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(Seria demasiado osado imaginar que, con el paso del tiempo,
desde que la tierra empezo6 a existir, quiza millones de eras antes
del comienzo de la historia del género humano, seria demasiado
osado imaginar que todos los animales de sangre caliente salieron
de un filamento vivo..., provisto de la facultad de continuar mejo-
rando merced a su propia actividad inherente y de transmitir esos
mejoramientos de generacion en generacion a su posteridad, jun

mundo sin fin!

ERASMUS DARWIN,

Zoonomia, 1794
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INTRODUCCION

1. REPLICACION EN S. pombe
1.1 ORIGENES DE REPLICACION

La replicacién del DNA en eucariotas es un proceso preciso y coordinado que
permite que todo el genoma se duplique durante la fase S del ciclo celular y se trans-
mita a la siguiente generacion intacto. El inicio de la replicacion requiere el ensam-
blaje de las proteinas que forman el Complejo de Reconocimiento del Origen (ORC)
en multiples sitios especificos del DNA, que son los origenes de replicacion (ORIs).
ORC es un complejo heterohexamérico conservado en todos los eucariotas estudia-
dos que se une al DNA en regiones no conservadas entre especies.

En la levadura Saccharomyces cerevisiae, ORC se une a secuencias del DNA de
100 a 150 pares de bases (pb), que contienen elementos consenso de 11 a 17 pb
(Theis & Newlon, 2001). La unién es dependiente de ATP ¢ involucra a 5 de las 6
subunidades de ORC (1-5) (Lee & Bell, 1997) (FIGURA 1A).

A.ARS 1 — J = Saccharomyces cerevisiae
B3 B1 A ki

RIP Isla CpG

B. Lamina B2 MWW Homo sapiens
TIMM 13

PRY o 200 pb

Factores de Transcripcion

RIP

C.ars1 -*:h Schizosaccharomyces pombe
tRNA hus5*

— 00— -
Footprintin vitro de ORC

200 pb

Fig.1 Representacion de origenes de replicacion en distintas especies. A. Esquema del
ORI ARSI de Saccharomyces cerevisiae. El dominio A es esencial para la activacion del ori-
gen y las secuencias accesorias B1, B2 y B3 pueden sufrir mutaciones que reducen pero no
abolen la actividad ORI. Al dominio B3 se une el represor transcripcional Abflp y a los do-
minios A y Bl se une el complejo ORC. B. ORI situado entre los genes de la lamina B2 y
TIMM 13 humanos, las lineas verticales sefialan dinucledtidos CpG y la llave sefiala la isla
CpG. Los ovalos de color violeta representan los factores de transcripcion unidos al promotor
en la region adyacente al sitio de union del complejo ORC. C. Representacion del ORI ars!
de Schizosaccharomyces pombe. La flecha doble sefiala el punto de inicio de la replicacion
(RIP) y la barra de color rosa representa la secuencia minima con actividad ARS en plasmido.
Los rectangulos amarillos en la linea inferior sefialan los sitios de union de ORC detectados in
vitro (Lee et al, 2001).
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El complejo ORC humano tiene la misma afinidad in vitro por secuencias que
contienen ORIs que por otros fragmentos del genoma elegidos al azar (Vashee et al,
2003). A pesar de esta inespecificidad de unién, muchos de los origenes de replica-
cion en mamiferos se encuentran asociados a islas CpG (Delgado et al, 1998). Las
islas CpG son regiones de aproximadamente 1 kb de longitud asociadas al 70% de
los promotores humanos que tienen un contenido en los nucleétidos guanina y citosi-
na (G+C) superior al promedio genomico del 40% y estan libres de metilacion
(FIGURA 1B).

En la levadura de fision Schizosaccharomyces pombe la union especifica del
complejo ORC a los origenes de replicacion se hace mediante la subunidad Orc4 y
no requiere ATP (Kong & DePamphilis, 2001; Lee et al, 2001) (FIGURA 1C). Esta
proteina en S. pombe tiene la particularidad tnica entre los eucariotas estudiados
hasta la fecha de poseer un extremo NH, con 9 motivos AT-hook que se unen a
secuencias ricas en A+T in vitro e in vivo independientemente de su secuencia
primaria (Chuang & Kelly, 1999; Moon et al, 1999; Kong & DePamphilis, 2002)
(FIGURA 2).

200 400 600 800 1000
I I 1 I I I I I 1 T
I S. pombe (972 aa)
123 45 678 9

1. PRRRGRPRKYP S. cerevisiae (529 aa)

2. KRKRGRPPKIK
3. KRGRGRPRLHP
4. KRGRGRPRKIK

I X. laevis (432 az)
5. KRGRGRPPLHR
2 KRkRoRPALNK —— D. mefanogaster (461 aa)
7. KRGRGRPRLER

H. sapiens (436 aa)
9. PRKRGRPPKKR

AT-hooks A. thaliana (384 aa)

Dominio con AT-hooks Dominio conservado

Fig.2 Esquema de la proteina Orc4 de S. pombe. El extremo carboxilo de esta proteina se
conserva en todas las especies en las que se ha caracterizado (barras grises). En cambio, el
extremo amino (color verde) estd constituido por un dominio no conservado con nueve moti-
vos AT-hook representados por pequeiios rectangulos rojos que se unen a regiones del DNA
ricas en adenina y timina. La secuencia de aminoacidos de los AT-Aooks indicada en el recua-
dro muestra en color negro el dominio conservado en todos ellos, formado por los aminoaci-
dos RGRP.
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1.2 ISLAS AT

Los primeros origenes de replicacion de S. pombe se encontraron mediante ensa-
yo ARS (secuencias de replicacion autonoma) (Maundrell et al, 1988). El ensayo
consistia en la digestion del genoma de la levadura con un enzima de restriccion y la
ligacion de los fragmentos generados a un plasmido que contenia un gen marcador
pero carecia de ORI. Tras la transformacion de la levadura con esta mezcla de liga-
cion, se seleccionaron aquellos fragmentos del genoma capaces de funcionar como
origenes de replicacion en plasmido. En estos estudios se observd que el tamafio
minimo de estas regiones era de 500 a 1500 pb y que no habia una secuencia especi-
fica requerida para la iniciacion de la replicacion, como se comprobd por analisis de
mutagénesis en plasmidos (Maundrell et al, 1988; Dubey et al, 1994; Wohlgemuth et
al, 1994; Clyne & Kelly, 1995; Dubey et al, 1996; Kim & Huberman, 1998).

Estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio permitieron relacionar la situa-
cion de los ORIs en el genoma con regiones que contenian promotores de genes
(Gomez & Antequera, 1999). Aunque la actividad del promotor no era esencial para
la activacion del origen de replicacion, el ensayo permiti6 identificar por electrofore-
sis bidimensional 11 nuevos origenes de replicacion en el genoma que se situaban en
regiones intergénicas que contenian al menos un promotor. Estos ORIs, junto con
otros identificados por otros grupos, colocalizaban con regiones de hasta 1 kb ricas
en A+T. Estas caracteristicas permitieron definir las islas AT como regiones con un
contenido en A+T igual o mayor al 75% en ventanas de 500 pb, siendo el contenido
en A+T promedio del genoma un 64% y el promedio intergénico un 70%.

10 Kb
80 80

X 70 . 70+

= ]

+ 60 60

< ]
50 S0 HH-HEHE— -

ORI ORI

Fig.3 Representacion de dos regiones del genoma de S. pombe que contienen dos orige-
nes de replicacion. En el eje de ordenadas se representa el contenido A+T y en abscisas la
distribucion de los genes. Los rectangulos rojos representan genes que se transcriben hacia la
izquierda en el dibujo y los azules hacia la derecha. Las regiones que superaban el 75% de
A+T en ventanas de 500 pb fueron denominadas islas AT y en un 90% de los casos se com-
portaban como ORIs.

11
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Un analisis bioinformaético posterior permitié definir 384 islas AT de 0.5a 1 kb a
lo largo de todo el genoma y mediante el analisis de 20 de ellas por electroforesis
bidimensional se comprobd que el 90% colocalizaban con ORIs activos en el geno-
ma (Segurado et al, 2003). Las islas AT tienen una distancia promedio de 30 kb en el
genoma y se sitilan siempre en regiones intergénicas. Si los ORIs se situaran en re-
giones intergénicas aleatoriamente, el 50% se localizaria en regiones intergénicas
donde la transcripcion de los genes adyacentes es codireccional, el 25% en regiones
de transcripcion divergente y el 25% restante en regiones de transcripcion conver-
gente. Pero no es asi, aunque se desconoce el motivo, se observa un sesgo claro en el
sentido de que el 52% de los ORIs se sitiia en regiones de transcripcion divergente.

Otro estudio posterior identific6 460 regiones intergénicas (IGRs) que interaccio-
naban con las proteinas del complejo ORC, Orcl y Orc4 y con la proteina Mcmo6 del
complejo MCM (Hayashi et al, 2007). En este trabajo se identificaron ademas los
origenes de replicacion tempranos y tardios o ineficientes mediante la incorporacion
de BrdU a las cadenas nacientes en los cultivos sincronizados durante la fase S en
presencia de hidroxiurea. A pesar del elevado porcentaje de colocalizacion de ORIs
mediante las dos aproximaciones, este estudio permiti6 la deteccion de algunos ORIs
que no colocalizaban con islas AT pero que son capaces asimismo de iniciar la repli-
cacion.

Hay una caracteristica esencial semejante entre los ORIs de S. pombe y mamife-
ros: son regiones intergénicas de secuencia degenerada (falta de consenso). Para estu-
diar los requerimientos de secuencia en los ORIs de S. pombe se han delecionado
distintos elementos en 3 ORIs: ars 3001 (Kong & DePamphilis, 2002), ars 2004
(Takahashi et al, 2003) e isla AT 1090 (Cotobal et al, 2009; enviado para publica-
cion). Los tres estudios sugieren que varias moléculas de Orc4 se unen a la region
intergénica que contiene el origen de replicacion o que varios elementos dentro del
ORI son capaces de unir la proteina. Mientras que algunos segmentos de estas regio-
nes son esenciales para la actividad del ORI en plasmido, no se ha encontrado ningu-
no que sea esencial para la activacion de un ORI en el genoma.
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1.3 INICIO DE LA REPLICACION

En los origenes de replicacion se produce la formacion de complejos proteicos
que van a permitir la formacion de dos horquillas de replicacion que avanzaran en
sentidos opuestos. Estos eventos se inician con la formacion del complejo prerrepli-
cativo (Pre-RC) que supone el ensamblaje de factores de replicacion como ORC,
Cdcl18, Cdtl y Mcm2-7. El estado prerreplicativo aparece al final de mitosis y persis-
te durante G1 (Diffley, 2004).

El factor de inicio de la replicacion Cdc18 en S. pombe es homologo a Cdc6 de S.
cerevisiae. Su sobreexpresion en S. pombe da lugar a re-replicacion (Herbig et al,
1999). Cdt1 se asocia al extremo carboxilo de Cdc18 y ambos promueven la asocia-
cion de las proteinas MCM a la cromatina (Nishitani et al, 2000). Las proteinas
Mcm2-7 forman un complejo conservado en todos los eucariotas estudiados, tienen
funcion helicasa y actian tanto en el sitio de iniciacion de la replicacion (ORI) como
en la elongacion de la misma (horquillas de replicacion) (Bell & Dutta, 2002).

La actividad de las kinasas dependientes de ciclina (CDK) promueve la replica-
cion del DNA cuando las células entran en fase S y la actividad de estas proteinas se
mantiene elevada durante la fase S, G2 y M para prevenir la reiniciacion. Para que se
inicie la sintesis de DNA es necesaria la accion en S. pombe de las kinasas CDK y
Hsk1 (Cdc7 en S. cerevisiae), que promueven la union al Pre-RC de otros factores:
Cdc45 y GINS. Se ha demostrado que Cdc45 es requerido para el ensamblaje de al-
gunos componentes de la maquinaria de sintesis del DNA como RPA, PCNA vy las
DNA polimerasas a y € (Bell & Dutta, 2002) (FIGURA 4).

13
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l Estado post-replicativo / G1
CDK

inactivo
Cdg Cde6 Cde7
Pre - RC —— Mcm 2-7

e e Cdca5
Iniciacion

Mcm 2-7
GINS
., Fase S
Elongacion
CDK -
activo
— \
— " \
B Pola Y Cdc7
Cdcas y
Mcm
GINS™ b

Fig.4 Mecanismo de iniciacién de la replicacion del DNA. Durante la fase M tardia y G1, la
actividad CDK desciende y se forman los complejos prerreplicativos, las proteinas Mcm2-7
se unen a la cromatina en una reaccion dependiente de ORC, Cdtl y Cdc6. La activacion de la
replicacion por CDK y Cdc7 provoca la union de otros factores al ORI, como Cdc45 y GINS.
Durante la elongacion las polimerasas se unen a la maquinaria de replicacion.
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2. REPLICACION Y RECOMBINACION MITOTICA EN S. pombe

2.1 RECOMBINACION MITOTICA EN LOS ORIGENES DE REPLICA-
CION

La formacioén del complejo prerreplicativo durante G1 “licencia” los origenes de
replicacion, es decir, s6lo las regiones marcadas con el complejo proteico que forma
el Pre-RC seran capaces de iniciar la sintesis de DNA, aunque no todas ellas se acti-
ven en cada célula durante una fase S. Una vez activados, los ORIs son incompeten-
tes para reactivarse hasta que se completa la mitosis (Donovan & Diffley, 1996). Es-
to implica que cualquier bloqueo, colapso o rotura en la horquilla de replicacion ha
de ser reparada por recombinacion homologa o por la uniéon de extremos no homolo-
gos (NHEJ), aunque este tltimo proceso puede implicar la pérdida o modificacion de
alglin nucledtido en el punto de union.

Estudios previos de nuestro grupo demostraron, mediante el analisis de doce re-
giones del genoma por electroforesis bidimensional, que cuando el fragmento de res-
triccion analizado contenia un ORI, ademas de la sefal correspondiente a las burbu-
jas de replicacion, se detectaban simultineamente estructuras en forma de X que se
comportaban como intermediarios de Holliday tras incubarlas a 65°C (Segurado et al,
2002). En el mismo trabajo se analiz6 la frecuencia de integracién de un gen marca-
dor por recombinaciéon homologa en la region del genoma que contiene el ORI arsi
tomando como control una region que no contenia ningiin ORI. Los resultados indi-
caron que la frecuencia de integracion del gen marcador en el ORI era 60 veces ma-
yor durante la fase S que en G2 y también se observd un incremento de 60 veces res-
pecto a la region control, donde la integracion era practicamente constante durante
todo el ciclo. Estos datos permitieron relacionar la actividad de los origenes de repli-

cacion con una alta tasa de recombinacion homologa durante la mitosis.

3. REPLICACION Y RECOMBINACION MEIOTICA EN S. pombe

Cuando hay escasez de nitrogeno en el medio y se encuentran dos células haploi-
des de distinto tipo sexual (h", h"), éstas conjugan para dar lugar a un zigoto diploide.
Tras la fusion de los nucleos, los telomeros se unen al cuerpo polar del huso (SPB) y
se alinean los cromosomas formando el “bouquet” (ramillete) meidtico. En este es-
tadio se produce el movimiento de “horsetail” (cola de caballo) durante el cual se
llevan a cabo la replicacion del DNA (fase S premeidtica) y la recombinacion
(generacion de roturas de doble cadena o DSBs (double strand breaks) y reparacion
de las mismas). Después se producen dos divisiones nucleares consecutivas, Meiosis
I y II, de manera que en la primera se separan los cromosomas homoélogos y en la

segunda las crométidas hermanas. El resultado son cuatro esporas haploides.

15



16

La recombinacion homologa tiene dos funciones muy importantes durante la
meiosis: por una parte favorece la conexion fisica necesaria para el apareamiento de
los cromosomas homologos y la correcta segregacion durante la Meiosis [ y por otra
permite la generacion de diversidad genética en la progenie (FIGURA 5).
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Fig.5. Esquema de la meiosis en S. pombe.
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3.1 ALINEAMIENTO DE LOS CROMOSOMAS HOMOLOGOS Y FASE S
PREMEIOTICA

Los mutantes thtl y tht2 de S. pombe son deficientes en la fusion nuclear, dando
lugar a esporas en las que no ha habido recombinacioén entre homoélogos, aunque si
son capaces de generar roturas meidticas (DSBs) que se reparan normalmente. Los
nucleos sufren meiosis aberrantes en las que en ocasiones so6lo hay una division nu-
clear (Martin-Castellanos et al, 2005).

Para el anclaje de los telomeros al SPB y formacion del bouquet son necesarias
las proteinas Bqtl y Bqt2, que forman un complejo que une los telomeros al SPB a
través de Tazl, unida al telémero. En ausencia de Tazl, Bqtl o Bqt2 hay movimiento
nuclear, pero como los telomeros no estan unidos al SPB, el ntcleo no adopta la for-
ma de horsetail y los cromosomas no se alinean de manera correcta. El bouquet evita
la recombinacion ectopica de manera que el mutante bgt2, en el que los cromosomas
no se alinean, tiene una frecuencia de recombinacion ectdpica 20 veces mayor que el
silvestre (Davis & Smith, 20006).

La dineina es el motor para el movimiento de horsetail, sus componentes Dhcl,
DIcl y Ssm4 son esenciales para que el nicleo se mueva y los cromosomas homolo-
gos permanezcan alineados. La union de la dineina a los microtibulos requiere la
accion de Mcp5 (Saito et al, 2006; Yamashita & Yamamoto, 2006).

Durante este estadio se producen la replicacion del DNA y la recombinacion
meidtica. Numerosos factores implicados en la replicacion mitdtica se encuentran
conservados en la fase S premeiotica (lino et al, 1995) pero de la mayoria de ellos
atn se desconoce si desempeiian las mismas funciones en ambos procesos (Forsburg
& Hodson, 2000). Algunas de las proteinas estudiadas y que se ha visto que desem-
pefian funciones paralelas en ambos procesos han sido la kinasa Cdc2 (lino et al,
1995) y también ORC, Cdcl18 y MCM (Murakami & Nurse, 2001; Lindner et al,
2002).

La correcta replicacion del DNA es necesaria para la progresion de la meiosis. La
ruta Rad3-Cds1 impide la generacion de DSBs meidticos cuando se inhibe la fase S
premeidtica en presencia de hidroxiurea. Este checkpoint suprime la transcripcion de
mei4" que es requerido para la formacion de DSBs (Ogino & Masai, 2006).

Existen proteinas de replicacion involucradas en la recombinacion meiotica. La
kinasa Cdc7 est4 altamente conservada y se sabe que es esencial para la replicacion
del DNA en mitosis. Hskl es homologo en S. pombe a Cdc7 y en el mutante termo-
sensible hskl-89 no se produce el remodelamiento de la cromatina en el hotspot de
recombinacion ade6M26 inducido en meiosis. La fase S premeiotica solo sufre un
ligero retraso pero existe un bloqueo en Meiosis I en estas células, que incluso en
ausencia de algunas kinasas de checkpoint meidtico Chkl, Cdsl y en ausencia de

ambas, no son capaces de formar DSBs (Ogino et al, 2006).
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Durante la replicacion meiodtica las cohesinas Rec8 y Recl1 se unen al DNA re-
emplazando a la cohesina mitdtica Rad21, que es liberada por la separasa Cutl para
la segregacion de cromatidas hermanas. En meiosis, Rec8 permanece unida a los
centromeros durante la Meiosis I manteniendo unidas las cromatidas hermanas gra-
cias a la proteina Sgol, permitiendo que segreguen juntas en la primera division
meiodtica (Kitajima et al, 2004).

3.2 FORMACION DE Y REPARACION DE DSBs

Para permitir la recombinacion, los cromosomas homdlogos permanecen aparea-
dos durante la profase meidtica gracias a una estructura proteica llamada Complejo
Sinaptonémico (SC). Esta estructura consiste en dos ejes paralelos (elementos latera-
les) a cada uno de los cuales se une la cromatida hermana de un cromosoma replica-
do. Los elementos laterales se unen por los filamentos transversales. La estructura
del SC esta muy conservada evolutivamente, pero su composicion molecular es bas-
tante mas heterogénea. En S. pombe, en lugar del SC existen los elementos lineales
(LinEs) que se observan durante la profase meidtica como lineas individuales de di-
ferentes longitudes o formando redes o haces. En los LinEs de S. pombe aparecen
proteinas homologas a los componentes del SC en S. cerevisiae, como Recl0, Hopl
y Mekl (Lorenz et al, 2004).

Los DSBs meioticos en S.pombe son producidos por Rec12, ortdlogo a Spol1l de
S. cerevisiae. En S. cerevisiae se ha comprobado que para una completa formacion
del SC es necesaria la correcta generacion de DSBs. En mutantes de spo// con una
pérdida de funcidn parcial, en los que los defectos en la formacion de DSBs eran pro-
gresivamente mas severos, se observo una correspondencia con defectos en la forma-
cion del SC (Henderson & Keeney, 2004). En cambio en el mutante reci2-152 de S.
pombe, la formacion de los LinEs no se ve modificada (Lorenz et al, 2004).

Rec8, Recll, Rec25 y Rec27 son esenciales para la formacion de filamentos de
Recl0 (Lorenz et al, 2004; Davis et al, 2008). Rec10 es un componente de los ele-
mentos lineales esencial para que se formen los focos de agregados de Rec7. No se
ha estudiado si Rec7 se situa en los sitios de DSBs pero si se ha observado que el
numero de focos de Rec7 por célula es de 22 a 50 (Lorenz et al, 2006), que es el
numero de intercambios genéticos esperados en una meiosis (Munz, 1994).

En el procesamiento de los DSBs generados por Recl2 estan involucradas multi-
tud de proteinas. El complejo MRN (Mrel1-Rad50-Nbs1) esta altamente conservado
en eucariotas, tiene actividad exo- y endonucleasa y es esencial para la recombina-
cién meiodtica en todos los organismos en que se ha estudiado. En el mutante de S.
cerevisiae rad50S no se generan DSBs, en cambio en S. pombe rad50S las células si
hacen DSBs pero no son capaces de repararlos, los complejos DNA-Recl2 se acu-
mulan en estos mutantes (Young et al, 2002).
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Rad22B, Rtil, Rhp55-57, Swi5-Sfrl, Dmcl y Rad51 son proteinas implicadas en
la generacion de extremos 3" libres donde estaba la rotura de doble cadena y en la
blisqueda de una secuencia homodloga en el cromosoma homoélogo o en la cromatida
hermana que sirva como molde para copiar la informacion perdida.

Estudios de microscopia electrénica llevados a cabo recientemente han demostra-
do que la mayoria de las estructuras de Holliday formadas en S. pombe durante la
recombinacion meiotica son sencillas y no dobles. Y por electroforesis bidimensional
en el mismo trabajo se demuestra que la mayoria de los intercambios se realizan con
la cromatida hermana y no con el cromosoma homologo (Cromie et al, 2006).

En S. pombe la resolucion de las estructuras de Holliday se lleva a cabo por el
complejo Musl-Emel (Cromie et al, 2006) (FIGURA 6).
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Tht1,2 Ssmd, Mcp5
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Fig.6 Esquema con algunas proteinas implicadas en la recombincién meidtica. Modificado de: labs.fhcrc.org/
gsmith/images/pombe-p-way.jpg.
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4. LA PROTEINA Recl2 Y LOS HOTSPOTS DE RECOMBINACION

Hay unas 12 proteinas esenciales para la formacion de las roturas meioticas. Una
de estas proteinas es Recl2, la subunidad catalitica que introduce las roturas en el
DNA. Recl2 es ortdlogo a la subunidad A de la Topoisomerasa VI de Sulfolobus
shibatae. Durante su accion endonucleasa, la proteina se une covalentemente al ex-
tremo 5” del DNA roto por un residuo de tirosina (Tyr-98). Los mutantes en esta tiro-
sina son deficientes en recombinacion meidtica (Cervantes et al, 2000). Las topoiso-
merasas tipo I funcionan como dimeros e inducen DSBs transitorios, de manera que
pasan una segunda cadena de DNA a través de ellos y vuelven a religar el DNA roto.
En eucariotas son homodimeros en los cuales cada subunidad contiene un dominio
catalitico y un dominio ATPasa involucrado en el traspaso de la otra cadena de DNA.
En bacterias y archaea las topoisomerasas Il funcionan como heterotetrameros, don-
de las subunidades catalitica y ATPasa estan en distintos polipéptidos. Asi Rec12 es
ortologo a la subunidad catalitica, ya que no requiere el traspaso de la otra cadena de
DNA. La reparacion de la rotura se produce por recombinacion homologa.

4.1 HOTSPOTS DE RECOMBINACION

Recl2 no genera roturas de manera uniforme a lo largo de los cromosomas, de
manera que hay sitios en el genoma con una frecuencia mas alta de roturas que el
resto, los hotspots de recombinacion. Inicialmente se detectaron como intervalos cro-
mosomicos con una intensidad de recombinacion elevada (Gutz, 1971). En todos los
organismos estudiados los cromosomas tienen estos intervalos pero uno de los mejor
estudiados ha sido la mutacion ade6-M26 de S. pombe.

Este hotspot se identifico como una mutacion en el gen ade6, ade6-M26, que
tenia niveles de recombinacion 20 veces mayores que otros alelos ade6 (Gutz, 1971).
El hotspot proviene de una mutacion simple G—T que da lugar a un coddn sin senti-
do en el extremo 5'del gen ade6. Esta mutacion crea un heptdmero esencial para la
actividad hotspot: 5'-ATGACGT-3" (Schuchert et al, 1991). Esta secuencia es parte
del sitio de unidn del factor de trancripcion Atf1-Pcrl, el cual es también necesario
para la actividad del hotspot (Kon et al, 1997). Ademas del sitio M26, existe una se-
cuencia muy parecida, llamada CRE (Cyclic AMP response element) 5’-TGACGTC/
A-3’, que también genera un hotspot en el gen ade6 y es dependiente de Atfl-Pcrl
(Fox et al, 2000). Estos heptameros son muy abundantes en el genoma y no siempre
funcionan como hotspots pero han servido para la localizacion de numerosos sitios

de recombinacion naturales.



INTRODUCCION

En un estudio llevado a cabo por Steiner & Smith (2005a) se utiliz6é una secuencia
mas extendida de la cual forma parte el heptamero M26, 5'-GNVTATGACG
CATNBNC-3" (Ves A, Co G; Bes C, Go T; N es cualquier nucledtido). En este
estudio 10 de los 15 sitios del genoma analizados resultaron ser sitios donde se pro-
ducen DSBs mei6ticos como maximo a 1 kb del sitio M26. En 3 de ellos los DSBs se
encontraron a mas de 1 kb del sitio M26 y s6lo en 2 no se hallaron DSBs. Sélo uno
de estos sitios de DSBs se localiza dentro de la ORF de un gen, cds! ", y en él se con-
firmo genéticamente la actividad hotspot. A pesar de que el heptdmero sirvio para
localizar estos sitios de rotura, en el mismo trabajo se comprobd que no todos ellos
dependen el factor Atfl1-Pcrl, ya que algunos se generan igualmente en ausencia de
éste.

Hasta entonces s6lo se habia conocido la ubicacién en el genoma de un sitio de
recombinacion natural, mbsl (Young et al, 2002) que es el sitio de recombinacion
natural mejor estudiado en S. pombe. Se localizd mediante el analisis por Southern
blot de DNA no digerido. Las muestras fueron tomadas durante una meiosis sincroni-
ca y los cromosomas se separaron en una electroforesis de campo pulsado. Cuando
este DNA se hibrid6 con la sonda del gen ural™ se observé una banda correspondien-
te al cromosoma I intacto y varias bandas de menor tamafio que aparecian en los
tiempos de recombinacion meiodtica. Una de las bandas pequefias mas prominentes
era de un tamafio de 0.75 Mb, que era la distancia aproximada del gen ural" al extre-
mo izquierdo (brazo largo) del cromosoma I, esto indicaba que cerca de esta region
habia un sitio de DSBs (Cervantes et al, 2000). En un trabajo posterior se digirio el
DNA con Notl y se hibridé con la misma sonda. Dentro del fragmento Notl de 501
kb se hallé una region de DSBs prominentes que se denomind meiotic break site |
(mbsl). A continuacion se analizo una digestion Pmel que permitié localizar mbs! en
una region libre de transcripcion de una longitud de 6 kb en el cosmido SPACAGS
del cromosoma I (Young et al, 2002). Para una mayor resolucion se analizaron frag-
mentos de DNA mas pequefios generados por Spel o Hpal y las hibridaciones mos-
traron cuatro grupos de DSBs a lo largo de 2.1 kb. En el mismo trabajo se demostro,
ademas, que mbsl era un hotspot de conversion génica y de crossing-over por anali-
sis de tétradas tras la integracion de diversos marcadores en regiones adyacentes
(Cromie et al, 2005).
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4.2 LOCALIZACION DE Recl2 EN EL GENOMA

El primer estudio de la distribucion global de DSBs en S. pombe se hizo mediante
la inmunoprecipitacion de cromatina de una cepa Recl2-FLAG rad50S en la que las
roturas meidticas se generan pero no son reparadas (Cromie et al, 2007). Estas célu-
las eran también mutantes termosensibles pat/-114 que inician meiosis sincronicas
cuando se alcanza la temperatura restrictiva incluso en estado haploide. Se utilizaron
tiling microarrays que permitieron detectar la sefial de DNA unido a Recl2 a lo lar-
go de todo el genoma.

Los lugares en los que detectaron sefiales de union de Rec12 al DNA carecen de
una secuencia consenso y la unica caracteristica comun a todos ellos es que se trata
de regiones intergénicas (IGRs) grandes: aproximadamente el 50% de las regiones
intergénicas mayores de 3 kb tienen unido Recl2 y estas regiones contienen el 50%
de todas la sefiales de Rec12 detectadas.

Dado que en la levadura Saccharomyces cerevisiae se habian encontrado diferen-
cias notables entre la localizacion de Spoll en rad50S 'y rad50" (Buhler et al, 2007),
se llevo a cabo esta comprobacion en S. pombe. A diferencia de S. cerevisiae, 1a loca-
lizacion de Rec12 es idéntica en las cepas en S. pombe rad50S 'y rad50" (Hyppa et al,
2008). Este estudio refleja una regulacion diferente de los DSBs y un requerimiento
distinto del complejo MRN (Mrel1-Rad50-Nbs1) del que forma parte la proteina
Rad50 en estas dos especies.

4.3 CONFIGURACION DE LA CROMATINA EN LOS HOTSPOTS DE RE-
COMBINACION EN S. pombe

En el hotspot de recombinacion ade6M26 se ha encontrado una mayor accesibili-
dad de la cromatina durante la meiosis. Como explicdbamos anteriormente, la activa-
cion de este hotspot de recombinacion en S. pombe estd mediada por la secuencia
M26 y por el factor de transcripcién Atfl-Pcrl. En un trabajo llevado a cabo por
Yamada et al (2004) se demostré que las histonas H3 y H4 alrededor de M26 estaban
hiperacetiladas en meiosis dependiendo de la presencia de la mutacion M26 y de
Atfl. También se observo que la acetiltransferasa de histonas de S. pombe GenS era
requerida para la mayoria de la acetilacion de la histona H3 alrededor de M26 in vi-
vo. La delecion de gen5™ causaba un retraso significativo en el remodelamiento de la
cromatina y una reduccion parcial de la recombinacién meidtica en M26. Asimismo
la delecion de snf22" (proteina del tipo ADCR, remodeladores de la cromatina de-
pendientes de ATP) y de gen5 'snf22" era capaz de abolir el remodelamiento de la

cromatina y la reduccion de la recombinacion meidtica en M26 era significativa.
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También se ha estudiado si la cromatina suftia alteraciones antes de la recombina-
cion meiodtica en hotspots de recombinacion naturales (Hirota et al, 2007). Se midid
la sensibilidad de la cromatina a la nucleasa micrococal en 3 hotspots: mbsl, tdhl"y
cdsl1”. Los resultados mostraron que la apertura de la cromatina en los hotspots de
recombinacidn era un proceso asociado a la formaciéon de los DSBs meidticos pero
que podia ser constitutivo (mbsl y cdsl”) o inducido unicamente en meiosis (tdhl")
y dependiente del factor Atfl-Pcrl (tdhl’ y cdsl”) o independiente (mbsi). En el
mismo trabajo se comprob6 que la mayor accesibilidad de la cromatina en estos si-
tios durante la meiosis es independiente de la presencia de las proteinas de recombi-
nacion Rec7, Rec8, Rec10, Rec12, Recl4, Recl5 y Mei4. En concordancia con este
ultimo dato se observo que la union de Recl2 a los hotspot de recombinacion requie-
re una previa configuracion abierta de la cromatina, ya sea inducida en meiosis o

constitutiva.
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OBIJETIVOS

1. Analisis de la colocalizacion a nivel gendémico y de la posi-
ble dependencia funcional entre la activacion de los origenes de
replicacion y la generacion de roturas de DNA de doble cadena du-

rante la meiosis en S. pombe.

2. Identificacion de los requerimientos necesarios para la ge-
neracion de roturas de DNA de doble cadena previas a la recombi-
nacion meidtica en S. pombe.
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RESULTADOS

1. COLOCALIZACION DE ORIGENES DE REPLICACION Y REGIONES
DE DSBs DURANTE LA MEIOSIS EN S. pombe

1.1 COLOCALIZACION A NIVEL GENOMICO

El hotspot de recombinacion natural mejor estudiado en S. pombe es mbsl
(meiotic break site I). Se observo que los DSBs se extendian a lo largo de 2.1 kb en
una region intergénica de 6 kb del cromosoma I que se situaba entre los genes
SPAC4G8.03 y SPAC4GS8.04 (Young et al, 2002). En la misma region intergénica
que mbsl existe también un origen de replicacion, la isla AT 1034, que es un ORI
activo en mitosis y en meiosis.

Dada la colocalizacion del ORI AT 1034 con el hotspot de recombinacion mbsl y
la alta tasa de recombinacion encontrada en los origenes de replicacion durante la
mitosis (ver apartado 2 de la Introduccion) (Segurado et al, 2002), decidimos com-
probar si los ORIs y los DSBs colocalizaban a nivel genémico durante la meiosis.
Los DSBs se generan en sitios concretos del genoma (hotspots) durante la profase
meidtica. Su reparacion por recombinacion homodloga favorece el crossing-over o
intercambio de cadenas de DNA y la correcta segregacion de los cromosomas homo-
logos.

Para realizar este estudio a nivel gendomico utilizamos mapas de ORIs y DSBs
llevados a cabo por nuestro grupo y por otros que se describen a continuacion.

Como mapa gendémico de referencia para DSBs se utilizaron las predicciones rea-
lizadas en el trabajo de Cromie et al (2007) mediante la inmunoprecipitacion de cro-
matina de una cepa Recl2-FLAG rad50S. En este mutante, la endonucleasa Recl2
genera roturas en el DNA pero permanece unida a éstas covalentemente de manera
que no son reparadas. Con el DNA inmunoprecipitado se hibrid6 un microarray que
contenia 41000 sondas de 60 pb espaciadas 300 pb a lo largo de todo el genoma. En
el mismo trabajo se comprobd por Southern blot que las zonas de unién de Recl2
detectadas en el microarray en 25 regiones del cromosoma I coincidian con sitios de
roturas meioticas. Posteriormente el mismo grupo de investigacion demostré que el
mapa gendmico de los sitios de rotura en la cepa silvestre es idéntico al de la cepa
rad50S (Hyppa et al, 2008) (ver apartado 4.2 de la Introduccion).

Existia otro analisis genomico de la localizacion de Rec12 en una cepa S. pombe
Recl2-myc rad50S (Ludin et al, 2008). No se utilizé este trabajo como base de datos
para este estudio por dos motivos. El primero es que la inmunoprecipitacion de la
cromatina se realizo después de llevar a cabo un cross-linking con formaldehido para
fijar covalentemente las proteinas al DNA, de manera que en este analisis la proteina
Rec12 aparece distribuida més uniformemente a lo largo del genoma que en el traba-
jo de Cromie et al (2007), quiza debido a que sélo una fraccion de Rec12 esta unida
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covalentemente al DNA generando activamente las roturas. El segundo motivo fue
que las hibridaciones se llevaron a cabo en 2 microarrays, uno de regiones codifican-
tes (ORFs) y otro de regiones intergénicas (IGRs). El gran tamafio de las sondas utili-
zadas (hasta 1 kb) y la gran distancia entre ellas (hasta 2 kb) hizo que s6lo se detecta-
ran 114 sitios de uniéon de Rec12 frente a los 304 (194 de ellos prominentes) localiza-
dos en el trabajo de Cromie et al (2007). Por ejemplo el hotspot mbsi no se encuentra
entre ellos por falta de sefial de hibridacion de las sondas adyacentes.

Como mapas genomicos de origenes de replicacion se utilizaron los descritos por
Segurado et al (2003) y Hayashi et al (2007) (ver apartado 1.2 Introduccion) aunque
en ambos casos eran predicciones de origenes mitoticos. El inico mapa de origenes
meioticos publicado hasta la fecha ha sido realizado por Heichinger et al (20006). Este
mapa, generado mediante la hibridacion de microarrays de S. pombe con moléculas
de DNA naciente, es de baja resolucion ya que en ocasiones los ORIs meioticos se
anotaron en grandes regiones que contenian hasta 5 ORFs de genes. Este mapa no se
utiliz6 como base de datos debido a que el gran tamafio de las regiones descritas pro-

vocaria un sesgo positivo en la colocalizacion con los sitios de rotura.

469 ORIs 304 DSBs

Fig.7 Colocalizacion genémica de ORIs y DSBs. Se consideraron 469 ORIs mitdticos, que
incluian las islas AT (Segurado et al, 2003) y los ORIs de Hayashi et al (2007) (en la mayor
parte de las ocasiones colocalizaban y solo se tuvo en cuenta un valor). De ellos, 171 se en-
cuentran a menos de 2 kb de un sitio de union de la proteina Rec12 (localizados en el trabajo
de Cromie et al (2007).
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Tras el analisis gendmico de la colocalizaciéon de ORIs y DSBs a partir de los ma-
pas descritos anteriormente, pudimos comprobar que de los 469 ORIs mitdticos con-
siderados para el analisis, 171 se encontraban a menos de 2 kb de distancia de uno de
los 304 sitios de union de Recl2 descritos por Cromie et al. (2007). Teniendo en
cuenta que en el genoma de S. pombe existen 5000 regiones intergénicas, los 469
ORIs descritos ocupan el 9.4% de ellas, y nosotros observamos que el 56.2% de los
sitios de union de Rec12 (DSBs) coincidia con un ORI (FIGURA 7). Esto supone un
incremento de aproximadamente 6 veces respecto a la colocalizacion que pudiera
deberse al azar. Seglin esta estimacion el 56.2% de los sitios de rotura predichos co-
localizaban con un origen de replicacion y el 36.5% de los ORIs colocalizaban con
un sitio de DSBs. Ademas, se podria esperar que la colocalizacion real fuese mayor,
ya que como se describe en el siguiente apartado (1.2) de Resultados, existen orige-
nes de replicacion especificos de meiosis que no se activan en fase S mitotica y no
habian sido descritos en la bibliografia. Asimismo, como se describe en el apartado
1.3 se encontraron en este trabajo sitios de rotura que no son detectados como sefiales
de Recl2 en el microarray. Por lo tanto esta colocalizacion gendmica es una estima-
cion minima. En nuestro laboratorio se estan llevando a cabo experimentos que nos
permitiran localizar los origenes de replicacion meidticos por inmunoprecipitacion de
cromatina frente a Orc4 y Orcl durante la fase S premeidtica.

Estos resultados nos permitieron concluir que la colocalizacion de ORIs y
DSBs meio6ticos a nivel genémico es 6 veces mayor de la esperada si se debiera
al azar, a pesar de que las predicciones de origenes de replicacion hagan refe-
rencia a ORIs mitéticos.
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1.2 DETECCION DE ORIGENES DE REPLICACION EN REGIONES QUE
CONTIENEN SITIOS DE DSBs MEIOTICOS

El hotspot de recombinacion ade6M26 se produce por una mutacion puntual
G—T que da lugar a un codon sin sentido en el extremo 5 del gen ade6. Esta muta-
cion crea el heptamero 5-ATGACGT-3" que es esencial para la actividad del hotspot
(Schuchert et al, 1991) y forma parte del sitio de union del factor de transcripcion
Atf1-Pcrl, que también es esencial para la actividad del hotspot. Mediante la integra-
cion del heptamero en diferentes posiciones y orientaciones dentro del gen ade6, se
observd que M26 formaba parte de una secuencia mas extendida, que se llamo
M26¢s, 5S'-GNVTATGACGTCATNBNC-3" (Ves A,Co G; Bes C, Go T; N es
cualquier nucleotido) que era la responsable de la union de Atfl-Perl (Steiner &
Smith, 2005b) (ver apartado 4.1 Introduccion). La busqueda de esta secuencia
M26¢s en el genoma de S. pombe permitié identificar 15 regiones que se analizaron
por Southern Blot y en 13 de ellas se detectaron DSBs durante la recombinacion
meidtica (FIGURA 8) (Steiner & Smith, 2005a). En el mismo trabajo se comprob6
en un mutante Apcrl que en tres de estas regiones la formacion de DSBs era inde-
pendiente del factor de transcripcion.
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34
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Fig.8 Esquema de los tres cromosomas de S. pombe (I, 11 y III) con la localizacion de los
13 sitios de DSBs identificados por (Steiner & Smith, 2005a) y el sitio mbsI. Los 6valos
negros indican la situacion de los centromeros. Los sitios de DSBs se sefialan con barras hori-
zontales de color gris y mbs! de color rojo.
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Hasta entonces solo se habia conocido la ubicacién en el genoma del sitio de re-
combinacion natural mbsl (Young et al, 2002). En este sitio, las roturas de doble ca-
dena se habian localizado detalladamente y se habia comprobado su actividad como
hotspot de recombinacion (Cromie et al, 2005). Mbsl no contenia la secuencia
M26¢s y su actividad no dependia del factor Atf1-Pcrl. Como comentabamos en el
apartado anterior la misma region intergénica de mbs/ hay un origen de replicacion
activo en mitosis y meiosis, que colocaliza con la isla AT 1034 (FIGURA 15A).

El objetivo de esta parte del trabajo fue analizar la posible presencia de origenes
de replicacion activos durante la fase S premeidtica en las 13 regiones intergénicas
del genoma en las que Steiner & Smith (2005a) habian comprobado la presencia de
DSBs. Solamente 6 de estas 13 regiones colocalizaban con ORIs descritos por
Hayashi et al (2007) o Segurado et al (2003) de manera que esta muestra de DSBs
nos permitiria comprobar experimentalmente si habia una colocalizacion mayor de la
predicha en el apartado anterior. Uno de estos sitios (sitio 3-4, FIGURA 8) se encon-
traba en una region codificante, la ORF del gen cds! " y ésta fue la tnica region de
las 13 en la que no analizamos la presencia de un ORI, ya que todos los origenes de
replicacion descritos hasta entonces en S. pombe se encontraban en regiones inter-
génicas. Ademas analizamos la region del hotspot mbs|.

La deteccion de los intermediarios de replicacion se realizd mediante electro-
foresis bidimensional. La técnica se llevo a cabo adaptando las condiciones descritas
por Brewer & Fangman (1987) (ver apartado 7 de Materiales y métodos) (FIGURA
9).

Para sincronizar los cultivos en meiosis se utilizo la cepa de S. pombe patl-114.
Esta cepa, descrita por lino & Yamamoto (1985), tiene el gen de la kinasa Patl regu-
lado por un promotor termosensible que permite la inactivacion del gen a la tempera-
tura restrictiva de 34°C (FIGURA 10). La inactivacion de la kinasa provoca la activa-
cion del gen mei2” y el desencadenamiento de una meiosis sincronica en el cultivo
(ver apartado 5 de Materiales y métodos).

Mediante el analisis de citometria por FACS se comprob6 que la fase S premeioti-
ca se iniciaba una hora y cuarto después del comienzo de la meiosis sincrénica
(FIGURA 10).
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Fig.10 Analisis de citometria (FACS) y
esquema de una meiosis sincrénica. La
cepa de S. pombe patl-114 utilizada era
diploide y crecié en fase exponencial a
25°C. Antes de la meiosis no se produjo
la conjugacion de dos células haploides
de distinto tipo sexual como en una cepa
silvestre sino una parada en G1 inducida
por la ausencia de nitrogeno (2C). Cuan-
do el cultivo alcanzé la temperatura res-
trictiva (34°C) y se restablecio la fuente
de nitrogeno, comenzod la meiosis
sincronica. Durante la profase se llevo a
cabo la fase S premeiética, la formacion
de DSBs y la recombinacion meiotica.
Las muestras para los analisis de replica-
cion mediante electroforesis bidimensio-
nal se tomaron a 1 hora 15 minutos.
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El analisis mediante electroforesis bidimensional de 13 de las 14 regiones indica-
das en la FIGURA 8 reveld que 8 de ellas estaban asociadas con origenes de replica-
cion meidticos (FIGURA 11). Esto indicaba que al menos en el tiempo de la meiosis
sincronica en la que habian sido extraidas las muestras de DNA, el 61% de las regio-
nes analizadas colocalizaban con ORIs meidticos. Algunas de estas regiones habian
sido descritas como origenes potenciales de replicacion mitotica segun las prediccio-
nes de Segurado et al (2003) y Hayashi et al (2007) (ver apartado 1.2 Introduccion).
En el primer trabajo se relacionaron los origenes de replicacion con regiones ricas en
los nucleotidos adenina y timina que se definieron como islas AT. En el caso de los
sitios 1-4, 2-1, 2-4 y 2-5, esas regiones colocalizaban con las islas AT 1134, 2132,
2010 y 2049, respectivamente (Segurado et al, 2003). En el trabajo de Hayashi et al
(2007), que se utilizoé también como mapa gendémico de prediccion de ORIs, se iden-
tificaron por inmunoprecipitacion de cromatina 460 regiones intergénicas que inter-
accionaban con las proteinas Orcl y Orc4 del complejo ORC y con la proteina
Mcmb6 del complejo MCM, la mayoria de estas regiones colocalizaban con islas AT.
Asi los sitios 1-1, 1-4, 2-1, 2-4, 2-5 y 3-2, colocalizaban con los ORIs 1191, 1159,
2166, 2015, 2070, y 3059 (Hayashi et al, 2007). En nuestro analisis de estas regiones
por electroforesis bidimensional se detectaron 2 ORIs meiodticos que colocalizaban
con los sitios 1-3 y 3-5 no predichos como ORIs mitdticos ni por su contenido en
A+T ni por la uniéon de ORC. Ademas, en el caso del sitio 1-4 se comprobd que el
ORI es activo durante la fase S premeidtica pero no durante el ciclo mitdtico, a pesar

de que habia sido descrito como ORI mit6tico en los dos trabajos citados anterior-
mente (FIGURA 12).

mbs1 Site 1-1 Site 1-3 Site 1-4 Site 2-1

D

Site 2-2 Site 2-3 Site 2-7 Site 3-2 Site 3-3

Fig.11 Analisis por electroforesis bidimensional de 13 regiones intergénicas que contienen sitios de DSBs
(ver FIGURA 8). En la parte superior se muestran ocho regiones en las que aparecen sefiales correspondientes a
burbujas de replicacion (sefialadas con flechas) y por lo tanto colocalizan con ORIs activos. Las imagenes infe-
riores corresponden a las cinco regiones en las que s6lo se detectan horquillas de replicacion pasiva en la mues-
tra de 1 hora 15 minutos (ver FIGURA 10).
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* > ) Fig.12 Analisis por electroforesis bidimensional de la
region que contiene la isla AT 1134 en mitosis y meio-
sis. En un cultivo mitético asincrénico s6lo se observa la
sefal de horquillas de replicacion correspondiente a una
region que se replica pasivamente. En meiosis se observa
arco activo (flecha). En este caso el DNA se obtuvo du-
) ; rante la fase S premeiotica de un cultivo sincréonico en
AT 1134 AT 1134 meiosis (1h 151’1’111’1) (FIGURA 10)

MITOSIS MEIOSIS

Estos resultados indicaban que aproximadamente el 61% de las regiones
con DSBs descritas previamente por otros autores colocalizaban con ORIs
meioticos. La identificacion de un ORI exclusivamente meidtico de un total de
8 analizados sugeria la posibilidad de que existiese una fraccion de ORIs es-
pecificos de cada tipo de fase S.

1.3 DETECCION DE ROTURAS MEIOTICAS EN REGIONES QUE CON-
TIENEN ISLAS AT

En la seccidn anterior se comprob6 experimentalmente que el 61% de los sitios de
DSBs colocalizaban con ORIs meioticos. Pero esos resultados no daban informacion
sobre la correlacion inversa, es decir, si el porcentaje de ORIs que colocalizaba con
DSBs era también mas elevado que el predicho en base a los mapas gendomicos de
ORIs y DSBs en el apartado 1.1 de Resultados. Para analizar esa correlacion, se ana-
liz6 la presencia de DSBs durante la fase S premeidtica en 8 regiones predichas co-
mo ORIs por su colocalizacion con islas AT. En todas estas regiones se comprobd
previamente por electroforesis bidimensional que eran ORIs activos en meiosis y
también en mitosis (FIGURA 13).
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MEIOSIS:
>
1033 1131 1152 2014
>
2091 2112 3040 3056

Fig.13 Analisis por electroforesis bidimensional en mitosis y meiosis de 8
regiones del genoma que contenian islas AT. En todas ellas se pudo compro-
bar que los ORISs son activos en las dos fases S. Las flechas muestran las sefiales
correspondientes a las burbujas de replicacion.
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Para el analisis de DSBs en las 8 regiones, el DNA se extrajo en plugs de agarosa
(ver apartado 8 de Materiales y métodos) ya que otros métodos podian resultar dema-
siado agresivos y causar roturas de doble cadena en el DNA debidas al tratamiento de
extraccion. Se tomaron muestras del cultivo creciendo en fase exponencial y a las 0,
2.5,3,3.5,4.5 y 6 horas después de haber comenzado la meiosis. Los DSBs deberian
observarse en las muestras tomadas durante la recombinacidon meiotica (que tiene
lugar entre las 2.5 y 3.5 horas) cuando ya ha terminado la replicacion del DNA (ver
FIGURA 10) mientras que no serian observables en las muestras de 4.5 y 6 horas
porque ya se habrian reparado, ni en la muestra de tiempo 0, en la cual las células
estan paradas en fase G1 y todavia no se ha iniciado la meiosis sincronica. En la
muestra recogida del cultivo en fase exponencial tampoco se esperaria la aparicion de
roturas, ya que se trata de un cultivo mitético.

El analisis de las 8 regiones de la FIGURA 13 nos permitio detectar cinco re-
giones de DSBs que colocalizaban con las islas AT 2014, 2091, 2112, 3040 y 3056
(FIGURA 14). En las tres regiones restantes, las islas AT 1033, 1131, 1152 no se
detecto la presencia de DSBs.

Rec12 es la endonucleasa que introduce los DSBs en el DNA durante la meio-
sis. En el trabajo llevado a cabo por Cromie et al (2007) se estudio la distribucion
global de DSBs en S. pombe mediante la inmunoprecipitacion de cromatina de un
mutante Recl2-FLAG rad508S. Se utilizaron tiling microarrays que permitieron de-
tectar la sefial de DNA unido a Rec12 a lo largo de todo el genoma (ver apartado 4.2
Introduccion). En nuestro andlisis, para comprobar de forma rigurosa si los ORIs ac-
tivos colocalizaban con DSBs, seleccionamos 4 (1033, 1131, 1152 y 2112) que no
habian sido identificados como sitios de union de Recl2 por Cromie et al (2007).
Sélo uno, la isla AT 3056 se encontraba en la misma region intergénica que un sitio
de union de Rec12 descrito por Cromie et al (2007). En el caso de 2014, 2091 y 3040
se detectaban sefiales de Rec12 a menos de 2 kb del ORI. A continuacion analizamos
experimentalmente si los DSBs que aparecian en las islas AT 2014, 2091, 2112,
3040 y 3056 durante la recombinacion meidtica eran dependientes de la proteina
Rec12. Para esto se llevo a cabo el mismo analisis de DSBs en plugs de agarosa des-
crito anteriormente en un mutante Arecl2, en el que se habia sustituido la ORF com-
pleta del gen rec12” por el marcador KanMX4, que confiere a las células capacidad
de resistencia al antibidtico geneticina (ver apartado 2.2 de Materiales y métodos).
Como se observa en la FIGURA 14, en las cinco regiones se confirmoé la dependen-
cia de estas roturas de la presencia de Rec12.

Los DSBs detectados en la isla AT 2112 constituian un sitio nuevo de roturas
meidticas dependientes de la proteina Rec12 que no habian sido encontrados previa-

mente por otras técnicas.
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2014 pat1-114 2014 pat1-114 Arec12
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2091 pat1-114 2091 pat1-114 Arec12
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3040 pat1-114 3040 pat1-114 Arec12
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Fig.14 Analisis por Southern Blot de DNA en plugs de agarosa de cinco regiones del ge-
noma que contenian islas AT y se comportaban como ORIs activos en mitosis y meiosis.
En la columna de la izquierda se muestra el analisis de la cepa patl-114 y en la derecha el
analisis de las mismas regiones en un mutante pat/-114 Areci?2.

La localizacion de un sitio de DSBs no detectado previamente mediante la
union de Recl2 asociado a un origen de replicacion, indica que la colocaliza-
cion de ORIs con sitios de DSBs es superior al 36.5% detectado en el analisis
genémico global del apartado 1.1.
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2. ESTUDIO DE LA DEPENDENCIA FUNCIONAL ENTRE LA ACTIVI-
DAD DEL ORIGEN DE REPLICACION AT 1034 Y LA GENERACION DE
DSBs EN mbsl

Tras el analisis de la colocalizacion de ORIs y DSBs meidticos, nos planteamos el
estudio de la posible dependencia funcional entre la activacion de los origenes de
replicacion y la correcta formacion de los DSBs en dos regiones concretas del geno-
ma. En S. cerevisiae se habia comprobado que cuando una region del cromosoma II1
se replicaba de forma tardia durante la fase S premeiotica, los DSBs en esa region
también sufrian un retraso en su aparicion (Borde et al, 2000).

Llevamos a cabo nuestro estudio en dos regiones del genoma de S. pombe. En una
de ellas, la region intergénica que contenia el hotspot de recombinacion mbsl
(Young et al, 2002), en el cromosoma I, también existia un ORI meidtico, la isla AT
1034, de manera que en este locus ambos procesos colocalizaban de forma natural.
La otra region elegida para nuestro estudio (apartado 3 de Resultados) fue la region
intergénica adyacente al locus del gen rip7" en el cromosoma III, donde original-
mente no existia ningun ORI ni DSBs, de manera que podiamos integrar diversas
secuencias de DNA vy estudiar cuales eran los requerimientos necesarios para la for-
macion de ORIs y DSBs.

El sitio de recombinacion meidtica natural mejor estudiado en S. pombe es mbsl,
que consta de cuatro grupos de DSBs a lo largo de 2.1 kb (FIGURA 15A). Ademas
se ha comprobado su actividad como hotspot de conversion génica y de crossing-
over (Cromie et al, 2005).

Uno de los puntos de partida de este analisis se bas6 en la observacion de que el
origen de replicacion asociado a la isla AT 1034 se encontraba en la misma region
intergénica que mbsl (FIGURA 15A). El objetivo de esta parte del trabajo fue estu-
diar si existia alguna influencia de la actividad del origen de replicacion AT 1034
sobre la formacion de las roturas meioticas en esta region y viceversa, es decir, si la
presencia de la endonucleasa Rec12 determinaba una eficiente activacion del origen
de replicacion en este locus, aunque la generaciéon de DSBs es posterior a la replica-
cion del DNA.
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Fig.15 Mapas de la region mbsl y de las deleciones del ORI y los DSBs. El perfil de con-
tenido en A+T se representa en ordenadas y se calculd en ventanas de 250 pb y paso de 50 pb.
Los genes se indican con rectangulos blancos y su transcripcion es divergente, como mues-
tran las flechas. A. Mapa de la cepa silvestre. La region con contenido A+T mas elevado y
sefialada en rojo en el mapa es la isla AT 1034. Los grupos de DSBs (1 - 4) se sefialan con
lineas amarillas sobre lineas verticales (region azul). B. Mapa de la cepa en la que se susti-
tuyo la region de 980 pb que incluia la isla AT por el fragmento de 1.7 kb que contenia el gen
marcador ura4”. C. Mapa de la cepa en la que se sustituy6 la region de 2480 pb que contenia
los DSBs por el gen marcador ura4".
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Como se observa en el mapa de la FIGURA 15A el ORI AT 1034 y los DSBs se
encontraban en secuencias adyacentes en la misma region intergénica, lo cual nos
permitia delecionar la isla AT 1034 manteniendo intacta la zona en la que se habian
localizado los DSBs y viceversa, podiamos delecionar la region de DSBs sin modifi-
car la region de la isla AT. Por ltimo utilizariamos una cepa sin la proteina Recl2,
que es la endonucleasa encargada de la formacion de los DSBs, para saber si la total
ausencia de DSBs en la célula afectaba a la replicacion tanto en este locus como en el
resto del genoma.

En primer lugar analizamos la activacion del origen de replicacion en meiosis y la
formacion de DSBs en el locus mbs! en la cepa silvestre. Al igual que en los experi-
mentos descritos en el apartado 1 de Resultados, indujimos la meiosis sincronica en
la cepa patl-114 mediante un cambio de temperatura y la adicion de nitrogeno al
medio tras la parada de las células en G1 (FIGURA 10). Después de la induccion de
la meiosis, la fase S premeidtica se producia entre 1h y 3h y la formacion de DSBs
entre 2 h 30 min y 3 h 30 min. Para el analisis de la actividad del ORI los intermedia-
rios de replicacion se examinaron en muestras de DNA a tiempo 1 h 15 min, cuando
empezaba la fase S premeidtica. E1 DNA se purificoé mediante gradientes de CsCl
(ver apartado 7.1 de Materiales y métodos), se digirié con el enzima de restriccion
Xmnl y se sometio a electroforesis bidimensional. La hibridacion nos permitio obser-
var sefiales correspondientes a burbujas de replicacion (arco activo) en la cepa silves-
tre (FIGURA 16) lo cual indicaba que la isla AT 1034 era un ORI activo en meiosis.

Para el analisis de DSBs se extrajo el DNA en plugs de agarosa, se digiri6 con el
enzima Ncol y se hibridé con una sonda radiactiva correspondiente al extremo iz-
quierdo (telomero proximal) del fragmento de restriccion (FIGURA 16A). En la cepa
silvestre se observaron, ademas de la banda correspondiente al fragmento Ncol intac-
to (8.1 kb), bandas de menor tamafio causadas por DSBs. Los DSBs se observaron
unicamente en las muestras tomadas durante el periodo de recombinacion meidtica,
entre 2 h 30 min y 3 h 30 min y no aparecian en la muestra de fase exponencial o en
el tiempo 0 de meiosis ni a las 6 h del comienzo de la meiosis, momento en el que ya
se habian reparado (FIGURA 16B).
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Fig.16 A. Mapa de la region mbslI en la cepa silvestre. Los genes estan representados por
rectangulos blancos y la flecha negra fina representa el inicio de la ORF. En la region inter-
génica se sefala la region de DSBs (con los grupos de DSBs 1-4) con un rectangulo azul. La
isla AT 1034 se indica con un rectangulo rojo. Para el analisis de la actividad ORI se hibrido
el fragmento Xmnl con la sonda marcada por un rectangulo amarillo. Los DSBs se analizaron
en una digestion Ncol con la sonda indicada en color verde. B. Electroforesis bidimensional
y Southern blot. En la parte izquierda se muestra el analisis por electroforesis 2D del frag-
mento Xmnl que contenia la isla AT 1034 en la cepa silvestre. La flecha negra gruesa muestra
la sefial correspondiente a las burbujas de replicacion. En la derecha, el DNA en plugs de
agarosa digerido con Ncol e hibridado con la sonda verde en el mapa. Los DSBs se observa-
ron en las muestras tomadas 2.5 h y 3 h después de la induccion de la meiosis sincronica.

2.1 DELECION DE LA ISLA AT 1034

Para el estudio de la posible influencia de la actividad del ORI sobre la formacion
de DSBs construimos una cepa en la que se reemplazaron 980 pb que incluian la isla
AT 1034 por un fragmento de 1.7 kb que contenia el gen marcador ura4’, mante-
niendo intacta la region de 2.1 kb con los DSBs (FIGURA 17A). Para ello disefiamos
dos casetes de 250 pb de homologia con las regiones que flanqueaban estos 980 pb.
Estos casetes se clonaron en un plasmido flanqueando los dos extremos del fragmen-
to de 1.7 kb que contenia el gen ura4". La construccion se separd del plasmido por
digestion con los enzimas de restriccion apropiados y se transformaron dos cepas
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haploides de la levadura con este fragmento de DNA lineal. Las cepas de S. pombe
patl-114 construidas para el experimento debian ser diploides ya que la meiosis
sincronica no se producia tras la conjugacion de dos células haploides de distinto tipo
sexual, como en una cepa silvestre, sino tras una parada en G1 en ausencia de nitro-
geno de una cepa diploide patl-114 (FIGURA 10). De manera que construimos en
primer lugar las cepas haploides, de tipo sexual h™ con diferentes mutaciones en el
gen ade6 en cada una de ellas: ade6M210 y ade6M216. Una vez obtenidos los trans-
formantes haploides, se construyd la cepa diploide por fusion de protoplastos (ver
apartado 4 de Materiales y métodos). Los diploides se seleccionaron por complemen-
tacion de la auxotrofia para el aminoacido adenina (A/Ah" 1034::ura4'/1034::ura4”
patl-114/patl-114 ura4-D300/ura4-D300 leul-32/leul-32 ade6M210/ade6M216).

Xmnl
1.2kb
A. : DSBs _
Ncol n 2 3 4 Xmnl Ncol
SPACAG8.03 ' ura 4* SPAC4G8.04
I ———

SONDA Ncol SONDA Xmnl

Fig. 17 A. Mapa de la region mbsI con la delecion de la isla AT 1034. En la region inter-
génica se sefiala la region de DSBs con un rectangulo azul. La isla AT 1034 se sustituyo por
el gen marcador indicado en verde. Para el analisis de la actividad ORI se hibrid6 el fragmen-
to Xmnl con la sonda indicada con un rectangulo amarillo. Los DSBs se analizaron en una
digestion Ncol con la sonda indicada en color verde oscuro. B. Analisis por electroforesis
bidimensional y Southern blot. En la parte izquierda de la figura se muestra el analisis por
electroforesis 2D del fragmento Xmnl hibridado con la sonda en amarillo en el mapa. La fle-
cha negra muestra la sefial correspondiente a las burbujas de replicacion. En la parte derecha,
se muestran con flechas negras los DSBs en las muestras tomadas a las 2.5 h y 3 h de la in-
duccién de la meiosis sincronica.
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Tras el analisis por electroforesis bidimensional comprobamos que la delecion de
la region mas rica en A+T no abolia por completo la actividad del origen de replica-
cion. Como se observa en la FIGURA 17B, la sefial correspondiente a la presencia de
burbujas de replicacion (flecha negra) indicaba que el origen de replicacion era acti-
vo a pesar de haber perdido eficiencia respecto al ORI silvestre. La eficiencia del
ORI se pudo estimar de manera cualitativa comparando la intensidad de la sefial del
arco pasivo respecto al activo. Esta proporcion permite relacionar el nimero de célu-
las en las que este fragmento del genoma se esta replicando como consecuencia de la
actividad de un ORI adyacente (arco pasivo) respecto a las células en las que se ini-
cia la replicacion en esta region (arco activo). En este caso y en comparacion con la
cepa silvestre (FIGURA 16B), el arco activo habia perdido mucha intensidad respec-
to al pasivo.

A continuacion quisimos ver si esta pérdida de eficiencia del ORI afectaba a la
formacion los DSBs en esta region. Para ello tomamos muestras de DNA en plugs de
agarosa durante una meiosis sincronica y analizamos la formacion de DSBs. La
hibridacion mostré que si se generaban DSBs (FIGURA 16B y 17B) lo cual indicaba
que una disminucion en la eficiencia del ORI adyacente en la fase S, previa al inicio
de la recombinacion, no afectaba a la correcta formacion de los DSBs en esa region.

2.2 DELECION DE LA REGION DE 2.4 kb QUE CONTENIA EL HOTSPOT
DE RECOMBINACION mbsl

El hotspot de recombinacion natural mbs] se encuentra adyacente a la isla AT
1034 y los DSBs se extienden a lo largo de 2.1 kb en la misma region intergénica que
el ORI El hecho de que ambos procesos se produjeran en la misma region intergéni-
ca pero no en la misma secuencia sino en secuencias adyacentes, nos permitio llevar
a cabo la delecion del ORI y de los DSBs por separado en diferentes cepas de S.
pombe para comprobar si existia una dependencia funcional entre ambos fenémenos.

En este caso, se delecionaron 2.4 kb que contenian los DSBs. La finalidad de esta
parte del estudio era saber si eran necesarias las secuencias sobre las que se produ-
cian los DSBs o si podrian generarse sobre otras que las reemplazasen en el mismo
lugar. También queriamos estudiar si la supresion de la region en la que se producian
los DSBs podria afectar a la activacion del origen de replicacion.

Para ello se reemplazo la region de 2.4 kb donde se habian localizado los DSBs
de mbs1 por un fragmento de 1.7 kb que contenia el gen marcador ura4" flanqueado
por los casetes de recombinacion homologa dirigidos a esa region del genoma. Las
cepas haploides se construyeron como en el caso anterior y los diploides se obtuvie-
ron por fusion de protoplastos. El genotipo de la cepa diploide fue: h/h
mbsl::ura4” /mbsl::urad4” patl-114/patl-114 ura4-D300/ura4-D300 leul-32/leul-
32 ade6M210/ade6M?216.
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El Southern blot de DNA en plugs de agarosa mostrd que en esta cepa no se pro-
ducian DSBs sobre la secuencia del gen marcador, aunque si se observaba una banda
cercana al fragmento intacto (flechas negras en los carriles de 2 h30 miny 3 hen la
imagen derecha de la FIGURA 18B). Esta banda correspondia a DSBs generados en
la parte opuesta a la sonda utilizada del fragmento Ncol (FIGURA 18A) y mas tarde
comprobamos con diferentes digestiones que también se producian en la cepa silves-
tre, aunque en ésta eran casi imperceptibles debido a la intensidad de los DSBs de
mbs1 (datos no presentados). La desaparicion de los DSBs de su localizacion natural
en la cepa con el gen ura4” sustituyendo la secuencia de mbsI podria explicarse de
dos maneras. Una posibilidad era que la region delecionada incluyera una secuencia
necesaria para la uniéon de Rec12, la endonucleasa que genera los DSBs. Otra posibi-
lidad era que la transcripcion del gen marcador ura4" impidiera la unién de Rec12 o
la generacion de DSBs, dado que el crecimiento del cultivo en medio minimo para la
correcta progresion de la meiosis sincrénica hacia que la transcripcion del gen ura4”
fuera necesaria para la supervivencia de la célula.

El anélisis mediante electroforesis bidimensional de la actividad del ORI revelo
que ésta permanecia inalterada respecto a la de la cepa silvestre (FIGURA 18B) lo
que indicaba que la correcta formacién de las roturas no era esencial para la actividad
del ORI adyacente.
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Fig. 18 A. Mapa de la regién mbsI con la delecion de los DSBs. El gen marcador ura4"
esta representado en verde y la isla AT 1034 en rojo. Para el analisis de la actividad ORI se
hibrido el DNA digerido con EcoRV con la sonda en amarillo. Para el analisis de los DSBs se
hibrid6 el DNA digerido con Ncol con la sonda verde oscuro. B. Analisis por electroforesis
bidimensional y Southern blot. En la parte izquierda de la figura se muestra el analisis por
electroforesis 2D del fragmento EcoRV hibridado con la sonda en amarillo en el mapa. La
flecha negra muestra la sefial correspondiente a las burbujas de replicacion. En la parte dere-
cha, se muestran con flechas negras los DSBs en las muestras tomadas a las 2.5 hy 3 h de la
induccion de la meiosis sincronica.
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2.3 INTEGRACION DE DOS REGIONES INTERGENICAS ECTOPICAS
EN EL SITIO mbsl

Como comentabamos en el apartado anterior, la sustitucion de la secuencia de 2.4
kb que contenia los DSBs de mbs! por el gen marcador ura4” supuso la desaparicion
de los DSBs en ese sitio del genoma. Esto podria ser debido a la existencia de una
secuencia en la region delecionada necesaria para la union de la proteina Rec12. Otra
posibilidad podria ser que la transcripcion del gen marcador ura4” impidiera la union
de Recl2 a esa region aunque no necesitara una secuencia especifica para hacerlo.
Esta segunda posibilidad concordaria con las conclusiones del trabajo de Cromie et
al (2007) en el que se localizaron los sitios del genoma a los que se une Rec12 me-
diante inmunoprecipitaciéon de cromatina en una cepa Recl2-FLAG rad50S. Los lu-
gares en los que detectaron sefiales de union de Rec12 al DNA carecian de una se-
cuencia consenso y la Unica caracteristica comun a todos ellos era que se trataba de
regiones intergénicas grandes.

A partir de estos datos nos planteamos como siguiente objetivo de este trabajo la
sustitucion de la region de 2.4 kb que contenia los DSBs en mbs/ por una region in-
tergénica no codificante y que no se transcribia, procedente de otra parte del genoma,
donde ademas no se generaban DSBs en meiosis. Esta integracion nos permitiria dis-
tinguir si era la secuencia o el tamafio de la region intergénica libre de transcripcion
lo que permitia la union de la proteina Rec12 al DNA y la formacion de los DSBs.

Para realizar el ensayo por duplicado, elegimos dos regiones diferentes del geno-
ma que habiamos comprobado en trabajos anteriores en nuestro laboratorio que no
contenian origenes de replicacion en el genoma en cultivos asincronicos en mitosis
(FIGURA 19B) ni tampoco actuaban como ARS en plasmido. Se denominaron C5 y
R3. C5 era una region intergénica de 1908 pb y 69.4% A+T que se encontraba entre
los genes cdc25" y hxkl"™ y R3 era una region intergénica de 1500 pb y 68.8% A+T
que se encontraba entre los genes radl7" y atpl”. Ambas se localizaban en el cromo-
soma I. Como control previo analizamos la presencia de DSBs durante la recombina-
cion meiodtica en ambos sitios del genoma (FIGURA 19C) y observamos que en nin-
guno de ellos se generaban DSBs.
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Fig.19 A. Mapas de las regiones C5 y R3 en su locus silvestre. Los genes se indican con
rectangulos blancos y las flechas muestran el inicio de las correspondientes ORFs. Las lineas
verticales indican los fragmentos de restriccion analizados por Southern blot para el analisis
de DSBs y las sondas utilizadas se muestran con rectangulos verdes. B. Analisis por electro-
foresis bidimensional de las regiones C5 y R3 en mitosis en su locus genomico realizados
por Gomez & Antequera (1999) y Segurado et al (2002). El resultado de la hibridacion
mostro solamente sefiales correspondientes a horquillas de replicacion. C. Analisis por Sout-
hern blot de las regiones C5 y R3 en su locus genémico. Se comprobd que no habia DSBs
durante la recombinacion meidtica en estas regiones.
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Se partié de las cepas haploides en las que se habia sustituido la region de 2.4 kb
de mbsl por el gen marcador ura4 en una cepa inicial ura” (FIGURA 15C). Los
fragmentos que contenian C5 y R3 se flanquearon con los casetes de recombinacion
homologa dirigidos a esa region del genoma y se transformaron las cepas receptoras
(ura”). Se seleccionaron las colonias transformantes, que debian ser auxdtrofas para
uracilo, en medio minimo suplementado con uracilo y 1g/L de acido 5-fluoroorético
(5-FOA) ya que este compuesto es toxico para las células que mantienen integra la
ruta de sintesis del uracilo (ver apartado 2.2 de Materiales y métodos). A continua-
cion se llevé a cabo una segunda transformacion en la que se integré el gen ura4” en
su locus enddgeno en cada una de las cepas. Este paso fue necesario ya que en las
cepas auxotrofas para uracilo no era posible la parada de las células en G1 necesaria
para la posterior meiosis sincrénica. Los diploides se obtuvieron por fusion de proto-
plastos. Los genotipos de las cepas construidas fueron: /A" mbsl.::C5/mbsl::C5 patl
-114/pati-114 leul-32/leul-32 ade6M210/ade6M216 y h'/h™ mbsl::R3 /mbsl::R3
patl-114/patl-114 leul-32/leul-32 ade6M210/ade6M216.

Analizamos en ambas cepas la presencia de DSBs en el fragmento que contenia la
region intergénica correspondiente a mbsl y pudimos comprobar que se formaban
DSBs en ambos casos (FIGURA 20B). Este resultado nos permitia concluir que la
secuencia de mbsi no era necesaria para la formacion de DSBs en esa region.

En la FIGURA 21 se muestran los mapas de todas las integraciones llevadas a
cabo en la region mbs1 en este trabajo.
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Fig.20 A. Mapas de la region mbs! tras la integracion de los fragmentos C5 y R3. Los
genes se indican con rectangulos blancos y las flechas muestran el inicio de la transcripcion.
Las lineas verticales indican los fragmentos de restriccion analizados por Southern blot para
el andlisis de DSBs y las sondas utilizadas se muestran con rectangulos verdes. B. Southern
blot de las regiones C5 y R3 en la region mbsli. El analisis revel6 la presencia de DSBs du-
rante la recombinacion meidtica en estas regiones.
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Fig.21 Resumen de las integraciones llevadas a cabo en la region mbs1. Mapa de la region
mbsl en la cepa silvestre y en las cepas construidas para el trabajo descrito en este apartado
de los Resultados. A la derecha se indica si en la cepa correspondiente se encontraron DSBs
en esta region.

2.4 ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ORI EN UN MUTANTE ArecI2

Recl2 es una proteina esencial para la formacion de las roturas meidticas. Es la
subunidad catalitica que introduce las roturas en el DNA. Rec12 es ortologo a la sub-
unidad A de la Topoisomerasa VI de Archaea. La proteina se une covalentemente al
extremo 5° del DNA roto por un residuo de tirosina (Tyr-98). Esta union es necesaria
para su accion endonucleasa, los mutantes en esta tirosina son deficientes en recom-
binacion meidtica (Cervantes et al, 2000). En el estudio del fenotipo de este mutante
se comprob6 que la fase S premeiotica progresaba igualmente en las cepas Arecl?,
Arec6 y WT por incorporacion de uracilo marcado con H®. Pero los transcritos de
rec12” aparecian a las 2h del comienzo de la meiosis sincrénica en una cepa patl-
114, cuando la replicacion del DNA todavia se estaba produciendo (Lin & Smith,
1994). Asi que nosotros quisimos comprobar si en una region intergénica donde am-
bos fendmenos coexistian, como mbs/ y la isla AT 1034, la ausencia total de Rec12
podria afectar a la correcta activacion del origen de replicacion. Se utilizd una cepa
en la que se habia delecionado el gen rec/2” sustituyendo su secuencia mediante re-
combinaciéon homéloga por la del gen marcador kan' (h/h” Arecl2::KanMX4/
Arecl2::KanMX4 patl-114/patl-114 leul-32/leul-32 ade6M210/ade6M216).
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En un primer paso analizamos la progresion de la meiosis sincronica con la finali-
dad de examinar si la fase S premeiotica se producia al mismo tiempo en la cepa pat!
-114Areci2 que en la cepa patl-114. Los cultivos se sincronizaron como describia-
mos en los apartados anteriores y se tomaron muestras que se analizaron por cito-
metria de flujo, tal como se describe en el apartado 6 de Materiales y métodos. El
resultado mostré que la fase S premeidtica se producia al mismo tiempo en ambas

cepas, entre 1 y 2 h después de la induccion de la meiosis (FIGURA 22).
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Fig.22 Analisis de FACS de meiosis sincronica de las cepas patl-114 'y patl-
1144recl2 de S. pombe. En ambas cepas la replicacion del DNA durante la fase
S premeiotica se produce entre 1 h y 3 h después de la induccion de la meiosis.

Por tltimo se analizo por electroforesis bidimensional la activacion del ORI adya-
cente a los DSBs de la region mbsI. Este analisis, en concordancia con los resultados
anteriores, mostro que la activacion del ORI es idéntica en ausencia de Rec12 y en la
cepa silvestre (FIGURA 23). Estos resultados nos permitieron afirmar que la proteina
Rec12 no es necesaria para una correcta activacion de los ORIs de fase S premei6ti-
ca, lo cual es compatible con el hecho de que la replicacion sea un proceso previo a
la formacion de roturas de doble cadena.

Fig. 23 Analisis por electroforesis 2D
de la isla 1034 en las cepas patl-114'y
patl-1144recl12. Las muestras se to-
maron | h 15 min después del comien-
zo de la meiosis sincronica. Las flechas
negras indican la sefial correspondiente
a los arcos de burbuja.
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A pesar de la alta tasa de colocalizacion genémica de DSBs y ORIs (60%)
este apartado del trabajo nos permitio concluir que no existe una dependencia
funcional entre la activacion de los origenes de replicacién en la fase S pre-
meiotica y la correcta formacién de los DSBs en S. pombe. La disminuciéon de
la eficiencia de un ORI adyacente no afecta a la formacién de roturas en una
misma region intergénica, como demuestra la delecion de la isla AT 1034. Asi-
mismo, cuando abolimos los DSBs de mbsI no se afecta la actividad del ORI
adyacente. Este ultimo resultado es consistente con la observacion de que en un
mutante ArecI2 no se ve afectada la fase S premeidtica a nivel genémico ni la
activacion del ORI AT 1034.

Ademas observamos que la secuencia de 2.1 kb donde se producen los DSBs
de la region mbsl no es necesaria para la generacion de estas roturas. Solamen-
te la existencia de una region libre de transcripcion del mismo tamafio que la
silvestre era requisito suficiente para la formacion de roturas meioticas en ese
locus.

55



56

3. ESTUDIO DE LOS REQUERIMIENTOS NECESARIOS PARA LA GENE-
RACION DE ROTURAS MEIOTICAS

Para el analisis funcional de los requerimientos necesarios para la formacion de
DSBs en una region concreta del genoma, elegimos la region intergénica adyacente
al locus del gen rhp7" en el cromosoma III, donde no existia ningin ORI ni DSBs en
la cepa silvestre. El objetivo de este apartado era intentar generar ambos procesos
artificialmente integrando diversas secuencias, para poder estudiar cuales eran capa-
ces de generar ORIs y sitios de rotura.

3.1 EL CONTEXTO GENOMICO DETERMINA LA ACTIVACION DE UN
ORI Y LA FORMACION DE DSBs DEPENDIENTES DE Recl2

El tnico mapa de origenes de replicacion meidticos publicado hasta la fecha fue
realizado por Heichinger et al (2006). Una de las conclusiones de ese trabajo fue que
los ORIs utilizados por la célula en meiosis y mitosis eran los mismos, aunque con
distintas eficiencias. Sin embargo, en estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio
habiamos descubierto que algunos origenes de replicacion se activaban solo durante
el ciclo mitdtico y no durante el meidtico y viceversa. De un total de 18 regiones ana-
lizadas por electroforesis bidimensional en mitosis y meiosis, encontramos 3 que se
activaban diferencialmente. Ars/ es una region del cromosoma I que funciona como
origen de replicacion en mitosis pero no en meiosis y el origen de replicacion asocia-
do alaisla AT 1134 se activa exclusivamente en meiosis. La actividad del origen AT
1022 esta en el limite de deteccion en mitosis pero es claramente visible en meiosis
(FIGURA 24).

[,

ars1 arsl AT 1022 AT 1022 AT 1134 AT 1134
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Fig.24 Activacion diferencial de 3 ORIs en mitosis y meiosis. Analisis por electroforesis
bidimensional de los origenes de replicacion ars/, isla AT 1022 e isla AT 1134 en mitosis y
meiosis. La flecha negra indica la sefal correspondiente a las burbujas de replicacion en los
casos de ORISs activos.
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El primer objetivo de esta parte del trabajo fue estudiar la relevancia del contexto
genomico en la activacion del ORI ars! durante la meiosis. El segundo fue estudiar
la relacion entre la actividad ORI de ars! y la presencia de DSBs, ya que como se
concluy6 en el primer apartado de los Resultados, existe una alta tasa de colocaliza-
cion entre ORIs y DSBs meidticos.

Para ello, decidimos trasladar el fragmento de 1.2 kb que contenia el origen de
replicacion ars/ al que ligamos el gen marcador ura4" a la region intergénica adya-
cente al gen rhp7" en el cromosoma III (FIGURA 25), que en la cepa silvestre no
contenia ningun origen de replicacion ni tampoco generaba DSBs meidticos. La cepa
se construyo siguiendo la misma estrategia que en apartados anteriores.

A. B. C.

ars1-WT rhp7*::urad*ars1 rhp7*::urad*
MITOSIS MITOSIS MITOSIS

— -

ARS1ST

ars1-WT rhp7+::uradtars1 rhp7+::urad*
MEIOSIS MEIOSIS MEIOSIS

Fig.25 Activacién diferencial del ORI ars! en mitosis y meiosis en dos localizaciones
genomicas diferentes. A. El analisis mediante electroforesis bidimensional de ars/ en su
locus enddgeno mostré que el ORI es activo en fase S mitética pero no en fase S premeiotica.
El arco activo se indica con una flecha negra. B. Translocacion del fragmento de 1.2 kb que
contenia ars/ a una region del cromosoma III que se replicaba pasivamente en mitosis y
meiosis en las células silvestres. Los geles bidimensionales muestran que ars/ es activo en
mitosis y meiosis en su localizacion ectopica (rhp7 ' ::ura4 arsl). C. Analisis de la actividad
ORI tras la integracion del gen marcador ura4 " sin arsl como control (rhp7": :ura4”).
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El analisis mediante electroforesis bidimensional de la integracién del ORI ars/
en la region de rhp7  reveld que en ese locus arsl era activo tanto en meiosis como
en mitosis (rhp7" ::ura4 arsl) (FIGURA 25B). Como control construimos una cepa
en la que sélo integramos el gen marcador ura4" en la misma regiéon y comprobamos
que en ella no habia inicio de la replicacion (rhp7 ::ura4”) (FIGURA 25C). Este
resultado indicaba que la secuencia de 1.2 kb de ars/ tenia la capacidad de funcionar
como origen de replicacion meidtico y que el contexto genémico era un factor deter-
minante para su activacion.

Dado que en apartados anteriores de este trabajo habiamos podido comprobar que
existia una alta tasa de colocalizacion de origenes de replicacion y DSBs meidticos,
quisimos comprobar si en el ORI ars!/ ectdpico activo en meiosis podria haberse ge-
nerado un nuevo sitio de DSBs. Para ello analizamos la presencia de DSBs en ars/
en las dos localizaciones, endogena y ectdpica, aunque el locus endogeno de arsl no
habia sido descrito como sitio de unioén de la proteina Rec12 por inmunoprecipita-
cion de cromatina (Cromie et al, 2007).

El analisis mediante Southern blot reveld que en la localizacion endogena de ars/
(ORI inactivo en meiosis) no existian DSBs detectables. En cambio, la integracion de
arsl en la region intergénica adyacente a 7ip7" (ORI activo en meiosis) estaba aso-
ciada con la generacion de un sitio nuevo de DSBs (FIGURA 26E). Como control se
comprobé que tras la integracion del gen marcador ura4" sin ORI no se generaban
DSBs. Para determinar si estos DSBs ectopicos eran, como en el caso de los endoge-
nos, dependientes de la proteina Rec12, se deleciond el gen recI2” en la cepa en la
que se habia integrado el ORI ectopico arsi. En esta cepa se sustituy6 la ORF com-
pleta del gen rec12” por el marcador KanMX4, que confiere a las células capacidad
de resistencia al antibidtico geneticina (ver apartado 2.2 de Materiales y métodos). El
analisis por Southern blot indico que el sitio nuevo de DSBs asociado a ars! en posi-
cion ectopica era dependiente de Recl2, como los sitios de DSBs naturales
(FIGURA 26E).

Los resultados obtenidos en este apartado indicaban que el contexto geno-
mico determinaba que un origen de replicacion se activara durante la fase S
mitdtica o premeiotica y también que se generaran DSBs meidticos dependien-
tes de Rec12.
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Fig.26 A. Mapa de la region ars! en la cepa silvestre. Los genes se indican con rectangulos
blancos y las flechas muestran el inicio de las ORFs. Las lineas verticales continuas indican el
fragmento de restriccion analizado por Southern blot para el analisis de DSBs y la sonda utili-
zada se indica con un rectangulo verde oscuro. El fragmento delimitado por la linea de puntos
corresponde al ORI ars/ que se traslado al cromosoma III en este experimento. B. Mapa de
la region intergénica adyacente al gen rip7" en la cepa silvestre. La linea de puntos indica
la integracion de ars/ y el gen marcador ura4” en esta regién. C. Mapa de la integracion del
ORI arsl y el gen marcador ura4" en la region intergénica adyacente al gen rip7". D.
Mapa de la integracion del gen marcador ura4" sin ORI en la regién intergénica adya-
cente al gen rhp7". E. Southern blots de geles de plugs de agarosa. Arsl en su sitio endoge-
no (arsI-WT), en la region intergénica adyacente a rhp7" (rhp7" ::ura4 arsl), control del
marcador ura4" solo integrado en rhp7” (rhp7 ::ura4”) y por ultimo arsl en el sitio #Ap7* en
la cepa Arecl2 (Arecl2::kanMX4 rhp7"::ura4 arsl). Se observa que solo en el caso del ars]
ectopico (unico caso de ORI activo) aparecen DSBs dependientes de Recl2 (sefialados con
flechas en el blof) en las muestras de 2 h 30 min, 3 h y 3 h 30 min, que son los tiempos co-
rrespondientes a la recombinacion meidtica.
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3.2 UNA LONGITUD DE 3 kb DE LA REGION INTERGENICA ES REQUI-
SITO SUFICIENTE PARA LA GENERACION DE UN SITIO DE DSBs

Uno de los resultados obtenidos en el apartado anterior mostraba que la integra-
cion del fragmento de 1.2 kb que contenia el ORI ars/ en una region ectopica gene-
raba un nuevo sitio de DSBs. Este resultado discrepaba con las observaciones lleva-
das a cabo en el apartado 2.1 de Resultados, que permitieron demostrar que la activa-
cion de un ORI y la generacion de DSBs eran procesos independientes, aunque am-
bos se encontraran en la misma region intergénica. La integracion del fragmento que
contenia el ORI arsl en la regién intergénica adyacente al gen rhp7 " suponia dos
cambios importantes: uno, la incorporacion de un ORI a una regidn intergénica que
antes carecia de €l y otro, el alargamiento de la region libre de transcripcion. En este
apartado quisimos disociar ambas caracteristicas para saber si las dos o s6lo una de
ellas habia sido responsable de la aparicion de los DSBs. Para ello decidimos integrar
en la region intergénica adyacente al gen 74p7" un ORI en un fragmento més peque-
fio que el de ars! (1.2 kb) de manera que extendiese menos la region intergénica. En
otra cepa integrariamos una region libre de transcripcion que no funcionara como
origen de replicacion pero supusiera un alargamiento de la region libre de transcrip-
cion equivalente al que suponia la integracion de arsl.

Parte I. INTEGRACION DE UN ORI DE 400 pb EN LA REGION DE rhp7"

En estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio para la caracterizacion de los
origenes de replicacion de S. pombe se disefiaron secuencias sin homologia con el
genoma de S. pombe con un contenido en los nucledtidos adenina y timina del 83%
capaces de iniciar la replicacion en plasmidos y en el genoma. Elegimos el fragmento
AT2 de 400 pb y lo integramos en la region intergénica adyacente al gen rip7". Para
ello se integrd el fragmento AT2 unido al fragmento de 1.7 kb que contenia el gen
marcador ura4" flanqueado por los casetes de recombinacion homoéloga dirigidos a
esa region del genoma. Las cepas haploides se construyeron como en los casos ante-
riores y los diploides se obtuvieron por fusion de protoplastos. El genotipo de la cepa
diploide fue: h/h rhp7"::urad4 AT2 /rhp7 " ::ura4 AT2  patl-114/patl-114 ura4-
D300/ura4-D300 leul-32/leul-32 ade6M210/ade6M216. La electroforesis bidimen-
sional mostré6 que AT2 funcionaba como ORI mitético y meidtico. Sin embargo el
Southern blot de DNA en plugs de agarosa reveld que no se generaban DSBs detec-
tables en esta region (FIGURA 27). Estos resultados indicaban que la activacion del
ORI per se no era requisito suficiente para la generacion de DSBs en esta region.
Esto concordaba con los resultados obtenidos en el apartado 2.1, con los que se de-

mostré que el ORI AT1034 y los DSBs en ese locus eran independientes.
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Fig.27 A. Mapa de la region intergénica adyacente al gen rhp7" tras la integracién del
fragmento AT2 acompaiiado del gen marcador ura4". El mapa muestra con lineas vertica-
les el fragmento de restriccion analizado y con un rectangulo verde la sonda utilizada para el
analisis de los DSBs. B. Analisis por electroforesis bidimensional y Southern blot de la
region intergénica adyacente al gen rip7" tras la integracion del fragmento AT2. En los
geles bidimensionales de mitosis y meiosis las flechas sefialan en cada caso el arco de burbu-
ja. A la derecha, en el analisis por Southern blot de DNA en plugs de agarosa no se detecto la
presencia de DSBs en esa region.

Parte II. EXTENSION DE LA REGION INTERGENICA ADYACENTE AL
GEN rhp7"

La integracion del ORI ars!/ (inactivo en meiosis) en la region intergénica adya-
cente al gen rhp7" generaba un nuevo sitio de DSBs y la activacién del origen en
meiosis. La generacion de este nuevo sitio de DSBs podia deberse a la incorporacion
de un ORI a una region intergénica que antes carecia de ¢l o al alargamiento de la
region libre de transcripcion. La integracion de un ORI de menor longitud que ars/
(1.2 kb), AT2 (400 pb), nos permitié6 comprobar que no era la actividad ORI per se lo
que determinaba la formacion de DSBs, ya que este fragmento generaba un ORI
mitdtico y meidtico pero no DSBs (FIGURA 27). Para comprobar si habia sido la
extension de la region libre de transcripcion el factor determinante para la generacion
de DSBs al insertar el ORI ars! ectdpico, se eligieron dos regiones del genoma que
en su locus natural no se transcribian, no tenian actividad ORI ni en ellas se detecta-
ban sefiales de union de la proteina Recl2 por inmunoprecipitacion de cromatina
(Cromie et al, 2007). Se trataba de las regiones C5 y R3 (de 1.9 y 1.5 kb respectiva-
mente), que habiamos utilizado en los experimentos descritos en el apartado 2.3 de
Resultados (FIGURA 19). Para comprobar si ambos fragmentos eran capaces de ge-
nerar DSBs en la region de rhp7”, se integraron de forma independiente en la misma
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posicion en la que se realizo la integracion de los fragmentos ars! y AT2 descritos
anteriormente. Las regiones C5 y R3 también se integraron acompafiadas por el gen
marcador ura4” (FIGURA 28A).

En ambas cepas comprobamos que las regiones integradas no funcionaban como
ORIs meioticos en su localizacion ectdpica (FIGURA 28B). Sin embargo en ambos
casos se generaron DSBs prominentes en esta nueva localizacion genémica durante
los tiempos correspondientes a la recombinacion meiotica (FIGURA 28B). Estos
resultados indicaban que la generacion de DSBs estaba determinada por la longitud
de la region libre de transcripcion y era independiente de la presencia de un origen de

replicacion.
En la FIGURA 29 se muestra un resumen de las integraciones llevadas a cabo en
la region de rhp7".
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Fig.28 A. Mapas de la regién intergénica adyacente al gen rip7" tras la integracion de
los fragmentos C5 y R3. Los mapas muestran con lineas verticales los fragmentos de restric-
cion y con un rectangulo verde oscuro la sonda utilizada para el analisis de los DSBs. B. Ana-
lisis por electroforesis bidimensional y Southern blot. En los geles bidimensionales de
meiosis no se detectan arcos de burbuja. A la derecha, en los analisis por Southern blot de
DNA en plugs de agarosa se detectd la presencia de DSBs en ambas regiones.
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Fig.29 Resumen de las integraciones llevadas a cabo en la region de rip7'. Mapas de la
region de rhp7" en las cepas construidas para el trabajo descrito en este apartado. Los genes
estan representados por rectangulos blancos y la flecha negra representa el inicio de la ORF.
En cada uno de los casos se sefiala la longitud alcanzada de la region intergénica y la presen-
cia o ausencia de DSBs y ORI.

La extension de la regién intergénica adyacente al gen rhp7' tras las
integraciones de cinco regiones ectopicas permitia la generacion de DSBs
meioticos dependiendo del tamaifio de la region libre de transcripcion y no de
la actividad ORI
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DISCUSION

1. COLOCALIZACION DE ORIGENES REPLICACION ACTIVOS Y HOTS-
POTS DE RECOMBINACION DURANTE LA MEIOSIS EN S. pombe

El hotspot de recombinacion mejor estudiado en S. pombe ha sido la mutacion
ade6-M26. Una mutacion simple G—T que da lugar a un coddn sin sentido en el ex-
tremo 5°del gen ade6. Esta mutacidon crea un heptamero esencial para la actividad
hotspot: 5'-ATGACGT-3" (Schuchert et al, 1991). Esta secuencia es parte del sitio
de union del factor de trancripcion Atfl-Pcrl, el cual también es necesario para la
actividad del hotspot (Kon et al, 1997). En un trabajo llevado a cabo por Steiner &
Smith (2005b) se utilizé una secuencia mas extendida de la cual forma parte el hepta-
mero M26, 5'-GNVTATGACGTCATNBNC-3" (Ves A,CoG;BesC,GoT; Nes
cualquier nucledtido). Se analizaron 15 sitios del genoma que contenian esa secuen-
cia consenso por Southern blot y 13 eran sitios de DSBs meioticos (Steiner & Smith,
2005a). Pero en este mismo trabajo se comprobd que esa secuencia consenso no era
suficiente, ya que habia regiones del genoma que la contenian donde no se formaban
DSBs. Ademas, la presencia de Atfl-Pcrl no era necesaria para la formacion de
DSBs en algunos de los 13 sitios encontrados. El factor de transcripcion Atfl-Perl y
la secuencia consenso que constituye su sitio de union al DNA, eran el Gnico factor
determinante conocido de los kotspots meiodticos en S. pombe. En el trabajo de Cro-
mie et al (2007) se comprobd que no existia una relacion significativa entre los pro-
motores de genes inducidos en meiosis (Mata et al, 2002) y los sitios de unioén de
Recl?2.

En un estudio posterior llevado a cabo por Steiner et al. (2009) se analiz6 si exis-
tia una secuencia nucleotidica que permitiera distinguir los hostspots de DSBs mei6-
ticos de otras regiones del genoma. Se encontr6 que en el locus del gen ade6” se po-
dia generar un hotspot de recombinacion integrando algunos fragmentos de 15 a 30
pb procedentes de una libreria de secuencias de DNA, pero no otros. El 0.6% de los
fragmentos de 15 pb integrados al azar generaban un hotspot observable y el 20% de
los hotspots generados contenian en su secuencia el motivo CRE: TGACGT, que se
sabia que era requerido para los todos los Aotspots dependientes de Atfl1-Pcrl en S.
pombe. Esto sugeria que al menos en ese locus existia algiin requerimiento de se-
cuencia para la formacion del hotspot.

Se ha encontrado una correlacion inversa entre la localizacion de DSBs y la de la
cohesina meiotica Rec§. Estudios llevados a cabo en S. cerevisiae llegaron a la con-
clusion de que los DSBs ocurrian en /oops donde la densidad de Rec8 era baja
(Glynn et al, 2004). En §S. pombe se ha observado una correlacion negativa, aunque
no tan fuerte como en S. cerevisiae, entre los sitios de union de Rec8 y Recl2
(Cromie et al, 2007). En un estudio llevado a cabo por Wahls & Davidson (2008) se
compard la distribucion gendmica de DSBs con 68 RNAs poliadenilados no codifi-
cantes procedentes de una genoteca y se comprobd que el 35.3% estaban asociados
con sitios de DSBs (respecto al 10.5% esperado si la colocalizacion se debiera al

azar).
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En nuestro trabajo quisimos comprobar si existia una colocalizacién de los DSBs
con ORIs ya que ambos fenémenos suceden en regiones intergénicas largas y previa-
mente se habia descrito que en mitosis la activacion de los origenes de replicacion en
S. pombe estaba asociada a una alta tasa de recombinaciéon homologa (Segurado et al,
2002). Por estos motivos en primer lugar realizamos un analisis bioinformatico com-
parando los mapas gendmicos de DSBs y ORIs.

Para nuestro estudio de colocalizacion de ORIs y DSBs utilizamos como referen-
cia el mapa gendmico de DSBs meiodticos realizado por Cromie et al (2007). El mapa
se realizé mediante inmunoprecipitacion de cromatina con anticuerpos anti-FLAG en
una cepa Recl2-FLAG rad50S en la que las roturas meioticas se acumulan, ya que
son generadas por la endonucleasa Recl2 pero no son reparadas. Mediante hibrida-
cion de microarrays con el DNA inmunoprecipitado se comprobo que la distribucion
de DNA unido covalentemente a Rec12 era practicamente idéntica a la distribucion
de DSBs observados por Southern blot y que la intensidad de unién de la proteina al
DNA era comparable a la intensidad de la sefial en el Southern blot en cada region
analizada. También se concluy6 que la caracteristica mas fuertemente asociada a los
DSBs era que se producian en regiones intergénicas excepcionalmente largas.
Aproximadamente el 50% de las IGRs mayores de 3 kb tienen sitios de union de
Rec12 y estas IGRs cuentan en total con el 50% de los sitios de union de Rec12 de-
tectados en el array (Cromie et al, 2007).

Ludin et al (2008) llevaron a cabo otro analisis genomico de la localizacion de
Recl2 en una cepa S. pombe Recl2-myc rad50S. En él también se observo que la
proteina se unia mayoritariamente a regiones intergénicas. Sin embargo decidimos no
utilizar este trabajo como base de datos para nuestro estudio por dos razones princi-
pales: una es que la inmunoprecipitacion de la cromatina se realizé después de llevar
a cabo un cross-linking con formaldehido para fijar covalentemente las proteinas al
DNA. Esto hizo que aparecieran sitios de union de la proteina Rec12 al DNA que no
representaban una unioén covalente real. De esta manera en este analisis la proteina
Rec12 aparecia distribuida mas uniformemente a lo largo del genoma, quiza debido a
que so6lo una fraccién de Recl2 estaba unida covalentemente al DNA de manera na-
tural y por tanto generando activamente las roturas. El segundo motivo fue que las
hibridaciones se llevaron a cabo en 2 microarrays, uno de ORFs y otro de IGRs, al
igual que en el trabajo de Heichinger et al (2006) para los origenes de replicacion. La
gran distancia entre las sondas utilizadas en ambos arrays (hasta 2 kb) hizo que s6lo
se detectaran 114 sitios de unién de Recl2 frente a los 304 sitios con sefales de
Rec12 localizados en el trabajo de Cromie et al (2007).

La publicacioén de los articulos de Cromie et al (2007) y Ludin et al (2008) supuso
un avance importante en el conocimiento de la distribucion de los sitios de union de
Rec12 en el genoma, pero seguian sin conocerse los factores que determinaban que
fueran esas regiones y no otras las elegidas por la proteina para la generacion de
DSBs.
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Como mapas gendmicos de origenes de replicacion se utilizaron los descritos en
Segurado et al (2003) y Hayashi et al (2007) (ver apartado 1.2 Introduccion) aunque
en ambos casos eran predicciones de origenes mitoticos. El Unico mapa de origenes
meidticos publicado hasta la fecha ha sido realizado por Heichinger et al (2006). Sin
embargo este mapa no se utilizd como base de datos debido a que la gran distancia
entre las sondas utilizadas en el array podria causar un sesgo positivo en la colocali-
zacion con los DSBs.

Utilizamos como referencia 469 ORIs mitoticos, que incluian las islas AT de Se-
gurado et al (2003) y los ORIs predichos por Hayashi et al (2007). Del total de 469,
171 se encontraban a menos de 2 kb de un sitio de union de la proteina Rec12. Segin
esta estimacion, el 36.5% de los ORIs colocalizaban con un sitio de DSBs. De las
304 regiones de unidén de Recl2 encontradas en el array de Cromie et al (2007), el
56.2% se situaban a menos de 2 kb de un ORI. Teniendo en cuenta que en el genoma
de S. pombe existen 5000 regiones intergénicas, los 469 ORIs descritos ocupaban el
9.4% de ellas. De manera que el 56.2% de coincidencia con DSBs suponia un incre-
mento de unas 6 veces respecto a la colocalizacion que pudiera deberse al azar.

Esta colocalizacion podria deberse simplemente a motivos fisicos, ya que ambos
fendmenos se estarian produciendo en regiones intergénicas grandes que serian mas
accesibles a la maquinaria de replicacion y recombinacion. Los resultados obtenidos
en el apartado 2 de Resultados concordaban con esta hipotesis ya que permitieron
comprobar que no existia una dependencia funcional entre la formacion de ORIs y
DSBs.

A continuacion analizamos por electroforesis bidimensional la posible presencia
de origenes de replicacion activos durante la fase S premeiotica en 13 regiones inter-
génicas del genoma en las que se habia comprobado la presencia de DSBs (Steiner &
Smith, 2005a). Solamente 6 de estas 13 regiones colocalizaban con ORIs descritos
previamente por Hayashi et al (2007) o Segurado et al (2003), de manera que esta
muestra de DSBs nos permitié comprobar experimentalmente si habia una colocali-
zacién mayor de la predicha por el analisis informatico. La deteccion de origenes de
replicacién meidticos en 8 de las 13 regiones analizadas (FIGURA 11) indicaba que
al menos en el tiempo de la meiosis sincronica en el que habian sido extraidas las
muestras de DNA, el 61% de las regiones analizadas colocalizaban con ORIs mei6ti-
cos. Se detectaron 2 ORIs meidticos asociados con los sitios de DSBs 1-3 y 3-5 no
descritos previamente como ORIs mitdticos ni por su contenido en A+T ni por la
union de ORC. Ademas en el caso del sitio 1-4 se comprobd que el ORI es activo
durante la fase S premeiotica pero no durante el ciclo mitdtico (FIGURA 12).
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También quisimos comprobar experimentalmente si el porcentaje de ORIs que
colocalizaba con DSBs era proximo a la prediccion hecha a nivel gendémico. Para ello
se analizo la presencia de DSBs en 8 ORIs meioticos. En este analisis, para compro-
bar de forma rigurosa si los ORIs activos colocalizaban con DSBs, incluimos 4
(1033, 1131, 1152 y 2112) que no habian sido identificados como sitios de union de
Rec12 por Cromie et al (2007). De los restantes, s6lo uno, la isla AT 3056 se encon-
traba en la misma region intergénica que un sitio de unioén de Rec12. En el caso de
2014, 2091 y 3040 se detectaban sefales de Rec12 a menos de 2 kb del ORI. Todos
ellos se encontraban en regiones intergénicas de tamafios entre 1.2 y 1.9 kb (TABLA
1). El andlisis por Southern blot de estas regiones nos permitié detectar DSBs que
colocalizaban con las islas AT 2014, 2091, 2112, 3040 y 3056 (FIGURA 14). En las
tres regiones restantes, las islas AT 1033, 1131 y 1152 no se detecto6 la presencia de
DSBs. Las roturas en el DNA detectadas en la isla AT 2112 eran mas tenues que las
detectadas en otros casos, como en la isla AT 2014 o 3056. Este dato concordaba con
la no deteccion de Recl2 en el array en esa region, donde la union de la proteina
podria ser mas débil y por lo tanto indetectable por inmunoprecipitacion de cromati-
na. Para comprobar la dependencia de Recl2 de estas roturas, en las cinco regiones
se confirmd experimentalmente que no se formaban en un mutante Arec/2 (FIGURA
14).

Isla AT Tamafo IGR (kb) DSBs

1033 1.5 -
1131 1.6 -
1152 1.2 -
2014 1.6 +
2091 1.9 +
2112 1.4 5
3040 1.9 s
3056 1.5 o

Tablal. Tabla con los tamaiios de las regio-
nes intergénicas (IGRs) de las islas AT anali-
zadas. En la tabla se hace referencia a la distan-
cia entre las ORFs adyacentes a las islas AT
indicadas.

La existencia de sitios de DSBs débiles podria explicar la discrepancia encontrada
entre sitios de crossing-over y sitios de union de Recl2 en S. pombe (Young et al,
2002). Estos sitios serian utilizados por la célula como sitios de DSBs con menor
frecuencia, aunque un porcentaje elevado de ellos, por motivos aun desconocidos,
podrian resolverse como crossing-over. Estos sitios de roturas menos frecuentes se-
rian, al igual que los més prominentes, dependientes de Rec12 y capaces de generar
recombinacion homologa.
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Los resultados obtenidos experimentalmente respecto a la colocalizaciéon de ORIs
y DSBs, no so6lo confirmaban el porcentaje descrito en el analisis bioinformatico a
nivel gendmico sino que ademas demostraban que éste era una estimacion minima ya
que en sitios de DSBs se encontraron experimentalmente regiones que contenian
ORIs no predichos anteriormente y viceversa, en regiones de ORIs se encontraron
DSBs no predichos mediante la uniéon de Rec12.

2. ESTUDIO DE LA DEPENDENCIA FUNCIONAL ENTRE LA ACTIVI-
DAD DEL ORIGEN DE REPLICACION AT 1034 Y LA GENERACION DE
DSBs EN mbsl1

Los resultados de la colocalizacion de ORIs y DSBs meidticos sugerian una posi-
ble dependencia funcional entre la activacion de los origenes de replicacion y la co-
rrecta formacion de los DSBs durante la meiosis en S. pombe. En S. cerevisiae se
habia observado en una region del cromosoma III que cuando ésta se replicaba de
forma tardia durante la fase S premeidtica, se detectaba un retraso en la formacion de
los DSBs en esa region (Borde et al, 2000).

Para estudiar la posible dependencia funcional entre ORIs y DSBs seleccionamos
dos regiones del genoma de S. pombe. Una de ellas fue la region intergénica que con-
tenia el hotspot de recombinacion mbsl (Young et al, 2002) y la isla AT 1034 en el
cromosoma I, donde ambos procesos colocalizaban de forma natural. La otra region
elegida fue la region intergénica adyacente al locus del gen rhp7" en el cromosoma
111, donde no existia ningin ORI ni se generaban DSBs enddgenos, de manera que
pudimos inducir ambos procesos artificialmente integrando diversas secuencias, 1o
cual nos permiti6 discernir cudles eran los requerimientos necesarios para la forma-
cion de ORIs y DSBs.

Los DSBs en el sitio mbs! se extienden a lo largo de 2.1 kb en la region intergéni-
ca del cromosoma I que se sithia entre los genes SPAC4G8.03 y SPAC4GS8.04
(Young et al, 2002). Ademas, se ha comprobado que mbsI es un hotspot de conver-
sion génica y de crossing-over (Cromie et al, 2005).

Nuestro analisis se baso en la observacion de que el origen de replicacion asocia-
do a la isla AT 1034 se encontraba en la misma region intergénica que mbsl
(FIGURA 15A). Por este motivo decidimos estudiar si existia alguna influencia de la
actividad del origen de replicacion AT 1034 sobre la formacion de las roturas meio-
ticas en esta region y viceversa, es decir, si la correcta formacion de las roturas gene-
radas por la endonucleasa Rec12 determinaba una eficiente activacion del origen de

replicacion en este Jocus.
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2.1 DELECION DE LA ISLA AT 1034

Para estudiar si la formacion de DSBs en mbs 1 dependia de la correcta activacion
del ORI AT 1034 construimos una cepa en la que se reemplazaron 980 pb que in-
cluian la isla AT 1034 por el gen marcador ura4" manteniendo intacta la regiéon ad-
yacente de 2.1 kb que contenia los DSBs. El resultado mostr6é que la delecion de la
region mas rica en A+T suponia una disminucion de la actividad ORI pero no una
abolicion de la misma. Ademas se comprobd que esta disminucion de la actividad del
origen de replicacion no afectaba a la formacion de DSBs en la secuencia adyacente,
mbs1, que se encontraba en la misma region intergénica que el ORI (FIGURA 17).

La permanencia de la actividad ORI en la region de la isla AT delecionada con-
cordaba con resultados obtenidos por otros grupos y también en nuestro laboratorio.
En un estudio llevado a cabo por Kong & DePamphilis (2002) en S. pombe se com-
probd que Orc4 se une tanto in sifu como in vitro a dos fragmentos diferentes dentro
del ORI ars 3001. En otro estudio llevado a cabo por Takahashi et al (2003) se dele-
cionaron en el genoma tres fragmentos dentro del ORI ars 2004 de manera individual
y combinada. Por electroforesis bidimensional se comprob6 que en las cepas con las
deleciones individuales, la eficiencia del ORI ars 2004 no se veia afectada. En cam-
bio en las cepas con las deleciones combinadas el ORI reducia notablemente su efi-
ciencia o perdia totalmente su actividad. En nuestro laboratorio se llevaron a cabo
deleciones de distintos elementos dentro de la isla AT 1090 y también se observo que
el ORI permanecia activo incluso en ausencia de tres elementos que de forma inde-
pendiente eran ORIs activos en ensayo ARS (Cotobal et al, 2009; enviado para publi-
cacion). Los tres estudios sugieren que varias moléculas de ORC se unen a la region
intergénica que contiene el origen de replicacion o que varios elementos dentro del
ORI son capaces de unir la proteina. De acuerdo con estas observaciones previas,
nuestros resultados indican que tras la delecion de la isla AT 1034 se produce una
disminucién pero no una pérdida total de la actividad ORI, probablemente debido a
la permanencia de algln sitio de union de la proteina Orc4 a esa region.

El resultado del experimento mostré que la pérdida de eficiencia del ORI no afec-
taba a la formacion de DSBs, lo cual nos permitié concluir que no existia una depen-
dencia funcional entre la actividad del ORI y la formacion de los DSBs. Este dato
estaba de acuerdo con el 40% de los sitios de union de Recl2 del genoma que no
colocalizaban con ORIs, lo cual sugeria que la formacion de DSBs podria ser total-

mente independiente de la actividad de los origenes de replicacion.
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2.2 DELECION DE LA REGION DE 2.4 kb QUE CONTENIA EL HOTSPOT
DE RECOMBINACION mbsl

En este apartado de nuestro trabajo se deleciono la region de 2.4 kb en la que se
producian los DSBs en el hotspot de recombinacion mbsl. El primer objetivo de esta
parte del estudio era saber si eran necesarias las secuencias sobre las que se producen
los DSBs o si éstos podrian generarse sobre otras secuencias que las reemplazasen en
el mismo lugar. El segundo objetivo era estudiar si la posible supresion de los DSBs
afectaria a la activacion del origen de replicacion.

El resultado mostré que la integracion del gen marcador ura4" suponia la aboli-
cion de los DSBs de mbs! (FIGURA 18). Pero ademas del cambio de secuencia se
habia introducido otra variable, el gen ura4" se transcribia activamente, ya que los
cultivos crecen en medio minimo suplementado con leucina durante la meiosis
sincronica, asi que la transcripcion del gen marcador ura4 " era esencial para la super-
vivencia de la célula. Los experimentos llevados a cabo en el apartado 2.4 de Resul-
tados nos permitieron comprobar posteriormente que el reemplazamiento del gen
ura4” por una region no transcrita diferente de la enddgena permitia la formacion de
DSBs. Por lo tanto la abolicion de los DSBs tras la integracion del gen ura4” podria
haber sido debida Ginicamente a la transcripcion de éste. Este resultado concuerda con
las observaciones de que los sitios de union de Rec12 en el genoma se sitian en re-
giones intergénicas grandes libres de transcripcion.

Cuando se analiz6 la actividad del ORI adyacente AT 1034 en la cepa con los
sitios de DSBs de mbs/ delecionados se vid que permanecia inalterada (FIGURA
18). Asi que la correcta formacion de las roturas no era esencial para la actividad del
ORI adyacente. A pesar de que no conseguimos abolir totalmente la actividad del
ORI, los resultados indicaban que la pérdida de eficiencia del ORI no afectaba a la
formacion de las roturas y que la ausencia de los DSBs mas prominentes no alteraba

la eficiencia de la actividad del origen de replicacion.
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2.3 INTEGRACION DE DOS REGIONES INTERGENICAS ECTOPICAS
EN EL SITIO mbsl

La delecion de la secuencia de 2.4 kb que contenia los DSBs de mbs! integrando
en su lugar el gen marcador ura4” supuso la desaparicion de los DSBs en ese locus.
Una posible explicacion era que existiese una secuencia en la region delecionada ne-
cesaria para la union de la proteina Rec12. Otra explicacion podria ser que la trans-
cripcion del gen marcador ura4” estuviera impidiendo la unién de Recl2 a esa re-
gioén, aunque no necesitara una secuencia especifica para hacerlo. Para distinguir en-
tre ambas posibilidades, reemplazamos la region de 2.4 kb que contenia mbs! por las
regiones C5 y R3, de 1.9 y 1.5 kb respectivamente en dos cepas diferentes, de mane-
ra que el ensayo se hizo por duplicado. Las secuencias C5 y R3 no contienen ORIs ni
generan DSBs en su sitio endogeno en el genoma (FIGURA 19). El Southern blot
mostro que las roturas volvian a aparecer durante la recombinacién meidtica en el
sitio mbsI delecionado después de la integracion tanto del fragmento C5 como R3
(FIGURA 20). Este resultado indicaba que no habia ningtn patrén de secuencia reco-
nocible por la maquinaria de recombinacion en la region delecionada de mbsi, ya
que sustituyéndolo por dos fragmentos del genoma, elegidos al azar, los DSBs se
seguian generando en esa localizacion, pero ahora sobre las secuencias ectopicas C5
y R3. Otra explicacién seria que las secuencias C5 y R3 no generaban DSBs en su
locus endogeno en el genoma porque, aunque tuvieran el requerimiento de secuencia
necesario, no estarian en el contexto adecuado. La integracion en una region ectopica
podria proporcionar a esos fragmentos una region intergénica libre de transcripcion
suficientemente larga para la generacion de un hotspot de DSBs.

2.4 ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ORI EN UN MUTANTE ArecI?2

Una de las proteinas esenciales para la recombinacion meidtica en S. pombe es la
proteina Rec12, la endonucleasa que genera las roturas en el DNA. Recl2 es ortolo-
go a la subunidad A de la Topoisomerasa VI de Archaea. Estas topoisomerasas for-
man intermediarios fosfodiéster DNA-tirosina. En el caso de Spoll, el ortélogo a
Recl2 en S. cerevisiae, se comprobo que la proteina se unia covalentemente al extre-
mo 5” del DSB (Keeney et al, 1997) y que el residuo Tyr-135 era esencial para su
accion (Bergerat et al, 1997). El residuo correspondiente en Rec12 de S. pombe es la
tirosina Tyr-98 y los mutantes en esta tirosina son deficientes en la formacion de
DSBs vy la frecuencia de recombinacion del Aostpot ade6M26 se elimina casi total-

mente (Cervantes et al, 2000).
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En un trabajo llevado a cabo por Davis & Smith (2003) se observo que la segrega-
cion de los cromosomas homologos durante la Meiosis I en el mutante Arecl2 era
correcta en un 63% de los casos. Lo cual indica que existen mecanismos indepen-
dientes de la recombinacion que son capaces de promover la correcta segregacion de
los cromosomas homodlogos. En un mutante Arec/2 se comprobd que en ausencia de
la DNA flap endonucleasa Rad2, que procesa los cebadores de RNA de los fragmen-
tos de Okazaki, la segregacion correcta de los cromosomas se restaura casi hasta los
niveles de la cepa silvestre (Farah et al, 2005). De esta manera la célula es capaz de
iniciar la recombinacion meidtica por mecanismos alternativos a la accion de Rec12,
como los iniciados por nicks o gaps acumulados durante la fase S premeiotica por la
falta de procesamiento de los fragmentos de Okazaki.

En esta parte del trabajo llevamos a cabo el anélisis de la actividad ORI en un mu-
tante Arecl2, aunque en el estudio del fenotipo de este mutante, Lin & Smith (1994)
comprobaron mediante incorporacion de uracilo marcado con H? que la fase S pre-
meidtica progresaba igualmente en las cepas Arecl2, Arec6 y WT. Pero los transcri-
tos de recl2” aparecian a las 2 y 3 h del comienzo de la meiosis sincrénica en una
cepa patl-114, cuando la replicacion del DNA todavia se estd produciendo (Lin &
Smith, 1994). Por este motivo quisimos comprobar si en una region intergénica don-
de ambos fendmenos coexistian, como mbs! y la isla AT 1034, la ausencia total de
Recl2 afectaba a la correcta activacion del origen de replicacion. Los resultados ob-
tenidos confirmaron que la activacion del ORI era independiente de Rec12, ya que el
analisis por electroforesis bidimensional de la region de la isla AT 1034 en ambas
cepas, patl-114 y patl-114Arecl2, mostrod arcos activos de igual intensidad durante
la fase S premeidtica (FIGURA 23).

3. ESTUDIO DE LOS REQUERIMIENTOS NECESARIOS PARA LA GENE-
RACION DE ROTURAS MEIOTICAS

3.1 EL CONTEXTO GENOMICO DETERMINA LA ACTIVACION DE UN
ORI Y LA FORMACION DE DSBs DEPENDIENTES DE Recl2

El analisis de 18 regiones del genoma por electroforesis bidimensional en meiosis
y mitosis habia revelado que 3 de ellas se activaban diferencialmente. En dos casos
se trataba de los origenes de replicacion asociados a las islas AT 1022 y 1134, que se
activaban exclusivamente en meiosis. El otro caso era contrario, ars/ era una region
del cromosoma I que funcionaba como origen de replicacion en mitosis pero no se
activaba en meiosis (FIGURA 24).
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En esta parte del trabajo se estudio la relevancia del contexto gendomico en la acti-
vacion del ORI ars/ durante la meiosis y la posible relacion entre la actividad ORI
de arsl y la presencia de DSBs. Para esto integramos el fragmento correspondiente a
la region intergénica de 1.2 kb que contiene el ORI ars! en la region intergénica ad-
yacente al locus del gen rhp7" en el cromosoma III y analizamos por electroforesis
bidimensional su actividad como ORI mitoético y meidtico en esta nueva localizacion
ectopica. Asi pudimos comprobar que el contexto genomico determinaba que el ori-
gen de replicacion arsl se activara durante la fase S premeiotica (FIGURA 25). A
continuacion analizamos por Southern blot la presencia de DSBs y observamos que
en esa region ectopica se generaban DSBs meiodticos dependientes de Recl2
(FIGURA 26). La generaciéon de DSBs podria deberse a la actividad del origen de
replicacion o al alargamiento de la region intergénica independientemente de la acti-
vidad del origen. Posteriormente comprobamos mediante la integracion del ORI
AT2, de menor tamafio que arsl, que la activacion del ORI per se no es suficiente
para la generacion de un hotspot de DSBs.

La diferente activacion del ORI arsi en mitosis y meiosis, junto con los casos de
las islas AT 1022 y 1134 era un dato novedoso ya que no se ha publicado hasta el
momento de la escritura de esta tesis que exista un patron diferente de activacion de
origenes de replicacion mitoticos y meioticos en S. pombe. En el trabajo llevado a
cabo por Heichinger et al (2006) se comprobo que la fase S premeidtica era mas lar-
ga que la fase S mitotica porque los ORIs se activaban menos eficientemente, aunque
la velocidad de las horquillas de replicacion era semejante. Otra de las observaciones
llevadas a cabo en ese trabajo fue que los ORIs se activaban mas eficientemente en
meiosis en determinadas regiones de los cromosomas, como por ejemplo a 600 kb de
los telomeros de los cromosomas [y II o en una region concreta de 750 kb del cro-
mosoma I. Los autores de ese trabajo especularon que podrian ser regiones de croma-
tina mas condensada que se descondensaba en fase S premeidtica para facilitar la
posterior recombinacion meidtica y eso les serviria a los factores de inicio de la repli-
cacion para acceder mejor al DNA.

Este cambio en la configuracion de la cromatina y por tanto en la accesibilidad de
las proteinas al DNA en mitosis y meiosis concordaba también con el cambio en el
patron transcripcional en mitosis y meiosis, que requeriria que la accesibilidad de
algunas regiones del genoma a la maquinaria de transcripcion fuera diferente en am-
bos procesos. En el trabajo llevado a cabo por Mata et al (2002) se estudio el progra-
ma meidtico de S. pombe y se vio que 2000 genes se sobreexpresaban durante la
meiosis mas de 2 veces, 700 genes se sobreexpresaban mas de 5 veces y cientos de
genes se subexpresaban significativamente. Algunos de estos cambios se debian a la
activacion de factores de transcripcion meidticos como Mei4 o Stell, pero en otros
grupos de genes se encontraba una correlacion entre la posicion fisica en el cromoso-
ma y el perfil de expresion, de manera que podrian estar regulados por la arquitectura
de la cromatina. Por ejemplo la activacion transcripcional de regiones cercanas a los
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telomeros, reprimidas por proteinas Clr silenciadoras (modificadores de metilacion y
acetilacion de histonas), se activaba en meiosis. Las regiones que sufrian cambios de
expresion de los genes en meiosis respecto a mitosis no coincidian siempre con las
de los ORIs que cambiaban su eficiencia durante este proceso. Pero el hecho de que
una region que estaba silenciada en mitosis se comenzase a transcribir en determina-
das fases de la meiosis podria producir cambios conformacionales de la cromatina
que afectaran a la accesibilidad a la maquinaria de replicacion de regiones ectopicas.
La disposicion de los cromosomas durante la fase S premeiotica respecto a la fase
S mitdtica es diferente, ya que durante la fase S premeiodtica los telomeros se unen al
SPB y los cromosomas se alinean (Chikashige et al, 1997). Este cambio, junto con
variaciones en mas de la mitad del transcriptoma de la célula haria que la accesibili-
dad a las regiones libres de transcripcion fuera totalmente diferente durante los pro-
cesos de fase S mitdtica y meidtica. Y dado que tanto los ORIs como los DSBs son
regiones sin secuencias consenso conocidas, su localizacion podria ser crucial para

determinar su activacion.

3.2 UNA LONGITUD DE 3 kb DE LA REGION INTERGENICA ES REQUI-
SITO SUFICIENTE PARA LA GENERACION DE UN SITIO DE DSBs

La integracion del fragmento de 1.2 kb que contenia el ORI ars/ (inactivo en
meiosis) en una region ectopica generaba un nuevo sitio de DSBs y la activacion del
origen en meiosis. La integracion de un fragmento con actividad ORI mas pequeflo,
AT2, de 400 pb y 83% A+T nos permitié comprobar que no era esa actividad per se
lo que determinaba la formacion de DSBs, ya que este fragmento generaba un ORI
mitotico y meiodtico pero no DSBs (FIGURA 27). En otras dos cepas integramos
fragmentos de DNA sin actividad como origen de replicacion pero que suponian una
extension de la region libre de transcripcion equivalente o superior a la que suponia
la integracion de arsi. Este ensayo lo realizamos por duplicado con dos fragmentos
distintos. Se trataba de los fragmentos C5 y R3 (de 1.9 y 1.5 kb respectivamente),
que extendian la region libre de transcripcion de 1.6 kb a 3.5 y 3 kb de longitud, res-
pectivamente. El Southern blot mostré DSBs en ambos casos (FIGURA 28). Los ex-
perimentos demostraron que un fragmento de DNA libre de transcripcion de aproxi-
madamente 3 kb, independientemente de su capacidad de iniciar la replicacion, era
capaz de generar un nuevo sitio de DSBs.
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1.  El estudio de la distribucion relativa de ORIs y DSBs a nivel gendémico
mostré que en un 56% de los sitios de union de la proteina Recl12 existia un origen
de replicacion predicho. Asimismo, el 36% de las predicciones de ORIs coincidian
con un sitio de DSBs. El analisis experimental sugiere que la colocalizacion real de

ORIs y DSBs es atn mayor de la detectada in silico y llega a alcanzar el 60%.

2. Los experimentos llevados a cabo en dos regiones concretas del genoma indi-
caban que la activacion de un origen de replicacion no afectaba a la generacion de
DSBs en la misma region intergénica y que la abolicion de los DSBs tampoco afecta-
ba a la actividad del ORI. Esto nos permite afirmar que a pesar de la elevada coloca-
lizacion no existe una dependencia funcional entre la correcta activacion de un ORI y
la generacion de DSBs.

3. Mediante el andlisis por electroforesis bidimensional de 18 ORIs en los ciclos
mitotico y meidtico se observd que existe una activacion diferencial de aproximada-
mente un 16% de los ORIs en ambas fases S. Ademas, se comprobo que el contexto
gendmico es determinante en la activacion de un ORI y en la generacion de DSBs en

meiosis.

4. El reemplazamiento de secuencias en dos regiones del genoma demostro que
la generacion de DSBs no depende de secuencias especificas de DNA sino que tiene
lugar en regiones intergénicas no transcritas de al menos 3 kilobases, tanto en la con-
figuracion genomica natural como en regiones de esa longitud generadas artificial-

mente a partir de regiones de menor tamafio.
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1. MICROORGANISMOS UTILIZADOS Y MEDIOS DE CULTIVO
1.1 LEVADURAS

Las caracteristicas genéticas de las cepas de S. pombe utilizadas en este trabajo
fueron:

o972

o ura4-D18

o/l patl-114/patl-114 leul-32/leul-32 ade6M?210/ade6M216

o/ patl-114 ura4-D300 leul-32 ade6M210

o patl-114 ura4-D300 leul-32 ade6M216

oh/h rhp7 " :urad  rhp7" :urad” patl-114/patl-114 ura4-D300/ura4-D300 leul-32/
leul-32 ade6M210/ade6M216

oh /W rhp7 " ::urad arsl/rhp7” :urad4 arsl patl-114/patl-114 ura4-D300/ura4-D300
leul-32/leul-32 ade6M?210/ade6M216

oW /W rhp7 " urad AT2/rhp7 " :urad AT2 patl-114/patl-114 ura4-D300/ura4-D300
leul-32/leul-32 ade6M210/ade6M?216

oh/h rhp7 urad  C5/rhp7 " ::ura4"C5  patl-114/pati-114  ura4-D300/ura4-D300
leul-32/leul-32 ade6M210/ade6M216

oh/h rhp7 " ::ura4 R3/rhp7 " ::ura4 ' R3  patl-114/patl-114  ura4-D300/ura4-D300
leul-32/leul-32 ade6M210/ade6M216

o/ Arecl2::KanMX4/Arecl2::KanMX4  patl-114/pati-114 leul-32/leul-32
ade6M210/ade6M216

o /W rhp7 " urad arsl/rhp 7 :urad arsl Arecl2::KanMX4/Arecl2::KanMX4 patl-
114/pati-114 ura4-D300/ura4-D300 leul-32/leul-32 ade6M210/ade6M216

o'/l mbsl::urad4” /mbsl::urad4” patl-114/patl-114 ura4-D300/ura4-D300 leul-32/
leul-32 ade6M?210/ade6M216

oh/h” 1034::ura4"/1034::ura4" patl-114/patl-114 ura4-D300/ura4-D300 leul-32/
leul-32 ade6M210/ade6M216

oh/h mbsl::C5/mbsl::C5patl-114/patl-114 leul-32/leul-32 ade6M?210/ade6M?216
o/ mbsl::R3/mbsl::R3 patl-114/patl-114 leul-32/leul-32 ade6M210/ade6M216

Medios de cultivo:

La composicion de los medios de cultivo empleados en este trabajo ha sido des-
crita por Moreno et al (1991).

Las cepas utilizadas crecieron en medio rico (YES) o en medio minimo (MM) a
32°C o0 25°C. En los casos de cepas con alguna auxotrofia, el MM se suplement6 con

225mg/L de los aminoécidos necesarios.
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1.2 BACTERIAS

La cepa de Escherichia coli utilizada para la clonacion de fragmentos de DNA fue
la estirpe DH5a que posee las siguientes caracteristicas genéticas: supE44 DlacU 169
(F80 lacZ DM15) hsdR17 recA endA gyrA96 thi-1 relAl.

E. coli creci6 a 37°C en los medios y condiciones descritos por Sambrook et al
(1989).

2. TECNICAS DE TRANSFORMACION DE MICROORGANISMOS
2.1 TRANSFORMACION DE E. coli

La transformacion de E. coli se realizé siguiendo el procedimiento descrito por
Kushner (1978).

2.2 TRANSFORMACION DE S. pombe

Las cepas utilizadas en este trabajo se generaron mediante recombinacion homo-
loga. Las moléculas lineales se integraron en el genoma de la levadura por estar flan-
queadas por casetes de recombinacion de 200 a 500 pares de bases de homologia con
el locus gendmico elegido.

La transformacion de S. pombe se realizo mediante la técnica de acetato de litio
(Norbury & Moreno, 1997).

Se transformaron 5x10° células creciendo en medio rico en fase exponencial y
tras la transformacion las células se incubaron toda la noche en agitacion en medio
no selectivo y al dia siguiente se plaquearon en medio selectivo. Cuando se integro el
gen ura4” como marcador, se seleccionaron las células en MM. En algunas cepas se
sustituy6 este marcador por otra regién en una segunda transformacion, en este caso
se utilizd6 MM suplementado con 225 mg/L de uracilo y 1g/L de acido 5-
fluoroorotico (5-FOA) ya que este compuesto es toxico para las células que mantie-
nen integra la ruta de sintesis del uracilo. Cuando alguna de las cepas era auxotrofa
ademas para los aminoacidos leucina o adenina, se suplementaron las placas de trans-
formacion con 225 mg/L del aminoacido correspondiente.

Para la delecion del gen reci2” se utilizo el gen marcador kan™ que permite selec-
cionar las células en medio rico suplementado con el antibidtico geneticina (100 mg/
L). En este caso las células se recuperaron toda la noche en placas de medio rico y al
dia siguiente se hicieron réplicas en medio rico con el antibidtico.
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3. TECNICAS DE MANIPULACION Y OBTENCION DE DNA
3.1 AISLAMIENTO DE DNA PLASMIDICO DE E. coli

Para aislar DNA plasmidico a pequefia escala a partir de E. coli se empled el
método de la lisis alcalina descrito por Birnboim & Doly (1979). Para la obtencion
de DNA plasmidico a gran escala se usoé el kit Wizard Plus Midipreps de Promega,
siguiendo las especificaciones del fabricante.

3.2 AISLAMIENTO DE DNA GENOMICO DE S. pombe

La extraccion de DNA gendémico de S. pombe se realizd siguiendo el protocolo
descrito por Moreno et al (1991), excepto en las preparaciones de DNA para geles
bidimensionales o en bloques de agarosa que se describen en los apartados 7 y 8 de
Materiales y métodos respectivamente.

3.3 PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA

La purificacion de fragmentos especificos de DNA a partir de geles de agarosa se
realizd por escision de la banda de agarosa que contenia el fragmento de interés. A
continuacion el DNA se purificd utilizando el kit GFX PCR de GE Healthcare si-

guiendo las especificaciones del fabricante.
3.4 LIGACION DE FRAGMENTOS DE DNA

Las moléculas recombinantes se obtuvieron mediante la ligacion de fragmentos
de DNA purificados con un vector plasmidico. Cuando los dos extremos del vector
eran compatibles se eliminaron los grupos fosfato de los extremos 5 del DNA con
fosfatasa alcalina (Roche) para evitar su ligacion. Cuando fue necesario rellenar los
extremos 5 protuberantes o eliminar los extremos 3" para hacerlos romos, se utilizd
el fragmento Klenow de la DNA polimerasa [ de E. coli (Fermentas). En la reaccion
de ligacion se utilizé la DNA ligasa del fago T4 (Fermentas).
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4. FUSION DE PROTOPLASTOS

Este procedimiento permite obtener células diploides a partir de haploides estéri-
les o del mismo tipo sexual. Durante el proceso la pared celular se degradd enzimati-
camente y la fusion celular fue favorecida por la adicion de polietilenglicol. Las célu-
las se mantuvieron en presencia de estabilizadores osmoticos como KCl o sorbitol y
los diploides se seleccionaron por complementacion de la auxotrofia para la adenina,
ya que los haploides que se fusionaron tenian siempre uno la mutacion ade6-M210 'y
otro la mutacion complementaria ade6-M216.

Se partio en todos los casos de 10® células de cada uno de los haploides creciendo
en medio rico y en fase exponencial. Se centrifugaron los cultivos a 3000 rpm 5 min
en un rotor oscilante J6-MC (Beckman) y se resuspendieron en 0.6 ml de 0.65 M
KCI con 5 mg/mL de una mezcla de enzimas liticas (SIGMA). Se incubaron a 25°C
25 min y se comprobd la formacion de protoplastos en el microscopio. Se elevo el
volumen de las muestras a 1.5 ml con TS (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 1.2 M sorbitol) y
se centrifugd a 2000 rpm 5 min en una centrifuga de mesa, este proceso se repitio dos
veces. A continuacion se resuspendieron las muestras en 200 pl de TCS (10 mM Tris
-HCI pH 7.5, 1.2 M sorbitol, 10 mM CaCl,) y se mezclaron 50 pl de la cepa A y 50
ul de la cepa B utilizando 100 ul de cada cepa como control. Se incubd a temperatura
ambiente 15 minutos y se afadio 1 ml de PEG (20% PEG, 10 mM Tris-HCI pH 7.5,
10 mM CaCl,). Se incubd de nuevo a temperatura ambiente 15 minutos y se centri-
fugd tres veces a 1500 rpm 2 min 30 seg. Se resuspendieron los precipitados en 200
ul 10 mM Tris-HCI pH 7.5, 1.2 M sorbitol, 10 mM CaCl,, 0.5 mg/ml extracto de le-
vadura y 5 mg/ml del aminoacido correspondiente. Se plaquedé en MM + 1.2 M sor-
bitol y 225 mg/1 del aminoacido correspondiente. Se incubaron las placas durante una
semana y se comprobo por citometria de flujo que las colonias aisladas eran diploi-
des.

5. SINCRONIZACION DE CULTIVOS EN MEIOSIS

La cepa de S. pombe patl-114 descrita por lino & Yamamoto (1985) tiene el gen
de la kinasa Pat1 regulado por un promotor termosensible que permite la inactivacion
del gen a la temperatura restrictiva, 34°C. La inactivacion de la kinasa provoca la
activacion de mei2” y el desencadenamiento de una meiosis sincronica en el cultivo.

Las células crecieron en medio rico a 25°C hasta una Asqs= 0.4 - 0.8, se lavaron
los cultivos dos veces con agua y se resuspendieron en MM + leucina 100 pg/ml a
Asos= 0.016. Crecieron 24h a 25°C. Se lavaron dos veces con agua y se resuspendie-
ron en MM sin NH4Cl (fuente de nitrogeno) + 1% glucosa + leucina 50 pg/ml a
Asgs= 0.250 y se dejaron en agitacion a 25°C durante 12 - 14 h para parar las células
en G1. A continuacion se afiadieron NH4Cl1 0.5 g/L y leucina 50 pg/ml y se cambi¢ la
temperatura de incubacion a 34°C para la induccién de la meiosis sincronica.
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6. CITOMETRIA DE FLUJO

Se recogieron 107 células de cada muestra a analizar y se lavaron con agua estéril
tras centrifugar 2 min a 3000 rpm en una centrifuga de mesa. Se resuspendieron en
1 ml de etanol 70% frio y se conservaron a 4°C. Para su procesamiento se trataron
300 pl de cada muestra, se lavaron 2 veces con 1 ml de citrato sddico 50 mM y se
resuspendieron en 500 ul de citrato sédico 50 mM con 300 ug RNAsa A (Roche), se
incubaron a 37°C 2 horas. A continuacion se centrifugaron 2 min a 3000 rpm, se re-
suspendieron en 0.5 ml de citrato sodico 50 mM vy se tifieron con 2 pg/ml de yoduro
de propidio. Posteriormente se sonicaron las muestras durante 20 seg a una amplitud
del 40% en un sonicador Labsonic M (Sartorius Stedim Biotech). Finalmente se mi-
dieron el tamafo y la fluorescencia de las células en un citdmetro de flujo Becton
Dickinson FACSort. Para el analisis de los datos se utilizo el programa CellQuest
v.3.3 (Becton Dickinson).

7. ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL DE INTERMEDIARIOS DE RE-
PLICACION EN GELES DE AGAROSA

7.1 PURIFICACION DEL DNA

El método de extraccion del DNA utilizado esta basado en las condiciones descri-
tas por Huberman et al (1987). Para cada electroforesis bidimensional se emple6 el
DNA obtenido a partir de medio litro de cultivo de S. pombe a una Asqs= 0.8. Cuando
el cultivo alcanzo la densidad optica adecuada (en el caso de cultivos creciendo en
ciclo vegetativo) o se encontraba en el momento deseado de una meiosis sincronica,
se detuvo el crecimiento afiadiendo azida sddica a una concentracion final de 0.1% y
se mantuvo en hielo durante 20 min. A continuacion las células se recogieron por
centrifugacion en un rotor Sorvall GSA a 3000 rpm 5 min. El precipitado de células
se lavo con agua estéril a 4°C y se resuspendi6 en NIB a 4°C (17% glicerol, 50 mM
MOPS, 150 mM acetato potasico, 2 mM MgCl,, 500 uM espermidina, 150 uM es-
permina, pH 7.2) a una concentracion de 1.5 - 2 x10° células/ml. Para digerir la pared
celular se afiadieron 15 mg de zimoliasa 20T y se incubd a 37°C 20 min. La lisis de
las paredes celulares se comprob6 por microscopia optica. A continuacion se produjo
la lisis celular diluyendo las preparaciones con 4 volimenes de agua y los nucleos se
recogieron por centrifugacion durante 15 min a 3000 rpm en un rotor J6-MC. Los
nucleos se resuspendieron en tampdon TEN (50 mM Tris, 50 mM EDTA, 100 mM
NaCl, pH 8.0) a una concentracion de 1.5 - 2 x 10” nticleos/ml y se incubaron a 37°C
durante una hora en presencia de proteinasa K (300 pg/ml) y N-laurilsarcosil al
1.5%. Tras la lisis nuclear, se centrifugaron las muestras nuevamente durante 8 min a
3500 rpm en un rotor J6-MC para sedimentar los restos celulares. Al sobrenadante se
le afiadieron 1.05 gr/ml de CsCly 0.025 voliumenes de una soluciéon de Hoescht
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33258 a 5 mg/ml en agua. La mezcla se transfirié a tubos de sellado rapido de 11 ml
y por ultimo se sometieron las muestras a una ultracentrifugacion durante 20 horas a
55000 rpm a 20°C en un rotor vertical 70.1 Ti. Tras la centrifugacion se expuso el
tubo del gradiente a luz ultravioleta de 280 nm y la banda de DNA gendémico se ex-
trajo del tubo del gradiente mediante una jeringa de 1.20 x 40 mm, se elimind el co-
lorante mediante una solucién 5:1 isopropanol : agua y se precipitdé con 3 volimenes
de etanol al 70% a temperatura ambiente.

7.2 CONDICIONES DE ELECTROFORESIS

La electroforesis bidimensional se llevo a cabo adaptando las condiciones descri-
tas por Brewer & Fangman (1987). Una vez purificado el DNA, se digirié con los
enzimas de restriccion apropiados, de manera que el fragmento analizado tuviera un
tamario entre 3 y 6 kb. La primera dimension se llevo a cabo en agarosa al 0.4% en el
tampon TBE (0.9M Tris-Borato, 0.02M EDTA) a temperatura ambiente y voltaje 0.6
V/cm durante 40 horas. La segunda dimension se llevo a cabo a 4°C en un gel de
agarosa al 1% con 0.5 mg/ml de bromuro de etidio en tampén TBE durante 7 horas a
5 V/em.

8. OBTENCION DE DNA EN BLOQUES DE AGAROSA
8.1 PURIFICACION DE DNA EMBEBIDO EN BLOQUES DE AGAROSA

Habitualmente se utilizaron 10® células/plug. El cultivo se incubd 10 min en hielo
antes de centrifugarlo a 3000 rpm 5 min en un rotor oscilante de Beckman J6-MC.
Las células se lavaron con EDTA 50 mM y se incubaron 30 min a 37°C con 1 mg de
zimoliasa 20T en 2 ml de solucion Zymo (Na,HPO440 mM, acido citrico 20 mM,
sorbitol 0.9 M, EDTA 5 mM, pH 6). Tras comprobar la lisis en el microscopio opti-
co, cada muestra se centrifugé 2 min a 2000 rpm en una centrifuga de mesa en ali-
cuotas de 1 ml para recoger los protoplastos. Cada muestra se resuspendié en 50 pl
de solucion Zymo y se incubo en un bafio de agua 5 min a 37°C. A continuacion se
mezclé cada muestra con el mismo volumen de agarosa 1% de bajo punto de fusion.
Se cargd en un molde de 100ul de Bio-Rad y se dejo solidificar 15 min a 4°C. Los
bloques se eyectaron a tubos de 10 ml y se incubaron en 1 ml de NDS (EDTA 50
mM, sarcosilo 1%, Tris 10 mM pH 9.5) con 0.5 mg/ml de proteinasa K a 50°C de 12
a 14 horas. Al dia siguiente se afiadieron otra vez 0.5 mg/ml de proteinasa K y se
incubd 4 horas mas. Para retirar la proteinasa se incub6 cada plug en 1 ml de TE con
1 mM PMSF de 2 a 4 horas a temperatura ambiente. Finalmente se dializaron los
plugs tres veces 20 min en EDTA 50 mM vy se conservaron hasta su uso en esa solu-
cion a 4°C.
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8.2 DIGESTION Y ELECTROFORESIS DE DNA EMBEBIDO EN
BLOQUES DE AGAROSA

Antes de su digestion con enzimas de restriccion, cada plug se dializé en 3 ml de
TE a 4°C en agitacion durante 6 periodos de 30 min. Se retird esa solucion y se incu-
baron en 1 ml de buffer de restriccion 1x, 30 min a 4°C. Se retir6 el tampon anterior
y se afnadio6 la mezcla de digestion. Tras la incubacion el tiempo adecuado a 37°C, se
dializaron los plugs en TAE a 4°C media hora.

La electroforesis se llevo a cabo en un gel de 1% agarosa sin bromuro de etidio
con TAE como buffer de electroforesis.

9. SOUTHERN BLOT

Tras la electroforesis del DNA en gel de agarosa, el DNA se depurinizo incuban-
do el gel durante 10 min en HCI 0.125 N. A continuacion, se desnaturalizo el DNA
en una solucion de NaCl 1.5M y NaOH 0.5 M durante 30 min. E1 DNA fue transferi-
do a una membrana de nylon Hybond-XL (GE Healthcare) mediante el sistema de
vacio Vacugene XL (GE Healthcare) a una presion de 60 milibares durante 2 horas
usando NaCl 1.5 M / NaOH 0.5 M como solucion de transferencia. Una vez termina-
da la transferencia, la membrana se neutralizé6 30 min en 2x SSC (3M NaCl, 0.3M
citrato sodico).

Antes de su hibridacion con una sonda radiactiva se prehibridé la membrana du-
rante 2 horas a 65°C en 8 ml de 2x SSPE (20x SSPE: 3.6 M NaCl, 0.2 M Na,H-
PO4 7H,0, 20 mM EDTA), 1% SDS, 0.5% BLOTTO (10% leche en polvo, 0.2%
azida sodica), 0.5 mg/ml DNA de esperma de salmon sonicado (Roche) previamente
desnaturalizado. A continuacion se sustituy6 la solucion anterior por 8 ml de la solu-
cion de hibridacion, con el mismo contenido que la solucion de prehibridacion mas
10% Dextran Sulfato (Sigma) y la sonda radiactiva. Las sondas se prepararon utili-
zando el sistema de marcaje Ready-to-Go (GE Healthcare) que contiene el fragmento
Klenow de la DNA polimerasa I de E. coli, dATP, dGTP, dTTP y una mezcla de no-
nanucleotidos que anillan al azar sobre el DNA y sirven de cebadores para la sintesis.
Siguiendo el protocolo del fabricante, se marcaron 25 ng de DNA diluido en 45 pl de
TE que se desnaturalizaron por calentamiento a 100 °C durante 5 min y enfriamiento
rapido en hielo otros 5 min antes de mezclarlo con el contenido liofilizado del tubo
de reaccion. Se anadieron 50 uCi de [32P]-a-dCTP y se incub6 a 37°C durante 30
minutos. Para eliminar los nucle6tidos no incorporados, la sonda se purificé median-
te columnas ProbeQuant G-50 (GE Healthcare). La hibridacion se llevo a cabo du-
rante 12 - 14 horas. A continuacion se elimino la sonda y se realizaron dos lavados
de la membrana, el primer lavado con una solucion que contiene 2x SSPE pH 7.4
(15 mM NaCl, 1 mM NaH,PO4 y 0.1 mM EDTA), 0.1% SDS durante 10 minutos a
65°C y el siguiente durante 30 min a 65°C con 0.1x SSPE, 0.1% SDS.
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Finalmente, las membranas se envolvieron en pléstico y la sefial radiactiva se cap-
turd en pantallas radiosensibles (BAS-IP MS2040; Fujifilm) que se escanearon en un
sistema Personal Molecular Imager (Bio-Rad). Las imagenes se analizaron con el
programa QuantityOne v4.2.1 (Bio-Rad). A continuacion se expuso la membrana a
una temperatura de -80°C durante el tiempo necesario segun la intensidad de la sefial
en una pelicula de autorradiografia BioMax XAR (Kodak).
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ABREVIATURAS

A - Adenina

Asgs - Absorbancia a 595 nm

ADCR - Remodeladores de la cromatina dependientes de ATP - ATP dependent
chromatin remodeling complexes

ARS - Secuencia de replicacion autonoma - Autonomous replicating sequence
ATP - Adenosin trifosfato

Bp - Pares de bases - Base pairs

C - Citosina

°C - Centigrado

CDK - Kinasas dependientes de ciclina - Cyclin dependent kinases

ChlIP - Inmunoprecipitacién de cromatina - Chromatin immunoprecipitation
Clr - Cryptic loci regulator

CRE - Cyclic AMP response element

dCTP - Desoxicitidina trifosfato

dNTP - Desoxinucleotido trifosfato

DNA - Acido desoxirribonucleico

DSB - Rotura de doble cadena - Double strand break

EDTA - Acido etilen diamino tetra acético - Ethylene diamine tetraacetic acid
FACS - Fluorescence activated cell sorting

FOA - Acido 5-fluoroorético - 5-Fluoroorotic acid

G - Guanina

H - Horas

HJ - Unioén de Holliday - Holliday junction

HR - Recombinacion homoéloga - Homologous recombination

HU - Hidroxiurea

IGR - Region intergénica - Intergenic region

Kb - Kilobase

LinEs - Elementos lineales - Linear elements

uCi - Microcurios

ug - Microgramo

pl - Microlitro

uM - Micromolar

M - Molar

Mb - Megabase

Mbsl - Meiotic break site I

MCM - Minichromosome maintenance

mg - Miligramo

min - Minutos

ml - Mililitro

mM - Milimolar
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MM - Medio minimo

MRN - Complejo Mrel1/Rad50/Nbsl

ng - Nanogramo

NHE]J - Unioén de extremos no homologos - Non homologous end joining
nm - Nan6émetros

nt - Nucle6tidos

OD - Densidad optica - Optical density

ORC - Complejo de reconocimiento del origen - Origin recognition complex
ORF - Marco abierto de lectura - Open reading frame

ORI - Origen de replicacion

Pb - Pares de bases

PCNA - Antigeno nuclear de células proliferantes - Proliferating cell nuclear antigen
PCR - Reaccion en cadena de la polimerasa - Polymerase chain reaction
PEG - Polietilenglicol

pre-RC - Complejo prerreplicativo - Pre-replicative complex

RIP - Punto de inicio de la replicacion - Replication initiation point
RNA - Acido ribonucleico

rpm - Revoluciones por minuto

RPA - Proteina A de replicacion - Replication protein A

SC - Complejo sinaptonémico - Synaptonemal complex

SDS - Dodecil sulfato sodico - Sodium dodecyl! sulfate

seg - Segundos

SPB - Cuerpo polar del huso - Spindle pole body

SSC - Saline sodium citrate

SSPE - NaCl/Fosfato s6dico/EDTA

t - Tiempo

T - Timina

TAE - Tris/Acetato/EDTA

TBE - Tris/Borato/EDTA

TE - Tris’EDTA

TEN - Tris/EDTA/NaCl

U - Unidades

UV - Ultravioleta

V - Voltios

WT - Cepa silvestre - Wild type

YES - Medio rico - Yeast extract supplemented



