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La infertilidad humana es un problema de salud pública emergente que afecta al 10-15% de las parejas 

en edad reproductiva desconociéndose su etiología en gran parte de los casos. Se estima que las alteraciones 

genéticas subyacen a la mitad de estos casos y cientos de genes candidatos han sido identificados mediante 

el estudio de la gametogénesis en modelos animales. Sin embargo, son pocos los casos en los que se ha 

podido establecer una relación causal directa entre estos genes y el desarrollo de infertilidad.  

 

En la presente tesis, hemos llevado a cabo el análisis funcional de Usp26 y Hsf2bp, dos genes candidatos 

de infertilidad humana. USP26 es una enzima desubiquitinante con un patrón de expresión restringido a la 

línea germinal masculina. En la última década numerosos estudios han reportado la presencia de 

polimorfismos en USP26 asociados con trastornos de infertilidad masculina. Sin embargo, también se han 

descrito polimorfismos en varones que presentan una espermatogénesis normal. Teniendo en cuenta esta 

controversia y la función desconocida de USP26 en la gametogénesis, en este trabajo hemos abordado el 

análisis funcional de USP26 mediante la generación de un modelo animal de pérdida de función. Nuestros 

resultados describen la primera evidencia in vivo de que USP26 no es esencial para la gametogénesis y la 

fertilidad del ratón.  

 

HSF2BP es una proteína descrita inicialmente como interactor del Heat Shock Factor 2 (HSF2) y cuya 

función es desconocida. La secuenciación del exoma de una familia con 3 casos de insuficiencia ovárica 

primaria identificó una variante en HSF2BP (S167L) como mejor candidata causal de la infertilidad. Mediante 

la caracterización de un modelo murino nulo para Hsf2bp y un modelo humanizado portador de la variante 

S167L hemos demostrado que HSF2BP es una proteína esencial para la recombinación meiótica y que esta 

variante produce una pérdida parcial de su expresión y/o función. La ausencia de HSF2BP o la presencia de 

su variante patogénica producen defectos en la localización de las recombinasas RAD51/DMC1 y en la 

formación de los COs los cuales provocan infertilidad y subfertilidad, respectivamente. Mecanísticamente, 

hemos identificado a C19ORF57/BRME1 como un potente interactor y estabilizador de HSF2BP cuya 

ausencia produce un fenotipo muy similar al de los mutantes nulos para Hsf2bp. De acuerdo con ello, la 

presencia de la variante causante de POI en el heterodímero HSF2BP/BRME1 provoca una reducción de su 

expresión que es la responsable última de los defectos meióticos descritos los cuales señalizan a través de 

un macro-complejo formado por HSF2BP/BRME1/BRCA2/RAD51/PALB1/RPA. Por tanto, en este trabajo 

hemos identificado un nuevo complejo esencial para la recombinación meiótica cuya caracterización 

proporciona nueva información sobre el mecanismo molecular que subyace a la patogenicidad de la variante 

S167L en la insuficiencia ovárica primaria. 
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Ab: anticuerpo (Antibody) 

AEs: elementos axiales (Axial Elements) 

bp: pares de bases (base pair) 

CE: elemento central (Central Element) 

co-IP: co-inmunoprecipitación 

CO: crossover 

CRISPR: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats 

crRNA: crispr RNA 

dHJ: uniones dobles de Holliday (double Holliday Junctions) 

dpc: días post-coito  

dpp: días post-parto  

DSBs: roturas de doble hebra (Double Strand Breaks) 

dsDNA: DNA de doble hebra (double-stranded DNA) 

FSH: hormona estimulante de folículos (Follicle Stimulating Hormone) 

H&E: tinción de hematoxilina-eosina 

IF: Inmunofluorescencia 

kDa: kiloDalton 

KO: mutante nulo (knockout) 

LEs: elementos laterales (Lateral Elements) 

LH: hormona luteinizante (Luteinizing Hormone) 

MSCI: Inactivación de los cromosomas sexuales meióticos (Meiotic Sex Chromosome Inactivation) 

NCO: non-crossover 

NHEJ: reparación de extremos no homólogos (Non-Homologous End Joining) 

PAR: región pseudoautosómica (PseudoAutosomal Region) 

PAS: tinción Periodic Acid-Schiff 

PGCs: células germinales primordiales (Primordial Germ Cells) 

POI: insuficiencia ovárica prematura (Primary Ovarian Insufficiency) 

RA: ácido retinoico (Retinoic Acid) 

RNs: nódulos de recombinación (Recombination Nodules) 

SC: complejo sinaptonémico (Synaptonemal Complex) 

sgRNA: RNA de guía única (single guide RNA) 

sHJ: uniones simples de Holliday (single Holliday Junctions) 

SSCs: células madre espermatogoniales (Spermatogonial Stem Cells) 

ssDNA: DNA de hebra simple (single-stranded DNA) 

ssODN: oligonucleótido donador de hebra simple (single-stranded donor oligonucleotide)  

TF: filamentos transversales (Transverse Filaments) 

TnT: sistema de Transcripción/Traducción in vitro 

tracrRNA: RNA transactivador (trans-activating crRNA) 

TUNEL: TdT mediated dUTP Nick End Labelling, marcaje de apoptosis 

u.a.: unidades arbitrarias 

WB: Western Blot 

WT: silvestre (Wild-Type) 

Y2H: ensayo de doble híbrido en levaduras (Yeast Two Hybrid) 
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1. Infertilidad humana 

El término infertilidad hace referencia a la incapacidad de concebir de una pareja. De forma más precisa, 

tanto el Comité Internacional de Monitorización de las Técnicas de Reproducción Asistida (ICMART) como la 

Organización Mundial para la Salud (OMS) definen la infertilidad como “una enfermedad del sistema 

reproductivo caracterizada por la imposibilidad de conseguir un embarazo clínico tras 12 o más meses de 

relaciones sexuales regulares sin protección”. Sin embargo, no existe un consenso absoluto en la definición 

de infertilidad lo que dificulta el correcto diagnóstico y la determinación de su prevalencia (Gurunath et al. 

2011). Pese a ello, la infertilidad se considera un problema de salud pública importante ya que se estima que 

afecta al 10-15% de las parejas a nivel mundial. Esta puede deberse a factores masculinos, femeninos o a 

una combinación de ambos, representando cada uno de ellos aproximadamente el 25% de los casos mientras 

que en el resto se desconoce su origen (Shah et al. 2003; Isaksson and Tiitinen 2004). 

 

 Las causas de la infertilidad masculina engloban cualquier condición que afecte a la cantidad y/o calidad 

del esperma. Entre ellas se encuentran las alteraciones en el transporte de los espermatozoides, la disfunción 

del eje hipotálamo-hipofisario (también denominado hipogonadismo secundario) o, la causa más 

comúnmente identificada, la disfunción o fallo testicular (hipogonadismo primario).  Sin embargo, en la 

mitad de los casos la etiología se desconoce, diagnosticándose como infertilidad idiopática (Jose-Miller et al. 

2007). Las principales alteraciones espermáticas identificadas en los pacientes son la oligozoospermia o 

reducción de la concentración de espermatozoides, la astenozoospermia o disminución de su movilidad, la 

teratozoospermia o incremento en el porcentaje de espermatozoides con morfología aberrante y, por 

último, la azoospermia o ausencia total de espermatozoides en el eyaculado. Dentro de este último subgrupo 

distinguimos la azoospermia obstructiva, debida a una obstrucción de los conductos seminales, y la 

azoospermia no obstructiva o secretora, en la cual la ausencia de espermatozoides se debe a un fallo en la 

espermatogénesis. La azoospermia afecta al 1% de la población masculina y al 10-15% de los varones 

infértiles, siendo la forma más frecuente la azoospermia no obstructiva (Lindsay 2015). 

 

En el caso de la infertilidad femenina las causas incluyen la obstrucción de las trompas de Falopio, las 

afecciones en el útero, la endometriosis y la disfunción ovárica. El cese de la función del ovario ocurre de 

forma fisiológica como consecuencia de la edad (menopausia), en cambio, la disfunción ovárica hace 

referencia a un cese prematuro de dicha función que puede aparecer como consecuencia de factores 

ambientales como el consumo de tabaco, tratamientos quimioterápicos, trastornos endocrinos o 

alteraciones ginecológicas como son el síndrome de ovario poliquístico y la insuficiencia ovárica primaria 

(Jose-Miller et al. 2007).  Actualmente, insuficiencia ovárica primaria (POI, Primary ovarian insufficiency) es 

el término preferencial para denominar lo que antes se refería como fallo ovárico prematuro o menopausia 

prematura. Clínicamente, la POI se caracteriza por la pérdida de función ovárica antes de los 40 años 

presentando amenorrea (ausencia de menstruación) durante 4 o más meses y niveles de FSH (Follicle-

Stimulating Hormone) en el rango típico de la menopausia. Esta condición afecta al 1-3% de las mujeres 

menores de 40 años y es el resultado de un agotamiento prematuro de la reserva folicular, aunque es 

importante destacar que el 5-10% de estas mujeres son capaces de concebir después del diagnóstico con 

ayuda de técnicas de reproducción asistida (Nelson 2009; Golezar et al. 2019). 
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1.1. Bases genéticas de la infertilidad 

Como ha quedado patente, las causas subyacentes a la infertilidad pueden ser muy diversas pudiendo 

estar asociadas tanto a factores fisiológicos y genéticos como ambientales e incluso sociales. Establecer de 

forma precisa la contribución de los factores genéticos en la reducción de la fertilidad resulta complejo si 

tenemos en cuenta que la mayoría de las causas descritas, si no todas, probablemente tienen un 

componente genético. Actualmente se estima que los factores genéticos se encuentran detrás del 50% de 

los casos de infertilidad siendo cada vez más los estudios dirigidos a su identificación. Estos estudios abarcan 

desde los primeros estadios de diferenciación de las células germinales hasta la maduración de los gametos 

y la fecundación, siendo especialmente relevantes los aspectos relacionados con la progresión de la meiosis. 

Tales esfuerzos han permitido identificar genes fundamentales para el mantenimiento de la fertilidad, pero 

además han puesto de manifiesto la enorme complejidad de estos procesos debido a su naturaleza 

multifactorial y el elevado número de genes implicados (Shah et al. 2003; Schimenti and Handel 2018).  

 

Los defectos genéticos asociados con la infertilidad se pueden clasificar en: alteraciones cromosómicas, 

alteraciones de un solo gen o monogénicas, alteraciones poligénicas y alteraciones epigenéticas. Algunas de 

estas alteraciones se han descrito únicamente en hombres o en mujeres mientras que otras están presentes 

en los dos sexos, pudiendo afectar a la fertilidad en ambos o solo en uno de ellos (Zorrilla and Yatsenko 

2013).  

 

El 15-30% de las infertilidades masculinas son de origen genético siendo los defectos más frecuentes las 

alteraciones cromosómicas las  cuales son detectadas en el 20% de los pacientes (Ferlin et al. 2007). Dentro 

de ellas podemos distinguir las que afectan a cromosomas completos, como ocurre en el Síndrome de 

Klinefelter (cariotipo 47,XXY) o el Síndrome 47,XYY (Martin 2008), y las alteraciones cromosómicas 

estructurales que incluyen deleciones, duplicaciones, translocaciones o inversiones de fragmentos 

cromosómicos de tamaño variable. Entre estas, destacan las microdeleciones del cromosoma Y que afectan 

a la región conocida como región del factor de azoospermia (AZF) la cual contiene genes esenciales para la 

espermatogénesis (Reijo et al. 1996; Matzuk and Lamb 2008). Dentro de este grupo también se encuentran 

las variaciones en el número de copias (CNVs, copy number variations) que afectan a pequeñas regiones 

(0,05 a 3 Mb) que alteran la dosis génica (Tüttelmann et al. 2011). También se han asociado con infertilidad 

masculina alteraciones epigenéticas como los defectos en la metilación del DNA y en las modificaciones post-

transcripcionales (Yatsenko et al. 2013). Por último, en algunos pacientes se ha podido demostrar la 

asociación de mutaciones en un único gen con el desarrollo de infertilidad masculina. Este es el caso, entre 

otros, de las mutaciones en CFTR fuertemente asociadas con el desarrollo de aplasia congénita bilateral de 

los conductos deferentes que produce azoospermia obstructiva (Grangeia et al. 2007; O’Flynn O’Brien et al. 

2010; Zorrilla and Yatsenko 2013).  

 

El conocimiento de las bases genéticas de la infertilidad femenina ha avanzado más lentamente que en 

el caso de la masculina. Esto se debe a la mayor facilidad para obtener material de estudio en el caso de los 

hombres, dado que la espermatogénesis se produce de manera continua durante toda la vida adulta. Al 

contrario, en las mujeres la oogénesis comienza de manera sincronizada durante el desarrollo embrionario 

y posteriormente se detiene generando una reserva de oocitos limitada.  Pese a este menor conocimiento, 
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se sabe que las dos principales causas de infertilidad femenina, la disfunción ovárica y la endometriosis, 

tienen una importante predisposición familiar lo que sugiere un origen genético que en muchos casos ya ha 

sido demostrado (Mallepaly et al. 2017). En el caso concreto de la POI, las causas genéticas se encuentran 

detrás de aproximadamente el 20% de los casos (Rossetti et al. 2017). 

 

 La alteración cromosómica asociada con infertilidad mejor documentada en mujeres es el síndrome de 

Turner (o monosomía del X; 45,X0) (Abir et al. 2001). También se han descrito alteraciones cromosómicas 

estructurales, principalmente translocaciones recíprocas entre el cromosoma X y un autosoma (X:A) y CNVs 

que afectan a genes relacionados con POI (McGuire et al. 2011; Moysés-Oliveira et al. 2015). De igual manera 

que en la infertilidad masculina, se ha demostrado la asociación directa de alteraciones monogénicas con el 

desarrollo de POI como es el caso de las mutaciones en los FMR1 (causante del síndrome X-frágil) y BMP15, 

ambos asociados al cromosoma X, o en genes autosómicos como FOXL2 (Harris et al. 2002; Di Pasquale et 

al. 2004; Pastore and Johnson 2014). Por último, existen trastornos complejos como la endometriosis o el 

síndrome de ovario poliquístico los cuales presentan un origen multifactorial asociado a alteraciones 

genéticas, metabólicas, endocrinas e incluso ambientales (Zorrilla and Yatsenko 2013; Mallepaly et al. 2017). 

 

La importancia de identificar las bases genéticas de la infertilidad no radica únicamente en el correcto 

diagnóstico de las parejas afectadas. En la era de las técnicas de reproducción asistida, definir estos defectos 

genéticos cobra más sentido que nunca. La utilización de estas técnicas conlleva sobrepasar las barreras de 

la selección natural generando un embrión viable en parejas genéticamente infértiles. En estos casos, 

diagnosticar si existe una causa genética subyacente tiene una clara importancia clínica, ya que podría tener 

implicaciones para la salud (general y reproductiva) tanto del paciente como del futuro hijo. Este 

conocimiento, además, puede tener valor pronóstico y en un futuro próximo ayudará al establecimiento de 

terapias personalizadas permitiendo dar soluciones más efectivas a los pacientes (O’Flynn O’Brien et al. 

2010; Krausz and Riera-Escamilla 2018). 

 

En la práctica, el estudio de las causas genéticas de la infertilidad se basa fundamentalmente en el trabajo 

con modelos animales, dada la imposibilidad de llevar a cabo estos estudios en humanos. En los últimos años 

se han identificado un gran número de factores genéticos asociados con infertilidad gracias al análisis de 

modelos murinos y a los estudios de asociación del genoma (GWAS, Genome-wide association study) 

(Matzuk and Lamb 2008; Hu et al. 2011; Gomez-H et al. 2016). Sin embargo, son pocos los casos en los cuales 

se puede establecer una relación causal directa con la infertilidad humana. Si bien es cierto que las 

alteraciones genéticas causantes de infertilidad tienen pocas probabilidades de propagarse en la población, 

algunas pueden identificarse mediante el estudio de pedigrees familiares, especialmente en familias con 

cierto grado de consanguinidad. En este sentido, en la última década la secuenciación del exoma completo 

(WES, Whole Exome Sequencing) de familias afectadas ha permitido identificar varios genes con una relación 

causal directa con la infertilidad en humanos. Este es el caso de los genes meióticos SYCE1, STAG3, SPO11, 

MSH4, DMC1, BRCA2 o MEIOB  (Caburet et al. 2014; De Vries et al. 2014; Carlosama et al. 2017; He et al. 

2018; Caburet et al. 2019; Tran and Schimenti 2019; Caburet et al. 2020). 

 

Pese a todos estos avances, la infertilidad idiopática sigue siendo el diagnóstico más frecuente entre las 

parejas afectadas por esta patología y actualmente se cree que una alta proporción de estos casos están 
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asociados con causas genéticas (Mallepaly et al. 2017; Krausz and Riera-Escamilla 2018). En este sentido, el 

estudio de la gametogénesis y los procesos reproductivos resulta fundamental para seguir ampliando este 

conocimiento y poder proporcionar mejores soluciones a las parejas afectadas. 

 

2. Gametogénesis 

La gametogénesis es el proceso biológico por el cual se obtienen los gametos a partir de las células 

germinales. Los gametos, oocitos y espermatozoides, son células sexuales haploides altamente 

especializadas que presentan características únicas, no solo desde el punto de vista genético, sino también 

epigenético y morfológico. La reducción de la ploidía es fundamental para que, tras la fusión de los gametos 

materno y paterno, se genere un zigoto diploide capaz de dar lugar a un nuevo individuo. Para ello, las células 

germinales llevan a cabo un tipo especial de división celular reduccional, la meiosis. Todo esto hace de la 

gametogénesis uno de los programas de diferenciación más complejos y estrictamente regulados de la 

biología del desarrollo.  

 

2.1. Especificación de las células germinales primordiales  

La gametogénesis comienza durante el desarrollo embrionario temprano con la aparición de unas células 

madre indiferenciadas denominadas células germinales primordiales (PGCs, Primordial Germ Cells). El 

estudio in vivo de la especificación de las PGCs en humanos se encuentra muy limitado por cuestiones 

técnicas y éticas, por lo que su conocimiento se basa en la extrapolación de los datos obtenidos en ratón o  

del estudio de células madre pluripotentes humanas diferenciadas in vitro a células similares a PGCs (hPGCLs, 

human PGC-like cells)(Irie et al. 2015; Sasaki et al. 2015). Estos estudios han contribuido a establecer los 

mecanismos de determinación de las PGCs en ambas especies poniendo de manifiesto sus similitudes y 

diferencias (Mitsunaga and Shioda 2018).  

 

La especificación de las PGCs en ratón (mPGCs, mouse PGCs) comienza en el día embrionario (E) 6,0-6,5 

con la aparición de un pequeño clúster de precursores en la región más proximal del epiblasto. En estas 

células la expresión de WNT3 junto con la señalización extrínseca mediada por BMP4 inducen la expresión 

del factor de transcripción T también conocido como Brachyury (Lawson et al. 1999; Ohinata et al. 2009; 

Aramaki et al. 2013). Este factor desencadena una cascada de genes encargados de orquestar la 

determinación hacia mPGC como Blimp1, Prdm14, Tfap2c y Stella (Dppa3), reprimiendo la diferenciación 

somática y manteniendo el programa de pluripotencia característico de las mPGCs (expresión de genes como 

Sox2, Nanog y Oct4) (Saitou et al. 2002; Ohinata et al. 2005; Yamaji et al. 2008; Weber et al. 2010; Saitou 

and Miyauchi 2016). Este proceso genera una población de unas 40 mPGCs en la base del alantoides en el 

día E7,25 (Figura I). 
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 Figura I. Representación esquemática de los principales procesos que ocurren durante la gametogénesis, desde la 

especificación de las PGCs hasta la obtención de los gametos. MII: segunda división meiótica. MII*: la segunda división 

del primer corpúsculo polar no siempre sucede. Adaptado de (McMurray 2010). 

 

En humanos este proceso comienza probablemente en el momento de la gastrulación, aproximadamente 

en el día E17-18, aunque el momento exacto se desconoce (Tang et al. 2016). El origen de las células 

germinales primordiales humanas (hPGCs) tampoco ha sido demostrado. Clásicamente, se ha aceptado que 

su origen podría estar en el epiblasto posterior de igual manera que en ratón, pero estudios recientes en 

primates (Macaca fascicularis) indican que la especificación podría ocurrir en el amnios temprano. Ambas 

posibilidades son factibles postulándose un posible origen dual de las hPGCs (Sasaki et al. 2016; Kobayashi 

and Surani 2018). En relación con el mecanismo molecular, existen procesos conservados como la 

participación de BLIMP1 y TFA2PC, así como la importancia de los factores de pluripotencia NANOG y OCT4, 

siendo el principal mecanismo diferenciador la función crucial de SOX17 (junto a BLIMP1 y TFA2PC) en la 

especificación hacia hPGC (Irie et al. 2015). En relación con los factores de pluripotencia, las hPGCs no 

expresan SOX2 y sí KLF4, mientras que en mPGCs sucede al revés (Durcova-Hills et al. 2008; Campolo et al. 

2013; Hackett et al. 2017). La acción conjunta de estos factores dará lugar a una población de hPGCs que se 

observan por primera vez durante la cuarta semana (~E24) en la pared del saco vitelino cerca del alantoides, 

ubicación equivalente a la de las mPGCs en el E7,25 (Figura I). 

 

Tras su especificación, las PGCs migran hacia las crestas genitales, futuras gónadas, colonizándolas en 

torno al E37 en humano (E11,5 en ratón, Figura I). Durante la migración las PGCs proliferan activamente y 

eliminan la memoria somática mediante una reprogramación epigenética global que incluye la demetilación 

del DNA, la eliminación de la impronta genética, la reactivación del cromosoma X y la reorganización de las 

modificaciones de la cromatina (Tang et al. 2016). De esta manera se reprimen genes somáticos y se activan 

genes específicos de células germinales que preparan a las PGCs para iniciar la gametogénesis. En la sexta 

semana del desarrollo embrionario (E11,5 en ratón) comienza la diferenciación sexual de las gónadas (Figura 

I). En los embriones masculinos (XY) la expresión del gen Sry, codificado en el cromosoma Y, desencadena la 

diferenciación masculina hacia células de Sertoli y la formación de los testículos (Sinclair et al. 1990; 
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Miyawaki et al. 2020). En los femeninos (XX), la ausencia de este gen provoca una cascada de expresión 

génica específica que da lugar a la diferenciación hacia células de la granulosa y el desarrollo ovárico (Mclaren 

1998; Griswold 2016). A partir de este momento, las PGCs dejarán de ser consideradas como tal siguiendo 

rutas de diferenciación distintas en función de si son XY o XX (Saitou and Yamaji 2012).  

 

2.2. Oogénesis 

En los embriones femeninos (XX) la oogénesis comienza con la proliferación de las PGCs y su 

diferenciación a oogonias en las crestas genitales. El número de divisiones mitóticas que ocurren es limitado 

(~20 divisiones) y se producen con una citocinesis incompleta que da lugar a la formación de nidos de 

oogonias rodeados por células somáticas (Figura V) (Jagarlamudi and Rajkovic 2012). En torno a la novena 

semana (E13,5 en ratón) estas oogonias entran en meiosis convirtiéndose en oocitos primarios. La entrada 

en meiosis se produce gracias a la represión de los genes de pluripotencia y a la diferenciación promovida 

por el ácido retinoico (RA, Retinoic Acid) producido en las gónadas. El RA induce la expresión del gen Stra8 

(Stimulated by Retinoic Acid 8) que a su vez promueve la expresión de genes esenciales para las primeras 

etapas de la meiosis, entre ellos los que codifican para proteínas del complejo sinaptonémico (SYCP1, SYCP2  

y SYCP3) y proteínas de la maquinaria de recombinación meiótica (SPO11 y DMC1) (Baltus et al. 2006; Wear 

et al. 2016). Además, recientemente se ha demostrado que, en paralelo con la inducción de Stra8, el RA 

induce la expresión de la subunidad alpha-kleisina del complejo de cohesinas Rec8, esencial para los estadios 

tempranos de la meiosis, postulándose que el RA promueve la entrada en meiosis a través de al menos dos 

rutas independientes (Koubova et al. 2014).  

 

Figura II. Representación esquemática de los principales procesos que ocurren durante la oogénesis, desde la 

migración de las PGCs a la ovulación. PGCs: células germinales primordiales. 
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Una vez iniciada la meiosis, los oocitos primarios pasarán por los distintos estadios de la profase I 

quedando bloqueados al final de la misma en un estadio de quiescencia conocido como dictiata. Así, en el 

momento del nacimiento todos los oocitos se encuentran ya detenidos en este estadio (Figura I) (Slizynski 

1957). En paralelo a la profase I se produce la rotura de los nidos de oocitos los cuales se rodean de una capa 

de células de la pregranulosa (células somáticas planas), dando lugar a los folículos primordiales (Figura II). 

Durante estos procesos ocurre una apoptosis masiva de oocitos y solo aquellos que sobreviven formarán un 

folículo (Pepling and Spradling 2001). Aunque diferentes estudios han descrito la presencia de células en el 

ovario con capacidad de generar nuevos oocitos cuando son trasplantadas bajo ciertas condiciones 

experimentales muy específicas (Johnson et al. 2004; Niikura et al. 2009), no existen evidencias de que in 

vivo estas células sean capaces de contribuir activamente al aumento de la reserva folicular (Lei and 

Spradling 2013; Zhang et al. 2014; Guo et al. 2016), aceptándose por tanto que el conjunto de folículos 

primordiales generado durante la etapa embrionaria representa la reserva ovárica disponible para toda la 

vida reproductiva femenina (De Felici et al. 2005; Wang et al. 2017a). 

 

Los folículos primordiales se mantienen quiescentes hasta su activación, momento en el que pasan a 

considerarse folículos en crecimiento y comienza la foliculogénesis. Esta activación se produce por la 

influencia de numerosos factores y ocurre de forma continua desde el nacimiento hasta la menopausia. El 

primer paso tras la activación es la transición de folículo primordial a folículo primario que se caracteriza por 

cambios morfológicos en las células de la granulosa (Figura II). Estas células cambian de forma plana a forma 

cuboidal y se dividen mitóticamente formando múltiples capas que rodean al oocito. Además, durante esta 

transición los oocitos aumentan de tamaño (Pedersen and Peters 1968). En el desarrollo hacia folículo 

secundario, el oocito continúa creciendo, las células de la granulosa proliferando y aparece una capa externa 

adicional de células formando la teca (Figura II).  Estos estadios del desarrollo folicular son independientes 

de las gonadotropinas FSH y LH (luteinizing hormone). Sin embargo, los siguientes estadios son dependientes 

de las mismas (McGee and Hsueh 2000; Edson et al. 2009) y por ello los folículos activados antes de la 

pubertad son eliminados (atresia folicular) debido a la ausencia de las señales gonadotrópicas necesarias 

para su progresión (Peters 1969; McGee et al. 1998). Tras la pubertad y de manera cíclica se produce un 

aumento de FSH que desencadena los eventos posteriores. En primer lugar, en los folículos se forman 

cavidades llenas de fluido que acaban uniéndose en una sola denominada antrum, dando lugar a los 

denominados folículos antrales. La mayor parte de estos folículos sufrirán atresia y solo una parte de ellos 

(folículos dominantes) continuarán el desarrollo hacia el estadio preovulatorio (Figura II).  El número de 

folículos capaces de progresar en la maduración varía con la especie, siendo normalmente solo uno en 

humanos (entre 2 y 12 en ratón). Los folículos dominantes responden al aumento de LH reanudando la 

meiosis y expulsando el oocito a los oviductos (ovulación). Una vez que el oocito ha sido liberado, las células 

de la granulosa y de la teca finalizan su diferenciación formando el cuerpo lúteo (Figura II).   

 

Tras el aumento de la LH, la reanudación de la meiosis puede identificarse morfológicamente por la 

disolución de la envuelta nuclear del oocito, proceso conocido como ruptura de la vesícula germinal (GVBD, 

germinal vesicle breakdown). En este momento se lleva a cabo la primera división meiótica con una división 

asimétrica del citoplasma que da lugar a la extrusión del primer corpúsculo polar (Figura I). El inicio de la 

segunda división meiótica se produce de forma inmediata aunque su finalización y la liberación del segundo 
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corpúsculo polar solo se producirá si existe fertilización (Figura I). Por tanto, las células liberadas en la 

ovulación no son óvulos si no oocitos bloqueados en la segunda división meiótica (McGee and Hsueh 2000; 

Edson et al. 2009; Rimon-Dahari et al. 2016). 

 

2.3. Espermatogénesis 

En los embriones masculinos (XY), una vez que las PGCs alcanzan las crestas genitales e interaccionan con 

las células somáticas (Sertoli, Leydig y mioides), la determinación sexual finaliza y se forman los testículos 

embrionarios. En ellos, las PGCs junto a las células de Sertoli formarán los cordones seminíferos, futuros 

túbulos seminíferos (Cool and Capel 2009). En este punto, las PGCs adquieren características morfológicas 

diferenciales pasando a llamarse gonocitos o proespermatogonias. Estas células llevan a cabo un elevado 

número de divisiones mitóticas para a continuación entrar en un bloqueo mitótico en G0/G1 (~E49 en 

humanos; ~E13,5 en ratón) en el que se mantendrán hasta después del nacimiento (McLaren and Southee 

1997; De Rooij 1998). Hacia la semana 8-12 post-parto (5 días post-parto -dpp- en ratón) estas 

proespermatogonias retoman la proliferación y una parte migra a la base de los túbulos seminíferos donde 

encontrarán el nicho apropiado para convertirse en células madre espermatogoniales (SSCs, Spermatogonial 

Stem Cells) las cuales mantienen la espermatogénesis de forma continua desde la pubertad  (de Rooij 1973; 

Spradling et al. 2001; Nikolic et al. 2016; Griswold 2016). Estas SSCs, también conocidas como 

espermatogonias Asingle (As) en ratón, son capaces de auto-renovarse para mantener el pool de células madre, 

pero también de comenzar la diferenciación hacia espermatozoide. Para ello, en primer lugar, las SSCs llevan 

a cabo una mitosis con citocinesis incompleta que da lugar a una cadena de espermatogonias conectadas 

(Aaligned; Aal) que por divisiones sucesivas crece alcanzando las 8, 16 y, en ocasiones hasta 32 espermatogonias 

en ratón. Hasta este punto, las espermatogonias todavía se consideran indiferenciadas. Mediante sucesivas 

divisiones mitóticas estas espermatogonias avanzarán hacia los estadios más diferenciados de 

espermatogonia A (A1, A2, A3 y A4), espermatogonia intermedia (In) y finalmente espermatogonia B. Todas 

estas divisiones de amplificación también se producen con una citocinesis incompleta dando lugar a largas 

cadenas sincitiales de células conectadas por conexiones intercelulares (Weber and Russell 1987). A 

continuación, las espermatogonias B se dividirán e iniciarán la meiosis dando lugar a los espermatocitos 

primarios. Finalmente, tras dos rondas de división meiótica se formarán las espermátidas redondas 

haploides que se diferenciarán a espermatozoide maduro mediante un proceso denominado 

espermiogénesis. Gracias a esta sucesión de divisiones mitóticas y meióticas, a partir de un pool reducido de 

células madre se obtiene un número muy elevado de espermatozoides (de Rooij 2001; Oatley and Brinster 

2008; Fayomi and Orwig 2018). En humanos, el proceso es similar pero en este caso las espermatogonias A 

se denominan Adark/Apale y el número de divisiones de amplificación desde las SSCs hasta entrar en meiosis 

es menor, lo cual se ve compensado en parte por un mayor pool de SSCs (Fayomi and Orwig 2018). 

 

La espermatogénesis tiene lugar de manera continua e ininterrumpida en los túbulos seminíferos tanto 

de humano como de ratón. El proceso de maduración completo desde espermatogonia indiferenciada hasta 

espermatozoide maduro tiene una duración de ~35 días en ratón (72 días en humano). Sin embargo, cada 

8,6 días (16 días en humano) el proceso comienza de nuevo solapándose con el anterior. Las células que 

inician el nuevo ciclo lo hacen en la base de los túbulos desplazando a las más avanzadas en la diferenciación 

(procedentes de ciclos anteriores) hacia el lumen de los túbulos. En este desplazamiento los espermatocitos 



Introducción 
 

 35 

deben atravesar las uniones estrechas existentes entre las células de Sertoli (barrera hemato-testicular) sin 

alterar su integridad lo que requiere una importante reorganización de las mismas (Smith and Braun 2012).  

Como consecuencia del solapamiento de los ciclos, en los túbulos seminíferos coexisten agrupaciones de 

tipos celulares en diferentes estadios de desarrollo. Este proceso ocurre de forma altamente coordinada y 

repetida en un programa conocido como ciclo del epitelio seminífero (Figura III). En ratón, el análisis de 

cortes histológicos de túbulos seminíferos ha permitido caracterizar 12 asociaciones celulares diferentes que 

determinan los estadios del ciclo epitelial seminífero (estadios I-XII). Esta clasificación resulta muy útil en la 

determinación del estadio en el que se produce el bloqueo en los mutantes meióticos (Oakberg 1956; 

Clermont 1972; Muciaccia et al. 2013; Ernst et al. 2019). 

 

 

Figura III. Representación esquemática del ciclo del epitelio seminífero en ratón. Se representan las células presentes 

en cada estadio, desde la base al lumen de los túbulos seminíferos. A, In y B: espermatogonia A, Intermedia y B 

respectivamente. pL, L, Z, P, D: espermatocitos en preLeptotena, Leptotena, Zigotena, Paquitena y Diplotena, 

respectivamente. M: divisiones meióticas. 1-8: espermátidas redondas. 9-16: espermátidas alargadas.  

 

Al igual que en la oogenesis, el inicio de la meiosis masculina en el ratón está mediado por la acción del 

RA (Griswold et al. 2012). Antes del nacimiento, la actividad de la enzima CYP26B1 en las células de Sertoli 

inmaduras degrada el RA impidiendo su acumulación y, por tanto, la entrada prematura en meiosis. Tras el 

nacimiento, se reprime la expresión del gen Cyp26b1 en las gónadas masculinas y en respuesta a la 

acumulación de RA las espermatogonias comienzan a expresar Stra8, induciendo el inicio de la meiosis de 

forma regular gracias al aumento cíclico del RA (Koubova et al. 2006; Bowles et al. 2006; Griswold 2016). 

Clásicamente se ha aceptado que el balance entre la síntesis y la degradación del RA durante el desarrollo 

del sistema reproductivo determina la inducción de Stra8 en el momento apropiado en cada sexo lo que 

produce la entrada en meiosis. Sin embargo, este modelo ha sido cuestionado dado que los ratones 

deficientes para la síntesis de RA (Raldh2-/-) presentan expresión de Stra8 en los ovarios fetales y, además, 
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la inhibición de CYP26B1 en testículo induce la expresión de Stra8 pese a la ausencia de RA (Kumar et al. 

2011). En base a estos resultados, se ha propuesto la existencia de algún mecanismo alternativo, todavía 

desconocido, en la inducción de la entrada en meiosis (Kumar et al. 2011; Griswold et al. 2012).  

 

Por último, cabe destacar que durante la espermatogénesis el RA es producido además de por las células 

de Sertoli por los espermatocitos primarios en estadio de paquitena y diplotena y es esencial no solo para el 

inicio de la meiosis, sino también para la diferenciación de las espermatogonias (transición A-A1), la 

formación de la barrera hematotesticular, la espermiogénesis y la espermiación. Otro metabolito 

fundamental para la espermatogénesis es la testosterona producida por las células de Leydig y cuya función 

está relacionada con la regulación del final de la meiosis, el establecimiento de la barrera hematotesticular 

y la espermiación (Raverdeau et al. 2012; Jauregui et al. 2018). 

 

3. Meiosis 

La meiosis es un tipo de división celular especializada característica de los organismos con reproducción 

sexual. A diferencia de la mitosis donde a partir de una célula diploide (2n) se obtienen dos células idénticas 

a ella, la meiosis es una división reduccional en la cual se producen dos rondas de segregación cromosómica 

tras una única replicación del DNA generando los gametos haploides (n). Como hemos comentado 

anteriormente, esta reducción de la ploidía es esencial durante la gametogénesis para asegurar que, tras la 

fertilización, se obtenga el zigoto diploide (2n) capaz de dar lugar a un nuevo individuo. Durante la primera 

división meiótica se va a producir la segregación de los cromosomas homólogos (materno y paterno) y en la 

segunda la segregación de las cromátidas hermanas. Mientras que la segunda división meiótica se asemeja 

a la mitosis, la primera división reduccional es una adquisición exclusiva de la meiosis. Por ello se cree que, 

muy probablemente, la meiosis evolucionó a partir de la mitosis adquiriendo sus procesos característicos y 

diferenciales. Estos incluyen el apareamiento/sinapsis de cromosomas homólogos, la recombinación entre 

cromátidas no hermanas, la ausencia de segregación de las cromátidas hermanas durante la primera división 

meiótica y, por último, la ausencia de replicación del DNA previa a la segunda división meiótica (Wilkins and 

Holliday 2009).  

 

3.1. Profase I 

Tras la replicación del DNA comienza la profase I meiótica, la etapa de mayor duración de la meiosis y en 

la que se producen muchos de sus eventos característicos como son la formación de roturas de doble hebra 

(DSBs, Double Strand Breaks) programadas y su reparación por recombinación homóloga, el apareamiento 

y sinapsis de los cromosomas homólogos para formar los bivalentes, así como el remodelamiento de estos 

bivalentes. El objetivo principal de esta fase es establecer uniones físicas (quiasmas) entre los homólogos a 

través de la reparación por recombinación homóloga de las roturas del DNA usando como molde el 

cromosoma homólogo. Estas uniones son esenciales para asegurar la correcta segregación durante la 

primera división meiótica y evitar la formación de gametos aneuploides. 

 

La profase I puede dividirse en cinco fases distinguibles citológicamente atendiendo al comportamiento 

de los cromosomas y el grado de ensamblaje del complejo sinaptonémico (SC, Synaptonemal Complex) 

(Figura VI). El SC es un complejo proteico específico de la meiosis que se forma entre los cromosomas 
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homólogos manteniéndolos físicamente unidos (sinapsis) y actuando como andamiaje sobre el cual ocurre 

la recombinación meiótica. El SC presenta una estructura tripartita compuesta por dos elementos axiales 

paralelos (AEs, Axial Elements) y un elemento central (CE, Central Element) unidos por filamentos 

transversales (TFs, Transverse Filaments). Una vez establecida la sinapsis los AEs pasan a denominarse 

elementos laterales (LEs, Lateral Elements). Esta estructura se encuentra altamente conservada en los 

organismos con reproducción sexual (Gillies 1975; Fraune et al. 2015). En mamíferos se han identificado 8 

proteínas del SC hasta la fecha: SYCP2 y SYCP3 en los LEs, SYCP1 en los TFs y SYCE1/2/3, TEX12 y SIX6OS1 en 

el CE; esta última recientemente identificada y caracterizada en nuestro laboratorio (Meuwissen et al. 1992; 

Lammers et al. 1994; Offenberg et al. 1998; Costa et al. 2005; Hamer et al. 2006; Schramm et al. 2011; 

Gomez-H et al. 2016). Mediante inmunofluorescencia con anticuerpos frente a estas proteínas 

(principalmente de los AEs/LEs) es posible seguir la progresión de la meiosis e identificar con facilidad los 

distintos estadios de la profase I: leptotena, zigotena, paquitena, diplotena y diacinesis (Figura VI) (Bolcun-

Filas and Schimenti 2012; Bolcun-Filas and Handel 2018). 

Figura IV. Representación esquemática de los eventos de la profase I en el contexto del SC y la evolución de los RNs a 

lo largo de la misma. Adaptado de (Bolcun-Filas and Handel 2018). 

 

Al inicio de la profase I, en leptotena, el DNA comienza a condensarse en forma de bucles y los AEs 

empiezan a ensamblarse simultáneamente con los complejos de cohesinas, formando los ejes cromosómicos 

(Figura IV). Estos ejes son los encargados de mantener las cromátidas hermanas unidas y participan en la 

formación de los loops en la cromatina sirviendo como puntos de anclaje. Los complejos de cohesinas son 

estructuras proteicas en forma de anillo que abrazan las cromátidas hermanas manteniéndolas unidas 
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(cohesión) y son esenciales para el ensamblaje de los AEs, la reparación de DSBs y la recombinación meiótica 

(Bannister et al. 2004; Novak et al. 2008; Herrán et al. 2011; Llano et al. 2012). En este estadio, los AEs y los 

complejos de cohesinas se ensamblan en pequeños fragmentos que van alargándose mientras las células 

progresan hacia el siguiente estadio. Además, durante leptotena se generan DSBs programadas en el DNA 

de los meiocitos por acción de la topoisomerasa SPO11 (Figura IV) (Keeney et al. 1997; Baudat et al. 2000).  

 

La formación de las DSBs determina el comienzo de la recombinación meiótica (explicada en detalle en 

la sección 4). Para que esta se produzca los cromosomas deben reconocer a su homólogo y aparearse para 

a continuación, establecer una unión íntima entre sí, la sinapsis. Aunque existe apareamiento previo a la 

formación de DSBs, en la mayoría de los organismos, incluido el ratón, la formación de las DSBs es 

fundamental para el apareamiento y la sinapsis (Boateng et al. 2013). De hecho, en ausencia de SPO11 los 

cromosomas no aparean correctamente y se produce una sinapsis aberrante entre cromosomas no 

homólogos (Baudat et al. 2000). Además, en leptotena, se producen fuertes movimientos cromosómicos y 

una remodelación de la envuelta nuclear que da lugar a la formación de una estructura en ramillete 

denominada bouquet durante la transición hacia zigotena. Esta estructura es el resultado de la unión de los 

cromosomas a través de sus telómeros a una región muy delimitada de la envuelta nuclear (Scherthan et al. 

1996; Lee et al. 2015). Todos estos eventos facilitan el apareamiento de los cromosomas homólogos y el 

comienzo de la sinapsis.  

 

La sinapsis comienza en las regiones subteloméricas y marca el inicio de la zigotena. Durante este estadio 

la sinapsis se va extendiendo gradualmente a lo largo de los ejes cromosómicos a modo de cremallera. Para 

ello, entre los AEs paralelos (LEs tras la sinapsis) se ensambla el CE que se ancla a los AEs a través de 

numerosos TFs, formando la estructura tripartita característica del SC (Figura IV) (Heyting 1996). El avance 

de la sinapsis, además, se ve facilitado por la carga de proteínas de recombinación que forman los nódulos 

de recombinación (RNs, Recombination Nodules) tempranos (Figura IV). Diferentes proteínas de 

recombinación se irán asociando a los RNs dando lugar a los RNs de transición y determinando, hacia el final 

de zigotena, cuáles seguirán la vía de los crossovers (CO) y cuáles la de los non-crossovers (NCO). 

 

El estadio de paquitena se caracteriza por una sinapsis completa de los cromosomas homólogos y una 

cromatina altamente condensada (Figura IV). Hacia el final de paquitena todas las DSBs han sido reparadas 

y se forman los RNs tardíos que median la resolución de los intermediarios de recombinación como CO o 

NCO. La excepción a la sinapsis completa de los homólogos en esta fase se observa en los cromosomas 

sexuales X e Y en machos. En mamíferos, estos cromosomas son muy distintos en estructura y contenido 

génico y solo muestran homología en una pequeña región conocida como región pseudoautosómica (PAR, 

PseudoAutosomal Region). Esta región es la única capaz de sinapsar (Figura IV) y en ella es donde tiene lugar 

la formación del quiasma que asegura la correcta segregación de los cromosomas X e Y. Como consecuencia 

de la asinapsis de la mayor parte de los cromosomas sexuales se produce su inactivación transcripcional o 

silenciamiento (MSCI, Meiotic Sex Chromosome Inactivation). En leptotena la fosforilación de la histona 

H2AX (γH2AX) tiene un papel fundamental en los eventos tempranos de la reparación de DSBs (ver sección 

4.2.1). Además, en paquitena existe otra oleada de fosforilación de H2AX (mediada por ATR y BRCA1) 

restringida a la cromatina de los cromosomas no sinapsados y que es la responsable del inicio la MSCI 
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(Mahadevaiah et al. 2001; Turner et al. 2005). Durante el inicio de la MSCI, los cromosomas X e Y sufren 

modificaciones post-traduccionales como la ubiquitinación de la histona H2A, la desacetilación de H3 y H4, 

la dimetilación de H3  y la sumoilación de histonas y otros sustratos aún por identificar (Baarends et al. 1999; 

Rogers et al. 2004; Khalil et al. 2004; Vigodner and Morris 2005). Todas estas modificaciones podrían 

participar en el mantenimiento de la MSCI ya que se mantienen asociadas a los cromosomas sexuales 

durante las divisiones meióticas y la espermiogénesis, a pesar de que en este estadio H2AX ya ha sido 

defosforilada, y ponen de manifiesto la importancia de la regulación de las modificaciones post-

traduccionales en la progresión de la meiosis. Citológicamente, la MSCI produce una elevada condensación 

de la cromatina que da lugar a una estructura compacta, perfectamente distinguible en el núcleo, conocida 

como XY body o sex body (Figura IV) (Cloutier and Turner 2010).  

 

Por último, en diplotena el CE del SC empieza a desensamblarse (Figura IV) y se produce un 

remodelamiento de los bivalentes. Este proceso, que se prolonga durante la diacinesis, incluye un aumento 

de la condensación del DNA y la localización en los cromosomas de proteínas implicadas en la regulación de 

la liberación de los complejos de cohesinas durante la transición metafase-anafase I (Marston 2015). Así, al 

final de la profase I los cromosomas están unidos únicamente por los quiasmas y preparados para iniciar la 

primera división meiótica (Figura IV).  

 

3.2. Divisiones meióticas 

Al finalizar la profase I meiótica se van a producir dos divisiones meióticas consecutivas que culminarán 

con la formación de los gametos haploides. La primera es una división reduccional donde segregan los 

cromosomas homólogos. La segunda es una división ecuacional, similar a la mitosis, donde segregan las 

cromátidas hermanas. Esta segregación en dos pasos es posible gracias a una estricta regulación espacio-

temporal de la liberación de los complejos de cohesinas, así como por el cambio de la geometría de los 

cinetocoros en relación con su orientación a los polos del huso (mono-orientación vs bi-orientación de los 

cinetocoros hermanos). En la transición metafase-anafase I solamente se van a eliminar los complejos de los 

brazos cromosómicos manteniéndose los de los centrómeros lo que permite la segregación de los 

homólogos. Los complejos de cohesinas centroméricos van a mantener las cromátidas hermanas unidas 

hasta la transición metafase-anafase II cuando serán eliminados permitiendo la segregación de las mismas 

(Llano et al. 2008; Bolcun-Filas and Handel 2018). Los errores en la segregación cromosómica durante estos 

procesos conllevan la aparición de aneuploidías en los gametos que pueden producir anomalías genéticas 

en la descendencia (como el Síndrome de Down), abortos e infertilidad (Petronczki et al. 2003). 

 

Esta liberación secuencial está mediada por dos oleadas de activación de Separasa, una proteasa que 

corta la subunidad alpha-kleisina de los complejos de cohesinas (REC8 o RAD21L, Buonomo et al. 2000; 

Kitajima et al. 2003; Kudo et al. 2009). Para asegurar la correcta segregación durante las divisiones meióticas, 

la activación de Separasa está estrictamente regulada por dos mecanismos de inhibición mediados por 

Securina y el complejo CDK1/Ciclina B1 (Stemmann et al. 2001; Hellmuth et al. 2015).  En la primera división 

meiótica, cuando los bivalentes se encuentran alineados en la placa metafásica y los cinetocoros hermanos 

de cada homólogo orientados hacia el mismo polo (orientación sintélica o mono-orientación), se satisface el 

checkpoint de ensamblaje del uso (SAC, Splindle Assembly Checkpoint) dando lugar a la activación de un 
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macrocomplejo proteico con actividad E3 ubiquitin ligasa denominado APC/C (Anaphase promoting 

complex/cyclosome). Este complejo va a ubiquitinar los inhibidores de Separasa marcándolos para su 

degradación por el proteasoma y permitiendo la activación de Separasa (Herbert et al. 2003). Una vez activa, 

Separasa va a cortar los complejos de cohesinas de los brazos cromosómicos, permitiendo la resolución de 

los quiasmas y la segregación de los homólogos. Durante esta primera activación de Separasa los complejos 

de cohesinas centroméricos deben estar protegidos para no ser cortados, evitando la segregación de las 

cromátidas hermanas. Las encargadas de esta protección son una familia de proteínas altamente 

conservadas denominadas shugoshinas. En mamíferos, existen dos parálogos de estas proteínas: SGOL1, 

esencial para el mantenimiento de la cohesión centromérica en mitosis (Kitajima et al. 2006) y SGOL2, 

encargada de esta protección en meiosis. En el ratón la ausencia de SGOL2 provoca infertilidad debido a una 

separación prematura de las cromátidas hermanas durante anafase I que da lugar a la formación de gametos 

aneuploides (Lee et al. 2008b; Llano et al. 2008). 

 

Durante la segunda división meiótica los cromosomas se alinean en la placa metafásica con cada 

cinetocoro hermano orientado hacia un polo (orientación anfitélica). La tensión ejercida sobre los 

centrómeros produce una redistribución de SGOL2 del centrómero hacia los cinetocoros dejando los 

complejos de cohesinas centroméricos accesibles para su corte durante la segunda activación de Separasa 

en la transición metafase-anafase II (Gómez et al. 2007; Lee et al. 2008b). Como resultado de este proceso 

se generan los gametos haploides con una única copia de cada cromosoma.  

 

En mamíferos el número de gametos viables obtenidos tras la meiosis difiere entre machos y hembras. 

En machos, a partir de cada espermatogonia que entra en meiosis se producen 4 gametos haploides que se 

diferenciarán hacia espermatozoide maduro durante la espermiogénesis y espermiación. Sin embargo, en 

hembras solo se forma un oocito funcional tras la meiosis. Esto se debe a una elevada asimetría en las 

divisiones citoplasmáticas donde el futuro óvulo (oocito fertilizable) retiene la mayor parte del citoplasma 

mientras que los corpúsculos polares reciben una mínima cantidad del mismo (Figura I) (Bolcun-Filas and 

Handel 2018).  

 

4. Recombinación meiótica 

La recombinación meiótica es el proceso por el cual los cromosomas homólogos intercambian material 

genético incrementando la diversidad genética en los organismos con reproducción sexual. Durante la 

profase I, este intercambio entre los cromosomas homólogos paterno y materno genera las nuevas 

combinaciones de alelos que se transmitirán a la siguiente generación. Por tanto, este proceso juega un 

papel fundamental en la evolución de los genomas proporcionando el material de partida sobre el que 

actuará la selección natural (Coop and Przeworski 2007). Sin embargo, el principal objetivo de la 

recombinación meiótica es establecer las conexiones físicas entre los homólogos necesarias para el 

apareamiento, la sinapsis y para la correcta segregación durante la primera división meiótica (Hassold and 

Hunt 2001). 

 

La recombinación meiótica puede dar lugar a la formación de dos productos finales, los COs y los NCO. 

En los NCO el intercambio de material genético entre homólogos (conocido como conversión génica) es 
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unidireccional, afecta a pequeños fragmentos y, por tanto, su aportación a la generación de diversidad 

genética es reducida (Figura V). Al contrario, en los COs se produce un intercambio recíproco de grandes 

segmentos de material genético entre los cromosomas parentales contribuyendo en gran medida a la 

generación de diversidad genética (Figura V). Además, como resultado de los COs se establecen las uniones 

físicas (quiasmas) que permiten la correcta segregación de los homólogos. Los quiasmas, junto con la 

cohesión de los brazos cromosómicos en las regiones distales a ellos, permiten la biorientación de los 

homólogos y evitan la segregación prematura ya que se oponen a la fuerza ejercida por el huso permitiendo 

la estabilización de todas las uniones antes de la segregación (Miyazaki and Orr-Weaver 1994; Buonomo et 

al. 2000). Por su parte, los NCOs son necesarios para el apareamiento/sinapsis entre homólogos durante las 

primeras etapas de la profase de mamíferos (Baudat et al. 2013). Por lo tanto, la recombinación representa 

un proceso crucial durante la meiosis del cual dependen eventos tan importantes como el apareamiento, la 

sinapsis y la correcta segregación cromosómica. 

 

4.1. Inicio de la recombinación 

La recombinación comienza con la formación programada de DSBs a lo largo de todo el genoma. Estas 

DSBs se forman en sitios específicos denominados hotspots (puntos calientes) que, en ratón y humano, están 

determinados por la histona metiltransferasa PRDM9 (Figura V) (Baudat et al. 2010; Myers et al. 2010; 

Parvanov et al. 2010). Al comienzo de leptotena, PRDM9 se une a secuencias específicas del DNA a través de 

su dominio zinc finger y cataliza la trimetilación de las lisinas 4 y 36 de la histona H3 (H3K4me3 y H3K36me3) 

en los nucleosomas adyacentes (Hayashi et al. 2005; Grey et al. 2011; Powers et al. 2016). Estas marcas 

epigenéticas promueven el reclutamiento de la maquinaria de formación de DSBs aunque el mecanismo 

preciso se desconoce.  

 

La formación de las DSBs meióticas está catalizada por SPO11, una proteína con alta similitud con la 

subunidad A de la DNA topoisomerasa VI (TopoVIA). En humano y ratón existen dos isoformas de SPO11, 

SPO11 y SPO11, siendo SPO11 la responsable de la introducción de la mayoría de las DSBs meióticas en 

leptotena. La expresión de SPO11 comienza en zigotena y es esencial para el apareamiento y la 

recombinación de los cromosomas XY en ratón (Bellani et al. 2010; Kauppi et al. 2011). Recientemente, se 

ha identificado una familia conservada de proteínas con alta similitud estructural con la subunidad B de las 

topoisomerasas TopoVI (TopoVIB). En ratón, TOPOVIBL (TOPOVIB-Like) interacciona con SPO11  y es 

necesaria para la formación de las DSBs, demostrando que la inducción de DSBs en meiosis está catalizada 

por un complejo formado al menos por SPO11 y TOPOVIBL (Figura V) (Robert et al. 2016). Además, existen 

proteínas adicionales que participan en la formación de DSBs. En ratón, MEI4, REC114 e IHO1 (Interactor of 

HORMAD1) forman un complejo, reclutado a los ejes cromosómicos a través de HORMAD1, que interacciona 

con SPO11 a través de proteínas intermediarias (Figura V). Este complejo participa en el reclutamiento de 

SPO11 (y probablemente TOPOVIBL) a los ejes cromosómicos donde se forman las DSBs (Kumar et al. 2010; 

Kumar et al. 2015; Stanzione et al. 2016). 

 

La cantidad de DSBs meióticas que se generan es difícil de cuantificar, especialmente por su carácter 

transitorio. De forma general se ha utilizado el número de foci formados por las recombinasas RAD51 y DMC1 

(ver más adelante) como la mejor estimación del número de DSBs, encontrándose en humano y ratón entre 
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200 y 400 foci por célula. La reducción en este número de DSBs provoca defectos en sinapsis, lo cual sugiere 

que es necesario un número mínimo de DSBs para el correcto apareamiento y sinapsis entre homólogos 

(Kauppi et al. 2013). Actualmente, mediante el empleo de ChIPseq se puede determinar con precisión el 

número y posición exacta de las DSBs en el genoma (Smagulova et al. 2011; Khil et al. 2012; Lange et al. 

2016). 

 

4.2. Reparación de las DSBs 

El número de DSBs que se forman en cada célula es muy elevado y altamente variable (32-37% de 

variación). Sin embargo, solamente 1 de cada 10 DSBs son procesadas como COs y su número final es 

relativamente constante en todas las células (12% de variación) (Cole et al. 2012). Esto pone de manifiesto 

la importancia de una correcta regulación de la reparación de las DSBs que mantenga la homeostasis en la 

formación de COs y asegure la formación de al menos un CO por par de homólogos, permitiendo la correcta 

segregación durante la primera división meiótica (Baudat et al. 2013). La reparación de las DSBs se produce 

por la acción de múltiples proteínas de recombinación que se ensamblan formando los RNs. Estos nódulos 

están localizados en el contexto de los ejes cromosómicos y el SC donde se detectan como foci discretos. Los 

componentes de los RNs van cambiando secuencialmente a lo largo del tiempo y en base a esta composición 

se clasifican en RNs tempranos, intermedios (o de transición) y tardíos (Figura V) (Bolcun-Filas and Handel 

2018).  

 

4.2.1. Procesamiento de las DSBs 

En leptotena, una de las primeras señales detectadas tras la formación de las DSBs es la fosforilación de 

la histona H2AX en la serina 139 (γH2AX) por la quinasa ATM (ataxia telangiectasia mutated), señal que activa 

la cascada de reparación posterior (Mahadevaiah et al. 2001; Bellani et al. 2005). El primer paso en el 

procesamiento de las DSBs es la liberación de los complejos de SPO11 del DNA mediante el corte 

endonucleolítico mediado por el complejo MRN (MRE11-RAD50-NBS1) (Neale et al. 2005; Zhang et al. 

2020a). A continuación, tiene lugar una resección 5’ 3’ que genera los extremos 3’ de ssDNA (DNA de hebra 

simple, single-stranded DNA) que llevarán a cabo la búsqueda de las regiones de homología y la invasión 

durante la recombinación (Figura V). En Saccharomyces cerevisiae esta resección está mediada por Exo1 

(Zakharyevich et al. 2010) y regulada por Tel1 (ortólogo de ATM). En ratón, mientras que la función de ATM 

está conservada, la contribución de EXO1 en este proceso es mínima, lo que sugiere la existencia de proteínas 

adicionales que actúen de forma redundante con EXO1 en la resección (Yamada et al. 2020).  

 

Tras la resección de las DSBs, la proteína RPA (Replication Protein A) se une a los extremos 3’ libres 

protegiéndolos de la degradación y evitando la formación de estructuras secundarias (Figura V) (Chen et al. 

2013).  RPA es un complejo heterotrimérico de unión a ssDNA formado por RPA1, RPA2 y RPA3 en el que 

RPA1 posee la mayor afinidad por el ssDNA gracias a que posee 3 dominios de unión conocidos como OB-

folds (Oligonucleotide-binding folds) (Ribeiro et al. 2016). Seguidamente, RPA es desplazado rápidamente 

por las recombinasas RAD51 (Radiation sensitive 51) y DMC1 (disrupted meiotic cDNA 1; homólogo de RAD51 

específico de meiosis), formando los RNs tempranos los cuales son detectables en leptotena como 200-400 

foci discretos sobre los ejes cromosómicos (Figuras IV y V) (Barlow et al. 1997; Pittman et al. 1998; Yoshida 
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et al. 1998). El intercambio de RPA por RAD51 y DMC1 es un paso crítico durante la reparación de las DSBs 

que se cree que está mediado principalmente por BRCA2 (Breast cancer susceptibility 2) dada su interacción 

con RAD51, DMC1 y el DNA (Davies et al. 2001; Yang et al. 2002; Thorslund et al. 2007). De acuerdo con esto, 

la deficiencia de BRCA2 en ratón provoca defectos en recombinación meiótica debido a una importante 

reducción en la carga de RAD51 y DMC1 (Sharan et al. 2004). Recientemente, mediante aproximaciones 

bioquímicas se ha descrito que BRCA2 interacciona con DSS1 quien, a su vez, interacciona con RPA 

reduciendo su afinidad por el ssDNA y postulándose como un factor crucial en el remplazamiento de RPA 

por RAD51 durante la recombinación homóloga (Zhao et al. 2015). Sin embargo, su función en meiosis no ha 

sido abordada. También se ha descrito interacción de RAD51 con BRCA1 en células mitóticas y meióticas 

(Scully et al. 1997) y su deficiencia en ratón produce defectos en la recombinación meiótica como 

consecuencia de la reducción de la carga de RAD51 (Xu et al. 2003). Por último, la ausencia de TEX15 (Testis 

expressed sequence 15) en ratón suprime la carga de las recombinasas en la espermatogénesis (Yang et al. 

2008) siendo, por tanto, al menos tres los factores conocidos que participan en la carga de las recombinasas 

tras la formación de DSBs (Figura V).  

 

Figura V. Representación esquemática de la ruta de recombinación meiótica en mamíferos. dHJ: uniones dobles de 

Holliday. sHJ: uniones simples de Holliday. SDSA: anillamiento de hebra dependiente de síntesis. 

 

 

4.2.2. Invasión del cromosoma homólogo 

Los nucleofilamentos cubiertos por RAD51 y DMC1 son los encargados de la búsqueda de homología y la 

invasión del cromosoma homólogo produciendo el desplazamiento de la hebra y generando una estructura 

conocida como D-loop (Figura V). Mediante el empleo de ChIP-Seq in vivo se han localizado con precisión los 

sitios de unión de RAD51, DMC1 y RPA determinándose que, en realidad, RAD51 y DMC1 tienen una 
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localización no solapante en los extremos de ssDNA durante la meiosis. DMC1 se une en las regiones 

próximas a la rotura y RAD51 se encuentra localizado en las más alejadas (Figura V). Además, en las regiones 

de los D-loops donde RPA se carga de nuevo, DMC1 co-localiza mejor con RPA que RAD51 sugiriendo que 

DMC1 sería la recombinasa bona fide que llevaría a cabo la invasión del cromosoma homólogo (Hinch et al. 

2020).  

 

La búsqueda de homología y la invasión mediada por RAD51 y DMC1 facilita que los homólogos se 

encuentren e interaccionen. Estas interacciones son posteriormente estabilizadas por la carga de las 

proteínas del SC durante la sinapsis en zigotena. A medida que los homólogos van sinapsando, RAD51 y 

DMC1 son reemplazadas por los componentes de los RNs intermedios, encargados del procesamiento de los 

intermediarios de recombinación hacia la vía de los COs o NCOs (Figura IV). Así, tras la invasión de la hebra 

y la formación de los D-loops, se produce la elongación del extremo 3’ usando una hebra del cromosoma 

homólogo como molde. La hebra que no actúa como molde se conoce como hebra desplazada y en los D-

loops se encuentra en forma de ssDNA (Figura V). Además, en el segundo extremo de las DSBs, es decir, 

aquel que ha sido reseccionado pero no ha llevado a cabo la invasión, también existe una región de ssDNA. 

Ambas regiones son protegidas por RPA junto con otras dos proteínas recientemente descritas que forman 

complejo entre sí e interaccionan con RPA, que son MEIOB (Meiosis specific with OB domains) y SPATA22 

(Spermatogenesis Asociated 22). Este trímero además de participar en la protección del ssDNA tras la 

resección, media la captura del segundo extremo por parte del homólogo, evento fundamental para la 

formación de las dobles uniones de Holliday (dHJ, Double Holliday Junctions) en la vía de los COs (Figura V) 

(La Salle et al. 2012; Luo et al. 2013; Xu et al. 2017).  

 

4.2.3. Procesamiento de los intermediarios de recombinación 

Además de RPA, MEIOB y SPATA22, un elevado número de proteínas están implicadas en la 

estabilización/procesamiento de los intermediarios de recombinación y en la regulación del destino final de 

las DSBs (CO o NCO). Entre ellas destacan BLM, TEX11, CNTD1, RNF212, HEI10 (también conocido como 

CCNB1IP1) y el complejo MSH4/MHS5 (complejo MutS, Figura V). Mientras que los pasos iniciales de la 

recombinación meiótica y la formación de COs están bien caracterizados, el conocimiento de los pasos 

intermedios está limitado en gran parte por la naturaleza dinámica los mismos y el carácter transitorio de 

los intermediarios de recombinación que se forman (Baudat et al. 2013; Hinch et al. 2020). En este ámbito, 

se ha postulado recientemente que la sumoilación y ubiquitinación tienen funciones antagónicas esenciales 

en la regulación y control de estos procesos (Rao et al. 2017). Estas modificaciones post-traduccionales se 

localizan en el contexto del SC en zigotena y paquitena donde son introducidas por E3 ligasas como RNF212 

(E3-SUMO ligasa) y HEI10 (E3 Ubiquitin-ligasa) (Toby et al. 2003; Reynolds et al. 2013). Se ha propuesto que 

estas proteínas establecen un balance entre SUMO y Ubiquitina encargado de regular la renovación de 

proteínas de los RNs intermedios como el complejo MutS y TEX11 modulando la tasa de recombinación. 

Mientras RNF212 estabilizaría los RNs promoviendo su maduración hacia COs, la acción de HEI10 y el 

proteasoma los desestabilizaría promoviendo los NCOs (Qiao et al. 2014; Rao et al. 2017). Por tanto, la 

correcta regulación de la ubiquitinación y la sumoilación sería esencial para el éxito de la recombinación 

meiótica. 

 



Introducción 
 

 45 

4.2.4. Resolución de los intermediarios de recombinación 

Por último, el evento final de la recombinación meiótica es la resolución de los intermediarios de 

recombinación como CO o NCO. En la vía preferencial de formación de NCO el D-loop vuelve a anillar con su 

cromátida hermana y la hebra que invade conecta de nuevo con el segundo extremo perteneciente a su 

mismo cromosoma (Figura V). Este proceso se conoce como anillamiento de hebra dependiente de síntesis 

(SDSA, Synthesis Dependent Strand Annealing) y se produce en la mayor parte de las DSBs. En ocasiones, los 

NCO también pueden producirse por una disolución de las dHJ (Youds and Boulton 2011; Baudat et al. 2013). 

Los COs se generan por la resolución de las uniones de Holliday pudiendo producirse por dos mecanismos. 

En el primero y mayoritario, los COs se generan por la resolución de dHJ estando sujetos a un fenómeno de 

interferencia positiva (COs clase I). En ratón, esta vía está mediada por las proteínas mismatch repair 

MLH1/MLH3 (complejo MutL) y EXO1 (Figura V)(Edelmann et al. 1996; Baker et al. 1996; Lipkin et al. 2002; 

Wei et al. 2003). El segundo mecanismo supone la formación y resolución de uniones de Holliday simples 

(sHJ, Single Holliday Junctions) y estos CO no se ven sujetos al fenómeno interferencia (COs clase II). La 

resolución por esta vía está mediada por MUS81 y solo ocurre en el 10% de los COs (Figura V) (Holloway et 

al. 2008). Finalmente, en paquitena, todas las DSBs han sido reparadas y los intermediarios de recombinación 

han sido resueltos asegurando la existencia de al menos un CO por bivalente. Como se ha comentado 

anteriormente, la correcta regulación espacio-temporal de todos los elementos de esta ruta es esencial para 

el mantenimiento de la homeostasis de los COs que asegure una la correcta segregación durante metafase I 

y evite la aparición de aneuploidías, abortos e infertilidad (Petronczki et al. 2003; Baudat et al. 2013). 
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Descifrar las causas de la infertilidad humana es de gran importancia dado que una elevada fracción de 

sus diagnósticos son idiopáticos con una base genética aún desconocida. Dada la imposibilidad de estudiar 

la gametogénesis en humanos, el empleo del ratón como modelo experimental representa la mejor 

aproximación para profundizar en este proceso. El presente trabajo aborda la identificación y caracterización 

funcional de dos genes candidatos de infertilidad humana mediante la generación y el análisis de modelos 

murinos.  Esta aproximación, no solo permite establecer relaciones causales directas entre las variantes 

génicas y la infertilidad, sino que además profundiza en los procesos biológicos que gobiernan la 

gametogénesis. En base a ello, los objetivos concretos que nos planteamos en este trabajo fueron los 

siguientes: 

 

1. Análisis funcional de la desubiquitinasa USP26 en la gametogénesis de ratón y su relación con la 

infertilidad masculina. 

 

2. Identificación y caracterización de la causa genética subyacente a la insuficiencia ovárica primaria 

presente en un pedigrí familiar. 

 
a. Validación de la variante S167L en HSF2BP como causante de la infertilidad familiar. 

 
b. Disección genética del mecanismo molecular de actuación de HSF2BP. 
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1. Modelos murinos 

1.1.  Bienestar animal 
 

Los ratones fueron estabulados siguiendo las regulaciones establecidas por la Unión Europea para el 

Servicio de Experimentación Animal (SEA) de la Universidad de Salamanca (USAL). Así, la estabulación se ha 

llevado a cabo en una instalación libre de patógenos específicos (specific-pathogen free, SPF) y con 

temperatura controlada, utilizando jaulas con ventilación individual, dieta estándar y un ciclo de luz-

oscuridad de 12 horas. Los protocolos utilizados en el trabajo con ratones han sido aprobados por el Comité 

Ético de Experimentación Animal de la USAL. Siguiendo el principio de “Las tres Rs: reemplazar, reducir y 

refinar”, todos los esfuerzos se han dirigido a reducir el número de animales empleados, minimizar el 

sufrimiento y mejorar el bienestar de estos. 

 

1.2.  Generación de ratones modificados genéticamente mediante CRISPR/Cas9 
 

Durante el desarrollo de esta tesis la tecnología CRISPR/Cas9 ha surgido como una potente alternativa a 

los métodos clásicos de generación de ratones modificados genéticamente como el gene targeting. Esta 

tecnología de edición del genoma tiene dos componentes principales: por un lado, una endonucleasa (Cas9), 

encargada de generar roturas dirigidas en el DNA. El otro componente son los RNAs guía (guías o sgRNAs) 

encargados de dirigir a la Cas9 de manera específica a su diana en el genoma. Una vez generadas, estas 

roturas pueden repararse mediante reparación de extremos no homólogos (NHEJ). Este es un mecanismo 

con alta tendencia a cometer errores, pudiendo generar inserciones o deleciones inespecíficas que den lugar 

a alelos mutantes. De manera alternativa, si añadimos al sistema un molde para la reparación, podemos 

generar inserciones, deleciones o mutaciones puntuales muy concretas. Este molde normalmente consiste 

en un DNA donador de hebra simple (single-stranded donor oligonucleotide-ssODN) que contiene las 

mutaciones a introducir flanqueadas por brazos de homología colindantes a la zona diana para favorecer la 

reparación por recombinación homóloga, un mecanismo de reparación de alta fidelidad (Yang et al. 2014). 

Los modelos Usp2621/21, Usp26Cat/Cat, Hsf2bpS167L/S167L, Hsf2bp-/-, Brme1142-472/142-472, Brme1-/-, Spo11-/-, 

Rnf212-/- and Hei10-/- empleados en esta tesis han sido generados utilizando esta tecnología.  

 

1.2.1. Diseño de sgRNAs 

Los sgRNAs o RNAs guía realmente están formados por dos componentes, ambos imprescindibles:  los 

RNAs CRISPR (crRNAs) y los crRNAs trans-activadores (tracrRNA). Los crRNAs son los responsables de la 

especificidad y los tracrRNAs intervienen en el procesamiento de los crRNAs actuando como andamiaje para 

la unión de ambos RNAs a la Cas9 y de este complejo al DNA para producir el corte dirigido (Wang et al. 

2016). Por lo tanto, la parte a diseñar en cada modelo será el crRNA mientras que la secuencia del tracrRNA 

será siempre la misma. Desde la primera descripción del sistema CRISPR/Cas9 como herramienta de biología 

molecular (Jinek et al. 2012) hasta el día de hoy, el sistema ha sufrido una gran evolución, apareciendo 

diferentes herramientas de diseño que han ido mejorando las ya existentes. En este sentido, para el diseño 

de nuestros crRNAs, hemos utilizado dos herramientas:  
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- En primer lugar, el servidor crispr.mit.edu desarrollado por el Zhang Lab (Massachusetts Institute of 

Technology, MIT). Posteriormente, ellos mismos cerraron el servidor y recomendaron utilizar las 

nuevas y mejoradas fuentes.  

- Desde ese momento el diseño se ha realizado usando el servidor de IDT 

(https://eu.idtdna.com/site/order/designtool/index/CRISPR_CUSTOM).  

 

Los crRNAs utilizados para los distintos modelos están agrupados en la Tabla I. 

 

 
 

1.2.2. Obtención de sgRNAs, Cas9 y ssODNs. 
 

También la manera de obtener los distintos componentes del sistema CRISPR/Cas9 ha ido evolucionando 

con el tiempo. En nuestro caso, inicialmente los sgRNAs se produjeron mediante anillamiento de 

oligonucleótidos complementarios que codifican para los crRNAs (Figura VI).  

 

 

 

Figura VI. Esquema representativo de los oligonucleótidos anillados para generar el crRNA. En negrita aparecen los 

extremos compatibles para clonar el fragmento en el vector pX330 digerido con BbsI y en azul las bases correspondientes 

a la secuencia específica de cada crRNA. La Guanina inicial en rojo (y su Citosina complementaria) aumenta la eficiencia 

de transcripción del RNA por parte de la RNA Pol I. De no existir en la propia secuencia del crRNA es recomendable 

añadirla. No afecta a la especificidad del sgRNA. 

 

Modelo crRNA ID Secuencia 

Usp2621/21 
sgRNA1 5’- TGGCCGAATACTACCTTGAG -3’ 

sgRNA2 5’- GTGAGCCTAGCACAAGTGCAC-3’ 

Usp26Cat/Cat 
sgRNA3 5’- AGGTGTTTCCCACATTAGGC-3’ 

sgRNA4 5’- ATTAATGATTTATTCAACCA-3’ 

Hsf2bpS167L/S167L 
sgRNA1 5’-TCACAAAACTCTCCATCGTC-3’ 

sgRNA2 5’-ATTGGATGGGGATGTCAAGG-3’ 

Hsf2bp-/- 
sgRNA1 5’-TCACAAAACTCTCCATCGTC-3’ 

sgRNA2 5’-ATTGGATGGGGATGTCAAGG-3’ 

Brme1Δ142-472 / Δ142-472 
sgRNA3 5’-AACCTCAGGGACTCTCTCTG-3’ 

sgRNA4 5’-GAAGTCTAGTTCCATTGCTG-3’ 

Brme1-/- sgRNA3 5’-AACCTCAGGGACTCTCTCTG-3’ 

Spo11-/- 
sgRNA5 5’-TATGTCTCTATGCAGATGCA-3’ 

sgRNA6 5’- ACACTGACAGCCAGCTCTTT-3’ 

Rnf212-/- 
sgRNA7 5’- ACCCACGTGAGACTCGCGCG-3’ 

sgRNA8 5’- CCTCAAAGGTCCGCGTATTC-3’ 

Hei10-/- sgRNA9 5’- GAAAGGGTACTGTTGCAAGC-3’ 

Tabla I. Lista de los crRNAs utilizados para la generación de los diferentes modelos de ratón. generados. 

https://eu.idtdna.com/site/order/designtool/index/CRISPR_CUSTOM
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A continuación, estos oligonucleótidos anillados fueron clonados en el vector pX330 (#42230; Addgene) 

digerido con la enzima BbsI. Este vector lleva tras el sitio BbsI la secuencia del tracrRNA (Figura VII). A partir 

de este vector se amplificaron productos de PCR (Polymerase Chain Reaction) que contienen la secuencia 

del promotor T7 seguida del cr y el tracrRNA. Los primers utilizados son: 

- T7-sgRNA-S: TAATACGACTCACTATAGGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN donde la zona subrayada 

corresponde al promotor T7, común para todos los diseños, y las N la secuencia correspondiente a 

cada crRNA. 

- T7-sgRNA-AS: AAAAGCACCGACTCGGTGCC. 

 

 Estos productos se purificaron en columna (NZYGelpure, MB011, NZYTech) y fueron transcritos in vitro 

usando el Kit MEGAshortscript T7 Transcription (AM1354; Invitrogen). Para obtener el mRNA de la Cas9 se 

utilizó el plásmido pST1374-NLS-flag-linker-Cas9 (#44758; Addgene) linearizado con AgeI. La transcripción in 

vitro y el capping se llevaron a cabo usando el Kit mMESSAGE mMACHINE T7 Transcription (AM1345; 

Invitrogen). Los productos se purificaron usando el Kit RNeasy Mini (74106; Qiagen) estando así listos para 

su uso. Los ssODNs utilizados fueron producidos mediante síntesis química por IDT. 

 

 

 

 Desde 2017, todos los componentes del sistema CRISPR/Cas9 (crRNAs, tracrRNAs, ssODNs y la proteína 

Cas9) son fabricados por síntesis química por IDT. En este caso el crRNA y el tracrRNA son sintetizados por 

separado y deben ser anillados por complementariedad antes de ser utilizados. Para ello cantidades 

equimolares de ambas moléculas se hierven 5 minutos a 95ºC para, a continuación, someterlas a una rampa 

descendiente de temperatura hasta alcanzar la temperatura ambiente. Los ssODNs utilizados para los 

distintos modelos están recogidos en la Tabla II. 

 

 

 

 

 

Figura VII. Mapa del vector pX330. La flecha azul 

corresponde al tracrRNA.  Los sitios de corte de la enzima 

BbsI marcan el sitio donde se introducirán los 

oligonucleótidos anillados que codifican para el crRNA. El 

primer hU6 promoter-px330-S es el utilizado para validar 

por secuenciación la presencia del crRNA. Elaborado con 

SnapGene. 
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1.2.3. Microinyección del sistema CRISPR/Cas9 en zigotos 

Para la microinyección se preparó una mezcla de los diferentes componentes en las siguientes 

concentraciones: 

- Microinyección de RNAs procedentes de transcripción in vitro: 50-100 ng/l de Cas9, 30ng/l de 

cada sgRNA (cr+tracrRNA sintetizados como una única molécula) y 30 ng/l de ssODN en los casos 

que se requiriera. 

- Microinyección de RNAs y proteína sintéticos: 30 ng/l de Cas9 recombinante, 20ng/l de cada 

sgRNA anillado y 10ng/l de ssODN en los casos que se requiriera. 

 

Esta mezcla fue microinyectada en zigotos B6/CBA F2 (híbridos entre cepas C57BL/6J y CBA/J) como se 

ha descrito previamente (Singh et al. 2015). Este procedimiento fue llevado a cabo por la Unidad de 

Transgénicos de la Universidad de Salamanca.  
 

 

 

 

Modelo Secuencia ssODN 

Hsf2bpS167L/S167L 

5’CTTTGGAAAGATGTGACAGTTCTATCTTTTTTATCTTTCAGGACAAAGCATTGAAGTT

TTTCAACATAACTGGACAGACGATGGAGAGTTTTGTGAAGTTATTGGATGGGGATGT

CAAGGAAGTTGATTCTGATGAAAATCAATTTGTCTTTGCACTGGCTGGAATTGTAACA

AGTAGGTAACTTTTCAGATACAGCGCT3’ 

Brme1 Δ142-472/ 

Δ142-472 

5’CTTCAGAGTGCTTGCTTATTGAAGGCCAGGACTGAATCTTCTTTTTCCACAGGAAAC

AAGGCCAGAGCTGGGAGCCCTCAAAGCAGCCAGCCAGCCACAGGCAATGGAACTAG

ACTTCCTGCCTGACAGCCAGATACAGGATGCCCTGGATGCCACTAACATGGAGCAGGT

AAGAGCTTTCTGTACTCAAATGTACACCC3’ 

Spo11-/- 

5’GTTTCCTGCGGTATGTGTTCTCTGCCGTGGTCTGTGTTTGTCACCGTCCAGGAGCAA

TGCTCATTCTGTGTTGAGCTTGCATCTGCATAGAGACATATTCTTCACTGACAGCCAGC

TCTTTGGCAACCAGGCTGCGGTGGACAGCGCCATCGATGACATTTCCTGTATGCTGAA

AGTGCCCAGGAGGAGTCTGCACGTGG3’ 

 
 

1.2.4. Caracterización de los fundadores y establecimiento final de las líneas 

Los ratones fundadores con la edición deseada se identificaron mediante PCR con primers flanqueando 

la región editada (los primers de genotipado están recogidos en la Tabla III). Los productos de PCR se 

secuenciaron directamente o se subclonaron en el plásmido pBlueScript (Stratagene) para posteriormente 

secuenciarlos mediante secuenciación Sanger. Los fundadores seleccionados se cruzaron con ratones 

silvestres (WT, Wild-Type) C57BL/6J para eliminar los off-targets no deseados. Posteriormente, los 

descendientes heterocigotos fueron secuenciados de nuevo y cruzados para generar los homocigotos 

editados. El genotipado se llevó a cabo mediante análisis en geles de agarosa y secuenciación Sanger, en los 

casos necesarios (mutantes puntuales), de los productos de PCR obtenidos de DNA genómico extraído de 

biopsias de cola (ver secciones 2.1.1 y 2.2).  

Tabla II. Lista de los ssODNs utilizados para la generación de los diferentes modelos de ratón generados. Las letras en 

rojo representan las mutaciones puntuales deseadas en los diferentes modelos. En negrita se resaltan las mutaciones 

introducidas para eliminar las secuencias PAM. Con esto, sin alterar la secuencia proteica, se evita que el sistema 

CRISPR/Cas9 vuelva a cortar una vez que se han introducido las mutaciones deseadas. 



Material y métodos 
 

 57 

 

 

Modelo Primer Secuencia Tamaño (bp) 

 

Usp2621/21 

 

F1 5’- TCCTTCAAACCTATGGCGAAGA -3’ 
Alelo WT: 411 

Alelo 21: 307 R1 5’- AAGGTTGATGAGGATGGAAGCA -3’ 

 

Usp26Cat/Cat 

 

F2 5’- TTCTCCAGTTCTGTTGGAAACACAC -3’ Alelo WT: 259 

Alelo Cat: 173 R2 5’- TTTCAAAACAAGCAGTTGCATCA -3’ 

Hsf2bp-/- 

Hsf2bpS167L/S167L 

F1 5’-TTCTTTGGAAAGATGTGACAGTTC-3’ Alelos WT and S167L: 383 

Alelo KO: 355 R1 5’-ACCTGGGTTTCCTTTAGATCAGTTA-3’ 

Brme1Δ142-472/ 

Δ142-472 

 

F2 5’-GAAAGTTCTTCAGAGTGCTTGCT-3’ Alelo WT: 1228 

Alelo Δ: 235 R2 5’-AGCCCTATCTTGTCACCTAAAG-3’ 

F3 5’-CCCAGCAGATGCCTCTCTTAT-3’ Alelo WT: 150 

Alelo Δ: No amplifica R3 5’-CTCAGCAGAGTTCCAATGCAG-3’ 

Brme1 -/- 
F2 5’-GAAAGTTCTTCAGAGTGCTTGCT-3’ Alelo WT: 646 

Alelo KO: 606 R3 5’-CTCAGCAGAGTTCCAATGCAG-3’ 

Spo11-/- 
F4 5’- AGAGCCCCCAGTGCTCTTAAC-3’ Alelo WT: 416 

Alelo KO: 417 R4 5’- GGCAGACCCCTCTACCTCTGT-3’ 

Rnf212-/- 
F5 5’- TTTCTTTGCCTCCGTACTTTTGG-3’ Alelo WT: 557 

Alelo KO: 415 R5 5’- CCCAGGCTTTACTTCAACAACAA -3’ 

Hei10-/- 
F6 5’- CTGCCTGTTCTCACATCTTC-3’ Alelo WT: 100 

Alelo KO: 96 R6 5’- AGCTTTCCAGAAAGGGTACTG -3’ 

 
 

1.3. Modelos murinos generados como herramienta en esta tesis 
 

Los modelos nulos para Rnf212, Hei10 y Spo11 ya han sido generados y caracterizados en trabajos 

anteriores y no son objeto de estudio de la presente tesis. Sin embargo, teniendo en cuenta la experiencia 

de nuestro laboratorio en la generación de modelos mutantes mediante CRISPR/Cas9, decidimos generar 

nuestros propios modelos Rnf212-/-, Hei10-/- y Spo11-/- por dos motivos. El primero es tratar de trabajar 

siempre con animales que tengan el mismo fondo genético y el segundo evitar los procedimientos de 

rederivación indispensables para la introducción de nuevos animales en el animalario del SEA de la 

Universidad de Salamanca. Los mutantes para Rnf212, Hei10 y Spo11 se describen por primera vez en este 

trabajo (Figura VIII) y han sido validados comparando sus fenotipos (arresto meiótico, defectos en sinapsis, 

alteraciones moleculares, etc.) con los de los mutantes ya publicados (Baudat et al. 2000; Qiao et al. 2014). 

Tabla III. Primers y tamaño de amplicón esperado en el genotipado por PCR de cada modelo.  
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Figura VIII. Generación y caracterización de los mutantes Spo11-/-, Rnf212-/- y Hei10-/-. (a-c) Representación 

esquemática de los locus murinos Spo11, Rnf212 y Hei10 y la estrategia de edición genómica seguida en cada caso. 

Cuadros grises: exones codificantes; cuadros blancos: no codificantes. Las líneas gruesas (secuencias codificantes) y finas 

(no codificantes) localizadas bajo los exones indican la transcripción esperada desde el alelo WT y los alelos nulos. ATG, 

codón de inicio, TGA/TAA y *, codones de stop. Flechas: primers de genotipado (F y R). (a) El cromatograma muestra la 

secuencia de la región editada en ratones WT y Spo11-/-. Panel de la derecha: doble IF de SYCP3 y SYCP1 mostrando un 

bloqueo en zigotena-like con sinapsis entre no homólogos en los ratones Spo11-/-, fenotipo previamente descrito para 

estos mutantes (Baudat et al. 2000). (b-c) Paneles de la derecha: doble IFs de SYCP3 con RNF212 o HEI10 en los mutantes 

(b) Rnf212-/- y (c) Hei10-/- mostrando la ausencia de la proteína mutada en cada caso (demostración de que son alelos 

nulos) y una localización aberrante de (b) HEI10 y (c) RNF212 como se ha descrito previamente para estos mutantes 

(Qiao et al. 2014). 
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1.4. Otros modelos 

El modelo mutante para Rec8 ha sido descrito previamente (Bannister et al. 2004). Los modelos knockout 

para Six6os1 and Psma8 han sido desarrollados durante la presente tesis y han sido descritos en las 

siguientes publicaciones (Gomez-H et al. 2016; Gomez-H et al. 2019). 

 

2. Técnicas de Biología Molecular 

2.1. Extracción de DNA genómico 

2.1.1. Extracción por lisis alcalina 

Se tomaron fragmentos de colas de unos 2 mm de longitud de ratones de 21 días post-parto (dpp) y se 

incubaron en 600 l de NaOH 50 mM durante 30 minutos a 95ºC. A continuación, los fragmentos se 

disgregaron mediante vortex y se neutralizó el NaOH con 50 l de Tris-HCl 1M pH 8,8. Este DNA genómico 

se utilizó como molde para el genotipado de ratones por PCR. 

 

2.1.2. Extracción con fenol/cloroformo 

Este método de extracción permite obtener una mayor pureza de DNA eliminando un alto porcentaje de 

proteínas y polisacáridos. Para llevarlo a cabo se incubaron los fragmentos de cola de ratón en 500 l de 

buffer de lisis (0,1 M Tris-HCl pH 7,4, 0,1 M EDTA, 0,5% SDS) suplementado con 0,6 mg/ml de Proteinasa K 

(Roche) a 55ºC durante 12-20 horas. Al DNA solubilizado se le añadieron 200 l de fenol y 200 l de 

cloroformo:alcohol isoamílico (24:1), se mezcló por inversión y se centrifugó 5 min a 13000 rpm. La fase 

acuosa superior que contiene el DNA se recogió y el DNA se precipitó añadiendo 200 l de acetato amónico 

7,5 M y 700 l de isopropanol (0,4 y 1,4 volúmenes, respectivamente). A continuación, el DNA se lavó con 

500 l de etanol 70%. Una vez retirado el etanol, se dejó evaporar completamente y el DNA se resuspendió 

en TE 1x. 

 

2.2. Genotipado por PCR 

El genotipado de ratones se llevó a cabo mediante amplificación por PCR. Los primers se diseñaron 

flanqueando la región editada del gen de interés. La puesta a punto de las condiciones de reacción se hizo 

en base al protocolo de la casa comercial de la Taq DNA polimerasa (NZYTaq II DNA polymerase, NZYTech). 

1,5 l de DNA (< 0,1µg), extraído mediante lisis alcalina de biopsias de cola, se utilizó como molde en una 

mezcla que contenía 0,4 µM de cada primer, 200 µM de dNTPs (desoxiribonucleótidos trifosfato), Buffer 

polimerasa 1x y 0,75 unidades de Taq polimerasa en un volumen final de 25 l. La reacción se llevó a cabo 

en un termociclador Veriti (Thermo Fisher). Las condiciones de PCR varían en función del tamaño del 

amplicón y de los primers utilizados (ver Tabla III). Sin embargo, existen ciertas condiciones comunes: 

desnaturalización inicial de 2 min a 94ºC; 35 ciclos de i) desnaturalización: 20 seg a 94ºC, ii) anillamiento: 20 

seg a 55-68ºC en función de los primers utilizados, iii) elongación: a 72ºC y tiempo de 1 min por kb a 

amplificar; una elongación final de 5 min a 72ºC. Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en 

geles de agarosa y se secuenciaron en los casos necesarios (mutantes puntuales). 
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2.3. Generación de vectores de expresión 

Con el fin de obtener proteínas fusionadas con diferentes epítopos (Flag, EGFP, HA o Myc) para los 

diferentes experimentos en los que se requieren, se clonaron los cDNAs completos o truncados de las 

proteínas de interés en diferentes vectores de expresión eucariota.  

 

2.3.1. Extracción de RNA 
 

Se colocaron 100 mg del tejido de partida en un tubo Eppendorf de 2 ml con 750 l de GIT (tiocianato de 

guanidinio 4M, citrato de sodio 25mM, sodio lauril sarcosinato 0,5% (w/v) y β-mercaptoetanol 0,1M). El 

tejido fue disgregado con un homogeneizador Polytron (IKA T10 basic, UltraTurrax). A continuación, se 

añadieron 0,1 volúmenes de acetato de sodio 2 M pH 4,0, 1 volumen de fenol equilibrado con H2O, 0,4 

volúmenes de cloroformo:alcohol isoamílico (24:1) mezclando fuertemente con vortex tras cada solución 

añadida. Esta mezcla se incubó 15 min a temperatura ambiente (RT, room temperature) y se centrifugó a 

13000 rpm durante 15 min a 4ºC. La fase acuosa superior que contiene el RNA se transfirió a un nuevo tubo 

y el RNA se precipitó añadiendo 1 volumen de isopropanol y centrifugando de nuevo 15 min a 13000 rpm y 

4ºC. El pellet de RNA se lavó dos veces con etanol 70% y se dejó secar al aire. Finalmente, el RNA se 

resuspendió en H2O MilliQ y se cuantificó midiendo la absorbancia a 260 nm con NanoDrop (Thermo 

Scientific) o Qubit (Thermo Scientific). 

   

2.3.2. Transcripción reversa-PCR (RT-PCR) 

 El cDNA total de testículo fue producido mediante retrotranscripción a partir de 5 µg de RNA total usando 

oligonucleótido(dT) y siguiendo el protocolo del Kit SuperScript® II Reverse Transcriptase (Invitrogen). Este 

cDNA se utilizó como molde para amplificar por PCR los cDNAs de interés usando oligonucleótidos 

específicos y las polimerasas Phusion High-Fidelity (ThermoFisher) o Expand Long polymerase (Roche) para 

los amplicones de gran tamaño. Para ello se añadieron 2 µl de cDNA total en un mix formado por 0,4 µM de 

cada primer, 200 µM dNTPs, 1x buffer polimerasa y la polimerasa adecuada (0,8 U Phusion, 3,5 U Expand 

Long) en un volumen total de 50 µl. Las condiciones estándar de PCR fueron: una desnaturalización inicial de 

2 min a 94ºC seguido de 35 ciclos de: i) desnaturalización: 20 seg a 94ºC, ii) anillamiento: 20 seg a 55-68ºC 

en función de los primers utilizados, iii) elongación: 1 min por kb a amplificar a 72ºC (Phusion polymerase) o 

68ºC (Expand Long polymerase); una elongación final de 5 min a 72/68ºC. Los productos de PCR se analizaron 

por electroforesis en geles de agarosa.  

 

2.3.3. Preparación de insertos y clonning 

 Los cDNAs amplificados como se ha explicado en el apartado anterior se purificaron en columna 

(NZYGelpure, MB011, NZYTech) y se fosforilaron usando la T4 polinucleótido quinasa (Takara). En los casos 

necesarios (PCRs realizadas con Expand Long, que no deja extremos romos), los insertos se repararon usando 

la T4 DNA polimerasa (Takara) siguiendo las instrucciones del fabricante. Por último, estos insertos se 

clonaron en diferentes vectores de expresión en mamíferos (pcDNA3, pcDNA3 2xFlag, pEGFP-C1, pEGFP-N1, 

pcDNA3 2xHA, pcDNA3.1 Myc-His (-)) mediante ligación usando la enzima T4 ligasa (Takara) durante 3 horas 

a RT. Esta ligación posteriormente se transformó en células competentes de E.coli. 
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2.3.4. Transformación de células competentes DH5 

 La propagación del plásmido obtenido como producto de la ligación se realizó en células competentes de 

E.coli DH5α por choque térmico. Para ello, se descongeló un vial de células competentes en hielo y se 

añadieron 4 μl de la ligación. El vial se incubó durante 30 minutos en hielo, seguido de 33 segundos en un 

baño a 42°C y 1 minuto en hielo. Tras esto, las bacterias se dejaron recuperar durante 1 hora (resistencia a 

Ampicilina) o 3 h (resistencia a Kanamicina) en 1 ml de medio LB líquido sin antibiótico a 37°C en agitación 

para permitir la expresión del gen de resistencia al antibiótico. Por último, se sembraron en una placa de LB 

agar que contenía el antibiótico de selección correspondiente y se incubaron a 37°C durante al menos 15 

horas.  En el caso de transformación de plásmidos puros, no procedentes de ligación, se incubaron 30 µl de 

células competentes con 1 µl de plásmido durante 15-20 minutos en hielo, seguido de 33 segundos en un 

baño a 42°C y 1 minuto en hielo. Tras esto, cuando la resistencia era a Ampicilina, las bacterias se sembraron 

directamente en una placa de LB agar. Pero en los casos en que el plásmido lleva resistencia a Kanamicina, 

se recuperaron durante 1 hora en 1 ml de medio LB líquido a 37°C en agitación, antes de ser sembradas en 

placa. 

 

2.3.5. Extracción de DNA plasmídico de un cultivo bacteriano por lisis alcalina 

 Las colonias de E.coli obtenidas en la placa de LB se inocularon en 1,5 ml de LB líquido con el antibiótico 

de selección y se incubaron a 37°C en agitación hasta el día siguiente. El cultivo se centrifugó 2 min a 13000 

rpm y el pellet de bacterias obtenido se resuspendió en 200 μl de buffer P1 (50 mM de Tris HCl pH 8, 10 mM 

de EDTA y 100 μg/ml de RNAsa). A continuación, se lisó añadiendo 200 μl de buffer P2 (0,2 M de NaOH 5M 

y 1% de SDS), mezclando por inversión e incubando 5 min a RT. Transcurridos los 5 minutos, se añadió 200 

μl de buffer P3 (3 M de acetato de potasio y 11,5% de ácido acético glacial) para neutralizar la mezcla de lisis 

y precipitar el DNA bacteriano y las proteínas. Tras centrifugar 10 min a 13000 rpm, se recogió el 

sobrenadante, que contiene el DNA plasmídico, y se precipitó añadiendo 0,7 volúmenes de isopropanol, 

mezclando vigorosamente y centrifugando 5 min a 13000 rpm. El pellet de DNA se lavó con etanol al 70% y 

se resuspendió en TE 1x.  
 

2.3.6. Análisis de restricción 
 

 Con el fin de comprobar qué colonias contenían el plásmido recombinante correcto, se llevó a cabo un 

análisis por digestión enzimática. Para ello, se digirió el DNA (1 µl) con 0,2 μl de cada una de las enzimas de 

restricción necesarias y el buffer correspondiente (1x) en 10 μl de volumen final.  Esta mezcla se incubó 

durante 1 hora a la temperatura indicada para cada enzima. Finalmente se analizaron los fragmentos de 

restricción obtenidos por electroforesis en gel de agarosa y, en los casos correctos, se validó mediante 

secuenciación Sanger que el clonning estaba en pauta y no había errores. 

 

2.3.7. Extracción de DNA plasmídico por lisis alcalina seguido de purificación por 

columna de afinidad 
 

 Una vez validado el clonning mediante secuenciación se obtuvo DNA plasmídico con alto grado de pureza 

mediante columna de intercambio aniónico. Para ello, previamente se sembró un cultivo de una colonia de 

E. coli transformada con el plásmido de interés, en 200 ml de LB suplementado con el antibiótico apropiado 
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según la resistencia del plásmido y se incubó a 37°C en agitación hasta obtener un cultivo saturado. Este se 

centrifugó a 7000 rpm 15 minutos y el pellet obtenido se resuspendió en 10 ml de buffer P1 (50 mM de Tris 

HCl pH 8, 10 mM de EDTA y 100 μg/ml de RNAsa). Las células se lisaron con 10 ml de buffer P2 (NaOH 5M y 

1% de SDS), incubándolo 5 minutos a temperatura ambiente y tras ello, se neutralizó con 10 ml de buffer P3 

(3 M de acetato de potasio y 11,5% de ácido acético glacial) y se centrifugó a 14000 rpm durante 10 minutos, 

quedando el DNA plasmídico en el sobrenadante. Por otro lado, se equilibró una columna (JETSTAR Column) 

con 30 ml de buffer E4 (NaCl 600 mM, ácido sódico 100 mM, Tritón X-100 0,15% y ácido acético hasta pH 5). 

Una vez equilibrada, el sobrenadante del lisado celular, previamente filtrado en una jeringa con lana de 

vidrio, se pasó por la columna. Tras ello, se lavó la columna con 60 ml de buffer E5 (NaCl 800 mM y ácido 

sódico 100 mM, ajustando con ácido acético hasta pH 5). El DNA se eluyó con 15 ml de buffer E6 (NaCl 1,5 

M, ácido sódico 100 mM y ácido acético hasta pH 5), y se precipitó con 0,7 volúmenes de isopropanol. Se 

centrifugó a 15500 rpm durante 30 minutos a 4°C y el pellet se lavó con etanol al 70%, centrifugándolo 10 

minutos a 15500 rpm. El pellet se dejó secar para que se evaporara el etanol y finalmente se resuspendió en 

200 μl de 1x TE (10 mM de Tris pH 8 y 1 mM de EDTA). Para determinar la concentración de DNA, se midió 

su absorbancia en el espectrofotómetro NanoDrop. 

 

2.4. Análisis de proteínas 

 

2.4.1. Extracción de proteínas de testículo de ratón 
 

 Este tipo de extracción nos permite obtener una muestra de todas las proteínas expresadas en testículo 

para así poder analizar aquellas que nos interesen y determinar si, en los diferentes mutantes generados, 

estas se encuentran aumentadas, disminuídas o totalmente ausentes. Para ello, los testículos se extrajeron 

de la cavidad abdominal de los ratones y se retiró la túnica albugínea. Cada medio testículo se homogeneizó 

en 600 µl de buffer de lisis RIPA (50 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 1% NP40, 0,5% desoxicolato de sodio, 

0,1% SDS) suplementado con inhibidores de proteasas (Complete EDTA-free, Roche) con un homogeneizador 

Polytron (IKA T10 basic, UltraTurrax). Las muestras se incubaron 15 min en hielo para permitir la extracción 

proteica y, a continuación, se centrifugaron a 13000 rpm durante 30 min a 4ºC. Finalmente, se cuantificó la 

concentración proteica del sobrenadante mediante un ensayo Bradford con el Kit DC Protein Assay (BioRad). 

Las proteínas así extraídas se utilizaron directamente para análisis por Western Blot (WB).  

 

2.4.2. Inmunoprecipitación de proteínas endógenas de testículo 
  

 La inmunoprecipitación de proteínas endógenas permite identificar in vivo las proteínas que 

interaccionan con una proteína de interés. Para ello, se inmunoprecipita dicha proteína mediante el uso de 

anticuerpos (Abs, antibodies) específicos contra ella en unas condiciones que permiten mantener las 

interacciones endógenas. De esta manera al mismo tiempo que precipitamos nuestra proteína 

arrastraremos todas aquellas que interaccionen, directa o indirectamente, con ella y podremos 

identificarlas. La extracción de proteína para las inmunoprecipitaciones se llevó a cabo como se ha explicado 

en el apartado anterior salvo que en este caso se hizo en 1,5 ml de buffer de lisis Co-IP (50 mM Tris-HCl pH 

8, 500 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100) suplementado con inhibidores de proteasas (Complete EDTA-

free, Roche). 20 mg del extracto proteico se incubaron a 4ºC en rotación toda la noche (ON, over-night) con 
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100 µl de bolas de Sefarosa acopladas a proteína G (GammaBindTM G SepharoseTM, GE Healthcare) 

previamente unidas mediante crosslink (ver sección 2.4.3) al Ab contra la proteína de interés. De esta manera 

permitimos que la proteína de interés se una a las bolas a través del Ab específico y además retendremos 

también aquellas proteínas que interaccionen con ella. Tras la incubación, esta mezcla se transfirió a una 

columna (Plastic Small Column, CS-20, ABT) en la que quedan retenidas las bolas de Sefarosa así como las 

proteínas unidas a ellas. La columna se lavó 3 veces con 1 ml de buffer Co-IP y, a continuación, 3 veces con 

1 ml de H2O MilliQ para eliminar las sales y detergentes. Las proteínas retenidas se eluyeron con 100 µl de 

glicina 0,1 M pH 2,5-3, incubando 10 minutos a RT. Tras la primera elución se llevó a cabo una segunda de 

idéntica manera. Finalmente, las fracciones eluídas se neutralizaron con 5 µl de Tris-HCl pH 9,5 y ambas se 

juntaron para el análisis posterior por espectrometría de masas (MS/MS, ver sección 2.4.6). Al finalizar el 

procedimiento, las bolas unidas al Ab pueden ser reequilibradas y reutilizadas (ver la sección 2.4.3). 

 

2.4.3. Crosslink de los anticuerpos a bolas de Sefarosa 
  

 100 µl de bolas de Sefarosa acopladas a proteína G (GammaBindTM G SepharoseTM, GE Healthcare) se 

lavaron 2 veces con 500 µl de PBS 1x (Na+, no K+) recogiéndolas por centrifugación (1 min a 10000 g). A 

continuación, se lavaron una vez más con 100 µl de Dilution buffer (PBS 1x Na+ con 1mg/ml de albúmina de 

suero fetal bovino (BSA, Bovine Serum Albumin)) rotando 10 min a 4ºC. A continuación, se añadió el Ab (200 

µg) sobre las bolas diluido en Dilution buffer (ratio 1:1, bolas:Dilution buffer) y se incubó toda la noche 

(mínimo 4 h) rotando a 4ºC. A continuación, las bolas se recogieron por centrifugación y se lavaron con 10 

volúmenes de Dilution buffer 5 min en rotación a 4ºC, se centrifugaron de nuevo y se lavaron con 1 ml de 

PBS 1x (Na+). Para el crosslink del Ab las bolas se incubaron con 10 volúmenes (1 ml) de DMP 20 mM (dimethyl 

pimelimidate, Sigma-Aldrich) 30 min a temperatura ambiente rotando. El DMP se preparó justo en el 

momento de su utilización diluido en una solución formada por Wash buffer (0,2 M trietanolamina en PBS) 

y PBS 1x en proporción 1:1. Esta incubación seguida de un lavado con 500 µl de Wash buffer (5 min a RT en 

rotación) se repitió dos veces. Después de esto, para parar la reacción las bolas se incubaron dos veces con 

500 µl de Quenching buffer (etanolamina 50 mM en PBS) durante 5 min a RT en rotación y finalmente se 

lavaron con 500 µl de PBS 1x. Para eliminar el exceso de Ab no unido a las bolas estas se lavaron 2 veces con 

glicina 1 M pH3 (10 min en rotación a RT). Por último, las bolas se lavaron 3 veces con 500 µl de PBS 1x (5 

min en rotación a RT) y se guardaron hasta su uso en etanol 20% en PBS para evitar el crecimiento bacteriano.  

 

2.4.4. Co-inmunoprecipitación de proteínas sobrexpresadas 

 Esta aproximación llevada a cabo en un sistema heterólogo permite validar in vitro interacciones 

directas entre dos o más proteínas candidatas. Estas proteínas, normalmente unidas a un epítopo, se 

obtuvieron mediante dos métodos distintos: (I) la expresión en células HEK293T transfectadas donde estarán 

presentes además de las proteínas sobrexpresadas todas aquellas endógenas de las células HEK293T o (II) 

un sistema de transcripción/traducción in vitro (TnT), donde solo estarán presentes las proteínas de interés 

y las del sistema TnT. En el primer caso, se transfectaron células HEK293T transitoriamente (ver sección 4.2) 

con al menos dos plásmidos de expresión que codificaran para las proteínas candidatas fusionadas con 

distintos epítopos (Flag, GFP, HA o Myc). 48 horas tras la transfección se extrajo la proteína total de las 

células en buffer de lisis D (50 mM Tris-HCl pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100) suplementado 

con inhibidores de proteasas (Complete EDTA-free, Roche). Para ello, las células se recogieron en 1 ml de 
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buffer de lisis D y se homogeneizaron con un homogeneizador Polytron (IKA T10 basic, UltraTurrax). Las 

muestras se incubaron 10 min en hielo para permitir la extracción proteica y, a continuación, se 

centrifugaron a 13000 rpm durante 15 min a 4ºC. La concentración proteica del sobrenadante se cuantificó 

mediante ensayo Bradford con el Kit DC Protein Assay (BioRad). Alternativamente, para obtener extractos 

más puros de las proteínas de interés, estas se produjeron mediante transcripción-traducción in vitro usando 

el Kit TnT® T7 Coupled Reticulocyte Lysate Systems (Promega, ver sección 2.6). 1 mg de proteína total 

(obtenida de extractos de HEK293T) o 15 µl de los extractos de TnT se bloquearon incubando con bolas de 

Sefarosa unidas a proteína G (GammaBindTM G SepharoseTM, GE Healthcare) durante 1 hora a 4ºC rotando. 

A continuación, el extracto bloqueado se incubó con el Ab correspondiente durante al menos 2 horas a 4ºC 

rotando (ver Abs en Tabla V). Como control negativo los extractos proteicos se incubaron con IgGs 

(Inmunoglobulinas G; 5 µg/1 mg de proteína) producidas en la misma especie que el Ab específico utilizado. 

Los inmunocomplejos (formados por el Ab y las proteínas diana) se capturaron incubando en rotación con 

bolas de Sefarosa-proteína G toda la noche a 4ºC. Al día siguiente, tras 5 lavados con buffer de lisis 

(centrifugando 1 min a 10000g y 4ºC), las proteínas se eluyeron resuspendiendo las bolas en 20 µl de 2x 

buffer Laemmli (100 mM Tris-HCl pH 7, 4% SDS, 0,2% azul de bromofenol, 200 mM β-mercaptoetanol y 20% 

glicerol) e hirviéndolas 5 min a 100ºC. La mitad de cada muestra se cargó en geles de acrilamida y las 

proteínas se detectaron mediante WB con los Abs indicados. Los Abs utilizados para las 

inmunoprecipitaciones y para el WB se describen en las Tablas IV y V.  

En el caso de trabajar con proteínas que interaccionan débilmente, se añadió al medio de cultivo 1 mg/ml 

de ditiobis (succininidyl propionate, Sigma-Aldrich) 10 min antes de lisar las células para estabilizar las 

interacciones lábiles. En este caso la extracción de proteína se llevó a cabo en buffer de lisis P (20 mM Tris-

HCl pH 7,5, 100 mM NaCl, 20 mM β-glicerofosfatos, 5 mM MgCl2, 1 mM NaF, 0,2% ND P-40 y 0,5 mM DTT) 

de igual manera que se ha explicado anteriormente. 

 

2.4.5. Western Blot 

 Los extractos proteicos se resolvieron en geles desnaturalizantes siguiendo el protocolo descrito por 

Laemmli (Laemmli 1970). Así, las proteínas se separaron en geles de poliacrilamida (7-13%) que se corrieron 

en buffer SDS-Page 1x (250 mM Tris-HCl, 200 mM glicina, 0,05% SDS) a 120 V. Las proteínas se transfirieron 

a membranas de nitrocelulosa de 0,45 µm (GE Healthcare Amersham) en buffer de transferencia (25 mM 

Tris-HCl, 200 mM glicina, 20% metanol) a 65 V durante 1 hora. Una vez transferidas las proteínas se 

bloquearon las membranas con leche desnatada al 5% en TBST (TBS-Tween 20: 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 

mM NaCl, 0,1% Tween 20) durante 1 hora en agitación a RT. A continuación, las membranas se incubaron 

rotando con el Ab primario diluido en leche al 2,5% en TBST durante 1 hora a RT (ver Abs y diluciones en 

Tabla V). Tras la incubación las membranas se lavaron 3 veces con TBST (5 min en agitación) y se incubaron 

rotando con el Ab secundario conjugado con peroxidasa o con un fluorocromo incubándose en este caso en 

oscuridad (ver Abs secundarios en Tabla IV). Finalmente, para el revelado de la señal quimioluminiscente de 

la peroxidasa se incubaron las membranas con el sustrato Immobilon Western HRP (Millipore) durante 5 min 

y se expusieron a películas fotográficas el tiempo apropiado. En el caso de utilizar Abs secundarios 

conjugados con fluorocromos el revelado se llevó a cabo en con el sistema Odyssey Infrared Imaging. 
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 Para la reincubación de membranas con nuevos Abs, se eliminaron el Ab primario y secundario incubando 

la membrana en buffer de stripping medio (0,2M glicine, 1% SDS, 0,01% Tween 20, pH 2,2) dos veces de 10 

min en agitación a RT. A continuación, la membrana se lavó dos veces de 10 min con PBS, dos veces de 5 min 

en TBST y finalmente, se bloqueó e incubó de forma normal. Por otro lado, la membrana puede ser incubada 

sin eliminar los Abs (sin stripping), simplemente inactivando la actividad de la peroxidasa conjugada con el 

Ab secundario con un exceso de peróxido de hidrógeno (H2O2). Para ello, la membrana se incubó en agitación 

con H2O2 al 15% en PBS durante 15 min. A continuación, se lavó dos veces con TBST (5 min) y se bloqueó y 

reincubó de forma normal. 

 

 

Anticuerpo Referencia 
Especie 

(Host) 
Dilución Casa comercial 

α-mouse HRP 
NA931 Sheep 1:10000 GE Healthcare 

715-035-150 Donkey 1:5000 Jackson Immunoresearch 

α-rabbit HRP 
7074 Goat 1:3000 Cell Signaling 

711-035-152 Donkey 1:5000 Jackson Immunoresearch 

α-goat HRP 
A27014 Rabbit 1:10000 Thermo Scientific 

705-035-147 Donkey 1:5000 Jackson Immunoresearch 

α-mouse  

DyLightTM 680 
35518 Goat 1:10000 Thermo Scientific 

α-rabbit  

DyLightTM 800 
35571 Goat 1:10000 Thermo Scientific 

 

2.4.6. Análisis por espectrometría de masas (MS/MS) 
 

Esta técnica permite identificar todas las proteínas presentes en un extracto proteíco. De esta manera, 

tras la inmunoprecipitación de una proteína de interés, en la que habremos arrastrado las proteínas que 

interaccionan con ella, podremos identificar los posibles interactores. Para ello, las proteínas 

inmunoprecipitadas como se ha descrito anteriormente (sección 2.4.2) se resolvieron en geles de 

poliacrilamida-SDS que se tiñeron con azul de Coomassie. Las bandas resultantes en estos geles se cortaron 

y se digirieron con tripsina. Los péptidos obtenidos se analizaron con un espectrómetro de masas LTQ-

Orbitrap Velos. Los datos crudos (Raw MS data) se analizaron usando MaxQuant v1.6.2.6 (Cox and Mann 

2008) con búsquedas frente al proteoma de Mus musculus (SwissProt UP000000589) y los contaminantes 

presentes en MaxQuant. Todos los FDRs (False Discovery Rate) fueron del 1%. Las modificaciones variables 

tenidas en cuenta fueron la oxidación de metioninas y la acetilación del N-terminal, mientras que en las 

modificaciones fijas solo consideró la carbamidometilación de cisteínas. El número máximo de 

modificaciones permitidas por péptido fue de 5. La intensidad de proteína se calculó usando el iBAQ 

(Schwanhüusser et al. 2011). Se eliminaron los posibles contaminantes, secuencias señuelo (reverse decoy 

sequences) y las proteínas identificadas por presentar un péptido con residuos modificados (proteins 

identified by site). Las proteínas con menos de dos péptidos únicos en ambos Abs utilizados (Ab1 y Ab2) no 

se consideraron para el análisis posterior. Las proteínas con menos de dos péptidos únicos en el control 

Tabla IV. Abs secundarios utilizados para WB. HRP: Horseradish peroxidase 
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(inmunoprecipitación con IgGs de la misma especie que los Abs utilizados) y más de dos con ambos Abs se 

seleccionaron como candidatos con alta credibilidad (grupo “Ab1 y Ab2”). Además, se seleccionó un grupo 

adicional de candidatos correspondiente a aquellas proteínas con dos o más péptidos únicos con uno de los 

dos Abs (Ab1 o Ab2) y que no mostraban péptidos únicos en el control (grupos “Ab1 solo” y “Ab2 solo”, 

respectivamente). El procedimiento experimental fue llevado a cabo por la Unidad de Proteómica del Centro 

de Investigación del Cáncer (CSIC/USAL). El filtrado inicial de los datos fue realizado por Rodrigo García-

Valiente (Academisch Medisch Centrum Universiteit van Amsterdam). 

 

2.5. Ensayo de doble híbrido y screening  
 

El ensayo de doble híbrido (Yeast Two Hybrid, Y2H) permite detectar interacciones entre proteínas y así 

identificar posibles candidatos a interaccionar con una proteína de interés. En nuestro caso, este ensayo se 

llevó a cabo utilizando el Kit Matchmaker Gold Yeast Two-Hybrid System (Clontech) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. El cDNA murino de Hsf2bp se amplificó de cDNA de testículo y se clonó en el 

vector pGBKT7 como se ha explicado en la sección 2.3. HSF2BP se utilizó como cebo (bait) contra una librería 

de cDNA de testículo de ratón (Mate & Plate cDNA library, Clontech Laboratories Inc.) que representan las 

presas (prey). Los clones positivos, en los que se produce interacción, se identificaron en un primer momento 

en un medio de doble restricción (SD (synthetic dropout)/–Leu/–Trp/X-α-Gal/Aureobasidina A) y luego se 

sometieron a una selección más restrictiva en un medio de restricción cuádruple (SD/–Ade/–His/–Leu/–

Trp/X-α-Gal/Aureobasidina A). De los clones positivos en ambos medios se aislaron se extrajeron los 

plásmidos presa y se transformaron en Escherichia coli. Para identificar definitivamente los candidatos, los 

plásmidos de dos colonias bacterianas independientes se aislaron, se secuenciaron mediante secuenciación 

Sanger y se analizaron utilizando la herramienta nucleotide BLAST. 

 

2.6. Transcripción-traducción in vitro 
 

Este sistema nos permite producir in vitro y en un solo paso extractos de proteínas (en nuestro caso 

marcadas con un epítopo) más puros que los obtenidos mediante transfección y extracción en células 

HEK293T. Para llevarlo a cabo, se utilizó el Kit TnT® T7 Coupled Reticulocyte Lysate Systems (Promega). Como 

molde se utilizaron plásmidos que codifican para las proteínas de interés bajo el promotor T7 y unidas a los 

epítopos deseados (pcDNA3 2xFlag o pcDNA3 2xHA). La reacción se llevó a cabo en un volumen final de 50 

µl con 25 µl de lisado de reticulocitos de conejo, 2 µl de buffer TnT, 1 µl de RNA polimerasa, 0,5 µl de 

aminoácidos menos Leu (1mM), 0,5 µl de aminoácidos menos Met (1mM), 1 µl de inhibidor de RNAsas 40 

U/µl (RNasin®, Promega) y 1 µg de DNA (obtenido por lisis alcalina convencional). La reacción se incubó 

durante 90 min a 30ºC y se analizó por WB antes de utilizarlo para las posteriores aplicaciones. 

 

2.7. Ensayo de unión al DNA 

Este tipo de ensayo nos permite determinar si una proteína tiene capacidad de unión al DNA, ya sea de 

hebra simple (ssDNA) o de doble hebra (dsDNA) precipitando el DNA y determinando si arrastra a la proteína 

de interés. Estos experimentos se llevaron a cabo usando el protocolo previamente descrito por (Souquet et 

al. 2013) con ligeras modificaciones. Como ssDNA se utilizó un oligonucleótido biotinilado de 60 bp 
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(purificación HPLC, IDT) con la siguiente secuencia: F:5′-GATCTGCACGACGCACACCGGACGTA 

TCTGCTATCGCTCATGTCAACCGCTCAAGCTGC /3’BiotinTEG/. Para generar el dsDNA se utilizó el 

oligonucleótido reverso complementario: ss60-mer R (No biotinilado): 5′- GCAGCTTGAGC 

GGTTGACATGAGCGATAGCAGATACGTCCGGTGTGCGTCGTGCAGATC-3’. El anillamiento para generar el 

dsDNA se llevó a cabo en annealing buffer (50 mM NaCl, 25 mM Tris-HCl, pH 7,5) con cantidades iguales de 

ambos oligonucleótidos mediante un paso de desnaturalización (5 min a 95ºC) seguido de una rampa de 

descenso lento de temperatura hasta temperatura ambiente. A continuación, el DNA se inmovilizó en bolas 

unidas a estreptavidina (Dynabeads M-280 Streptavidin, Dynal) siguiendo las instrucciones del fabricante. La 

relación fue 0,2 pmol de DNA por 1 µg de bolas.  

 

 Por otro lado, los extractos proteicos que se incubarán con el DNA se obtuvieron mediante transcripción-

traducción in vitro (TnT). 15 µl de la proteína (unida a Flag) obtenida en el ensayo se preincubaron en hielo 

durante 10 minutos en DBB modificado (DBB: 50 mM Tris HCl, 100mM NaCl, 10% (w/v) glicerol, Complete 

Protease inhibitor, 1mM 2-mercaptoetanol pH 7,4 modificado con 25 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA y 5 mg/ml 

de BSA). Tras la preincubación se añadieron 500 µg de bolas con el DNA inmovilizado (ss- o dsDNA) y se 

incubaron 1 hora a 4ºC con agitación suave. Tras esto las bolas se lavaron 3 veces (5 min rotando a RT) en 

700 µl DBB modificado sin BSA, seguido de un lavado con rinsing buffer (DBB modificado suplementado con 

150 mM NaCl). Finalmente, las proteínas unidas al DNA se eluyeron resuspendiendo las bolas en 30 µl de 

Laemmli buffer e hirviéndolas 5 min a 95ºC y se analizaron por WB. 

  

3. Técnicas citológicas 

3.1. Análisis histopatológico 

Para llevar a cabo el análisis histológico de tejidos de ratón tras sacrificar al animal se tomaron los órganos 

de interés y se fijaron durante 24 h a RT en formol al 10%. En el caso de los testículos el fijador utilizado fue 

Bouin. A continuación, los tejidos se incluyeron en bloques de parafina y se cortaron en secciones del grosor 

deseado según la aplicación, 5 µm para la mayoría de ellas. Las secciones se tiñeron con hematoxilina-eosina 

o con PAS (Periodic Acid-Schiff)-hematoxilina siguiendo los protocolos estándar. Para el marcaje con TUNEL 

(TdT mediated dUTP Nick End Labelling), las secciones se desparafinaron y las células apoptóticas se 

detectaron con el Insitu Cell Death Detection Kit (Roche). Los núcleos se tiñeron con DAPI. La inclusión, el 

corte y la tinción de muestras fueron realizadas por el Servicio de Patología Molecular Comparada del Centro 

de Investigación del Cáncer (CSIC/USAL). Las muestras fueron analizadas usando un microscopio OLYMPUS 

BX51 y las imágenes fueron tomadas con una cámara OLYMPUS DP70. 

 

3.2. Esparcido de espermatocitos (spreading) 

Para el estudio de espermatocitos de ratón las células se fijaron sobre portaobjetos usando la técnica 

clásica dry-down con pequeñas modificaciones del protocolo descrito en (Peters et al. 1997). Esta técnica 

permite obtener preparaciones con células estalladas, en las que se pierde citoplasma, pero se visualizan 

muy bien los núcleos en dos dimensiones.  Para obtener este tipo de preparaciones, en primer lugar, se 

eliminó la túnica albugínea de los testículos y se colocaron en una placa Petri con una gota de PBS 1x. Los 
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túbulos seminíferos se fueron desmenuzando con la ayuda de dos bisturís, recogiendo las células extraídas 

con PBS en un tubo de 15 ml (Falcon). Una vez extraídas todas las células se añadió PBS 1x a la suspensión 

hasta un volumen de 6 ml y se centrifugó 9 min a 1200 rpm. El pellet se lavó de nuevo con 6 ml de PBS 1x 

centrifugando 9 min a 1200 rpm. Tras esto, las células se resuspendieron en sacarosa 100 mM pH 8,4 (80-

400 µl) y se incubaron durante 5 min para someterlas a un choque hipotónico. A continuación, se 

extendieron 400 µl de fijador F10b (1% Paraformaldehído (PFA), 0,15% Triton X-100, 0,05% PBS, 2,5 mM 

tetraborato de sodio, pH 9,2) sobre portas limpios, se añadieron 20 µl de la suspensión celular en la esquina 

superior del porta y se dispersó suavemente mediante movimientos en zigzag. Estas preparaciones se 

incubaron durante 2 horas en una cámara cerrada para permitir la fijación de las células y, a continuación, 

se dejaron secar al aire. Para eliminar el fijador, las preparaciones se lavaron con Photo-Flo 0,08% (Kodak) y 

se secaron al aire. La calidad de los esparcidos se analizó con un microscopio invertido de contraste de fases 

Nikon Eclipse TS100 y estos se conservaron a 4ºC en PBS 1x suplementado con Azida al 0,05% para prevenir 

el crecimiento bacteriano. 

 

3.3. Aplastado de túbulos seminíferos (squashing) 

Este método desarrollado por Parra et al. (2002) nos permite obtener una monocapa de células extraídas 

de los túbulos seminíferos pero que mantienen su conformación 3D. Para obtener estas preparaciones, se 

eliminó la túnica albugínea de los testículos y los túbulos se fijaron durante 10 min en un fijador con 2% 

formaldehído y 0,1% Triton X-100 en PBS 1x. Se tomó una pequeña fracción de los túbulos y pedazos de ellos 

se repartieron sobre un porta previamente tratado con poly-L-lisina (1mg/mgl, Sigma-Aldrich) y con una gota 

de fijador. Sobre ellos se colocó un cubreobjetos sobre el que se pasó un lápiz presionando y, 

posteriormente, se presionó con la mano para obtener una monocapa de espermatocitos. Estas 

preparaciones se introdujeron en nitrógeno líquido durante unos segundos e inmediatamente se eliminó el 

cubre con ayuda de un bisturí y se introdujeron en PBS 1x. Finalmente, las preparaciones se conservaron a 

4ºC en PBS 1x suplementado con 0,05% de azida. 

 

3.4. Esparcido de oocitos (spreading) 

Los oocitos en profase se obtuvieron de embriones hembra de entre 14,5 días post-coito (dpc, 

correspondiente a leptotena) y 19,5 dpc (justo antes del arresto en dictiata), dependiendo de la etapa que 

se quisiera analizar. Para ello las hembras preñadas se sacrificaron, se extrajeron los embriones del útero y 

se pusieron en PBS 1x. Se extrajeron los ovarios de los embriones y se colocaron en un pocillo (placa de 24 

pocillos) con 200 µl de medio M2 (Sigma-Aldrich). Sobre este pocillo se añadieron 10 µl de colagenasa A/M2 

(50 mg/mgl) y se incubaron 20-30 min a 37ºC para favorecer la disgregación de los ovarios. A continuación, 

los ovarios se transfirieron a 200 µl de buffer hipotónico (30 mM Tris-HCl pH 8,2, 50mM sacarosa, 17 mM 

citrato de sodio, 5 mM EDTA, 0,5 mM DTT) y se incubaron 45 min a RT. Durante este tiempo se prepararon 

los portaobjetos (6 por par de ovarios) dibujando un círculo de adhesivo Rubbercement en el centro para 

delimitar una pequeña área. Tras el tratamiento hipotónico, los ovarios se transfirieron a 60 µl de sacarosa 

100 mM pH 8,2 y se pipetearon vigorosamente (con una p100) hasta obtener una suspensión unicelular, lo 

cual se validó con un microscopio. Después de esto, se pusieron 40 µl de fijador (1% (w/v) PFA, 5 mM borato 

de sodio, 0,15% Triton X-100, 3 mM DTT, pH 9,2) en el interior del círculo de adhesivo, se añadieron 10 µl de 
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suspensión celular en el centro de la gota de fijador y preparación se fue moviendo en zigzag para esparcir 

la suspensión celular. Las preparaciones se incubaron en una cámara cerrada durante 2 horas y, 

posteriormente, se dejaron secar al aire. Para eliminar el fijador, las preparaciones se lavaron con Photo-Flo 

0,08% (Kodak) y se secaron al aire. La calidad de los esparcidos se analizó con un microscopio invertido de 

contraste de fases Nikon Eclipse TS100 y estos se conservaron a 4ºC en PBS 1x suplementado con Azida al 

0,05% para prevenir el crecimiento bacteriano. 

 

3.5. Inmunofluorescencia 

Las preparaciones (esparcidos y aplastados) se incubaron con el Ab primario (Tabla V) diluido en PBS 1x 

durante 1 hora u ON a temperatura ambiente en una cámara húmeda. Tras esto, se lavaron 3 veces en PBS 

1x durante 5 min y se incubaron 1 hora con el Ab secundario correspondiente conjugado con un fluorocromo 

diluido en PBS 1x (Tabla VI). Finalmente, las preparaciones se lavaron 3 veces de 5 min en PBS 1x y se 

montaron con medio de montaje Vectashield® (Vector Laboratories) y DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole, 

10 μg/ml) para teñir el DNA. Con el fin de reducir la señal de fondo (background), especialmente en las 

inmunofluorescencias (IFs) de proteínas que forman foci, las preparaciones se bloquearon 15 min con buffer 

ADB 10% (10% Suero Fetal Bovino (FBS), 3% BSA y 0,05% Triton X-100 en PBS 1x) y los Abs se diluyeron en 

este mismo buffer para las incubaciones. En este caso los lavados se hicieron con PBST (PBS 1x con 0,05% 

Triton X-100). 

 

Para las IFs de células en cultivo, las células se sembraron en placas de 3,5 cm sobre un cubre tratado con 

gelatina (0,5%, Gelatin from cold water fish skin, G7041, Sigma-Aldrich) para favorecer la adhesión celular. 

Para fijar las células se retiró el medio y se añadió en la misma placa 1 ml de PFA al 4% en PBS 1x. Se incubaron 

durante 7 min a 4ºC y, posteriormente, se lavaron 3 veces con 2 ml PBS 1x. Una vez fijadas, los cubres se 

pegaron sobre portaobjetos y las células se permeabilizaron durante 4 min con buffer KB (0.1 M NaCl, 20 

mM Tris-HCl pH 7,5, 0,1% BSA) con 0,2% Triton X-100 seguido de un lavado en PBS 1x. El bloqueo de las 

células se llevó a cabo con FBS al 7% en PBS 1x durante 30 min a RT (en cámara húmeda). Después, las células 

se incubaron 1 hora a RT con el Ab primario diluido en FBS al 7% en PBS 1x. Tras 3 lavados de 5 min en PBS, 

se incubó con el Ab secundario conjugado con un fluorocromo diluido en FBS al 7% en PBS 1x durante 1 hora. 

Finalmente, se lavaron 3 veces con PBS y se montaron con medio de montaje Vectashield® (Vector 

Laboratories) y DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole, 10 μg/ml) para teñir el DNA. 
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Proteína 
detectada 

Referencia 
Especie 
(Host) 

Tipo 
Dilución 

Casa comercial 
IF WB IP 

ACA 15-235 Human IgG 1:15   Antibodies Inc. 

BRME1 
R1 (por encargo) Rabbit IgG 1:100 1:2000  Proteogenix 

R2 ((por encargo) Rabbit IgG 1:100 1:2000  Proteogenix 

CDK2 sc-6248 Rabbit IgG 1:20   Santa Cruz 

DMC1 

sc-22768 Rabbit IgG 1:20   Santa Cruz 

R1 (por encargo) Rabbit IgG 1:500   Proteogenix 

R2 (por encargo) Rabbit IgG 1:500   Proteogenix 

ab11054 Mouse IgG 1:50   Abcam 

Flag 
F1804 Mouse IgG 1:50* 1:3000 5 μg Sigma-Aldrich 

F7425 Rabbit IgG 1:50* 1:2000 5 μg Sigma-Aldrich 

GFP 

CSB-MA000051M0m Mouse IgG  1:3000 5 μg Cusabio 

A-11122 Rabbit IgG 1:50 1:3000 5 μg Life Technologies 

sc-5385 Goat IgG  1:3000  Santa Cruz 

HA 
αHA.11 101R Mouse IgG  1:2000 5 μg Covance 

H6908 Rabbit IgG  1:1000 5 μg Sigma-Aldrich 

HSF2BP 
R1 (por encargo) Rabbit IgG 1:30 1:2000  Proteogenix 

R2 (por encargo) Rabbit IgG 1:30 1:2000  Proteogenix 

HEI10 TA502700 Mouse IgG 1:60   Origene 

MLH1 51-1327GR Mouse IgG 1:20   BD Biosciences 

RAD51 
sc-8349 Rabbit IgG 1:50   Santa-Cruz 

PC130 Rabbit IgG 1:50   Calbiochem 

RNF212  Goat IgG 1:150   Dr. N. Hunter 

RPA1 Molly-RPA Rabbit IgG 1:30   Dr. E. Marcon 

RPA2 2208S Rat IgG 1:100 1:1000  Cell Signalling 

SPATA22 16989-1-AP Rabbit IgG 1:60   Proteintech 

SYCP1 

Joe Rabbit Serum 1:200    

K919 Rabbit Serum 1:60   Dr. J.L. Barbero 

VAL G14/ VAL G13 Chicken IgG 1:10   Inmunostep 

SYCP3 
sc-74569 Mouse IgG 1:1000   Santa Cruz 

K921/K1037 Rabbit Serum 1:500   Dr. J.L. Barbero 

αUSP26 W-12 sc-51013 Goat IgG 1:10 1:1000  Santa-Cruz 

αUSP26-M  Rabbit IgG 1:10 1:1000  Dr.Yi-Wen Lin 

αTubulin T9026 Mouse IgG 1:100 1:10000  Sigma 

β-Actin Clone AC-15; A5441 Mouse IgG  1:10000  Sigma-Aldrich 

γH2AX 

(Ser139) 

#05-636 Mouse IgG 1:200   Millipore 

#07-164 Rabbit IgG 1:400   Millipore 

ChromePure 

mouse IgG 
015-000-003 Mouse IgG   5 μg Jackson 

Immunoresearch 

ChromePure 

rabbit IgG 
011-000-003 Rabbit IgG   5 μg Jackson 

Immunoresearch 

ChromePure 

goat IgG 
011-000-003 Goat IgG   5 μg 

Jackson 

Immunoresearch 

Tabla V. Abs primarios utilizados para IF, WB e inmunoprecipitaciones (IP, µg de Ab por mg de proteína). * indica la 
dilución para IF de células en cultivo. El resto de las diluciones son para IF en esparcidos o aplastados. 
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Anticuerpo Fluorocromo Referencia 
Especie 

(Host) 
Dilución Casa comercial 

α-chicken 
TRITC 703-025-155 Donkey 1:100 Jackson Immunoresearch 

FITC 703-095-155 Donkey 1:100 Jackson Immunoresearch 

α-goat 
Rhodamine Red 705-295-147 Donkey 1:100 Jackson Immunoresearch 

FITC 705-095-147 Donkey 1:100 Jackson Immunoresearch 

α-guinea pig 
TRITC 706-025-148 Donkey 1:100 Jackson Immunoresearch 

FITC 706-095-148 Donkey 1:100 Jackson Immunoresearch 

α-human Texas Red 709-075-149 Donkey 1:100 Jackson Immunoresearch 

α- mouse 

TRITC 115-095-146 Goat 1:100 Jackson Immunoresearch 

TRITC 715-025-150 Donkey 1:100 Jackson Immunoresearch 

Alexa 555 A-32727 Goat 1:200 ThermoFisher 

FITC 115-095-146 Goat 1:100 Jackson Immunoresearch 

Alexa 488 A-11001 Goat 1:200 ThermoFisher 

AMCA 115-155-146 Goat 1:100 Jackson Immunoresearch 

α-rabbit 

TRITC 711-025-152 Donkey 1:100 Jackson Immunoresearch 

Alexa 555 A-31572 Donkey 1:200 ThermoFisher 

FITC 711-095-152 Donkey 1:100 Jackson Immunoresearch 

Alexa 488 A-32731 Goat 1:200 ThermoFisher 

Alexa 488 - Fab 111-547-003 Goat 1:100 Jackson Immunoresearch 

AMCA 711-155-152 Donkey 1:100 Jackson Immunoresearch 

α-sheep Texas Red 713-075-147 Donkey 1:100 Jackson Immunoresearch 

 

 

3.6. Adquisición y análisis de imágenes 

Los esparcidos se visualizaron a temperatura ambiente con un microscopio Leica DM6000 B con el 

objetivo de 63x. Las imágenes se capturaron con una cámara Hamamatsu ORCA-ER C4742-80. Las IFs de 

aplastados de túbulos seminíferos se analizaron con un microscopio Delta Vision con objetivos 100x. Todas 

las imágenes se procesaron con OPENLAB 4.0.3 y Adobe Photoshop CS6.  Las preparaciones de los diferentes 

genotipos utilizadas para los análisis comparativos se prepararon en fresco y de forma paralela para todos 

ellos. Las IFs también se realizaron en paralelo y con la misma mezcla de Abs preparada en fresco. Las 

preparaciones no se congelaron para evitar diferencias en la señal de fondo y la inmunoreactividad. Todas 

las imágenes fueron adquiridas con exposiciones constantes que permitan la comparación directa. La 

cuantificación del número de foci y de la intensidad de fluorescencia se llevó a cabo con el software Fiji 

(ImageJ). Solo se cuantificaron los foci asociados a ejes cromosómicos y para la cuantificación de la 

intensidad de fluorescencia se sustrajo la señal de fondo. Para los análisis de co-localización, el mismo núcleo 

se cuantificó sin rotar (experimento) y tras rotar una de las imágenes 90 grados (control). Esta condición 

permite determinar la co-localización no específica (aleatoria).  

 

 

Tabla VI. Abs secundarios conjugados con fluorocromos utilizados para inmunofluorescencia. FITC: Fluoresceina, 
TRITC: Rodamina, AMCA: Aminomethylcoumarin acetate .  
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3.7. Microscopía de super-resolución 

Para generar imágenes de super-resolución se utilizó microscopía STED (Stimulated emission depletion 

microscopy, SP8, Leica). Las IFs se llevaron a cabo sobre esparcidos de espermatocitos de la forma 

previamente explicada. Sin embargo, los Abs secundarios utilizados para imágenes STED estaban conjugados 

con fluorocromos Alexa 555 y Alexa 488 (Tabla VI). Las preparaciones se montaron con medio de montaje 

ProLong Gold Antifade sin DAPI. Las imágenes se adquirieron y procesaron con el software LAS X (Leica). 

 

3.8. Electroporación in vivo de testículos 

Esta técnica descrita por primera vez por el Dr. Muramatsu (Jaroszeski et al. 2003) permite expresar en 

testículo cDNAs clonados en vectores de expresión de manera transitoria usando una cirugía menor. Para 

mejorar la eficiencia, la electroporación se llevó a cabo en ratones ICR a 16 dpp o en B6 a los 20-30 dpp. Tras 

anestesiar a los ratones por inhalación con isofluorano, los testículos se sacaron cuidadosamente de la 

cavidad abdominal y con ayuda de un capilar de vidrio se inyectaron 10 µl de la solución de DNA en la rete 

testis. Esta solución de DNA contenía el vector de expresión a una concentración de 5 µg/µl en HBS 1x (HEPES 

buffered saline: 20 mM HEPES, 140 mM NaCl, 5 mM KCl, 0,1% glucosa, 0,7 mM Na2HPO4·12H2O) y estaba 

teñida con FastGreen (Sigma-Aldrich). El FastGreen da color verde y permite visualizar si la solución entra 

correctamente en el testículo. Se añade justo antes de la inyección en proporción de 1 µl de FastGreen 0,1% 

por cada 10 µl de DNA. Una hora tras la inyección, durante la cual el DNA penetra en los túbulos seminíferos, 

se procedió a la electroporación utilizando un electroporador CUY21 BEX (BEX Ltd). Para ello, se colocó el 

testículo entre el par de electrodos, se humedeció con una gota de PBS y se aplicaron 4 pulsos eléctricos (de 

35V y 50 ms cada uno) en cada dirección.Finalmente, los testículos se introdujeron cuidadosamente en la 

cavidad abdominal y se suturó la incisión. Entre 24 y 72 horas tras la electroporación se sacrificaron los 

ratones y se hicieron esparcidos o aplastados de los testículos y se analizaron mediante IF. 

 

4. Cultivos celulares 

4.1. Líneas celulares y condiciones de cultivo 

Durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral se han utilizado las siguientes líneas celulares: 
 

- HEK 293T: derivada de la línea tumoral de riñón embrionario HEK 293 (Human Embryonic 

Kidney) transformadas con el antígeno T del virus SV40. 

- COS7: línea obtenida de riñón de mono verde africano transformada con el antígeno T del 

virus SV40 y con apariencia similar a la de los fibroblastos. 

- U2OS: línea celular epitelial derivada de un osteosarcoma humano.  

 

Todas estas líneas celulares se cultivaron en placas de cultivo (BD Falcon) en incubadores a 37ºC y una 

atmósfera húmeda con un contenido de CO2 del 7%. El medio de cultivo utilizado fue DMEM (Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium, GIBCO) suplementado con 10% de FBS y 1% de PSG (Penicilina-Estreptomicina- 

Glutamina, Gibco). Para tripsinizar las células, cuando alcanzaron confluencia o iban a ser sembradas, se 

lavaron con PBS 1x para eliminar los restos de FBS y, tras ello, se trataron con tripsina al 0,05% (GIBCO) 
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durante 2-5 min a 37°C. La tripsina se neutralizó añadiendo medio con FBS, y se disgregaron las células de 

forma mecánica con la pipeta. Finalmente, se contaron las células en una cámara de Neubauer, y se sembró 

el número de células deseado en función del experimento a realizar. 
 

Para la conservación a largo plazo, las células se congelaron en medio de cultivo (DMEM) suplementado 

con 20% de FBS y 10% de DMSO (dimetilsulfóxido, Sigma-Aldrich), descendiendo lentamente la temperatura 

hasta -70ºC en un recipiente de congelación con Isopropanol (MrFrosty™, Thermo Scientific™). Finalmente, 

las células se transfirieron a tanques de nitrógeno líquido (-180ºC). 

 

4.2. Transfección de líneas celulares 

Para la transfección de las diferentes líneas se sembraron un día antes de la transfección a la densidad 

adecuada para alcanzar al día siguiente una confluencia del 70-80%. El número de células a sembrar para 

esto depende del tamaño de las células con las que se esté trabajando (Tabla VII). Estas se transfectaron con 

el plásmido/s de interés utilizando jetPEI (Polyplus-Transfection) según las recomendaciones del fabricante. 

Se preparó una primera solución con el DNA diluido en NaCl 150 mM en las proporciones adecuadas. Por 

otro lado, se diluyó el jetPEI en NaCl 150 mM. Esta última solución se añadió sobre la solución de DNA, se 

mezcló con vortex y se incubó durante 20-30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se añadió la 

mezcla de transfección sobre las células. En el caso de las HEK 293T/COS7 se hizo gota a gota repartida por 

toda la placa de cultivo y se homogeneizó. Las células se incubaron 24 horas a 37°C y se reemplazó el medio 

de cultivo por medio fresco. En el caso de las U2OS la mezcla de transfección se mezcló con medio fresco 

(1/4 del volumen total de medio en la placa) y este se añadió sobre las células. En las transfecciones de U2OS 

se cambió el medio de transfección a las 4 h lavando dos veces las células y añadiendo medio fresco.  

 

 

Línea celular Placa Nº de células 

HEK293T 

P3,5 0,5X106 

P6 1,2 X106 

P10 4x106 

U2OS P3,5 0,27X106 

 

5. Análisis estadístico 

Los datos numéricos de este trabajo han sido representados como media ± desviación estándar. Con el 

fin de comparar datos entre diferentes genotipos en distintas etapas, usamos el Análsis Welch t-test (t-test 

con varianzas desiguales). Esta prueba se consideró la apropiada ya que los datos de las cuantificaciones no 

están muy desviados, es decir, se aproximan razonablemente a una distribución normal y, en la mayoría de 

los casos, los grupos presentan varianzas desiguales. Se aplicó una prueba two-sided (dos colas) en todos los 

casos. Los asteriscos indican la significatividad estadística: *p valor <0,05, **p valor <0,01, ***p valor <0,001, 

**** p valor <0,0001 y sin asterisco: p valor > 0,05, no significativo. El análisis se realizó con GraphPad Prism 

7. 

Tabla VII. Número de células a sembrar el día previo para conseguir una confluencia óptima para la transfección en 
función del tipo celular. 
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1. USP26 no es esencial para la fertilidad en ratón 

La espermatogénesis, representa uno de los programas de diferenciación más complejos de la biología 

del desarrollo siendo necesaria una regulación espacio-temporal muy precisa de la transcripción, la 

traducción y la renovación proteica. En este sentido, la ubiquitinación resulta esencial para su correcto 

desarrollo ya que no solo se encarga de marcar los sustratos para su degradación por el proteasoma sino 

que, además, puede modificar su actividad, su estabilidad o su localización subcelular (He et al. 2016). De 

hecho, la importancia de la ubiquitinación en procesos específicos de la espermatogénesis como la MSCI y 

la determinación de los COs, así como en la fertilización y la calidad del esperma, ya ha sido ampliamente 

reportada (Baarends et al. 1999; Baarends et al. 2000; Muratori et al. 2005; Yi et al. 2007; Qiao et al. 2014; 

Rao et al. 2017). 

 

El gen Usp26 (Ubiquitin-specific protease 26) se identificó por primera vez a partir de un cribado de genes 

expresados en espermatogonias de ratón (Wang et al. 2001). USP26 pertenece a una familia de cisteín-

proteasas que eliminan largas cadenas de ubiquitina de sus sustratos siendo responsables del 

mantenimiento de la homeostasis de la ubiquitina en las células (Komander et al. 2009). En humanos, USP26 

ha despertado un gran interés como gen candidato de infertilidad masculina debido a su expresión 

altamente restringida a los testículos y por su localización en el cromosoma X, cromosoma enriquecido en 

genes específicos de testículo y para el cual los hombres son hemicigóticos (Nishimune and Tanaka 2006). 

De forma más específica, tanto en ratón como en humano, la expresión de USP26 se ha descrito en 

espermatogonia (tipos A y B), espermatocitos en preleptotena, leptotena y zigotena, espermátidas redondas 

y en la barrera hemato-testicular (Wang et al. 2005; Lin et al. 2011). Además, en humanos también se ha 

descrito su expresión en células de Sertoli y Leyding (Wosnitzer et al. 2014).  

 

El debate sobre la existencia de una asociación directa entre polimorfismos en USP26 e infertilidad 

masculina ha suscitado gran controversia en las últimas dos décadas. Por un lado, existen estudios que 

asocian causalmente polimorfismos en USP26 con casos de infertilidad masculina, desde Síndrome de sólo 

células de Sertoli hasta azoospermia no obstructiva o astenozoospermia (Paduch et al. 2005; Stouffs et al. 

2005; Zhang et al. 2007; Lee et al. 2008a; Asadpor et al. 2013; Xia et al. 2014; Li et al. 2015; Li et al. 2020a; 

Arafat et al. 2020). Por el contrario, otros estudios han descrito la presencia de esos y otros polimorfismos 

en USP26 con la misma frecuencia tanto en hombres fértiles como infértiles (Ravel et al. 2006; Stouffs et al. 

2006; Christensen et al. 2008; Ribarski et al. 2009; Shi et al. 2011; Zhang et al. 2015; Luddi et al. 2016). 

Además, se ha reportado que la mayoría de los polimorfismos identificados no suprimen la actividad 

enzimática de USP26 (Zhang et al. 2015; Liu et al. 2018). 

 

Con estos antecedentes y dada la ausencia de estudios funcionales, decidimos llevar a cabo el análisis 

funcional de USP26 mediante la generación de un modelo murino de pérdida de función. 
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1.1. Generación de los modelos murinos mutantes para Usp26 

Con el fin de analizar la función de USP26 en la gametogénesis, generamos un modelo de pérdida de 

función dirigiendo el sistema CRISPR/Cas9 al único exón codificante de Usp26. El modelo generado presenta 

dos inserciones consecutivas de 85 y 19 bp, separadas entre ellas 5 bp. La primera inserción cambia la pauta 

y genera un codón de STOP prematuro en la posición 123 (proteína de 14 KDa) dando lugar a un alelo que, 

a priori, se predice nulo (nombrado como alelo21; Figura 1a-b). Para validar la pérdida de función del alelo  

analizamos la expresión de USP26 en testículos de ratón con dos anticuerpos (Ab, antibodies) diferentes, un 

USP26 comercial (W-12) y el USP26-M proporcionado por el Dr. Yi-Wen Lin (Lin et al. 2011). En primer 

lugar, llevamos a cabo un análisis por inmunofluorescencia (IF) en esparcidos de espermatocitos procedentes 

de ratones silvestres (WT, Wild-Type o Usp26WT/Y) y mutantes (Usp2621/Y). Ninguno de los Abs produjo señal 

detectable ni en espermatocitos (leptotena, zigotena) ni en espermatogonia o espermátida redonda (Figura 

2a), tipos celulares en los que se ha descrito la expresión de USP26 (Wang et al. 2005; Lin et al. 2011). 

También analizamos la expresión de USP26 por western blot (WB) en extractos totales de testículo 

procedentes de ratones WT y mutantes. Con el Ab USP26 W-12 no obtuvimos ninguna banda mientras que 

con el USP26-M observamos bandas similares en los extractos Usp2621/Y y Usp26WT/Y (Figura 2b). Aunque 

el tamaño esperado para la proteína mutante es de 14 KDa, no se produjeron cambios en la migración de las 

bandas entre los extractos mutantes y los WT (banda esperada 95 KDa). Estos resultados sugieren 

firmemente que los Abs utilizados no son capaces de reconocer la proteína endógena y, por lo tanto, las 

bandas detectadas no corresponden con USP26. 

Figura 1. Generación del alelo mutante 21 mediante CRISPR/Cas9. (a-b) Representación esquemática de la estrategia de 

edición genómica utilizada. Cuadros grises: exones codificantes, blancos: no codificantes. Los cromatogramas muestran las 

secuencias de la región editada en ratones WT y Usp2621/21. ATG, codón de inicio, TAG y *, codones de stop, TGC (Cisteína 

catalítica, Cys295). Las líneas gruesas (codificantes) y finas (no codificantes) bajo los exones indican la transcripción esperada 

desde el alelo WT y el alelo nulo. (b) Genotipado por PCR de ratones WT, heterocigoto (WT/21) y homocigoto para la mutación 

(21/21) en Usp26 con los primers F1 y R1. Se detecta una banda de 411 bp para el alelo WT y una de 307 bp para el alelo 21. 
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Las mutaciones que generan codones de STOP cerca del inicio de la traducción (5’) de una proteína 

pueden dar lugar a un reinicio de la traducción desde otros codones AUG en pauta que estén aguas abajo 

del codón de inicio canónico (Makino et al. 2016). En ratón, el locus genómico de Usp26 codifica para una 

metionina en pauta en la posición 147 que podría actuar como inicio de traducción alternativo en nuestro 

modelo mutante (alelo21). A partir de esta metionina se podría generar una proteína truncada en el N-

terminal (79 KDa, Figura 1a) que presentaría intacto el dominio catalítico. Aunque el análisis por WB de los 

ratones Usp2621/Y no detectó ninguna de las proteínas truncadas predichas (14 KDa-STOP prematuro y 79 

KDa-ATG de reinicio, Figura 2b), con los Abs empleados no podemos descartar su expresión. Por ello, dada 

la imposibilidad de demostrar que el alelo21 es un alelo nulo, decidimos generar un segundo mutante con 

una deleción en su dominio proteolítico (mutante inactivo). Este dominio está formado por una tríada 

catalítica compuesta por un residuo principal, la cisteína catalítica, acompañada de una histidina y una 

asparagina/aspártico que facilitan el ataque nucleofílico de la cisteína (Nijman et al. 2005; Davis and 

Simeonov 2015). Para ello, dirigimos el sistema CRISPR/Cas9 a la cisteína catalítica (Cys295) generando una 

deleción de 86 bp que incluía este residuo (nombrado como aleloCat; Figura 3a-b). Además, esta deleción 

produce un cambio de pauta que genera un codón de STOP en la posición 293 dando lugar, 

presumiblemente, a una proteína truncada de 34 KDa sin actividad catalítica (Figura 3a).  

Figura 2. Los Abs frente a USP26 disponibles no detectan la 

proteína endógena. (a) Paneles de arriba: Doble-IF con USP26 

(W-12, izda; M, dcha) y SYCP3 en esparcidos de espermatocitos 

Usp26WT/Y y Usp2621/Y. Paneles de abajo: IF con USP26 (W-12, 

izda; M, dcha) en esparcidos de espermatocitos Usp26WT/Y y 

Usp2621/Y. El DNA se tiñó con DAPI. No se detecta señal de 

USP26 con ninguno de los dos Abs testados en ninguno de los 

estadios donde se expresa. RS: espermátidas redondas. Barras 

de escala, 10 μm. (b) Análisis por WB de extractos de testículo 

procedentes de ratones Usp26WT/Y y Usp2621/Y con los Abs 

frente a USP26. Con el Ab W-12 no se detecta ninguna banda y 

con el Ab M no se observan bandas diferenciales entre 

genotipos. Control de carga: Tubulina y Actina. 
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Figura 3. Generación del alelo mutante Cat mediante CRISPR/Cas9. (a-b) Representación esquemática de la estrategia 

de edición genómica utilizada. Cuadros grises: exones codificantes, blancos: no codificantes. Los cromatogramas 

muestran las secuencias de la región editada en ratones WT y Usp26Cat/Cat. ATG, codón de inicio, TAG/TAA y *, codones 

de stop, TGC (Cisteína catalítica, Cys295). Las líneas gruesas (codificantes) y finas (no codificantes) bajo los exones indican 

la transcripción esperada desde el alelo WT y el alelo nulo. (b) Genotipado por PCR de ratones WT, heterocigoto (WT/Cat) 

y homocigoto para la mutación (Cat/Cat) en Usp26 con los primers F2 y R2. Se detecta una banda de 259 bp para el alelo 

WT y una banda de 173 bp para el alelo mutante. 

 

El análisis por IF y WB en los mutantes Usp26Cat/Y reflejó los mismos resultados que en los mutantes 

Usp2621/Y, es decir, una ausencia de señal detectable en la IF con ambos Abs (Figura 4a) y en WB con el Ab 

W-12 (Figura 4b). En el caso del USP26-M el análisis por WB no mostró ningún cambio en la migración de 

las bandas ni se identificaron las proteínas truncadas putativas de 34 o 58 KDa del aleloCat (Figura 4b). Por lo 

tanto, aunque no podemos demostrar la ausencia de USP26 en nuestros mutantes, debido a la falta de Abs 

capaces de detectar la USP26 endógena, el análisis genético predice que ambos modelos son nulos. En el 

caso concreto del mutante catalítico, USP26 carece de la información genética que codifica el dominio 

catalítico activo (Cys295) siendo, por tanto, un mutante inactivo sin capacidad para proteolizar la ubiquitina 

de sus sustratos. 

 

1.2. Los ratones deficientes en USP26 son fértiles  

Los ratones portadores de los alelos 21 y Cat se desarrollaron con normalidad y no presentaron ningún 

fenotipo evidente. Además, el tamaño del testículo de los ratones mutantes fue similar al de los WT (Figura 

5a). Con el fin de determinar el impacto de la ausencia de USP26 en la fertilidad del ratón, los machos 

Usp26WT/Y, Usp2621/Y, and Usp26Cat/Y se cruzaron con hembras Usp26WT/WT.  
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La presencia de tapón vaginal se monitorizó diariamente descartándose la presencia de defectos de 

comportamiento en estos animales y se anotó el número de crías obtenido en cada camada. Los resultados 

obtenidos no mostraron diferencias significativas en el tamaño de las camadas entre los tres grupos 

analizados (Tabla 1). En línea con este resultado, el análisis histopatológico de los túbulos seminíferos de los 

ratones Usp2621/Y y Usp26Cat/Y mostró una progresión normal a lo largo de los 12 estadios del ciclo del epitelio 

seminífero con una organización y número de los distintos tipos celulares similares a los WT (Figura 5b). 

Además, la cantidad de espermatozoides que llegaron al epidídimo no se vio afectada en los ratones 

mutantes (Figura 5b). Por lo tanto, en conjunto estos resultados sugieren que el impacto de USP26 en la 

fertilidad masculina en ratón, de existir, es muy reducido. 

 

 

 

 

 

Figura 4. Los Abs frente a USP26 disponibles no detectan la 

proteína endógena. (a) Paneles superiores: Doble-IF con 

USP26 (W-12, izda; M, dcha) y SYCP3 en esparcidos de 

espermatocitos Usp26WT/Y y Usp26Cat/Y. Paneles inferiores: IF 

con USP26 (W-12, izda; M, dcha) en esparcidos de 

espermatocitos Usp26WT/Y y Usp26Cat/Y. El DNA se tiñó con DAPI. 

No se detecta señal de USP26 con ninguno de los dos Abs testados 

en ninguno de los estadios donde se expresa. RS: espermátidas 

redondas. Barras de escala, 10 μm. (b) Análisis por WB de 

extractos de testículo procedentes de ratones Usp26WT/Y y 

Usp26Cat/Y con los Abs frente a USP26. Con el Ab W-12 no se 

detecta ninguna banda y con el Ab M no se observan bandas 

diferenciales entre genotipos. Como control de carga se utilizaron 

Tubulina y Actina. 
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 Tabla 1. Datos numéricos (media de crías por camada) obtenidos de los cruces de machos USP26WT/Y, USP2621/Y, 

and USP26Cat/Y y hembras USP26WT/WT, USP2621/21, and USP26Cat/Cat con hembras USP26WT/WT y machos USP26WT/Y, 

respectivamente. Se cruzaron ratones de 8 semanas durante un periodo de 3 meses (n= 6 ratones/genotipo). 

 

En relación con las hembras, USP26 no se expresa en ovario ni se han descrito hasta el momento 

mutaciones asociadas con infertilidad femenina. De acuerdo con esto, las hembras Usp2621/21 y 

Usp26Cat/Cat no mostraron ningún defecto aparente en fertilidad (Tabla 1) ni alteraciones histológicas en los 

ovarios con respecto a las WT (Figura 5c). 

 

Figura 5. El análisis histopatológico no muestra defectos en los ratones deficientes en USP26. (a) El tamaño de los 

testículos no se ve afectado por la ausencia de USP26. (b) Tinción PAS (Periodic Acid-Schiff)-hematoxilina de secciones 

de testículos Usp26WT/Y, Usp2621/Y y Usp26Cat/Y mostrando en todos ellos una distribución normal de las células 

germinales en los túbulos seminíferos (TS) y una cantidad normal de espermatozoides en el epidídimo (Ep). Barras de 

escala 10 μm (TS) y 20 μm (Ep). (c) Tinción hematoxilina-eosina (H&E) de secciones de ovarios de hembras 

Usp26WT/WT, Usp2621/21 y Usp26Cat/Cat a los 4 meses de edad. En ausencia de USP26 se observa la presencia de folículos y 

cuerpos lúteos y una apariencia normal del estroma. Barras de escala 50 μm. 

 

 

 Media (descendientes) SD Camadas 

Machos 

Usp26WT/Y 7,0 1,47 15 

Usp2621/Y 6,9 2,31 18 

Usp26Cat/Y 6,4 2,32 16 

Hembras 

Usp26WT/WT 7,4 2,33 14 

Usp2621/21 7,2 1,89 16 

Usp26Cat/Cat 7,9 2,28 16 
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1.3. Los espermatocitos deficientes en USP26 no muestran defectos en sinapsis, 

dinámica de las DSBs ni recombinación meiótica 

Aunque Usp26 comienza a transcribirse en espermatogonia, este gen alcanza su máximo nivel de 

expresión durante los primeros estadios de la meiosis (leptotena y zigotena, ver anexo Tablas S1 y S2 

(Margolin et al. 2014; da Cruz et al. 2016)). Además, se ha demostrado la implicación del sistema ubiquitin-

proteasoma en la regulación de la profase meiótica en ratón (Rao et al. 2017) y más concretamente de USP26 

en la reparación de DSBs y la recombinación homóloga en células somáticas (Typas et al. 2016). Con estas 

evidencias decidimos analizar en los espermatocitos que carecen de USP26 los principales procesos de la 

profase I meiótica : la sinapsis entre cromosomas, la generación y resolución de las DSBs y la recombinación 

meiótica. 

 

Para evaluar la progresión de la sinapsis en nuestros mutantes, analizamos la distribución de SYCP3 y 

SYCP1 en esparcidos de espermatocitos de ratones Usp2621/Y, Usp26Cat/Y y Usp26WT/Y (Figura 6). La formación 

de los AEs fue normal empezando a ensamblarse en leptotena como pequeños fragmentos los cuales se 

fueron alargando a medida que avanzaba el estadio de zigotena. En paquitena se detectó una correcta 

sinapsis que abarcaba la longitud completa de los homólogos y no se observaron defectos en la desinapsis 

desde diplotena a diacinesis. Además, las metafases I y II de los mutantes presentaron una morfología 

completamente normal (Figura 6). Por lo tanto, estas observaciones sugieren que USP26 no desempeña 

ninguna función en el establecimiento de la sinapsis y la dinámica cromosómica. 

Figura 6. La ablación de USP26 no produce defectos en la sinapsis y la progresión de la meiosis. Doble IF de SYCP1 y 

SYCP3 en esparcidos de espermatocitos de ratones USP26WT/Y, USP2621/Y y USP26Cat/Y. El DNA se tiñó con DAPI. No se 

observan diferencias en los procesos de sinapsis y desinapsis desde leptotena a diplotena, ni defectos en las divisiones 

meióticas (metafases I y II). Barra de escala 10 μm. 
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Dada la importancia de la ubiquitinación y sumoilación en los procesos de reparación de las DSBs (Bekker-

Jensen and Mailand 2011), decidimos analizar la dinámica de estas roturas en los espermatocitos deficientes 

en USP26 mediante el marcaje de γH2AX, primera modificación detectada tras la formación de las DSBs 

(Rogakou et al. 1998). La distribución de γH2AX en leptotena fue muy similar en los espermatocitos mutantes 

y los WT observándose en todos los casos una señal intensa en todo el núcleo, indicativo de una correcta 

formación de las DSBs. Como consecuencia del procesamiento de las DSBs, en los tres genotipos la señal fue 

disminuyendo a medida que los espermatocitos alcanzaron el estadio de zigotena.  Finalmente, en paquitena 

la señal se observó restringida al sex body indicando una correcta reparación de las DSBs de los autosomas 

(Figura 7). Estos datos sugieren que la formación y reparación de las DSBs no se ven afectadas por la ausencia 

de USP26. 

 

Figura 7. La dinámica de las DSBs no se ve afectada por la ausencia de USP26. Doble IF de SYCP3 y γH2AX en esparcidos 

de espermatocitos de ratones USP26WT/Y, USP2621/Y y USP26Cat/Y. El DNA se tiñó con DAPI. No se observan diferencias 

desde leptotena hasta paquitena indicando una correcta formación y reparación de las DSBs. Los gráficos bajo los paneles 

muestran la cuantificación de la intensidad de fluorescencia de γH2AX en los diferentes estadios y genotipos (n= 60 

espermatocitos). Análisis Welch t-test de dos colas: ns, no significativo. Barra de escala 10 μm. 

 

A medida que avanza la profase I, las DSBs van siendo procesadas resolviéndose en la mayor parte de los 

casos como NCO. Solo una pequeña fracción de ellas se procesarán como CO, dando lugar a la formación de 

los quiasmas. Teniendo en cuenta la localización del sistema ubiquitin-proteasoma en el SC y su función en 

la regulación de la tasa de recombinación meiótica y formación de COs (mediada por RNF212 y HEI10) (Qiao 

et al. 2014; Rao et al. 2017), decidimos evaluar este proceso en los espermatocitos mutantes para Usp26 
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mediante la tinción de MLH1, proteína mismatch repair que marca los futuros COs (Guillon et al. 2005). No 

se observaron diferencias en el número de foci de MLH1 entre los espermatocitos Usp2621/Y, Usp26Cat/Y 

y Usp26WT/Y (Figura 8) indicando que la ausencia de USP26 no afecta a la recombinación meiótica.  

 

En conjunto, estos resultados sugieren que en ratón la ausencia de USP26 no afecta a los eventos 

fundamentales de la profase I meiótica masculina ni tampoco produce una disminución de la fertilidad en 

ninguno de los sexos, indicando que USP26 no es esencial para la gametogénesis de ratón. 

Figura 8. Los ratones deficientes en USP26 no presentan defectos en recombinación meiótica. Doble IF de SYCP3 y 

MLH1 en esparcidos de espermatocitos de ratones USP26WT/Y, USP2621/Y y USP26Cat/Y. El DNA se tiñó con DAPI. El número 

de foci de MLH1 (futuros quiasmas) es muy similar en los ratones mutantes y los WT. El gráfico a la derecha del panel 

muestra la cuantificación del número de foci en paquitena para cada genotipo (n= 48-52 paquitenas). Análisis Welch t-

test de dos colas: ns, no significativo. Barra de escala 10 μm. 
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2. Una variante en HSF2BP causa POI a través de su nuevo interactor BRME1 

2.1. La variante S167L en el gen HSF2BP es una firme candidata de POI en humanos 

La POI es una de las principales causas de infertilidad femenina y afecta en torno al 1-3% de las mujeres 

menores de 40 años estimándose que las causas genéticas se encuentran detrás de un 20% de los casos 

(Nelson 2009; Rossetti et al. 2017; Golezar et al. 2019). Gracias a las estrategias de genética directa e inversa 

con organismos modelo, fundamentalmente el ratón, se han identificado múltiples genes y rutas 

moleculares implicados en la regulación de la fertilidad, pero son pocos los casos en los que se ha podido 

establecer una relación causal directa con la fertilidad en humanos (Schimenti and Handel 2018). Esto se 

debe, principalmente, a que las variantes que causan infertilidad en humanos tienen poca probabilidad de 

propagarse en la población, lo cual dificulta su identificación. Sin embargo, en ocasiones estas variantes 

pueden identificarse mediante el estudio de pedigríes familiares, especialmente cuando existe 

consanguinidad. Estos casos proporcionan conocimientos fundamentales sobre la función de los genes y los 

mecanismos moleculares afectados. En la última década, mediante secuenciación del exoma completo de 

pedigríes afectados por POI, se han identificado variantes patogénicas en varios genes meióticos tales como 

SYCE1, HFM1, MSH5, MEIOB y SPO11 (Wang et al. 2014; De Vries et al. 2014; Guo et al. 2017; Caburet et al. 

2019; Tran and Schimenti 2019). Una de estas variantes, identificada en el gen STAG3, fue descrita en un 

trabajo llevado a cabo por nuestro laboratorio en colaboración con los laboratorios del Dr. Reiner A. Veitia y 

el Dr. Eric Vilain (Caburet et al. 2014). 

 

Teniendo en cuenta estos antecedentes y la experiencia e interés de nuestro grupo en la determinación 

de las causas genéticas subyacentes a la infertilidad en humanos abordamos, en colaboración con el grupo 

del Dr. Reiner A. Veitia (Institut Jacques Monod, Université de Paris, France), el estudio de una familia 

consanguínea afectada por POI. En esta familia de origen árabe israelí, los padres son primos en primer grado 

y de las cinco hijas, tres están afectadas por POI. Las tres pacientes tuvieron la menarquia a una edad normal 

(13-14 años) aunque con menstruaciones irregulares que cesaron alrededor de los 25 años (amenorrea 

secundaria). De ellas, solo una pudo tener un hijo tras un tratamiento de fertilidad asistida (Figura 9a). Con 

el fin de identificar las bases genéticas de este caso familiar de POI, se llevó a cabo la secuenciación del 

exoma completo de dos de las pacientes con POI (III-2 y III-3) y de una hermana fértil (III-10). Las variantes 

encontradas se filtraron siguiendo los siguientes criterios (Ver anexo, Tablas S3 y S4): 

1. Su presencia en homocigosis en las pacientes afectadas. 

2. Su ausencia o presencia en heterocigosis en la hermana fértil. 

3. Su ausencia en los controles fértiles no relacionados con la familia. 

4. Una frecuencia alélica menor a 0,01 en todas las bases de datos analizadas. 

 

Este proceso de filtrado condujo a la identificación de una mutación con cambio de sentido (missense) 

en el gen HSF2BP: rs200655253 (21:43630396 G>A, GRCh38). Esta mutación se localiza en el exón 6 del 

transcrito de referencia ENST00000291560.7 (NM_007031.2:c.500C>T) y cambia el codón TCG a TTG 

(NP_008962.1:p.Ser167Leu). Esta variante es muy infrecuente (Frecuencia de la Variante Alélica/VAF 

0,0001845 en la base de datos GnomAD y 0,0005 en la base de datos GME Variome, específica de 

poblaciones de Oriente Medio) y está ausente en homocigosis en todas las bases de datos disponibles. 
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Mediante secuenciación Sanger se verificó la variante y se comprobó su segregación mendeliana con la POI 

dentro de la familia. Todas las hermanas afectadas (III-1, III-2 y III-3) fueron homocigotas para la mutación 

mientras que los padres y los hermanos fértiles fueron portadores heterocigotos (Figura 9b). No se 

identificaron varones homocigotos en la familia impidiendo el análisis del impacto de esta variante en la 

fertilidad masculina. La serina mutada (Ser167) está altamente conservada y 11 de los 18 predictores de 

patogenicidad disponibles en dbNSFP 3.5 predicen la variante como patogénica o deletérea (ver anexo, Tabla 

S5, Figura S1 y Figura S2). Estos análisis fueron llevados a cabo por el grupo del Dr. Reiner A.Veitia y los 

resultados obtenidos sugieren que la variante S167L en HSF2BP podría ser la responsable del desarrollo de 

POI en esta familia.  

Figura 9. Identificación de la variante S167L en HSF2BP en una familia consanguínea afectada por POI. (a) Pedigrí de la 

familia de estudio. Cuando se conocen, se indican el año de nacimiento y la edad de la menarquia. La paciente III-3 tuvo 

un embarazo normal con ayuda de un tratamiento de fertilidad y un segundo intento fallido. El genotipo de cada 

individuo para la variante identificada en HSF2BP se indica en azul en base a lo determinado por secuenciación de Sanger 

para los DNAs disponibles. (b) Cromatogramas obtenidos por secuenciación Sanger de los familiares a los que no se 

realizó secuenciación del exoma completo. Se puede observar la segregación mendeliana de la variante. 
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Al comienzo de este trabajo la única información disponible sobre HSF2BP (HSF2 Binding Partner) era su 

identificación como un interactor del factor de transcripción HSF2 (Heat Shock Factor 2) específico de 

testículo y su interacción con BNC1 (Basonuclin 1), ambas detectadas mediante cribado de doble híbrido en 

levaduras (Y2H, Yeast Two Hybrid)(Yoshima et al. 1998; Wu et al. 2013). La deficiencia de ambas proteínas 

se ha relacionado con problemas de fertilidad en ratón (Kallio et al. 2002; Ma et al. 2006). Esto, junto con el 

patrón de expresión altamente restringido a testículo de HSF2BP (proteinatlas.org/ENSG00000160207-

HSF2BP/summary/rna), nos llevó a considerar este gen como un buen candidato causal de la POI de la familia 

en estudio. Para analizarlo, en primer lugar, encargamos el desarrollo de Abs policlonales frente a la proteína 

HSF2BP murina (Proteogenix, ver material y métodos) y analizamos su localización en esparcidos de 

espermatocitos y oocitos WT mediante IF (Figura 10a-b). HSF2BP mostró un patrón de localización típico de 

la maquinaria de recombinación meiótica formando foci sobre los ejes cromosómicos que empezaron a 

aparecer al inicio de zigotena y fueron aumentando durante este estadio para después disminuir a lo largo 

de paquitena y finalmente desaparecer totalmente en paquitena tardía (Figura 10a-b). Esta localización 

sugiere que HSF2BP podría ser una nueva proteína de recombinación meiótica y apoya la idea de que la 

variante HSF2BP-S167L es una firme candidata a producir la POI en la familia de estudio. 

Figura 10. Localización de HSF2BP en meiocitos WT. (a-b) Doble IF con SYCP3 y HSF2BP en esparcidos de (a) 

espermatocitos y (b) oocitos WT. En ambos casos HSF2BP muestra un patrón de foci localizados sobre los ejes 

cromosómicos desde zigotena temprana hasta el final de paquitena alcanzando su máximo nivel en zigotena tardía. 

Barras de escala, 10 μm. 

 

2.2. Generación de los modelos murinos mutantes para Hsf2bp 

Con el fin de determinar si la variante HSF2BP-S167L es realmente la causante de POI en la familia de 

estudio y de analizar la función de esta nueva proteína en la meiosis, generamos dos modelos murinos 

mediante la tecnología de edición del genoma CRISPR/Cas9 (Figura 11a-b y material y métodos). El primero 

es portador de la variante causante de POI (Hsf2bpS167L/S167L) y el segundo es un modelo de pérdida de función 



Resultados 
 

 89 

de HSF2BP que permite un análisis comparativo directo entre el comportamiento de la variante S167L y el 

alelo nulo (KO, knockout o Hsf2bp-/-; Figura 11b-c). es portado 

r de la ve  

Figura 11. Generación y caracterización de los modelos murinos mutantes para Hsf2bp. (a-b) Representación 

esquemática de la estrategia de edición genómica utilizada para la generación del (a) modelo portador de la variante 

S167L y (b) el modelo nulo. Las guías del sistema CRISPR (sgRNAs) se localizan en el exón 6. Los cuadros grises representan 

los exones codificantes y los blancos los no codificantes. Los cromatogramas muestran las secuencias de la región editada 

en ratones WT, Hsf2bpS167L/S167L y Hsf2bp-/-. ATG, codón de inicio, TGA/TAA y *, codones de stop. (a) El ssODN lleva la 

mutación deseada (TCA>TTA, S171L) en el residuo homólogo al de la variante asociada con POI en humanos (S167L) 

aunque en todo el trabajo se denomina al alelo murino con la nomenclatura del residuo humano (S167L). (b) Las líneas 

gruesas (secuencias codificantes) y finas (no codificantes) localizadas bajo los exones indican la transcripción esperada 

desde el alelo WT y el alelo nulo. (c) Genotipado por PCR de ratones WT (+/+), heterocigoto (+/-) y homocigoto para el 

alelo nulo (-/-) de Hsf2bp con los primers F1 y R1. Se detecta una banda de 383 bp para el alelo WT y una banda de 355 

bp para el alelo mutante. (d) WB de extractos de testículo procedentes de ratones de 13 dpp (WT, Hsf2bpS167L/S167L y 

Hsf2bp-/-) con un Ab frente a HSF2BP. Como control de carga se empleó Tubulina. (e) Doble IF frente a SYCP3 y HSF2BP 

en espermatocitos Hsf2bp+/+ y Hsf2bp-/-. Esta IF, junto con el WB, demuestran la ausencia de HSF2BP en el modelo nulo, 

así como la especificidad de los Abs generados frente a HSF2BP. (f) Doble IF frente a SYCP3 y EGFP en espermatocitos 

tras la electroporación in vivo en testículo de EGFP-HSF2BP mostrando un patrón punteado muy similar al obtenido con 

los Abs frente al HSF2BP endógeno (panel e). Barras de escala, 10 μm. 
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La validación del modelo nulo se realizó por WB e IF de extractos y preparaciones de testículo obtenidas 

de ratones Hsf2bp+/+ y Hsf2bp-/- utilizando los Abs previamente generados frente a HSF2BP. En ambos casos 

se observó la ausencia de proteína en estos ratones en comparación con los ratones WT (Figura 11d-e) 

demostrando que se trata realmente de un alelo nulo y validando la especificidad de estos Abs. Esta 

validación también se llevó a cabo mediante electroporación in vivo de un plásmido que codifica para EGFP-

HSF2BP en los testículos de ratón. Transcurridas 48 horas tras la electroporación, EGFP-HSF2BP se detectó 

en forma de foci sobre los ejes cromosómicos desde zigotena hasta paquitena (Figura 11f). Esta localización 

coincide con la observada con los Abs generados frente a HSF2BP. 

 

2.3. HSF2BP es esencial para la fertilidad en ratón y la variante S167L produce una 

reducción parcial de la misma 

Los ratones Hsf2bp-/- y Hsf2bpS167L/S167L se desarrollaron con normalidad y no mostraron ningún fenotipo 

aparente. Sin embargo, los machos Hsf2bp-/- fueron estériles y las hembras presentaron una subfertilidad 

muy penetrante, cercana a la infertilidad (Figuras 12b y 13b). Con el fin de analizar el impacto de la variante 

S167L en la fertilidad del ratón, establecimos cruces de hembras y machos Hsf2bpS167L/S167L y Hsf2bp+/+ con 

machos y hembras Hsf2bp+/+, respectivamente. La presencia de tapón vaginal se monitorizó diariamente y 

se anotaron las camadas obtenidas y el número de crías en cada una de ellas. Ambos sexos fueron capaces 

de reproducirse, pero presentaron cierta tendencia hacia una reducción en la fertilidad, siendo esta más 

evidente en el caso de las hembras en las que se observó una reducción significativa en el número de 

camadas (Figura 12a). Estos resultados sugieren que la ausencia de HSF2BP produce defectos severos en la 

fertilidad del ratón y la variante S167L tiene cierto impacto en la misma. 

 

El análisis histológico de los ovarios mostró una drástica reducción de la reserva folicular en las hembras 

Hsf2bp-/-. Sin embargo, en los ovarios Hsf2bpS167L/S167L no se observaron diferencias aparentes en la 

morfología ni en el número de folículos en comparación con los ovarios WT (Figura 12b-c). En machos, los 

testículos de los ratones Hsf2bp-/- mostraron una reducción de tamaño del 70% con respecto a los testículos 

WT, representado como la relación peso del testículo/peso corporal. Esta reducción también se observó, 

aunque menos acusada, en los ratones Hsf2bpS167L/S167L (reducción del 21%, Figura 13a). De acuerdo con esto, 

el análisis histológico de los testículos Hsf2bp-/- reveló un bloqueo en el estadio IV del ciclo del epitelio 

seminífero acompañado por una ausencia total de espermatozoides en el epidídimo (Figura 13b). Los túbulos 

bloqueados en este estadio se caracterizan por la presencia de una apoptosis masiva de espermatocitos con 

apariencia similar a zigonemas conjuntamente con espermatogonias intermedias (In) dividiéndose a 

espermatogonias B (Ahmed and de Rooij 2009). Estos defectos dan lugar a una azoospermia no obstructiva 

y la consiguiente infertilidad en estos ratones. En el caso de los testículos Hsf2bpS167L/S167L se observó un 

bloqueo parcial con túbulos seminíferos que presentaban un elevado número de divisiones meióticas en 

apoptosis y una menor cantidad de espermatozoides en el epidídimo (Figura 13b). Conforme con estos 

resultados, los cortes procedentes de ratones Hsf2bpS167L/S167L presentaron un mayor número de células 

positivas para la tinción TUNEL (marcaje de apoptosis, TdT mediated dUTP Nick End Labelling) que 

correspondían siempre con divisiones meióticas (Figura 13c). Además, la cuantificación de espermatozoides 

en el epidídimo corroboró la existencia de una reducción del 23% en el número de espermatozoides de los 

ratones Hsf2bpS167L/S167L con respecto a los Hsf2bp+/+ (Figura 13d). Por último, en ninguno de los mutantes se 
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vio alterada la presencia de espermatogonias, células de Sertoli y células de Leydig (Figura 13b). En conjunto, 

estos resultados indican que HSF2BP es esencial para la fertilidad del ratón y su ausencia produce un fenotipo 

sexualmente dimórfico. Además, el fenotipo observado en los ratones Hsf2bpS167L/S167L, con evidentes 

defectos en espermatogénesis y una reducción significativa de la fertilidad en hembras, sugiere que los 

ratones portadores de la variante causante del POI fenocopian parcialmente la enfermedad humana. 

 

 

 

Figura 12. Análisis de fertilidad y caracterización de los ovarios en los mutantes para Hsf2bp. (a) Análisis de fertilidad 

de hembras y machos Hsf2bpS167L/S167L y Hsf2bp+/+ mostrando el número de camadas por mes y el número de crías por 

camada. n=6 ratones por genotipo (excepto en hembras Hsf2bpS167L/S167L; n=7). (b) Tinción de H&E en secciones de 

ovarios adultos (8 semanas). Mientras los ovarios Hsf2bp-/- presentan una fuerte depleción del pool de folículos, los 

ovarios Hsf2bp-/- muestran una apariencia normal. Barras de escala, 100 μm. (c) Cuantificación del número de folículos 

por ovario en hembras de 5 dpp, 6 semanas y 13 meses. n (5 dpp)= 5 ovarios +/+ y S167L/S167L, 4 -/-; n (6 semanas) = 5 

ovarios +/+ y S167L/S167L, 3 -/-; n (13 meses)= 3 ovarios +/+ y S167L/S167L. Análisis Welch t-test de dos colas: ns, no 

significativo, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 
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Figura 13. Análisis y caracterización de los defectos en la espermatogénesis de los mutantes para Hsf2bp. (a) Tamaño 

de los testículos de ratones Hsf2bpS167L/S167L y Hsf2bp-/- en comparación con los correspondientes WT. El gráfico 

representa la cuantificación del peso del testículo referido al peso corporal de cada animal (%). n= 14 testículos +/+, 12 

S167L/S167L y 6 -/-. (b) Tinción de PAS -hematoxilina en secciones de testículo de los tres genotipos. Los asteriscos azules 

marcan las divisiones meióticas en apoptosis y las flechas indican la apoptosis masiva observada en el KO. Barras de 

escala, 10 μm (paneles de arriba) y 20 μm (paneles de abajo). TS, Túbulos Seminíferos; Ep, Epidídimo. (c) Detección 

inmunohistoquímica (TUNEL) de células apoptóticas en secciones de testículo mostrando el incremento de apoptosis en 

divisiones meióticas observadas en túbulos en estadío XII en los ratones Hsf2bpS167L/S167L. El gráfico a la derecha del panel 

representa la cuantificación. n= 3 ratones por genotipo. Barra de escala, 25 μm. (d) Cuantificación del número de 

espermatozoides presentes en el epidídimo de ratones Hsf2bpS167L/S167L y Hsf2bp+/+ adultos. n= 8 epidídimos por 

genotipo. Análisis Welch t-test de dos colas: ns, no significativo, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.  

 

 

2.4. La ausencia de HSF2BP produce fuertes defectos en sinapsis y la variante S167L 

provoca una pérdida parcial de función 

A la vista de los defectos en gametogénesis y fertilidad de ambos mutantes nos propusimos caracterizar 

en detalle la progresión de la meiosis en los mismos. Para ello, en primer lugar analizamos el 

ensamblaje/desensamblaje del SC en los meiocitos de estos ratones mediante el seguimiento de la 

distribución de las proteínas SYCP1 y SYCP3. De acuerdo con el bloqueo en estadío IV del ciclo epitelial 

seminífero, los machos Hsf2bp-/- mostraron un bloqueo en un estadio que se asemeja al de zigotena 

(zigotena-like) (Figura 14a). Muchos de los espermatocitos presentaban un fenotipo denominado de cambio 

de pareja (partner-switch phenotype), frecuentemente observado en mutantes con defectos en 

recombinación (Romanienko and Camerini-Otero 2000; Kumar et al. 2010). En estos espermatocitos los AEs 
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se alargan correctamente, pero no son capaces de aparearse y sinapsar con su homólogo y, finalmente, 

establecen una sinapsis aberrante entre regiones de cromosomas no homólogos (Figura 14a). En el caso de 

los espermatocitos Hsf2bpS167L/S167L no se observaron defectos en la sinapsis y desinapsis desde leptotena 

hasta diplotena (Figura 14b).  Sin embargo, observamos un elevado número de células apoptóticas que 

mediante tinción con SYCP3 y ACA (marcaje de centrómeros) mostraron ser metafases. Estas células 

presentaban una pérdida total o parcial de la inmunoreactivdad frente a los Abs utilizados, característica de 

las células apoptóticas (Figura 14c). Estos resultados son acordes al bloqueo parcial observado en el análisis 

histológico (Figura 13b-c).  

  

 

En hembras, los oocitos Hsf2bp-/- mostraron un retraso en la progresión de la profase I. A 17,5 días post-

coito (dpc) casi todos los oocitos Hsf2bp+/+ habían alcanzado ya el estadio de paquitena mientras que la 

mayor parte de los oocitos Hsf2bp-/- de esta misma edad se encontraban en zigotena. Además, se observó 

un aumento en el porcentaje de oocitos con defectos en sinapsis en ausencia de HSF2BP (Hsf2bp-/-: 

45,5%±1,5 frente a las Hsf2bp+/+: 7,5%±1,5; n=2 por genotipo; **p<0,01; Figura 15a).  Sin embargo, en las 

hembras Hsf2bpS167L/S167L no observamos ningún defecto en sinapsis/desinapsis (Figura 15b). En conjunto, 

estos resultados sugieren que la ausencia de HSF2BP produce defectos severos en sinapsis y que la variante 

S167L presenta una pérdida parcial de función (alelo hipomorfo). 

  

Figura 14. Análisis de la sinapsis en los machos 

mutantes de Hsf2bp. (a-b) Doble IF con SYCP1 y 

SYCP3 en esparcidos de espermatocitos (a) 

Hsf2bp-/- y (b) Hsf2bpS167L/S167L. La variante S167L 

no produce defectos en sinapsis mientras que la 

ausencia de HSF2BP da lugar a un bloqueo en 

estadio zigotena-like. (c) Doble IF con SYCP3 y 

ACA (centrómeros) en aplastados de túbulos 

seminíferos de ratones WT y S167L. Los ratones 

S167L presentan un elevado número de 

metafases apoptóticas con una pérdida parcial 

o total de inmunoreactividad de las proteínas 

marcadas. Barras de escala, 10 μm.   
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Figura 15. Análisis de la sinapsis en hembras mutantes para Hsf2bp. (a-b) Doble IF de SYCP1 y SYCP3 en esparcidos de 

oocitos de hembras (a) Hsf2bp-/- y (b) Hsf2bpS167L/S167L. De igual manera que en machos, las hembras Hsf2bpS167L/S167L no 

muestran defectos en sinapsis durante la profase I pero las hembras Hsf2bp-/- muestran un retraso en la progresión de 

la misma y un elevado número de células con defectos en sinapsis. Barras de escala, 10 μm. 

 

2.5. La variante S167L produce una reducción de la expresión/estabilidad de la 

proteína 

Para confirmar si la variante S167L se comporta como un alelo hipomorfo, analizamos la localización de 

HSF2BP en los meiocitos Hsf2bpS167L/S167L. Tanto en espermatocitos como en oocitos, se observó una 

importante reducción de HSF2BP en los ejes cromosómicos tanto en número de foci como en su intensidad 

(Figura 16). Además, mediante WB de extractos de testículo de ratones de 13 dpp (día en el que todas las 

células están en zigotena dada la sincronía de la primera ronda meiótica) observamos que la reducción 

detectada por IF correlacionaba con una reducción en la expresión de la proteína en los ratones 

Hsf2bpS167L/S167L (Figura 17). Estos resultados sugieren que la variante HSF2BP-S167L produce una reducción 

de la expresión y/o estabilidad de la proteína. 

Figura 16. Localización de HSF2BP en los meiocitos Hsf2bpS167L/S167L. Doble IF de SYCP3 y HSF2BP en esparcidos de 

espermatocitos (arriba) y oocitos (17,5 dpc, abajo) mostrando una fuerte reducción del marcaje de HSF2BP. Gráficos a 

la derecha de cada panel: cuantificación del número de foci y la intensidad de HSF2BP. n= 30-40 células de cada estadio 

y genotipo (u.a. unidades arbitrarias). Análisis Welch t-test de dos colas: ****p<0,0001. Barras de escala, 10 μm. 
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2.6. HSF2BP es esencial para la recombinación meiótica y la variante S167L produce 

defectos severos en este proceso 

Dado que HSF2BP presenta una localización similar a la maquinaria de recombinación meiótica decidimos 

analizar el comportamiento de diferentes proteínas implicadas en este proceso mediante IF en los meiocitos 

Hsf2bp-/- y Hsf2bpS167L/S167L. 

 

En primer lugar, analizamos la dinámica de reparación de las DSBs mediante la detección de H2AX y RPA 

por IF. La fosforilación de H2AX es la primera modificación que aparece tras la inducción de las DSBs en 

leptotena y se observa como una señal difusa en la cromatina. A medida que las células avanzan a través de 

zigotena esta señal va disminuyendo, quedando restringida al sex body en paquitena. Sin embargo, en los 

espermatocitos Hsf2bp-/- la señal de H2AX no disminuyó quedándose acumulada en todo el núcleo de las 

zigonemas-like bloqueadas (Figura 18a). Por su parte, el 80% de las paquinemas Hsf2bpS167L/S167L presentaron 

un intenso marcaje de H2AX sobre los autosomas mientras que en los ratones WT solo se detectó este 

patrón en un 9% de ellas (Figura 18a). En ambos mutantes, esta acumulación de H2AX correlacionó 

perfectamente con la acumulación de la proteína de unión a ssDNA RPA. Así, en los ratones Hsf2bp-/- 

observamos niveles de RPA similares al WT en leptotena pero una acumulación significativa en el bloqueo 

en zigotena-like (Figura 18b). En los espermatocitos Hsf2bpS167L/S167L observamos que, aunque el número de 

focis de RPA en leptotena y zigotena era similar al de los ratones WT, se producía una gran acumulación de 

foci intensos en paquitena (Figura 18b). De igual forma, en las hembras observamos una intensa acumulación 

de H2AX en los oocitos en paquitena del mutante nulo que fue menos pronunciada en los oocitos 

portadores de la variante S167L (Figura 18c). Sin embargo y sorprendentemente, no observamos 

acumulación de RPA en los oocitos de ninguno de los dos modelos mutantes, sugiriendo la existencia de 

mecanismos alternativos durante estos procesos de la recombinación meiótica en oocitos (Figura 18d). En 

conjunto, estos resultados indican que la variante S167L produce importantes defectos en la reparación de 

las DSBs que son similares a los producidos por la ausencia de HSF2BP, aunque mucho más leves. 

 

Dados los defectos en reparación del DNA de los mutantes de Hsf2bp, a continuación, analizamos el 

comportamiento de las recombinasas RAD51 y DMC1, proteínas encargadas de la invasión del cromosoma 

homólogo durante la recombinación meiótica. El análisis por IF mostró que la ausencia de HSF2BP produce 

una drástica reducción, casi total, de la localización de ambas proteínas en los ejes cromosómicos en ambos 

sexos (Figura 19a-d). Esta reducción también se observó en menor medida en los ratones portadores de la 

variante causante de POI (Figura 19a-d). Por tanto, HSF2BP es necesaria para la localización de las 

recombinasas en los RNs tempranos y la variante S167L reduce sustancialmente esta función.  

Figura 17. Expresión de HSF2BP en los 

testículos de los mutantes para Hsf2bp. WB 

frente a HSF2BP de extractos totales de 

testículo obtenidos de ratones de 13 dpp. Se 

observa la ausencia total de proteína en los 

ratones Hsf2bp-/- y una reducción del 65% en 

los ratones Hsf2bpS167L/S167L. Como control de 

carga se empleó Tubulina. Análisis Welch t-

test de dos colas: *p<0,05. 
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Figura 18. Reparación de las DSBs en los mutantes de Hsf2bp. (a-c) Doble IF de SYCP3 y H2AX en esparcidos de (a) 

espermatocitos y (b) oocitos (17,5 dpc) de ratones WT, Hsf2bpS167L/S167L y (b) Hsf2bp-/-. (b-d) Doble IF de SYCP3 y RPA en 

esparcidos (b) espermatocitos y (d) oocitos (16,5 y 17,5 dpc) de ratones WT, Hsf2bpS167L/S167L y (b) Hsf2bp-/-. (a-c) En 

machos se observa una acumulación de ambas proteínas en ambos mutantes, siendo esta mayor en los ratones Hsf2bp-

/-. (b-d) En hembras, se produce una acumulación de H2AX, aunque no de RPA, que es más acusada los oocitos Hsf2bp-

/-. Los gráficos a la derecha de los paneles representan las cuantificaciones en cada estadio y genotipo. Cuantificación % 

de paquitenas con acúmulos: n>360 paquitenas. Cuantificación intensidad H2AX: (a) n= 53-60 células (c) n= 19-21 

células (17,5 dpc). Cuantificación foci RPA: (b) n= 29-46 células (d) n= 23-42 células. Análisis Welch t-test de dos colas: 

ns, no significativo, *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001. Barras de escala, 10 μm.  
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Figura 19. La carga de las recombinasas se encuentra afectada en los mutantes de Hsf2bp. (a-c) Doble IF de SYCP3 con 

(a,c) DMC1 o (b,d) RAD51 en esparcidos de (a,b) espermatocitos y (c,d) oocitos (17,5 dpc) de ratones Hsf2bp+/+, 

Hsf2bpS167L/S167L y Hsf2bp-/-. Se observa una fuerte reducción (Hsf2bp-/-) y una reducción intermedia (Hsf2bp S167L/S167L) del 

número de foci de ambas recombinasas en comparación con los niveles WT. Los gráficos debajo de cada panel 

representan la cuantificación de foci en cada estadio y genotipo. n (a y b)= 37-43 células, n (c)= 18-30, n (d)= 35-42. 

Análisis Welch t-test de dos colas: ns, no significativo; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001. Barras de escala, 10 μm.  

 

A continuación, decidimos analizar el estado de SPATA22, proteína que forma un heterodímero con 

MEIOB y que a su vez interacciona con RPA participando en la protección del ssDNA tras la resección, así 

como en la captura del segundo extremo en los D-loops durante el procesamiento de los RNs intermedios 

(Luo et al. 2013; Xu et al. 2017). El análisis por IF de SPATA22 en los espermatocitos Hsf2bp-/- mostró una 
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intensa acumulación de esta proteína en los ejes cromosómicos que fue menor en presencia de la variante 

S167L (Figura 20). En los oocitos Hsf2bp-/- también se observó una fuerte acumulación de SPATA22 mientras 

que en los Hsf2bpS167L/S167L solo se produjo un ligero aumento no significativo del marcaje (Figura 20). Estos 

resultados concuerdan con la acumulación de RPA y la deslocalización de las recombinasas observados en 

nuestros mutantes. Los defectos en la carga/estabilización de las recombinasas provocarían defectos en el 

desplazamiento del complejo de unión a ssDNA RPA/SPATA22/MEIOB de las regiones de las DSBs 

provocando su acumulación. 

Figura 20. Análisis de SPATA22 en los mutantes Hsf2bp. Doble IF de SYCP3 y SPATA22 en esparcidos de espermatocitos 

(arriba) y oocitos (17,5 dpc, abajo) de ratones Hsf2bp+/+, Hsf2bpS167L/S167L y Hsf2bp-/-. SPATA22 se acumula en los 

espermatocitos y oocitos KO y muestra una acumulación intermedia en los espermatocitos Hsf2bpS167L/S167L. En los 

oocitos Hsf2bpS167L/S167L solo se observa una ligera acumulación no significativa. Los gráficos bajo los paneles representan 

la cuantificación de la intensidad de SPATA22 en cada estadio y genotipo. n (machos)= 20 células, n (hembras)= 38-41 

células. Análisis Welch t-test de dos colas: ns, no significativo; **p<0,01; ****p<0,0001. Barras de escala, 10 μm. 

 

El objetivo final de la recombinación meiótica es la formación de al menos un CO por bivalente 

estableciéndose así las uniones físicas (quiasmas) entre los cromosomas homólogos necesarias para la 

correcta segregación durante la primera división meiótica. En vista de la acumulación de RPA/SPATA22 y los 

defectos en el reclutamiento de RAD51/DMC1, analizamos si todo ello alteraba la formación de los COs. De 

acuerdo con el bloqueo en zigotena-like, no se detectaron foci de MLH1 en los espermatocitos Hsf2bp-/- 

(Figura 21a). En el caso de los espermatocitos Hsf2bpS167L/S167L, se observó una reducción significativa en el 

número total de COs en comparación con los ratones WT (Figura 21a). Además, esta reducción estaba 

acompañada de un mayor porcentaje de bivalentes que no mostraban foci de MLH1, afectando en mayor 

medida al bivalente sexual (Figura 21b). Acorde con la reducción de los COs, los ratones Hsf2bpS167L/S167L 

mostraron un mayor porcentaje de paquinemas con los cromosomas sexuales desinapsados (Figura 21c) y, 

consecuentemente, la presencia de metafases I con univalentes libres (Figura 21d). Estos resultados podrían 

explicar el elevado número de metafases apoptóticas observadas en estos mutantes (Figura 13b-c y 14b). 
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En los oocitos la cuantificación de los COs se llevó a cabo usando CDK2 como marcador. Durante la 

profase I, CDK2 se localiza en los telómeros de los cromosomas desde leptotena hasta diplotena. Sin 

embargo, adicionalmente, en paquitena aparecen señales intersticiales de CDK2 que colocalizan con MLH1 

y marcan los sitios de CO participando en la regulación de la formación de los mismos (Ashley et al. 2001; 

Palmer et al. 2020). Por tanto, como medida del número de COs en oocitos se consideraron únicamente los 

foci intersticiales de CDK2. Esta cuantificación mostró una importante reducción en el número total de COs 

en las hembras Hsf2bp-/- con respecto a las WT que fue menor en las hembras Hsf2bpS167L/S167L (Figura 22a). 

Además, el porcentaje de bivalentes sin foci intersticiales de CDK2 se vio fuertemente aumentado en los 

oocitos Hsf2bpS167L/S167L y, aún más, en los oocitos Hsf2bp-/- (Figura 22b).  

  

  

 

 

Figura 21. Formación de COs en los machos Hsf2bpS167L/S167L. (a) Doble IF de 

SYCP3 y MLH1 en paquitenas WT, Hsf2bpS167L/S167L y Hsf2bp-/- mostrando una 

reducción de foci de MLH1 en los mutantes S167L y la ausencia total en los 

ratones nulos. El gráfico bajo el panel muestra la cuantificación del número 

total de foci. n= 60-89. (b) Cuantificación del % de espermatocitos con algún 

autosoma o el bivalente sexual sin foci de MLH1. n (autosomas)= 90-94, n (XY)= 

59-64. (c) Doble IF de SYCP3 y H2AX en paquitenas WT y S167L permitiendo 

identificar claramente el sex body. El gráfico a la derecha representa el % de 

paquitenas con el bivalente XY sinapsado/desinapsado. n= 150. (d) IF con 

SYCP3 (DNA teñido con DAPI) mostrando los univalentes observados en las 

metafases I de los ratones Hsf2bpS167L/S167L (flechas). Análisis Welch t-test de 

dos colas: *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001. Barras de escala, 10 μm. 
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En conjunto, todos estos resultados indican que HSF2BP es esencial para la carga de las recombinasas 

RAD51/DMC1 y, por tanto, para la recombinación meiótica. Además, la comparativa directa con el modelo 

nulo demuestra que la variante S167L tiene efectos menos severos que la ausencia de proteína, apoyando 

la hipótesis de que esta variante se comporta como un alelo hipomorfo. Por último, aunque tanto los machos 

como las hembras Hsf2bpS167L/S167L presentan alteraciones moleculares similares en la ruta de recombinación 

meiótica, en el ámbito reproductivo su efecto es diferente en ambos sexos.  

 

2.7. Los defectos meióticos producidos por la variante S167L no están mediados por 

BRCA2 

Una vez determinada la función de HSF2BP en meiosis y caracterizadas las alteraciones meióticas que 

produce la presencia de la variante S167L en ratón, profundizamos en el mecanismo por el cual esta 

mutación produce los defectos descritos. Recientemente, se ha demostrado que HSF2BP interacciona con 

BRCA2 (Brandsma 2016), una proteína esencial para la recombinación meiótica (Sharan et al. 2004; Martinez 

et al. 2016). Esta interacción involucra al menos a la Arg200 de HSF2BP y a la región Gly2270-Thr2337 del 

fragmento C-terminal de BRCA2 (comunicación personal) por lo que nos preguntamos si la variante S167L 

en HSF2BP afectaría a esta interacción. Dada la imposibilidad de detectar la proteína BRCA2 endógena en 

nuestros ratones debido a la ausencia de Abs funcionales, llevamos a cabo ensayos in vitro de 

interacción/colocalización entre HSF2BP y el extremo C-terminal de BRCA2 (BRCA2-C) en sistemas 

heterólogos (células HEK293T y U2OS). En primer lugar, llevamos a cabo un ensayo de co-

inmunoprecipitación (co-IP) entre BRCA2-C y las dos variantes de HSF2BP (WT y S167L) mediante la 

transfección en células HEK293T de estas proteínas marcadas con diferentes epítopos (Flag o GFP). Los 

resultados mostraron que BRCA2-C co-inmunoprecipita de manera similar con HSF2BP-WT y HSF2BP-S167L 

Figura 22. Formación de COs en las hembras mutantes para 

Hsf2bp. (a) Doble IF de SYCP3 y CDK2 en oocitos (17,5 dpc) 

WT, Hsf2bpS167L/S167L y Hsf2bp-/- mostrando una reducción de 

foci intersticiales de CDK2 en las mutantes S167L más 

acusada en ausencia de HSF2BP. El gráfico bajo el panel 

muestra la cuantificación del número total de foci. n= 60-89. 

(b) Cuantificación del % de oocitos con algún bivalente sin 

foci intersticiales de CDK2. n = 46-79. Análisis Welch t-test 

de dos colas: *p<0,05; ***p<0,001; ****p<0,0001. Barras 

de escala, 10 μm. 



Resultados 
 

 101 

(Figura 23a). A continuación, mediante IF en células U2OS transfectadas con GFP-BRCA2-C y Flag-HSF2BP 

analizamos el patrón de localización de cada una de ellas en ausencia o en presencia de la otra. En las 

transfecciones simples ambas variantes de HSF2BP mostraron una localización homogénea en el núcleo y en 

el citoplasma mientras que BRCA2-C mostró una localización únicamente nuclear. Cuando se co-

transfectaron BRCA2-C y HSF2BP, su localización cambió drásticamente hacia un patrón punteado en el 

núcleo (Figura 23b). Sin embargo, cualitativa y cuantitativamente, este cambio de patrón fue similar en 

presencia de ambas variantes de HSF2BP (Figura 23b-c). Ambos resultados, sugieren que los efectos de la 

variante HSF2BP-S167L observados no están mediados directamente por una alteración de la interacción 

con BRCA2-C o una deslocalización de la misma. 

 

Figura 23. Comparativa de la interacción entre BRCA2-C y las dos variantes de HSF2BP. (a) co-IP de BRCA2-C con ambas 

variantes mostrando una interacción similar en ambos casos. Las células HEK293T se transfectaron con Flag-HSF2BP (WT 

y S167L) y GFP-BRCA2-C. Los extractos proteicos se incubaron ON con los Abs indicados en verde y se analizaron 

mediante WB con los Abs indicados en rojo. (b) Doble IF con Abs frente a EGFP y Flag en células U2OS transfectadas con 

los plásmidos indicados a la izquierda. Se observa el cambio de patrón de EGFP-BRCA2-C en presencia de HSF2BP, siendo 

similar con ambas variantes. Barra de escala, 20 μm. (c) Cuantificación de porcentaje de células con foci nucleares 

detectadas en las transfecciones de U2OS. n>450 células. Análisis Welch t-test de dos colas: ns, no significativo; *p<0,05; 

***p<0,001.  

 

2.8. BRME1, un nuevo interactor de HSF2BP 

Con el fin de profundizar en el mecanismo subyacente a la patogenicidad de la variante HSF2BP-S167L, 

nos propusimos identificar proteínas que interaccionen con HSF2BP mediante un screening de Y2H utilizando 

una librería de cDNAs (DNA complementario) de testículo de ratón. La secuenciación de los clones obtenidos 

mostró que 19 de los 98 clones correspondían a un gen no caracterizado denominado 4930432K21Rik en 

ratón (C19ORF57 en humano) y ahora renombrado como BRME1 (Break Repair Meiotic recombinase 

recruitment factor 1). Este nuevo interactor putativo de HSF2BP tiene una longitud de 600 aminoácidos con 

un alto contenido en residuos ácidos, no tiene dominios funcionales reconocibles y presenta una estructura 

intrínsecamente desordenada. Esta interacción se validó mediante co-IP de ambas proteínas obtenidas por 

transfección transitoria de plásmidos que codifican para Flag-HSF2BP y GFP-BRME1. Además, con este 

ensayo comprobamos que ambas variantes (HSF2BP-WT y HSF2BP-S167L) interaccionaban de manera 
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similar con BRME1 (Figura 24a) sugiriendo que la mutación causante de POI no altera la interacción entre 

ambas proteínas. A continuación, validamos la interacción in vivo mediante co-IP de ambas proteínas a partir 

de extractos totales de testículo de ratón con Abs específicos frente a cada una de las proteínas (Figura 24b). 

Los Abs frente a BRME1 fueron generados por encargo por Proteogenix (ver material y métodos). 

 

 

 

 

Figura 24. BRME1 es un nuevo interactor de HSF2BP. (a) co-IP de BRME1 con ambas variantes mostrando una 

interacción similar en ambos casos. Las células HEK293T se transfectaron con Flag-HSF2BP (WT y S167L) y GFP-BRME1. 

Los extractos proteicos se incubaron ON con los Abs indicados en verde y se analizaron mediante WB con los Abs 

indicados en rojo. (b) IP de extractos de testículo con Abs (verde) frente BRME1, HSF2BP e IgGs como control negativo y 

detección por WB con los Abs indicados en rojo. 

 

 

2.9. BRME1 es un nuevo componente de los RNs que co-localiza con HSF2BP 

Tras demostrar la interacción entre BRME1 y HSF2BP tanto in vitro como in vivo, nos preguntamos cuál 

sería su función en meiosis y si, de igual manera que HSF2BP, formaría parte de los RNs meióticos. Para 

responder a esta pregunta llevamos a cabo un análisis mediante IF en esparcidos de espermatocitos y oocitos 

de ratones WT utilizando los Abs policlonales generados frente a BRME1. Esta proteína se detectó asociada 

a los ejes cromosómicos desde leptotena hasta paquitena mostrando un patrón de foci discretos típico de 

los RNs (Figura 25a-b). De acuerdo con los resultados obtenidos en los experimentos de Y2H y co-IP, BRME1 

co-localizó perfectamente con HSF2BP en los ejes (Figura 25c), co-localización que fue verificada mediante 

microscopía de super-resolución (Figura 25d). La cuantificación de esta co-localización se realizó mediante 

el contaje del número de foci positivos para HSF2BP solo, para BRME1 solo o para ambos a la vez. Como 

control negativo se realizó este mismo contaje girando una de las dos imágenes 90 grados con respecto a la 

otra, método que permite calcular el porcentaje de co-localización inespecífica o aleatoria. Los resultados 

mostraron una co-localización de HSF2BP y BRME1 del 90-95% en zigotena tardía y paquitena temprana 

(Tabla 2). La menor co-localización de BRME1 con HSF2BP observada en zigotena temprana (Tabla 2) podría 

explicarse por una menor sensibilidad de los Abs frente a HSF2BP en comparación con los de BRME1 o bien 

por una carga más tardía de HSF2BP a los RNs. 
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Figura 25. BRME1 forma parte de los RNs donde co-localiza con HSF2BP. (a-b) Doble IF de esparcidos de (a) 

espermatocitos y (b) oocitos de ratones WT con un Ab policlonal generado frente BRME1 (proteína completa 

recombinante) y SYCP3, mostrando que BRME1 se localiza en los RNs desde leptotena hasta paquitena intermedia 

alcanzando la máxima señal en zigotena tardía. (c) Triple IF de SYCP3, BRME1 y HSF2BP en esparcidos de espermatocitos 

WT mostrando la alta co-localización de BRME1 y HSF2BP especialmente en zigotena tardía y paquitena (ver la 

cuantifiación en la Tabla 2). (d) Doble IF de BRME1 y HSF2BP en esparcidos de espematocitos WT analizada mediante 

microscopía de super-resolución (STED, Stimulated emission depletion). Barras de escala, 10μm (a,b y c), 5μm (d). 

 

 

Dada la localización de BRME1 y HSF2BP en los RNs desde profase temprana (leptotena-zigotena 

temprana) hasta paquitena, decidimos analizar su co-localización con dos proteínas clásicas de los RNs que 

muestran una localización ligeramente diferente a lo largo de la profase, RPA y DMC1. De acuerdo con la 

fuerte co-localización entre BRME1 y HSF2BP y la función de HSF2BP en reparación de las DSBs y 

recombinación meiótica, ambas proteínas co-localizaron con los foci de RPA y DMC1 (Figura 26a-b). Sin 

embargo, HSF2BP y BRME1 mostraron una mejor co-localización espacio-temporal con RPA que con DMC1 

(Tabla 3), posiblemente debido a la restringida localización temporal de DMC1 que es eliminada rápidamente 

Tabla 2. Cuantificación de la co-localización entre BRME1 y HSF2BP. La cuantificación se llevó a cabo en tres células 

de cada estadio.  
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tras la invasión del homólogo (Moens 2002). En conjunto, estos resultados sugieren que BRME1 es una nueva 

proteína de los RNs con un patrón altamente similar al de HSF2BP y RPA que, probablemente, tiene alguna 

función en la reparación de las DSBs y la recombinación meiótica. 

Figura 26. Co-localización de BRME1 y HSF2BP con RPA y DMC1. (a-b) Triple IF de BRME1 (izda) y HSF2BP (dcha) con 

SYCP3 y (a) RPA o (b) DMC1 en esparcidos de espermatocitos WT. La localización de BRME1 y HSF2BP es más similar a la 

de RPA que a la de DMC1 a lo largo de la meiosis. Ver cuantificaciones en Tabla 3. Barras de escala, 10μm. 
 

 

2.10.   BRME1 interacciona con HSF2BP a través de su extremo C-terminal 

A continuación, abordamos el análisis de la región de interacción de BRME1 con HSF2BP. Para ello, y dada 

la ausencia de dominios reconocibles en BRME1, dividimos arbitrariamente la proteína en tres fragmentos 

(N-terminal, región central y C-terminal) y generamos 3 plásmidos que codificaban para versiones de BRME1 

que carecían de cada uno de estos fragmentos (Figura 27). Mediante la sobrexpresión de HSF2BP junto con 

cada una de estas 3 versiones de BRME1 acoplada a co-IP, observamos que únicamente en ausencia del 

extremo C-terminal no se producía la interacción, indicando que en esa región reside el dominio de 

interacción de BRME1 con HSF2BP (residuos 475-600 de la proteína murina, Figura 27).  
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A la vista de este resultado, analizamos si el resto de BRME1 era esencial para su función mediante el 

desarrollo de un modelo murino Brme1Δ142-472/Δ142-472 que expresa esta proteína sin su parte central (330 

aminoácidos, más de la mitad de la proteína). Estos ratones fueron fértiles y no mostraron deslocalización 

de BRME1 (Figura 28a-d). Además, no presentaron ningún defecto en la sinapsis ni ninguna alteración en la 

localización de HSF2BP en los ejes cromosómicos (Figura 28e-f). Estos resultados indican que una gran 

fracción de la proteína codificante de BRME1 no es esencial para la función de BRME1/HSF2BP in vivo. 

Tabla 3. 

Cuantificación de la co-

localización entre 

BRME1 y HSF2BP con 

RPA y DMC1. La 

cuantificación se llevó a 

cabo en tres células de 

cada estadio.  

Figura 27. Determinación de la región de 

interacción de BRME1 con HSF2BP. Esquema de la 

proteína BRME1 completa y las construcciones 

generadas con diferentes deleciones (Δ). En verde 

se muestran las construcciones que interaccionan y 

en rojo la que no. Los WB bajo el esquema 

muestran las co-IPs con cada construcción. Las 

células HEK293T se transfectaron con GFP-HSF2BP 

y las distintas construcciones de BRME1 unidas a 

Flag. Los extractos proteicos se incubaron ON con 

los Abs indicados en verde y se analizaron mediante 

WB con los Abs indicados en rojo. La deleción Δ475-

600 es la única que elimina la interacción, 

indicando que la región C-terminal de BRME1 es la 

esencial para su interacción con HSF2BP. 
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Figura 28. Los ratones Brme1Δ142-472/Δ142-472 no muestran defectos en meiosis. (a) Esquema de la estrategia de edición 

genómica utilizada para la generación del modelo Brme1Δ142-472/Δ142-472. Los cuadros grises representan los exones 

codificantes y los blancos los no codificantes. Las líneas gruesas (codificantes) y finas (no codificantes) localizadas bajo 

los exones indican la transcripción esperada desde cada alelo. El cromatograma muestra la secuencia de la región 

editada. ATG, codón de inicio, TAA y *, codones de stop. (b) Genotipado por PCR de ratones WT (+/+), heterocigoto (+/Δ) 

y homocigoto para el alelo delta (Δ/Δ) de Brme1. (c) WB de extractos de testículo procedentes de ratones WT y 

Brme1Δ142-472/Δ142-472 con un Ab frente a BRME1. BRME1 se detecta a 130 KDa (tamaño esperado 65 KDa), muy 

probablemente debido a su alto contenido de residuos ácidos. De igual manera, BRME1 Δ142-472 debería detectarse en 

torno a 30 KDa pero aparece más alta. Tubulina, control de carga. (d) Doble IF de SYCP3 y BRME1 en espermatocitos de 

ratones WT y Brme1Δ142-472/Δ142-472. In vivo BRME1 Δ142-472 se localiza en los RNs de igual manera que la proteína 

completa. (e) Doble IF de SYCP3 y SYCP1 en espermatocitos de ratones WT y Brme1Δ142-472/Δ142-472 mostrando la ausencia 

de defectos en sinapsis en los mutantes. (e) Doble IF de SYCP3 y HSF2BP en espermatocitos WT y Brme1Δ142-472/Δ142-472 

mostrando que la ausencia de la región central de BRME1 no altera la localización de HSF2BP. Barras de escala, 10 μm. 
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2.11. HSF2BP es necesaria para la localización/estabilidad de BRME1 

Teniendo en cuenta la interacción entre BRME1 y HSF2BP y la fuerte co-localización de ambas en los RNs, 

nos propusimos determinar si la localización de BRME1 sería dependiente de HSF2BP. Para ello llevamos a 

cabo un análisis por IF en los meiocitos Hsf2bp-/- y Hsf2bpS167L/S167L. Tanto en machos como en hembras, los 

resultados mostraron una ausencia total de señal de BRME1 en los ratones deficientes en HSF2BP y una 

reducción significativa del número de foci en los ratones Hsf2bpS167L/S167L en comparación con los WT (Figura 

29a-b). Además, los foci detectados en los espermatocitos portadores de la variante S167L presentaban una 

intensidad significativamente menor (Figura 29a). El análisis de la expresión de BRME1 mediante WB de 

extractos de testículo de ratones de 13 dpp mostró una fuerte reducción en los testículos Hsf2bpS167L/S167L 

que fue mayor en los testículos Hsf2bp-/- (Figura 29c). Estos resultados sugieren que HSF2BP es necesaria no 

sólo para la localización de BRME1 en los RNs sino también para su expresión y/o estabilidad. 

 

Figura 29. Análisis de BRME1 en los mutantes de Hsf2bp. (a-b) Doble IF de SYCP3 y BRME1 en esparcidos de (a) 

espermatocitos y (b) oocitos (17,5 dpc) procedentes de ratones Hsf2bpS167L/S167L y Hsf2bp-/- mostrando una fuerte 

reducción en los mutantes S167L y la ausencia total en los KO. (a) Los gráficos a la derecha del panel representan la 

cuantificación del número de foci y la intensidad de estos en cada estadio y genotipo. n= 15-20 células. (b) El gráfico bajo 

el panel representa la cuantificación del número de foci en paquitena. n= 18 células. Barras de escala, 10 μm. (c) WB de 

extractos totales de testículo obtenidos de ratones WT, Hsf2bpS167L/S167L, Hsf2bp-/- y Brme1-/- de 13 dpp. Se observa la 

ausencia total de proteína en los ratones Brme1-/- y una reducción importante en los mutantes de Hsf2bp, más acusada 

en el modelo nulo. Como control de carga se empleó Tubulina. Análisis Welch t-test de dos colas: *p<0,05; ****p<0,0001. 
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2.12. BRME1 y HSF2BP intervienen en los eventos tempranos tras la formación 

de DSBs 

Para determinar de forma más específica el posicionamiento de BRME1 y HSF2BP en la ruta de 

recombinación meiótica, analizamos su patrón de distribución en distintos modelos murinos que carecen de 

proteínas relacionadas con la recombinación y la sinapsis. Estos mutantes presentan defectos de 

recombinación en diferentes puntos de la vía, lo cual permite acotar los procesos que son esenciales para la 

función de la proteína de interés. En concreto, los mutantes utilizados carecían de las siguientes proteínas: 

la cohesina REC8 (Bannister et al. 2004), la proteína del elemento central del SC SIX6OS1 (Gomez-H et al. 

2016), las ligasas E3 RNF212 (SUMO) y HEI10 (Ubiquitina) implicadas en la estabilización de las proteínas de 

recombinación en los RNs tardíos, la proteína del espermatoproteasoma PSMA8 (Gomez-H et al. 2019) y la 

proteína encargada de la generación de las DSBs SPO11. Los mutantes para Rnf212, Hei10 y Spo11 se 

describen por primera vez en este trabajo y han sido validados comparando sus fenotipos (arresto meiótico, 

defectos en sinapsis y alteraciones moleculares) con los de los mutantes ya publicados (ver material y 

métodos). El análisis se llevó a cabo en zigotena tardía en los mutantes que presentaban un bloqueo 

posterior a este estadio, o en zigotena-like en aquellos mutantes que estaban bloqueados en ese punto. 

 

Figura 30. La localización de BRME1 y HSF2BP depende de la formación de DSBs pero no de la sinapsis. (a-b) Doble IF 

de SYCP3 y (a)BRME1 o (b) HSF2BP en esparcidos de espermatocitos de ratones WT, Rec8−/−, Six6os1−/−, Rnf212−/−, 

Hei10−/−, Psma8−/− y Spo11−/−. Se observa la correcta localización en los mutantes con defectos en recombinación (de 

más a menos severos: Rec8−/−, Six6os1−/−, Rnf212−/−, Hei10−/− y Psma8−/−) pero una ausencia total en los ratones Spo11−/−, 

indicando una dependencia total de la formación de las DSBs y un posicionamiento genético en los eventos tempranos 

tras la formación de estas. Barras de escala, 10 μm. 

 

Los resultados mostraron que todos los mutantes analizados presentan una localización de BRME1 y 

HSF2BP similar a los ratones WT a excepción de los mutantes de Spo11, en los que no se detectó ninguna de 

las dos proteínas (Figura 30a-b). Estos resultados indican que la formación de DSBs por SPO11 es esencial 



Resultados 
 

 109 

para la carga de BRME1 y HSF2BP a los RNs. Además, el hecho de que mutantes con bloqueos en los primeros 

estadios de la profase y defectos tempranos en la reparación de DSBs y la recombinación, como es el caso 

de Rec8 y Six6os1, no tengan alterada la localización de BRME1/HSF2BP indica que su carga es independiente 

del establecimiento de la sinapsis y que, por tanto, este complejo estaría implicado en los eventos tempranos 

que ocurren tras la formación de DSBs. 

 

2.13. BRME1 y HSF2BP no tienen capacidad de unión al DNA 

Muchas de las proteínas de los RNs implicadas en recombinación meiótica y reparación de las DSBs 

presentan capacidad para unirse al DNA como es el caso de RPA, BRCA2, las recombinasas RAD51 y DMC1 o 

el complejo MEIOB/SPATA22 (Yang et al. 2002; Luo et al. 2013; Souquet et al. 2013; Hinch et al. 2020). Por 

esta razón, y teniendo en cuenta la dependencia de la formación de DSBs observada para la carga en los ejes 

de BRME1 y HSF2BP, analizamos si BRME1 y HSF2BP (WT o S167L) se unen directamente al DNA. Para ello 

expresamos ambas proteínas usando un sistema de transcripción/traducción in vitro (TnT) con el cual se 

obtienen proteínas altamente purificadas y libres de proteínas nucleares y cromatina (Loregian et al. 2004; 

Souquet et al. 2013). Estas proteínas se incubaron con bolas magnéticas cubiertas con biotina (control 

negativo), biotina-ssDNA (DNA de hebra simple) o biotina-dsDNA (DNA de doble hebra) de manera que si 

presentan capacidad de unión al DNA serán retenidas y podrán ser detectadas posteriormente por WB. 

Como control positivo utilizamos la proteína de unión a ssDNA RPA. Nuestros resultados mostraron que 

ninguna de las dos proteínas presenta capacidad de unión al DNA in vitro (Figura 31) y, por tanto, podría 

hipotetizarse que su carga a los RNs esté mediada por la interacción con proteínas intermedias como, por 

ejemplo, BRCA2. 

 

 
 

2.14. BRME1 es esencial para la fertilidad en ratón 

Con el fin de analizar funcionalmente la implicación de BRME1 en la fertilidad del ratón y comprobar si 

su función es redundante con la de HSF2BP, generamos un mutante nulo de esta proteína (Brme1-/-) 

mediante edición genómica con CRISPR/Cas9 (Figura 32a-b). La validación del modelo se realizó por WB e IF 

de extractos y preparaciones obtenidas de los testículos de ratones Brme1+/+ y Brme1-/-. En ambos casos se 

Figura 31. BRME1 y HSF2BP no 

presentan capacidad de unión al 

DNA. (a-b) Las proteínas BRME1, 

HSF2BP (WT y S167L) y RPA1 

(proteína de unión a ssDNA, 

control positivo) se produjeron 

unidas a Flag en un sistema libre de 

células (TnT) y se incubaron con 

bolas magnéticas cubiertas con 

biotina, biotina-ssDNA o biotina-

dsDNA. Las proteínas retenidas se 

eluyeron y se analizaron por WB 

con un Ab frente a Flag. BRME1 y 

HSF2BP no unen DNA in vitro. 
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observó la ausencia de proteína en estos ratones en comparación con los ratones WT (Figura 32c-d) 

demostrando que es un modelo nulo y validando la especificidad de los Abs generados frente a BRME1. De 

igual manera que en el caso de HSF2BP esta validación también se llevó a cabo mediante electroporación in 

vivo en testículos de ratón de un plásmido que codifica para EGFP-BRME1. Transcurridas 48 horas tras la 

electroporación, EGFP-BRME1 se detectó en forma de foci sobre los ejes cromosómicos desde zigotena hasta 

paquitena (Figura 32e). Esta localización coincide con la observada con los Abs generados frente a BRME1 

(Figura 25a). 

 

 

Figura 32. Generación y caracterización del modelo Brme1-/-. (a) Representación esquemática de la estrategia de edición 

genómica utilizada para la generación del modelo. Cuadros grises: exones codificantes; cuadros blancos: no codificantes. 

El cromatograma muestra la secuencia de la región editada en los mutantes. ATG, codón de inicio, TAG/TAA y *, codones 

de stop. Las líneas gruesas (secuencias codificantes) y finas (no codificantes) localizadas bajo los exones indican la 

transcripción esperada desde el alelo WT y el alelo nulo. (b) Genotipado por PCR de ratones WT (+/+), heterocigoto (+/-

) y homocigoto para el alelo nulo (-/-) de Brme1 con los primers F2 y R3. Se detecta una banda de 646 bp (alelo WT) y 

una banda de 606 bp (alelo mutante). (c) WB de extractos de testículo procedentes de ratones Brme1+/+ y Brme1-/- con 

un Ab frente a BRME1. Tubulina, control de carga. (d) Doble IF frente a SYCP3 y BRME1 en espermatocitos (izda) y oocitos 

(dcha) Brme1+/+ y Brme1-/-. Esta IF, junto con el WB, demuestran la ausencia de BRME1 en el modelo nulo, así como la 

especificidad de los Abs generados frente a BRME1. (e) Doble IF frente a SYCP3 y EGFP en espermatocitos tras la 

electroporación in vivo en testículo de EGFP-BRME1 mostrando un patrón punteado idéntico al obtenido con los Abs 

frente al BRME1 endógeno (panel d). Barras de escala, 10 μm. 

Los ratones Brme1-/- se desarrollaron con normalidad y no presentaron ningún fenotipo aparente. Sin 
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embargo, las hembras Brme1-/- presentaron una subfertilidad muy severa, debido a una fuerte reducción de 

la reserva folicular (Figura 33a). Por su parte, los machos eran infértiles y mostraron una fuerte reducción 

del tamaño de los testículos (reducción del 76% con respecto a los WT, Figura 33b). El análisis histológico 

mostró un bloqueo meiótico en el estadio IV del ciclo epitelial seminífero con una presencia de un elevado 

número espermatocitos apoptóticos y una ausencia de espermatozoides en el epidídimo (Figura 33c) lo que 

da lugar a una azoospermia no obstructiva. 

 

 

Figura 33. La ausencia de BRME1 produce defectos de fertilidad en ratón. (a) Tinción de H&E en secciones de ovarios 

de hembras WT y Brme1-/- (3 meses) mostrando la fuerte depleción de folículos en las hembras Brme1-/-. El gráfico de la 

derecha representa la cuantificación del número de folículos en estas hembras, n= 3 ovarios/genotipo. Escala, 50 μm. 

(b) Tamaño de testículo de los ratones Brme1+/+ y Brme1-/-. El gráfico representa la cuantificación del peso del testículo 

referido al peso corporal de cada animal (%). n= 14 testículos +/+ y 6 -/-. (c) Tinción PAS-hematoxilina en secciones de 

testículo mostrando un arresto en estadio IV en los ratones Brme1-/-. Los asteriscos rojos indican la apoptosis masiva de 

espermatocitos. Escala, 10 μm (arriba) y 20 μm (abajo). TS, Túbulos Seminíferos; Ep, Epidídimo. Análisis Welch t-test de 

dos colas: ns, no significativo, *p<0,05; ***p<0,001; ****p<0,0001. 

 
 

A continuación, dados los defectos observados en el análisis histológico, nos propusimos analizar en 

detalle la progresión de la meiosis en ausencia de BRME1 siguiendo el ensamblaje/desensamblaje del SC. En 

los espermatocitos Brme1-/- el marcaje doble de SYCP3 y SYCP1 mostró una sinapsis parcial que en muchos 

casos ocurría entre cromosomas no homólogos (fenotipo de cambio de pareja) produciendo un bloqueo en 

zigotena-like (Figura 34a) muy similar al observado en los espermatocitos Hsf2bp-/- (Figura 14a). Una 

pequeña fracción de los espermatocitos (3,7% ± 1,9; n= 3) fue capaz de escapar del bloqueo y alcanzar el 

estadio de paquitena temprana. En el caso de las hembras Brme1-/- el fenotipo también fue altamente similar 



Resultados 
 

 112 

al observado en ausencia de HSF2BP (Figura 15a) mostrando un retraso en la profase I y un elevado 

porcentaje de oocitos con defectos en sinapsis con diferente grado de severidad (Brme1-/-: 47,9%±2,2 frente 

a las Brme1+/+: 12%±5,7; n=2 por genotipo; *p<0,05; Figura 34b). 

 

 

Figura 34. La ausencia de BRME1 produce defectos severos en sinapsis. (a-b) Doble IF con SYCP3 y SYCP1 en esparcidos 

de (a) espermatocitos y (b) oocitos (18,5 dpc) de ratones Brme1+/+ y Brme1-/-. (a) Los espermatocitos deficientes en 

BRME1 mostraron un bloqueo en zigotena-like en el que se observa sinapsis entre cromosomas no homólogos. (b) Los 

oocitos Brme1-/- presentaron un elevado porcentaje de células con defectos en sinapsis con diferente grado de severidad. 

Barras de escala, 10 μm. 

 

2.15. La ausencia de BRME1 produce defectos en la recombinación meiótica 

Una vez determinados los defectos en la progresión de la meiosis de los mutantes de Brme1 y, teniendo 

en cuenta la alta similitud del fenotipo observado con el de los ratones Hsf2bp-/- y su localización en los RNs 

llevamos a cabo un análisis detallado de la recombinación meiótica en ausencia de BRME1.  

 

El marcaje de los espermatocitos Brme1-/- con H2AX y RPA mostró una acumulación de ambas proteínas 

en las zigonemas-like bloqueadas (Figura 35a-b) indicando la presencia de DSBs no reparadas. Los oocitos 

Brme1-/- presentaron una acumulación de H2AX en paquitena (Figura 35c) pero, pese a esta acumulación 

de daño, no se observó una acumulación de RPA (Figura 35d), de igual manera que lo observado en los 

oocitos mutantes para Hsf2bp (Figura 18d).   
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Figura 35. Defectos en la reparación de las DSBs en los meiocitos Brme1-/-. (a-b) Doble IF de SYCP3 con (a-c) H2AX o 

(b-d) RPA1 en esparcidos de meiocitos Brme1+/+ y Brme1-/- . (a-b) En los espermatocitos Brme1-/- se observa una intensa 

acumulación de ambas proteínas en las células bloqueadas en zigotena-like. Nótese que en los ratones WT la señal de 

H2AX desaparece en paquitena de los autosomas.  Los gráficos bajo los paneles muestran la cuantificación en cada 

estadio y genotipo. n (H2AX)= 20-30 células; n (RPA1)= 26-34 células. Barras de escala, 10 μm. (c-d) En los oocitos (17,5 

dpc) Brme1-/- se observa acumulación de H2AX pero no de RPA en comparación con los WT. Los gráficos bajo los paneles 

muestran la cuantificación en cada estadio y genotipo. n (H2AX)= 20-21 células; n (RPA1)= 22-42 células. Barras de 

escala, 10 μm. Análisis Welch t-test de dos colas: ns, no significativo, *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001. 
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El análisis de RAD51 y DMC1 en los meiocitos deficientes en BRME1 mostró una fuerte reducción del 

número de foci de ambas recombinasas (Figura 36a-d), sugiriendo que esta proteína es necesaria para su 

localización en los RNs. En línea con estas observaciones, los meiocitos Brme1-/- presentaron una intensa 

acumulación de SPATA22 (Figura 37a-b), indicando que los defectos en la carga de las recombinasas y la 

invasión del homólogo previenen la eliminación de las proteínas que protegen las regiones de ssDNA como 

son RPA y el complejo MEIOB/SPATA22. Por último, el análisis de la formación de COs en espermatocitos 

mostró una ausencia total de foci de MLH1, de acuerdo con el bloqueo meiótico observado en estos 

mutantes (Figura 37c). En hembras, el número total de COs, medidos como foci intersticiales de CDK2, se vio 

reducido de manera significativa con respecto a los WT, observándose un mayor porcentaje de oocitos con 

bivalentes sin CO (Figura 37d). Estos resultados son muy similares, si no idénticos, a los descritos para los 

mutantes nulos de Hsf2bp (sección 2.6) y, por tanto, ambos análisis funcionales nos permiten concluir que 

HSF2BP y BRME1 son dos nuevas proteínas esenciales para la recombinación meiótica que actúan 

conjuntamente como un complejo heterodimérico funcional y cuya ausencia produce fenotipos altamente 

similares que incluyen un marcado dimorfismo sexual.  

 

Figura 36. La ausencia de BRME1 provoca una fuerte reducción de la localización de las recombinasas RAD51 y DMC1. 

(a-b) Doble IF de SYCP3 con (a) RAD51 o (b) DMC1 en esparcidos de espermatocitos Brme1+/+ y Brme1-/-. (c-d) Doble IF 

de SYCP3 con (a) RAD51 o (b) DMC1 en esparcidos de oocitos (17,5 dpc) Brme1+/+ y Brme1-/-. En todos los casos se observa 

una disminución significativa del número de foci de recombinasas en los ratones Brme1-/-. Los gráficos a la derecha de 

cada panel muestran la cuantificación en cada estadio y genotipo. n (a, RAD51 machos) = 37-45 células; n (b, DMC1 

machos) = 41-50 células. n (c, RAD51 hembras) = 31-42 células; n (d, DMC1 hembras)= 18-31 células. Barras de escala, 

10 μm. Análisis Welch t-test de dos colas: ****p<0,0001. 
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2.16.  BRME1 es necesaria para la localización/estabilidad de HSF2BP 

Teniendo en cuenta la similitud de los fenotipos observados en ausencia de BRME1 y de HSF2BP, así 

como la deslocalización de BRME1 en los mutantes de Hsf2bp, decidimos comprobar si la localización de 

HSF2BP también era dependiente de BRME1. El análisis por IF de los espermatocitos Brme1-/- reveló una 

importante reducción en el número de foci de HSF2BP con respecto a los Brme1+/+ (Figura 38a) mientras que 

en el caso de los oocitos Brme1-/- se observó una ausencia total de foci de HSF2BP (Figura 38b). El análisis 

por WB de la expresión de HSF2BP en extractos de testículo de ratones de 13 dpp mostró una fuerte 

reducción en los ratones Brme1-/- en comparación con la detectada en los WT (Figura 38c). Estos resultados 

indican que BRME1 es necesaria para la localización y la expresión/estabilidad de HSF2BP y junto con la 

reducción de BRME1 observada en ausencia de HSF2BP (Figura 29a-c), sugieren una fuerte interdependencia 

entre ambas proteínas. 

  

Figura 37. Defectos en recombinación en los ratones Brme1-/-. (a-b) Doble IF de 

SYCP3 y SPATA22 en (a) espermatocitos y (b) oocitos (17,5 dpc) Brme1+/+ y Brme1-

/- mostrando una mayor intensidad SPATA22 en los mutantes. Los gráficos de la 

derecha muestran la cuantificación de la intensidad. n (machos)= 20 células; n 

(hembras)= 40 células. (c) Doble IF de SYCP3 y MLH1 en espermatocitos Brme1+/+ 

y Brme1-/-, mostrando la ausencia de COs en los ratones Brme1-/-. (d) Doble IF de 

SYCP3 y CDK2 en oocitos (17,5 dpc) Brme1+/+ y Brme1-/- mostrando una reducción 

del número de COs (foci de CDK2 intersticiales) en las hembras mutantes. Los 

gráficos bajo el panel muestran la cuantificación del número total de foci y del % 

de oocitos con bivalentes sin CO. n= 49-79 células. Barras de escala, 10 μm. Análisis 

Welch t-test de dos colas: ns, no significativo, *p<0,05; ***p<0,001; ****p<0,0001. 
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Figura 38. Análisis de HSF2BP en los mutantes Brme1-/-. (a-b) Doble IF de SYCP3 y HSF2BP en esparcidos de (a) 

espermatocitos y (b) oocitos (17,5 dpc) mostrando la fuerte reducción de la señal de HSF2BP en machos y una ausencia 

total en hembras. El gráfico de la derecha del panel (a) muestra la cuantificación del número de foci de HSF2BP en los 

espermatocitos Brme1-/-, n= 30 células/genotipo. Barras de escala, 10 μm. (c) WB de extractos totales de testículo 

  
 

Dada la fuerte interdependencia de BRME1 y HSF2BP, decidimos analizar in vitro el comportamiento de 

ambas proteínas de forma individual y conjunta, mediante su transfección (o co-transfección) en células 

U2OS. En las transfecciones simples, las dos variantes de HSF2BP (WT y S167L) se localizaron en toda la célula 

de forma homogénea, aunque la intensidad de fluorescencia de la variante HSF2BP-S167L fue menor que la 

de HSF2BP-WT, indicando una menor expresión/estabilidad de la misma (Figura 39a). La localización de 

EGFP-BRME1 fue claramente nuclear (Figura 39a). Cuando ambas variantes se co-transfectaron con BRME1 

la intensidad de ambas aumentó y cambió su patrón drásticamente pasando a marcar de forma intensa el 

nucleoplasma formando invaginaciones nucleares similares a las que forma el retículo nucleoplásmico 

(Malhas et al. 2011). Este patrón se observó en un menor número de células cuando BRME1 se co-transfectó 

con la variante HSF2BP-S167L, probablemente debido a la menor presencia de esta variante (Figura 39a). A 

continuación, la menor expresión/estabilidad fue validada mediante WB de extractos procedentes de 

HEK293T transfectadas con ambas variantes (Figura 39b) observándose además que ambas variantes se 

acumulaban en presencia de BRME1 (Figura 39b). Esta acumulación también se detectó, aunque en menor 

medida, cuando las células se trataron con el inhibidor del proteasoma MG132 (Figura 39b), indicando una 

degradación de HSF2BP parcialmente dependiente del proteasoma que es rescatada por la presencia de 

BRME1. El hecho de que la acumulación de HSF2BP, tanto en presencia de BRME1 como del inhibidor del 

proteasoma, sea mayor en el caso la variante S167L probablemente es debido a la menor estabilidad basal 

de esta variante que se traduce en una mayor degradación vía proteasoma cuando BRME1 no está presente 

para estabilizarla. En conjunto, tanto los resultados in vivo como in vitro sugieren la existencia de una fuerte 

interdependencia funcional entre BRME1 y HSF2BP que da lugar a una menor expresión/estabilidad de 

ambas en los meiocitos de los ratones mutantes (incluyendo los portadores de la variante causante de POI) 

que, en última instancia, produce fuertes defectos en la recombinación meiótica. 
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Figura 39. BRME1 estabiliza a HSF2BP (a) Células U2OS transfectadas con plásmidos que codifican para Flag-HSF2BP 

(WT o S167L) y EGFP-BRME1 individual o conjuntamente y detectados con Abs frente a Flag o EGFP. Se observa un 

cambio drástico de ambas proteínas cuando son co-transfectadas, mostrando un patrón de invaginaciones 

nucleoplásmicas. Este fenotipo es menos severo en presencia de la variante S167L. El gráfico bajo el panel representa la 

cuantificación del número de células con patrón de retículo nucleoplásmico. n>400 células. Barras de escala, 20 μm. (b) 

Células HEK293T transfectadas con Flag-HSF2BP (WT o S167L) y EGFP-BRME1 individual o conjuntamente. Además, las 

células transfectadas se trataron con el inhibidor del proteasoma MG132 (10μM). Los extractos se analizaron por WB 

con un Ab frente a Flag y como control de eficiencia de transfección se co-transfectó un plásmido que codificaba para 

Cherry. HSF2BP-WT se expresa en mayores niveles que HSF2BP-S167L y la detección se vio incrementada en presencia 

de BRME1 aunque este incremento fue mayor en la variante S167L. La incubación con MG132 produjo un efecto similar 

al de BRME1 aunque menos acusado. Los gráficos bajo el panel muestran la cuantificación de la intensidad de las bandas 

del WB. n= 3 transfecciones independientes para cada condición. Análisis Welch t-test de dos colas: **p<0,01; 

***p<0,001; ****p<0,0001. 

 
 

2.17. BRME1 y HSF2BP forman un complejo multimérico con PALB2 y BRCA2 

Por último, con el fin de profundizar en el mecanismo molecular subyacente a los defectos en 

recombinación observados en los ratones Brme1-/-, Hsf2bp-/- y Hsf2bpS167L/S167L abordamos el estudio del 

interactoma de BRME1 mediante su inmunoprecipitación en extractos de testículo de ratón acoplado a 

espectrometría de masas. Como cabía esperar identificamos a HSF2BP como su principal interactor pero 

también se identificaron BRCA, su interactor clásico PALB2 (Xia et al. 2006), RAD51 y RPA, sugiriendo que 

todos ellos forman un gran complejo multimérico (Tabla 4).  
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Tabla 4. Proteínas implicadas en recombinación meiótica identificadas como posibles interactores de BRME1. Estos 

resultados se obtuvieron mediante IP de BRME1 desde extractos de testículo de ratón acoplada a espectrometría de 

masas. Se llevaron a cabo dos experimentos en paralelo con dos Abs policlonales de conejo generados frente a la 

proteína BRME1 completa (Ab1 y Ab2). Como control negativo se usó una IP con IgGs de conejo. El iBAQ representa la 

intensidad detectada para cada proteína. 

 

 

Para validar estas interacciones, co-transfectamos los plásmidos que codificaban para cada una de estas 

proteínas marcadas con diferentes epítopos en células HEK293T y realizamos ensayos de co-IP. BRME1 por 

sí solo no mostró interacción con ninguna de las regiones de BRCA2 (Nterminal, Medio o Cterminal) (Figura 

40a). Sin embargo, en presencia de HSF2BP, BRME1 y BRCA2-C co-inmunoprecipitaron (en ambos sentidos, 

Figura 40b). Teniendo en cuenta la interacción directa de HSF2BP con BRCA2-C (Figura 23a) y BRME1 (Figura 

24a-b), estos resultados indican que las tres proteínas forman un complejo en el que HSF2BP actuaría de 

puente entre BRCA2 y BRME1. 

 

La validación de las interacciones entre BRME1 y HSF2BP con RPA, RAD51 y PALB2 mostró co-

inmunoprecipitación positiva, aunque leve, de HSF2BP con todos ellos y de BRME1 con RAD51 y RPA pero 

no con PALB2 (Figura 40c). Muchas de las proteínas de la maquinaria implicada en la recombinación meiótica 

participan también en la recombinación homóloga que se produce en células somáticas, como es el caso de 

BRCA2, RPA o RAD51. Es por ello, que en este contexto celular (células HEK293T) también se encuentran 

presentes otras proteínas de la maquinaria de reparación que podrían favorecer la detección de 

interacciones indirectas. Por este motivo, decidimos validar las interacciones detectadas con RPA, RAD51 y 

PALB2 expresando cada una de ellas en un sistema libre de células (Sistema TnT) evitando así la presencia 

de proteínas accesorias. Mediante esta aproximación solo detectamos interacción directa entre BRME1 y 

HSF2BP (Figura 40d), siendo negativas el resto de las interacciones (Figura 40d) y sugiriendo que estas 

proteínas no interaccionan directamente con HSF2BP y BRME1 sino que forman un complejo (o complejos) 

in vivo, probablemente mediado por BRCA2. La formación de estos complejos estaría afectada tanto en 

ausencia de BRME1 como de HSF2BP lo que desencadenaría los defectos en recombinación observados en 

los mutantes nulos. Además, la variante causante de POI (HSF2BP-S167L), dada su menor 

expresión/estabilidad podría estar alterando, aunque de forma más sutil, la formación de estos grandes 

complejos de recombinación que incluyen a BRCA2, dando lugar al fenotipo menos severo de estos 

mutantes. 
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Figura 40. Co-inmunoprecipitación de BRME1 y HSF2BP con los posibles interactores identificados por espectrometría 

de masas. (a-c) Los plásmidos codificantes para BRME1, HSF2BP, BRCA2 (C, M o N), RPA1, RAD51 o PALB2 marcados con 

diferentes epítopos se co-transfectaron en células HEK293T. Los complejos proteicos se inmunoprecipitaron con los Abs 

indicados en verde y se analizaron por WB con los Abs indicados en rojo. Las IgGs se usaron como control negativo. (a) 

BRME1 y BRCA2-C co-inmunoprecipitan en presencia de HSF2BP. La co-inmunoprecipitación de HSF2BP con BRCA2-C se 

muestran en la Figura 23a. (b) BRME1 no co-inmunoprecipita con BRCA2-N, BRCA2-M o BRCA2-C cuando están los dos 

solos. (c) BRME1 (izquierda) co-inmunoprecipita ligeramente con RPA1 y RAD51 pero no con PALB2. HSF2BP (derecha) 

co-inmunoprecipita ligeramente con RPA1, RAD51 y PALB2. (d) BRME1, HSF2BP y sus posibles interactores (RPA1, RAD51 

y PALB2) se expresaron marcados con un epítopo (Flag o HA) en un sistema libre de células TnT. Estas proteínas se 

incubaron juntas 30 min a RT para permitir formar los complejos y se inmunoprecipitaron con los Abs indicados en verde. 

El análisis por WB se hizo con los Abs indicados en rojo. La única interacción directa detectada fue entre BRME1 y HSF2BP. 
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1. USP26 no es esencial para la fertilidad en ratón 

1.1. La ausencia de USP26 no afecta a la meiosis ni la fertilidad en ratón   

En el presente estudio hemos generado dos modelos de pérdida de función de Usp26, uno de ellos 

portador de dos inserciones consecutivas (alelo21) y otro portador de una deleción que elimina la cisteína 

catalítica de USP26 (mutante inactivo, aleloCat). Aunque el análisis in silico predice que ambos alelos generan 

proteínas truncadas, no hemos podido demostrar la ausencia de USP26 en nuestros mutantes debido a la 

falta de sensibilidad de los Abs utilizados, incapaces de detectar la proteína USP26 endógena. Pese a esto, la 

deleción generada en el mutante catalítico (Cat) asegura que, de expresarse parte de la proteína, esta no 

sería funcional como proteasa específica de ubiquitina dando lugar a un mutante de pérdida de función. 

 

USP26 pertenece a la superfamilia de las enzimas desubiquitinantes encargadas del mantenimiento de 

la homeostasis de la ubiquitina en las células mediante el procesamiento de sus péptidos precursores y la 

eliminación de la ubiquitina de sus sustratos (Komander et al. 2009). La ubiquitinación desempeña funciones 

fundamentales a lo largo de la espermatogénesis, desde el establecimiento y la diferenciación de las SSCs 

hasta la espermiogénesis (Bose et al. 2014). En este sentido, diferentes enzimas desubiquitinantes se han 

asociado con defectos en diferentes estadios de la espermatogénesis, así como con defectos en fertilidad 

(entre ellas USP2 (Bedard et al. 2011), USP7 (Luo et al. 2015), USP9X (Kishi et al. 2017) y Uchl-1 (Kwon et al. 

2005)). Sin embargo, nuestros datos muestran que los ratones deficientes en USP26 son fértiles, tienen 

camadas del mismo tamaño que los silvestres y presentan un número y distribución normal de las células 

del testículo. 

 

Usp26 alcanza su máximo nivel de transcripción durante los primeros estadios de la profase meiótica (ver 

anexo, Tablas S1 y S2) (Margolin et al. 2014; da Cruz et al. 2016). Este patrón de expresión, junto con la 

importancia del sistema ubiquitin-proteasoma en la regulación de la profase en ratón (Rao et al. 2017) y la 

implicación de USP26 en la reparación del DNA y la recombinación homóloga en células somáticas (Typas et 

al. 2016), sugieren un posible papel de USP26 en estos procesos. Sin embargo, el análisis citológico de los 

espermatocitos mutantes no mostró defectos aparentes en sinapsis, reparación de las DSBs y recombinación 

meiótica sugiriendo que la función de USP26 no estaría relacionada con la regulación de la profase I meiótica. 

 

1.2. Asociación entre USP26 e infertilidad humana 

La asociación de esta proteína específica de testículo con la infertilidad masculina ha sido foco de muchos 

estudios durante las últimas dos décadas, aunque con resultados controvertidos. Diversos trabajos han 

relacionado mutaciones en USP26 con infertilidad masculina en humanos (Paduch et al. 2005; Stouffs et al. 

2005; Zhang et al. 2007; Lee et al. 2008a; Asadpor et al. 2013; Xia et al. 2014; Li et al. 2015; Ma et al. 2016; 

Li et al. 2020a; Arafat et al. 2020). Sin embargo, nuestros estudios funcionales indican que USP26 es 

prescindible para la fertilidad del ratón y concuerdan con los trabajos que muestran una ausencia de 

asociación entre los polimorfismos genéticos en USP26 y la infertilidad masculina (Ravel et al. 2006; Stouffs 

et al. 2006; Christensen et al. 2008; Ribarski et al. 2009; Shi et al. 2011; Zhang et al. 2015; Luddi et al. 2016). 

Además, nuestras observaciones están respaldadas por la identificación de un paciente normo-zoospérmico 

portador de una mutación en USP26 (c.882 C>A) que genera un codón de STOP prematuro y da lugar a una 
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proteína truncada en la posición 293 y que, por tanto, carece de la cisteína catalítica humana (Cys305) (Luddi 

et al. 2016).  

 

Nuestros resultados aportan nuevas evidencias que podrían arrojar luz sobre la gran controversia 

existente en relación con USP26 y la infertilidad masculina en humanos. Sin embargo, aunque el ratón es el 

modelo más utilizado en la investigación biomédica (Rosenthal and Brown 2007), no podemos descartar que 

la relevancia funcional de USP26 difiera entre ambas especies, teniendo un papel crítico en humanos pero 

no en ratón. Por otra parte, en paralelo con nuestro estudio Tian et al. (2019) describieron la presencia de 

defectos en la espermatogénesis y subfertilidad en un modelo nulo para Usp26 tras más de 6 generaciones 

de retrocruces en un fondo genético C57BL/6J. En contraposición con este estudio, otro trabajo posterior no 

detectó defectos en la espermatogénesis ni en la fertilidad de mutantes nulos para Usp26 retrocruzados 5 

veces en ese mismo fondo, pero sí cuando se retrocruzaron de 3 a 5 generaciones en un fondo genético 

DBA/2 (Sakai et al. 2019). Los ratones retrocruzados en fondo DBA/2 mostraron defectos en sinapsis y una 

reducción en el número de espermatozoides que condujeron a fenotipos de subfertilidad o, incluso, en 

algunos casos, infertilidad. En conjunto, estos estudios ponen de manifiesto la influencia del fondo genético 

en los análisis funcionales realizados en mutantes murinos, así como la importancia de considerarlo a la hora 

de extrapolar las conclusiones a los humanos. Los dos modelos desarrollados en este trabajo se encuentran 

en un fondo mixto no consanguíneo B6/CBA F2 (híbridos entre las cepas C57BL/6J y CBA/J) que refleja mejor 

la variabilidad genética presente en las poblaciones humanas. 

 

Por último, dada la expresión restringida a testículo de Usp26 y la importancia de la regulación del 

balance ubiquitinación/desubiquitinación en la célula, la ausencia total de fenotipo de nuestros mutantes 

resulta sorprendente y podría explicarse por una redundancia genética en la función de Usp26. El análisis in 

sílico del perfil de transcripción de diferentes USPs durante la espermatogénesis muestra que varias de ellas 

presentan un patrón altamente similar al de USP26 (USP9X, USP37, USP14, USP53, USP33, USP28 y USP3; 

ver anexo Tablas S1 y S2 (Margolin et al. 2014; da Cruz et al. 2016)) postulándose como posibles candidatas 

a compensar la pérdida de función de USP26. Sería interesante analizar si alguna de estas USPs se encuentra 

sobrexpresada en ausencia de USP26, lo que apoyaría la existencia de algún tipo de redundancia funcional. 

De identificarse alguna, para obtener la demostración definitiva sería necesaria la generación del modelo de 

pérdida de función de ambas proteínas simultáneamente.  

 

En conclusión, este trabajo supone el primer análisis funcional de USP26 en ratón, así como la primera 

evidencia in vivo de que USP26 no es esencial para la gametogénesis y la fertilidad del ratón, aportando 

nuevos datos a la gran controversia existente en torno a esta ubiquitin-proteasa. 
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2. Una variante en HSF2BP causa POI a través de su nuevo interactor 

BRME1 

2.1. La variante S167L en HSF2BP afecta a la fertilidad en mujeres 

Mediante la secuenciación del exoma de tres casos de POI hereditarios procedentes de una familia 

endogámica de origen árabe-israelí, se ha identificado la variante S167L en HSF2BP como la mejor candidata 

causal de la infertilidad. En esta familia todos los miembros afectados son homocigotos para la mutación 

mientras que los miembros sanos son portadores heterocigotos. Esto, junto con la identificación de HSF2BP 

como una nueva proteína esencial para la recombinación meiótica y la fertilidad en ratón, apoyan la 

causalidad de la variante HSF2BP-S167L en la POI. Dicha causalidad fue corroborada por el fenotipo meiótico 

y la subfertilidad observada en las hembras Hsf2bpS167L/S167L. Además, los defectos observados en los 

meiocitos Hsf2bpS167L/S167L, como son la reducción del número de foci de RAD51/DMC1 en las DSBs y la 

consiguiente reducción del número de COs, ponen de manifiesto que esta variante provoca alteraciones en 

la recombinación meiótica. El análisis comparativo del alelo S167L con el alelo nulo para Hsf2bp mostró que 

esta variante de cambio de sentido se comporta como un alelo hipomorfo, lo cual está de acuerdo con la 

amenorrea secundaria observada en las pacientes y la fertilidad residual (con asistencia médica) presente 

en una de las hermanas afectadas. La identificación de HSF2BP como un nuevo gen causante de POI debido 

a alteraciones en la recombinación meiótica concuerda con la creciente aunque reducida lista de genes de 

esta ruta responsables de POI que incluye a BRCA2, MEIOB, SYCE1, MSH4 o DMC1 (De Vries et al. 2014; 

Carlosama et al. 2017; He et al. 2018; Caburet et al. 2019; Caburet et al. 2020).  

 

Aunque no podemos descartar la aparición con el tiempo de un fenotipo de POI en estos ratones, la 

subfertilidad de las hembras Hsf2bpS167L/S167L representa un fenotipo menos severo que el observado en las 

pacientes. Esto podría deberse a una menor sensibilidad del ratón con respecto al humano ante los alelos 

hipomorfos, como sucede con la menor sensibilidad del ratón a la dosis génica en aquellos genes que son 

haploinsuficientes en humanos (Veitia 2003). Por otro lado, los eventos iniciales de la meiosis femenina en 

humanos parecen ser más propensos a la aparición de errores que en ratón o que en hombres, como se 

evidencia por la mayor incidencia de defectos en sinapsis presente en los oocitos humanos. Además, el hecho 

de que los foci de MLH1 se detecten mucho antes durante la profase I femenina humana en comparación 

con la masculina o la de ratón, sugiere una diferente regulación temporal de la recombinación en mujeres 

(Hassold et al. 2007). Por último, recientemente se ha descrito que los oocitos humanos presentan cierta 

ineficiencia en la maduración de los CO de tal forma que, pese a formarse un mayor número de COs en 

mujeres, la frecuencia de bivalentes sin CO es más elevada en estas que en los hombres (Wang et al. 2017b). 

Todas estas observaciones podrían explicar el fenotipo más severo de las pacientes con POI en comparación 

con las hembras del modelo Hsf2bpS167L/S167L. 

 

En el caso de los hombres, la ausencia en la familia de hermanos varones portadores de la mutación en 

homocigosis impide la comparación directa entre el fenotipo observado en los ratones macho 

Hsf2bpS167L/S167L y los humanos. Sin embargo, la extrapolación a los humanos de nuestros resultados en ratón 

sugiere que la presencia de la variante S167L en homocigosis provocaría defectos de fertilidad en los varones. 

No es descartable que estudios futuros identifiquen esta u otras variantes en HSF2BP asociadas a 
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infertilidades masculinas. En este sentido, recientemente se ha descrito una variante en HSF2BP (G224*) que 

afecta a la recombinación meiótica en hombres y podría estar asociada con problemas de fertilidad. Los dos 

hermanos portadores de esta variante (hombre y mujer) no presentaron problemas de salud pero ninguno 

de ellos tuvo descendencia, lo que podría indicar que ambos eran infértiles (Halldorsson et al. 2019). Esta 

observación refuerza la hipótesis de que diferentes variantes en HSF2BP podrían afectar también la fertilidad 

masculina en humanos.  

 

2.2. Los mutantes de Hsf2bp y Brme1 presentan dimorfismo sexual 

Los mutantes meióticos en ratón a menudo presentan fenotipos sexualmente dimórficos (Morelli and 

Cohen 2005; Cahoon and Libuda 2019). Esta disimilitud puede deberse a las diferencias estructurales en el 

SC descritas entre sexos como son la distinta longitud de los ejes cromosómicos (Gruhn et al. 2013) o la 

diferente función de ciertas proteínas de los ejes entre machos y hembras, como ocurre en el caso de RAD21L 

(Herrán et al. 2011). En los mutantes de recombinación meiótica, las hembras habitualmente son capaces 

de avanzar más en la meiosis que los machos. De acuerdo con esto, los mutantes nulos de Hsf2bp y Brme1 

mostraron un bloqueo en zigotena-like en machos y, sin embargo, las hembras fueron capaces de generar 

un reducido número de oocitos fertilizables pese a los defectos observados en sinapsis. Este dimorfismo 

puede deberse, además de a las diferencias estructurales del SC, a la ausencia de silenciamiento del 

cromosoma Y cuando el bivalente sexual no sinapsa en los machos mutantes y/o a la presencia de 

checkpoints menos severos durante la oogenesis femenina (Hunt and Hassold 2002). 

 

Los ratones Hsf2bpS167L/S167L también mostraron cierto dimorfismo sexual tanto molecular como 

reproductivo. Aunque ambos sexos comparten gran parte de las alteraciones moleculares en la ruta de 

recombinación meiótica, destacando la reducción del número de foci de RAD51/DMC1 y la consiguiente 

reducción en el número de COs, también se observaron ciertas diferencias. En las hembras la reducción de 

DMC1 fue más acusada y no presentaron acumulación de RPA pese a la acumulación de daño en el DNA, 

algo que también se observó en las hembras de los modelos nulos. Estas diferencias apuntan hacia la 

existencia de diferentes mecanismos subyacentes en la recombinación meiótica de cada sexo, de manera 

similar a lo que ocurre con TEX15, proteína esencial para la carga de RAD51/DMC1 en machos pero no en 

hembras (Yang et al. 2008). La existencia de estos mecanismos moleculares diferenciales explicaría que la 

recombinación meiótica sea el proceso donde más dimorfismo sexual se ha descrito hasta el momento.  

 

 Desde el punto de vista reproductivo también encontramos diferencias entre sexos en los mutantes 

Hsf2bpS167L/S167L. Ambos muestran una disminución significativa del número de COs y, consecuentemente, 

una mayor frecuencia de meiocitos con bivalentes sin COs. Sin embargo, mientras que en machos esto da 

lugar a una disminución del número de espermatozoides en el epidídimo, en hembras el número de oocitos 

de la reserva folicular no se ve afectado. Paradójicamente, los machos no presentaron una reducción de la 

fertilidad mientras que las hembras fueron subfértiles. El hecho de que no hayamos detectado ningún 

impacto estadísticamente significativo de la variante S167L en la fertilidad masculina podría deberse a la alta 

variabilidad obtenida tanto en la frecuencia de las camadas como en el tamaño de las mismas, lo que 

provocaría una disminución de la potencia estadística del análisis. Por otra parte, se sabe que una fuerte 

reducción en la cantidad de espermatozoides (de hasta el 60%) no afecta a la fertilidad del ratón lo que 
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explicaría la fertilidad normal de los machos Hsf2bpS167L/S167L a pesar de los evidentes defectos meióticos 

observados (Schürmann et al. 2002). En el caso de las hembras la leve subfertilidad observada (reducción en 

la frecuencia de las camadas) podría deberse al menor número de gametos disponibles para ser fertilizados 

con respecto a los machos, pero también a las diferencias moleculares en la recombinación meiótica de 

ambos sexos que hemos comentado anteriormente (Cahoon and Libuda 2019). Dado que en hembras la 

metafase I se completa tras la ovulación, proceso posterior al establecimiento de la reserva de oocitos del 

ovario (Bolcun-Filas and Handel 2018), la reducción del número de COs observado en las hembras 

Hsf2bpS167L/S167L podría producir defectos en la metafase I dando lugar a oocitos que, tras la fertilización, 

producirían embriones no viables. Esto explicaría la reducción de la fertilidad pese a no existir diferencias en 

la reserva folicular. En el caso de las hembras Hsf2bp-/- y Brme1-/-, los defectos en recombinación son tan 

severos que los oocitos presentan fuertes alteraciones de la sinapsis que conllevan su eliminación tras la 

profase I y la consiguiente reducción de la reserva folicular. 

 

2.3. HSF2BP y BRME1 forman un complejo funcional esencial para la recombinación  

Mediante diferentes aproximaciones complementarias tanto in vivo e como in vitro hemos demostrado 

que las proteínas HSF2BP y BRME1 constituyen un complejo funcional en el que ambas subunidades son 

esenciales para la recombinación meiótica y para su expresión y/o estabilidad mutua. De acuerdo con esto, 

la eliminación genética de HSF2BP o BRME1 da lugar a fenotipos muy similares, si no idénticos.  La oogénesis 

de ambos mutantes nulos presenta defectos severos en sinapsis que producen la eliminación de la mayoría 

de los oocitos antes de la formación de los folículos primordiales. Por su parte, la espermatogénesis se 

encuentra bloqueada en un estadio zigotena-like dando lugar a la ausencia de espermatozoides. 

Mecanísticamente, estos defectos son debidos a la disminución drástica de las recombinasas RAD51/DMC1 

que impide la correcta reparación de las DSBs y produce una ausencia total o una reducción significativa de 

los COs en machos y hembras, respectivamente. Como consecuencia de estos defectos en reparación los 

espermatocitos bloqueados en zigotena-like acumulan las proteínas de unión a ssDNA, RPA y SPATA22, 

mientras que los oocitos únicamente acumulan SPATA22. El fenotipo de estos mutantes, junto con la alta 

co-localización de HSF2BP/BRME1 con RPA, sugiere que estas proteínas actúan en los eventos tempranos de 

la recombinación meiótica tras la formación de las DSBs. De acuerdo con esto, la ausencia de BRME1 y 

HSF2BP en el mutante nulo de Spo11 indica que su localización es dependiente de la formación de las DSBs. 

Además, el hecho de que la localización de BRME1 y HSF2BP no se viera alterada en los mutantes de pérdida 

de función de Rnf212 y Hei10, con defectos en la designación y maduración de los COs (Qiao et al. 2014),  ni 

en los de Rec8 y Six6os1, en los que no se produce la invasión del homólogo debido a la asinapsis (Bannister 

et al. 2004; Gomez-H et al. 2016), nos permite determinar que la función de HSF2BP/BRME1 es 

independiente del establecimiento de la sinapsis y anterior a la invasión del homólogo mediada por 

RAD51/DMC1. 

 

Durante la caracterización de la función de HSF2BP y BRME1 en meiosis y de cómo la variante S167L 

modifica la fertilidad en ratones, se han descrito dos modelos knockout para Hsf2bp (Brandsma et al. 2019; 

Zhang et al. 2019) y cuatro modelos knockout para Brme1 (Takemoto et al. 2020; Shang et al. 2020; Li et al. 

2020b; Zhang et al. 2020b) lo que pone de manifiesto el interés creciente en el desciframiento de los 

mecanismos moleculares que gobiernan la meiosis y, más concretamente, la recombinación meiótica. De 
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forma similar a lo descrito en esta tesis, estos grupos reportaron de manera independiente que HSF2BP y 

BRME1 son esenciales para la recombinación meiótica y la fertilidad del ratón. En el caso de los mutantes 

nulos para Hsf2bp, el fenotipo de los machos fue igual al observado en nuestros mutantes. Sin embargo, la 

ausencia de HSF2BP en hembras dio lugar a fenotipos con diferente severidad, siendo en unos casos 

subfértiles ((Zhang et al. 2019) y esta tesis) y en otro fértiles (Brandsma et al. 2019).  En cuanto a los mutantes 

de pérdida de función de Brme1, en todos los casos los machos mostraron problemas de fertilidad y 

alteraciones moleculares similares aunque con diferente severidad. Nuestro modelo Brme1-/- mostró un 

bloqueo casi total en estadio zigotena-like y una ausencia de COs. Sin embargo, los mutantes de Zhang et al., 

Shang et al. y Li et al. presentaron un alto porcentaje de células capaces de alcanzar el estadio de paquitena 

y formar COs e incluso una pequeña fracción alcanzó diplotena y metafase I. Sorprendentemente, el mutante 

de Takemoto et al. presentó una cantidad residual de espermátidas y espermatozoides que condujeron a 

una subfertilidad muy severa pero no a la infertilidad. En cuanto a las hembras, solo tres de los trabajos 

abordaron superficialmente su análisis mostrando una fertilidad normal, en contraposición con la fuerte 

reducción de la reserva folicular y los defectos meióticos de nuestras hembras Brme1-/- (Takemoto et al. 

2020; Shang et al. 2020; Li et al. 2020b). Estas diferencias no parecen deberse a la naturaleza de la mutación 

de cada modelo dado que el mutante con el fenotipo menos severo es el que tiene la deleción más grande 

(el mutante de Takemoto et al. carece de los últimos 6 exones, deleción que abarca la región delecionada en 

los otros 4 mutantes). Por lo tanto, la mayor severidad del fenotipo de nuestros mutantes Brme1-/-, tanto en 

machos como en hembras, podría explicarse por los distintos fondos genéticos de estos ratones. De igual 

manera, las diferencias en el fondo genético de los mutantes de Hsf2bp descritos podría explicar la severidad 

variable del fenotipo observado en las hembras. 

 

En relación con el análisis de la función de BRME1 durante la meiosis, además de los defectos en 

recombinación meiótica ya mencionados, Li et al. (2020b) describen una fuerte alteración de la 

ubiquitinación tanto en los autosomas como en el sex body en ausencia de BRME1. Sus resultados descartan 

que esta proteína actúe como E3 ligasa o que sea en sí mismo un sustrato de ubiquitinación y proponen que 

BRME1 podría participar en la progresión de la profase I meiótica regulando la ubiquitinación de proteínas 

meióticas clave (Li et al. 2020b). Nuestros resultados (in vivo e in vitro) sugieren una estabilización de HSF2BP 

dependiente de BRME1 y del proteasoma apoyando la hipótesis de que BRME1 podría participar en la 

regulación de la profase I y la recombinación meiótica modulando la ubiquitinación de diferentes sustratos. 

Dado que nuestro análisis in vivo sugiere que HSF2BP es necesaria para la estabilidad de BRME1, y teniendo 

en cuenta la fuerte interdependencia funcional de ambas proteínas, no podemos descartar que HSF2BP 

también esté implicada en esta regulación dependiente de ubiquitinación. 

 

Finalmente, la inmunoprecipitación de BRME1 de extractos de testículo acoplada a espectrometría de 

masas detectó principalmente a su pareja HSF2BP, pero también a las proteínas PALB2, RAD51, RPA y BRCA2. 

Sin embargo, mediante ensayos in vitro observamos que la única interacción directa se producía entre 

BRME1 y HSF2BP. Todo ello sugiere que el resto de interacciones podrían estar mediadas por la proteína 

multidominio BRCA2 ya que HSF2BP interacciona directamente con ella (este trabajo y Brandsma et al. 2019) 

y con BRME1 (este trabajo). Además, BRCA2 también interacciona directamente con PALB2 (Xia et al. 2006), 

con las recombinasas RAD51 y DMC1 y con el DNA, a través de su capacidad de unión a este (Siaud et al. 
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2011). Estos complejos multiproteicos gobernados por BRCA2 participan en la sucesión ordenada de eventos 

que ocurren en la reparación de las DSBs como son la unión inicial de RPA a las zonas reseccionadas, el 

intercambio de RPA por RAD51/DMC1 y la carga de MEIOB/SPATA22 a los complejos de RPA (Zhao et al. 

2015; Martinez et al. 2016). Recientemente, se han identificado variantes en pacientes con POI en genes 

relacionados con BRCA2 e implicados en los procesos tempranos de la reparación de las DSBs meióticas 

como son MEIOB, DMC1 o el propio BRCA2 (He et al. 2018; Caburet et al. 2019; Caburet et al. 2020). Todo 

ello pone de manifiesto la elevada susceptibilidad y la importancia de la regulación de este punto de la ruta 

meiótica, así como el papel central que BRCA2 desempeña en la misma. 

 

2.4. La variante HSF2BP-S167L se comporta como un alelo hipomorfo en ratón 

 

El análisis de la variante en HSF2BP causante de POI (S167L), tanto in vivo como in vitro, ha mostrado que 

se esta comporta como un alelo hipomorfo en ratón dando lugar a una reducción de su propia 

expresión/estabilidad y la de su interactor BRME1. Como consecuencia de ello, los meiocitos Hsf2bpS167L/S167 

presentaron cualitativamente las mismas alteraciones moleculares en la ruta de la recombinación meiótica 

que los meiocitos Hsf2bp-/- y Brme1-/- pero cuantitativamente menos severas. Estas incluyeron una reducción 

de RAD51/DMC1 y de los COs, así como una acumulación de RPA (solo en machos) y de SPATA22. Estas 

alteraciones condujeron a una disminución de la cantidad de espermatozoides sin afectar a la fertilidad de 

los machos Hsf2bpS167L/S167L y a una ligera reducción en la fertilidad en las hembras. De acuerdo con la pérdida 

parcial de función de la variante S167L, dichos fenotipos fueron menos severos que los observados en los 

mutantes nulos. 

 

La acumulación de RPA observada en los machos Hsf2bpS167L/S167L probablemente se corresponde con la 

primera oleada de actividad de RPA que tiene lugar durante los primeros estadios de la recombinación. El 

complejo RPA (RPA1-RPA2-RPA3) se une y estabiliza los intermediarios de ssDNA que se forman durante la 

reparación del DNA y en meiosis forma un complejo con otras dos proteínas esenciales, MEIOB y SPATA22. 

(Luo et al. 2013). Se ha postulado que RPA actúa en dos momentos diferentes durante la meiosis. En primer 

lugar, durante las fases iniciales de la recombinación uniéndose al ssDNA generado tras la resección de las 

DSBs donde es reemplazado rápidamente por las recombinasas RAD51/DMC1. En segundo lugar, durante la 

invasión del cromosoma homólogo mediada por RAD51/DMC1 protegiendo las regiones de ssDNA del D-

loop que se forman tras el desplazamiento de la hebra (Shi et al. 2019). La demostración de que HSF2BP y 

BRME1 no se unen directamente al DNA sugiere un modelo en el que el complejo HSF2BP/BRME1 se localiza 

en las DSBs probablemente a través de la interacción con BRCA2 siendo indispensable para la posterior 

localización de RAD51/DMC1. La ausencia del complejo HSF2BP/BRME1 impide el reemplazamiento de RPA 

por RAD51/DMC1 en los RNs lo que produciría la acumulación observada de RPA y de su interactor SPATA22. 

De igual manera, la reducción de la cantidad de HSF2BP/BRME1 como consecuencia de la variante S167L 

provocaría un reemplazo menos eficiente de RPA por RAD51/DMC1 dando lugar a la acumulación, aunque 

en menor grado, de RPA/SPATA22 y provocando una disminución del número de COs. En el caso de las 

hembras no se observó acumulación de RPA en ninguno de los tres modelos mutantes analizados, pero sí de 

SPATA22. Dado que se desconoce la función in vivo de RPA en la oogénesis y que la carga de MEIOB/SPATA22 

a las DSBs es independiente de RPA (Shi et al. 2019), podríamos especular que en la meiosis femenina el 
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papel de RPA en la unión del ssDNA y su reemplazo por RAD51/DMC1 en los estadios tempranos de la 

recombinación podría ser llevado a cabo por otro complejo como SPATA22/MEIOB de manera dependiente 

de HSF2BP/BRME1.  

 

Recientemente, el desarrollo de un mapa de recombinación meiótica de alta resolución ha permitido 

identificar nuevos loci implicados en el control de este proceso a través del análisis de variantes que 

modifican la tasa de recombinación y/o la localización de los COs (Halldorsson et al. 2019). Entre ellos están 

genes relacionados con la formación del SC (Syce2, Rad21l, Sycp3 y Six6os1) y proteínas de la propia 

maquinaria de recombinación meiótica. Dentro de esta segunda categoría se identificaron variantes en las 

E3 ligasas RNF212 (SUMO-ligasa) y HEI10 (Ubiquitin-ligasa), proteínas ampliamente documentadas como 

determinantes de la tasa de recombinación (Reynolds et al. 2013; Lake and Hawley 2013), pero también en 

proteínas de los eventos tempranos de recombinación como Meiob y, lo que es más importante, en Hsf2bp 

(Halldorsson et al. 2019). Es importante destacar que algunos de estos genes descritos como modificadores 

de la recombinación meiótica han sido descritos como “genes de fertilidad” en humanos, como es el caso de 

SYCP3, HFM1  y HSF2BP (Wang et al. 2014; Geisinger and Benavente 2017 y este trabajo). Con estos 

antecedentes, planteamos la hipótesis de que diferentes variantes en el mismo gen pueden alterar la tasa 

de recombinación en diferente grado pudiendo dar lugar desde fenotipos leves (sin efectos perjudiciales) a 

fenotipos severos (causantes de infertilidad) cuando esta tasa de recombinación se reduce por debajo del 

límite de un CO por bivalente. En el caso bajo estudio, los resultados sugieren que la variante S167L provoca 

una hipoactividad del complejo HSF2BP/BRME1 que da lugar a una reducción de la tasa de recombinación 

por debajo de ese límite. Hasta donde sabemos, HSF2BP es uno de los escasos genes humanos con variantes 

que afectan tanto a la recombinación meiótica en la población (Halldorsson et al. 2019) como a la fertilidad 

de manera directa a través de defectos en la segregación cromosómica causados por la reducción de la tasa 

de recombinación (este trabajo). En línea con esta hipótesis, es factible que la presencia de variantes con 

efectos aditivos pueda conducir a una mayor reducción de la tasa de recombinación y, por lo tanto, a la 

aparición de aneuploidías e infertilidad (Schimenti and Handel 2018). Concretamente, variantes aditivas en 

proteínas implicadas en recombinación meiótica o componentes del SC podrían estar detrás de una parte 

importante de las infertilidades idiopáticas. En principio, estas variantes deberían estar sometidas a 

selección negativa y reducirse en gran medida o incluso eliminarse de la población. Sin embargo, esto no 

ocurriría en aquellos genes con dimorfismo sexual donde los individuos de uno de los sexos son portadores 

fértiles de dichas variantes, algo que sucede en un gran número de genes meióticos incluidos Hsf2bp y Brme1 

(Gershoni and Pietrokovski 2014; Cahoon and Libuda 2019). 

 

En resumen, en este trabajo hemos descrito por primera vez una familia humana donde la POI co-segrega 

mendelianamente con la variante S167L en HSF2BP. Mediante el análisis de los ratones humanizados hemos 

demostrado que la variante S167L se comporta como un alelo hipomorfo que provoca una menor expresión 

y/o estabilidad del complejo HSF2BP/BRME1 y fenocopia, aunque de manera menos severa, los defectos 

meióticos observados en los ratones que carecen de HSF2BP o de su nuevo interactor BRME1.  
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3. Relevancia del estudio  

La infertilidad humana es un problema de salud pública que lejos de atajarse se ve acrecentado por los 

cambios socioculturales de la población, entre los que destaca el aumento de la edad en la que se decide 

tener el primer hijo (Balasch and Gratacós 2012). Este hecho hace que cada vez más parejas necesiten la 

ayuda de técnicas de reproducción asistida para concebir lo que conlleva un gran esfuerzo psicológico y 

económico. La presencia de alteraciones genéticas que provoquen defectos en la gametogénesis de los 

pacientes puede afectar de manera importante e incluso impedir el éxito de estas técnicas. En estos casos, 

el diagnóstico temprano de las alteraciones genéticas subyacentes es fundamental pudiendo evitarse la 

aplicación de procedimientos costosos e inefectivos. Por lo tanto, descifrar las bases genéticas de la 

infertilidad humana ampliando la batería de genes relacionados con esta patología resulta fundamental para 

su diagnóstico y, posiblemente, para su tratamiento futuro. En este sentido, las clínicas de reproducción 

asistida incluyen en su práctica clínica paneles de genes de fertilidad basados en publicaciones científicas 

que, en el mejor de los casos, evidencian una relación causal entre las alteraciones genéticas y los defectos 

de fertilidad en humanos o en ratón. La utilización de estos paneles facilita la identificación y aplicación de 

los tratamientos y técnicas de reproducción asistida más apropiados para cada pareja (Harper et al. 2018; 

Cariati et al. 2019). En relación con esto, en la presente tesis hemos abordado el estudio de dos genes 

candidatos a producir infertilidad en humanos, USP26 y HSF2BP. En el caso de USP26, el debate sobre su 

relación con la infertilidad humana se ha mantenido desde hace décadas y aunque nuestros datos sugieren 

que no existe una relación directa entre este gen y la infertilidad, al menos en ratón, siguen existiendo 

resultados controvertidos siendo necesarios más estudios para confirmar o descartar su causalidad. Por el 

contrario, en el caso de HSF2BP, nuestra investigación demuestra una relación directa entre una mutación 

en este gen y el desarrollo de la infertilidad previamente identificada en humanos. 

 

Por otro lado, los resultados obtenidos en esta tesis doctoral suponen un paso más en el desciframiento 

de los mecanismos moleculares existentes en la meiosis del ratón. Dado que la meiosis humana no puede 

ser analizada funcionalmente de forma directa, el uso del ratón como modelo de estudio representa 

actualmente la mejor alternativa para profundizar en el conocimiento de estos procesos en humanos. La 

descripción de USP26 como proteína prescindible para la espermatogénesis de ratón, al menos en ciertos 

fondos genéticos, abre la posibilidad de que existan mecanismos redundantes en la regulación de la 

ubiquitinación durante este proceso y que, además, su efectividad dependa del paisaje genético concreto 

de cada individuo. Esta hipótesis tiene fuertes implicaciones en la extrapolación de los resultados al humano, 

ya que, de demostrarse, sería necesario un análisis individualizado de cada paciente, así como la 

identificación de marcadores adicionales que pudieran predecir el efecto de las mutaciones en USP26 en 

cada uno de ellos. Además, es factible suponer que puedan existir múltiples genes sometidos a mecanismos 

compensatorios, aumentando la complejidad del diagnóstico genético en la práctica reproductiva. En un 

futuro próximo, el desarrollo de células iPS (induced Pluripotent Stem) de cada individuo, junto con la 

diferenciación in vitro a línea germinal y la edición genómica, permitirán el análisis de la interrelación de las 

mutaciones en genes implicados en reproducción con su fondo genético particular con un detalle y precisión 

sin precedentes (Ishii 2014; Zhou et al. 2016).  
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Por último, en este trabajo hemos seguido una ruta inversa a la habitual en la que a partir del estudio de 

una mutación en un gen anónimo candidato a producir POI hereditaria, hemos identificado y caracterizado 

un nuevo heterodímero (HSF2BP/BRME1) que a su vez forma parte de un supra-complejo proteico 

ensamblado entorno al supresor tumoral BRCA2. La ausencia de cualquiera de las subunidades del 

heterodímero, o su disminución como consecuencia de la variante causante de POI, provoca defectos en la 

recombinación meiótica y la fertilidad del ratón. Estos resultados aportan nuevos e importantes 

conocimientos sobre los mecanismos moleculares que gobiernan la recombinación meiótica, evidenciando 

su complejidad y la necesidad de seguir profundizando en estos procesos ya que, a pesar del conocimiento 

actual de los elementos que participan en esta ruta, todo apunta a que existen elementos por identificar con 

función aún desconocida. 
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1. USP26 no es esencial para la fertilidad del ratón en un fondo genético mixto C57Bl6/CBA. 

 

2. USP26 no participa en la regulación de la profase I, en la reparación de las DSBs ni en la recombinación 

meiótica del ratón. 

 
3. HSF2BP es esencial para la fertilidad del ratón y su variante S167L produce una reducción parcial de la 

misma.  

 

4. HSF2BP es esencial para la localización de las recombinasas RAD51/DMC1 y la formación de los COs en 

el ratón . 

 
5. La variante S167L reduce la expresión y/o estabilidad de HSF2BP y se comporta funcionalmente como un 

alelo hipomorfo el cual provoca defectos en la recombinación meiótica menos severos que su alelo nulo. 

 
6. C19ORF57/BRME1 es un nuevo componente de los nódulos de recombinación que interacciona 

fuertemente con HSF2BP. 

 
7. BRME1 es esencial para la fertilidad del ratón y funcionalmente participa en los mismos procesos de la 

recombinación meiótica que HSF2BP. 

 
8. El complejo HSF2BP/BRME1 muestra una elevada interdependencia funcional en el que ambas proteínas 

son necesarias para la localización y/o estabilización de la otra. 

 
9. El heterodímero HSF2BP/BRME1 forma parte de un complejo macromolecular superior dependiente de 

BRCA2.  

 
10.  La variante S167L de HSF2BP produce una reducción del complejo HSF2BP/BRME1 in vivo que es la 

responsable de los defectos en recombinación meiótica y la subfertilidad observados en los ratones que 

la portan. 

 
11. La variante S167L de HSF2BP es la responsable de la POI en el pedigrí familiar produciendo defectos en 

la recombinación meiótica mediados por la alteración del nuevo complejo HSF2BP/BRME1. 
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1. Material suplementario 

1.1 USP26 no es esencial para la fertilidad en ratón 
 
Tabla S1. Expresión de diferentes USPs (mRNA) descrita por da Cruz et al. (2016). Unidades: RPKM (reads 
per Kilobase per million mapped reads). 

Min Max            
 

 
Fracción 2C 

(Espermatogonia y células 
somáticas) 

 Fracción LZ 
(Lepto-Zigotena) 

Fracción PS  
(Paquitena) 

Fracción RS 
(Espermátidas 

redondas) 
Usp54 10,54 10,66 9,72 10,23 
Usp33 15,75 18,81 8,31 1,42 
Usp10 4,38 4,83 3,54 0,13 
Usp14 10,71 14,47 4,85 3,5 
Usp9x 30,43 56,25 5,35 10,5 
Usp5 8,78 13,9 4,69 1,68 

Usp24 20,14 26,96 15,11 7,67 
Usp40 10,48 18,98 6,08 1,36 
Usp28 6,97 12,99 3,5 1,98 
Usp3 16,2 37,89 6,6 4,3 

Usp53 7,44 12,29 5,23 3,27 
Usp26 5,88 62,51 2,32 3,36 
Usp34 41,24 77,15 37,99 16,42 
Usp19 10,36 16,62 10,4 6,36 
Usp7 33,47 41,83 29,12 32,91 

Usp31 3,37 9,08 2,74 1,03 
Usp38 4,61 8,48 2,87 5,07 
Uspl1 9,22 15,43 11,57 9,11 
Usp32 13,01 73,83 33,44 14,41 
Usp47 20,02 59,6 41,22 28 
Usp37 7,38 19,56 15,5 16,56 
Usp39 4,39 10,05 5,83 8,19 
Usp36 4,73 3,94 1,16 1,11 

Usp27x 3,48 2,69 0,29 0 
Usp6nl 3,7 4,8 5,47 2,06 
Usp22 28,1 15,28 1,43 0,52 
Usp48 32,7 14,43 8,06 8,43 
Usp12 6,67 6,62 4,94 15,29 
Usp11 41 8,72 1,79 6,97 
Usp35 8,55 1,39 0,46 0,06 
Usp49 4 7,07 7,42 7,52 
Usp16 12,92 25,75 32,11 36,11 
Usp51 0,14 0,48 0,82 5,24 
Usp1 10,56 21,4 100,04 47,7 

Usp42 7,47 15,55 42,71 40,61 
Usp8 28,16 33,25 103,33 48,87 
Usp4 9,74 11,25 13,63 13,89 

Usp15 17,33 24,08 50,52 63,35 
Usp29 0,17 0,41 1,71 2,63 
Usp44 0,58 1,46 8,45 24,44 
Usp20 3,11 3,31 5,57 11,15 
Usp45 7,58 4,18 5,42 7,41 
Usp21 10,02 2,76 7,9 3,27 
Usp46 4,66 3,45 3,55 6,59 
Usp30 3,6 3,08 6,06 5,93 
Usp25 6 1,73 14,9 41,3 
Usp2 1,6 2,09 58,64 40,43 

Usp50 0,49 0,58 19,72 31,74 
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Tabla S2. Expresión de diferentes USPs (mRNA) descrita por Margolin et al. (2014). 
6dpp, espermatogonia; 10dpp leptotena; 12dpp zigotena; 14dpp paquitena; 16 dpp paquitena-diplotena; 
18dpp espermatocitos secundarios; 20dpp espermátida redonda; 38 dpp ratón adulto. Unidades: RPKM 
(reads per Kilobase per million mapped reads). 

 
 

 

  

Min Max            
 

 6dpp 10dpp 12dpp 14dpp 16dpp 18dpp 20dpp 38dpp 
Usp37 19,28 31,96 29,67 26,33 24,01 20,88 19,55 24,25 
Usp26 22,46 35,77 28,20 26,08 20,93 11,53 9,28 1,91 
Usp9x 23,50 38,57 31,72 26,88 21,51 13,56 11,88 6,89 
Usp53 13,20 21,40 16,60 14,08 11,04 8,89 10,38 5,52 
Usp33 17,68 22,67 18,06 16,28 16,79 11,64 13,32 3,16 
Usp14 18,03 25,38 19,78 20,24 18,29 15,30 14,22 7,89 
Usp46 12,56 19,07 15,33 13,55 12,89 13,55 12,57 11,01 
Usp45 3,86 6,51 4,02 4,28 4,82 4,87 5,82 3,85 
Usp28 30,73 31,11 31,38 26,69 25,23 17,54 16,53 6,60 
Usp3 23,55 30,36 32,21 29,69 22,35 15,74 14,58 7,27 

Usp9y 1,73 3,77 3,79 4,10 2,35 1,57 1,96 0,91 
Usp11 16,88 13,72 15,98 11,25 8,87 5,77 4,77 2,44 
Usp35 3,09 2,29 1,84 1,63 0,94 0,67 1,13 0,97 
Usp38 7,71 9,78 9,85 10,90 8,90 8,75 7,48 7,82 
Usp22 59,23 44,31 43,64 33,56 29,21 19,81 16,64 7,98 
Usp48 25,64 21,63 21,75 18,94 18,87 13,17 12,79 8,56 
Usp13 0,75 0,47 0,53 0,34 0,69 0,27 0,23 0,02 
Usp25 7,04 6,00 4,81 5,96 3,97 4,32 4,03 32,76 
Usp12 8,51 10,19 12,36 11,18 11,29 6,93 7,29 14,96 
Usp40 7,66 9,09 9,14 13,84 12,92 11,34 9,79 4,50 
Usp7 40,10 44,71 42,68 49,40 47,25 45,11 41,41 51,80 

Usp24 4,23 5,07 5,19 5,89 6,26 5,60 6,49 3,30 
Usp18 1,03 0,62 0,86 0,42 0,92 0,98 0,62 0,38 
Usp10 20,76 13,51 18,49 16,50 19,11 14,80 12,16 9,48 
Usp32 19,63 40,05 41,44 47,38 50,53 62,04 65,97 37,34 
Usp43 1,41 0,44 0,53 0,83 0,30 0,35 0,52 0,98 
Usp54 8,30 10,37 14,54 16,67 17,18 14,16 11,53 6,65 
Usp52 20,35 15,74 19,49 20,86 17,87 18,17 19,62 11,66 
Uspl1 13,07 16,49 18,72 17,57 20,34 28,36 27,89 19,44 
Usp39 23,63 20,49 17,76 23,51 26,71 31,68 26,25 21,59 
Usp47 25,41 36,61 38,63 48,64 48,42 62,73 68,58 57,81 
Usp15 13,11 20,38 20,98 30,34 32,87 46,44 46,80 78,05 
Usp16 9,11 12,95 16,74 19,82 18,62 21,18 22,95 26,52 
Usp1 9,96 12,11 10,39 12,56 19,31 43,84 57,99 50,03 
Usp8 24,17 31,50 38,14 46,93 45,84 81,37 96,31 104,00 

Usp42 14,50 17,39 20,79 23,98 25,90 32,47 37,00 37,01 
Usp5 33,10 22,64 31,03 35,51 38,75 31,92 30,11 20,99 
Usp4 27,31 28,39 32,02 40,50 42,21 50,68 48,29 59,88 

Usp21 18,16 13,33 15,05 16,37 15,34 19,10 20,36 17,18 
Usp44 1,47 0,80 0,98 0,96 2,03 3,98 4,32 38,32 
Usp49 7,89 7,29 9,02 8,73 8,38 8,74 8,52 13,29 
Usp6nl 8,29 6,51 7,65 7,34 6,90 7,29 8,30 7,49 
Usp20 6,34 4,10 6,59 7,28 8,79 15,15 16,00 29,45 
Usp50 0,04 0,00 0,33 0,00 0,20 0,06 0,60 62,96 
Usp30 11,30 7,66 8,69 10,57 9,44 12,89 12,94 12,83 
Usp29 0,17 0,11 0,19 0,44 0,75 0,74 0,51 0,53 
Usp2 5,04 4,48 5,75 15,15 25,94 56,47 66,82 141,24 

Usp19 58,70 40,41 60,20 64,58 67,27 54,04 51,44 43,37 
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1.2 Una variante en HSF2BP causa POI a través de su nuevo interactor BRME1 

Tabla S3. Secuenciación del exoma completo y datos de mapeo de las pacientes de POI y la hermana no 

afectada (NA). 

 

 

 

 

 

 

Tabla S4. Filtrado de las variantes identificadas por secuenciación del exoma completo. 

Variantes localizadas en POI III-2 POI III-3 NA III-10 

Total 118545 105899 107840 

SNPs 108106 96854 98621 

Indels 10439 9045 9219 

Variantes en homocigosis 42695 39741 39640 

Variantes en heterocigosis 75850 66158 68200 

Filtros aplicados a las variantes # de variantes 

Cobertura > 9 lecturas en los 3 exomas 130021 

Homocigosis en pacientes o Heterocigosis en la hermana no afectada  8897 

En regiones codificantes 4553 

Con efecto en la proteína (no sinónimas) 2295 

No homocigosis en los controles fértiles no relacionados 66 

MAF < 1% en GnomAD 5 

Con información functional coherente 1 

 

 

 

 

 

 
Lecturas 

pareadas 

(millones) 

Profundidad 

media 

Cobertura 

> 25 X 

Mismatch 

Lectura 1 

Mismatch 

Lectura 2 

POI III-2 56,2 79,05 X 80,1 % 0,13 % 0,23 % 

POI III-3 36,5 26,81 X 89,86 % 0,15 % 0,29 % 

NA III-10 31,1 38,39X 92,1 % 0,16 % 0,25 % 
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Tabla S5: Predicciones de patogenicidad de la variante S167L en HSF2BP. 

Software 
Score para la 

variante 
 Umbral de patogenicidad 

Predicción 

patogenicidad 

SIFT 0,114 < 0,05 Tolerada 

SIFT4G 0,004 < 0,05 Dañina 

PolyPhen 2 0,135 > 0,8 
Benigna (indicada como 
probablemente dañina 
en GnomAD) 
 M-CAP 0,0232 > 0,025 Tolerada (en el límite) 

FATHMM-MKL 0,8975 > 0,5 Dañina 

LRT 0,000293 
 

Score is a p-value Deletérea 

MutationTaster 0,994943 0,5 Causante de enfermedad 

MutationAssessor 1,87 > 0,65 Baja 

FATHMM -0,06 < -1,5 Tolerada 

FATHMM-MKL coding 0,89755 0,5 (default) 0,80 (stringent) Deletérea 

PROVEAN -2,88 -2,28 Dañina 

MetaSVM -0,8926 0 Tolerada 

MetaLR 0,1613 0,5 Tolerada 

REVEL 0,068 0,5 (default) 0,75 (stringent) Benigna 

DANN 0,996469 0,96 Dañina 

CADD 5,470242 1,75 Dañina 

GERP++ RS 4,36 > 4,4 Conservada 

phyloP100way_vertebrate 5,335 > 1,6 Altamente conservada 
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Figura S1. El residuo Ser167 en proteína HSF2BP está altamente conservado en 99 mamíferos. 

Alineamiento múltiple de los ortólogos de HSF2BP con CLUSTAL W 2.0. La Ser167 humana (verde) está 

conservada en 97 de las 99 secuencias disponibles de mamíferos. Solo se han identificado dos cambios 

(resaltados en amarillo) en Cavia aperea (Cape,cobaya brasileña) y Cavia porcellus (Cpor, cobaya). 

 
ENSP00000291560_Hsap/1-334         ILGGDKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDVQ---ELDSDESQFVFALAGIVTNVAA 

ENSTTRP00000000680_Ttru/1-334      ILGGGKALKFFNITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSGGOP00000029257_Ggor/1-339      ILGGDKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDVQ---ELDSDESQFVFALAGIVTNVAA 

ENSPPYP00000012806_Pabe/1-326      ILGGDKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDIK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSMFAP00000037975_Mfas/1-334      ILGGDKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDIK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSMAUP00000020636_Maur/1-344      ILGGDKALKFFNITGQTMESYVKSLDGDVK---EVDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSAMEP00000011987_Amel/1-334      ILGGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSSARP00000010935_Sara/1-237      ILAGGKAPKFFRITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSDORP00000027761_Dord/1-337      ILAGEKALKFFRITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSHGLP00000012308_Hgfe/1-336      ILGGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSNENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSTSYP00000000982_Csyr/1-334      ILGGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSCWAP00000028492_Cwag/1-334      ILGGDKALKFFTITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSPEMP00000025118_Pmba/1-338      ILGGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDGDVR---EVDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSOGAP00000008822_Ogar/1-334      ILEGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDGDVK---ELNSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSSSUP00005002765_Ssur/1-367      ILGGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSSBOP00000029851_Sbbo/1-334      ILGGDKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDVK---ELNSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSCCAP00000027862_Ccap/1-331      ILGGDKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDVK---ELNSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSCANP00000035144_Capa/1-334      ILGGDKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDTK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSPVAP00000009392_Pvam/1-322      ILGGDKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDVR---EPDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSSTOP00000010567_Itri/1-334      ILGGDKALKFFRITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSBIXP00005017111_Bihy/1-334      ILGGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSOCUP00000008291_Ocun/1-285      ILGGDKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSETEP00000013339_Etel/1-253      ILGGEKALKFFNITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSNENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSDNOP00000003033_Dnov/1-321      ILGGDKALKFFTITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSCAFP00030042050_Clfa/1-334      ILGGDKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSBGRP00000033394_Bgru/1-380      ILGGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSBIXP00000043346_Bthy/1-334      ILGGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSVURP00010030416_Vurs/1-338      ILGGGKALKFFSITGQTMESFVKSLDGSIK--QELDSDENQFVFALAGIITNVAA 

ENSSHAP00000020791_Shar/1-323      ILGGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDGNIK--QELDSDENQFVFALAGIITNVAA 

ENSCGRP00015029988_Cgpi/1-375      ILGGDKALKFFNITGQTMESYVKSLDGDVK---EVDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSPTIP00000018380_Ptal/1-325      ILGGDKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSHGLP00100007014_Hgma/1-336      ILGGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSNENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSPTRP00000024023_Ptro/1-334      ILGGDKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDVQ---ELDSDESQFVFALAGIVTNVAA 

ENSPSMP00000001155_Psim/1-334      ILGGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDGDVK---ELNSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSCATP00000038233_Caty/1-334      ILGGDKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDIK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSPPRP00000018732_Ppar/1-334      ILGGDKALKFFNITGQTVESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSRROP00000017466_Rrox/1-305      ILGGDKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDIK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSSDAP00000017273_Sdau/1-335      ILGGDKALKFFRITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSJJAP00000007064_Jjac/1-272      ILGGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDEDVK---EVDSSESQFVFALAGIVTNVAA 

ENSRNOP00000001580_Rnor/1-338      ILGGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDGDVK---EVDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSCDRP00005018641_Cdro/1-334      ILAGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSCLAP00000009399_Clan/1-334      MLGGDKASKFFSITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSPPAP00000023666_Ppan/1-334      ILGGDKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDVQ---ELDSDESQFVFALAGIVTNVAA 

ENSFDAP00000004802_Fdam/1-334      ILGGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDGDDK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSMLUP00000007048_Mluc/1-338      LLGGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSMOCP00000006501_Moch/1-339      ILGGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDGDVR---EVDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSLCNP00005011741_Lcan/1-334      MLGGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDEDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSMSIP00000014116_Mspi/1-338      ILGGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDGDVK---EVDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSODEP00000015972_Odeg/1-338      MLGGDKASKFFSITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSMICP00000004266_Mmur/1-334      ILGGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSOARP00000012082_Oari/1-334      ILGGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

MGP_PahariEiJ_P0056165_Mpah/1-140  ILGGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDGNVK---EVDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSEASP00005002169_Eaas/1-365      ILGGDKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSMUGP00000008716_Mung/1-338      ILRGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDGDVK---EVDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSCGRP00001003313_Cgch/1-344      ILGGDKALKFFNITGQTMESYVKSLDGDVK---EVDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSCJAP00000067900_Cjac/1-330      ILGGDKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDVK---ELNSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSRBIP00000029948_Rbie/1-294      ILGGDKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDIK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSTBEP00000000217_Tbel/1-322      XXXXDKALKFFTITGQTMESFVKSLDGNVK---EVDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSCAPP00000016811_Cape/1-330      ILGGEKALKFFHITGQTMESFVKALDGDVK---DLNSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSMPUP00000009697_Mpfu/1-271      ILGGEKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDVK---EPDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSNLEP00000043894_Nleu/1-334      ILGGDKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDIK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSNVIP00000008731_Nvis/1-378      ILGGEKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDVK---EPDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSCSAP00000004229_Csab/1-334      ILGGDKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDIK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSUMAP00000035491_Umar/1-323      ILGGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSCGRP00001023249_Cgch/1-344      ILGGDKALKFFNITGQTMESYVKSLDGDVK---EVDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSPCOP00000007770_Pcoq/1-334      ILGGDKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSCAFP00040020861_Clfa/1-395      ILGGDKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSPCTP00005020625_Pcat/1-334      ILGGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSMMSP00000014742_Mmos/1-334      ILGGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 
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MGP_CAROLIEiJ_P0043868_Mcar/1-140  ILGGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDGDVK---EVDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSPTEP00000011398_Ptep/1-324      ILGGDKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDIK---ELDSDENQFVFALAGIVTS--- 

ENSNGAP00000002756_Ngal/1-336      ILGGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDGDV----EVDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSBTAP00000023149_Btau/1-334      ILGGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSMUSP00000157466_Mmus/1-338      ILGGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDGDVK---EVDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSRFEP00010000301_Rfer/1-335      ILGGDKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDVK---ELNSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSPCIP00000020369_Pcin/1-341      ILGGGKALKFFNITGQTMESFVKSLDGSIK--QELDSDENQFVFALAGIITNVAA 

ENSCHIP00000002348_Chir/1-338      ILGGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSCCNP00000021165_Ccan/1-336      ILGGDKALKFFNIIGQTIESFVKSLDGEVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

MGP_SPRETEiJ_P0045780_Mspr/1-338   ILGGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDGDVK---EVDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSFCAP00000051155_Fcat/1-334      ILGGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSECAP00000028432_Ecab/1-334      ILGGDKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSLAFP00000000645_Lafr/1-192      ILGGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTS--- 

ENSCAFP00020024009_Cldi/1-329      ILGGDKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSMLEP00000036425_Mleu/1-326      ILGGDKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDIK---ELDSAENQFVFALAGIVTN-SI 

ENSCAFP00000015614_Cfam/1-334      ILGGDKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSUPAP00010003977_Upar/1-334      ILGGDKALKFFRITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSVVUP00000033914_Vvul/1-416      ILGGDKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSMMMP00000012516_Mmma/1-322      ILGGDKALKFFRITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSCGRP00000008257_Cgcr/1-344      ILGGDKALKFFNITGQTMESYVKSLDGDVK---EVDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSBMUP00000016891_Bmut/1-374      ILGGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSPANP00000012834_Panu/1-334      ILGGDKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDIK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSMNEP00000030151_Mnem/1-299      ILGGDKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDIK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSANAP00000039687_Anan/1-334      ILGGDKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSBBBP00000006093_Bbbi/1-334      ILGGDKALKFFNITGQTMESFVKSLDGDVK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSTGEP00000025068_Tgel/1-334      ILGGDKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDIK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSMMUP00000051879_Mmul/1-334      ILGGDKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDIK---ELDSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSCPOP00000002177_Cpor/1-333      ILGGEKALKFFHITGQTMESFVKALDGDVK---DLNSDENQFVFALAGIVTNVAA 

ENSMODP00000026301_Mdom/1-338      ILGGGKALKFFNLTGQTMESFVRSLDGNSK--QELDSDENQFVFALAGILTNVAA 

ENSOANP00000010330_Oana/1-336      IIGGSKAAKFFNISGQTMESYVKSLEGDVKQQQELESDENQFVFALAGIVTNVA 

 

 

 

Figura S2. El residuo Ser167 en proteína HSF2BP está altamente conservado en 48 especies de aves y 

reptíles y 64 especies de peces. Alineamiento múltiple de los ortólogos de HSF2BP con CLUSTAL W 2.0. La 

Ser167 humana (verde) está conservada en las 48 secuencias disponibles de aves y reptiles (secuencias en 

azul) y en 63 de las 65 secuencias disponibles de peces (secuencias en verde). Solo se han identificado dos 

cambios en peces (resaltadas en amarillo) en Hippocampus comes (Hcom, caballito de mar cola de tigre) y 

Danio rerio (Drer, pez cebra). El resto de peces tienen una Ser en esta posición incluidos los Celacantos y los 

vertebrados sin mandíbula más lejanos la lamprea y el pez de la guarda. 

 
ENSP00000291560_Hsap/1-334         ILGGDKALKFFSITGQTMESFVKSLDGDV--QELDSDESQFVFALAGIVTNVAA 

 

ENSGAGP00000000454_Gaga/1-336      ILGGSKAVKFFTITGQTMESFVRSLGEDIKHQDLDSDENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSCCEP00000018733_Ccae/1-336      ILGGSKAVKFFTITAQTMESFVKSLSEDMKQQDLDSEENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSNMEP00000014616_Nmel/1-382      ILGGSKAAKFFTITAQTMESFVKSLSEDVKQQDLDSDENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSSCAP00000015316_Scan/1-347      ILGGSKAVKFFTITAQTMESFVKSLSEDMKQQDLDSEENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSLCOP00000002986_Lcor/1-336      ILGGSKAGKFFTITAQTMESFVKSLSEDMKQQDLDSDENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSMUNP00000011578_Mund/1-361      ILGGSKAVKFFTITAQTMESFVKSLGEDMKQQDLDSDENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSCPUP00000017770_Cpug/1-301      LLGGSKAVKFFTITAQTMESFVKSLSEDMKQQDLDSDENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSEGOP00005008603_Egou/1-335      ILGGTKAVKFFTITAQTMESFVKSLSEDMKQQDLDSEENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSSHBP00005011292_Shab/1-305      ILGGSKAVKFFTITAQTMESFVKSLSEDMKQQDLDSDENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSPCLP00000008530_Pcol/1-336      ILGGSKAAKFFTITAQTMESFVKSLSEDMKQQDLDSDENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSACAP00000017574_Acar/1-301      ILGSSKAVKFFYIAGQTMESFVRSLSEDIKQQNMDSDESQFVLGLAGIVTNIAA 

ENSPTXP00000015356_Ptex/1-337      ILGSAQAVKFFNIAGQTMESFVCSLNEDSKHQDMDSDESQFVLGLAGIVTNVAA 

ENSARWP00000026189_Arow/1-329      ILGGSKAVKFFTITAQTMESFVKSLNEDMKQQDLDSDENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSCPBP00000017720_Cpbe/1-342      ILGGSKAVKFFTITGQTMESFVRSLGEDTKHQDLDSDENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSACOP00000010942_Acol/1-326      ILGGTKAVKFFTITAQTMESFVKSLSEDMKQQDLDSDENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSFALP00000002102_Falb/1-336      ILGGSKAVKFFTITAQTMESFVKSLSEDMKQQDLDSEENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSSMRP00000029796_Smer/1-301      ILGSSKAVKFFRLAGQTMESFVRSLSENIKQQDMESDESQFVLGLTGIVTNVAA 

ENSNPEP00000012775_Nper/1-329      ILGASKAVKFFTITAQTMESFVKSLNEDMKQQDLDSDENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSAPLP00000003727_Appl/1-336      ILGGSKAAKFFTITAQTMESFVKSLSEDMKQQDLDSDENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSLSDP00000011344_Lsdo/1-339      ILGGTKAVKFFTITAQTMESFVKSLSEDMKQQDVDSEENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSSPUP00000023120_Spun/1-327      ILGGNKAATFFSIAGQTMESFVKSLGEDIKQQDMDSDENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSNSUP00000009799_Nscu/1-335      ILGSAQAVKFFNIAGQTMESFVCSLNEDSKHQDMDSDESQFVLGLAGIVTNVAA 

ENSPMJP00000014199_Pmaj/1-336      ILGGSKAVKFFTITAQTMESFVKSLSEDMKQQDLDSEENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSPVIP00000026890_Pvit/1-301      ILGSNKAIIFFNIAGQTMESYVRSLSDDIKQQDMDSDESQFVLGLAGIVTNVAA 

ENSCPIP00010010640_Cpic/1-340      ILGGSKAAKFFTITAQTMESFVKSLSEDVKQQDLDSDENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSCABP00000014577_Cabi/1-327      ILGGSKAVKFFTITGQTMESFVRSLGEDIKHQDLDSDENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSAHAP00000003935_Ahaa/1-311      ILGGSKAVKFFTITAQTMESFVKSLNEDMKQQDLDSDENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSCJPP00005009998_Cjap/1-363      ILGGSKAAKFFTITAQTMESFVKSLSEDMKQQDLDSDENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSMVIP00005009255_Mvit/1-336      ILGGSKAGKFFTITAQTMESFVKSLSEDMKQQDLDSDENQFVLALAGIVTNVAA 
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ENSPSIP00000008390_Psin/1-322      ILGGSKAVKFFTITGQTLESFVRSLGEDTKHQDLDSDENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSMGAP00000015454_Mgal/1-322      ILGGSKAAKFFTITAQTMESFVKSLSEDMKQQDLDSDENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSABRP00000017191_Abra/1-306      ILGGSKAAKFFTITAQTMESFVKSLSEDMKQQDLDSDENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSPMRP00000034335_Pmur/1-345      ILGSSKAIKFFSIAGQTMESFVRSLSEDIKQQDMDSDESQFVLGLAGIVTNVAA 

ENSDNVP00000009224_Dnov/1-334      ILGGSKAVKFFTITAQTMESFVKSLNEDMKQQDLDSDENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSACCP00020000703_Acch/1-340      ILGGSKAVKFFTIAAQTMESFVKSLSEDMKQQDLDSDENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSJHYP00000017704_Jhye/1-409      ILGGSKAVKFFTITAQTMESFVKSLSEDMKQQDLDSEENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSSCUP00000016503_Scau/1-336      ILGGSKAVKFFTITAQTMESFVKSLNEDVKQQDLDSDENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSACUP00000019635_Acun/1-326      ILGGSKAVKFFTITAQTMESFVKSLSEDMKQQDLDSDENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSAOWP00000021620_Aowe/1-337      ILGGSKAVKFFTITAQTMESFVKSLNEDMKQQDLDSDENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSACDP00005009735_Acyg/1-306      ILGGSKAAKFFTITAQTMESFVKSLSEDMKQQDLDSDENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSCPGP00000014458_Cpyg/1-336      LLGGSKAVKFFTITAQTMESFVKSLSEDMKQQDLDSDENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSTGUP00000006085_Tgut/1-335      ILGGTKAVKFFTITAQTMESFVKSLSEDMKQQDLDSEENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSPSTP00000012794_Pcri/1-320      ILGGSKAAKFFTITAQTMESFVKSLSEDVKQQDLDSDENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSZALP00000002189_Zalb/1-301      ILGGSKAVKFFTITAQTMESFVKSLSEDMKQQDLDSEENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSVKKP00000020715_Vkom/1-321      ILGSSKAVKFFNIAGQTMESFVRSLTEDMKQQDLDSDESQFVLGLAGIITNVAA 

ENSANIP00000018222_Anis/1-336      ILGGSKAVKFFTIAAQTMESFVKSLSEDMKQQDLDSDENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSGALP00000026071_Ggal/1-336      ILGGSKAAKFFTITAQTMESFVKSLSEDTKQQDLDSDENQFVLALAGIVTNVAA 

ENSCPRP00005023694_Cpor/1-308      ILGG-----------------VTSLHSKMS----------LVIILCSVV-DVAA 

 

 

ENSPHSA00000291560_Hsap/1-334    ILGGD-KALKFFSITGQTMESFV-KSLDGDV----QELDSDESQFVFALAGIVT-NVAA 

 

ENSOABP00000040411_Oaur/1-343    WLADG-KLQAFLAVAAQTLESFV-TSLDEEEKTQTEDYNSHEHQFVLAVAGTIT-NVAA 

ENSGAFP00000024427_Gaff/1-336    WLADG-KLPSFLTVAAQTLESFV-KSMDDEIKTQPGDHNSQEHQFVLALVGTIT-NIAA 

ENSMMOP00000005954_Mmol/1-304    WL--G-KLQSFLEVAAQTLESFV-ASLDQEVKNLTEDHNSQEHQFVLALAGTIT-NIAA 

ENSGACP00000020225_Gacu/1-322    WLTDA-KLQSFLQVAAQTLESFV-GSLDDDANTLAEDHNP-DHQFVLAWLEPLLSDVAA 

ENSPKIP00000027491_Pkin/1-345    ILAGS-YIEPFLALAGQTLESFV-SSLN-PVKMEKEDSSCQEHQFVLAVAGIIT-NIAA 

ENSSORP00005023028_Sorb/1-309    ----G-KLRSFVAVAAQTLESFV-RSLDEDAKTQTEDQDSEEHQFVLALAGILT-NIAA 

ENSIPUP00000020465_Ipun/1-350    VLADG-KLEPFLSVAGQTLESFV-KSLDEEEKPQQQNYNSHEHQFVLALAGVIT-NLAA 

ENSELUP00000033600_Eluc/1-369    ILVEG-NLQSFLSMAGQILESYV-KSLDGEARAEQQDSNSHEQQFVLALAGVVT-NVAA 

ENSORLP00020013137_Olhn/1-355    WLADG-KLLSFVSVSAQTLESFV-KSLDEEVKDQSDDYNSHEHQFVLALVGTVT-NVAA 

ENSFHEP00000033032_Fhet/1-335    WLADG-KLPSFLTVAAQTLESFV-KSMDDEMKT--EEPGSHEHQFVLALAGTIT-NVAA 

ENSSMAP00000016094_Smax/1-348    WLADG-KLQSFLAVAAQTLESFV-GSLDAEVKNLTEDHNSQEHHFVLGLAGTIT-NIAA 

ENSPNYP00000029528_Pnye/1-356    WL--G-KLQAFLAVAAQTLESFV-TSLDEEEKSQTEDYNSHEHQFVLAVAGTIT-NVAA 

ENSLCAP00010015134_Lcal/1-361    WLQ-G-KLQSFLTVAGQTLESFV-RSLDSEVKTQTEDHNSQEHQFVLALAGTIT-NIAA 

ENSKMAP00000016215_Kmar/1-321    WL--G-KLQSFLIVATQTLESFV-KSLDDEMKTQTEDPNSTEHQFVLALVGTIT-NIAA 

ENSATEP00000017112_Ates/1-324    WL--G-KLKSFLTVAAQTLESFV-GSLDEEVKTQSEDLNSQEHQFVLALAGTIT-NIAA 

ENSMZEP00005025586_Mzeb/1-341    WLADG-KLQAFLAVAAQTLESFV-TSLDEEEKSQTEDYNSHEHQFVLAVAGTIT-NVAA 

ENSXCOP00000027267_Xcou/1-294    WL--G-KLPSFLTVAAQTLESFV-KSMDDEIKTQPGDHNSQEHQFVLALVGTIT-NIAA 

ENSONIP00000004724_Onil/1-322    WL--G-KLQAFLAVAAQTLESFV-TSLDEEEKTQTEDYNSHEHQFVLAVAGTIT-NVAA 

ENSPMEP00000022553_Pmex/1-346    WLADG-KLASFLTVAAQTLESFV-KSMDDEIKTQPGDHNSQEHQFVLALVGTIT-NIAA 

ENSLCRP00005033625_Lcro/1-383    WLADG-KLQSFLVLAAQTLESFV-RSLDEDGKAQTEDHNSQEHQFVLALAGTIT-NIAA 

ENSTRUP00000056411_Trub/1-394    WLADG-MLQPFLAVASQTLESFV-RSLDDEVKTQTEDHSSQEHQFVLALAGTIT-NIAA 

ENSGMOP00000002425_Gmor/1-311    XXXXG-KLPSFLDLAGQTLQSFV-QSGEDDADL---DQTSTEHQFVLAWLGSQ--DVAA 

ENSXMAP00000030843_Xmac/1-338    WLTDG-KLPSFLTVAAQTLESFV-KSMDDEIKTQPGDHNSQEHQFVLALVGTIT-NIAA 

ENSPNAP00000012466_Pnat/1-349    ILADG-KLEPFLKVAGQTLESFV-KSLDEEEKPQ-QNYSSHEHQFVLALAGIIT-NLAA 

ENSAOCP00000007621_Aoce/1-327    WL--G-KLQAFLTVAAQTLESFV-RSLDEDMKTQTEDHNSHEHQFVLALAGTIT-NIAA 

ENSHBUP00000021919_Hbur/1-239    WLADG-KLQAFLAVAAQTLESFV-TSLDEEEKSQTEDYNSHEHQFVLAVAGTIT-NVAA 

ENSORLP00015015570_Olhs/1-379    WLADG-KLLSFVSVSAQTLESFV-KSLDEEVKDQSDDYNSHEHQFVLALVGTVT-NVAA 

ENSTNIP00000017492_Tnig/1-337    WLADG-KLQPFLAVATQTLESFV-TSLDDEVKTQTEDHNSQEHQFVLGLAGTIT-NIAA 

ENSLOCP00000001492_Locu/1-342    ILAGS-RVQTFFTVAGQTLESFV-KSLDGDGRPGQQDLSSDENQFVLALAGVIT-NIAA 

ENSPMGP00000019233_Pmag/1-307    WLSDHVKLQSFLLVAAQTLESFV-CSLDEDVKVQTEDPNSQEHTFVLALAGTIT-NIAA 

ENSPREP00000026460_Pret/1-339    WLADG-KLPCFLTVTAQTLESFV-KSMGDEIKTQPGDHNSQEHQFVLALVGTIT-NIAA 

ENSMALP00000017207_Malb/1-332    WLADG-KLQAFLAVTAQTLEIFV-KSLDEEVKTQVEDHNCQEHQFVLALARTIT-NIAA 

ENSMMDP00005003945_Mmur/1-345    WVAQG-KLQSFLTVAGQTLESFV-KSLDEEVNAQSEDYNTHEHQFVLGLAGVIT-NVAA 

ENSHCOP00000014782_Hcom/1-352    WLADG-SLPAFVAVATQTLGSFV-RTLDEDVKTRSEDCDTQEYQFVLALAGTIT-NIAA 

ENSENLP00000003494_Enau/1-355    WLAD-----AFLAIAAQTLESFI-GSLDVELKPQTEDQNSQEHQFVLALAGTIT-NIAA 

ENSORLP00000025611_Olat/1-355    WLADG-KLLSFVSVSAQTLESFV-KSLDEEVKDQSDDYNSHEHQFVLALVGTVT-NVAA 

ENSGWIP00000005420_Gwil/1-365    WLTDG-KLPSFLTVAAQTLESFV-TSLDEETKTQTEDHNSQEHQFVLALAGTIT-NIAA 

ENSPLAP00000024128_Plat/1-312    WL--G-KLSSFLTVAAQTLESFV-KSMDDEIKTQPSDHNSQEHQFVLALVGTIT-NIAA 

ENSXETP00000025892_Xtro/1-315    ILGGS-KAPMFFSLAAQTLSSFV-RSLTSE---QPQDEENEESHFVLGLAGTVT-NVAA 

ENSSLDP00000019834_Sldo/1-339    WL--G-KLQAFLAVAAQTLESFV-RSLDVELKTQTEDQNSKEHQFVLALAGTIT-NIAA 

ENSMAMP00000005262_Marm/1-330    WLSDG-KLQSFLGLAAQTLESFV-KSLDDEVKTQIEDHNSQEHQFVLALAGTIT-NIAA 

ENSACLP00000010749_Acal/1-341    WLADG-KLQAFLAVAAQTLESFV-TSLDEEEKSQTEDYNSHEHQFVLAVAGTIT-NVAA 

ENSSPAP00000019130_Spar/1-336    WL--G-KLQSFLTVAAQTLESFV-SSLDEEMKTQTEDHNSHEHQFVLALAGTIT-NIAA 

ENSAPOP00000016808_Apol/1-345    WLADG-KLRSFLTVAAQTLESFV-RSLDEDMKTQTEDHNSHEHQFVLALAGTIT-NIAA 

ENSSDUP00000030608_Sdum/1-354    WLADG-KLQAFLAVAAQTLESFV-RSLDVELKTQTEDQNSQEHQFVLALAGTIT-NIAA 

ENSACIP00000022763_Acit/1-312    WL--G-KLQAFLAVAAQTLESFV-KSLDEDMTTQTDDHNSHELQFVLAVAGTIT-NIAA 

ENSPFOP00000000434_Pfor/1-324    WLADG-KLSSFLTVAAQTLESFV-KSMDDEIKTQPSDHNSQEHQFVLALVGTITIDIAA 

ENSDARP00000114662_Drer/1-365    ILANG-KLEDFLSIAGQTLETFI-KLLVDEAKPQQSD-NSHEHNFVLALAGVVT-NIAA 

ENSSFAP00005047030_Sfas/1-327    W---G-KLPSFLTVAAQTLESFV-RSLDEETKTQTEDPSSQEHQFVLALAGSIT-NIAA 

ENSSAUP00010012427_Saur/1-348    WLADG-KLQSFLSVAAQTLESFV-RSLDEDVKTQTEDHTSQEHQFVLALAGTIT-NIAA 

ENSCVAP00000003098_Cvar/1-257    WLSDG-KLHTFLNIAAQTLESFV-KSLDEEIKPPAEDHSSNENQFVLALVGTIT-NIAA 

ENSSFOP00015035913_Sfor/1-362    ILADR-KAEAFLAVAAQTLESFVGQSLDREGKVEQQT-SSQEMQFVLALAGIVT-NIAA 

ENSDCDP00000028687_Dclu/1-335    ML--G-KLEPFLSLAGQTLESFV-KSLGEEVKPPQVEHNSHEYQFVLALAGFVT-NLAA 

ENSAMXP00005023676_Ampa/1-356    ILADG-KLEPFLSVAGQTLESFV-KSLDEEEKPQQQHYNSHEHQFVLALAGVIT-NIAA 
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ENSNMLP00000006028_Nmel/1-345    WLADQWKLQSFVVVAAQTLESFV-RSLDEDVKVQTEDPNSQEHKFVLALAGTIT-NIAA 

ENSOMEP00000009520_Omel/1-341    WLVDG-KLPSFLNVAAQTLESFG-KSLDEEVKDQSEDYNSQEHQFVLAVAGTVT-NVAA 

ENSCHAP00000000583_Char/1-368    ILADG-KLEPFLSVAGQTLESFV-KSLDQDSKLPQQDSNSHEHQFVLALAGVVT-NLAA 

ENSBSLP00000013271_Bspl/1-344    WLADG-KLQSFFCVAAQTLESFV-GSLDEEVKA--EDHNSQEHQFVLALAGTIT-NIAA 

ENSCGOP00000002370_Cgob/1-345    WLADG-KLQTFLSVAAQTLESFV-RSLDEEAKSQTEDHNSQEHQFVLALAGTIT-NVAA 

ENSAPEP00000012225_Aper/1-285    -----------------TLESFV-RSLDEDMKTQTEDHNSHEHQFVLALAGTIT-NIAA 

ENSEEEP00000024604_Eele/1-329    I---G-LFKPFLTVAGQTLESFI-KSLDEEETPQQQNYNSHEHQFVLALAGIIT-NVAA 

ENSCSEP00000009624_Csem/1-343    WLADG-KLPSFLGVAAQTLESFV-DSLDAEVKTQTEDQNSLEHQFVLALAGTVT-NIAA 

ENSLACP00000006144_Lcha/1-340    ILGGS-KAVKFFTVAGQTIESFV-KSLDGDVK-QQQDLDSDENQFVMGLTGIVT-NIAA 

ENSEBUP00000012007_Ebur/1-327    ILNGA-KVEEFFTLTSQTLDSFM-KSMIEEGK--RKNIDEEENQFVLAMAGTIT-NVAA 

ENSPMAP00000009832_Pmar/1-320    ILVGC-KVKEFFTLASQTVESYV-KSMPGDFK--TEDAGGDESQFVLAMAGIVT-NIAA 
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