido de Fermentas (Canada).

El sistema de cubetas empleado fue Criterion Cell de BioRad. Los geles se
corrieron en tampdn 25 mM Tris base pH 8,3; 194 mM glicina; 0,1% SDS durante

40 minutos a un voltaje constante de 200 V.

26. TRANSFERENCIA DE PROTEINAS.

26.1 Transferencia hiumeda.

Este tipo de transferencia se utilizo cuando la carga de las muestras
proteicas se realizd en geles de gradiente. En todos los casos, la transferencia se
realiz6 a una membrana de PVDF (Inmobilon, Millipore). La membrana se activaba
previamente con metanol durante 30 segundos y después se dejaba en la solucién
de transferencia 1X (5X: 30g Tris base; 1449 glicina, SDS 2,5%) junto con metanol
al 20% (anadido en el momento de su utilizacion).

La membrana se coloco sobre el gel al que previamente se le habia retirado
la fraccion de empaquetamiento y se habia equilibrado con solucién de
transferencia 1X junto con metanol al 20% unos 5 minutos. Ambos se colocaron
entre los filtros Whatman, que a su vez se alojaron entre dos espumas protectoras
empapadas de solucion de transferencia 1X con metanol al 20%. El conjunto se
colocé en el sistema correspondiente de transferencia tal que el gel quedase de
cara al polo negativo y la membrana de cara al polo positivo. El tanque se rellend
con la solucion de transferencia con metanol.

La transferencia se realizd con el sistema Trans-Blot de BioRad,
suministrando un amperaje constante de 400 mA durante 2 horas.

Tras este paso, las membranas se podian secar y almacenar, o bien, activar
con metanol durante 5 segundos y posteriormente dejar 5 minutos en TBS 1X (10x,
1L: 80g NaCl; 2g KCI; 30g Tris; ajustar pH a 7,4 con HCI) para eliminar los restos

de metanol. Se procedié al bloqueo de las membranas.

26.1 Transferencia semi-seca.
Este tipo de transferencia se realizd cuando la carga de las muestras
protéicas se realizo en geles de SDS-poliacrilamida y cuando las proteinas problema

a detectar mediante western no superaban un tamafio de 50 a 60 KDa. En todos los
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casos, la transferencia se realizé a una membrana de PVDF (Inmobilon, Millipore).
La membrana se activaba previamente con metanol durante 30 segundos y
después se dejaba en la solucién de transferencia 1X (48 mM TrisHCI; 39mM
glicina; 0,0375% SDS) junto con metanol al 20% (afiadido en el momento de su
utilizacion).

La membrana se coloco sobre el gel al que previamente se le habia retirado
la fraccion de empaquetamiento y se habia equilibrado con solucién de
transferencia 1X junto con metanol al 20% unos 5 minutos. Ambos se colocaron
entre los filtros Whatman, dos por cada lado, previamente empapados de solucion
de transferencia 1X con metanol al 20%. El conjunto se colocd en el sistema
correspondiente de transferencia tal que el gel quedase de cara al polo negativo y
la membrana de cara al polo positivo.

La transferencia se realizd con el sistema Trans-Blot de BioRad,
suministrando un amperaje constante de 150 mA por gel (7X8 cm) durante 40
minutos.

Tras este paso, las membranas se podian secar y almacenar, o bien, activar
con metanol durante 5 segundos y posteriormente dejar 5 minutos en TBS 1X (10x,
1L: 80g NaCl; 2g KCI; 30g Tris; ajustar pH a 7,4 con HCI) para eliminar los restos

de metanol. Se procedié al bloqueo de las membranas.

27. INMUNODETECCION (western).

Para la deteccién de proteinas, las membranas se bloquearon 1 hora a
temperatura ambiente o alternativamente durante la noche a 4 °C con agitacion
constante y suave. Como solucién de bloqueo se usdé TBS 1X (10x, 1L: 80g NaCl;
2g KCI; 30g Tris; pH ajustado a 7,4 con HCI) + 0,05% Tween-20 + 5% leche
(0,1% Tween-20 para aRad53), en el caso de todos los anticuerpos, excepto el
anticuerpo contra H3S10P, que se realizé en TBS 1X + 0,1% Tween-20 + 5% BSA.
El anticuerpo primario correspondiente diluido se incubé durante 2 horas a
temperatura ambiente usando la misma solucién que para el bloqueo y en camara
himeda. A continuacion, se realizaron tres lavados en agitacion enérgica de 10
minutos con la misma solucion de bloqueo pero sin leche o BSA. El anticuerpo
secundario diluido segun especificaciones del fabricante, se incubdé 1 hora también
en solucion de bloqueo y a temperatura ambiente, igualmente en camara humeda.
Se procedié a realizar otros 3 lavados, de 10 minutos cada uno en solucion de
bloqueo sin leche o BSA. En todos los casos se reveld usando el sistema de

deteccion de quimioluminiscencia SuperSignalR West Pico (Pierce), excepto para la
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detecciéon de Rad53, que se usé el sistema de deteccién de quimioluminiscencia

Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore).

28. INMUNOFLUORESCENCIAS (IF).

28.1 IF de lineas germinales de nematodos.

28.1.1 Preparacion de portaobjetos.

La diseccion de los nematodos se realizd en portaobjetos pretratados con
poli-L-lisina (Sigma), aminoacido sintético que posee carga positiva. Para dicho
tratamiento, los portaobjetos se lavaron con etanol al 70%, y posteriormente se le
aplicaron capas de poli-L-lisina. Entre la aplicacién de capa y capa, los portas se
secaron durante al menos 3 horas. Este tratamiento de los portas facilita la fijacion
de la gonada al porta, debido a la capa polarizada positiva que se crea. Los
portaobjetos pre-tratados se pueden almacenar a 4°C. La diseccién de la gonada se
realizd en pequeinas areas cuadradas dentro del portaobjeto y delimitadas con un
PAP-PEN (Sigma) que crea una pelicula hidrofébica, con el fin de poder contener las

soluciones en su interior.

28.1.2 Extraccion de la gonada y preparacion celular.

Para los ensayos de tincidn con anticuerpos en esta tesis, se usaron
nematodos adultos seleccionados el dia anterior como larvas en el estadio L4. Antes
de colocar los nematodos en las areas delimitadas con el PAP-PEN, éstos se lavaron
de restos de bacterias E. coli OP50 pegados en la pared corporal colocandolos en
una gota de PBS 1X (10X, 1l: 81,9g NaCl; 2,01g KCI; 14,2g Na,HPO4; 2,45g
KH,PO,4) en los bordes del mismo portaobjetos donde se va a llevar a cabo la
inmunofluorescencia. Una vez lavados, los nematodos se traspasaron a dichas
areas donde previamente se colocd una gota de PBS 1X con levamisol 0,2 mM,
paralizando y evitando la movilidad del nematodo y facilitando por tanto Ia
diseccion del mismo y extraccion de la génada. La diseccion realizd a través de
pequefos cortes realizados con una aguja a nivel de la faringe o en el extremo
corporal (o en ambos), que por diferencias de presion, se extrajeron una o ambas
lineas germinales.

Para todos los anticuerpos usados en esta tesis (Tabla M1), excepto en el
uso de aRNP-8, una vez realizada la diseccion en PBS 1X con levamisol, se procedid
a la fijacion de los tejidos con paraformaldehido al 4% durante 20 minutos en una

camara humeda. La cdmara himeda tiene la finalidad de evitar la evaporacion de
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las soluciones durante todas las incubaciones realizadas durante el proceso de las
inmunofluorescencias. El paraformaldehido fue reemplazado por TBSBTx (TBSB +
0.4% Tritén X-100) durante 10 minutos. El Triton X-100 es un detergente anidnico
con el que se consiguié permeabilizar las membranas. A continuacion, se realizd un
par de lavados de 10 minutos de duracidon cada uno con el fin de eliminar todos los
restos de paraformaldehido y tritdn X-100, tras el cual, se procedié al bloqueo de
los tejidos mediante TBSB (TBS 1X (10x, 1L: 80 g NaCl; 2 g KCI; 30 g Tris; ajustar
pH a 7,4 con HCI) + 0,5% BSA) durante 30 minutos. El agente BSA (albimina
sérica bovina) es una proteina inerte que disminuye las uniones inespecificas del
anticuerpo.

Para el uso del anticuerpo aRNP-8, la fijacion y permeabilizacién celular se
llevé a cabo siguiendo un protocolo distinto al anterior. Tras la extraccién de las
gonadas en PBS 1X junto al levamisol, la fijacion de las gonadas diseccionadas se
realizd en paraformaldehido al 4% durante una hora. Tras un par de lavados
sucesivos de 5 minutos en PBST (PBS 1X + 1 mg/ml BSA + Tween20 0,1%), se
trataron las génadas con metanol (previamente enfriado) durante 15 minutos a -20
OC, teniendo la precaucion de evitar la evaporacién del metanol durante este
tiempo. Posteriormente, se realizaron un par de lavados de 5 minutos en PBST a

temperatura ambiente.

28.1.3 Preparaciones teiidas con DAPI.

Para las muestras de lineas germinales tefiidas exclusivamente con DAPI, se
realizaron los protocolos descritos en los apartados 28.1.1 y 28.1.2, con la variante,
gue no es necesario realizar permeabilizacién celular ni bloqueo de los tejidos con
BSA. Por tanto, tras la fijacidon de las estructuras celulares con paraformaldehido al
4% durante 20 minutos, se realizdé un par de lavados con TBSB de 10 minutos de
duracion, tras el cual, se incorpor6 medio de montaje Vectashield, al que
previamente se anadié 1 ug/ml DAPI, sobre el que se dispuso el cubreobjeto vy

posterior sellado.

28.1.4 Incubacioén de los anticuerpos.

Tras el bloqueo de los tejidos fijados y permeabilizados, se procedié a la
incubacién de la muestra con la dilucion del anticuerpo primario en TBSB (ver Tabla
M1). La incubacién se realizéd durante toda una noche en cdmara hiumeda y a la
temperatura de 4 °C.

Al dia siguiente, las génadas se lavan 4 veces durante al menos 20 minutos
en TBSB a temperatura ambiente, tras lo cual se procede a la incubacién del

anticuerpo secundario a la dilucion indicada en TBSB, durante dos horas a
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temperatura ambiente y en oscuridad. Las gdnadas se lavaron 4 veces durante al
menos 20 minutos con TBSB y cubiertas finalmente en medio de montaje
Vectashield, al que previamente se afiadié 1 pg/ml DAPI, cerrando la preparacion
con un cubreobjetos y sellado.

Para aRNP-8 todo el proceso de incubacion de anticuerpos se realizé de de
igual manera, siendo la Unica excepcion el uso de PBST como solucion para la
incubacion de anticuerpos, asi como para los lavados de anticuerpo primario vy

secundario.

28.1.5 Cuantificacion de focos de RAD-51.

Para la cuantificacion temporal a lo largo de la linea germinal de los focos de
RAD-51, se procedié a la division de la gonada en seis zonas de areas de 36 x 36
um. Estas areas numeradas desde el extremo distal al proximal de la godnada,
comprendian las regiones: 1: regién mitdtica, 2: zona de transicion, 3: paquiteno
temprano, 4: paquiteno medio, 5: paquiteno tardio, 6: diploteno.

La cuantificacién se llevé a cabo segun el articulo Colaiacovo et al., (2003).
Mediante el uso del microscopio de fluorescencia Leica DM6000B, un total de 10
lineas germinales fueron cuantificadas para cada genotipo, siendo 10 el nimero de
nucleos elegidos al azar dentro de cada zona y por cada linea germinal. Se
establecieron los bloques de porcentajes de nlcleoscon 0, 1,26 3,4a6,7al2,0

mas de 12 focos por nucleos para su representacion y analisis.

28.2 IF de células humanas.

Las células unidas a cubreobjetos se fijaron y permeabilizaron con 4% de
formaldehido en PBS 1X durante 20 min a temperatura ambiente. Posteriormente,
se incubaron durante 5 min con etanol al 70% a -20 °C y otros 5 min con etanol al
70% a 4 °C. A continuacion, todo el proceso se realizd6 a temperatura ambiente.
Primero se procedi6 a la deteccidn de las células marcadas con EdU utilizando Click-
iT EdU Imaging Kits y posteriormente se realizé la inmunofluorescencia. Se realizé
un lavado con PBS 1X y se procedid al bloqueo con PBS 1X con BSA al 3% durante
1h. La incubacién con el anticuerpo primario fue de 1h y se realizé con PBS 1X con
BSA al 3%. El anticuerpo aH3S10P se utilizdé a una diluciéon 1:200. Posteriormente,
se realizaron dos lavados consecutivos de 5 min con PBS 1X y se incubd con el
anticuerpo secundario durante 1h en oscuridad. Para ello se usé un anticuerpo anti-
conejo marcado con fluorocromo 546 a una dilucidon 1:500. Se realizaron 3 lavados
consecutivos de 5 min con PBS 1X, donde el tercero contenia DAPI. Se montaron
los cubreobjetos sobre portaobjetos con medio de montaje Immu-mount y, una vez

seco, se analizaron al microscopio de fluorescencia.
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29. FISH (Fluorescence RNA in situ hybridation).

La técnica FISH consiste en la deteccidon de secuencias de acidos nucléicos
(bien ADN o ARN) a través del uso de sondas marcadas sobre cromosomas o
nucleos celulares fijados sobre un portaobjetos. En esta tesis, dicha técnica se ha
usado con el fin de detectar ARN mensajero total asi como con el fin de conocer los
niveles de expresion o localizacién de un determinado trascrito. Para los anélisis
FISH se siguid el protocolo descrito en el Wormbook (Patel and Goodman, 1992),

con algunas modificaciones.

29.1 Diseccidén de los nematodos y fijacion.

Para dicho analisis se usaron nematodos adultos seleccionados el dia
anterior como larvas en el estadio L4. La diseccion de los nematodos, previamente
lavados en PBS 1X (10X, 1I: 81,9 g NaCl; 2,01 g KCI; 14,2 g Na,HPO,; 2,45 g
KH,PQ,), se llevé a cabo en portas pre-tratados con poli-L-lisina donde se trazaron
areas mediante el uso de un PAP-PEN (ver apartado 35.1). La extraccién de las
lineas germinales se realizé en PBS 1X con levamisol 0,2 mM. Tras dos lavados de 5
minutos con PBS 1X, se fijaron los tejidos de una hora y media a dos horas
incubando en cdmara himeda en paraformaldehido al 3%, glutaraldehido al 0,25%,
0,1 M Ky;HPO,4 (pH 7,2). Se llevé a cabo dos lavados en PBSTw (PBS 1X, Tween20 al
0,1%) de unos 5 minutos. Posteriormente, se anadié metanol previamente enfriado
y se incubd durante 20 minutos a -20 ©°C, con la precaucién de evitar la total
evaporacién del metanol. A continuacion, se realizaron tres lavados con PBSTw de 5
minutos a temperatura ambiente, tras los cuales, se llevdo a cabo |Ia

permeabilizacién celular mediante el tratamiento con proteinasa K.

29.2 Permeabilizacion.

Los portaobjetos se incubaron a temperatura ambiente y durante 30 minutos
en PBSTw con proteinasa K a 50 ug/ml. Seguidamente, se realizaron tres lavados
en PBSTw de unos 5 a 10 minutos. Tras los cuales, se realizé de nuevo una fijacion
de los tejidos en paraformaldehido al 3%, glutaraldehido al 0,25%, 0,1 M K,HPO,
(pH 7,2) de 15 minutos de duracidn. Se incubaron las muestras durante 15 minutos
en PBSTw al que justo en el momento de uso se le anadié glicina a 2 mg/ml. Tras
tres lavados en PBSTw de 5 a 10 minutos, las muestras se incubaron durante 5
minutos a temperatura ambiente en una solucion previamente atemperada a 50 °C,
50% PBSTw / 50% solucién de hibridaciéon (SSC 5X [0,75 M NaCl, 20 mM citrato
sodico, pH 7.0], 50% formamida desionizada, 100 ug/ml de ADN de esperma de

arenque autoclavado, 50 pg/ml heparina, 0,1% Tween20). Posteriormente, se

254



MATERIALES Y METODOS

procedié a la pre-hibridacion en solucién de hibridacidon durante una hora a la

temperatura de 50 °C.

29.3 Hibridacion y lavados.

La hibridacion se llevé a cabo durante 20 a 36 horas a 50 °C con la sonda
deseada a 10 uM en solucidon de hibridacion. Las sondas utilizadas se describen en
la Tabla M7.

La retirada de los restos de sonda sin hibridar se realizaron mediante seis
lavados continuados en PBSTw. Seguidamente se lavaron las muestras dos veces y
de nuevo de manera continuada en solucién de hibridaciéon pre-calentado a 50 °C y
a temperatura ambiente. A continuacion se realizaron 4 lavados de 15 minutos
cada uno en solucion de hibridacién a 50 °C. Las muestras se incubaron 10 minutos
a temperatura ambiente en una solucion 50% PBSTw / 50% solucién de
hibridacidon. Se realizaron dos lavados rapidos a temperatura ambiente y 3 lavados
de 10 minutos en PBSTw. Por ultimo, a las muestras se les afiadi® medio de
montaje Vectashield, al que previamente se le incorpord 1 pg/ml DAPI y se cerraron

mediante cubreobjetos.

Tabla M7. Sondas utilizadas para analisis FISH en esta tesis.

Sonda Experimento Secuencia ‘ Marcaje
aPolyA FISH 40xT Fluorocromo Cy3
alLet?7 FISH AACTATACAACCTACTACCTGA Fluorocromo Cy3

30. ENSAYO DE LETALIDAD.

Para determinar la letalidad de embriones, un total de 10 nematodos
silvestres (N2) y 20 nematodos de cada estirpe analizada, thoc-2 (0k961) y thoc-2
(tm1310), heterocigotos y homocigotos, fueron aislados en etapa larvaria L4 en
placas de 6 cm de diametro con medio MYOB y mantenidas a la temperatura de 20
OC. Dia tras dia cada nematodo fue trasladado a una nueva placa de 6 cm de
didmetro, contando diariamente el nimero de huevos depositados por individuo
(huevos totales), asi cdmo el nimero de estos huevos que habian eclosionados

(progenie viable), retirandolos de la placa al ser contados y evitando asi la
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aparicién de nuevas generaciones que contaminen los resultados. Este protocolo se
continud en el tiempo hasta que los nematodos dejaron de depositar huevos y no
se detectara la eclosion de ninguno de ellos. La letalidad embridnica fue calculada
como el inverso del nimero total de huevos que fueron capaces de eclosionar

comparada con el nimero total de huevos que cada nematodo depositd.

31. MEDICION IN-SITU DE LA SINTESIS DE ADN.

A través de este experimento se midid la incorporacién directa de un
nucleétido marcado con un fluorocromo, Cy3-dUTP. Se realiz6 en nematodos
adultos seleccionados el dia anterior como larvas en el estadio larvario L4. Para ello
se us6 un micromanipulador Eppendorf InjectMan® NI 2 equipado con un
microscopio invertido Axiovert 40 CFL, unido a un microinyector Eppendorf
FemtoJet®. Para la microinyeccién se usaron puntas Eppendorf Sterile Femtotips II,
de 0,5 um y 0,7 uym de didmetros interno y externo, respectivamente. La
microinyeccién se realizd en la zona distal de la génada. El mix de microinyeccién
consiste en Cy3-dUTP a 50 uM (Amersham Bioscences, Piscataway, NJ) en PBS 1X
(10X, 1I: 81,9 g NaCl; 2,01 g KCIl; 14,2 g Na,HPO,; 2,45 g KH,PO4; pH 7,2). En el
caso de las co-microinyecciones con RNasa H 0,5 U/ul (Invitrogen) o cafeina 0.05
mM (Sigma), al mix se le incorpord las concentraciones citadas de cada reactivo.
Tras la microinyeccién, los nematodos se depositaron en placas con medio sélido
MYOB y con bacteria E. coli OP50 y almacenadas a la temperatura de 20 °C. Tras
unas 2,5 horas (para medir replicacién mitética), 20 horas y 48 horas (para medir
pre-replicacion meidtica) desde la microinyeccion con el nucleétido Cy3-dUTP, los
nematodos fueron diseccionados en portas pre-tratados con poli-L-lisina y en las
areas delimitadas mediante PAP-PEN, extrayendo las lineas germinales (excepto en
los mutantes thoc-2) en PBS 1X con levamisol 0,2 mM. Se procedidé a la fijacion
descrita en el apartado 28.1.3.

Posteriormente, mediante el uso de un microscopio de fluorescencia Leica
DM6000B y para cada linea germinal, se determind el nUumero total de nucleos que
habian incorporado el nucleétido marcado con Cy3 asi como la regiéon gonadal
donde se encuentran dichos nucleos.

Para 2,5 horas tras la exposicion de Cy3-dUTP 15 gdénadas fueron analizadas
tanto de nematodos silvestres N2 como mutantes thoc-2. Para 20 y 48 horas de
exposicion, un total de 29 y 17 génadas de nematodos silvestres N2, y 21 y 16

gonadas de nematodos mutantes thoc-2, fueron analizados respectivamente.

256



MATERIALES Y METODOS

32. ENSAYO DE APOPTOSIS.

Para la observacién y cuantificacion de cuerpos apoptéticos en las lineas
germinales de las distintas estirpes, los nematodos fueron tefiidos in-vivo con
SYTO-12 (Molecular Probes, Eugene), colorante fluorescente que preferencialmente
tine células apoptdticas de la linea germinal (Gumienny et al., 1999).

Para la tincidn, se usaron adultos jovenes seleccionados como larvas L4 el
dia anterior, que se incubaron en medio liquido M9 con una concentracion de 33 uM
de SYTO-12 con leve agitacion (100 rpm) durante 5 horas a la temperatura de 20
OC. Los nematodos se pasaron a dicho medio directamente desde la placa con
medio MYOB, sin limpiar previamente, con lo que se consigue incorporar E. coli
OP50 en el medio M9 junto al colorante SYTO-12. Pasado dicho tiempo, se
transfieren los nematodos a placas con medio sélido MYOB y con bacteria E. coli
OP50 y se incubaron durante 30 minutos a 20 °C. Este paso es imprescindible para
la limpieza intestinal y evitar fluorescencia de dicho 6rgano, que interfiera en la
visualizacion de los cuerpos apoptoticos. Tras lo cual, los nematodos se limpiaron
de bacteria en una gota de PBS 1X (10X, 1l: 81,9 g NaCl; 2,01 g KCI; 14,2 g
Na,HPO4; 2,45 g KH,PO4; pH 7,2), y se dispusieron sobre portaobjetos con una fina
capa de agarosa al 4% y una pequena gota de PBS 1X. Se colocd un cubreobjetos
con precaucién y se observd al microscopio de fluorescencia Leica DM6000B con
Nomarski, usando filtros con rango de emisién en longitudes de onda en verde y luz
blanca. Se contaron los nucleos germinales con refractarios a la luz blanca o que
mostraban tincién de SYTO-12 situados en la region correspondiente al paquiteno
tardio, en el codo de la linea germinal. El niumero de lineas germinales analizadas
para los distintos genotipos fueron: N2 n=49; heterocigotos thoc-2(0k961) n=23,
homocigotos thoc-2(ok961) n=24, heterocigotos thoc-2(tm1310) n=23,
homocigotos thoc-2(tm1310) n=30.

33. MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA.

Para el andlisis y toma de fotografias de las lineas germinales de
preparaciones tefiidas con los diferentes anticuerpos y/o DAPI, al igual que para el
analisis de focos de Rad52 o toma de fotos en células Hela, se usé el microscopio
de fluorescencia Leica CTR6000 provisto de lentes 40X HCX PL APO/1.25 OIL, 63X
HCX PL APO/1.40 OIL 6 100X HCXPL APO/1.40 OIL y del software Leica LAS AF.

Para el analisis de cuantificacién de focos de RAD-51, se usd un equipo de
microscopia Confocal Leica TCS SP5 con lentes 40X HCXPL APO /1.5-0.75 OIL. El

257



MATERIALES Y METODOS

conjunto de datos tridimensionales recogidos, fueron deconvolucionados y las
regiones de interés se proyectaron en un Unico plano.

Para el analisis de la morfologia de la vulva, se usé un microscopio invertido
Leica CTR6000 y una lente 63X HCXPL APO/1.40 OIL.

Para el analisis del desarrollo y la toma de fotos en cada fase del ciclo de

vida, se usé una lupa de fluorescencia KL 1500 LCD.

34. CUANTIFICACION DE FOCOS DE H3S10P EN CELULAS Hela.

Para la cuantificacién de focos de H3S10P se utilizé le programa MetaMorph
v. 7.5.1.0. Con la aplicaciéon granulometry se obtuvo el nimero de focos en cada

célula analizada. El procesamiento de los datos se hizo con el programa EXCEL.
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