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A mis padres,
A mi hermano,
A Aurelia.



Estaba en la playa con su padre, y él le pidi6 que probara si la temperatura

del agua era buena. Ella tenia cinco afios, y se entusiasmé de poder

ayudar, fue hasta la orilla y se moj6 los pies.

-Meti los pies, esté fria- le dijo.

El padre la cogio en brazos, fue con ella hasta la orilla del mar y sin ningin aviso
la tir6 dentro del agua. Ella se asustd pero después se divirtié con la broma.

-, Como esta el agua?- preguntoé el padre.

-Esta buena- respondio

-Entonces, de aqui en adelante, cuando quieras saber alguna cosa,

zambullete en ella.

Paulo Coelho (1947)

En preguntar lo que sabes

el tiempo no has de perder...
Y a preguntas sin respuesta
(quién te podra responder?

Antonio Machado (1875-1939)
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Introduccion 3

La forma en la que la informacion genética esta almacenada no es quimicamente
inerte. Preservar la integridad gendmica es, por tanto, un reto y un problema al que tienen
que hacer frente todos los organismos ya que hay tanto agentes enddgenos como
exogenos que interactian con el DNA y lo dafian de distintas maneras. Estos numerosos
agentes pueden ser tanto fisicos- luz ultravioleta (UV), radiaciones Yy o rayos X- como
quimicos- metilmetanosulfonato (MMS), 4-nitroquinolina-1-6xido (4-NQO), cisplatino o
psoraleno. Los dafios persistentes pueden interferir con procesos celulares esenciales tales
como la transcripciodn, la replicacién o el ciclo celular y producir la muerte de la célula. Si
el dafio no se repara o se repara de manera incorrecta puede ser mutagénico, lo que podria
acarrear envejecimiento celular, defectos genéticos o incluso carcinogénesis. Por tanto, es
fundamental que la mayor parte del DNA dafiado, si no todo, sea reparado correctamente.
Existen distintos mecanismos que surgieron muy temprano en la evolucién para llevar a
cabo tal empresa. Dos de las rutas principales de reparacion son la reparacion por escision
de nucledtidos (NER) y la recombinacion homéloga.

REPARACION POR ESCISION DE NUCLEOTIDOS

NER es una ruta de eliminacién de dafios altamente versétil que contrarresta los
efectos deletéreos de multitud de lesiones en el DNA entre las que destacan los dafios
inducidos por luz UV.

La luz UV se divide en tres clases, dependiendo de la longitud de onda: de 190-
280 nm se clasifica como luz UV-C; de 280-320 nm como luz UV-B y de 320-400 nm
como luz UV-A. El espectro de absorcién del DNA o del RNA estd dentro del rango del
luz UV-C y luz UV-B que son componentes de la onda corta de la luz solar. Los dos tipos
mayoritarios de fotoproductos producidos en los acidos nucleicos por la luz UV son los
dimeros de pirimidin ciclobutano (CPDs) y los dimeros de pirimidin 6-4 pirimidona o 6-4
fotoproductos (6-4PPs) (Figura 1). La cantidad relativa producida de estas dos lesiones
depende de la longitud de onda de la luz incidente pero, como regla general, se producen
de 4 a 5 CPDs por cada 6-4PP (Mitchell and Nairn 1989; Sage 1993). Tanto la repacién
de los CPDs como los 6-4PPs requieren la ruta NER (Mitchell and Nairn 1989). Otras
lesiones que se producen por luz UV en el DNA son los glicoles de timina, los
fotohidratos de citosina, los 8,8-deshidrodimeros de adenina y los fotodimeros de TpA,
todos ellos a muy bajos niveles con luz UV-C y atn en menor nimero con luz UV-B
(Wang 1976; Sage 1993). En la reparacion de algunas de estas lesiones intervienen
glicosilasas de DNA, aunque esto no excluye un papel auxiliar de las enzimas de NER en
la eliminacién de estos fotoproductos (Leadon and Lawrence 1992). Ademads, numerosos
aductos quimicos voluminosos son eliminados por este proceso tales como los producidos
por benzopirenos o psoraleno. Dentro del divergente espectro de lesiones, un comun
denominador a todas ellas parece ser una distorsion significativa en la doble hélice de
DNA.
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CPD ~ 6-4PP

Figura 1. Los fotoproductos mayoritarios producidos por absorcién de luz UV.

NER es un proceso con multiples pasos donde varias proteinas se unen al DNA
dafiado, hacen dos incisiones de cadena sencilla, una hacia el 3’ del dafio y otra hacia el
5’ y eliminan el dafio como parte de un oligonucledtido. A continuacidon una polimerasa
de DNA, una ligasa de DNA y otras proteinas adicionales rellenan el hueco resultante
para regenerar la doble hélice intacta. Este esquema bésico es el mismo para E. coli,
levaduras y células de mamifero. En la Gltima década, todos los factores de NER
eucaridtico han sido clonados y el nucleo de esta reaccién de “cortar y pegar” ha sido
reconstituido in vitro a partir de los componentes purificados (Tabla 1). En levaduras
Rad4 forma complejo con Rad23. Dicho complejo ha sido identificado como €l sensor
del dafio y un factor reclutador de la reparacion. El factor general de transcripcion TFIIH,
que contiene las helicasas Rad3 y Rad25 (Ssl2), realiza la separacion de cadenas en el
lugar de la lesion. Rad14 verifica el dafio en una conformacion abierta del DNA y es
crucial en el ensamblaje de la maquinaria de reparacion remanente. La proteina de
replicaciéon A (RPA) estabiliza el complejo de DNA abierto y estd implicada en el
posicionamiento de Rad1-Rad10 y Rad2, que son las endonucleasas responsables de las
incisiones alrededor de la lesion (Guzder et al. 1995). Después de eliminar un
oligonucleétido con el dafio, 24-26 pares de base (pb) en levaduras y 27-29 pb en células
humanas, proteinas de replicacion rellenan el hueco y lo cierran. La longitud de este

oligonucleétido varia segun el organismo y depende del lugar donde se de la incision 5°.
En humanos, los defectos en NER producen una fotosensibilidad extrema y una

predisposicion a cancer de piel que se observa en pacientes con el sindrome de
Xeroderma pigmentosa (XP). Hasta la fecha se han identificado siete grupos de
complementacion XPA-G que representan distintos genes de reparacion.



Introduccion 5§

Tabla 1. Factores nicleo NER

Factor de NER Subunidades
nombre funcién en NER nombre . actividad homologo
humano
Rad4- sensor de dafio y factor Rad4 afinidad por DNA XPC
Rad23 reclutador de reparacién dafiado

Rad23 Estimula la actividad hHR23B y
de Rad4 in vitro hHR23A

TFIIH cataliza la formaciondeun Rad25/Ssl2 helicasa 3'-5' XPB
complejo abierto alrededor ~ Rad3 helicasa 5'-3' XPD
de la lesién y facilita el Ssll1 unién a DNA? p44
ensamblaje del complejo TFB1 p62
de reparacién TFB2 p52

TFB3 subcomplejo CAK  Matl
TFB4 unién a DNA? p34
Kin28 subcomplejo CAK  Cdk7
Cecll subcomplejo CAK  CiclinaH

Radl4 se une al DNA dafiado y Radl4 afinidad por DNA XPA
facilita el ensamblaje del dafiado y de
complejo de reparacion cadena sencilla

RPA estabiliza el complejo de Rfal unién a DNAcs RPA70
DNA abierto y Rfa2 uniéon a DNAcs RPA32
posiciona las nucleasas Rfa3 RPA1l4

Rad2 cataliza la incisién 3' y Rad2 miembro de la XPG
estabiliza el complejo familia de nucleasas
completamente abierto - especificas de

: estructura FEN-1
Rad1l- cataliza la incisién §' Rad10 endonucleasa ERCC1
Radl10 especifica de
estructura
Radl . XPF

Subrutas de NER: reparacion asociada a transcripcion o TCR y reparaciéon general
del genomio 0 GGR

Se pueden distinguir dos subrutas dentro de NER: la reparacion de lesiones a lo
largo de todo el genomio, denominada reparacion general del genomio (GGR), y la
reparacion de lesiones presentes en las cadenas transcritas que bloquean la transcripcion,
denominada reparacién asociada a transcripciéon (TCR). Los pacientes XP albergan
defectos en componentes comunes a ambas subrutas, es decir, en el nucleo de NER.

GGR es dependiente de todos los factores anteriormente mencionados y es la ruta
responsable de la reparacién de regiones no transcritas del genomio y de la cadena no
transcrita (NTS) de los genes. En S. cerevisiae, la subruta GGR requiere los genes RAD7
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y RAD16 (Terleth et al. 1990) que no tienen homdlogos en humanos. La tasa de
reparacion depende del tipo de lesion. Por ejemplo, los 6-4PPs se eliminan mucho mas
rapido del genomio que los CPDs, probablemente debido a diferencias en la afinidad del
sensor de dafio Rad4-Rad23. Ademas, la localizacion y, por tanto, la accesibilidad al dafio
influyen en la tasa de reparacion in vivo. Hay una sorprendente periodicidad de CPDs que
se forman en el nucleosoma de 10.3 bases (Gale et al. 1987; Gale and Smerdon 1988;
Pehrson 1989). La formacion de CPDs es mayor donde el esqueleto fosfato de DNA esté
mas alejado de la superficie de la histona y se inhibe donde la hélice del DNA se acerca a
la superficie de la histona, quizas debido a las restricciones de movimiento del DNA. La
periodicidad se va diluyendo cuando nos acercamos a los extremos del nucleosoma y
desaparace en el DNA internucleosémico. Por el contrario, los 6-4PPs estan distribuidos
aleatoriamente a lo largo del nucleosoma (Gale and Smerdon 1990; Mitchell et al. 1990)
y son mas abundantes en el DNA internucleosomico que en aquel (Mitchell et al. 1990,
1991). De este modo, las histonas modulan el nivel de induccién de 6-4PPs en el genomio
pero no su distribucién en el nucleosoma (Jensen and Smerdon 1990).

La naturaleza universal de la TCR es sugerida por su conservacién desde
humanos hasta S. cerevisiae (Smerdon and Thoma 1990; Leadon and Lawrence 1992;
Sweder and Hanawalt 1992) y E. coli (Mellon and Hanawalt 1989). En 1la TCR el dafio es
sensado por una polimerasa II de RNA (RNAPII) cuando se encuentra una lesion en su
camino, ya que no se ha podido demostrar que exista una reparacion diferencial de
cadena en secuencias transcritas por la polimerasa I (RNAPI) y III de RNA (RNAPIII)
(Vos and Wauthier 1991; Christians and Hanawalt 1993; Damman and Pfeifer 1997). Sin
embargo, la inactivacion de la GGR revel6 una contribuciéon de la TCR en genes
transcritos por la RNAPI en levaduras (Verhage et al. 1996a) y en células humanas (van
Hoffen et al. 1995). Por tanto, esta subruta es la responsable de la reparacion de la cadena
transcrita (TS) de las regiones transcripcionalmente activas. Una enfermedad distinta, el
sindrome de Cockayne (CS), se asocia con defectos especificos en esta subruta. Se
caracteriza por presentar un fenotipo pleiotrépico, fotosensibilidad, defectos severos
neurolégicos y en el desarrollo y envejecimiento prematuro. Estos sintomas no los
presentan los pacientes XP que son totalmente deficientes en NER, lo que hace pensar

que los pacientes CS presentan defectos mas alla de NER.
Se han identificado dos grupos de complementacién, CS-A y CS-B, que tienen

sus homdlogos en levaduras, RAD28 y RAD26, respectivamente. Varias observaciones
recientes sugieren que la proteina CSB puede tener un papel adicional en transcripcion
(Balajee et al. 1997; Citterio et al. 2000; Selby and Sancar 1997a; Tantin et al. 1997; van
Gool et al. 1997). Algunos pacientes XP-B, XP-D y XP-G muestran caracteristicas CS
combinadas con manifestaciones XP. Asi, otros individuos XP-B y XP-D sufren del
sindrome de pelo quebradizo parecido a CS, el sindrome de tricotiodisfrofia (TTD). Este
rompecabezas clinico apunta a un papel adicional de los factores de NER, probablemente
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con deficiencias en la transcripcion basal faciles de explicar en lineas celulares XPD y
XPB pero algo més complejas para XPG.

TCRen E. coli

La NER en E. coli es llevada a cabo por la endonucleasa UvrA,BC que es capaz
de reconocer y reparar una gran variedad de lesiones. Mediante el uso de un sistema in
vitro, se aislo un factor acoplador de la transcripcion-reparacion (TRCF) de 130 kDa que
contenia motivos helicasas (Selby and Sancar 1991). El TRCF posee actividad ATPasa y
se demostrd que reconoce, se une y desplaza a una RNAP bloqueada ante una lesién
(Selby and Sancar 1993). Posteriormente, la proteina estimula el reclutamiento de la
maquinaria de reparacidén, presumiblemente a través de una interaccidén con el
componente responsible de reconocer el dafio, UvrA (Selby and Sancar 1993).

RAD26 y RAD28, los homdlogos en S. cerevisiae de CSB 'y CSA

El gen homoélogo a CSB en levaduras se identificd y se designé como R4D26 (van
Gool et al. 1994). Los mutantes rad26A tienen deficiencias en TCR y no en GGR en
concordancia con lo que se observa en humanos (Venema et al. 1990; van Hoffen et al.
1993). Por el contrario, los mutantes de levadura son resistentes a luz UV lo que los
distingue de las células humanas CS-B ¢ indica que el gen no tiene una funcion esencial.
Sin embargo, en un fondo carente de GGR la ausencia adicional de Rad26 contribuye a la
letalidad a luz UV, aunque no se alcanza la letalidad de mutantes completamente
deficientes en NER. Ademas, la reparacion de la TS en los dobles mutantes rad26A
rad7A o rad26A radl6A no es nula (Verhage et al. 1996a). Aparentemente, estos
resultados sugieren dos conclusiones. Primero, en levaduras la subruta GGR es suficiente
para eliminar las lesiones a largo plazo y que la TCR contribuye de manera minoritaria a
la supervivencia de las levaduras tras un tratamiento genotéxico a pesar de que su
genomio es mucho mds compacto que el de los mamiferos. Por tanto, proporcionalmente
estd activa transcripcionalmente una parte mayor. Segundo, existe al menos una tercera

subruta de NER operando en la TS en ausencia de las subrutas TCR y GGR.
Existen otros datos moleculares que apuntan a una subruta de TCR independiente

de Rad26. Se ha visto que los mutantes rad26A son capaces de llevar a cabo TCR en los
loci RPB2 y URA3 de manera eficiente en una region que se corresponde con los
primeros 40 nucleétidos corriente abajo de la iniciacion de la transcripcion (Tijsterman et
al. 1997). Esta region, que se repara por TCR de manera independiente de Rad26,
coincide con la regién donde TFIIH estd aun presente antes de que se disocie de la
RNAPII (Zawel et al. 1995; Dvir et al. 1997). Por tanto, parece que hay una correlacién
inversamente proporcional entre la necesidad de Rad26 en TCR y la presencia de TFIIH
en la maquinaria de transcripcion. Esto mismo se ha visto en mutantes CSB usando el gen
JUN como chivato (Tu et al. 1997). Sin embargo, recientemente se ha descrito el
requisito de Rad26 en TCR en la region de iniciacion de la transcripcion de MFA2 (Teng

s
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and Waters, 2000), lo que sugiere que las diferencias que se observan reflejan mas bien el
grado de transcripcion de estos loci. En esta linea se enmarca el siguiente resultado, la TS
de GAL7 en condiciones de induccion se repara completamente por TCR independiente
de Rad26 (Verhage et al. 1996a). Obviamente, la reparacion rapida de los 40 primeros
nucleotidos no puede ser la responsable de esta observacion. De hecho, mediante un
examen mas minucioso a nivel de nucleétido, se observé que secuencias corriente abajo
en la TS del gen RPB2 eran reparadas en mutantes rad7A rad26A o radl6A rad26A
aunque lentamente (Tijsterman et al. 1997). Este componente de la TCR independiente
de Rad26 no se observo mas alla de los primeros 40 nucledtidos en la TS del gen URA3
(Tijsterman et al. 1997), lo que sugiere que la necesidad de Rad26 en TCR difiere segin
el gen y depende del tipo de transcripcion. Es mas, se puede llegar a la hipétesis de que la
necesidad de Rad26 es inversamente proporcional a la tasa de transcripcion del gen.
Como hemos comentado anteriormente, en ausencia de Rad26 y eliminando la
GGR, todavia se encuentra un nivel residual de TCR. Los dobles mutantes muestran un
incremento sinergistico en la sensibilidad a luz UV, pero no son tan sensibles como los
mutantes totalmente deficientes en NER como radl (Verhage et al. 1996b). Mediante el
andlisis de triples mutantes, podemos descartar que esta segunda actividad de TCR esté
codificada por RAD28 (Bhatia et al. 1996), por TFIIS (Verhage et al. 1997) o por las
proteinas de reparacion de emparejamientos errébneos (MMR) (Sweder et al. 1996). Asi,
la naturaleza de esta segunda actividad de TCR independiente de Rad26 est4 atn por
identificar en levaduras. Sin embargo, recientemente se ha observado que la delecion de
SPT4 suprime la mutacion rad26A. Esta supresion es causada por una reactivacion de la
subruta TCR en ausencia de Rad26 (Jansen et al. 2000). Sorprendentemente, en ausencia
de Spt4, la eliminacidn de las lesiones no esta confinada solamente a la zona de transicién
entre iniciacion y elongacion, sino que ahora ocurre a lo largo del gen URA3, en la que

TCR en presencia de Spt4 es fuertemente dependiente de Rad26.
El homdlogo en levaduras a CSA4 se ha identificado y designado como RAD28

(Bhatia et al. 1996). Ambas proteinas tienen cinco repeticiones WD que funcionan en
interacciones proteina-proteina. CSA tiene afinidad por CSB y TFIIH (Henning et al.
1995). Al contrario que los mutantes CS4, los mutantes rad28A4 no son sensibles a luz
UV ni deficientes en TCR (Bhatia et al. 1996; Tijsterman et al. 1997). Sin embargo,
muestra un incremento ligero en la sensibilidad a luz UV cuando se elimina la subruta
GGR, que esta entre la de un mutante deficiente en GGR y el doble mutante rad26A
rad7A o rad26A radl6A (Bhatia et al. 1996). Ademas, la subruta TCR independiente de
Rad26 no se ve afectada por la mutacioén rad28A lo que desecha la posibilidad de una
redundancia funcional entre RAD26 y RAD28.

TCR en eucariotas: consideraciones mecanisticas de CSB/Rad26 y CSA
Aunque la funcion exacta de ambas proteinas no se conoce aun, tienen semejanzas
con la TRCF de E.coli en algunos aspectos. Al igual que CSB, Rad26 es una ATPasa
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dependiente de DNA de doble cadena (dsDNA) (Selby and Sancar 1993, 1997; Guzder et
al. 1996) y su parte central es altamente homdloga al dominio helicasa presente en la
familia de proteinas SWI2/SNF2. Al igual que TRCF, CSB y Rad26 pueden aumentar el
reclutamiento de factores de NER en el sitio de la lesion donde las RNAPII estan
bloqueadas, mientras que CSA puede estar implicado en mediar estas interacciones
proteina-proteina a través de sus motivos WD. De acuerdo con esta hipdtesis se han
descrito interacciones entre CSA y TFIIH y CSA y CSB (Henning et al 1995), CSB y
XPG (Lyer et al. 1996), CSB y XPA, CSB y TFIIE y CSB y XPB (Selby and Sancar
1997b) mediante inmunoprecipitaciones de proteinas traducidas in vitro o ensayos de
purificaciéon con GST. Ademads, el requisito de Rad26 y CSB en la TCR parece
inversamente correlacionado con la asociacion de TFIIH con la RNAPII (Tijsterman et
al. 1997; Tu et al. 1997), sugiriendo que estas proteinas no se necesitan cuando TFIIH
estd ya asociada con la RNAPII.

Tanto in vivo como in vitro, se ha visto que CSB interacciona con la RNAPII
(Selby and Sancar 1997a; Tantin et al. 1997; van Gool et al, 1997), pero es incapaz, por
si sola o con CSA, de desorganizar un complejo ternario de transcripcién de una RNAPII
bloqueada (Selby and Sancar 1997b). Posiblemente, la subruta TCR implique
remodelacion de la interaccion RNAPII-DNA (Hanawalt 1994). Aunque TFIIS seria un
buen candidato implicado en este proceso, se ha visto que el acortamiento del RNA
mensajero dependiente de TFIIS es insuficiente para aliviar la inaccesibilidad de la
fotoliasa a esta lesién (Donahue ef al. 1994) y que la subruta TCR es completamente
activa en los mutantes ¢/7s in vivo (Verhage et al 1997). Se ha publicado recientemente
que CSB puede alterar la conformacién del DNA y es capaz de inducir cambios en la
estructura de la cromatina en ausencia de ATP, interaccionando no sélo con dsDNA sino
también directamente con el nucleo histonico a través de las colas amino terminales de
las histonas (Citterio et al. 2000). De este modo, CSB podria usar la hidrdlisis de ATP
para debilitar la interaccion RNAPII-DNA en el lugar de la lesién y de este modo
acometer un desplazamiento o eliminacion de la polimerasa bloqueada, que es un paso
obligatorio para reparar (Le Page et al. 2000). Sin embargo, la capacidad de CSB de
remodelar la estructura del nucleosoma puede ser relevante tanto en reparacion como en
transcripcion, lo que sugeriria un papel dual de esta proteina, mas acorde con sus

multiples fenotipos.
Las diversas manifestaciones clinicas de los pacientes CS son dificiles de

reconciliar con un modelo en el que todos los defectos estén confinados en TCR. Mas
bien estas manifestaciones pleiotropicas apuntan a un papel directo de las proteinas CS en
la transcripcion por la RNAPIL De hecho, varias observaciones recientes sugieren esto
ultimo, por ejemplo, que CSB purificado incrementa la elongacién mediada por la
RNAPII in vitro (Tantin et al. 1997; Selby and Sancar 1997a), que los niveles de
transcripcion de la RNAPII bajan en mutantes CSB (Balajee et al. 1997) o que CSB
reside en un complejo que contiene a la RNAPII (van Gool et al. 1997). La mutacion en
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esta proteina llevaria a defectos sutiles en transcripcién que conducirian indirectamente a
defectos en TCR. Respecto al papel de CSB en transcripcion, estd bien documentado que
los nucleosomas constituyen una fuerte barrera en la elongacion de la transcripcion
(Brown et al. 1996; Izban and Luse 1991). CSB puede jugar un papel facilitando la
transcripcion de la RNAPII a través de sitios naturales de pausa en la cromatina in vivo.
Esta idea es consistente con la posibilidad de que la transcripcién por si sola sea
suficiente para la subruta TCR en levaduras donde Rad26 no es absolutamente necesario.

Recientemente se han aportado evidencias de que Rad26 tiene un papel en
elongacién de la transcripcion (Lee et al. 2001), aunque aun no se le han descrito
interacciones con la RNAPIL

Factores implicados en GGR: Rad7, Rad16 y XPC

El papel preciso que en levaduras juegan los productos génicos de RAD7 y
RADI16 en NER no esta del todo claro e incluso puede llegar a ser contradictorio segun
los casos. Al contrario que los mutantes con defectos en uno de los componentes del
ntcleo de NER, tales como RADI, RAD2, RAD3, RAD4, RAD10 y RAD14, los mutantes
rad7A y radl6A son moderadamente sensibles a luz UV. Un doble mutante rad7A
radl6A tiene los mismos fenotipos que cualquiera de las mutaciones simples, lo que
sugiere que ambos genes actiian en la misma ruta (Verhage et al. 1994). Estos mutantes
son incapaces de eliminar los CPDs de los loci HM (Terleth et al. 1990b; Verhage et al.
1994), de las NTS de los genes activos (Verhage et al. 1994, 1996) y de los promotores
(Tijsterman et al. 1996, 1997; Teng et al. 1997), o dicho de otra forma, de cualquier
secuencia que no se transcriba (Mueller and Smerdon 1995). Sin embargo, al contrario
que los otros genes RAD mencionados mas arriba, los genes RAD7 y RADI16 no se
necesitan para reparar la TS de los genes activos (Verhage et al. 1994). Las proteinas
Rad7 y Rad16 interaccionan establemente tanto in vivo como in vitro (Wang et al. 1997,
Guzder et al. 1997) y copurifican con Abfl (Reed et al. 1999). Abfl reconoce una
secuencia especifica de DNA presente en numerosos sitios en el genomio de la levadura,
entre los que se incluyen los origenes de replicacion (ARS), elementos de promotores y
secuencias HM (Rhode et al. 1992). El papel de Abfl podria ser el de llevar al
heterodimero Rad7-Rad16 hacia estos lugares y aumentar la eficacia de la NER gracias a
la proximidad de estas proteinas a estos sitios. Rad16 es miembro de la superfamilia
SWI2/SNF2, varias de las cuales son ATPasas implicadas en remodelacion de la
cromatina (Bang et al. 1992). Rad7 interacciona con Sir3, una proteina implicada en el
silenciamiento de los loci HM (Paetkau et al. 1994). Estas observaciones casan con la
idea de que las proteinas Rad7 y Rad16 pueden ser subunidades de un complejo dedicado
a alterar la estructura de la cromatina para facilitar el NER de las regiones

transcripcionalmente silenciadas en el genomio y de las NTS de los genes activos.
Los fenotipos de rad7Ay radl6A se asemejan a los de los mutantes humanos

XPC, que sélo elimina los CPDs del DNA inactivo (Venema et al. 1990a, 1991). A pesar
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de estas semejanzas fenotipicas, Rad7 y Rad16 no son los homélogos humanos de XPC,
que es la proteina Rad4. El fenotipo de un mutante rad4 es diferente del de XPC'y rad74
o radl6A porque esta afectado en la reparacién de ambas cadenas de DNA (Verhage et
al. 1994).

RECOMBINACION HOMOLOGA

La recombinacién homoéloga en levaduras es un proceso esencial en meiosis que
garantiza la correcta segregacion de los cromosomas homoélogos durante la primera
divisién meiotica, la divisién reduccional. Ademas, de su papel central en meiosis, la
recombinacion homoéloga representa un mecanismo muy importante de reparacién de
DNA en células vegetativas. Junto con el mecanismo de unién de extremos no
homologos (NHEJ), se necesita para reparar roturas en el DNA. La reparacién
recombinacional del DNA emplea una pareja homoéloga para resintetizar la region
dafiada. En células diploides, la pareja homologa puede ser bien el cromosoma homdlogo
o bien la cromatida hermana, mientras que en una célula haploide la homologia la aporta
la crométida hermana. En consecuencia la recombinaciéon homologa no deberia producir

reordenaciones genéticas.
Al secuenciar el genomio de S. cerevisiae se evidencié que éste contenia una

cantidad significativa de regiones cromosoémicas duplicadas y tramos de secuencias
repetidas que eran substratos potenciales para la recombinacion (Seoighe et al. 1998;
Wolfe and Shields 1997). Ademds, la recombinacion puede ocurrir entre copias repetidas
de un gen introducido artificialmente en un cromosoma (Jackson and Fink 1981; Klein
and Petes 1981) o entre copias ectépicas de un gen introducidas artificialmente en
cromosomas no homélogos (Jinks-Robertson and Petes 1985). Al contrario que la
recombinacién entre cromosomas homélogos y cromatidas hermanas, la recombinacién
entre secuencias repetidas localizadas en el mismo o en diferentes cromosomas puede
tener consecuencias drasticas para la estabilidad del genomio. Puede producir enormes
reordenaciones cromosomicas como delecidnes, inversiones o traslocaciones (Aguilera
and Klein 1994; Klein 1995).

La recombinacién homologa como mecanismo de reparacion

Estudios genéticos y moleculares en fagos, bacterias y hongos han sido esenciales
a la hora de comprender lo que conocemos hoy en dia sobre posibles mecanismos de
recombinacion homologa. El modelo de reparacion del corte de doble cadena (DSBR) de
Szostak et al (1983) es el mds aceptado para explicar como los dos posibles productos de
recombinacion estidn asociadas, a saber, la conversién génica (transferencia de
informacion unidireccional de una molécula a otra) y el entrecruzamiento (transferencia
reciproca de informacién entre dos moléculas de DNA). Este modelo se inicia con un
corte de doble cadena (DSB). Posteriormente a la degradaci()n de los extremos 5’ a
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ambos lados del corte, los extremos 3’ de cadena sencilla invaden a la pareja de DNA de
doble cadena homoélogo y sirven como cebadores de una sintesis de DNA nueva que
rellena el hueco. La reaccion de intercambio de cadena entre la molécula de DNA de
cadena sencilla invasora y la de DNA de doble cadena invadida provoca la formacion de
un heteroduplice que es una estructura paradigmatica en todas las reacciones de
recombinacion. La consecuencia de este doble intercambio de cadenas es la formacion de
dos estructuras cruciformes o de Holliday que dependiendo de la forma en la que se
resuelvan daran lugar a un entrecruzamiento o no (Figura 2). Esté modelo encaja con los
datos genéticos en meiosis de levaduras y de hongos que muestran que la conversion
génica causada por la reparacion del heterodiplice esta asociada con entrecruzamiento
entre un 18 y un 66% de los casos (Fogel et al. 1981).

Sin embargo, cada vez estd mas claro que la recombinacidén mitdtica, al contrario
que la meidtica, no esta asociada preferentemente a entrecruzamiento tanto en levaduras
como en Drosophila 'y en células de mamiferos (Gloor ef al. 1991; Nassif et al. 1994;
Paques and Haber 1999; Johnson and Jasin 2000; Virgin et al. 2001). Otro modelo de
recombinacién denominado reasociaciéon de cadena dependiente de sintesis (SDSA)
(McGill et al. 1989; Hastings 1988) parece mas adecuado. En este modelo, después de un
corto trecho de sintesis cebado por los extremos 3’ invasores (Figura 2), la reaccion de
invasion es revertida. En consecuencia, no se forman estructuras de Holliday estables y el
unico producto posible del evento de recombinacion es la conversion génica.

Ademas, la recombinacion puede estar asociada con la replicacién en los procesos
conocidos como replicacion dependiente de recombinacion (RDR) en bacterias o
replicacion inducida por rotura (BIR) en levaduras (Kogoma 1996; Piques and Haber
1999; Kuzminov 1999). En estos tipos de recombinacién, el extremo 3’ invasor permite
que una polimerasa inicie la sintesis de DNA. Con o sin el ensamblaje de una auténtica
horquilla de replicacion, muy probable en E. coli pero ain no descrita en levaduras, se
consigue la replicacion de un fragmento largo de DNA (Figura 3). El BIR puede explicar
los casos descritos de reconstitucion de brazos completos de cromosomas a partir de una
pareja homodloga (Malkova ef al. 1996) o la conversién génica de fragmentos de
cromosomas largos inducidos por el punto caliente de recombinacién mitética HOT1
(Voelkel-Meiman and Roeder 1990).
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Figura 2. Modelos de DSBR (Szostak er a/. 1983) y SDSA (McGill e7 a/. 1989; Hastings 1988). Después de un DSB, la reseccion
de los extremos 5° genera dos cadenas sencillas terminadas en 3 que invaden a una molécula de DNA homdloga y ceban la
reaccién de sintesis de DNA. Como consecuencia, se forman dos estructuras de Holliday. En el modelo de DSBR, la conversién
génica estard asociada con un intercambio de los marcadores flanqueantes dependiendo de la forma en que se resuelvan las

estructuras. En ¢l modelo de SDSA, las nuevas cadenas de DNA sintetizadas son desplazadas del molde y emparejadas una con la
otra por lo que la conversién génica no se asocia con el entrecruzamiento.

En todos los modelos de recombinacion descritos, la reparacion por
recombinacion usa a una pareja homéloga para reparar la region dafiada. Esta pareja
puede ser la crométida hermana, especialmente si la reparacion ocurre durante o después
de la fase S, o el cromosoma homélogo si ocurre antes de S (Kadyk and Hartwell 1992;
Galli and Schiest] 1998). Sin embargo, como las repeticiones en el DNA son abundantes
en el genomio de los eucaridtas, la recombinacidn entre repeticiones representa una
alternativa posible para reparar las roturas en el DNA. La conversion génica causa la
homogeneidad de las repeticiones de DNA (Gangloff et al. 1996). Sin embargo, los
entrecruzamientos o el BIR pueden ser los responsables de diferentes reordenaciones
dependiendo de la localizacién de las repeticiones: inversiones, deleciones y
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duplicaciones cuando las repeticiones se localizan en el mismo cromosoma o
translocaciones cuando se localizan en cromosomas heter6logos.
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Figura 3. Modelos de medio entrecruzamiento (Dornfeld and Livingston 1992; Prado er «/. 2000) y BIR (Kogoma 1996;
Paques and Haber 1999; Kuzminov 1999). Después del corte y la reseccidn 5° a 37, s6lo uno de los extremos 3’ invade el
molde de DNA homdlogo y ceba a sintesis de DNA. En el modelo de "medio entrecruzamiento”, la invasién lleva a la
formacion de una estructura de Holliday. En el BIR, la invasién produce la replicacién del resto de la molécula.

Proteinas implicadas en la recombinacion mitética

Los genes implicados en la recombinacién mitética en levaduras han sido
identificados principalmente por medio del aislamiento de mutaciones que confieren
sensibilidad a radiaciones ionizante. Esto ha permitido la identificacién de RADS52,
RADS51, RAD54, RADS55, RAD57, RAD59 y RFAI (ver Paques and Haber 1999). Las
mutaciones en estos genes producen diferentes efectos tanto en la recombinaciéon
espontdnea como en la inducida por DSB en mitosis y abolen completamente la
recombinacion meidtica. Un segundo grupo de proteinas implicadas en recombinacién
mitdtica estaria formado por RADS50, XRS2 y MRE11 que forman un complejo con un
amplio nimero de funciones que incluyen la reparaciéon mitética de DSB, la
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recombinacion meidtica, el control del ciclo celular y el mantenimiento de los telémeros
(Lee et al. 1998; Haber 1998).

Los diferentes modelos de recombinacidén predicen que la reparacién por
recombinacién de DSBs requiere primero una extensiva degradaciéon 5° a 3’. La
acumulacién de colas de cadena sencilla terminadas en 3’ ha sido demostrada in vivo
durante el procesamiento de DSBs inducidos por la endonucleasa HO (White and Haber
1990) e inducidos por Spoll en meiosis (Sun ef al. 1991). En éste, el procesamiento de
un DSB es llevado a cabo por el complejo Mrell/Rad50/Xrs2. Mrell podria estar
implicado in vivo en la degradacién 5’ a 3°, ya que en su extremo amino reside la
actividad nucleasa que se necesita para el procesamiento del DSB (Usui et al. 1998). De V
este modo, la mutaciones que eliminan in vitro la actividad nucleasa de Mrel1 reducen la
degradacion 5’ a 3’ de los DSBs meiéticos in vivo (Moreau et al. 1999). En las células
mitéticas, sin embargo, aunque la ausencia de estas proteinas retrasa la cinética del
cambio de sexo inducido por HO (Ivanov et al. 1994), la mutacién de la actividad
nucleasa de Mrell no afecta la recombinacién inducida por HO, lo que sugiere que

existen otras nucleasas redundantes (Moreau et al. 1999).
Una vez formado, el extremo 3’ invade una regidn intacta de DNA homoélogo de

doble cadena, que actia como donador de informacién en la reaccién de reparacion, y
ceba la reaccidén de sintesis de DNA. La invasién requiere el emparejamiento de dos
moléculas de DNA y es concomitante con la formacion de un D-loop en la doble hélice
invadida. Al emparejamiento le sigue el intercambio de cadena.

Rad52 es la proteina de recombinacién que se necesita para todos los tipos de
recombinacion homoéloga. Tiene actividad de unién a DNA y promueve la reasociacion
de oligonucleétidos de cadena sencilla in vitro (Mortensen etal. 1996). Esta reaccidn es
estimulada por la proteina de unién a cadena sencilla RPA, codificada por RFAI
(Shinohara et al. 1998; Sugiyama et al. 1998). Por lo tanto, es probable que Rad52 se
requiera para el paso inicial de invasion. Una segunda proteina con actividad de
reasociacién es Rad59 (Petukhova et al. 1999), un homoélogo estructural de Rad52 (Bai
and Symington 1996). No estd claro, sin émbargo, si Rad59 participa en el paso de
invasion. Si fuera asi, su funcién tendria que ser dispensable, ya que rad59A tiene
unicamente un efecto significativo detectable en recombinacién en un fondo rad51A (Bai
and Symington 1996).

Rad52 puede actuar en concierto con Rad51 para promover la reaccién de
intercambio de cadena. Rad51 es el homdlogo funcional y estructural de RecA de E. coli
o UvsX del fago T4 (Shinohara et al. 1992; Aboussekhra ez al. 1992). Al igual que RecA,
Rad51 cataliza la reaccién de intercambio de cadena dependiente de ATP entre DNA
circular de cadena sencilla y un DNA lineal de doble cadena homologo (Sung 1994; Sung
and Robberson 1995; Namsaraev and Berg 1997). Forma filamentos nucleoproteicos en
DNA de cadena sencilla y de doble cadena (Ogawa et al. 1996; Baumann et al. 1996). Al
contrario que RecA, la proteina Rad51 eucaridtica in vitro se une de manera mas fuerte al

#
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DNA de doble cadena (Sung 1994; Baumann et al. 1996; Benson et al. 1994) y cataliza la
reaccion de intercambio de cadenas en ambas direcciones (Sung and Robberson 1995;
Namsaraev and Berg 1998). Rad51 y Rad52 interaccionan fisicamente (Donovan et al.
1994; Ogawa et al. 1995). Es posible que Rad52 estimule el intercambio de cadenas
dependiente de Rad51 colocando a Rad51 en un complejo de ssDNA con RPA (Benson
et al. 1994; Shinohara and Ogawa 1998; New et al. 1998). Se ha sugerido que el papel de
Rad5?2 seria vencer el efecto inhibitorio de RPA (Shinohara and Ogawa 1998; New ef al.
1998; Benson et al. 1998; Sung 1997).

Ademas, el intercambio de cadena requiere colocar cantidades estequiométricas
de 1a ATPasa Rad54 en los loci emparejados por el filamento nucleoprotéico formado por
Rad51 (Mazin et al. 2000). Rad54 tiene actividad ATPasa y parece ser un miembro de la
familia de proteinas remodeladoras de la cromatina SWI2/SNF2. Interacciona
directamente con Rad51 (Jiang et al. 1996) y estimula fuertemente la tasa de
emparejamiento entre moléculas homélogas de DNA de cadena sencilla (ssDNA) y doble
(dsDNA) llevada a cabo por Rad51 (Petukhova et al. 1998). Esta reaccion de
emparejamiento es mediada por una alteracion conformacional de la doble hélice
dependiente de la actividad ATPasa de Rad54 (Petukhova et al. 1999). Recientemente, se
ha mostrado que Rdh54, un homoélogo funcional de Rad54, también promueve la invasion

dependiente de Rad51 (Petukhova et al. 2000).
Por ultimo, la reaccién de intercambio de cadena mediada por Rad51 se estimula

por el heterodimero formado por Rad55-Rad57 a través de un mecanismo aun no
identificado (Benson et al. 1998; Petukhova et al. 1998; Sung 1997). Estos datos in vitro
son consistentes con los datos genéticos que implican que Rad51, Rad54, Rad55 y Rad57
funcionan en la misma ruta de recombinacion dependiente de Rad52.

.Se convierten los dafios espontineos en cortes de doble cadena?

Que los DSBs acttian como iniciadores de la recombinacién es sabido desde hace
tiempo y estd muy bien documentado, tanto mediante el uso de agentes fisicos como los
rayos X y los rayos y (Esposito and Wagstaff 1981; Fabre and Roman 1977; Haynes and

Kunz 1981) como mediante el uso de agentes quimicos como el MMS (Cundari et al.
1986). Se han llevado a cabo otros muchos estudios en los que €l DSB se inducia in vitro
mediante restrictasas (Kunes et al. 1985; Mezard and Nicolas 1994; Orr-Weaver et al.
1988; Prado and Aguilera 1995) o in vivo mediante endonucleasas especificas de sitio,
tales como HO (Fishman-Lobell and Haber 1992; Fishman-Lobell et al. 1992; Nickoloff
et al. 1989; Ozenbergen and Roeder 1991; Rudin and Haber 1988; Rudin et al. 1989;
Sugawara and Haber 1992), I-Scel (Plessis et al. 1992), Flp (Prado et al. 2000) y
restrictasas (Lewis et al. 1998). En todos los casos se han detectado intercambios

reciprocos, conversion génica y deleciones.
Sin embargo, la pregunta que surge es si el suceso original y responsable de la

recombinacion espontanea en mitosis es siempre un DSB. La primera evidencia de que en
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mitosis la recombinacién espontdnea es iniciada por un DSB es aportada por el hecho de
que todos los genes necesarios para recombinacién espontanea (RAD50, RAD51, RADS2,
RADS54, RADS55, RAD57, RAD59, XRS2, MRE11 y RFAI) se requieren para la reparacion
de DSBs inducidas por rayos YHaynes and Kunz 1981; Petes et al. 1991). La

implicacién de los DSBs en la recombinaciéon espontinea en mitosis también puede
explicar el fenotipo de hiperrecombinacién que confieren las mutaciones R4D50, MRE11
y XRS2. Estos genes son necesarios para religar los DSBs por NHEJ y es probable que en
su ausencia los sucesos que se inician se recanalicen hacia la recombinaciéon homoéloga
(Ajimura et al. 1993; Chamankhah and Xiao 1998; Ivanov et al. 1992; Tsubouchi and
Ogawa 1998). No obstante, esta explicacion parece demasiado simple porque si no las
mutaciones de HDFI y HDF2 deberian ser también hiperrecombinantes y no lo son
(Tsukamoto éf al. 1996; Milne et al. 1996).

Los DSBs, que no son reparados por el mecanismo de DSBR, pueden ser
canalizados, a su vez, hacia un mecanismo de reparacion de degradacién de cadena que
no necesita de la reaccién de intercambio de cadenas dependiente de RADS5I. Esto
explicaria el fenotipo especifico de hiperrecombinacion en deleciones de los mutantes
rad51, rad54, rad55, rad57 y rfal, presumiblemente por reasociacién de cadenas
sencillas (SSA) (Aguilera 1995; Liefshitz et al. 1995; McDonald and Rothstein 1994;

Smith and Rothstein 1995).
Sin embargo, el hecho de que no aparezcan plasmidos parentales junto con el

recombinante cuando uno estudia deleciones e inversiones inducidas por DSB en
sistemas de repeticiones, mientras que si aparecen simultdneamente, empleando los
mismos sistemas, cuando uno estudia recombinacién esponténea, abre la posibilidad de
que no todos los sucesos espontaneos se inicien necesariamente por un DSB (Prado and
Aguilera 1995; Prado et al. 2000).

La luz UV como fuente de dafio recombinogénico

El dafio espontdneo suceptible de NER puede explicar la hiperrecombinacién
presente en muchos mutantes afectados en NER, si el dafio que no se repara se canaliza a
través de la reparacién por recombinacion. Este puede ser el caso del fenotipo de
hiperrecombinacion de los mutantes rad3 (Montelone et al. 1988), rad25 (Kozhina et al.
1995) o ssli(Maines et al. 1998). También es posible que, en las cepas silvestres, el dafio
que se produce por luz UV escape de las rutas principales de reparacién, en este caso
NER. La subsiguiente accion de la replicacion o la accion parcial de alguna endonucleasa
en el lugar del dafio, puede producir una rotura recombinogénica o un hueco de cadena
sencilla en el DNA (Eckardt-Schupp and Klaus 1999). El DSB, que se generaria, se

repararia por recombinacion y necesitaria de RADS52.
Se ha sugerido que el bloqueo de una horquilla de replicacién es una de las causas

del incremento en recombinacion mitética después del tratamiento con 8-metoxipsoraleno
y luz UV-A (Dardalhon et al. 1998). Los DSBs se pueden observar tras la incubacion

&+
4



18 Introduccion

después del tratamiento. Ademas, la induccion de la recombinacién por luz UV 'y 4-NQO
se ha mostrado que depende de la divisién celular, lo que sugiere una vez mas que el
suceso recombinogénico tiene que producirse depués de que la polimerasa replicativa
intente pasar a través de la lesién no reparada (Galli and Schiestl 1999).

Efecto de la transcripcion en la recombinacién mitotica

En levaduras, al igual que en procariotas y eucariotas superiores, se ha establecido
bastante bien una conexién entre recombinacién mitética y la transcripcién génica. En
levaduras se conoce que tanto la transcripcion llevada a cabo por la RNAPI como por la
RNAPII estan implicadas en la induccién de la recombinacién mitética y en
reordenaciones genéticas como deleciones, intercambios reciprocos, conversiones génicas

y desestabilizacién de microsatélites.
El cambio de sexo en levaduras es probablemente un claro ejemplo en el cual,

dado el control desarrollado de la transcripcion y recombinacioén de los genes implicados
(MAT, HMLa, HMRa y HO), la interconexion entre ambos procesos tiene que estar

fuertemente controlada. El silenciamiento impide la recombinacién de los loci HMLa 'y

HMRa (Haber 1998; Paques and Haber 1999). Recientemente se ha publicado que existe
una influencia de la transcripciéon en la recombinacién que se ejerce a larga distacia,
independientemente del status transcripcional de las secuencias donadora y receptora,
debido a la accion de un potenciador recombinacional regulado a nivel de transcripcién
(Wu et al. 1998).

Estimulacién de la recombinacién mediada por la RNAPII

La primera evidencia de recombinacién asociada a transcripcién (TAR) se
demostré en E. coli (Ikeda and Matsumoto 1979), en el que la transcripcion mediada por
Rpo estimulé la recombinacion del fago A. Los primeros trabajos en S. cerevisiae que

mostraban que la transcripcién estimulaba la recombinacién aparecieron con la
identificacién y el aislamiento de HOTI, que es un punto caliente de recombinacion que
actia en cis y esta presente en el DNA ribosomico (Keil and Roeder 1984). El fenotipo de
hiperrecombinacion que causa esta secuencia depende de la transcripcion de la RNAPI
(Stewart and Roeder 1989; Huang and Keil 1995). Posteriormente, €l grupo de R.
Rothstein mostré que la frecuencia de deleciones entre repeticiones directas del gen
GALI0 se incrementaba con la transcripcion de la RNAPII (Thomas and Rothstein 1989).
El nivel de estimulaciéon de la recombinacion correlacionaba con el nivel de expresion del
sistema de repeticiones. Esto sugeria que la recombinacion podia iniciarse bien en una de
las repeticiones o bien en la secuencia intermedia. Los genes RAD52 y en menor medida
RADI, eran necesarios, aunque la ruta de recombinacion que quedaba en €l doble mutante
rad52 radl estaba afectada también por la transcripcion. Es probable, por tanto, que la
transcripcion estimule la iniciacion del suceso y no actie mejororando la eficiencia del
proceso de reparacion (Thomas and Rothstein 1989).

&
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Otro ejemplo relevante de recombinacion inducida por transcripciéon de la
RNAPII es la induccion de la recombinacion ectdpica del transposén Ty. Cuando se
activa la transcripcion de un Ty que est4 bajo un promotor GAL! y lleva un marcador de
seleccion, su tasa de recombinacion se estimula fuertemente (Nevo-Caspi and Kupiec
1994). Una vez mas, RADI y RADS52 son necesarios para el incremento de la

recombinacién por transcripcion (Nevo-Caspi and Kupiec 1996).
Con estos ejemplos se demuestra que la transcripcién de la RNAPII puede

estimular diferentes formas de recombinacién, pero ;puede la transcripcién desde
cualquier promotor ser capaz de estimular los sucesos de recombinacidn? Parece ser que
éste no es el caso. La recombinacién de un alelo adel cromosémico con un alelo ADE]
en un plasmido se estimula cuando la transcripcion de éste tltimo es inducida desde un
promotor GALI, pero no cuando se induce desde otro promotor también de la RNAPII
como ADHI o desde un promotor de la RNAPI (Bratty et al. 1996). Estos resultados
apuntan a una influencia del promotor en el suceso de recombinacién, al menos para el
intercambio intermolecular (plasmido-cromosoma).

Recombinacion asociada con la elongacion de la transcripcién por la RNAPII: el
complejo THO y THP1

A pesar de los numerosos ejemplos existentes que conectan la transcripcion y la
recombinacion, la naturaleza de esta conexion atn esta por elucidar. Una posibilidad es
que haya un efecto indirecto de la transcripcién en recombinacion porque se incremente
la accesibilidad al DNA de los agentes dafiinos o a la maquinaria de recombinacién. La
identificacion y el analisis de los mutantes hiperrecombinantes ha aportado nuevas pistas
a la comprension de tal conexion. Un mutante muy interesante y relevante para el estudio
de esta conexion es hprlA, que se identificé originariamente en una busqueda genética de
mutantes hiperrecombinantes. El mutante AprlA muestra un incremento fuerte en la tasa
de deleciones entre repeticiones directas sin afectar la conversion génica o la sensibilidad
a agentes que dafian el DNA como es el caso en la recombinacién estimulada por HOT! o
GAL10 (Aguilera and Klein 1989, 1990). La mutacion nula hprlA presenta un fenotipo
pleiotropico, como termosensibilidad (ts) y niveles reducidos de transcripcién en
diferentes construcciones empleadas (Fan and Klein 1994; Zhu et al. 1995; Prado et al.
1997; Chévez and Aguilera 1997), lo que sugiere un papel de Hprl en transcripcién. En
consecuencia se han mapeado supresores del fenotipo de ts en genes estructurales
relacionados con la transcripcion dependiente de la RNAPII (Fan et al. 1996; Uemura et
al. 1996). El aislamiento de mutaciones en los genes SRB2 y HRSI/MED3 como
supresores del fenotipo de hiperrecombinacion de ApriA demostré el primer vinculo entre
los fenotipos de recombinacién y de transcripcion (Piruat and Aguilera 1996; Santos-
Rosa and Aguilera 1995; Santos-Rosa et al. 1996). Tanto SRB2 como HRSI codifican
subunidades del complejo mediador del holoenzima RNAPII (Koleske and Young 1994;
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Myers et al. 1998; Piruat et al. 1997) y son completamente necesarios para el fenotipo de
hiperrecombinacion que confiere Apr/A (Santos-Rosa and Aguilera 1995).

El vinculo entre transcripcion y recombinacion en Aprl parece mas sélido cuando
se demuestra que el fenotipo de hiperrecombinacion de los mutantes Aprl se detecta entre
repeticiones directas que tienen una secuencia intermedia que se transcribe. Si colocamos
el terminador de la transcripcion de CYCI corriente abajo de la repeticion que se
transcribe, tal que la transcripcion no pueda pasar a la region intermedia, se elimina el
fenotipo de hiperrecombinacién (Prado et al. 1997). Estos resultados sugieren un papel de
la elongacion de la transcripcion, mds que de la iniciacion, a la hora de estimular la
recombinacion. De hecho, un andlisis transcripcional de los mutantes spr/ indica que
Hprl tiene un papel funcional en la elongacion de la transcripcion (Chévez and Aguilera
1997). La importancia del defecto de la elongacion de la transcripcion en recombinacion
se manifiesta por €l hecho de que el fenotipo de hiperrecombinacion de Aprl depende
fuertemente de la naturaleza de la secuencia intermedia transcrita. Los niveles de
recombinacidén son extremadamente altos (casi un 100%) cuando la RNAPII procede a
través de secuencias de DNA en las que la elongacién de la transcripcion esta
fuertemente disminuida, por ejemplo lacZ. Existe una correlacién perfecta entre la
aversion de una secuencia en particular a ser transcrita en un mutante spr! y la habilidad
de esa secuencia de inducir recombinacién cuando se inserta entre repeticiones directas

(Chavez and Aguilera 1997).
Las conclusiones alcanzadas con el estudio de Apr/ se han visto apoyadas por la

identificacion y caracterizacion de un nuevo mutante, tho2. El gen THO? se aislé como
un supresor multicopia de Aprl. El mutante tho2A es fuertemente hiperrecombinante y
muestra un defecto de la elongacion de la transcripcion mas fuerte incluso que hprl
(Piruat and Aguilera 1998). Mediante sistemas de recombinaciéon en los que la
transcripcion estd bajo el promotor GAL1 y fuera de las repeticiones, también se ha
demostrado que el efecto hiperrecombinante de tho2 se observa unicamente cuando la
transcripeion estd activa (Piruat and Aguilera 1998).

Ademas de la estimulacién de deleciones causadas por los mutantes hprl y tho2,
otras formas de inestabilidad genética, como la pérdida de plasmidos, ha sido observada
en asociacion con el defecto de la elongacion de la transcripcion. En ambos mutantes, la
estabilidad de los plasmidos centroméricos se reduce cuando la transcripcién de un gen
en un pldsmido se activa, siendo los niveles de inestabilidad dependientes de la
sensibilidad de la secuencia transcrita a los mutantes sprl y tho2 (Chavez and Aguilera

1997; Piruat and Aguilera 1998).
Recientemente se ha aislado un complejo que contiene a ambas proteinas junto

con otras dos: Mftl y Thp2. La ausencia de estas proteinas provoca los mismos fenotipos
de hiperrecombinacién mitdtica y defecto de la elongacion de la transcripcion propios de
los mutantes hprl y tho2, (Chavez et al. 2000). Estos resultados sugieren que este
complejo THO actia como una unidad funcional que conecta la elongacion de la
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transcripcion con la recombinacién mitética y se pueden interpretar como si el fenotipo
de hiperrecombinacion no fuera la consecuencia principal de un incremento en el
reclutamiento de la maquinaria de recombinacion, sino un incremento en el dafio al DNA
o en errores de replicacion, capaces de iniciar recombinacion cuando ocurren entre
repeticiones. Si no hay repeticiones presentes, la estabilidad de la unidad replicativa
quedaria comprometida.

También se ha descrito de una quinta proteina, Thpl, que actia en la misma ruta
que el complejo THO, aunque no estd presente en él, conectando elongacién de la
transcripcion con recombinacién mitdtica (Gallardo and Aguilera 2001).

Recombinacién homéloga entre repeticiones directas

Entre-los distintos tipos de reordenaciones que se pueden generar estan las
deleciones. Estas pueden producirse por sucesos de recombinaciéon tales como
entrecruzamiento entre dos repeticiones, intercambio desigual de cromatidas hermanas o
conversion génica desigual entre cromatidas hermanas (Rothstein et al. 1987) (Figura 4),
que presumiblemente siguen un mecanismo estandar de reparacién por recombinacion.
Ademas, las deleciones pueden generarse por otros mecanismos no conservativos tales
como la invasion de un extremo (Belmaaza and Chartrand 1994; Prado and Aguilera
1995) o SSA (Fishman-Lobell and Haber 1992; Fishman-Lobell et al. 1992; Lin et al.
1984; Ozenbergen and Roeder 1991) (Figura 5). El SSA depende parcialmente de
RADS52 (Fishman-Lobell et al. 1992; Sugawara and Haber 1992; Mezard and Nicolas
1994; Prado and Aguilera 1995) y RADS59 (Sugawara et al. 2000; Davis and Symington
2001). RAD59 es homologo a RADS52 y hay estudios que sugieren que ambas proteinas
solapan su funcidn (Bai and Symington 1996; Bai et al. 1999). Sin embargo, la mutacion
de RADS51 no inhibe la formacion de deleciones por SSA (Ivanov et al. 1996). Las
mutaciones en R4D51 y RADS59 pueden actuar sinergisticamente en recombinacion entre
repeticiones invertidas pero no se ha visto si afectan en conjunto a la formacién de
deleciones de igual forma (Bai and Symington 1996; Bai et al. 1999; Bértsch et al. 2000).
Las deleciones también se pueden generar pof un resbalén durante la replicacion (Lovett

et al. 1993).
Aproximadamente solo el 5% de las deleciones espontineas estdn asociadas con

la generacion de un circulo, lo que sugiere que los mecanismos mayoritarios de las
deleciones son no conservativos (Schiestl et al. 1988; Santos-Rosa and Aguilera 1994).
Mis del 90% de los DSBs entre repeticiones directas, generados por endonucleasas, se
reparan eficientemente por deleciéon (Mezard and Nicolas 1994; Prado and Aguilera
1995).

Recombinaciéon homologa entre repeticiones invertidas
La recombinacién entre secuencias invertidas puede producir bien conversion
génica de las repeticiones o bien inversiones. Se ha pensado generalmente que las
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inversiones ocurrian por intercambio reciproco entre las repeticiones. Por consiguiente se
pensé que las repeticiones invertidas eran un buen sistema para realizar estudios
genéticos convencionales de recombinacion homoéloga. La frecuencia de deleciones entre
repeticiones directas es diez veces mayor que la frecuencia de inversiones entre
repeticiones invertidas (Prado and Aguilera 1995). Esta diferencia puede deberse al hecho
de que un DSB flanqueado por repeticiones directas produce una delecién de manera muy
eficiente, pero no asi inversiones cuando el DSB esta flanqueado por repeticiones
invertidas (Prado and Aguilera 1995). Esta claro, por tanto, que mientras el SSA por si
mismo es capaz de producir deleciones, no puede producir inversiones. Las inversiones
pueden ser presumiblemente el resultado de un mecanismo estandar de DSBR (Szostak et
al. 1983). Consecuentemente, las inversiones son fuertemente dependientes de Rad52. La
mutacién rad52A puede reducir la frecuencia de inversiones espontaneas entre 50 y 3000
veces entre repeticiones cromosomicas (Bai and Symington 1996; Prado and Aguilera
1995; Aguilera 1995; Bai ef al. 1999; Aguilera and Klein 1989; Malagén and Aguilera
2001; Rattray and Symington 1994) o entre 20 y 100 veces en sistemas plasmidicos
(Prado and Aguilera 1995; Ahn and Livingston 1986; Dornfeld and Livingston 1992).

De todos estos datos parece derivar la idea de que los sistemas de repeticiones
invertidas parezcan una excelente herramienta para estudiar entrecruzamientos. Sin
embargo, rad51A reduce la recombinacion entre repeticiones invertidas unas cuatro veces
en los diferentes sistemas estudiados, independientemente de su localizacion en
plasmidos o en cromosomas (Bai and Symington 1996; Aguilera 1995; Malagén and
Aguilera 2001; Rattray and Symington 1994).

La pregunta que surge es cOmo ocurren las inversiones por un mecanismo
dependiente de Rad52 que no use una reaccion de intercambio de cadena dependiente de
Rad51. Una pista fue la identificacion del gen R4DS59 usando un sistema de repeticiones
invertidas. La mutacién de este gen causa una reduccion de cinco veces en la frecuencia
de inversiones con respecto a una cepa silvestre. Esta caida alcanza las 1200 veces en un
doble mutante rad51 rad59 (Bai and Symington 1996).

El efecto de rad59 en recombinacién entre cromosomas homoélogos es el opuesto
(Bai and Symington 1996). Esto sugiere que Rad59 se requiere para las inversiones
observadas entre repeticiones invertidas en ausencia de Rad51. Recientemente se ha visto
que Rad59 es necesaria para la formacién de deleciones tanto espontineas como
inducidas por DSB (Jablonovich et al. 1999; Sugawara et al. 2000; Bai et al. 1999). Esto
es consistente con la idea de que Rad59 es esencial en la recombinacion en ausencia de
Rad51, como es el caso de las deleciones entre repeticiones directas. Como SSA es €l
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Figura 4. Formacién de inversiones y deleciones por recombinacion desigual entre cromatidas hermanas. La GC desigual de
cromitidas hermanas puede dar lugar a inversiones (Chen and Jinks-Robertson 1998) (A) o a deleciones (Rothstein o7 a/. 1987) (B)
entre las repeticiones. Ambos sucesos pueden ocurrir por DSBR o SDSA. Las deleciones pueden formarse ademds por intercambio
desigual entre cromdtidas hermanas (C).

principal mecanismo responsable de las deleciones (Figura 5), los datos de las
inversiones sugieren que SSA también puede participar en la formacién de las
inversiones. Esto puede explicar que Rad1/Rad10 sea necesaria para las inversiones
espontaneas (Aguilera and Klein 1989; Malagén and Aguilera 2001).

oy
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Figura 5. Modelo de reasociacién de cadenas sencillas (SSA) (A) (Lin e a/. 1984) y de invasién de un extremo (B) para explicar las
deleciones. (A) Después del corte y la reseccién 5°-3°, quedan expuestas regiones complementarias de cadena sencilla. La
reasociacién de estas cadenas y l1a climinacién de las colas 3” colgantes conduce a la delecién de la secuencia intermedia y una de las
repeticiones; (B) Si el DSB esta sesgado hacia una de las repeticiones, se puede degradar una de las repeticiones antes que laotra y
se genera un extremo 3’ que invade a la repeticién homdéloga. Se forma una estructura de Holliday que al resolverse genera la
delecion.

Las inversiones espontidneas e inducidas por DSB disminuyen de forma
sinergistica en el doble mutante radlA rad51A (Kang and Symington 2000; Rattray and
Symington 1995). Parece razonable pensar que las inversiones pueden ocurrir por un
mecanismo de invasién de un extremo que implicaria BIR y SSA como ha sido sugerido
por Birtsch et al. (2000). El BIR es un mecanismo eficiente capaz de reparar hasta un
35% de los DSBs inducidos por HO en un mutante rad5/. Aunque tal mecanismo es
eficiente en células rad51, es probable que en células silvestres ocurra via Rad51
(Aguilera 2001). De hecho, el BIR representa el 2% de el total de sucesos observados en
una cepa silvestre (Malkova et al. 1996). Después de que se produzca un corte en una de
las repeticiones invertidas, el extremo 3’ generado invade a la otra repeticion y se inicia
el BIR (Figura 6). Una consecuencia de este proceso es la formacion de dos repeticiones
directas largas que se corresponden con toda la region inicial con un DSB en medio. La
subsiguiente reparaciéon del DSB por SSA entre las nuevas repeticiones directas
generadas daria lugar a una inversion en la mitad de los casos. Este mecanismo necesita
de Rad52 y Rad59, pero ocurre eficientemente en ausencia de RAD5I, RAD54, RAD55 y

RADS57 para sucesos espontaneos (Malagén and Aguilera 2001).
Por tltimo, las inversiones también se pueden explicar por conversién génica

desigual entre cromatidas hermanas (Figura 4). Este modelo ha sido propuesto para
explicar el efecto de las mutaciones en genes de MMR, tales como msh2, msh3 y pmsl,
en recombinacion entre repeticiones invertidas homeodlogas (Chen and Jinks-Robertson
1998). Es probable que, como en el caso de las deleciones, este mecanismo explique parte
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de los sucesos espontaneos de inversiéon que se obtienen en diferentes sistemas
plasmidicos y cromosémicos. Sin embargo, como es un mecanismo de conversién génica,
y presumiblemente ocurre mediado por Rad51 via DSBR o SDSA, no es facil suponer
que sea la causa principal de inversiones, porque las inversiones espontineas € inducidas
por DSB estdn mucho menos afectadas que la conversion génica (més de un orden de
magnitud de diferencia) en fondo rad51A tanto en construcciones cromosémicas como
plasmidicas (Kang and Symington 2000; Aguilera 1995; Malagén and Aguilera 2001;
Rattray and Symington 1994).
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Figura 6. Modelo de BIR-SSA para explicar las deleciones (Birtsch er @/. 2000). Después del corte y la reseccién 5° a 37,
uno de los extremos 3’ invade la otra repeticion y ceba la sintesis de DNA. Esto produce una duplicacién adicional de la
repeticion.
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OBJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis ha sido profundizar en la relacion de tres
procesbs basicos para toda célula mitdtica como son la transcripcidn, la recombinacion y
la reparacion. En concreto, hemos intentado entender el papel de la transcripcion como
inductor de la recombinacidn, la relacién de mutantes afectados en transcripcion con
NER vy la funcién de la recombinaciéon homoéloga como mecanismo de reparacion de
dafios espontaneos e inducidos por un DSB.

La conexidn entre la transcripcidn y otros procesos del metabolismo del DNA ha
surgido como una caracteristica general en todos los organismos desde los procariotas
hasta los eucariotas superiores. Esta conexién tiene un impacto importante en la
integridad genética. Uno de nuestros principales intereses es comprender el mecanismo
por el que la transcripcion estimula la recombinacién. Para ello nos hemos centrado en la
estabilidad genémica de distintas secuencias y hemos comparado dafios espontaneos
frente a dafios inducidos por DSBs. Para comprender los mecanismos responsables de las
distintas vias de recombinacién mitética es necesario conocer el papel de cada proteina en
los mecanismos generales de recombinacion, asi como sus interconexiones funcionales y
estructurales.

En segundo lugar, la transcripcién y el NER estan intimamente relacionados.
Primero, el complejo TFIIH tiene un papel dual en iniciacion de la transcripcion y en
NER, y segundo, la transcripcién favorece la reparacion de dafios presentes en las
secuencias transcritas. Se piensa que una RNAPII elongante, al quedar bloqueada ante un
dafio en el DNA, pedria actuar de sefial para atraer a la maquinaria de NER.
Considerando las conexiones existentes entre transcripciOn y reparacion y entre
transcripcion e inestabilidad gendémica establecidas por el complejo THO y THPI, nos
hemos preguntado si mutaciones en los genes HPRI, THO2 y THPI menoscaban el NER.
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SDSA y BIR parecen ser dos alternativas diferentes de la recombinacion iniciada
con un DSB. Hasta la fecha, el BIR se ha estudiado mayoritariamente en células diploides
que sufren un Unico DSB inducido por HO en un cromosoma. En una cepa silvestre este
DSB puede repararse eficientemente a partir del cromosoma homdlogo mediante
conversion génica. La conversion génica mediada por SDSA es eliminada en los
mutantes rad51A, rad54A, rad55Ay rad57A. Sin embargo, el cromosoma roto se puede
reparar por BIR en estos mutantes, aunque con menor eficiencia (Malkova et al. 1996;
Signon et al. 2001). La ruta de BIR puede ocurrir en ausencia de RAD51 y RAD54, pero
‘depende de R4D59, TID1/RDHS54, MRE11, RAD50 y XRS2 entre otros genes (Signon et
al. 2001). RAD52 es necesario para BIR y SDSA lo que implica que ambos son procesos
de recombinacion (Malkova et al. 1996).

En este estudio hemos disefiado un sistema de repeticiones invertidas con el que
poder estudiar més en profundidad los mecanismos de reparacién de un DSB. Ademds,
hemos comparado los requerimientos genéticos de este sistema de recombinacién con
otro entre un pldsmido y un cromosoma. En ambos sistemas hemos comparado la
recombinacién espontanea con la inducida por un DSB.

Las inversiones inducidas por un DSB ocurren en ausencia de Rad51 y son
parcialmente dependientes de Rad59

Hemos desarrollado un nuevo sustrato para el estudio de la recombinacién entre
repeticiones invertidas. Las repeticiones estan basadas en el gen LEU2, comparten una
homologia de 1,2 kb y se clonaron en el plasmido centromérico pRS316 con el gen URA43
como marcador (Sikorski and Hieter 1989). La construccién lleva un alelo leu2-HOr, que
contiene 21 pb de la diana de corte de HO en el sitio EcoRI de LEU?2, cuya transcripcion
estd controlada por el promotor tet, y un alelo leu2A5’, que corresponde a un gen LEU2
truncado en la posicion +150 (Figura 7A). Los recombinantes se detectaron
genéticamente mediante el fenotipo Leu”. El porcentaje de inversiones se determiné
fisicamente mediante PCR usando una mezcla de tres cebadores y mediante Southern de
recombinantes independientes Leu* (Figura 18).

La Tabla 2 muestra que la frecuencia de recombinantes Leu® se incremento en el
silvestre 389 veces sobre los niveles espontineos (en un medio con glucosa al 2%)
cuando la endonucleasa HO se expres6 durante 5 horas y media (aproximadamente 2
generaciones). Si HO se expresa durante todo el tiempo, es decir, durante 22
generaciones, todas las colonias que se obtienen son recombinantes. Estos resultados
indican que HO se expresa y es capaz de inducir recombinacion cortando en la diana del
alelo leu2-HOr. Sin embargo, también refleja que la diana HO de 21 pb no se corta con
un 100% de eficiencia, ya que mientras més tiempo inducimos la expresién de HO,
mayores son los niveles de recombinacion. Este hecho supone una ventaja para nuestro
sistema puesto que podemos controlar, a nuestra conveniencia, los niveles finales de
recombinacion en un cultivo simplemente limitando el tiempo de crecimiento de €ste en

5
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Figura 7. Andlisis fisico de reparacién de un DSB inducido por HO. (A) Plasmido monocopia pRS316-TINV que leva
el sistema TINV construido para este estudio. El sistema consta de dos copias del gen L£UZ2 orientadas de manera
invertida y representadas como cajas con punta y la regidn entre ambas como una flecha negra. A una de las copias de
LEU2 se le ha sustituido su propio promotor por el promotor %/ reprimible por doxiciclina (caja gris oscuro) y se le ha
anadido el terminador transcripcional del gen CFC/ (CFC/zer, caja gris clara). Esta copia estd interrumpida en la diana
£coR]1 con una insercién de 25 pb que contiene la diana HO (sc). La otra copia tiene truncada el promotor y los primeros
150 pb del ORF. En total, ambas copias comparten 1.2 kb de homologfa. El plasmido lleva ¢l gen J/R4.7 como marcador
de seleccién en levaduras y un centrémero (CZM) y un origen de replicacién (4£5) para mantenerlo de manera estable.
(B) Andlisis de la cinética de reparacion de un DSB. Las muestras de DNA se obtuvieron de células crecidas en glucosa
al 2% (Glu) o a diferentes tiempos de un cultivo en galactosa al 2%. El DNA se digerié con X4ol-Spel y se hibrid6 con
una sonda especifica de ZEU2 de 12 kb o del terminador del gen CZC7 de 0,3 kb. Se muestran las posiciones de las
bandas de 3,8 kb del plasmido sin cortar, los fragmentos producidos por el corte de 24 kb y 14 kb (DSB), los
intermediarios de recombinacién de 2.9 kb y 4,7 kb (REC) y las bandas de 2.2 kb y 4 8 kb del LEU/Z? endbgeno (len2 AS).
(C) Cuantificacién de las bandas relevantes. Se cuantificaron en un Fujix FLA3000 todas las bandas por separado y se
normalizaron respecto a la banda de 22 kb del /ex2 AS a tiempo cero. Los porcentajes se calcularon como valores
absolutos respecto al pldsmido sin cortar a tiempo cero.

2% de galactosa. La Tabla 2 también muestra que el 36% de los recombinantes Leu”
inducidos por HO son inversiones, un valor que no es significativamente diferente
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(P<0,05) del 31% de inversiones que se producen espontineamente, lo que sugiere que
tanto las inversiones espontdneas como las inducidas se producen de forma similar.

Tabla 2. Frecuencia de recombinantes Leu” en el sistema TINV y porcentaje de

inversiones
Genotipo Frecuencia Frecuencia  Inremento Inversiones Inversiones
espontanea inducidapor  enveces espontineas inducidas por
HO (%)"? HO (%)
silvestre 45x%x10* 1.7x 10 389 31 36
radl A 3.8x10* 1.9x 10! 500 17 N.D.
rad51A . 59x10* 1.8x 10" 310 35 38
rad59A ' 6x 107 3.3x 107 550 18 27
rad51A rad59A 1.7x10° 4.1x102 2412 21 N.D.
rad524 2x10° 33x10* 165 12* N.D.

Las cepas son isogénicas a W303
' recombinantes Leu” independientes analizados entre 48 y 112
2 El asterisco es significativo

En todos los mutantes rad estudiados hay un incremento significativo de la
recombinacion por HO (entre 165 y 2412 veces sobre los niveles espontaneos), similar al
observado en el silvestre. Los mutantes nulos radlA y rad51A no afectan a la frecuencia
de recombinacion inducida por HO en nuestro sistema de repeticiones invertidas (Tabla
2). Sin embargo, el mutante rad59A reduce la frecuencia de recombinacién 5 veces y es
epistatico sobre rad51A. El mutante rad52A reduce los niveles de recombinacién por HO
530 veces respecto al silvestre. Esto indica que ninguna de las mutaciones son capaces de
eliminar completamente la recombinaciéon homdloga. Por tanto, la recombinacion
homdloga inducida por HO es muy eficiente en ausencia de Rad51 y Rad59.

La unién de extremos ilegitima causa el alto nivel de sucesos Leu" en el alelo len2-
HOr '

Es importante destacar que el corte por HO, en el silvestre y en los mutantes rad,
indujo la frecuencia de recombinantes Leu" dos-tres 6rdenes de magnitud sobre los
niveles espontaneos. Inesperadamente los sucesos Leu” inducidos por HO en rad52A eran
165 veces mayores que los sucesos espontaneos (Tabla 2). Decidimos demostrar que
dicha induccién de la recombinacion era el resultado de NHEJ. Para ello, transformamos
una cepa silvestre y los mutantes rad5/A rad59Ay rad52A con el plasmido pCM189-
L2HOr, que contiene la copia leu2-HOr. En ninguna de las cepas puede producirse un
suceso Leu” por recombinacién homologa ya que tienen delecionado el gen LEU2 del
cromosoma que podria actuar como donadora de informacién. Por tanto, los sucesos Leu”
que se obtienen una vez que se induce el corte por HO son consecuencia de religaciones
de los extremos del DSB. La frecuencia de este suceso oscila entre 1,5 y 6,7x10* en todas

&
’
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las cepas estudiadas. Estas frecuencias eran similares a aquellas obtenidas cuando
inducimos el corte con HO en el sistema plasmido-cromosoma en rad51A rad59A 'y
rad52A (Figura 8) o en el sistema TINV en rad52A (Tabla 2). Este resultado se puede
explicar de la siguiente manera: la insercién de 21 pb de la diana HO en leu2-HOr puede
convertirse por unién de extremos no homoélogos en una mutacién de 24 pb que
restablece la pauta de lectura y genera una copia LEU2 seudosilvestre (Moore and Haber
1996; Wilson and Lieber 1999). Por tanto nuestros resultados indican que el corte por
HO puede inducir sucesos de conversion génica detectables en todos los mutantes rad
analizados excepto rad51A rad59A y rad52A y en recombinacion entre secuencias
invertidas en todos los mutantes rad excepto en rad52A.

La conversion génica inducida por un DSB entre un plasmido y un cromosoma
depende de Rad51

Estabamos interesados en demostrar que la falta de efecto de rad5/A en la
recombinacién de nuestro sistema de repeticiones invertidas no estaba relacionada con el
alelo usado leu2-HOr, el fondo genético o la endonucleasa HO. Por este motivo
desarrollamos un ensayo de recombinacion adicional con el propésito de estudiar la
conversién génica entre un plasmido y un cromosoma. Este esta basado en el alelo leu2-
HOr que se localiza en un plasmido centromérico pCM189 y en un alelo leu2-k
localizado en el cromosoma III de S. cerevisiae (Figura 8). La longitud de la homologia
entre las dos copias de leu2 era de 1,35 kb, comparable con la de nuestro sistema
invertido. En este ensayo los recombinantes Leu’ ocurren por conversion génica
espontanea bien del alelo leu2-k o del alelo leu2-HOr silvestre, mientras que cuando
inducimos el corte por HO se producen exclusivamente por conversion génica del alelo
leu2-HOr (datos no mostrados).

En la Figura 8 se muestra que después de 5 horas y media de expresién, la
recombinacion inducida por HO se incrementd 6250 veces sobre los niveles espontaneos
del silvestre. Los mutantes radl Ay rad51A sufrieron una caida de entre 50 y 60 veces en
las conversiones génicas inducidas por HO, mientras que el mutante rad59A4 sélo cay6 7
veces por debajo de los niveles silvestres. Es interesante sefialar que el doble mutante
rad51A rad59A mostr6 niveles de recombinacién inducida por HO sélo dos veces
inferiores a los niveles silvestres, pero similares a los de una cepa rad52A. Este resultado
indica que al contrario de lo que ocurria en la recombinacion entre repeticiones
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Frecuencia de recombinacién
Genotipo Frecuencia  Frecuencia  Incremento
espontdnea inducida por HO en veces
silvestre 32x 10¢ 20x 10° 6250
radil A 14x10° 4.1 x 104 293
rads/ A 6,0 x 10* 33x 10+ 5500
rads9A 12x 106 37x103 3083
rad5] Arad59A3 0 x 103 20x 10+ 6666
rads2 A 10x 10 1,7 x 10+ 17000

Figura 8. Sistemna para medir la recombinacién pldsmido-cromosoma (A) El plasmido pCM189-ZL£UZHOr lleva una
copia del gen LE¢/2 a la que se le ha sustituido su propio promotor por el promotor /e/ reprimible por doxiciclina y se
le ha afiadido el terminador transcripcional del gen C¥FC/ (CFC/rer). Esta copia estd interrumpida en la diana £coR1
con una insercién de 25 pb que contiene la diana HO. En el cromosoma III se encuentra un alelo del gen Z£U/2 que es
una pérdida de la diana Ap7I (leu2-k). En total, ambas copias comparten 135 kb de homologia. El pldsmido leva el
gen JRAF como marcador de seleccion en levaduras y un centrémero (C£A) y un origen de replicacién (4KRS) para
mantenerlo de manera estable. La reparacién del corte producido por la endonucleasa HO puede ocurrir tinicamente
por conversién génica. (B) Frecuencia de recombinacidn espontinea e inducida por HO en distintos mutantes 7@, Las
células se crecieron en SC-ura suplementado con glicerol 3% y lactato 2% toda la noche. El corte se indujo en
galactosa durante 5 horas y media. Se midi6 la frecuencia de recombinacién de seis cultivos independientes antes y
cinco horas y media después de la induccién. El resultado es la media de 2-3 experimentos independientes.

invertidas, las conversiones génicas intermoleculares inducidas por HO son eliminadas
casi por completo tanto en el mutante sencillo rad52A como en el doble mutante rad51A
rad59A. Al igual que en el ensayo con el sistema TINV, los sucesos Leu" son el resultado
de recombinacion por union de extremos, ya que ocurren a una frecuencia de entre 1,7 y
1,9x10* similar a la que se esperaria en dicho caso.

Los requerimientos genéticos de la recombinacién inducida por HO son similares
a los que la recombinaciOn esponténea con la excepcion de RAD I, que sélo se necesita
ligeramente para esta tltima. Este resultado refleja probablemente la implicacion de Radl
en el procesamiento de las colas heter6logas generadas por la endonucleasa HO en el
alelo leu2-HOr. Como la mayoria de los sucesos probablemente se inician en la zona de
homologia de leu2, no hay necesidad de la actividad de procesamiento de las colas
mediada por Radl en la recombinacion espontdnea y si en la inducida.

La dependencia de Rad51 de la recombinacion intermolecular entre un plasmido y
un cromosoma, que no se observa en las repeticiones invertidas, sugiere que las
inversiones ocurren por un mecanismo adicional. De acuerdo con nuestros resultados,
Rad59 jugaria un papel importante en este mecanismo. Por tanto, decidimos investigar la
posibilidad de detectar fisicamente intermediarios de recombinacién inducidos por HO en
nuestro sistema de repeticiones invertidas, con el fin de averiguar el mecanismo
responsable de las inversiones.
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Deteccion de los intermediarios de recombinacion asociados al corte por HO

Con el fin de detectar e identificar fisicamente los intermediarios y los productos
de la recombinacion entre secuencias invertidas, analizamos por Southern la construccion
TINV a diferentes tiempos tras la induccién de la expresion de HO. En la Figura 7B se
muestra que cuando usamos una sonda interna del gen LEU2, identificamos claramente
dos bandas de 1,4 y 2,4 kb que aparecen a los treinta minutos y se corresponden con los
dos extremos del DSB. La cuantificacion de la banda de 2,4 kb nos permite concluir que
aproximadamente el 4,5% de los plasmidos estdn cortados a ese tiempo. Este resultado
confirma que la diana HO de 21 pb del alelo leu2-HOr se corta con una eficiencia
limitada de acuerdo con nuestros datos genéticos y con las observaciones previamente
descritas por otros grupos (Paques and Haber 1999). Sin embargo, cuando cuantificamos
la banda de 1,4 kb, que se corresponde con el otro extremo del corte, observamos que no
alcanzamos los mismos valores absolutos de corte por HO. Esto es debido, posiblemente,
a que la sonda de LEU?2 hibrida dos veces en la banda de 2,4 kb, en concreto con el
fragmento de leu2A5’ y con el extremo 3’ del alelo leu2-HOr, mientras que en la de 1,4
kb sélo hibrida una vez con el extremo 5’ del alelo leu2-HOr. Por tanto, hemos corregido
el valor de la banda de 1,4 kb multiplicdndola por dos pero ain asi no alcanza el valor de
la banda de 2,4 kb. La banda que corresponderia al producto de la inversién o de la
conversion génica, coincide en tamafio (3,8 kb) con el plasmido sin cortar. Debido al bajo
porcentaje de plasmido que es cortado por HO, nos ha sido imposible determinar la
proporcién dentro de la banda de 3,8 kb que se deberia al producto de la inversion o de la
conversion génica.

Una vez alcanzados los maximos niveles de corte por HO, se empieza a observar
una disminucién en la sefial de ambos extremos del DSB hasta que se estabiliza y se
alcanza un equilibrio estable entre el corte y la reparacion de éste. Ademads, se observa
una banda de 2,9 kb que se comienza a acumular a niveles detectables a las dos horas y
que alcanza el nivel méaximo tras seis horas de induccidén del corte. Esta banda no se
puede explicar mediante un suceso de intercambio reciproco dentro de la cromatida. Sin
embargo, puede ser explicada como el resultado de un suceso de BIR o de un intercambio
entre cromatidas hermanas (Figura 10). Esta formada por dos alelos leu2AS5’ enfrentados
y hemos confirmado su naturaleza mediante PCR de los correspondientes DNA
genomicos. Para ello hemos empleado combinaciones de cuatro cebadores distintos
disefiados para amplificar varias regiones internas de este fragmento (Figura 9).

En el filtro rehibridado con la sonda del terminador del CYCI, se aprecia
claramente una banda de 4,7 kb, que permanecia oculta cuando hibridamos con la sonda
de LEU2 porque coincidia en tamafio con el alelo leu2ASFAI endégeno. Esta segunda
banda aparece retrasada respecto al corte y con la misma intensidad y cinética que la
banda de 2,9 kb. Por tanto, es de suponer que se corresponde con el producto de la
invasion del otro extremo del DSB. Esta banda de 4,7 kb s6lo se puede explicar mediante
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Figura 9. Anélisis por PCR de la banda de 2,9 kb que se genera en el TINV. (A) Esquema de la regién de las
repeticiones invertidas TINV en la configuracion parental e invertida y la banda Spel-Spel de 2.9 kb del intermediario de
recombinacién. Se muestran los cebadores (flechas) y los productos esperados (lineas en gris). (B) Andlisis por PCR de
la muestra de DNA gendémico aislado de levaduras crecidas en doce horas en 2% de galactosa. Diferentes combinaciones
de cebadg;gs se usaron en siete reacciones de PCR. Como marcador de tamafio usamos la escalera estdndar de 1 kb de
GIBCO-BRL.

la presencia de dos plasmidos en la célula. Como hemos demostrado que el corte no es
muy eficiente, es probable que la induccion del corte por HO produzca un DSB por célula
que afectaria a uno de los plasmidos, quedando intacto el otro que actuaria de cromatida
hermana para reparar. Segun la orientaciéon en la que se emparejen las cromatidas
hermanas, esta reparacion puede ser igual (ESCE) o desigual (USCE), como se muestra
en la Figura 10. La reparacion mediante este mecanismo genera dimeros cabeza-cola
(HTD) que conservaria las dos dianas de HO o dimeros cabeza-cabeza (HHD) que
conservarian una diana HO. El posterior corte de alguna de ellas generaria la resolucion
del dimero en un monémero mediante SSA. La deteccion por Southern de los HTDs es
imposible puesto que el tamafio de la banda esperada seria de 3,8 kb, el mismo que el del
plasmido parental o recombinado. Sin embargo, este modelo predice la aparicion
simultanea de una banda de 2,9 kb y otra de 4,7 kb, detectables mediante las sondas de
LEU2 o de CYCI, que estarian presentes en el HHD. Como hemos mostrado con
anterioridad, ambas bandas son detectables en las cinéticas del sistema TINV. Para
verificar la validez de este modelo decidimos buscar los dimeros, que deberian aumentar
con el tiempo en galactosa.
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Figura 10. Diagrama de los sucesos de recombinacion iniciados por un DSB inducido por HO en el pldsmido pRS316-TINV.
Las inversiones pueden ocurrir por BIR intracromatidico (izquierda) o por intercambio desigual entre cromdtidas hermanas
(centro), que se puede dar tanto por BIR como por un intercambio reciproco. El USCE produciria un dimero cabeza-cabeza y
unos fragmentos de 2.9 y 4.7 kb cuando se digieren con Spel y .¥/ol. También se muestran los productos del intercambio entre
crométidas hermanas que genera dimeros cabeza-cola aunque en este caso no se producen inversiones (derecha). Se muestran
los tamaiios de los fragmentos que se detectan por Southern en cada caso después de digerir con Spel y X4dl. Esto incluye la
banda de Spel-Spel de 2.9 kb espectfica de la inversién.

La presencia de dimeros aumenta con el tiempo una vez inducido el corte

Para comprobar que efectivamente aparecen dimeros después de la induccién del
corte por HO, decidimos analizar la misma cinética de corte en el silvestre pero usando el
DNA sin digerir previamente con restrictasas. Como sonda empleamos un fragmento mas
pequefio del gen LEU2 que hibrida exclusivamente con los alelos leu2 del plasmido y no
con el alelo leu2ASFAI del cromosoma. De esta manera esperabamos distinguir las tres
formas de un pldsmido monomérico: relajado, lineal y superenrollado (Figura 11A y
11B). Si es cierto el modelo de intercambio entre cromatidas hermanas, esperariamos
también la aparicion de bandas de mayor peso molecular que corresponderian al dimero.
A medida que pasa el tiempo en galactosa, se aprecia como aumenta la formacién de
dimeros hasta alcanzar su nivel maximo a las cuatro horas siguiendo una cinética similar
a la banda de 2,9 kb y 4,7 kb. Este incremento va acompafiado de una disminucién en el
numero de mondmeros. Por tanto, nuestros resultados sugieren que el intercambio entre
cromatidas hermanas es el mecanismo principal de recombinacién entre repeticiones en

células mitoticas.
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Figura 11. Andlisis de Southern del DNA sin digerir. (A) Cinética de los plasmidos recombinantes después de
diferentes tiempos de induccion del HO en 2% de galactosa. Las muestras de DNA de 1a cinética se digirieron
con BgdAl gue no corta ¢l plasmido (B) Cuantificacién de los monémeros y los dimeros observados en la
electroforesis unidimensional. (C) Anilisis de la formacién de dimeros en pRS316-TINV mediante gel
bidimensional. El DNA se aislo de las c€lulas crecidas durante 24 horas en 2% glucosa (HO sin inducir) y 2%
galactosa (HO inducido). Después de la tincidn con el bromuro de etidio (EtBr), se corté una tira del gel que se
incubé sin y con X4l antes del andlisis de los productos del corte en la segunda dimension. Los filtros se
hibridaron con una sonda 0.6 kb (/al-£coRV de LEDZ2. Las flechas negras sefialan los fragmentos de DNA que
resultan de digerir los dimeros. La estrella identifica una sefal inespecifica de la membrana Por razones
técnicas los multimeros sin digerir (-X40l) que migran lento se cortaron del gel antes de transferir al filtro. (D)
Diagrama de los diferentes tipos de monémeros y dimeros identificados. Se incluyen los tamaifios en kb de los
distintos fragmentos observados en el Southern. X, multimeros; rD, dimeros relajados; rM, mondmeros
relajados; seD dimero superenrollado; IM, mondmero lineal; seM, monémero superenrollado. Otros detalles
como en la Figura 7.
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Sin embargo, este ensayo no nos permite distinguir entre los dos tipos de dimeros,
HHD y HTD, que se forman. Con el objetivo de identificar en que medida contribuye el
ESCE y el USCE en la formacién de dimeros, decidimos hacer geles bidimensionales.

El ESCE es mayoritario respecto al USCE

En la primera dimensién se separaron las formas monoméricas y multiméricas
del plasmido pRS316-TINV. Después de tefiir el gel con bromuro de etidio, se cort una
tira del gel que contenia las bandas de interés y se digirié con XAol. La tira una vez
tratada se someti6 a la segunda dimensién (Figura 11C). Antes del anélisis se comprobé
qué bandas se corresponden con el DNA lineal, relajédo o superenrollado. Para ello se
tratd el plasmido pRS316-TINV extraido de E. coli con Topoisomerasa I o Xhol (datos no
mostrados). La forma lineal del monémero esta presente a las 24h tanto en glucosa como
en galactosa. Sin embargo, sélo en la muestra de galactosa, el corte de XAol produce la
aparicion de una banda distinta que migra a la posicién esperada para una molécula que
también esta cortada por HO (9,0 kb).

Las formas multiméricas del plasmido estin presentes en la extraccién de DNA de
las células crecidas en galactosa, mientras que estdn practicamente ausentes en las
crecidas en glucosa. No podemos excluir que alguna de las moléculas de alto peso
molecular estén encadenadas, ya que las formas multiméricas de plasmidos pueden
resolverse en éstos (Wasserman et al. 1985). Como resultado de la digestion de los
multimeros con Xhol aparecen tres bandas distintas. El tamafio de las bandas indica que
los multimeros estdn formados por HHDs y HTDs. La presencia de los HHDs se
confirma por los dos fragmentos de 4,7 kb y 16,1 kb, mientras que la aparicion del
fragmento de 10,4 kb denota la presencia de los HTDs. Es importante sefialar que los
HTDs son tres veces mas abundantes que los HHDs, por tanto, este resultado indica que
el ESCE es la ruta principal de reparacién de DSBs en células mitéticas.

El intercambio entre cromatidas hermanas depende de Radl, Rad51 y Rad59

El intercambio entre cromatidas hermanas responsable de la formacion de
dimeros puede ocurrir en principio tanto por un intercambio reciproco como por BIR.
Ambos mecanismos se pueden distinguir genéticamente porque el primero necesita del
intercambio de cadenas dependiente de Rad51 mientras que el segundo se da de manera
eficiente en ausencia de Rad51 (Aguilera 2001). Para profundizar en la comprension del
posible mecanismo responsable del intercambio entre cromatidas hermanas, decidimos
analizar la cinética de los productos de la recombinacién inducidos por HO en los
mutantes sencillos radlA, rad51Ay rad59A y en el doble mutante rad51A rad59A.
Empleamos el sistema pRS314-TU3 que nos permite visualizar mejor las dos bandas del
corte y las dos correspondientes a los intermediarios de recombinacién mediante una
sonda de LEU2. Este plasmido es idéntico al pRS316-TINV excepto que lleva un
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Figura 12. Andlisis fisico del efecto de rad/ A rad5/ Ay rad59Aen SCE inducido por HO. (A) Esquema del pldsmido
pRS314-TU3 donde se han realizado los ensayos y del dimero esperado que se obtendria por USCE. Para mds detalles ver
Figura 7. (B) Cinéticas de corte por HO en las cepas silvestre, sad/ A, rad57 A rad359Ay rad57 Arad59A Las muestras de
DNA se obtuvieron de células crecidas en glucosa al 2% (Glu) o a diferentes tiempos de un cultivo en galactosa al 2%. El
DNA se digerié con X/Aol-Spel y se hibrid6 con una sonda especifica de LZ£Z/2 de 1.2 kb. Se muestran las posiciones de las
dos bandas del corte (DSB) de 1 4 kb y 3,5 kb y los intermediarios de recombinacién (REC) de 40 kb y 5.8 kb, las bandas de
4 9 kb correspondiente al plasmido sin cortar y las de 22 kb y 4 8 kb correspondientes al LEZ2 enddgeno (len2 AS). Se han
destacado las bandas de 3.4 kb (circulo negro) y de 40 kb (circulo blanco). Con una estrella se indica una hibridacion
inespecifica. (C) Cuantificacién de la banda de corte DSB de 3.4 kb y del intermediario de recombinacién de 40 kb (REC)
que identifica al producto de la inversion. Para mds detalles ver Figura 7.

fragmento extra de 1,1 kb del gen URA3 entre las repeticiones de leu?2 y, por tanto, el
marcador del plasmido ha sido sustituido por TRP! (Figura 12A). En esta nueva
construccion las bandas de 3,5, 4 y 5,8 kb se correponden con las de 2,4, 2,9 y 4,7 kb del
sistema pRS316-TINV.

Como se muestra en la Figura 12B la aparicion de las bandas de corte de 1,4 y
3,5 kb es similar a la del silvestre en todos los mutantes. La aparicion de los
intermediarios de recombinacion estd severamente afectada en todos los mutantes rad y
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son casi indetectables en el doble mutante rad51A4 rad59A. Estos datos indican que las
proteina Radl, Rad51 y Rad59 son importantes y esenciales para la obtencion de estos
intermediarios. Probablemente, Rad51 y Rad59 actian durante la invasion mientras que
Rad] es necesaria para eliminar las heterologias de ambos extremos del DSB, cada uno
de los cuales lleva media diana HO. Estos resultados estin de acuerdo con la idea de que
la mayoria de los dimeros inducidos por HO se producen por intercambio entre
~ crométidas hermanas y no por BIR.
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Aunque existen numerosos ejemplos que conectan la recombinacion y la
transcripcion tanto de la RNAPI como de la RNAPII (Keil and Roeder 1984; Thomas and
Rothstein 1989), la naturaleza de esta conexién permanece aun por elucidar. Una
posibilidad es que exista un efecto indirecto de la transcripcién en la recombinacion
porque incremente la accesibilidad del agente perjudicial al DNA o de alguna nucleasa.
Otra posibilidad, sin embargo, proviene del estudio de mutantes del complejo THO y
thplA, que muestran una tasa de recombinacioén mitdtica muy elevada. Estos trabajos
sugieren que son los problemas generados durante la elongacion de la transcripcion los
que generan lesiones capaces de iniciar la recombinacion (Prado et al. 1997; Chavez and
Aguilera 1997; Piruat and Aguilera 1998; Gallardo and Aguilera 2001). Una hipoétesis
muy sugerente seria que la recombinacidn asociada a transcripcién podria iniciarse
mediante el choque de una horquilla de replicacién y una RNAPII bloqueada (Prado et al.
1997; Chévez and Aguilera 1997).

Con el objetivo de examinar si la transcripcion por RNAPII estimula algin suceso
o mecanismo de recombinacion en concreto o, por el contrario, tiene un efecto general en
recombinacion, hemos empleado distintos sistemas basados en repeticiones de LEU2 con
los que podemos estudiar deleciones, inversiones y conversion génica que se resuelven
por distintos mecanismos. Una caracteristica distintiva de nuestros sistemas es que se
puede modular los niveles de transcripcion y, por consiguiente, los niveles de
recombinacion. De este modo, hemos comparado la recombinacién basal con la inducida
por transcripcion y los requerimientos genéticos de los sistemas estudiados.

La transcripcion estimula las deleciones, que son dependientes de RADS5Y,
independientemente de la secuencia situada entre las repeticiones

Hemos desarrollado nuevos sustratos para el estudio de la recombinacion entre
repeticiones directas. Estdn basados en el gen LEU2 y se clonaron en el plasmido
centromérico pRS314 que tiene como marcador el gen TRP! (Sikorski and Hieter 1989).
La construccidn lleva dos alelos truncados, leu2AS5’ y leu2A3’, que contienen 600 pb
solapantes de la region interna del gen LEU2 (Prado and Aguilera 1995) (Figura 13A).
El alelo leu2 A3’ esta bajo control del promotor GALI. Entre las repeticiones se clonaron
distintas secuencias bacterianas y de levadura que varian en longitud. El suceso de
recombinacion se sigui6 genéticamente mediante la frecuencia de recombinantes Leu".
Cuando activamos la transcripcion se aprecia un ligero incremento en la frecuencia de
recombinaciéon en todos los sistemas que alcanza su nivel mas elevado cuando se
transcribe la secuencia bacteriana de lacZ (Figura 13B). La caracteristica mas importante
que diferencia las deleciones de otros sucesos de recombinacién como las inversiones, es
que las deleciones pueden iniciarse en la region heteréloga situada entre las repeticiones
(Fishman-Lobell and Haber 1992; Fishman-Lobell ef al. 1992; Mezard and Nicolas 1994;
Prado and Aguilera 1995; Sugawara and Haber 1992). Como se observa en hpriA, tho2A,
mftlA, thp2A y thpl A, la recombinacién inducida por transcripcion se inicia
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fundamentalmente en esta regién donde se piensa que ocurren los problemas en la
elongacion de la transcripcion (Prado et al. 1997; Chavez and Aguilera 1997; Piruat and
Aguilera 1998; Chavez et al. 2000; Gallardo and Aguilera 2001). Para comprobar que
dichos problemas son los responsables de la inestabilidad de las repeticiones, construimos
el sistema G-LNAT. La unica diferencia entre G-LNA y G-LNAT esta en la longitud de
la secuencia que se transcribe, que es menor en el G-LNAT como consecuencia del
terminador transcripcional colocado inmediatamente corriente abajo de la primera
repeticion. En este sistema se observa que al eliminar casi por completo el transcrito, la
inestabilidad entre las repeticiones también disminuye (Figura 13B). Estos resultados
estan de acuerdo con la idea de que la longitud de la unidad transcripcional es un
elemento importante que determina la estimulaciéon de la recombinacién por
transcripcién. Es decir, mientras mayor es la longitud de la regién que tiene que
transcribir la RNAPII, mayor es la probabilidad de acumular lesiones recombinogénicas a
lo largo de la secuencia transcrita. Esto confirma que la recombinacién asociada a
transcripcion es causada por un incremento en la iniciacion de los sucesos.

Los problemas en la elongacién de la transcripcién se pueden generar
artificalmente afiadiendo 6-azauracilo (6AU) al medio. El 6AU es una droga que reduce
los niveles de UTP y GTP (Exinger and Lacroute 1992), afectando negativamente a la
eficiencia de la elongacién de la trancripcién y aumentando la propension de la RNAPII a
detenerse. Para ello, usamos una concentraciéon de 6AU de 100 pg/ml. Con ello
esperamos aumentar la inestabilidad genética si ésta depende de transcripcién.

Efectivamente el 6AU estimula la recombinacion entre repeticiones directas
cuando transcribimos los sistemas tanto con el promotor GALI como con el del LEU2
(Figura 13B y C). Ademas depende de transcripcidon porque en el sistema G-LNAT no
sube la frecuencia de deleciones (Figura 13B). Por tanto, este incremento aditivo en la
frecuencia de recombinacioén causado por el 6AU es independiente de promotor y
dependiente de transcripcion. Estos resultados indican que fallos en la elongacién de la
transcripcion puede inducir la inestabilidad gendmica ya en el silvestre.

Decidimos determinar los requerimientos genéticos en la formacién de deleciones
inducidas por transcripcion. Elegimos el sistema G-L como se muestra en la Figura 14.
Las deleciones que ocurren con y sin transcripcion son independientes de RADS! y
dependientes de RADS59. El mutante rad59A disminuye la formacion de deleciones
espontaneas e inducidas por transcripcion y es epistatico sobre rad51A4, que se comporta
como el silvestre. Este resultado sugiere que tanto las deleciones espontaneas e inducidas
por transcripcidn se resuelven mayoritariamente por el mismo mecanismo, SSA. Sin
embargo, es interesante el hecho de que las deleciones ocurren con una alta frecuencia
incluso en el doble mutante rad51A rad59A. Nuestros resultados indican, por tanto, que
la transcripciéon también facilita los mecanismos responsables de las deleciones
independientes de Rad51 y Rad59, lo que es consistente con los estudios previos de
deleciones espontaneas e inducidas por un DSB.

¥
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Figura 13. Estudio de la frecuencia de recombinacién espontdnea e inducida por transcripcion y 6AUentre
repeticiones directas de Z£Z/2 usando diferentes sistemas. (A), Esquema de la delecién que resulta de la recombinacién
entre repeticiones directas. En sombreado se muestra el fragmento interno de 0,6 kb comiin en ambas repeticiones de
LEU2, 1a posicidn del promotor (P), y el terminador de transcripcién de L£L2 (Ter). (B), Efecto de la transcripcion y
del 6AU en recombinacién en el siivestre. Los sistemas de repeticiones estdn dibujados a escala. Las lineas delgadas
representan secuencias de pBR322; las cajas abiertas, secuencias de levadura; C¥C/rer, terminador C¥C/. Mediante
flechas se indica la longitud del transcrito en cada caso. En todos los sistemas el promotor constitutivo de Z£Z/2 ha
sido sustituido por el promotor inducible GAZ/. (C), Efecto del 6AU en recombinacién en el silvestre. Para detalles ver
descripcidn apartado B. El promotor de los sistemas es el del LZ£L/2. Los tests de fluctuacién se realizaron como estin
descritos en Materiales y Métodos. Frecuencias de recombinacién x 10-.
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Figura 14. Frecuencias de recombinaci6n en fondo silvestre, r2d5/ 4 rad59Ay doble rad57 Arad39Acon el sistema G-
L. Para detalles ver Figura 9. Los tests de fluctuacién se realizaron como estdn descritos en Materiales y Métodos.
Frecuencia de recombinacién x 104,

La transcripcion estimula la conversién génica

Para determinar si el papel iniciador de la transcripcién en recombinacion es
general o, por el contrario, especifico de deleciones, decidimos emplear el sistema de
recombinacién intermolecular, pldsmido-cromosoma descrito en el Capitulo 1. Con este
sistema de recombinacién podemos medir exclusivamente conversién génica en
cualquiera de los dos alelos como sucesos Leu®. El alelo /eu2-k se encuentra bajo su
propio promotor y en su Jocus en el cromosoma II1. El alelo leu2-HOr estéa clonado bajo
el control del promotor hibrido tet reprimible por doxiciclina (dox) en el plasmido
centromérico pCM189 (Gari et al. 1997). Comprobamos el grado de represidn
transcripcional de nuestro sistema de recombinacioén con el plasmido pCM189-L2, que
contiene una fusion transcripcional tet::LEU2. En la Figura 15 se muestra como la
represion de la transcripcidn por dox no es total a las dosis empleadas de droga, 5 y 20
pg/ml en medio liquido. Sin embargo, la transcripcién residual no es capaz de formar
colonias en un medio sin leucina en el mismo tiempo en el que son visibles en ausencia
de dox. En nuestro estudio hemos empleado la concentraciéon de 5pug/ml de dox (bajos
niveles de transcripcion) frente a ausencia de dox (altos niveles de transcripcion), lo que
supone entre cinco y siete veces de diferencia en los niveles de expresion.

En la Figura 16 se muestra que la frecuencia de recombinantes Leu” en la cepa
silvestre aumenta 8 veces sobre los niveles ‘basales cuando se expresa fuertemente la
copia leu2-HOr. La transcripcién estimula la conversién génica en todos los mutantes
estudiados entre 2 y 64 veces. El comportamiento de un mismo mutante con ambos
niveles de transcripcién es similar. Este resultado sugiere que la transcripcidn esta
estimulando, probablemente, los sucesos de iniciacién y no el mecanismo de resolucién
de ese suceso. Nuestros resultados apuntan a que el mecanismo de reparacion de los
darios en el sistema plasmido-cromosoma depende de RADS51 y parcialmente de R4ADS59.

LY
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Figura 15. Caracterizacién del promotor Z reprimible por doxiciclina en 5. cerevisiae. (A), Fenotipo de crecimiento de una
cepa silvestre transformada con un pldsmido centromérico que lleva el gen L£CZ2 bajo el promotor reprimible por doxiciclina.
Los zigzags se hicieron en SC-feu suplementado con doxiciclina a 0,5 y 20 sg/ml. (B), Andlisis de la transcripcién en medio
liquido del gen LZL/2 bajo el promotor 72z en fondo silvestre (WS). Como sonda se usé un fragmento C/al-Sspl de 1,18 kb
interno de Z£Z/2. El mismo filtro se rehibridé con una sonda interna de rRNA 28S. Se representa la cantidad total de
transcrito que se produce desde el promotor del zr. El valor correspondiente al transcrito en condiciones sin doxiciclina se
tom6 como 100% . Para detalles ver Materiales y Métodos.
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Figura 16. Estudio de la frecuencia de recombinacién espontdnea e inducida por transcripcién en el sistema pldsmido-
cromosoma. En un pldsmido centromérico bajo el promotor del zer (P,), reprimible por doxiciclina, se encuentra el alelo
leuZHO-r. En la diana £coR1 del LEU2 se insertS un pequefio oligo de 23 bp reconocible por la endonucleasa HO. En el
cromosoma, bajo su propio promotor (P,,), se encuentra una copia de Z£{/2 con una mutacion en la diana Aprd (/eu2-£3. En
este sistema hay 1,35 kb de homologia. Con este sistema medimos conversién génica bien de la copia de /exZ en el
pldsmido o bien de la copia cromosémica. La transcripci6n de la copia de lew2-HOr bajo el promotor del s¢#1a controlamos
afadiendo 5pg/ml de doxiciclina. Todas las cepas son congénicas y derivan por cruce de la AYW3-1B ura- (silvestre) con
W303rads. Las flechas discontinuas representan los niveles basales de transcripcién y la continua los activados. Para los
tests de fluctuacidn, las colonias se crecieron en SC-ura o SC-ura suplementado con 5ug/ml de doxiciclina para reprimir la
transcripeién del promotor fez. Para mds detalles ver Materiales y Métodos.
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Cuando analizamos en el silvestre el numero de sucesos que han convertido uno u
otro alelo, vemos que en la gran mayoria de los casos van en direccion al alelo leu2-HOr
del plasmido. Los niveles de transcripcion juegan un papel muy importante en esa
direccionalidad, ya que cuando aumentamos la transcripcion se pasa de un 87 a un 100%
de sucesos que van hacia el plasmido (Tabla 3). Este resultado puede estar indicando que
una transcripcion fuerte es una fuente de dafios en el DNA bien directa o indirectamente.
Por tanto, mientras mayor es la tasa de transcripcion mayor es la probabilidad de sufrir
ese dafio que hay que reparar por recombinacion.

Tabla 3. Proporciones de conversion génica segun el nivel de expresion en el
sistema pldsmido-cromosoma

- Baja transcripcion Alta transcripcion

Genotipo' n PL:CR*? n PL:CR*?
silvestre 150 87:13 271 100:0
radlA , 195 64:36* 282 99:1
rad51A 62 58:42% 64 86:14*
rad52A 89 97:3* 71 97:3
rad59A 145 96:4* 141 89:11%*
radlArad59A 84 63:37* - 208 98:2
radlArad51A 151 36:64* 194 75:25*
rad5]Arad59A 46 91:9 50 100:0

! Las cepas con una o dos mutaciones vienen de cruces AYW3-1Bura’ x W303rads
“ Proporcion en %, n indica el nimero de recombinantes independientes analizados
* El asterisco es significativo

Para confirmar que la transcripcion juega un papel directo y que son los errores en
la transcripcion los responsables de la estimulacion de la conversion génica, hemos
analizado mutantes con un fenotipo de hiperrecombinacioén entre repeticiones directas,
asociado a defectos en elongacion de la transcripcion, con el objetivo de exacerbar esos
errores. En la Tabla 5 se muestra que hpriA::HIS3, thplAy tho2A estimulan la
conversion génica intermolecular. Sin embargo, el grado con el que afectan a ésta es
distinto. El mutante tho2A es el que mas estimula la recombinacién y el mutante
hprlA::HIS3 el que menos. Esta jerarquia ya se habia descrito en la recombinacion entre
repeticiones directas (Piruat and Aguilera 1998; Gallardo and Aguilera 2001). Ademas, la
transcripcidn tiene un papel positivo en la frecuencia de conversion genica estimuldndola
en todos los mutantes excepto en hAprlA::HIS3. Por tanto, concluimos que son los errores
en la elongacion de la transcripcion los que producen la iniciacion de la recombinacion en
cepas silvestres de levaduras.
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La transcripcion estimula las inversiones que dependen de R4AD1y RADS59

Nuestros resultados apuntan a que la transcripcién no altera el mecanismo de
reparacion de un dafio sino que lo inicia. Por tanto, la transcripcién deberia estimular
cualquier suceso de recombinacion. Para confirmar esta hipétesis estudiamos el papel de
la transcripcion en la formacion de inversiones, que se producen por otro mecanismo
diferente (Birtsch et al. 2000). Hemos empleado el sistema de repeticiones invertidas
TINV del Capitulo I. Los niveles de transcripcion de este sistema son los mismos que el
del plasmido-cromosoma puesto que empleamos el mismo alelo leu2-HOr bajo el
promotor tet y, por tanto, podemos comparar ambos sistemas. Sin embargo, los niveles
basales de recombinacién del sistema TINV son dos 6rdenes de magnitud mayores que
los del sistema plasmido-cromosoma (comparar Figura 16 y 17).
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lew2-HOr  Pryy CEVARS len2-HOr Py CENARS
URA3 _ URAJ
leu 85' len2 A57 " Incremento
BAJA TRANSCRIPCION ALTA TRANSCRIPCION en veces
§ 210 710 x3
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g 390 i 710 x2
x2
x7
277 x11
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26 x2
1 10 l(ll() m(')o 10000;7 1'0 IEM) 10;)0 10000

FRECUENCIA DE RECOMBINACION (x10%)

Figura 17. Estudio de la frecuencia de recombinacién espontdnea e inducida por transcripeién en TINV. En un pldsmido
centromérico bajo el promotor del 7 (P,.,), reprimible por doxiciclina, se encuentra una copia /ew2-AOr (ver Figura 12 para mis
detalles) y una copia truncada de promotor {/ex2 A5 en orientacién invertida formando un sistema con 1,2 kb de homologfa. Con
este sistema podemos estudiar la conversién génica asociada a un entrecruzamiento o no. Todas las cepas son isogénicas a WS,
La flecha discontinua representa niveles basales de transcripcion y la continua activados. Para los tests de fluctuacion, las
colonias se crecieron en SC-ura o SC-ura suplementado con 5u g/ml de doxiciclina para reprimir la transcripcion del promotor ser.
Los recombinantes se seleccionaron en SC-leu. Para mds detalles ver Materiales y Métodos.

La transcripcion estimula la recombinacion en todos los mutantes, incluido el
mutante tho2A, hasta un orden de magnitud. Este resultado confirma que son los defectos
en transcripcion los que inician cualquier suceso de recombinacidon. Los requerimientos
genéticos de este sistema son distintos al del plasmido-cromosoma. Asi, Rad51 no se
necesita para la formacion de inversiones, mientras que Rad59 juega un papel mas
importante del que tenia en el plasmido-cromosoma. En este caso, el doble mutante
rad51A rad59A produce un efecto sinergistico que es mas fuerte en presencia de
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transcripcion (Figura 17) consistente con estudios previos donde se demuestra que la
mayoria de los sucesos de recombinacién independientes de RAD51 son dependientes de
RADS59 (Bai and Symington 1996). Hemos determinado mediante PCR y Southern el
porcentaje de inversiones asociadas a la conversién génica que se producen en
condiciones de bajos niveles de transcripcién frente a altos niveles de transcripcion
(Tabla 4). La transcripcion estimula la formacion de inversiones que dependen de Radl y
Rad59 (Figura 17 y Tabla 4).

Tabla 4. Proporciones de inversiones asociadas a la conversion génica segun el
nivel de expresion en TINV

Baja transcripcion Alta transcripcioén
Genotipo® n INV:no INV? n INV:no INV?

silvestre 112 31:69 114 30:70
radl A 48 17:83 48 17:83
rad51A 48 35:65 48 40:60
rad52A 49 12:88* 107 8:92%
rad59A 66 18:82 69 17:83
radlArad59A - N.D - N.D
radlArad51A 48 23:77 48 25:75
rad51A rad59A 47 21:79 48 37:63

" Las cepas son isogénicas a W303
? Proporcién en %, n indica el nimero de recombinantes independientes analizados
* El asterisco es significativo

Tabla 5. Frecuencia de Leu” (x10®) en el sistema plasmido-cromosoma en
hprlA::HIS3, thplAy tho2A

Genotipo Baja transcripcién'  Alta transcripcién' Incremento en veces
silvestre 65 (1) 1300 (1) 20
hpriA::HIS3 140 (2) 1300 (1) 10
thpl A 510 (8) 6100 (5) 12
tho2A 2100 (32) 20000 (15) 10

" los nimeros entre paréntesis indican el aumento de la tasa de recombinacién respecto al silvestre.

Es interesante destacar la aparicién en muchos casos, en una colonia Leu’, de los
dos productos posibles de la PCR, verificados por Southern, tanto en el silvestre como en
los mutantes (Figura 18). Esta observacion indica la presencia de dos plasmidos, uno de
los cuales lleva una inversidn, lo que sugiere que los dafios producidos por transcripcion
se canalizan hacia el mecanismo de formacién de dimeros, posiblemente durante S/G2,
que habiamos observado en el mismo sistema cuando inducimos un corte con HO (ver
Figura 10).
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Figura 18. Andlisis molecular mediante PCR y Southern de los sucesos de recombinacién espontdneos e inducidos por
HO en el sistema TINV. (A) Esquema de la regién de las repeticiones invertidas TINV en la configuracién parental e
invertida. Se muestran los productos esperados por Southern al cortar con Sipl (lneas gris clara) y por PCR (lineas en
gris oscuro) junto con los cebadores (flechas). (B) Andlisis molecular de 20 recombinantes independientes Leu*
espontdneos. Las PCRs se realizaron a partir de DNA gendmico usando una mezcla de tres cebadores (a, b, c). Las
bandas de 1.9 y 2,1 kb se corresponden con Ia configuracién parental e invertida respectivamente. Para comprobar la
inversién por Southern, se corté 2ug de DNA total de levadura con Sspl. Como sonda se uso un fragmento interno
Cldl-Sspl de 1.2 kb de LEU2. En todos los casos las bandas obtenidas coinciden con el patron esperado tanto para las
inversiones como para las no inversiones de acuerdo con las PCRs. En algunos casos se detectan ambas configuraciones
lo que indica la presencia de dos pldsmidos diferentes en una misma colonia.

Con el sistema TINV no podemos distinguir entre una conversion génica asociada
a una inversion y una inversion simple. Para comprobar que €l resultado obtenido con el
sistema TINV no esta sesgado como consecuencia de este problema, sino que es general
para todos los sistemas de repeticiones invertidas, hemos empleado el sistema SU (Prado
and Aguilera 1995). Este sistema esta formado por dos repeticiones truncadas de leu2
idénticas a la de los sistemas de repeticiones directas L (Figura 13) pero en orientacion
invertida. Los recombinantes Leu’ solo pueden originarse mediante inversién y no
mediante conversion génica como en el caso de TINV. El sistema SU se comporta de
manera similar al TINV en todos los mutantes ensayados (Tabla 6). Este resultado
sugiere que las inversiones se originan por el mismo mecanismo en ambos sistemas. Esta
idea queda reforzada por la falta de dependencia de Rad51 en ambos sistemas.
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Tabla 6. Frecuencia de Leu”
(x10°) en el sistema de
repeticiones invertidas SU

Genotipo Frecuencia'
silvestre 92 (1)
radlA 72 (0,8)
rad51A 130 (1,4)
rads24 1,4 (0,01)
rad59A 8,5 (0,09)

radlArad51A 56 (0,6)
radlArad59A N.D.
radS1Arad59A 6,2 (0,07)

! los niimeros entre paréntesis indican el
aumento de la tasa de recombinacién
respecto al silvestre. Las cepas son
isogénicas a W303,
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El bloqueo de la elongacion de la transcripcion por un dafio en el DNA sirve para
que éste sea detectado por la maquinaria de reparacion. Los genes con un papel en
elongacion de la transcripcion pueden servir de herramienta para estudiar si el defecto de
elongacion compromete la subruta TCR. Esta subruta no se elimina completamente en €l
mutante rad26A. Por tanto, es posible que participen ademas otros genes.

El complejo THO, del que forman parte Tho2 y Hprl, estd implicado en la
elongacion de la transcripcién (Prado et al. 1996; Chavez and Aguilera 1997; Piruat and
Aguilera 1997). Por ello, hemos examinado el papel del mutante rezumante hprlA::HIS3
y de los mutantes nulos hprlA::KanMX4 y tho2A::KanMX4 en reparacién por escision de
nucleétidos. También hemos estudiado el papel en TCR de una tercera proteina, Thpl,
que comparte con Tho2 y Hprl la misma implicacién en la elongacion de la transcripcion
e hiperrecombinacion, aunque no esté presente en el complejo THO purificado (Gallardo

and Aguilera 2001).
Por ultimo, al estar asociados el fenotipo de recombinacién con los niveles de

transcripcidn, decidimos determinar si la mutaciéon de SRB2 también era capaz de
suprimir los defectos en TCR de hprlA::TRPI. Por otro lado, spt4A suprime el defecto en
reparacion de rad26A rad7A (Jansen et al. 2000). Decidimos, por tanto, determinar si la
supresion de los defectos en TCR también ocurria en hpriA rad7Ay tho2A rad7A.

Los mutantes AprlA::HIS3, hprlA::KanMX4'y tho2A::KanMX4 aumentan la
sensibilidad a UV de un fondo deficiente en GGR

Hemos determinado la sensibilidad de los mutantes hprlA::HIS3,
hpriA::KanMX4 y tho2A::KanMX4 a diferentes dosis de UV entre 0 y 53 J/m®. Como se
aprecia en la Figura 19 y 20, ninguna de las mutaciones sencillas afecta la viabilidad de
las células irradiadas con UV. Como los defectos en TCR de los mutantes rad26A4 sélo se
observan cuando eliminamos la subruta deAGGR, decidimos construir y analizar los
dobles mutantes hprlA::HIS3 rad7A, hprlA::HIS3 radl6A, hprlA:KanMX4 rad7A,
tho2A::KanMX4 rad7A'y tho2A::KanMX4 radl64, en los que tanto rad7A como radl6A
eliminan completamente la subruta de GGR. Como se observa en la Figura 19 y 20 las
curvas de viabilidad de estos dobles mutantes estan por debajo de los niveles de los
mutantes sencillos rad7A y rad16A y son similares a la de los dobles mutantes rad74
rad264y radl6A rad26A que ya habian sido descritas. Este resultado sugiere que las tres
mutaciones, hprlA::HIS3, hprl1 A::KanMX4 y tho2A::KanMX4, reducen los niveles de
NER en ausencia de GGR de manera andloga a como lo hace rad264 y que, una vez mas,
ambas mutaciones, hprlA::KanMX4 'y tho2 A::KanMX4, comparten el mismo fenotipo.
Ademads, los triples mutantes son mas sensibles a UV que los dobles mutantes (Figura
21) lo que sugiere que Rad26, Tho2 y Hprl controlan aspectos diferentes de TCR.
Conviene resefiar que el triple mutante no alcanza los niveles de un mutante radilA
completamente deficitario en NER, lo que sugiere que aun queda un nivel de TCR
residual dependiente de otros genes o de la propia RNAPII, ya que la GGR queda
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Figura 19. Sensibilidad a luz UV de los mutantes sencillos rad26 4 hpr/ AHIS3y tho? Ay de los dobles mutantes respectivos en
ausencia de GGR. Lag curvas se realizaron como se describe en Materiales y Métodos. Los experimentos se repitieron dos y tres veces en
fos distintos genotipos, dando resultados similares con una desviacion tipica menor del 10% (dato no mostrado). Se representa la media.

eliminada por completo al delecionar RAD7 o RAD16. Una posible interpretacion de los
resultados de los triples mutantes seria que los mutantes tho2A 'y hprl A afectaran a otro
mecanismo de reparacion distinto de NER. Sin embargo, este no es el caso. El doble
mutante radl A tho2 A es igual de sensible a UV que la mutacion sencilla radl A por lo que
el mutante tho2A y por extension el mutante spriA estan afectados en NER (Figura 20).
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Figura 20. Sensibilidad a luz UV del mutante /jpr/ A -KandlX4 en ausencia de GGR y del mutante 7402 Aen ausencia de
NER. Otros detalles como en Fig. 19,

La mutacion thp A no afecta a NER

Las levaduras que portan la mutacion thplA muestran los mismos fenotipos en
transcripcion y en recombinacion que los mutantes AprIA 'y tho2A (Gallardo and Aguilera
2001). Sin embargo, Thpl no estd presente en el complejo THO, donde si estan Hprl y
Tho2 (Chavez et al. 2000). Por lo tanto, es un buen candidato para estudiar si su ausencia
compromete la reparacion por NER asociada a transcripcion. La mutacion del gen THP]
presenta el mismo fenotipo de sensiblilidad a UV que un silvestre (Figura 21). Tanto si
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eliminamos parcialmente la TCR como si eliminamos la subruta de GGR, seguimos sin
ver un incremento de la sensibilidad a UV de manera anéloga a lo observado en los
dobles mutantes tho2A rad7A o hprlA rad7A. Por tanto, podemos decir que es el
complejo THO el que provoca los fenotipos en NER y no cualquier mutante que tenga
defectos en elongacion de la transcripcién y sea hiperrecombinante.
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Figura 21, Sensibilidad a luz UV de los triples mutantes 4or/ A-H/S? y tho2 Aen ausencia de rad26 Ay GGR y del mutante #/ Aen ausencia
de GGR. Otros detalies como en Fig. 19.

La sintesis de RNA se reduce en cepas silvestre, rad26A, hprlA 'y tho2A tras ser
irradiadas con luz UV

Las levaduras tardan en recuperar la sintesis de RNA después de ser irradiadas
con UV (Reagan and Friedberg 1997). Presumiblemente como consecuencia de la
incapacidad de la'RNAPII de pasar a través de los CPDs acumulados en la cadena
transcrita de los genes. La velocidad con la que se repara el dafio determina la rapidez con
la que se restablece la sintesis de RNA. Esta aproximacién, aunque obtenido de manera
indirecta, puede servir para determinar como de afectado en TCR estdn nuestros
mutantes. Hemos determinado la capacidad de los mutantes rad264, hprlA'y tho2A para
transcribir el gen endégeno GALI después de ser irradiados con 25 J/m? de luz UV.
Como se puede apreciar en la Figura 22, la cinética de activacion de la transcripcion de
GALI ya esta afectada en condiciones de no irradiacion tanto en el silvestre como en
rad264, hpriA'y tho2A. Mientras que en un fondo rad26A4, sorprendentemente, sélo se
alcanza el 60% de los niveles de RNA de una célula silvestre, este valor alcanza
tnicamente un 12% en el mutante tho2A. Este resultado refleja un defecto intrinseco de
ambos mutantes en transcripcidn, independientemente del dafio causado por UV, de
acuerdo con los resultados previamente publicados en los mutantes tho2A (Piruat and
Aguilera 1998) y rad26A (Lee et al. 2001).
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Figura 22. Recuperacién en la sintesis de RNA en el silvestre frente a los mutantes /ad26 A 'y tho2 A (A) Andlisis de Northern de GAL/
a diferentes tiempos tras la activacién de la transcripeion al afiadir 2% de galactosa a un cultivo exponencial crecido en YEP-3% glicerol-
2% lactato. El cultivo se dividié en dos partes previamente a la irradiacién de 70 J/m?. Los mimeros indican los minutos que pasaron
hasta que se recogieron las muestras para extraerles el RNA. (B) Cuantificacion de la sefial de GALZ/. El punto de 60 minutos del

silvestre sin irradiar se tomé como 100% de induccién de la transcripeion. Todos los demds valores se dan en relacién a éste. Todos los
valores estdn normalizados con respecto a su correspondiente valor de! fRNA. Se representa la media de dos experimentos

independientes.

Después de ser irradiados, se observa un retraso considerable en la cinética de
activacion de GALI tanto en el silvestre como en los mutantes rad26A y tho2A. En el
mutante rad26A se alcanzan niveles de activacion del 41% respecto al silvestre mientras
que en tho2A s6lo se alcanza el 15%. Los mismos resultados se obtuvieron con spriA
(datos no mostrados). Este resultado es coherente con la idea de que una lesion en el
DNA producido por UV es capaz de bloquear la elongacion de la RNAPII. El retraso en
las cinéticas de recuperacién de la sintesis de RNA es posiblemente el reflejo de un efecto
sumatorio producido por una RNAPII menos procesiva, como se observa en las células
no irradiadas, y la presencia de lesiones en el DNA que no han sido reparadas.

Dado que los mutantes rad26A, hpr1 Ay tho2 A estan afectados en la transcripcion de
genes inducibles como GALI decidimos analizar si estos tres mutantes también estan
afectados en la transcripcion del gen constitutivo RPB2. Los analisis de Northern (Figura
23) muestran que en todas las cepas estudiadas, rad7A inclusive, habia una disminucion
de entre el 45 y el 60% en los niveles de RNA mensajero de RPB2. Como era de esperar,
en los mutantes AprlAy tho2 A, la transcripcion del gen RPB2 fue menor que en el
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silvestre. Sin embargo, €l mutante rad26A también presentaba niveles de transcripcion
menores del orden de los mutantes Apr1A'y tho2A. Verhage et al. (1996) sugieren que el
mutante rad26A no presenta defectos detectables en la transcripcion del gen RPB2 ni del
gen GAL7 aunque no descartan posibles defectos sutiles. Sin embargo, nuestros
resultados de GAL7 y GALI son consistentes entre si. Recientemente se ha publicado que
rad26A esta afectado en transcripcion (Lee et al. 2001). No obstante, el mutante rad7A
también muestra niveles reducidos de mensajero de RPB2. Por tanto, el defecto en
transcripcién no es la causa de los defectos en TCR de nuestros mutantes porque la
reduccion es similar en todos ellos y, sin embargo, rad7A no esta afectado en TCR.
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Figura 23. Andlisis de Northern de los niveles de RNA mensajero de £PF2 en los mutantes rad7 A rad26 A kpri A
y tho2 A En (A) se muestra Ia hibridacién del Northern, con las sondas indicadas, que se realizé como estd descrita
en Materiales y Métodos. En (B) se representa la cuantificacién de la sefial de £PF2. El valor de expresion del
silvestre se normalizé a 100% de expresién y todos los demds valores se muetran relativos a éste. Se representa la
media de dos experimentos independientes.

Los mutantes hprlAy tho2A estan afectados en NER

Hemos analizado la reparacion de la cadena transcrita y la no transcrita del gen
RPB2, que se expresa de manera constitutiva. El objetivo era determinar a nivel
molecular si el incremento a la sensibilidad a UV que confieren los mutantes tho2A'y
hprlA en ausencia de GGR era debido a una incapacidad de éstos a realizar TCR. Hemos
analizado la cinética de reparacion de CPDs producidos por UV en el gen RPB2. Para
ello, nos hemos servido de una enzima del fago T4, la endonucleasa V (T4 endo V), que
reconoce especificamente los dimeros de timina y produce un corte de cadena sencilla en
el lado 5’ de la lesion. El protocolo de este ensayo se esquematiza en la Figura 24.

En la Figura 25 podemos ver que en los mutantes AprlA 'y tho2 A, la cinética de
reparacion de la cadena transcrita estd claramente por debajo de los niveles silvestres, que
se corresponden con los de la cepa rad7A. La pendiente de la curva es similar a la de un
mutante rad26A, lo que refleja que la TCR est4 retrasada de igual manera. Después de 80
minutos se observa que los niveles de reparacion superan a los de un mutante rad26A,
pero aun estan por debajo del valor considerado como silvestre. Este resultado junto con
las curvas de sensibilidad a UV sugieren que los mutantes tho2A y hprl A son deficientes
en TCR, aunque su eficiencia general parece ser mejor que la de un mutante rad26A.
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Figura 24. Ensayo de reparacién especifico de cadena. Este procedimiento emplea la endonucleasa V de T4 para
realizar roturas de cadena sencilla delante de un CPD. Como consecuencia de las roturas no se acumulan fragmentos de
restriccién de tamafio completo que se hibridan con sondas radiactivas de DNA. La recuperacién de la sefial de hibri-
dacién a la altura del fragmento completo es sinénimo de reparacién. Mediante el uso de sondas de DNA de cadena
sencilla para cada una de las cadenas del fragmento, es posible determinar la tasa de reparacién de las cadenas de forma
individual.

Por otro lado, mientras que los mutantes rad7A son incapaces de reparar la
cadena no transcrita, tanto iprlA como tho2A pueden repararla (Figura 25). A las dos
horas estos mutantes alcanzan los niveles de reparacion de nuestro control positivo
rad26A. Sin embargo, existe un retraso en la cinética de reparacion de los mutantes
hprlAy tho2A que refleja que aunque son capaces de realizar GGR no lo hacen de
manera tan eficiente como una cepa silvestre.

Anilisis molecular de la reparacion del locus GAL7 en condiciones de represion

Como hemos demostrado, la cinética de reparacion de la cadena no transcrita del
gen RPB2, que se expresa constitutivamente, estd afectada en los mutantes hpriAy
tho2A. Este resultado es indicativo de que nuestros mutantes son capaces de llevar a cabo
GGR pero a una tasa menor que un silvestre. Decidimos, por tanto, comprobar si se
observaba el mismo efecto en genes que no se transcriben.

Determinamos la cinética de reparacion de ambas cadenas del gen GAL7 en
condiciones de represion. En la Figura 26 se aprecia que la reparacion de la cadena
transcrita es claramente inferior a la del gen RPB2, como era de esperar en un gen que no
se transcribe puesto que ahora la cinética de reparacion de la cadena transcrita debe de
comportarse de forma similar a la no transcrita. Este comportamiento similar en la
reparacion de ambas cadenas se observa claramente en los mutantes rad26A, hpriA'y
tho2A. Sin embargo, en el mutante rad7A se observa reparacion de la cadena transcrita.
Este resultado ya habia sido descrito con anterioridad y habia sido atribuido a la
posibilidad de que se produjeran algunos transcritos eventuales en condiciones de
represion o a RNAPII elongantes que pasaran por esta zona pero que tuvieran como
origen otro promotor (Verhage et al. 1996). Los resultados confirman que los mutantes
hpr1 Ay tho2A estan afectados en TCR. En la cinética de reparacion de la cadena no
transcrita se muestra que en el mutante rad74 la GGR estd completamente eliminada,
como era de esperar, y en los mutantes AprIA y tho2A hay reparacioén que alcanza los
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niveles silvestre a las dos horas. Una vez mds la reparacion en el mutante rad26A es mas
répida, lo que indica que los mutantes hpr/A y tho2A son capaces de realizar GGR
aunque a menor tasa que el silvestre. Este resultado corrobora el obtenido con el gen
RPB2.
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Figura 25. Cinética de reparacién de los CPDs de ambas cadenas del gen £P82. (A) Andlisis de lareparaciénde la TS y Ia
NTS de RPB2 en los mutantes rad/ A rad26 A, fpri Ay tho2 A Las células obtenidas de cultivos exponenciales en YPAD se
irradiaron a una dosis de 25 J/m? y se les permiti6 recuperarse de las lesiones en YPAD durante diferentes tiempos. Se
analiza el fragmento de 52 kb Pvid-Puidl de RPB2. Cada muestra de DNA se dividi6 en dos: a una se la dej6 sin tratar (-) y
ala otra se la tratd con la endo V de T4 (+). Se hibridé con sondas de cadena sencilla. TS, cadena transcrita; NTS, cadena no
transcrita. (B) Cuantificacién de la cinética de reparacién (ver Materiales y Metodos). Cada punto representa la media de
cuatro experimentos independientes. Se representan por separado la TS y 1a NTS.

Analisis de reparacion en los loci silenciados HM

En un ultimo intento por analizar GGR en un fragmento de DNA en el que no
hubiera transcripcion y, por tanto, estuviera completamente ausente la subruta de TCR,
decidimos analizar la reparacion de los loci silenciados HMLoy HMRa. En este

experimento no hacemos distincion entre la cadena transcrita y la cadena no transcrita y,
por tanto, lo que observamos es la suma de la reparacion de ambas cadenas. Como se
aprecia en la Figura 27, el resultado es el mismo que se obtiene con la cadena no
transcrita de los genes RPB2 'y GAL7, 1o que sugiere que los mutantes hpriA y tho2A
estan afectados en GGR. Podemos descartar que exista algo de transcripcion residual,
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como en el caso de GAL7, porque si fuera asi, esperariamos unos niveles de reparacion
menores en el mutante rad26A'y algo de reparacion residual en rad7A.
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Figura 26. Cinética de reparacién de los CPDs de ambas cadenas del gen GAL7en condiciones de represion. (A) Andlisis de
{a reparacion de la TS y la NTS de GAL7en los mutantes rad7 A rad26 A /pr/ Ay #ho2 A Se analiza el fragmento de 4,7 kb
Pvil-Pvidl de GAL7Z. TS, cadena transcrita; NTS, cadena no transcrita. (B) Cuantificacién de la cinética de reparacion (ver
Materiales y Metodos). Més detalles como en Fig. 25,
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Figura 27. Cinética de reparacién de los CPDs de los Joc/ AM. (A) Autoradiogramas de los mutantes rad7 A rad?6 A,
hprl Ay tho2 A Se analizé el fragmento de 4 0 kb Audl-Hadl de HMLa en los mutantes rad7 Ay rad26 Ay de 49 kb
Hind1-Hindl1l de HMRa en los mutantes Apr/ Ay tho2 A Se hibrid6 con sondas de cadena doble especificas de la
regién Y para cada /oc/ como se describe en Materiales y Métodos. (B) Cuantificacién de los datos de reparacién . Més
detalles como en Fig. 25.
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La transcripcion y la luz UV producen un efecto sinergistico en recombinacién en
hpr1A::HIS3 rad26A
Hemos medido el efecto del UV, de la transcripcion y ambos a la vez en la

recombinacion entre repeticiones directas en los mutantes rad264, hpriA::HIS3 y
hprlA::HIS3 rad26A. Para ello hemos empleado dos sistemas de recombinacion
insensibles a hprlA::HIS3 como son el L-PHO5 y el GL-PHOS5 en condiciones de
represion (Chavez and Aguilera 1997). Con ellos pretendemos ver con claridad un
incremento en los niveles de recombinaciéon. Hemos trabajado bajo cuatro condiciones
experimentales que son sin y con transcripcion, con UV y con UV mas transcripcion.

wt - e - +UV
] R R
Apri-
hprirad26-
0 10 20 30 40

Incremento en la frecuencia de recombinacion

Figura 28. Efecto del dafio producido por UV y la transcripcién en la frecuencia de recombinacién entre repeticiones
directas de LEU2 en rad26 A, hpri AHIS3y hpr! A HIS3 rad26 A Hemos empleado los sistemas L-£405y el GL-PHOS
en condiciones de represién. Se representa la contribucién de cada una de las cuatro condiciones experimentales que son
sin (-T) y con transcripcién (+T), con UV (+UV) y con UV mds transcripcién (+T+UV) a la frecuencia de recombinacion .
Los valores muestran los incrementos en la frecuencia de recombinacién respecto al silvestre sin transcribir. La irradiacién
fue de 105 J/m2, : :

Como se muestra en la Figura 28 el cbmportamiento de rad264 en las cuatro
condiciones ensayadas es indistinguible del silvestre. Es interesante destacar que €l UV es
recombinogénico y que la transcripcién no contribuye a incrementar ese efecto. El
resultado confirma que GGR es muy eficiente en ausencia de TCR y elimina los CPDs
incluso de la cadena transcrita (Verhage et al. 1994). No obstante, algunos dafios escapan
a esta reparaciéon y son los responsables- del incremento en recombinacién que
observamos. Este incremento en recombinacién inducido por UV es similar al que se
observa en hprlA::HIS3 'y hprlA::HIS3 rad26A. Sin embargo, la transcripcion si tiene un
efecto positivo en la recombinacién inducida por UV, siendo sinergistico en el doble
mutante hprlA::HIS3 rad26A ya que el mutante hprlA::HIS3 no tiene problemas de
elongacion con secuencias de levaduras como PHOS5 (Chavez and Aguilera 1997). Este
resultado apunta a que en hprlA::HIS3 rad26A quedan dafios sin reparar que terminan
convirtiéndose en recombinogénicos. Por tanto, decidimos estudiar posibles supresores
del defecto en reparacion de ApriAy tholA.
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Interaccion genética entre sptdA, hpriA 'y tho2A.

Se ha publicado recientemente que Spt4 modula el requerimiento de Rad26 en
TCR (Jansen et al. 2000). Spt4 estd implicado en la regulacién de la elongacién de la
transcripcién (Hartzog et al. 1998). La delecién de SPT4 suprime el defecto en TCR del
doble mutante rad26A rad7A. Esta supresién es el resultado de la eliminacién del dafio de
las secuencias transcritas mediante la activacién de TCR independiente de Rad26 (Jansen
et al. 2000). Decidimos determinar si la ausencia de Spt4 y la subsiguiente reactivacién
de la TCR independiente de Rad26 también era capaz de suprimir los defectos en
reparacién de nuestros mutantes o si, por el contrario, era especifica de rad26A..
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Figura 29. Andlisis de tétradas de los mutantes /pr/ A:HIS3, hpri A-:KanMX4 y tho2 A-KanMX4 en fondo
spr4 A (A) Diseccién de tétradas de un diploide heterocigético /Apr/ A:HIS3 spr# A (B) Diseccion de tétradas de
un diploide heterocigético /pr/ A-KandiX4 spr# A (C) Diseccién de tétradas de un diploide heterocigético
tho? A:KanmX4 spr4 A (D) Diseccion de tétradas de un diploide heterocigético /pr/ A-KanMX4 spr4 A
transformado con un pldsmido multicopia que lleva el gen ZPR/ bajo su propio promotor. wt, silvestre; h,
hpri A:KanMX4, hWH, hipri & HISF t, thol A-KanMX4, s, sptd A +, sprd Ahpri A--KanMX4 o sprd Alipri A:HIS3.
En gris espora no germinada y en rojo espora que lleva el gen #Z2R/ en plaismido multicopia.

Para nuestra sorpresa los dobles mutantes hprlA spt4A y tho2A spt4A eran letales
(Figura 29). Comprobamos al microscopio que la letalidad de los dobles mutantes no se



Resultados: Capitulo III 65

debia a un problema de germinacion ya que morian tras haberse dividido varias veces,
aproximadamente entre la decima y la quinta divisién respectivamente. En el doble
mutante aprlA spt4A se podia llegar a apreciar.una microcolonia que quedaba parada en
su crecimiento.

La delecion de SPT4 en el mutante rezumante hprlA::HIS3 no era letal aunque el
crecimiento era muy pobre (Figura 29). Es probable que el defecto en el crecimiento, ya
visible en los mutantes nulos tho2A y hprl A, sea el reflejo de la acumulacién de graves
problemas en la transcripcion. Estos defectos serian insalvables en un doble mutante con
spt44, donde tocariamos un segundo factor de transcripcion implicado en elongacion.

Ante la imposibilidad de determinar la posible supresion de la sensibilidad a UV
de la mutacién spt4A en los mutantes AprlA 'y tho2A en ausencia de GGR, decidimos
generar el triple mutante hprlA::HIS3 rad7A spt4A que si era viable. En la Figura 30 se
muestra que spt4A suprime la sensibilidad a UV del mutante hprlA::HIS3 rad7A. En este
triple mutante hprlA::HIS3 rad7A spt4A se alcanzan los niveles de sensibilidad a UV de
un mutante sencillo rad7A. Por tanto, podemos concluir que spt4A suprime tanto a
hprlA::HIS3 rad7A como a rad26A rad7A.

El mutante srb2A no es un supresor del fenotipo de reparacion de hpr1A::HIS3

El mutante srb2A se aislé como un supresor del fenotipo de hiperrecombinacion
de hprlA::HIS3 (Santos-Rosa and Aguilera 1995; Piruat and Aguilera 1996). Al estar
asociados el fenotipo de recombinacién del mutante hAprlA con los niveles de
transcripcion, decidimos determinar si también era capaz de suprimir los defectos en TCR
de hprlA::HIS3. Por cuestion de marcadores se empleé el alelo hpriA::TRPI1 que es
idéntico al alelo hprilA::HIS3. En la Figura 30 se muestra que srb2A no suprime la
sensibilidad a UV de hpriA::TRPI rad7A. Conviene resefiar que srb2A incrementa la
sensibilidad a UV de este doble mutante y la del mutante rad7A. Por tanto, el fenotipo de
reparacion de hprlA::HIS3 no parece que esté relacionado con transcripcion.
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Figura 30. Supresion por sps# Ade la sensibilidad a luz UV del matante Apr/7 A: /57 rad7 Ay sensibilidad a luz UV del mutante
srb2 A Otros detalles como en Fig. 19.
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LA TRANSCRIPCION Y LOS DSBs INDUCEN SUCESOS DE
RECOMBINACION MITOTICA SIMILARES
Hemos desarrollado nuevos sustratos de recombinacion inter e intramoleculares
para el analisis comparativo del TAR y de la recombinacién inducida por un DSB.
Dichos sustratos estan basados en un alelo leu2-HOr que esta fusionado al promotor
regulable et (P,,) y contiene una diana de HO de 21 pb. Estos nos han permitido estudiar
diferentes sucesos de recombinacion entre los que se incluyen las conversiones génicas,
las inversiones y las deleciones. Hemos mostrado que las secuencias que se transcriben
fuertemente actuan como receptores de la conversion génica y que mientras mas larga es
la longitud de un transcrito mayor es la frecuencia de recombinacién. La recombinacién
inducida por transcripciéon depende de los mismos genes RADI, RADS51, RAD52 y
RADS9 necesarios para reparar un DSB como los producidos por la endonucleasa HO.
Nuestros resultados sugieren que la transcripcidn facilita la formacién de roturas en el
DNA a lo largo de la secuencia que estd siendo transcrita. Argumentamos que la
transcripcion es capaz de incrementar todo tipo de suceso de recombinacién homoéloga
" independientemente de que ocurra por diferentes mecanismos como DSBR, SDSA o
BIR/SSA.

Los sucesos de recombinacion inter e intramoleculares muestran diferente
dependencia de Rad51 y Rad59

Todos los sucesos de recombinacién homdloga analizados en nuestros sistemas
son dependientes de Rad52. Sin embargo, existen diferentes requerimientos genéticos
entre conversiones génicas e inversiones, independientemente de que se inicien
espontaneamente (bajo condiciones de baja y alta transcripcién) o por un DSB inducido
por HO. La conversion génica intermolecular es dependiente de la proteina de
intercambio de cadena Rad51, de acuerdo con una serie de observaciones previas
(Sugawara et al. 1995; Bratty et al. 1996; Elias-Arnanz et al. 1996; Paques and Haber
1999; Birtsch et al. 2000). Esto confirma que los mecanismos mitoticos principales de la
conversion génica intermolecular son DSBR (Szostak et al. 1983) o SDSA (Hastings,
1988; McGill et al. 1989), que exigen un intercambio de cadena (Paques and Haber
1999). Sin embargo, cabe destacar que los niveles de conversion génica intermolecular en
cepas rad51A son cinco veces superiores a los niveles de rad52A. El mecanismo de
recombinacién mas probable en ausencia de Rad51 es BIR (Malkova et al. 1996; Signon
et al. 2001). Por tanto, es posible que en cepas rad51A la conversién génica
intermolecular ocurra via BIR iniciado en cualquiera de los extremos 3’ del DSB. El
mecanismo de BIR originaria en primer lugar una molécula lineal con dos copias de leu2
que en ultimo lugar generaria por SSA un pldsmido circular con una copia LEU2

silvestre.
Al contrario que los sucesos intermoleculares, en sucesos intramoleculares entre

repeticiones invertidas, la conversion génica y las inversiones ocurren en cepas rad51A
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con una eficiencia similar a la de la cepa silvestre. Este resultado confirma que la
recombinacién entre repeticiones invertidas es muy eficiente en ausencia de intercambio
de cadenas. Como se ha propuesto anteriormente, es posible que en ausencia de Rad51
mucho de los sucesos de recombinacion Leu” entre repeticiones invertidas ocurran por
BIR seguido de SSA (Birtsch et al. 2000; Malagén and Aguilera 2001). De hecho, la
deteccion de fragmentos duplicados entre los productos de recombinacion entre
repeticiones invertidas en mutantes mrell, rad50 y sae2/coml es consistente con que
BIR sea un mecanismo generador de inversiones (Rattray et al. 2001).

De acuerdo con la propuesta de que Rad51 y Rad59 actian en diferentes rutas de
recombinacion (Bai and Symington 1996), las inversiones y las conversiones génicas
entre repeticiones invertidas espontaneas e inducidas por un DSB son mas dependientes
de Rad59 que las conversiones génicas intermoleculares (comparar Figuras 8,16y 17y
Tabla 2). Estos resultados confirman que Rad59 tiene un papel importante en la
formacién de inversiones (Davis and Symington 2001; Malagén and Aguilera 2001;
Sugawara et al. 2000). Rad59 tiene actividad de reasociacion de cadenas sencillas (Davis
and Symington 2001; Petukhova et al. 1999) y podria ser importante, junto con Rad52,
para la invasion de cadenas en ausencia de Rad51 (Davis and Symington 2001; Bértsch ez
al. 2000; Aguilera 2001). Por tanto, Rad59 podria necesitarse en recombinacion entre
repeticiones invertidas para iniciar BIR y durante el suceso de SSA que sigue a BIR. En
este sentido, y de acuerdo con observaciones previas (McDonald and Rothstein, 1994;
Jablonovich et al. 1999; Davis and Symington 2001; Sugawara et al. 2000), también
hemos demostrado que las deleciones espontaneas entre repeticiones directas no

requieren Rad51 pero si Rad59 (Figura 14).
Es probable que en una cepa silvestre, BIR s6lo sea responsable de una pequefia

proporcién de sucesos (Malkova et al. 1996; Signon et al. 2001). Sin embargo, si la
recombinacién inter e intramolecular puede ocurrir teéricamente en cepas rad5l
mediante BIR/SSA, la pregunta que surge es por qué BIR/SSA es més eficiente en
sucesos intramoleculares. Al igual que Sugawara et al. (1995) pensamos que la invasién
del extremo 3’ en una estructura “cerrada” de DNA es dependiente de Rad51. Sin
embargo, entre repeticiones invertidas la invasién podria ocurrir eficientemente en
ausencia de Rad51, por tener lugar en una secuencia adyacente al lugar de iniciacion y,
por tanto, en la misma molécula donde ocurre el DSB. Un DSB cambia el
superenrollamiento del DNA (Duguet 1997) y la estructura de la comatina (Downs ef al.
2000; Paull et al. 2000) generando posiblemente una estructura “abierta” en la secuencia
repetida adyacente facilitando, en consecuencia, la invasién de cadena en ausencia de

Rad5s1.
Es importante sefialar que Radl tiene poco efecto en recombinacion tanto

espontdnea como inducida por un DSB con una excepcion: la conversién génica
intermolecular inducida por HO. Este resultado es en principio inesperado porque el corte
de la diana de HO de 21 pb usada en nuestros ensayos produce colas heterdlogas de 16 y
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9 pb con un extremo 3'-OH libre ya que se ha observado que Rad1/Rad10 no se necesita
para eliminar colas heterélogas de menos de 30 nucle6tidos en sucesos intramoleculares
(Paques and Haber 1997; Prado and Aguilera 1995). De acuerdo con nuestra hipotesis
anterior, es posible que las colas heter6logas de 16 y 9 pb disminuyan la eficiencia de
invasion en una secuencia de DNA “cerrada” (suceso intermolecular) pero no en una
secuencia “abierta” y menos restrictiva (suceso intramolecular). La eliminacién de las
colas heterdlogas. por Radl podria facilitar, por tanto, la invasién en sucesos
intermoleculares.

La recombinacion asociada a transcripcion es similar a la inducida por un DSB y
utiliza las mismas proteinas

Hemos usado tres construcciones diferentes que contienen el mismo alelo leu?2
para mostrar que la transcripcién induce cualquier tipo de suceso de recombinacion.
Nuestros resultados, junto con los descritos previamente para deleciones (Thomas and
Rothstein 1989) y recombinacién ectopica (Saxe et al. 2000; Nevo-Caspi and Kupiec
1996; Bratty et al. 1996), indican que la transcripcién no estimula especificamente un
mecanismo de recombinacidn en particular, bien sea DSBR, SDSA, BIR o SSA. La
conversion génica entre un pladsmido y un cromosoma se estimula fuertemente por
transcripcion (Figura 16), al igual que se habia observado para la conversion génica
ectdpica entre cromosomas heter6logos (Saxe et al. 2000; Nevo-Caspi and Kupiec 1996;
Bratty et al. 1996). Del mismo modo que en ésta (Saxe et al. 2000), la secuencia que se
transcribe fuertemente es la que se convierte preferentemente, es decir, actia como
receptor de la informacién (Tabla 3). De acuerdo con los modelos de DSBR (Szostak et
al. 1983) y de SDSA (McGill et al. 1989; Hastings 1988), los resultados son consistentes

con la idea de que la transcripcién estimula la iniciacion de la recombinacién.
Como la recombinacién homoéloga en nuestros ensayos no puede iniciarse con

éxito en el promotor heterdlogo del fet, desde el que controlamos la transcripcidn, ésta
tiene que estimular la iniciacién de la recombinacion a lo largo de la secuencia de leu2
que se transcribe. Nuestros resultados muestran que mientras mas larga es la longitud del
transcrito, mayor es el incremento de la recombinacion entre repeticiones directas
(Figura 13). Esto es consistente con nuestra idea de que la transcripcién causa un
incremento en la formacion de estructuras recombinogénicas a lo largo de la secuencia
transcrita y esta de acuerdo con nuestra hipdtesis previa de que TAR en cepas hpriAy
tho2A es consecuencia de los defectos en la elongacion de la trancripciéon que
incrementan la acumulacion de sucesos de iniciacion de la recombinacién (Chavez and
Aguilera 1997; Prado et al. 1997; Piruat and Aguilera 1998). Conviene destacar que en
cepas hprlA, hasta ahora s6lo habiamos observado un aumento en la frecuencia de
deleciones y no en sucesos como conversion génica o inversiones como seria de esperar
de nuestra hipétesis (Santos-Rosa and Aguilera 1994). En este estudio, describimos por
primera vez un aumento de la recombinacién intermolecular en los mutantes thplA 'y
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tho2A (Tabla 5) mientras que el mutante rezumante hprlA::HIS3 se comporta como el
silvestre. Dicho aumento es similar con niveles de transcripcién bajos y altos y es mayor
en tho2A, lo que sugiere varias conclusiones. Primero, que nuestro modelo tiene una
validez general para todo tipo de suceso de recombinacién; segundo, que los bajos
niveles de transcripcion también producen lesiones recombinogénicas en thplA'y tho2A,
y tercero, que una vez mas la ausencia de Tho2, con respecto a las deleciones de los otros
genes del complejo THO, produce los fenotipos mas acusados (Piruat and Aguilera 1998;
Gallardo and Aguilera 2001). Dichas conclusiones se refuerzan con el dato de que las
inversiones también se incrementan en tho2 A.

La transcripcion estimula la recombinacién en todos los mutantes rad probados,
lo que indica que induce todo tipo de suceso de recombinacion, tanto si son dependientes
de Rad51 y Rad59 como si no. Es importante sefialar que mostramos, por primera vez,
usando el mismo sistema de recombinacién que tanto con transcripcion baja como alta la
recombinacion espontdnea tiene los mismos requerimientos genéticos de RAD51, RADS5?2
y RAD39 que la recombinacién inducida por HO (comparar Figuras 8,16 y 17 y Tabla
2). Esto es asi a pesar del diferente patrén de dependencia de genes R4D observado para
cada tipo de suceso de recombinacién estudiado. El hecho de que TAR y la
recombinacién inducida por HO requieran los mismos genes sugiere que el suceso de
iniciacién estimulado por la transcripcion es o una rotura del DNA o lesiones que se

convierten posteriormente en roturas del DNA.
La pregunta que surge es cémo la transcripcion a través de una secuencia puede

contribuir a la iniciacién de la recombinacion, es decir, a la formacion de roturas en el
DNA. Existen dos posibles escenarios (Aguilera 2002). Primero, la transcripcién puede
colisionar con la maquinaria de replicacién y bloquear la horquilla de replicacion. Como
consecuencia, ésta puede retroceder generando una estructura de Holliday con un brazo
formado por las dos nuevas cadenas sintetizadas, adelantada y retrasada, con un extremo
3' libre recombinogénico (Michel et al. 2001; Seigneur et al. 1998). Resulta interesante
que cuando se usaron cepas de E. coli bien con altos niveles de la molécula (p)ppGp
moduladora de la actividad de la RNAP bien con una RNAP mutada, se obtuvieron
resultados que sugieren que la RNAP podria contribuir a la formacién de estructuras de
Holliday recombinogénicas promoviendo la reversion de la horquilla (McGlynn and

Lloyd 2000).
Otra posibilidad para explicar la estimulacién de la recombinacion por

transcripcion es que la posible “apertura” de la cromatina facilitada por la acumulacion de
superenrollamiento negativo por detras de la RNAPII podria incrementar la accesibilidad
de los agentes genotoxicos, tales como los radicales libres (Aguilera 2002). Ello podria
dar lugar directa o indirectamente tras el paso de la horquilla de replicacion a las roturas
recombinogénicas en el DNA. Esta hipétesis se basa en que el ssDNA es mas reactivo
que el dsDNA (Frederico et al. 1990). Esto estaria de acuerdo con las observaciones de
que la transcripcién incrementa la mutagénesis espontanea de un gen como se ha
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demostrado en E. coli (Beletskii and Bhagwat 1996) y S. cerevisiae (Datta and Jinks-
Robertson 1995). De hecho, la tasa de mutacién es mayor con una polimerasa de T7
mutada que tiene una tasa de elongacion menor (Beletskii et al. 2000).

En resumen, nuestros resultados aportan evidencias de que la elongacion de la
transcripcion puede contribuir a la formacion de lesiones en el DNA que son convertidas
posteriormente en DSBs. Tales roturas serian reparadas por DSBR, SDSA, BIR o SSA,
dependiendo de la estructura y localizacion de la secuencia donadora y, por tanto, pueden
producir potencialmente todo tipo de suceso de recombinacién homoéloga.

LA REPARACION DE DSBS OCURRE PREFERENTEMENTE POR
RECOMBINACION ENTRE CROMATIDAS HERMANAS

Como hemos visto a nivel genético, el mecanismo mayoritario para reparar un
DSB en una célula haploide de levadura depende de la recombinacion homdloga. El
analisis molecular de la recombinacion inducida por HO en el sistema invertido TINV
revelo la presencia de intermediarios que se correspondian con dimeros que se generan
por SCE desigual. Estos aparecian a las dos horas de iniciarse el corte y seguian una
cinética de acumulacién que alcanzé el maximo a las seis horas. Mediante geles
bidimensionales detectamos también la presencia de dimeros que se generan por ESCE
con una frecuencia tres veces mayor que los que se generan por USCE. La fuerte
dependencia de Rad51 de la formacién de los dimeros cabeza-cabeza sugiere que podrian
originarse mediante un modelo de conversion en S/G2 entre cromatidas hermanas (Chen
and Jinks-Robertson 1998) (Figura 4).

Nuestro sistema de repeticiones invertidas TINV se diferencia de otros sistemas
empleados en levaduras para el estudio de la reparacion de un DSB mediante
recombinacion homédloga en que la diana de HO de 21 pb se corta con una eficiencia
baja. A las tres horas de induccion sélo entre el cinco y el diez por ciento de los
plasmidos estan cortados (Figura 7). Como consecuencia, en células en fase S y G2 es
probable que se corte s6lo una cromatida y no la otra, pudiéndose reparar el corte por
recombinacién entre cromatidas hermanas (SCE). Nuestro sistema mimetiza mejor que
aquellos basados en la diana de HO completa de 117 pb (ver Paques and Haber 1999) una
situacion natural en la que una gran cantidad de lesiones se producen espontaneamente en
el DNA durante la replicacidn, la transcripcion o mediante otros sistemas de reparacion.

Cuando generamos un corte en el DNA se induce la aparicion de bandas que se
correponden con intermediarios de recombinacién que s6lo se pueden explicar porque
formen parte de un dimero (Figura 7). La caracterizacién molecular de una de estas
bandas (Figura 9) y la visualizacion de dimeros del plasmido original y moléculas de
mayor tamafio mediante geles mono y bidimensionales (Figura 11) sugiere que la
reparacion de un DSB se produce principalmente por SCE. Es la primera vez que se
observa que las levaduras reparan los DSBs por SCE. Sélo se habia observado
previamente en células de raton, por tanto, nuestros resultados estan de acuerdo con que
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la crométida hermana es el sustrato preferido para reparar un DSB (Liang et al. 1996;
Johnson and Jasin 2000). Una vez que se ha replicado el DNA, la cromatida hermana
provee de un sustrato homologo para reparar. La vision actual de que los problemas que
se producen durante la replicacion se pueden reparar mediante recombinacion homologa
entre cromatidas hermanas refuerza esta idea (Cox 2001; Michel et al. 2001). Ademas, al
ser las cromatidas idénticas entre si, no hay barreras para la recombinacion (Selva ez al.
1995; Chambers et al. 1996; Elliott et al. 1998). La proximidad relativa es otra
caracteristica importante que puede determinar la eleccion de la cromatida hermana como
sustrato preferido de la reparacién por recombinaciéon homodloga en lugar de otras
secuencias repetidas en el genomio. En nuestro sistema TINV los cortes que se produzcan
en G1 s6lo pueden usar como secuencia homdloga el alelo leu2AS5’, mientras que en S/G2
también estd presente la cromatida hermana. Aunque no podemos descartar que se den
sucesos intramoleculares tanto en S/G2 como en Gl doénde no hay una cromatida
hermana que usar como donadora, la fuerte presencia de dimeros cuando inducimos el
corte por HO, que sélo se puede dar en S/G2 (Figura 7 y 11), unido al dato de que se
necesita Rad51 para que se formen (Figura 12) sugiere que el mecanismo de reparacion
preferente es SCE. De manera andloga se ha sugerido que la reparacion de un dafio
producido por rayos X en G2 se realiza casi exclusivamente por SCE (Fabre et al. 1984;
Kadyk and Hartwell 1992). La razén que subyace bajo esta eleccion del sustrato para
reparar, podria ser el hecho de que las crométidas hermanas permanecen unidas unas a
otras por las cohesinas y entrelazadas topoldgicamente durante la replicacion hasta el
comienzo de la anafase durante la mitosis (Holm et al. 1985; Nasmyth 2001). De hecho,
el descubrimiento de que Rad21 (Birkenbihl and Subramani 1992), conocida desde hace
tiempo por ser crucial para la reparacién de un DSB, es una cohesina ortdloga a Sccl
(Guacci et al. 1997; Michaelis et al. 1997) esta de acuerdo con la idea de que la
proximidad de las cromatidas hermanas juega un papel clave en la reparacioén de un DSB.
Los trabajos previos sobre recombinacién entre cromatidas hermanas tanto en
levadura como en mamiferos se han cefiido exclusivamente al estudio de la USCE por ser
la Unica que se podia detectar genéticamente (Pdques and Haber 1999). En esta tesis,
gracias a las caracteristicas de nuestro sistema invertido, también hemos podido analizar
molecularmente la ESCE. Mediante geles bidimensionales hemos visto que se forman
dos tipos de dimeros (Figura 11). Si las cromatidas hermanas se emparejan en su
orientacion natural, es decir, en paralelo, y se produce un DSB en una de las repeticiones,
su reparacion puede dar lugar a un dimero cabeza-cola. Si por el contrario las cromatidas
hermanas se encuentran orientadas en sentido antiparalelo, se originaria un dimero
cabeza-cabeza. Era de esperar que los dimeros cabeza-cabeza ocurran con menor
frecuencia que los dimeros cabeza-cola. Sélo el 25% de los dimeros son cabeza-cabeza.
Los dimeros producidos entre plasmidos centroméricos portadores del sistema
TINV son dicéntricos e inestables en la célula (Mann and Davis 1983). Una rotura
mecanica durante la segregacion cromosémica en la mitosis 0 un segundo corte
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catalizado por HO los convertiria en moléculas lineales con extremos de doble cadena
altamente recombinogénicos. La subsiguiente degradacion exonucleolitica 5'-3' de estos
extremos generaria largas colas de cadena sencilla que podrian reasociarse si son
complementarias. Con las cuatro copias de leu2 resultantes de la recombinacion entre los
sistemas TINV existirian dos posibles formas de circularizar las moléculas lineales
mediante SSA, pero aquéllas que dan lugar a dimeros cabeza-cabeza generarian
recombinantes Leu”,

En nuestro sistema invertido TINV no podemos calcular qué proporcién de los
DSBs producen dimeros durante su reparacién o lo que es lo mismo, el porcentaje de
entrecruzamientos asociados a la conversién génica. Sin embargo, el porcentaje de
dimeros nos puede dar un valor aproximado. A las cinco horas y media de haber inducido
HO el 6% de los plasmidos son dimeros. Sin embargo, este valor estd subestimado
porque a las cuatro horas empieza a disminuir el numero de dimeros como consecuencia
del equilibrio entre formacién y resolucién de los mismos. Si extrapolamos los primeros
puntos de la cinética (Figura 11) podemos estimar que a las cinco horas y media tenemos
entre 20-25% de dimeros. Por tanto, sélo una pequefia proporcion de los sucesos de
recombinacion se resuelven por entrecruzamiento. Del total de dimeros producidos en
este tiempo sélo el 5-6% genera recombinantes Leu” mientras que la frecuencia de
recombinantes Leu” en el silvestre es del 17%. Este resultado sugiere que la mayoria de
los recombinantes Leu” no se producen a partir de dimeros. La implicacion de los genes
RAD en la formacion de dimeros (Figura 12) nos hace pensar que el 11-12% restante de
recombinantes Leu”, se producen por SCE sin entrecruzamiento. En cualquier caso, el
mecanismo de recombinacién puede ser por BIR, DSBR o SDSA asociado o no a

entrecruzamiento.

Requerimiento de los genes R4AD en SCE

La recombinacion homoéloga es llevada a cabo por una serie de proteinas Rad
cuyas actividades bioquimicas se han identificado (ver Piques and Haber 1999). Entre las
mas representativas se encuentran R4D51 y RADS59 que controlan diferentes aspectos de
la recombinacién. La formacién de dimeros en TINV depende fuertemente de los genes
RADS51 y RADS59 (Figura 12). La recombinacidon entre cromatidas hermanas es un
proceso intermolecular por lo que debe depender de la proteina de intercambio de
cadenas Rad51. R4D59 es homodlogo a RADS52 (Bai and Symington 1996) y codifica una
proteina con actividad de reasociacién de cadenas sencillas (Petukhova et al. 1999; Davis
and Symington 2001). Rad59 interacciona con Rad52 (Davies and Symington 2001),
mejorando probablemente la actividad de ésta en reasociaciéon de cadenas. Por tanto, es
mas que factible que en ausencia de Rad59 el intercambio de cadenas sea menos
eficiente. Al contrario que con el mutante rad51A4, la caida de seis veces en la frecuencia
de formacion de dimeros si se ve reflejada con una caida de cinco veces en la frecuencia
de recombinacién inducida por HO. Esto puede ser debido a que Rad59, ademds de ser

i
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necesario en el paso de invasién de cadenas del BIR, también se necesita para el
mecanismo de SSA posterior en la recombinacion entre repeticiones invertidas
(Petukhova et al. 1999; Davis and Symington 2001).

Un gen relevante en SCE parece ser R4D1 pues es limitante en la formacién de
dimeros cabeza-cabeza. El mutante radl A hace caer estos dimeros, aunque no tanto como
rad51A, probablemente porque Radl/Radl0 se necesita para eliminar las colas
heterélogas de ambos lados del DSB (Figura 8) y, asi invadir el alelo Jeu2A5’ de la
crométida hermana. De acuerdo con este resultado estd el hecho de que cuando
inducimos un corte con HO, el mutante radl A disminuye la frecuencia de recombinacioén
intermolecular (pldsmido-cromosoma) 47 veces. Este resultado confirma molecularmente
que la invasién intermolecular requiere de una homologia perfecta en los extremos
invasores y que Radl es necesaria para eliminar las heterologias de estos extremos. En
ausencia de esta proteina se aprecia un enlentecimiento en la aparicion del dimero. Esto
puede deberse a que las colas heter6logas tardan més en procesarse por alguno de los
otros dos mecanismos capaces de eliminarlas en levaduras en ausencia de Radl (Paques
and Haber 1997; Colaidcovo et al. 1999).

LOS MUTANTES hpriAY tho2A SON DEFECTUOSOS EN NER

Hemos demostrado que los mutantes AprlAy tho2A, con problemas en la
elongaciéon de la transcripcién y con un fuerte fenotipo de hiperrecombinacion
dependiente de transcripcion, estan afectados en NER. Las mutaciones en los genes
HPRI y THO?2 confieren sensibilidad a la luz UV cuando se combinan tanto con rad7A o
radl6A que eliminan completamente la subruta de GGR. Los analisis moleculares de
reparacion de DNA con la T4 endo V indican que hprlA'y tho2A tienen reducida su
capacidad de reparar la cadena transcrita de RPB2 de manera similar a rad26A. Al
contrario que rad26A4, los mutantes hprlAy tho2A también muestran defectos en
reparacion del DNA que no se transcribe, aunque a niveles que s6lo son detectables
molecularmente.

Hpr1 y Tho2 conectan la transcripcion con la reparacion por NER

Hprl y Tho2 son parte del complejo THO que conecta la transcripcion con
inestabilidad genémica. Hemos demostrado que AprlA 'y tho2A reducen la supervivencia
a la luz UV sélo en cepas incapacitadas en GGR. Igualmente, disminuyen la eficiencia
de la reparacion de dafios de luz UV en el gen constitutivo RPB2, como se determino
mediante el analisis molecular con la enzima T4 endo V (Figura 25). Estos resultados
indican que el complejo THO modula o tiene un papel en TCR. De este modo, thplA, que
comparte los mismos fenotipos de defectos en elongacién de la transcripcion e
hiperrecombinacion de los mutantes ApriA 'y tho2A (Gallardo and Aguilera 2001) es
eficiente en NER (Figura 21). Sin embargo, al contrario que en rad264, los mutantes
hprlA'y tho2A tienen un ligero pero significativo efecto en GGR. Asi, el defecto en
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reparacion también se detecta fisicamente en la NTS de RPB2, en GAL7 en condiciones
de represion y en los loci silenciados HMLa y HMRa (Figuras 25,26 y 27). Este defecto
en GGR no puede detectarse genéticamente como un fenotipo de sensibilidad a luz UV
de los dobles mutantes rad26A hpriA/tho2A. Ademas, en las cepas deficientes en GGR,
la eliminacién de los genes RAD26 y HPRI/THO? confiere una sensibilidad a luz UV
mds severa que cada mutacion sencilla por separado. Estos resultados indican que el
hipotético papel que Hprl y Tho2 pudieran tener en NER no es exclusivo de TCR y es
diferente del de Rad26. De hecho esta no es la tnica diferencia entre Rad26 y Hpr1/Tho2
ya que, al contrario que hpriAy tho2A, rad26A no muestra un fenotipo detectable de
hiperrecombinacién y son capaces de transcribir la secuencia bacteriana de lacZ (S.
Gonzalez-Barrera, A.G. Rondén y A. Aguilera, sin publicar).

El efecto negativo de rad7A en la acumulacién del RNA mensajero de RPB2
(Figura 24) indica que la transcripcion defectuosa no implica necesariamente un TCR
defectuoso. Sin embargo, podria no ser sorprendente que los defectos en la elongacion de
la transcripcién de hprlA y tho2A fueran responsables del defecto en TCR. Es
improbable que los defectos en NER de hprlAy tho2A sean causados por una falta de
expresion de un gen de NER en particular ya que mediante un anélisis global de
transcripcién de mutantes tho2A empleando microarrays de DNA hemos visto que todos
los genes implicados en NER conocidos se transcriben a niveles silvestres (M. Gallardo,
K. Ohta y A. Aguilera, sin publicar).

Es interesante mencionar que hprlA'y tho2A muestran una tasa de reparacién de
DNA baja, es decir, una cantidad baja de lesiones de luz UV reparadas por minuto como
se infiere de las pendientes de las curvas de la Figura 25. Sin embargo, dichas pendientes
son similares en el silvestre y en hpriAy tho2A después de 60-80 minutos tras la
irradiacion con luz UV (Figura 25), lo que sugiere que después de este tiempo los
mutantes recuperan la capacidad de reparar de un silvestre. En cualquier caso, los niveles
generales de eliminacién de lesiones de luz UV estan aiin por debajo de los nieveles
silvestres a los 120 minutos tras la irradiaciéon. Esto podria reflejar un proceso de
adaptacion. Es conocido que la preirradiacion de levaduras incrementa la eliminacion de
lesiones inducidas por una segunda dosis de luz UV (Waters et al. 1993). Por tanto, no
podemos excluir la posibilidad de que una respuesta adaptativa mas lenta de hpriAy
tho2A al dafio por luz UV podria hacer los defectos en reparacion de DNA de estos

mutantes mas severos.
En principio un secuestro transitorio de las proteinas de NER podria explicar los

defectos en NER de los mutantes hpriAy tho2A. Si los defectos de hpriAy tho2A en
elongacién de la transcripcién conducen frecuentemente a bloqueos de una RNAPII
elongante, independientemente de las lesiones causadas por la luz UV, la maquinaria de
NER se podria reclutar en muchos sitios. En consecuencia las proteinas de NER se
secuestrarian transitoriamente, produciendo una menor disponibilidad de los
componentes de NER. Otra alternativa podria ser que los defectos en NER de ApriAy

/
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tho2A fueran como consecuencia de un papel hipotético y desconocido del complejo
THO en NER. A favor de esta hip6tesis estaria el hecho de que los mutantes thplA no
estan afectados en NER. .
Las proteinas que conectan la transcripcion con la reparacion de DNA podrian
incluir, ademas del TFIIH, los terminadores transcripcionales de Drosophila y humanos
DmF2 y HuF2 y la proteina humana XAB?2 identificada por su capacidad de unirse a
XPA. DmF2 y HuF2 son miembros de la familia SWI2/SNF2 (Xie and Price 1996;1997)
y disocian a las RNAPI y RNAPII bloqueadas ante un CPD (Hara ef al. 1999). XAB2
interacciona con CSB, CSA y la RNAPII y los anticuerpos anti-XAB2 inhiben la subruta
de TCR y la transcripcion cuando se microinyectan en fibroblastos (Nakatsu ez al. 2000).
Es interesante destacar que los genes ortdlogos de X4B2 en S. cerevisiae y S. pombe
parecen tener un papel en el procesamiento del RNA (McDonald et al. 1999; Russell et
al. 2000), abriendo la posibilidad de que las proteinas que procesan el RNA asociadas

con la elongacién pudieran influir en TCR.
En este sentido parece importante destacar que los mutantes AprlA estin

afectados en el transporte de RNA (Schneiter et al. 1999) y que la sobreexpresion de
Sub2, una hipotética helicasa de RNA implicada en el procesamiento del RNA y en el
transporte (Luo et al. 2001; Strasser and Hurt 2001) suprime el fenotipo de
hiperrecombinacion de las cepas hprlA (Fan et al. 2001). Ademas, los mutantes sub2
muestran un fenotipo similar al de AprlA en recombinacién (Fan et al. 2001).
Recientemente se ha inferido una interaccion genética entre Sub2 y Rad3, un componente
de TFIIH implicado en la transcripcion de la RNAPII y en NER, a partir del aislamiento
de alelos de rad3 que suprimen los defectos en crecimiento de sub2 (Jensen et al. 2001).
En esta tesis, por tanto, no s6lo extendemos el posible papel funcional del complejo THO
a NER, sino que abrimos la posibilidad de una conexién entre reparacion del DNA,
transcripcion y el procesamiento del RNA naciente. La identificaciéon de la funcion
bioquimica del complejo THO ayudaria a comprender los mecanismos que conectan estos
procesos.
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CONCLUSIONES

1.- El mecanismo principal de reparacion de un corte de doble cadena en células mitéticas
es el intercambio entre cromatidas hermanas que depende de Rad51 y Rad59.

2.- Las células mitdticas de levadura poseen un segundo mecanismo de reparacion de un
corte de doble cadena, altamente eficiente y que depende parcialmente de Rad59, que es
capaz de reemplazar al intercambio entre crométidas hermanas y que funciona en
ausencia de Rad51. '

3.- La transcripcién estimula la formacién de deleciones, inversiones y la conversion
génica intermolecular actuando, principalmente, como iniciador del suceso de
recombinacion.

4.- La similitud entre la recombinacion inducida por trancripcion y la inducida por un
corte de doble cadena sugiere que la elongacidén de la transcripcion promueve roturas en
el DNA.

5.- Los mutantes tho2A y hprlA estan afectados en reparacidén por escision de
nucleétidos. Sin embargo, el mutante thplA, que comparte con éstos el fenotipo de
hiperrecombinacién asociados a problemas en elongacién de la transcripcion, no esta
afectado. Esto sugiere que el complejo THO en el que estan integrados las proteinas Tho2
y Hpr1 modula la reparacién, aunque no sabemos si lo hace de forma directa o indirecta.
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MEDIOS DE CULTIVO

Medios de cultivo para levaduras:
- Medio rico YEPAD: 1% de extracto de levadura; 2% de bacto-peptona; 2% de glucosa;
suplementado con 20 mg/1 de adenina.
- Medio rico YEPAD+G418: medio YEPAD suplementado con 200 pg/l de sulfato de
G418 afiadido al medio una vez autoclavado.
- Medio rico YEPAD-+hygB: medio YEPAD suplementado con 300 pg/l de higromicina
B afiadido al medio una vez autoclavado.
- Medio rico YEPAGal: idéntico al medio YEPAD pero con 2% de galactosa en lugar de
glucosa como fuente de carbono. La galactosa se filtr6 y se afiadié al resto de los
componentes una vez autoclavados.
- Medio minimo SD: 0.17% de bases nitrogenadas (YNB) sin aminoécidos ni sulfato
amonico; 0.5% de sulfato aménico; 2% de 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 se han omitido del medio. Por ejemplo; SC-leu indica medio
completo sin leucina.
- Medio completo SG: Idéntico al medio SC pero con 2% de galactosa en lugar de
glucosa como fuente de carbono.
- Medio completo SG/L: Idéntico al medio SC pero con 3% (v/v) de glicerol y 2% (v/v)
lactato sodico. El glicerol se autoclavé aparte y se afiadi6 al resto de los componentes una
vez autoclavados.
- Medios con metil-metano sulfonato (MMS): medios SC 0 YEPAD suplementados con
0.018% (v/v) 6 0.020% (v/v) de MMS respectivamente. El MMS se afiadié al medio una
vez autoclavado y enfriado a 60°C.
- Medio completo SC+FOA: medio SC suplementado con 500 mg/l o 750 mg/1 de acido
5-fluoroorético (FOA), con el uracilo a la mitad de la concentracion habitual, es decir, a
10 mg/l, y 0.1% de L-prolina en lugar de sulfato aménico como fuente de nitrégeno. El
FOA se afiadi6 al medio una vez autoclavado y enfriado a 60°C.
- Medio completo SC+6AU: medio SC suplementado con 100 pg/l de 6-azauracilo.
- Medio de esporulacién SPO: 1% de acetato potésico; 0.1% de extracto de levadura;
0.005% de glucosa. Se suplemento con los requerimientos descritos para el SC pero a la
cuarta parte de su concentracion habitual.

Los medios s6lidos se prepararon afiadiendo un 2% de agar a los medios descritos
antes de autoclavarlos.

Medios de cultivo para bacterias:
- Medio rico LB: 0.5% de extracto de levadura; 1% de bacto-triptona; 1% de NaCl.
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- Medio rico LB+Amp: Consiste en el medio LB suplementado con 80 6 100 pg/l de
ampicilina sddica.
- Medio rico SOB: 0.5% de extracto de levadura; 2% de bacto-triptona; 0.005% de NaCl;
KCl 2.5 mM; MgSO4 10 mM; MgCI2 10 mM. El MgS04 y el MgCI2 se afiadieron al
medio justo antes de usarlo y autoclavados por separado.

Los medios s6lidos se prepararon afiadiendo un 2% de agar a los medios descritos

antes de autoclavarlos.

Condiciones de crecimiento

Las cepas de levadura se incubaron a una temperatura de 30°C, excepto en los
casos especificados. Las cepas de bacterias se incubaron a una temperatura de 37°C en
todos los cases. En el caso de los cultivos liquidos estos se incubaron con agitacién
constante horizontal u orbital. Se indujo la esporulacién de los diploides de levadura a
30°C en medio SPO durante 3-4 dias.

ANTIBIOTICOS, DROGAS, ENZIMAS Y MARCADORES DE TAMANO
-6-Azauracilo, 6AU (Sigma): produce una bajada de los niveles de UTP y GTP
responsables de una reduccién en la eficiencia de la elongacion de la transcripcién.
-Ampicilina, amp (Sigma): antibidtico B-lactamico que inhibe la divisidén celular de E.
coli impidiendo la sintesis de pared celular. Se usa para estrategias de cloning para
seleccionar células que lleven un plasmido. '

-Acido 5-fluoroorético, FOA (USB): analogo téxico del uracilo. Envenena a las levaduras
URA3 pero no a los mutantes ura3 (Boeke et al. 1984).

-Albumina de suero bovino, BSA (New England): proteina que se obtiene de suero
bovino. Se emplea como estabilizador y agente tamponador.

-Doxiciclina (Sigma): antibidtico de la familia de la tetraciclina. Tiene la mayor constante
de equilibrio de asociacion por el represor tetR de la familia y se emplea para reprimir la
transcripcion en los vectores de expresion que llevan el promotor hibrido tetO-CYCI que
se activa por la accion del activador tetR-VP16 (¢TA4) (Gari et al. 1997).

-G418, Geneticina® (USB): antibidtico aminoglicosidico para las levaduras que
posiblemente afecta a la subunidad 80S de los ribosomas e inhibe la sintesis de proteinas
(Jiménez and Davies 1980). Se usa para seleccionar y mantener células eucaridticas con
el gen de E. coli de resistencia a neomicina (neo) o kanamicina (kan).

-Higromicina B (Roche): antibiético aminoglicosidico que inhibe la sintesis de proteinas
en procariotas y eucariotas. Se usa para seleccionar y mantener células eucariotas con el
gen de E. coli de resistencia a higromicina (hyg o Aph) (Goldstein and McCusker 1999).
-Klenow (Roche): fragmento mayor de la DNA polimerasa I de E. coli con actividad
polimerasa 5°-3” y exonucleasa 3’-5’ (Klenow and Henningsen 1970).

-Ligasa de DNA del fago T4 (Roche): cataliza la unién covalente de extremos lineales de
DNA bicatenario (Weiss et al. 1968).
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-Marcador de tamafios de DNA (1 Kb Plus DNA ladder™/ Gibco-BRL): mezcla de
fragmentos bicatenarios de DNA cuyos tamafios son: 12, 11, 10, 9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2, 1.65,
1.0, 0.85, 0.65, 0.5 0.4, 0.3, 0.2 y 0.1 kb. La banda de 1650 pb se gener6 de pUC y las
bandas menores de 1000 pb de DNA de A.

-Metil-metano-sulfonato, MMS (Merck): agente alquilante usado como radiomimético,
mayoritariamente produce roturas de doble cadena.

-Polimerasa termoestable de DNA (Expand™ High Fidelity PCR System/Roche): Mezcla
de las polimerasas Taq (de Thermus aquaticus) y Pwo (de Pyrococcus woesei) usadas en
las reacciones encadenadas de polimerizacién de DNA o PCRs. Temperatura 6ptima de
elongacion, 68°C.

-Polimerasa termoestable de DNA (Biotools DNA polimerasa/Biotools): Polimerasa Tth
(de Thermus thermophilus) usadas en las reacciones encadenadas de polimerizacién de
DNA o PCRs. Temperatura Optima de elongacion, 72°C.

-Restrictasas (Amersham, Roche y New England): endonucleasas de DNA con dianas
especificas de secuencia.

-RNasa (Roche): mezcla de nucleasas de RNA aisladas de pancreas de vacas.

-Zymoliasa 20T (USB): mezcla de enzimas de Arthrobacter luteus con capacidad de
digerir la pared celular de S. cerevisiae.

CEPAS

Cepas de Eschericia coli
-DH50:: F- endA1 gyrA96 hsdR17 AlacU169(f80lacZAM15) recAl relAl supE44 thi-1

(Hanahan 1983).
-IM103: F’ traD36 proAB" lacI® lacZAM15.

Salvo que se indique lo contrario, los experimentos en E. coli se realizaron con DH5a.

Cepas de Saccharomyces cerevisiae
Las cepas de levaduras usadas se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Cepas

Cepa Genotipo . Or.

W303-1A MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 1
W303-1B MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 1
SChY53 MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 2
AYW3-1B MATa ade2 canl-100 his3 trpl ura3 leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k 3
OI-15 MATa-inc ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 ade3..gal-HO 4
WS MATa-inc ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2A::SFAI trpl-1 ura3-1 ade3::gal-HO 12
M279 MATa-inc ade2 his3 trpl ura3 leu2 ade3::gal-HO 4
W839-5D MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 radl A::LEU2 1
U768-1C MATo ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 hpriA::HIS3 1
W303-236 MATo ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpi-1 ura3-1 radl6A::URA3 5
MGSC97 MATo ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpi-1 ura3-1 rad7A::URA3 5

&
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MGSC102
MGSC339
SChY58a
RK2-6C
WFBE046
HDY3-3D
MKOS-3C
MKOS-3B

MKOS-1C

MKOS-5D
WSRI1

WSRS51

WSRS52

WSR59

WSR1-6A
WSRI1-6C
WSR1-1C

WSRI-5A

WSRS51-8A
WSRS51-4A
WSR52-4B
WSR52-5C
WSR159-3B

WSR159-4B

WSRI151-10D

WSR5951-1D

ROI-3D

ROI-5A
AWRI-1B
AWRI-2B
AWRI-2BH
AWRS1-2B
AWRS1-3C
AWRS2-3B
AWRS52-4B
AWRS9-5C
AWRS9-4B
AWRI159-13C
AWRI159-14D
AWRI151-2BH

MATo ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 rad26A::HIS3
MATcade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 spt4A::URA3
MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 hprlA::kanMX4
MATa ade2-1 cani-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 tho2A::kanMX4
MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 thp ] A::kanMX4
MATo ade2 canl-100 his3 trpl ura3 leu2-k srb2A::HIS3

MATo-inc ade2-1 canl-100 ura3-1 his3-11,15 trpl-1 leu2A::SFA ade3::gal-HO

MATa-inc ade2-1 canl-100 ura3-1 his3-11,15 trpl-1 leu2A::SFA ade3::

rad51A::kanMX4

MATa-inc ade2-1 canl-100 ura3-1 his3-11,15 trpl-1 leu2A::SFA ade3::

rad51A: :kanMX4
MATa-inc ade2-1 canl-100 ura3-1 his3-11,15 trpl-1 leu2A::SFA ade3::gal-HO

MATa-inc ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2A::SFAl trpl-1 ura3-1 ade3::

radlA:-kanMX4

MATa-inc ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2A::SFAI trpl-1 ura3-1 ade3::

Fad51A::kanMX4

rad52A: :kanMX4

MATa-inc ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2A::SFAl trpl-1 ura3-1 ade3:

rad59A: :kanMX4
MATa-inc ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2A::SFA1 trpl-1 ura3-1 radl A: :kanMX4
MATa-inc ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2A::SFAI trpl-1 ura3-1 radl A::kanMX4

MATa-inc ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2A::SFAI trpl-1 ura3-1 ade3:

radl A: -kanMX4

MATa-inc ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2A::SFAI trpl-1 ura3-1 ade3::

radlA::kanMX4

MATa-inc ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2A::SFAI trpi-1 ura3-1 rad51A::kanMX4
MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2A::SFAI trpl-1 ura3-1 rad51A: :kanMX4
MATa-inc ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2A::SFAI trpl-1 ura3-1 rad52A: :kanMX4
MATa-inc ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2A::SFAI trpl-1 ura3-1 rad52A:: kanMX4

MATa-inc ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2A::SFAl trpl-1 ura3-1 ade3::

radlA::kanMX4 rad59A::kanMX4

MATa-inc ade2-1 cani-100 his3-11,15 leu2A::SFAI trpl-1 ura3-1 ade3:

radl A::kanMX4 rad59A: :kanMX4

MATa-inc ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2A::SFAI trpl-1 ura3-1 ade3:

radlA::-kanMX4 rad51A: :kanMX4

MATa-inc ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2A::SFAI trpl-1 ura3-1 ade3:

rad59A: :kanMX4 rad51A::kanMX4

MATa-inc ade2-1 canl-100 his3-11,1'..5 leu2A::SFAI trpl-1 wura3-1 ade3:

tho2A: :kanMX4

MATa-inc ade2-1 cani-100 his3-11,15 leu2A::SFAI trpl-1 ura3-1 tho2A::kanMX4
MATc ade2 canl-100 his3 trpl ura3 leu2-k radlA: :kanMX4

MATa-inc ade2 canl-100 his3 trpl ura3 leu2-k radlA::kanMX4

MATa-inc ade2 canli-100 his3 trpl ura3 leu2-k radl A:: hphMX4

MATa ade2 canl-100 his3 trpl ura3 leu2-k rad51A: :kanMX4

MATc ade2 canl-100 his3 trpl ura3 leu2-k rad51A: :kanMX4

MATo ade2 canl-100 his3 trpl ura3 leu2-k rad52A: :kanMX4

MATc ade2 canl-100 his3 trpl ura3 leu2-k rad52A: :kanMX4

MAToa ade2 canl-100 his3 trpl ura3 leu2-k radS9A: -kanMX4

MATa ade2 canl-100 his3 trpl ura3 leu2-k rad59A: :kanMX4

MATa ade2 canl-100 his3 trpl ura3 leu2-k radlA::kanMX4 rad59A: :kanMX4
MATa ade2 canl-100 his3 trpl ura3 leu2-k radl A::kanMX4 rad59A: :kanMX4
MATa-inc ade2 canl-100 his3 trpl ura3 leu2-k radlA::hphMX4 rad51A: -kanMX4

gal-HO

gal-HO

gal-HO

gal-HO

MATa-inc ade2-1 cani-100 his3-11,15 leu2A::SFAl trpl-1 ura3-1 ade3::gal-HO

:gal-HO

:gal-HO

gal-HO

gal-HO

:gal-HO
:gal-HO
:gal-HO

:gal-HO

12

12
12

12

12

12

12
12
12

12
12
12
12
12

12

12

12
12
12
12

12
12
12
12
12
12
12
12
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AWRS159-1A  MATa-inc ade2 cani-100 his3 trpl ura3 leu2-k ade3::.gal-HO rad51A::hphMX4 12
rad59A: :kanMX4

AWRS5159-4D  MATa-inc ade2 canl-100 his3 trpl ura3 leul-k ade3::gal-HO rad51A::hphMX4 12
rad59A: :kanMX4

MAWRI1-4C MATa-inc ade2 cani-100 his3 trpl ura3 leu2-k ade3::gal-HO 12
MAWRS1-17C  MATa-inc ade2 canl-100 his3 trpl ura3 leu2-k ade3::gal-HO 12
MAWRS2-9C  MATo-inc ade2 canl-100 his3 trpl ura3 leu2-k ade3::gal-HO 12
MAWRI-3C MATa-inc ade2 canl-100 his3 trpl ura3 leu2-k ade3::gal-HO radl A: :kanMX4 12
MAWRS9-3C  MATa-inc ade2 canl-100 his3 trpl ura3 leu2-k ade3::gal-HO rad59A::kanMX4 12
MAWRS1-3D  MATa-inc ade2 canl-100 his3 trpl ura3 leu2-k ade3::gal-HO rad51A: :kanMX4 12
MAWRS2-8D  MATa-inc ade2 canl-100 his3 trpl ura3 leu2-k ade3::gal-HO rad52A: :kanMX4 12
RKW-4Cu MATa ade?2 his3 trpl ura3 leu2-k tho2A: -kanMX4 12
HGY3-2Du MATo ade? his3 trpl ura3 leu2-k thpl A: :kanMX4 12
AW33-9Du MATa ade2 his3 trp! ura3 leu2-k hprlA::HIS3 12
AW33-13Bu MATa ade?2 his3 trpl ura3 leu2-k 12
AW33-12Au MATo ade? his3 trpl ura3 leu2-k hpriA::HIS3 12
TR16-11A MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpI-1 ura3-1 tho2A:’kanMX4 radl6A::URA3 12
TR16-9B MAToade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 tho2A:‘kanMX4 radl6A::URA3 12
TR7-8A MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 tho2A: :kanMX4 rad7A::URA3 12
TR7-1B MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 tho2A::kanMX4 rad7A::URA3 12
TR26-1C MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 tho2A: ‘kanMX4 rad26A::HIS3 12
TR267-3C MATo ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 tho2A::kanMX4 rad26A::HIS3 12
rad7A::URA3
TR2616-2C MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 tho2A::kanMX4 rad26A::HIS3 12
radl6A::URA3
HR7-7B MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 hpriA::HIS3 rad7A::URA3 12
HR7-5D MATo. ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 hpriA::HIS3 rad7A::URA3 12
HR16-3D MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 hpr1A::HIS3 radl6A::URA3 12
HR16-2C MATo ade2-1 cani-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 hpri1A::HIS3 radl6A::URA3 12
R267-10A MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 rad26A::HIS3 rad74::URA3 12
MU26-10B MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 hprlA::HIS3 rad26A::HIS3 12
HR2616-2A MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 hprl1A::HIS3 rad26A::HIS3 12
radl6A::URA3
HR2616-7C MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 hprlA::HIS3 rad26A::HIS3 12
radl6A::URA3
HR267-2B MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 hprlA::HIS3 rad26A::HIS3 12
rad7A::URA3
HR267-6A MAToade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 hpriA::HIS3 rad26A::HIS3 12
rad7A::URA3
HKR7-5D MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 hpriA::‘kanMX4 rad7A::URA3 12
HKR16-5D MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 hpriA:-kanMX4 radl6A::URA3 12
HKR26-7C MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 hprlA::kanMX4 rad26A::HIS3 12
T3R7-5A MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 thpl A:-’kanMX4 rad7A::URA3 12
T3R7-7D MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 thplA: :kanMX4 rad7A::URA3 12
T3R26-9C MATo ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 thplA::kanMX4 rad26A::HIS3 12
T3R26-11C MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 thpl A: kanMX4 rad26A::HIS3 12

TR261-12C MATa-inc ade2-1 canl-100 his3-11,15 trpl-1 wura3-1 leu2-3,112 tho2A::kanMX4 12
radlA:kanMX4 rad26A::HIS3
TR261-7A MATo ade2-1 canl-100 his3-11,15 trpl-1 ura3-1 leu2-3,112 tho2A:-kanMX4 radlA::kanMX4 12

rad26A::HIS3 ade3::gal-HO
TR1-11A MATa-inc ade2-1 canl-100 his3-11,15 trpl-1 ura3-1 leu2-3,112 tho2A::kanMX4 12



88 Materiales & Métodos

radl A::kanMX4

TRI1-13A MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 trpl-1 ura3-1 leu2-3,112 tho2A::kanMX4 radlA::kanMX4 12
ade3::gal-HO

R261-11C MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 trpi-1 ura3-1 leu2-3,112 radlA::kanMX4 rad26A::HIS3 12

HR7G-8A MATo ade2-1 canl-100 his3-11,15 trpl-1 ura3-1 leu2-3,112 hpriA::HIS3 rad7A: :hisG 12

R7SP-8C MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 trpl-1 ura3-1 leu2-3,112 spt4A::URA3 rad7A::URA3 12

R7G-8D MATco ade2-1 canl-100 his3-11,15 trpl-1 ura3-1 leu2-3,112 rad7A::hisG 12

HSP-6B MATe ade2-1 cani-100 his3-11,15 trpl-1 ura3-] leu2-3,112 hpriA::HIS3 spt4A::URA3 12

HR7SP-8B MATa ade2-1 cani-100 his3-11,15 trpl-1 ura3-1 leu2-3,112 hpriA::HIS3 spt4A::URA3 12
rad7A::URA3

HR7SP-3B MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 trpl-1 ura3-1 leu2-3,112 hpriA::HIS3 spt44::URA3 12
rad7A::URA3

HR7SP-4B MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 trpi-1 ura3-1 leu2-3,112 hpriA::HIS3 spt4A::URA3 12
rad7A::hisG

SR7-7B ‘MATa ade2 canl-100 his3 trpl ura3 leu2 srb2A::HIS3 rad7A::URA3 12

SHR7-2C MATa ade2 canl-100 his3 trpl ura3 leu2 hpriA::TRPI srb2A::HIS3 rad7A::URA3 12

SR26-1A MATa ade2 canl-100 his3 trpl ura3 leu2 srb2A::HIS3 rad26A::HIS3 12

HDY3-9Du MATa ade2 canl-100 his3 trpl ura3 leu2-k hpriA::TRPI srb2A::HIS3 12

SHR26-8B MATa ade2 canl-100 his3 trpl ura3 leu2 hpriA::TRP1 srb2A::HIS3 rad26A::HIS3 12

1 R. Rothstein; 2 Chavez and Aguilera (1997); 3 Santos-Rosa and Aguilera (1995); 4 M. Kupiec; 5 Verhage et al.
(1994); 6 van Gool et al. (1994); 7 Jansen et al. (2000); 8 Chavez et al. (2001); 9 Piruat and Aguilera (1998); 10
Gallardo and Aguilera (2001); 11 Piruat and Aguilera (1996); 12 esta tesis

ANALISIS GENETICO EN LEVADURAS

Las cepas parentales se cruzaron mezclandolas en YEPAD sélido e incubando a
30°C. Los diploides se aislaron mediante seleccion en el medio adecuado en contra de, al
menos, uno de los haploides. Se hicieron esporular en medio SPO durante tres dias a
30°C. Las ascas se diseccionaron tras un tratamiento con zimoliasa 20T a 2 mg/ml en
agua durante 2 minutos y medio a temperatura ambiente. Se micromanipularon las ascas
en YEPAD con un micromanipulador SINGER MSM system 200. Las esporas se
incubaron en YEPAD a 30°C y su fenotipo se determiné mediante réplicas a los medios
selectivos adecuados. El sexo se determiné analizando la capacidad de las esporas de
formar diploides con otras cepas F4 y F15 de sexos a y c.

PLASMIDOS
Los plasmidos usadas se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Pladsmidos
Plasmidos Descripcion ) Or.
pRS314 plasmido centromérico con el gen 7TRP/ como marcador 1
pRS316 plasmido centromérico con el gen URA3 como marcador 1
pCM189 plasmido centromérico con el gen UR43 como marcador que lleva el transactivador ¢74 2
(tetR-VP16), 7 cajas tetO en el promotor y un polilinker
pUC18 vector muiticopia de E. coli 3
YEp13 plasmido multicopia con el gen LEU2 como marcador 4

pFA6aKanMX4  vector de E. coli portador de un médulo kanMX que contiene el ORF del gen kan” del 5



pAG26
pUC18::LSa3
pRS315rad51A:k

pRS314-SU
pRS314-L

pRS314-LB

pRS314-LNA
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transpos6n Tn903 fusionado con el promotor y el terminador del gen TEF de Ashbya
gossypii. El casete kanMX confiere resistencia a kanamicina en E. coli y a G418 en S.
cerevisiae.

pRS316 que lleva el médulo hphMX en ¢l polilinker. Este médulo es identico al kanMX
excepto por el gen hph que confiere resistencia higromicinaB.

pUC18 con un fragmento Sall-Bg/1l de 2,5 kb del gen LEU2 en el que se ha sustituido el
fragmento interno Clal*-EcoRV por el fragmento Pvull* de 2,1 kb del gen SFA!
pRS315RADS1 con el fragmento EcoRV/Pstl de 1,5 kb con el casete kanMX4 de
pFA6akanMX4 clonado en Nsil/Stul.

PRS314 con dos repeticiones invertidas que comparten 600 pb de homologia del gen LEU2
pRS314 con dos repeticiénes directas “en tandem” que comparten 600 pb de homologia del
gen LEU2

pRS314-L con una diana Bg/II insertada en el Nrul unico del polilinker localizado entre las
repeticiones

pRS314-L con el fragmento BamHI*-Smal* de 2,16 kb of YIp5 insertado en Nrul, dejando

" la diana Smal distal a la repeticion leu2A3’

pRS314-LNAT
pSCh206
pSCh204

pRS314-GL

pRS314-GLB

pRS314-GLNA

pRS314-GLNAT

pSG206

p314GLLacZ
p414GL2HOr
pCM189-L2
pCM189-L2HOr
pRS316-L2A
pRS316-INV

PRS316-TINV

PRS314-LNA con el terminador transcripcional CYCI de 0,3 kb de pBS-CYCT (Prado et al.
1996) insertado en el HindlIl localizado entre las repeticiénes de LEU2

pRS314-LB con el fragmento PstI de 1,5 kb del gen PHOS5 del plasmido pSCh202 (Chavez
and Aguilera 1997) insertado en la diana Ps¢l localizada entre las repeticiones

PRS314-LB con el fragmento BamHI de 3 kb del gen LacZ de pPZ (Straka and Horz 1991)
insertado en la diana Bg/Il localizada entre las repeticiones

pRS314-L en el que la regioén Sacl-Clal del promotor del gen LEU2 de 1,22 kb ha sido
reemplazada por el fragmento SaclI-Clal de 0,62 kb del p414GLEU2 que contiene el
promotor GALI

pRS314-LB en ¢l que la region Sacl-Clal del promotor del gen LEU2 de 1,22 kb ha sido
reemplazada por el fragmento SacI-Clal de 0,62 kb del p414GLEU2 que contiene el
promotor GAL]

pRS314-LNA en el que la regién Sacl-Clal del promotor del gen LEU2 de 1,22 kb ha sido
reemplazada por el fragmento Sacl-Clal de 0,62 kb del p414GLEU2 que contiene el
promotor GALI

pRS314-LNAT en el que la regién Sacl-Clal del promotor del gen LEUZ de 1,22 kb ha sido
reemplazada por el fragmento Sacl-Clal de 0,62 kb del p414GLEU2 que contiene el
promotor GAL!

pSCh206 en el que la region Sacl-Clal del promotor det gen LEUZ2 de 1,22 kb ha sido
reemplazada por el fragmento Sacl-Clal de 0,62 kb del p414GLEU2 que contiene el
promotor GALI

p314GLB con el fragmento BamHI de 3 kb del gen LacZ de pPZ (Straka and Hérz 1991)
insertado en la diana Bg/lI localizada entre las repeticiones

oligonucleotido de 25 pb de la diana HO insertado en la diana EcoRI del gen LEU2 del
p414GLEU2 (Piruat and Aguilera 1998)

pCM189 en el que el fragmento BamHI-Sspl de 1,34 kb del gen LEU2 del pRS315 se ha
insertado en BamHI-Hpal del polilinker

pCM189 en el que el fragmento BamHI-Sspl de 1,34 kb del gen LEU2 del p414GL2HOr se
ha insertado en BamHI-Hpal del polilinker

pRS316 en ¢l que el fragmento Clal*-Sa/l* de 1,4 kb del gen LEU2 de YEp13 se ha
insertado en la diana Smal con el 3’ del LEU2 mirando hacia la diana HindllI

pRS316-L2A en el que el fragmento Xhol-HindIIl de 2,36 kb del pCM189-L2HOr que
contiene el fragmento tetO-LEU2HOr se ha insertado en el polilinker

pRS316-INV en el que el fragmento EcoRI*-Xhol* de 1,8 kb del pCM189 que contiene el
transactivador ¢TA4 se ha insertado en Xbal* en la misma orientacion que el fragmento tetO-
LEU2HOr
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*romizado; 1 Sikorski and Hieter (1989); 2 Gari ef al. (1997); 3 Broach et al. (1979); 4 Botstein et al. (1979); 5 Wach
et al. (1994); 6 Goldstein and McCusker (1999); 7 M. Gallardo; 8 Malagon and Aguilera (2001); 9 Prado and Aguilera
(1995); 10 Prado et al. (1996); 11 Chavez and Aguilera (1997); 12 esta tesis; 13 Piruat and Aguilera (1998)
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SISTEMAS GENETICOS DE RECOMBINACION

Sistemas de repeticiones directas

Sistemas L, LNA, LNAT, LPHOS y LlacZ

Localizados en el plasmido centromérico pRS314. Cada sistema contiene los
alelos leu2A3’ y leu2AS5’ repetidos en orientacién directa. El alelo leu2A3’ es un
fragmento Clal-Sall de 1,4 kb del gen LEU2 y el alelo leu2A5’ es un fragmento EcoRV-
Bglll de 1,9 kb del gen LEU2 proveniente del YEp13. La region de homologia entre
ambas repeticiones es de 600 pb. Los sistemas se diferencian por el fragmento de DNA
comprendido entre las repeticiones. El sistema L no tiene nada, LNA contienen un
fragmento de 2,2 kb que contiene el gen URA3 y DNA de bacteria del YIpS y se
diferencian en la orientacion del fragmento comprendido entre los alelos leu2A3’ y
leu2AS’. El sistema LNAT es igual al LNA pero tiene el terminador transcripcional de
CYCI detras del leu2A3°. En el sistema LPHOS se clono un fragmento de 1,5 kb del gen
PHOS de S. cerevisiae entre las repeticiones directas de LEU2 y en el LlacZ, el gen
completo de LacZ de 3 kb de E. coli . Todos los sistemas permiten estudiar deleciones
(seleccionadas como Leu’).

Sistemas GL, GLNA, GLNB, GLNAT, GLPHOS y GLLacZ
Igual que los sistemas L excepto que el promotor constitutivo del LEU2 ha sido
reemplazado por el promotor inducible por galactosa GALI.

Sistemas de repeticiones invertidas

Sistemma SU

Similar al sistema LU salvo que los alelos leu2A3’ y leu2A5’ se encuentran en
orientacion invertida (Prado and Aguilera 1995). La distancia entre los alelos leu2A3’y
“leu2AS5’ es de 1,66 kb. Este sistema permite estudiar inversiones (seleccionadas como
Leu®).

Ter Recombinacién P Ter
M — (o
leu2 A?' len2 A5’ LEO2

Figura 32. Esquema del sistema de repeticiones invertidas SU. En sombreado se muestra el fragmento interno de 0,6 kb comin en ambas
repeticiones de Z£L/2, la posicién del promotor (P), y el terminador de transcripcién de Z£Z/2 (Ter).

Sistema TINV

En un plasmido centromérico pRS316, bajo el promotor del fet (P,,), reprimible
por doxiciclina, se encuentra una copia leu2-HOr y una copia truncada de promotor
(leu2AS5’) en orientacién invertida formando un sistema con 1,2 kb de homologia. La
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distancia entre ambos alelos es de 560 pb. Este sistema permite estudiar inversiones
(seleccionadas como Leu™).

Sistema TU3

Es el sistema TINV pero en un pRS314. Entre las repeticiones lleva una
fragmento de 1,1 kb HindlIII del gen URA3. Este sistema permite estudiar inversiones
(seleccionadas como Leu’).

Sistema de recombinaciéon plasmido-cromosoma

Sistema leu2-HOr

En un pldsmido centromérico bajo el promotor del tet (P,,), reprimible por
doxiciclina, se encuentra una copia del LEU2. En la diana EcoRI del LEU2 se inserté un
pequeiio oligo de 23 bp reconocible por la endonucleasa HO (leu2-HOr). En el
cromosoma, bajo su propio promotor (P,,), se encuentra una copia de LEU2 con una
mutacion en la diana Kpnl (leu2-k). En este sistema hay 1,35 kb de homologia. Permite
estudiar conversiones (seleccionadas como Leu").

DETERMINACION DE LA FRECUENCIA DE RECOMBINACION MITOTICA

Se determiné a partir de 6 colonias independientes aisladas en YEPAD o en los
medios minimos oportunos (Aguilera and Klein 1988). Los recombinantes se
seleccionaron sembrando las diluciones oportunas en los medios selectivos adecuados, y
las células viables sembrando en YEPAD o en medio selectivo si portaban plasmidos. La
frecuencia de recombinacién se calculé como la mediana de las frecuencias de
recombinantes en la 6 colonias analizadas. ‘

TEST CHI (x2) DE CONTINGENCIA

Se determind la significacion estadistica de las proporciones de conversion y
entrecruzamientos aplicando el test 2 de contigencia con un grado de libertad (Croxton

1959) tomando como valores esperados los del silvestre. Las diferencias se consideran
significativas cuando los valores de %2 son mayores de 3,8 (P < 0,05).

TRANSFORMACIONES

Preparacion de células competentes de E. coli DHS0U
Se realizé siguiendo el método descrito por Hanahan (1983) y modificado por

Inoue et al. (1990). Las células competentes se obtuvieron a partir de cultivos de E. coli
en medio SOB a 22°C hasta D.O.¢,= 0.5. Tras enfriar las células durante 10 minutos en

&
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hielo, se recogieron por centrifugacion a 4000 r.p.m. (2500 g) a 4°C 10 minutos. Se
resuspendi6 el sedimento en 20 ml de TB (Pipes 4cido libre) 10 mM; CaCl2 15 mM; KCI
250 mM; llevado a pH 6.7 con KOH. Afiadir MnCI2 hasta 55 mM vy esterilizar por
filtracién) a 0°C, se afiadieron otros 60 ml de TB frio y se incubé 10 minutos en hielo. Se
recogieron las células por centrifugacion y se resuspendieron en 20 ml de TB a 0°C. Se
afiadi6 1,5 ml de DMSO (dimetilsulf6xido) y se mantuvieron 10 minutos més en hielo. Se
hicieron alicuotas, se congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C.

Transformacion de bacterias

Para transformar se mezclaron 100 pl de células competentes con 50-100 ng de
DNA vy se incubaron en hielo durante 30 minutos. A continuacién se sometieron las
células a un choque térmico de 42°C durante 35 s, tras lo cual se afiadié 1 ml de LB y se
incubaron durante 30 minutos a 37°C. Se recogieron por centrifugacion y se sembraron en
LB+Amp 80 pg/ml.

Transformacion de levaduras

Se realiz6 siguiendo el método descrito por Ito et al. (1983) y modificado por
Schiestl y Gietz (1989). Las células competentes se obtuvieron a partir de cultivos de S.
cerevisiae incubados en YEPAD hasta una densidad D.O.= 0.4-0.6. Las células se
recogieron por centrifugacion y se lavaron con H,O y con LiAc-TE 1x (preparada en el
momento a partir de TE 10x: Tris-HC1 0.1 M, EDTA 0.01 M pH 7.5 y LiAc 1 M pH 7.5).
Finalmente se resuspendieron en un volumen de LiAc-TE 1x hasta una concentracién
final de 2x109 células/ml. Para transformar se mezclaron 50 pl de células, 50-1000 ng de
DNA transformante, 5 ul de DNA desnaturalizado de esperma de salmén a 10 mg/ml y
300 ul de PEG4000 40% (preparado en el momento a partir de PEG-4000 50%, TE 10x y
LiAc 10x). Tras incubar durante 30 minutos a 30°C con agitacion, se sometieron las
células a un choque térmico de 42°C durante 15 minutos. Se lavan con H,O tras lo cual
se sembraron en el medio oportuno si se seleccionaba una auxotrofia o se incubaron 2
horas en YEPAD a 30°C en agitacion antes de sembrar si se seleccionaba resistencia a
G418 o hygB.

REEMPLAZAMIENTO GENICO EN LEVADURAS

La cepa original se transform6é con DNA lineal con zonas terminales de
homologia al gen a reemplazar (Orr-Weaver et al. 1981; Rothstein 1991) y se selecciono
el fenotipo deseado. En el caso de usar el método de SFH (Short Flanking Homology) se
procedié segin Wach et al., 1994. A partir del plasmido pFA6akanMx4 se amplificé
mediante PCR el casete kanMx4, que confiere resistencia a G418, flanqueado por dos
secuencias terminales de 40 pb homdlogas al gen que se desea reemplazar (ver Figura
33). Este fragmento se uso6 para transformar levaduras seleccionando en YEPAD+G418
200 pg/ml. La misma estrategia se empled para el plasmido pAG32 que contiene el
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casete hphMx4 y confiere resistencia a higromicina B (Goldstein and McCusker 1999).
Las levaduras se seleccionaron en YEPAD-+hygB 300pg/ml.

A
40
KanMX4 y
{ 1
L Letll]
20 '
40
B
ORF §' KanMX4 ORF 3
ey - ]——*
(~10 bp) (~20 bp)

Figura 33. Esquema de reemplazamiento génico por SFH. (A) Molde portador def casete kanMx4 usado en la PCR y oligonucleétidos
hibridos de 60 nt (los 20 nt 3° son homélogos al vector y los 40 nt 5> son homélogos al gen a reemplazar). (B) Producto del
reempluzaimiento. Las flechas del casete y del ORF representan el sentido de la transcripcién. Los nimeros entre paréntesis son los
pares de bases no eliminados del ORF original. Las lineas negras representan DNA del vector y las lineas grises DNA del gen de

levaduras.

EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS

Preparacion de DNA de fagos M13

Se cuitivaron 50 ml de LB con JM103 en agitacién durante 6-8 h a 37°C. Se
pusieron indculos de 50 ul de este cultivo en 2 ml de LB fresco y se afiadié 0.1
volimenes de una suspension de fagos derivados de una calva o tocar la superficie de una
calva con un palillo estéril e inocular. Se incubé el cultivo infectado durante 4-5 h (calva
entera) 6 5-6 h (0.1 volumenes de la suspension) a 37°C en agitacion. Se centrifugd 5
minutos. Se recogio 1 ml del sobrenadante al que se le afiadié 200 ul de PEG8000 al 20%
en NaCl 2.5 M. Se mezclé por inversion y se dejaron los tubos a —20°C 15 minutos. Los
fagos se recuperaron centrifugando 5 minutos, se limpiaron bien de restos liquidos y se
resuspendieron en 100 pl de TE. Se fenoliz6 con 50 pl de fenol y se dejé actuar 1 minuto
sobre la mesa. Se recogio la fase acuosa y se le afiadi6 150 pl de cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1). Se centrifugd y se transfirié la fase acuosa a un tubo limpio. Se
precipitd el DNA con 0.1 volumenes de NaAc 3 M pH 5.2 y 2.5 volimenes etanol 96%.
Se lavo con etanol 70% y se resuspendio en 30 ul de TE.

Preparacion de DNA plasmidico de E. coli

Preparacion a pequeria escala por lisis alcalina (miniprep)

Se realizé siguiendo en el método descrito por Bolivar y Backman (1979). De 1.5
ml de cultivo, se recogieron las células por centrifugacion y se resuspendieron en 100 pl
de solucion I (glucosa 50 mM; Tris-Cl 25 mM pH 8.0; EDTA 10 mM pH 8.0). Tras 5
minutos a temperatura ambiente se afiadieron 200 pl de solucion II (NaOH 0.2 M; SDS
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1%), se mezcl6 invirtiendo el tubo varias veces y se incubd durante 5 minutos en hielo.
Seguidamente se afiadieron 150 pl de solucién III (KAc 3 M; 4cido acético glacial
11.5%). De nuevo se mezcl6 por inversién y se incub6 en hielo durante 5 minutos. Los
restos celulares se eliminaron por centrifugacion y el sobrenadante se fenoliz6 con 50 ul
de fenol y 400 ul de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). E1 DNA presente en la fase
acuosa se precipité con NaCl 0.3 M y 0.9 ml de etanol 96%, se lavo con etanol 70% y se
resuspendié en 50 ul de TE.

Preparacion a gran escala (maxipreps)

Igual que la miniprep. Se multiplican los volimenes proporcionalmente a la
cantidad de cultivo de la que se partio.

Preparacion a gran escala CsCl

Se preparé DNA a gran escala por centrifugacion del DNA en gradiente de CsCl
siguiendo el protocolo descrito por Clewell y Helinski (1970). Se partié de un cultivo de
400 ml, del cual se recogieron las células por centrifugacion. Las células se lavaron con
20 ml de Tris-HC1 10 mM EDTA 1 mM pH 7.4 y se resuspendieron en 2 ml de solucién
A (sacarosa 25%;EDTA 50 mM pH 8.0; Tris-HCl 50 mM pH 8.0). Seguidamente, se
afiadieron 0.2 ml de lisozima 10 mg/ml y 0.2 ml de RNAasa 1 mg/ml, y se incubaron 5
minutos en hielo, tras los cuales se afiadieron 0.4 ml de EDTA 0.5 M pH 8.0 y se
incubaron de nuevo en hielo durante 10 minutos. Pasado este periodo se afiadieron 4 ml
de solucién de rotura (triton X-100 0.3%; Tris-HC1 50 mM pH 7.4; EDTA 50 mM pH
8.0) y se incubaron en hielo durante 15 minutos. Los restos celulares se eliminaron por
centrifugacion y el DNA plasmidico se purificé del sobrenadante por centrifugacion en
gradiente de CsCl. Para obtener el gradiente de CsCl se disolvieron en 4.1 ml del
sobrenadante, 4 g de CsCl, 0.2 ml de EDTA 50 mM pH 8.0 y 0.2 ml de bromuro de etidio
(EtBr) 10 mg/ml. Esta solucion se centrifugd para eliminar posibles restos celulares y se
paso a tubos Quick-Seal de 5.1 ml (Beckman) para rotor VTi65 (Beckman) y se
centrifugaron a 50000 r.p.m. durante 12-16 h a 20°C en una ultracentrifuga Beckman
modelo Optima L-70. La banda correspondiente en el gradiente al DNA plasmidico se
recuperd con una jeringa. El EtBr se extrajo de la solucion varias veces mezclandola con
un volumen de alcohol isoamilico. El DNA se precipité con 0.1 volimenes de NaAc 3 M
y 2 volimenes de etanol 96%, se lavé con etanol 70% y se resuspendi6 en TE.

Preparacion de DNA de levaduras

Preparacion de DNA total

Se sigui6 el protocolo descrito por Sherman et al. (1986). Se partié de 5 ml de
cultivo en fase estacionaria temprana. Se recogieron las células por centrifugacion, se
lavaron con H,O y se resuspendieron en 0.32 ml de solucién de Sorbitol (sorbitol 0.9 M;
EDTA 0.1 M pH 8.0). Después se afiadieron 3.2 ul de B-mercaptoetanol (dilucion 1/10) y
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10 pl de zimoliasa 20T 15 mg/ml. Tras incubar 1 hora a 37°C, la mezcla se centrifugd 20
segundos y el precipitado se resuspendié en 0.37 ml de solucién Cocktail (EDTA 20 mM
pH 8.0; Tris-HCI 50 mM pH 8.0) a la cual se afiadié 16 ul de SDS10%. Tras incubar 30
minutos a 65°C los restos de membranas celulares se precipitaron afiadiendo 85 pl de
solucion III de miniprep (ver arriba) e incubando durante al menos 1 hora en hielo. El
DNA se traté con RNAasa y, tras una fenolizacion, se precipité con 0.1 volumenes de
NaCl 3 M y 2.5 voliimenes de etanol 96%, se lavé con etanol 70% y se resuspendié en 50
pl de TE.

Preparacion rapida de DNA cromosomico

Se siguid una variacion del protocolo descrito por Hoffman y Winston (1987). Se
partié de 10 ml de cultivo en fase estacionaria temprana. Se recogieron las células por
centrifugacion, se lavaron con H,O y se resuspendieron en 0.2 ml de tampdn de lisis
(tritéon X-100 1%; SDS 1%; NaCl 100 mM; TrisHCI 10mM pH 8.0; EDTA 1 mM pH
8.0). Después se afiadieron 0.3 g de bolitas de vidrio (200ul en volumen) y 200 pl de
fenol/cloroformo/ alcohol isoamilico (25:24:1). Se vorted a maxima velocidad durante 3
minutos. Se afiadié 200 pl de TE, se mezcld, se centrifugd 5 minutos y el sobrenadante se
precipitd con 2.5 volimenes de etanol 96% y se resuspendi6 en 400 pul de TE. Se eliminé
el RNA con un tratamiento de 5 minutos a 37°C con 30 pl de RNAasa A 1mg/ml. Se
precipitd con 0.1 volimenes de NaAc 3 M y etanol 96%. Se lavd con etanol 70% y se
resuspendi6 en 100 pl de TE.

Preparacion de DNA irradiado

Las muestras se descongelaron y se resuspendieron en 2 ml de solucién NIB fria
(glicerol 17%; MOPS 50 mM; KAc 150 mM; MgCl, 2 mM; espermidina 0.5 mM,;
espermina 0.15 mM). Se afiadié 400 pl de zimoliasa 20T 15mg/ml y se dejo actuar a
temperatura ambiente durante 20-25 minutos. Se pard la reaccioén diluyendo siete veces
con agua fria y se recogieron los esferoplastos por centrifugacién. Estos se
resuspendieron en 5.4 ml de TE (TrisHCI pH8 50 mM; EDTA 20 mM) a los que se
afiadieron 600 pl de SDS 10%. Se vorte6 varias veces durante los 30 minutos de
incubacion en frio. Se fenolizé un par de veces con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
25:24:1 y se precipito el DNA con 2.5 volumenes de etanol 96% muy frio.
Posteriormente se resuspendio en 4.2 ml de TE. El DNA irradiado se purificd por
centrifugacion en gradiente de CsCl. Para obtener el gradiente de CsCl se disolvieron 4.6
g de CsCl y se afiadieron 20 pl de bromuro de etidio (EtBr) 10 mg/ml. Esta solucion se
centrifugd para eliminar posibles restos celulares y se pasé a tubos Quick-Seal de 5.1 ml
(Beckman) para rotor VTi65 (Beckman) y se centrifugaron a 47000 r.p.m. durante 12-16
h a 20°C en una ultracentrifuga Beckman modelo Optima L-70. La banda
correspondiente en el gradiente al DNA irradiado se recuper6 con una jeringa. El EtBr se
extrajo de la solucion mezclandola varias veces con un volumen de isopropanol:agua 5:1.
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El CsCl se elimini6é mediante diélisis en TE durante 5-6 horas. Finalmente se recogio y se
cuantificé su concentracion midiendo su D.O. .

Preparacion de DNA “carrier”

Se resuspendi6 el DNA de esperma de salmén o de trucha en TE pH8 a 10 mg/ml
y se dejé toda la noche a 4°C. Fue sonicado dos veces 9 s a 100 W. Se extrajo una vez
con fenol:cloroformo 1:1 y otra con cloroformo. Se precipit6 con 0.1 volimenes de NaAc
3 M pH 5.2 y 2.5 volumenes etanol 96%. Se resuspendié en TE tras secar al vacio de
forma que quedd a una concentarcién final de10 mg/ml. Finalmente, se desnaturaliz6
hirviéndolo 20 minutos y se enfrié en hielo. Se congelaron en pequefias alicuotas.

Preparacion de RNA de levaduras

Se siguié el método de extraccion con fenol acido descrito por Kohrer and
Domdey (1991). A partir de 10 ml de cultivo en fase exponencial (D.O.i= 0.5-0.7) se
recogieron las células por centrifugacion y se lavaron con H,O. Posteriormente se
resuspendieron en 0.4 ml de tamp6n TES (Tris-HC1 10 mM pH 7.5; EDTA 10 mM pH
8.0; SDS 0.5%) y 0.4 ml de fenol acido (saturado con H,0), tras lo cual se agitaron
fuertemente en un vértex durante al menos 10 s. La mezcla se incub6 durante 45 minutos
a 65°C con agitacion ocasional. Tras la incubacion, se dejo 5 minutos en hielo, se
centrifugd y la fase acuosa fue transferida a otro tubo. Después se realiz6 una nueva
extraccion con fenol 4cido y otra con cloroformo. El RNA se precipit6 con 0.1 volumenes
de NaAc 3 M pH 5.3 y 2 volimenes de etanol 96%, se lavo con etanol 70% y se
resuspendié en 50 pl de H,0. La concentracién del RNA se determiné mediante
espectrofotometria, o por tincidén con EtBr en geles de agarosa. Todo el proceso se llevo a
cabo en hielo o a bajas temperaturas y el material plastico utilizado se manipulé siempre
con guantes. El H,O y las soluciones acuosas utilizadas fueron previamente tratadas con
DEPC al 0.1% y autoclavadas.

ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS
Se realizo en geles de agarosa segtin descrito en Sambrook et al. (1989).

Geles neutros para DNA

Los fragmentos de DNA se separaron segln su tamaiio por electroforesis en geles
de agarosa a una concentracion variable entre 0.6% y 3% en funcion del tamafio de los
fragmentos a analizar, con tampon TAE (preparado a partir de TAE 50x: Tris-acetato 2
M; EDTA 0.05 M pH 8.0) y EtBr 5 ug/ml. El DNA se sometié a un campo eléctrico
constante de 5 V/cm de longitud del gel. Previamente, a las muestras de DNA se les
afiadié tamp6n de carga (tampoén de carga 6x: 0.1% azul de bromofenol; 30% glicerol).
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Geles desnaturalizantes para DNA

Los fragmentos de DNA se separaron segun su tamafio de cadena sencilla por
electroforesis en geles de agarosa a una concentracion variable entre 0.7% y 1% con H,0O
destilada, NaCl 50 mM y EDTA 1 mM. El DNA se sometié a un campo eléctrico
constante de 0.2 V/cm de longitud del gel en tampén alcalino (NaOH 30 mM; EDTA 1
mM). Previamente, a las muestras de DNA se les afiadié tampdn alcalino de carga
(tampon de carga 6x: 0.15% verde de bromocresol; 0.25% cianol de xileno FF;18% ficoll
400; NaOH 300 mM; EDTA 6 mM). Tras la electroforesis el gel se lavé con agua, se
incubd durante 20 minutos en solucién de neutralizacion (NaCl 1.5 M; Tris-HCl 0.5 M
pH 7).

Geles para RNA

El RNA preparado de levaduras se separd en geles de agarosa al 1% en tampon
MOPS (tampén MOPS 10x: MOPS 0.4 M pH 7.0; NaAc 0.1 M; EDTA 0.1 M) y
formaldehido 0.66 M. El RNA se sometid a un campo eléctrico constante de 5 V/cm de
gel, con recircularizacién constante del tampon. Previamente, las muestras de RNA se
prepararon mezclando 3 ul de RNA (unos 10 pg), 1.25 pl de tampén MOPS 10x, 2.25 pl
formaldehido 12.3 M y 6.25 ul de formamida. Después se calentaron 15 minutos a 65°C y
se les afiadieron 2 pl de tampdn de carga-formaldehido 10x (EDTA 1 mM pH 8.0; 0.25%
azul de bromofenol; 50% glicerol).

PURIFICACION DE DNA A PARTIR DE GELES DE AGAROSA

La banda del gel de agarosa con el fragmento de interés se machacé y se mezclé
con un volumen de fenol. Se congelé en N, liquido, se separ6 la fase acuosa por
centrifugacién y se precipité el DNA con 0.1 volumenes de NaAc 3 M y 2.5 volimenes
de etanol 96%. Se resuspendio en 10 pl TE.

TRATAMIENTO ENZIMATICO DEL DNA

Ligacion de DNA

Las ligaciones se llevaron a cabo con la ligasa del fago T4 siguiendo las
instrucciones de la casa comercial. Cuando los extremos eran romos se empleé PEG8000
40%. La reaccion se dejo a 16°C durante 8-12 horas.

Obtencion de extremos romos

Los extremos cohesivos 3’ y 5 colgantes se hicieron romos usando Klenow y
siguiendo las instrucciones de la casa comercial. La reaccion se dejé a 30°C durante 30
minutos.
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Restriccion de fragmentos de DNA

El DNA plasmidico y de PCR se corté con las enzimas de restriccion adecuadas
durante 1 hora y media en un volumen de 20 pl siguiendo las instrucciones de la casa
comercial. El DNA gen6mico se corté durante 5 horas y media en un volumen variable
20 pl-100 pl en las mismas condiciones. Las digestiones dobles se realizaron en un unico
paso en el tamp6n adecuado comercial. En caso de incompatibilidad del tamp6n con
alguna de las restrictasas, se empled el tampdn general de restriccion (Tris-acetato 10
mM pH 7.5; MgAc 100 mM; KAc 500 mM).

TRANSFERENCIA DE ACIDOS NUCLEICOS A MEMBRANAS

Transferencia de DNA _

Tras la electroforesis, el gel de agarosa se incub6 en una solucién de HC1 0.25 M
durante 10-15 minutos. Después se lavé con H,0 y se incubd en solucidon de
desnaturalizacién NaOH 0.4 M durante 30 minutos. La transferencia del DNA se efectio
por capilaridad en NaOH 0.4 M durante 12-16 h (Southern 1975) a una membrana de
nylon Hybond™-N+ (Amersham International). Una vez transferido, se lavé la
membrana con solucién de neutralizacién (NaCl 1.5 M; Tris-HC1 0.5 M pH 7) durante
cinco minutos. Las membranas se guardaron entre papel Whatman a temperatura
ambiente hasta su uso. '

Transferencia de RNA

Tras la electroforesis, el gel de agarosa se incubd en H,O a 65°C durante 2
intervalos de 5 minutos para eliminar el formaldehido. A continuacién se incubd en una
soluciéon NaOH 50 mM-NaCl 10 mM durante 20 minutos y en otra solucion Tris-HC1 10
mM pH 7.5 durante otros 20 minutos. Finalmente se incubé en SSC 20x durante 30
minutos. Este tratamiento se realizé6 a temperatura ambiente y con agitacion. La
transferencia del RNA se efectué por capilaridad en tampén SSC 20x durante 12-16 h.
Una vez transferido, se lavé la membrana con SSC 2x. El RNA se fijé covalentemente
con radiacion ultravioleta (70000 pJ/cm2) por ambas caras. Para comprobar la eficiencia
de la transferencia se tifi6 la membrana con solucién de azul de metileno (NaAc 0.3 M
pH 5.5; 0.02% azul de metileno) durante 2-3 minutos a temperatura ambiente. Para
destefiirla se traté con SSPE 0.2x (SSPE 20x: NaCl 3 M; NaH2PO4 0.2 M; EDTA 20
mM)-SDS 1%. Las membranas se guardaron entre papel Whatman a temperatura
ambiente hasta su uso.

HIBRIDACI6N DE ACIDOS NUCLEICOS

Hibridacion de DNA con sonda radiactjva a 42°C
Las membranas se prehibridaron durante|1-2 h a 42°C con agitacién constante en
solucion de hibridacién de DNA (NaPO4 25 mI pH 6.5; formamida desionizada 50%;
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SSC 6x; reactivo Denhardt’s 5x; SDS 0.5%; DNA de esperma de salmén 100 pg/ml
previamente desnaturalizado). La hibridacién se realiz6 durante 12-16 h a 42°C
afiadiendo a la solucién anterior la sonda marcada con **P-dCTP previamente

desnaturalizada por calor o con 0.1 volumenes de solucién de desnaturalizaciéon (NaOH
2M; EDTA 10 mM) si era de cadena doble. Si era de cadena sencilla se usé sin
desnaturalizar. Tras la hibridacion se lavo el filtro dos veces durante 5 minutos con SSC
2x-SDS 0.5% a temperatura ambiente, dos veces durante 5 minutos con SSC 2x-SDS
0.1% a temperatura ambiente, una vez durante 30 minutos con SSC 2x-SDS 0.1% a 50°C
y una ultima vez durante 30 minutos con SSC 0.2x-SDS 0.1% a 65°C. Finalmente, se
envolvieron los filtros en papel celofan y se expusieron a peliculas de autorradiografia.

Hibridacion de RNA con sonda radiactiva a 42°C

Las membranas se prehibridaron durante 1-2 h. a 42°C en agitacion constante en
solucion de hibridaciéon de RNA (formamida desionizada 50%; SSPE 5x; reactivo
Denhardt’s 1x; SDS 0.1%; DNA de esperma de salmén 100ug/ml previamente
desnaturalizado). La hibridacién se realizé durante 12-16 h a 42°C afiadiendo a la
solucién anterior la sonda marcada con 0.*’P-dCTP previamente desnaturalizada por calor

si era de cadena doble. Si era de cadena sencilla se usé sin desnaturalizar. Tras la
hibridacién se lavo el filtro dos veces durante 5 minutos con SSC 2x-SDS 0.5% a
temperatura ambiente, dos veces durante 5 minutos con SSC 2x-SDS 0.1% a temperatura
ambiente, una vez durante 30 minutos con SSC 2x-SDS 0.1% a 50°C y una ultima vez
durante 30 minutos con SSC 0.2x-SDS 0.1% a 65°C. Finalmente, se envolvieron los
filtros en papel celofan y se expusieron a peliculas de autorradiografia.

Hibridacion de DNA o RNA con sonda radiactiva a 65°C

Las membranas se prehibridaron durante 1-2 h a 65°C con agitacion constante en
soluci6n de hibridacion (NaPO4 0.5M pH 7; SDS 7%). La hibridacion se realizd durante
12-16 h a 65°C afiadiendo a la solucién anterior la sonda marcada con o’’P-dCTP

previamente desnaturalizada por calor o con 0.1 volumenes de soluciéon de
desnaturalizaciéon (NaOH 2M; EDTA 10 mM) si era de cadena doble. Si era de cadena
sencilla se usd sin desnaturalizar. Tras la hibridacidn se lavd el filtro una vez durante 5
minutos con solucién de lavado (SSPE 0.1x; EDTA 5mM; SDS 0.5%) a temperatura
ambiente y una vez durante 1 h con la misma solucioén de lavado a 65°C. Finalmente, se
envolvieron los filtros en papel celofin y se expusieron a peliculas de autorradiografia.

Rehibridacion de filtros

La rehibridacién de membranas con nuevas sondas se llevo a cabo tras eliminar la
sonda previamente hibridada bien mediante dos tratamientos sucesivos con SDS 0.1%
hirviendo o bien mediante dos lavados durante 10 minutos con tampén de deshibridacion
(NaOH 0.1 M; SDS 0.1%; TrisHCI 10 mM pHS8; EDTA 1mM).
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MARCAJE DE SONDAS

Marcaje de sondas radiactivas de cadena doble
Las sondas de DNA se marcaron con ¢:*’P-dCTP segun el protocolo bésico para

sondas radiactivas. En este caso, a la misma cantidad de DNA, previamente hervida, se
le afiadié 1 mM de hexanucledtidos no marcados, 5 ul de una mezcla de dATP, dGTP,
dTTP 0.5 mM y 20 pCi de o**P-dCTP y 2 unidades de DNA polimerasa Klenow. La

reaccion se incubd a 37°C durante 1-2 horas en un volumen final de 50 pl. Los
nucle6tidos no incorporados en la reaccién se eliminaron pasando el total del volumen a
través de una columna de Sephadex G50-TE (5 g de Sephadex G50 en 75 ml de TE) 3
minutos a 3000 r.p.m.

Marcaje de sondas radiactivas de cadena sencilla

En este caso, a la misma cantidad de DNA de cadena sencilla de M13 se le afiadid
4 pmoles de cebador de hibridacion M13, 1 pl de NaCl 1M y 1 pl Tris pH7.5 100 mM;
EDTA 1 mM. Se hirvié y se dejé a 37°C durante 30 minutos. Posteriormente, se le afiadié
4 ul de una mezcla de nucledtidos dGTP, dATP y dTTP 1mM, 2 pl de tampdn de
restriccion L de Roche, 20 uCi de o?P-dCTP y 1 unidad de DNA polimerasa Klenow. Se

incubd durante 1-2 horas a temperatura ambiente en un volumen final de 20 pl. Los
nucleétidos no incorporados en la reaccion se eliminaron pasando el total del volumen a
través de una columna de Sephadex G50-TE (5 g de Sephadex G50 en 75 ml de TE) 3

minutos a 3000 r.p.m.
CUANTIFICACION DE SONDAS RADIACTIVAS

Una vez limpias de nucledtidos no incorporados, se pasé a la cuantificacién
especifica de la marca. Para ello, se cogi6 1 ul de la sonda marcada y se depositd sobre
un filtro de Millipore. Este se metié dentro de un vial de centelleo al que se le afiadié 5
ml de liquido de centelleo. Se ley6 en un contador de centelleo las c.p.m por pl. Para
hibridar se emplearon entre 10 y 20 millones de c.p.m.

CUANTIFICACION DE FILTROS

La cantidad de sonda marcada unida al RNA o al DNA fue cuantificada en un
analizador de radiacion B FUJIX FLA3000. La cantidad de RNA se normaliz6 respecto al
RNAr 28S con una sonda de 589 pb obtenida por PCR usando los cebadores rDNAup
(5’ TTGGAGAGGGCAACTTTGG3’) y tDNAlow (5CAGGATCGGTCGATTGTGC3)
(Chavez and Aguilera 1997). La cantidad de DNA se normalizd, en el caso de las
cinéticas de corte, respecto a la copia del gen endégeno que se estuviera analizando. En
los experimentos de reparacion, se normalizd respecto al tiempo cero o sin irradiar.
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EXPOSICION Y REVELADO FOTOGRAFICO DE LOS AUTORADIOGRAMAS

Se emplearon casetes KODAK BIOMAX MS, pantallas amplificadoras HI-RES y
peliculas KODAK MS. Las exposiciones se llevaron a cabo durante un tiempo variable a
—80°C. El revelado se hizo manualmente y en presencia de luz roja. Para ello, se empled
una solucién de revelador de papel Fuji y agua 1:7. Se dej6 30-60 s en esta solucidn, se
lavo con agua abundante y se fijé durante 5 minutos con una solucién de fijador Fuji y
agua 1:6. Finalmente, se elimind los restos de fijador con agua abundante y se dejé secar

al aire.
DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD A RADIACION ULTRAVIOLETA

Determinacion cuantitativa

Se cultivaron las células hasta una D.O.= 1. Se sembraron en YEPAD sélido
con las diluciones oportunas para obtener unas 100 6 200 colonias por caja de Petri y se
dejaron secar. Las cajas se irradiaron a varias dosis de 2.5 J/m’s con una lampara de luz
UV a 254 nm (Philips T UV 30W) e inmediatamente se cubrieron con papel de aluminio
para evitar la reparacion por fotorreactivacion. Tras 3 dias de incubacién a 30°C se
contaron las colonias. Se tomo6 como una supervivencia del 100% la del tiempo cero, sin
irradiar.

Determinacién cualitativa

Se cultivaron las células hasta una D.O.(= 1. Se vertié cuatro gotas del5 pl de
cultivo sobre la superficie de una caja con YEPAD formando una linea y se dejaron
secar. La caja se dividié en cuatro sectores perpendiculares a las lineas con las células y
se irradi6 durante 0, 5, 10 y 15 s con una lampara de UV a 254 nm (Philips T UV 30W) e
inmediatamente se cubrieron con papel de aluminio para evitar la reparaciéon por
fotorreactivacion y se incubaron a 30°C.

Irradiacion para los experimentos de reparacion -

Se cultivaron las células en 500 ml de YEPAD hasta una D.O.,= 2. Se
recogieron por centrifugacion y se resuspendieron en 1.6 1 de PBS frio. Se irradiaron en
pequefias cantidades de 50 ml en un crosslinker con ldmparas de UV de 254 nm a una
dosis constante de 25 J/m’ y en oscuridad para evitar la reparacion por fotorreactivacion
y se mantuvieron a 0°C.

CINETICA DE REPARACION

Una vez irradiado todo el cultivo, se centrifugd en seis partes iguales. Una parte
se congelo a —80°C (tiempo cero). Las otras cinco partes restantes se resuspendieron en
50 ml de YEPAD y se incubaron con agitacion a 30°C en matraces oscuros. Los matraces
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se fueron recogiendo a los tiempos indicados de reparaciéon (20, 40, 60, 80 y 120
minutos), se centrifugaron en frio y en oscuridad y se congelaron los pellets
inmediatamente a —-80°C.

REPARACION ESPECIFICA DE CADENA

De cada muestra se digirieron 5 ug de DNA irradiado con las enzimas de
restriccion apropiadas, segin el gen que quisimos estudiar, durante 5 horas. Se fenolizé y
se dejo precipitar en frio durante 15 minutos con 0.1 volimenes de NaAc 3 M y 2.5
volumenes de etanol 96%. Se centrifugd y se resuspendié en 38 ul de TE. Cada muestra
se dividié en dos partes iguales y precisas. A cada una se le afiadi6 17.5 nl de DNA y 2.5
pl de tampodn de restriccion T4 endo V (tampén fosfato pH 6.5 0.5 M; EDTA 0.1 M;
NaCl 0.5M; B-mercaptoetanol 10 mM). Ahora se le afiadié a una de las partes Spl de
enzima T4 endo V y a la otra parte 5ul de H,O. Se incubaron durante una hora a 37°C
antes de correrlas en un gel desnaturalizante.

ROTURA MECANICA DE CELULAS DE LEVADURA

Se realiz6 segun Hoffman and Winston (1987) con modificaciones. Se recogié de
una caja de YEPAD o medio minimo selectivo la biomasa de un parche de 0.5 cm’ y se
puso en un tubo con 100 pl de agua y un volumen equivalente de bolas de vidrio
siliconizadas de 425-600 um (Sigma) lavadas con 4cido nitrico. Se vorted vigorosamente
durante 3 minutos y se usé 2 pl de la suspension como molde de PCR.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

Este método permite la amplificacién exponencial de fragmentos de DNA usando
una polimerasa termoestable y un par de oligonucledtidos que sirven como cebadores de
la enzima (Saiki et al. 1985). Se mezclaron en frio 42 pl de agua, 5 pl de tampoén
polimerasa, 1 pl de mezcla de dNTPs (10 mM cada uno), 1 ul de mezcla de cebadores 0,1
nmoles/pl cada uno, 1 ul de DNA molde (6 2 pl de lisado celular de levaduras) y 0.4 pl
de polimerasa Expand™ High Fidelity o 0.7 ul de polimerasa. Se vorteé brevemente y se
incubd en un termociclador ProGene (Techne Ltd., Cambridge, United Kingdom). La
reaccion tipo consta de 1 ciclo a 94°C 2 minutos/ 35 ciclos (a) 94°C 30 s, (b) temperatura
de aparemiento °C 30 s y (¢) 72°C (polimerasa Expand™) o 68°C (polimerasa de
Biotools) tantos segundos de elongacion como kb tenga el producto/ 1 ciclo adicional a
72°C (polimerasa Expand™) o 68°C (polimerasa de Biotools) 10 minutos. En caso de
usar como molde un lisado celular de levaduras, el tiempo de elongacién se multiplico

por dos.
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Tabla 9. Cebadores de PCR usados para el reemplazamiento génico por SFH'?
Nombre Secuencia
radlkA GCATCTCAAAGTTCTAAAATTAAAAATGAAGATGAACCCGCAGCTGAAGCTTCGTACGCT
radlkB  GATCATGTAAAGCGTTATCATCAGTGGTCTTACCAGGAGACTAGTGGATCTGATATCATC
rad52k. A GGCGTTTTTAAGCTATTTTGCCACTGAGAATCAACAAATGCAGCTGAAGCTTCGTACGCT
rad52k B CAAGTAGGCTTGCGTGCATGCAGGGGATTGATCTTTGGTCCTAGTGGATCTGATATCATC
rads9k.A GACCATTAAAGGGTTACGTAGAGGAGAAGAGCATATTTCACAGCTGAAGCTTCGTACGCT

rad59%k.B_ CTCCAATTTGATAAAAGTCGGCTTGCTATTAGTCGCTGACCTAGTGGATCTGATATCATC

" Los oligonucledtidos se diseftaron usando el programa Oligo 4.01 y fueron sintetizados en laboratorios de sintesis de
Roche. Se muestran en la orientacién 5’ (izquierda) a 3° (derecha).

2 Las secuencias complementarias al casete kanM X4 o hphMX4 se muestran en negrita.

Las PCRs para el reemplazamiento génico por SFH se realizaron con las parejas
de oligos A y B (Tabla 9) con una temperatura de apareamiento de 50°C. Las PCRs para
analizar los reemplazamientos génicos y para clonar los alelos reemplazados se realizaron
con las parejas de oligos C y D (Tabla 10) con una temperatura de apareamiento de 50°C.
Las PCRs para analizar el entrecruzamiento en el sistema TINV y en sus derivados se
realizaron con €l trio de oligos a, by ¢ (Tabla 11) con una temperatura de apareamiento
de 56.3°C. Las PCRs para analizar el BIR en el sistema TINV y TU3 se realizaron (Tabla
11) con b o ¢ y d 0 e con una temperatura de apareamiento de 54°C.

Tabla 10. Cebadores de PCR usados en
el analisis de las deleciones'.

Nombre Secuencia

radl.C AATGTAATCAACCTGTCCC
radl.D CGCTTCTAAGAAAAACTCA
rad51.C CCATCCGGTCACATGACTA
rad51.D CAAGGAAATTCATTGCCAT
rad52.C TAAATGCCAATGCCAGTTC
rad52.D CCGAGTTGCCATATTTGTA
spt4.C AATTTTTGGTGCTATTTACGG
spt4.D TATATGTGAGGCTTCATGCAC
rad7.C GAGCGCAAGTGGTTTAGTGGT
rad7.D TCAACGTAAGTCCAGGCCTCA

! Los oligonucledtidos se disefiaron usando el
programa Oligo 4.01 y fueron sintetizados en
laboratorios de sintesis de Roche. Se muestran en la
orientacion 5° (izquierda) a 3° (derecha).

Tabla 11. Cebadores de PCR usados
para el analisis de la recombinacion en el
sistema TINV, en sus derivados y para el

analisis del BIR'
Nombre Secuencia
a CCGGCAGATCAATTCCTCGATC

TTAGAGCGGATGTGGGGGGAG
GAAGGTTTTGGGACGCTCGAAG
TACTGCCAAGTAGGAAAGTCC
CCCCGTCCCCCAACATGTCCA

&

o o e o
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' Los oligonucledtidos se disefiaron usando el
programa Oligo 4.01 y fueron sintetizados en
laboratorios de sintesis de Roche. Todos tienen como
origen estd tesis. Se muestran en la orientacién 5’
(izquierda) a 3’ (derecha).

CONSTRUCCION DE CEPAS

Las cepas originales de esta tesis se construyeron por métodos genéticos de
cruzamiento o de reemplazamiento génico. Los reemplazamientos génicos se realizaron
por SFH (Short Flanking Homology Method) excepto en el caso de RADS51 que se
reemplazé transformando con un fragmento EcoRV/Xbal de 2.7 kb de pRS315-
rad51A::K y a la hora de delecionar el alelo leu2-3,112 que se emple6 un fragmento Sall-
Xhol de 4 kb de pUC18-LSa3. Se comprobaron por Southern y por PCR usando los
oligos C y D (Tabla 10). Para el analisis de Southern se pusieron digestiones sencillas
con 2 restrictasas y se hibridé con un fragmento interno del casete kanMX4 (Figura 34y
Tabla 12). Se obtuvo el mismo resultado cuando analizamos las deleciones en otras

cepas.

Cepas isogénicas

Todas las cepas empleadas en esta tesis son isogénicas a W303 excepto las que
llevan mutaciones en SRB2 y las cepas empleadas en la recombinacién plasmido-
cromosoma. Todas éstas tienen, al menos, dos retrocruces por W303.

Cepas congénicas

Las cepas AWR y MAWR empleadas en el estudio de recombinacién plasmido-
cromosoma provienen del cruce AYW3-1Bu™ por W303 y de cruces posteriores entre
esporas hermanas.

Tabla 12. Fragmentos de hibridacién esperados al hibridar
con la sonda Pstl/Scal de 991 pb con el casete kanMX4 de

pFA6a-KanMX4.
Alelo Restrictasa  Tamafio (kb) Restrictasa Tamaiio (kb)
radlA: :kanMX4 EcoR 1 2,1 Hindlll 1,17+0,98
rad51A: :kanMX4 BamH 1 2,1 Hindlll 54+23
rad52A: -kanMX4 EcoR 1 24 Hindlll 5,84+0,98

rad59A: :kanMX4 Avall 2,7 Scal 1,54

by,
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radl A rad5/A rad32A rads9A
EcoRl  Hindll coﬁ’[ Avall kb

NN N
-

Figura 34. Andlisis de Southern de las estirpes W303 con deleciones en genes de recombinacién La sonda empleada es un fragmento PsA-
Seal de 991 pb con el casete KwndlX4 de pFA6a-KanMX4 marcado con 2P-adCTP.
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