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Resumen

En la mayoria de los organismos eucariotas con reproduccion sexual, la recombinacion
meidtica es un proceso crucial para la correcta produccion de gametos. La recombinacion meioti-
ca se inicia con roturas de doble cadena en el DNA (DSBs) que, aun siendo necesarias para la correcta
segregacion de los cromosomas en la meiosis, suponen un elevado riesgo para el mantenimiento de la in-
tegridad del genoma. Si las células inician la segregacion cromosomica antes de que estas roturas hayan
sido reparadas, los cromosomas o fragmentos de éstos pueden perderse o segregar incorrectamente.

En los organismos eucariotas, existen unos mecanismos de vigilancia o checkpoints que responden a la
presencia de DSBs y detienen la progresién del ciclo celular para dar tiempo a la célula para repararlas. Por tanto,
los checkpoints tienen un papel crucial en proteger la integridad gendmica. Existe un mecanismo de vigilancia
especifico de la meiosis, denominado checkpoint de recombinacion meidtica o de paquitene, que bloquea la
progresién de la meiosis en respuesta a fallos meiéticos, como por ejemplo la presencia de DSBs sin reparar,
y asegura la segregacion correcta de los cromosomas. Los errores en la segregacion meiética de cromosomas
originan gametos aneuploides que pueden causar diversas patologias.

La finalidad de este proyecto de tesis ha consistido en entender mejor los mecanismos moleculares
que controlan la funcién del checkpoint de recombinacion meidtica en la levadura de gemacién Saccharomyces
cerevisiae. Para ello, hemos estudiado la funcién de la proteina Ddc2 en el checkpoint de recombinacion
meidtica. Ddc2 junto con Mec1 constituyen un complejo sensor del dafio en el DNA en células vegetativas,.
Hemos determinado que Ddc2 participa en el checkpoint de recombinacion meidtica puesto que su delecion
suprime el bloqueo meidtico que sufren diferentes mutantes de sinapsis y/o recombinacién, como sae2,
dmc1, hop2 y zip1, originando productos meidticos inviables. La produccién de Ddc2 se induce en la profase
meidtica y la proteina se hiperfosforila en respuesta a la acumulaciéon de DSBs sin reparar. Sin embargo, los
sitios consenso de fosforilacion por Mec1 (S/T-Q) no son necesarios para su funcion de checkpoint. Mediante
estudios de microscopia de fluorescencia y de inmunoprecipitacién de cromatina, hemos demostrado que Ddc2
se localiza en forma de focos multiples, que se acumulan en los mutantes meioticos de forma dependiente de
RPA sefializando la presencia de intermediarios de recombinacién sin reparar. Ademas, hemos detectado una
localizacion alternativa de Ddc2, independiente de la recombinacion, en el huso de la profase meiética.

Se ha descrito que en el mutante sae2 de S. cerevisiae no existe procesamiento nucleolitico de las
DSBs meidticas; sin embargo, inesperadamente, hemos observado focos meidticos de Ddc2 en sae2 lo que, en
principio, implicaria la existencia de regiones de ssDNA. Diversas evidencias, como la generacion de focos de
RPAy de BrdU, asi como la activacion de la kinasa efectora Mek1 de forma dependiente de Spo11, confirman la
formacion de ssDNA derivado de DSBs meioticas en sae2. Proponemos que una fraccion de las DSBs meitticas
generadas se procesa por un mecanismo alternativo independiente de Sae2 y de otras proteinas descritas hasta
el momento implicadas en la reseccion de DSBs, como Exo1'y Sgs1.

Nuestros resultados con el estudio de Ddc2 durante la meiosis en levaduras nos han permitido avanzar
en el conocimiento de cdmo el checkpoint de recombinacion meidtica es capaz de detectar la existencia de
errores y detener la progresion de la meiosis. Puesto que ATRIP, la proteina homdloga de Ddc2 en mamiferos, se
localiza en cromosomas meioticos es probable que esta funcidn esté conservada en la evolucion.
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Introduccion

1.- MECANISMOS DE VIGILANCIA DEL CICLO CELULAR O CHECKPOINTS

Para asegurar la viabilidad de los organismos y de sus descendientes debe haber una fina coordinacion
entre las distintas etapas del ciclo celular mitético y meidtico. La supervivencia de todos los organismos depende
de la completa duplicacién de la informacion genética y de la correcta transmisién de ésta a las células hijas
cuando se produce la division celular.

El genoma de las células es relativamente estable pero es atacado constantemente de forma espontanea
por factores endogenos y exdgenos tales como especies reactivas de oxigeno (resultantes del metabolismo
celular) o agentes fisicos y quimicos como la radiacién ultravioleta (UV), la radiacién ionizante y compuestos
ambientales derivados de la actividad del hombre. Todos estos factores pueden alterar la estructura quimica
del genoma, produciendo en ocasiones roturas en el mismo. Si las lesiones en el DNA son DSBs, ya se hayan
producido de forma accidental o de forma programada, éstas se reparan gracias a dos mecanismos: la unién
de extremos no homélogos (Non-Homologous End-Joining o NHEJ) y la recombinacién homologa (Homologous
Recombination o HR). El dafio en el DNA no solo se produce de forma accidental por los agentes mencionados,
sino que también puede producirse de forma programada, como ocurre en la recombinacion V(D)J y de cambio de
clase durante la diversificacion de inmunoglobulinas en mamiferos (Gellert, 1996; Maizels, 2005), en el cambio de
tipo sexual en levaduras (Haber, 1998) y en la meiosis al iniciarse la recombinacién meiética entre cromosomas
homologos mediante la induccion de DSBs (Roeder, 1997).

Para mantener la integridad en el genoma, las lesiones en el genoma deben ser reparadas. Para ello,
ademas de multiples sistemas de reparacion, los organismos eucariotas cuentan con unos sistemas de control
muy conservados en la evolucién que se denominan checkpoints. El término de “checkpoint” fue introducido a
finales de los afios 80 por Weinert y Hartwell estudiando la interdependencia de una serie de procesos que tenian
lugar durante el ciclo celular. Los checkpoints son rutas de sefializacion que monitorizan la progresion del ciclo
celular asegurando la correcta finalizacidén de cada una de sus etapas de modo que no se inicia un evento tardio
hasta que se ha completado con éxito uno mas temprano (Hartwell and Weinert, 1989). Cuando se producen
lesiones en el genoma, la activacion del checkpoint de dafio en DNA o del checkpoint de recombinacion meiética
bloquea o retrasa la progresion del ciclo celular mitotico o meiético, respectivamente, otorgando a las células
un tiempo adicional para la reparacion del DNA dafiado (Hochwagen and Amon, 2006; Longhese et al., 2006;
Longhese et al., 2008).

De este modo, los mecanismos de checkpoint contribuyen al mantenimiento de la estabilidad genoémica
y, en el caso de humanos, reducir el riesgo de predisposicion, inicio y desarrollo de varios tipos de cancer y de
enfermedades genéticas hereditarias (Aguilera and Gomez-Gonzalez, 2008).

Apesar de que existen algunas diferencias que se acentian a medida que el organismo es mas complejo,
los mecanismos de checkpoints de integridad de DNA estan muy conservados en la evolucion y los estudios en
organismos modelo como la levadura Saccharomyces cerevisiae ha aportado informacion muy valiosa acerca
de su funcionamiento (Melo and Toczyski, 2002; Harrison and Haber, 2006). En los siguientes apartados se
describen los aspectos mas relevantes de estos procesos centrandonos en S. cerevisiae, que es el organismo
utilizado en este trabajo.
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1.1.- Los checkpoints de integridad del genoma

En S. cerevisiae, se pueden distinguir diferentes checkpoints de dafio en el DNA dependiendo del
momento en el que se produzcan las lesiones en el genoma, como el que retrasa la transicion G1/S, bloquea
la transicion G2/M, o el checkpoint intra-S que ralentiza la progresion por fase S. Ademas, el checkpoint de
replicacién detiene la progresion del ciclo celular e inhibe la activacion de origenes de replicacién tardios en
respuesta a estrés replicativo para evitar la entrada en mitosis sin haber replicado totalmente el material genético
(Figura 1) (Nyberg et al., 2002). EI mantenimiento de la integridad del genoma depende también de la existencia
de otros checkpoints, como el checkpoint de ensamblaje del huso, que monitoriza la correcta unién de los
cromosomas a los microtubulos del huso durante la mitosis y detiene la progresion del ciclo celular hasta que los
cromosomas estan correctamente alineados en la placa metafasica (Figura 1) (Musacchio and Salmon, 2007).

Checkpoint de ensamblaje del huso
Checkpoint de dafio X{
enel DNAG,/M

Checkpoint de dafio
enel DNAG,/S

Checkpoint de
replicacion

{

Checkpoint de dafio
enel DNAintra-S

Figura 1. Los checkpoints de integridad del genoma. Se representan esquematicamente los diferentes mecanismos de vigilancia
que existen dependiendo de la fase del ciclo mitético en la que se encuentre la célula y de las alteraciones que disparan el checkpoint.

Ademas, en mitosis existe un checkpoint dependiente de la proteina Bub2, la cual, forma un com-
plejo con Bfa1 (Alexandru et al., 1999; Fesquet et al., 1999; Fraschini et al., 1999; Li, 1999) que monitoriza
la posicion del huso (Hoyt, 2000) e inhibe la salida de mitosis a través de la regulacién negativa de MEN
(Mitotic Exit Network) (Fesquet et al., 1999). Por Ultimo, existe un mecanismo de vigilancia que es especifi-
co de meiosis, el checkpoint de recombinacion meidtica o de paquitene que impide la entrada en meiosis |
hasta que se hayan completado correctamente procesos como el apareamiento de los cromosomas ho-
mologos, la sinapsis y la recombinacion (Figura 2) (Roeder and Bailis, 2000; Hochwagen and Amon, 2006).

prgr?li(iaéﬁca =) Profase EXT) Meiosis| EEZ) Meiosis || EXT) Gametos

Checkpoint de
recombinacion meiotica

Figura 2. El checkpoint de recombinacion meidtica. Se indican diferentes eventos de la meiosis. Cuando hay defec-
tos o errores en la profase de la meiosis el checkpoint de recombinacion meiética bloquea o ralentiza la entrada en meiosis |.
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1.1.1.- Componentes del checkpoint de dafio en DNA

Los componentes clave de las rutas de checkpoint del DNA incluyen proteinas que detectan los errores
y el dafio en el DNA, proteinas mediadoras que transmiten la sefial y proteinas efectoras que actian sobre
las correspondientes dianas celulares produciendo la respuesta biolégica adecuada. Esta respuesta, como ya
hemos mencionado, puede ser una parada o un retraso en el ciclo celular y la activacion o represion de otras
rutas que son necesarias para la completa recuperacion de la célula. A continuacion, se describen los diferentes
grupos de proteinas que actuan en las rutas del checkpoint de dafio en el DNA en S. cerevisiae que en su
mayoria estan conservadas en otros organismos (Tabla 1).

Tabla 1.- Proteinas del checkpoint de respuesta al daio en el DNA

Clase Funcién S. cerevisiae S. pombe Mamiferos

Sensores Deteccion del dafio Mre11/Rad50/Xrs2  Rad32/Rad50/Nbs1 MRE11/RAD50/NBS1
Rfa1/Rfa2/Rfa3 Rfa1/Rfa2/Rfa3 Rpa1/Rpa2/Rpa3
Rad24/Rfc2-5 Rad17/RFC3 Rad17/RFC2-5

Ddc1/Mec3/Rad17 ~ Rad9/Hus1/Rad1 Rad9/Hus1/Rad1

Elg1 -
Sensores/ o . Mec1/Ddc2 Rad3/Rad26 ATR/ATRIP
Transductores Se unen a los sitios de dafio
Tel1 Tel1 ATM
Adaptadores  Median la activacion de Mrc1 Mrc1 Claspina
las kinasas efectoras Rado Crb2/Rph 53BP1
Dpb11 Cutb/Rad4 TopBP1
- - BRCA1y MDC1
- Inducen respuesta global de
K
nasas la célula frente a agresiones ~ Radd3 Cds1 Chk2
efectoras . 2
mediante fosforilacion de Chk1 Chk1 Chk1
sustratos diana
Dianas Responsables directas de Pds1 Securina
Ig respuesta global Qe la Cdc20 p55CDC/CDC20
célula frente a agresiones
p53
Cdc25 Cdc25A-C
PLK1
Bfa1
Rad55
Dun1
Scc Rad21
SMC1/SMC3

Los huecos en blanco indican que o bien la proteina homologa no es diana del checkpoint 0 no se conoce que o
sea. El guion indica que no hay hémologo conocido.
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1.1.1.1.- Sensores

Dependiendo del tipo de lesion detectada se activan unos mecanismos sensor u otros. Cuando el
dafio que se produce en el genoma son DSBs, el mecanismo sensor que las detecta es el complejo MRX que
esta formado por las proteinas Mre11-Rad50-Xrs2 (MRX) (Morales et al., 2005). A continuacion, se produce
la degradacién exonucleolitica de la DSB a partir de sus extremos 5" generando ssDNA con extremos 3'-OH
libres. Recientemente, se han realizado estudios que han revelado que el procesamiento de los extremos implica
multiples pasos y que se puede dividir en dos estadios: un procesamiento inicial seguido de un procesamiento
mas prolongado e intensivo necesario para alcanzar los niveles adecuados de ssDNA. En el procesamiento
inicial a ssDNA participan el complejo MRX mediante la exonucleasa Mre11 y la endonucleasa Sae2 (Lengsfeld
et al., 2007). El procesamiento mas activo estd compuesto por dos rutas redundantes que estan por debajo
del procesamiento iniciado por MRX y Sae2. La primera consta de la proteina Exo1 (una exonucleasa 5°-3") y
la segunda consta de un conjunto de proteinas formado por la nucleasa Dna2, y el complejo que desenrolla el
DNA'y que esta formado por la helicasa Sgs1 y las proteinas Rmi1 y Top3 (Gravel et al., 2008; Liao et al., 2008;
Mimitou and Symington, 2008; Zhu et al., 2008; Budd and Campbell, 2009).

Una vez que se ha generado el ssDNA, se une el complejo multiproteico RPA (Replication Protein A).
La unién de RPA hace posible el reclutamiento de los complejos Rad24-RFC y “9-1-1” a los sitios de dafio (Kim
and Brill, 2001; Lisby et al., 2004; Majka et al., 2006). El complejo Rad24-RFC esta formado por la proteina
Rad24, que es estructuralmente similar a la subunidad mayor (Rfc1) del factor de replicacion (RFC) implicado
en la replicacién del DNA, y por otras cuatro subunidades del RFC (Rfc2, Rfc3, Rfc4 y Rfc5). En la levadura
de gemacion, el complejo Rad24-RFC atrae al complejo conocido como “9-1-1” a la zona dafiada, el cual, en
S. cerevisiae esta formado por las proteinas Ddc1, Mec3 y Rad17. Este trimero se parece estructuralmente al
PCNA (Proliferating-Cell Nuclear Antigen) que funciona durante la replicacion y la reparacién del DNA (Majka and
Burgers, 2003). EI complejo “9-1-1" necesita de Rad24-RFC para unirse a los sitios de dafio, al igual que ocurre
con RFC, el cual, es necesario para cargar PCNA durante la replicacion (Melo et al., 2001; Lisby et al., 2004).

En los lugares donde se estan produciendo las lesiones, no sélo se reclutan los complejos sensor que
acabamos de mencionar, sino que de forma independiente también son atraidas dos kinasas de la familia PI3KK
(Phosphatidyl-Inositol-3” Kinase-like Kinase), que son necesarias para la transmision de la sefial hacia el resto
de componentes de la ruta de checkpoint (Falck et al., 2005). En S. cerevisiae estas kinasas son Mec1y Tel1. La
kinasa sensor Mec1 se asocia ala subunidad reguladora Ddc2, la cual, es fosforilada por Mec1 cuando hay dafio en
el DNA (Paciotti et al., 2000). Mec1 se activa en repuesta a horquillas de replicacion colapsadas, DSBs y lesiones
generadas por agentes genotdxicos. Aunque Ddc2 se une a los sitios de dafio en DNA independientemente de
Mec1, es necesaria para el reclutamiento de Mec1 a las lesiones. Este reclutamiento de Mec1 por Ddc2 es crucial
para la respuesta al dafio en el DNA (Rouse and Jackson, 2002). La proteina Ddc?2 tiene una gran afinidad por
RPA que como ya hemos dicho, se une al ssDNA, lo que sugiere que el complejo formado por Mec1/Ddc2 se
une a través de RPA a los sitios de dafio 0 a intermediarios de recombinacion que contienen regiones con ssDNA
(Zou and Elledge, 2003). Se ha visto que para que la union de Mec1/Ddc2 al DNA sea estable, es necesario que
se produzca la interaccion entre RPA y Ddc2 (Ball et al., 2007). La unién de Mec1/Ddc2 a RPA durante la fase
G1 depende ademas del complejo “9-1-1”. Ademas, durante las fases S y G2, el complejo “9-1-1" y la kinasa
dependiente de ciclina Cdc28 cooperan independientemente junto con RPA en el reclutamiento de Mec1/Ddc2.
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Por tanto, la colocalizacion del complejo Mec1/Ddc2 y el complejo “9-1-1” junto con la actividad kinasa de Cdc28
son necesarias para la activacion completa de Mec1, independientemente de la fase en la que se encuentre la
célula (Barlow et al., 2008). Ademas se ha visto que la colocalizacién de la proteina Ddc1 (del complejo “9-1-17)
junto con Mec1/Ddc2 es suficiente para activar la respuesta al dafio en el DNA (Bonilla et al., 2008). El encargado
de reclutar la otra kinasa de la familia PI3KK, Tel1, a las DSBs, es el complejo MRX a través de la subunidad
Xrs2. Aunque en S. cerevisiae la activacion del checkpoint de dafio en el DNA depende casi exclusivamente de
la kinasa Mec1, se ha observado que la interaccion de MRX-Tel1 es suficiente para estimular la respuesta en
circunstancias especificas, como en ausencia de Mec1 o en presencia de multiples lesiones (Mantiero et al.,
2007). La explicacion de que Tel1 sea menos importante en levaduras puede ser debido a que el procesamiento
de las DSBs a ssDNA es muy eficiente y conduce a una activacion del checkpoint mediada por Mec1. En cambio,
el complejo MRX-Tel1 es necesario principalmente para mantener la longitud de los telomeros (Lydall, 2003;
Viscardi et al., 2005).

1.1.1.2- Efectores

Las PI3KKs Mec1 y Tel1 regulan las proteinas diana a través de la activacién de proteinas efectoras a
las que fosforilan en residuos serina/treonina que preceden a residuos de glutamina, los denominados motivos
S/T-Q. Las kinasas efectoras son intermediarios esenciales en las rutas de checkpoint en levaduras y actuan al
final de éstas induciendo el bloqueo del ciclo celular mediante la fosforilacion de sus sustratos diana que son los
encargados de regular el ciclo. En S. cerevisiae existen dos cascadas de sefializacion mediadas por las kinasas
efectoras Chk1y Rad53 (Pellicioli and Foiani, 2005).

Los miembros de la familia Chk1 tienen un dominio kinasa caracteristico en el extremo amino terminal
y ciertas regiones de homologia en su extremo carboxilo terminal. Rad53 pertenece a la familia de kinasas
de Chk2, cuyas caracteristicas estructurales son un domino FHA (ForkHead-Associated) en su extremo amino
terminal y un dominio kinasa carboxilo terminal (McGowan, 2002). Rad53 fue la primera proteina de la familia que
se describié y es la Unica que porta dos dominios FHA, cada uno en un extremo de la proteina (Sun et al., 1998).
Como ya hemos mencionado, las rutas de checkpoint estan muy conservadas evolutivamente, pero existen
diferencias importantes con respecto a la relevancia de las kinasas efectoras en las fases del ciclo celular. Chk1
participa fundamentalmente en el checkpoint G2/M y aunque tiene un papel relevante en el mantenimiento de la
estabilidad de las horquillas de replicacion cuando hay dafio en el DNA (Segurado and Diffley, 2008), su funcion
en la respuesta celular al dafio en S. cerevisiae no es tan importante como el que tiene Rad53. La kinasa Rad53
tiene un papel esencial en todas las rutas de integridad genética de la célula pero en su ausencia, es Chk1 la que
previene el colapso de las horquillas de replicacion. La redundancia entre las kinasas proporciona a la célula la
capacidad de responder ante lesiones en el DNA garantizando asi su supervivencia.

1.1.1.3- Adaptadores

Las proteinas adaptadoras o0 mediadoras se encargan de promover la interaccion entre las kinasas
sensor (PI3KKs) y las kinasas efectoras (Chk1 y Rad53). Los adaptadores no sdlo determinan qué ruta de
checkpoint se va a activar dependiendo de la naturaleza de la sefial, sino que, ademas favorecen la amplificacion
de ésta. El mecanismo general consiste en que los sensores activados reclutan los adaptadores que son
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fosforilados. De esta forma, éstos pueden atraer los efectores a los sitios de dafio, los cuales, a su vez también
se activan mediante fosforilacion.

Las proteinas adaptadoras mejor estudiadas en las levaduras son:

- Mrc1: esta implicada en el checkpoint de fase S y en la sefializacion de horquillas de replicacién
colapsadas. El complejo sensor Mec1/Ddc2 fosforila Mrc1 y la activa, lo cual, es necesario para la activacion de
la kinasa efectora Rad53 durante el checkpoint de fase S (Alcasabas et al., 2001; Osborn and Elledge, 2003).
Mrc1, aunque no es esencial, se requiere también para la replicacion normal del DNA en ausencia de estrés
replicativo (Szyjka et al., 2005).

- Proteinas adaptadoras con dominios BRCT: son un grupo de proteinas que tienen en su extremo
carboxilo el domino BRCT (BRCA1 C-Terminus). Las proteinas que contienen dominios BRCT participan en
varios aspectos de la respuesta al dafio en el DNA, tanto en los mecanismos de checkpoint como en las rutas de
reparacion. Los dominios BRCT pueden mediar las interacciones proteina-proteina dependientes de fosforilacion
en esos procesos. En este grupo se incluye la proteina Rad9 que es necesaria para la activacion del checkpoint
de dafio permitiendo la fosforilacion de Rad53 por Mec1 (Schwartz et al., 2002; Sweeney et al., 2005). Rad9 es
esencial para la sefalizacion del dafio en el DNA durante las fases del ciclo celular G1y G2/M, mientras que en la
fase S, su funcién en el checkpoint de replicacidn no es necesaria, siendo Mrc1 la que la sustituye. En la respuesta
al dafio en DNA juegan un papel muy importante factores que regulan la estructura de la cromatina, como los
modificadores de histonas y los remodeladores de la cromatina. En las células mitdticas, la proteina Dot1 lleva a
cabo la metilacion de la histona H3 en la lisina 79 (H3K79) (van Leeuwen et al., 2002). Esta metilacion mediada
por Dot1 esta implicada en la activacién de la kinasa Rad53 a través del adaptador Rad9 (Giannattasio et al.,
2005; Wysocki et al., 2005). Ademas, se ha comprobado que el reclutamiento de cohesina a una DSB depende
de tanto Dot1 como Rad9 (Conde et al., 2009). Esta carga de cohesina facilitaria la reparacién de DSBs mediante
la recombinacién con la cromatida hermana al mantener las cromatidas hermanas unidas (Unal et al., 2004;
Cortes-Ledesma and Aguilera, 2006). En el grupo de proteinas adaptadoras con dominios BRCT se encuentra
también la proteina Dpb11, la cual, activa directamente la kinasa Mec1 que fosforila Rad53 (Navadgi-Patil and
Burgers, 2008). Dpb11 interacciona con la subunidad Ddc1 del complejo “9-1-1” y participan en el inicio de la
replicacion y en la reparacion por recombinacion homologa (Araki et al., 1995; Kamimura et al., 1998; Ogiwara
et al., 2006). Aunque Dpb11 y el complejo “9-1-1" activan independientemente a Mec1, se ha sugerido que en su
funcidn en el checkpoint podria existir una compensacion parcial entre ellas (Navadgi-Patil and Burgers, 2008).

Los mediadores en mamiferos son Brcal, MCD1, 53BP1 (homologa a Rad9), TopBP1 (homdloga a
Dpb11) y la proteina claspina (homoéloga a la proteina Mrc1).

1.1.1.4- Dianas

Las kinasas efectoras juegan un papel clave en los checkpoints que regulan la parada o retraso del ciclo
celular mediante la fosforilacion de multiples dianas. Chk1 fosforila la securina Pds1 retrasando la degradacién de
las cohesinas que mantienen unidas a las cromatidas hermanas, impidiendo asi su segregacion (Cohen-Fix and
Koshland, 1997; Wang et al., 2001). Ademas, tanto Rad53 como Chk1 parecen suprimir la tltima fase de la salida
de mitosis impidiendo la liberacion de la fosfatasa Cdc14 del complejo que forma con Net1 en el nucleolo. Asi,
se inhiben las rutas MEN y FEAR (Cdc-Fourteen Early Anaphase Release) respectivamente (Liang and Wang,
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2007). La liberacién de Cdc14 marca el final de la mitosis a través de la defosforilacion de las dianas de Cdk1,
conduciendo a la degradacion de las ciclinas mitdticas, la induccion de la transcripcion del gen SICT1 que codifica
el inhibidor de Cdk1 y la estabilizacion de la proteina Sic1 (Visintin et al., 1998). La activacién del checkpoint
también también afecta a la la kinasa dependiente de Dbf4 (DDK), la cual, activa origenes de replicacién. En la
levadura de gemacion, Dbf4 es fosforilada por Mec1 cuando persiste el dafio en el DNA (Cheng et al., 1999).

En respuesta al dafio en el DNA durante la transicién G1/S, el bloqueo del ciclo celular producido por
la activacion del checkpoint se debe al descenso en la expresion de las ciclinas CLN7y CLN2 promovido por
la fosforilacion de los factores de transcripcion Swi4 y Swi6 por la kinasa Rad53 (Sidorova and Breeden, 1997).

1.2.- El checkpoint de ensamblaje del huso

El complejo proteico de cohesinas es el encargado de mantener la union entre las cromatidas hermanas
(Michaelis et al., 1997). En anafase, la proteasa encargada de la eliminacion de las cohesinas es la separasa Esp1,
la cual, es activada en la transicion de metafase a anafase a través de la degradacion su inhibidor, la securina
Pds1, mediante la ligasa de ubiquitina APC/C (Anaphase Promoting Complex/Cyclosome). La liberacién de la
separasa permitira que ésta elimine las cohesinas produciendo asi la separacion de las cromatidas hermanas.

Existe un mecanismo de vigilancia denominado checkpoint de ensamblaje del huso o SAC (Spindle
Assembly Checkpoint) que funciona en las células eucariéticas en mitosis y meiosis. Este checkpoint retrasa
el comienzo de la separacion de las cromatidas hermanas hasta que todas ellas estén ancladas correctamente
al huso previniendo asi la separacion precoz de éstas (Amon, 1999). La sefializacion del SAC en prometafase
produce la formacion del MMC (Mitotic Checkpoint Complex), que inhibe el APC/C. El complejo MMC contiene tres
proteinas del SAC: Mad2, Mad3 y Bub3 que, junto con Cdc20 podrian ser los efectores del SAC. EI SAC regula
negativamente la capacidad de Cdc20 para activar el APC/C impidiendo la poliubiquitilacion de dos sustratos
clave, la ciclina B y la securina Psd1. Al controlar la actividad de Cdc20, el SAC prolonga la prometafase hasta
que los cromosomas estén bi-orientados en la placa metafasica hacia polos opuestos del huso (Musacchio and
Salmon, 2007).

1.3.- El checkpoint de orientacidn del huso

En las células de levadura la unién de la madre con la yema determina el lugar donde va a tener lugar
la citoquinesis (Segal and Bloom, 2001). La ruta MEN (Mitotic Exit Network) es una cascada de sefializacion
que determina la salida de mitosis, que es la transicién final del ciclo celular que conduce a la generacion de
dos células hijas genéticamente idénticas. Las proteinas Bfa1 y Bub2 son componentes de la ruta MEN y son
activadores (GAP) de de la GTPasa Tem1 que actla al principio de la ruta. Bfa1 y Bub2 mantienen Tem1 en su
forma inactiva unida a GDP durante la mayor parte del ciclo celular (Stegmeier and Amon, 2004). Ademas de ser
componentes claves de la ruta MEN, las proteinas Bfa1 y Bub2 son componentes esenciales del de orientacion
del huso 0 SPOC (Spindle PQOsitioning Checkpoint) (Valerio-Santiago and Monje-Casas, 2011), un mecanismo de
vigilancia que regula la fidelidad en la transmisién del material genético a través del control de posicionamiento
del nucleo. El SPOC retrasa la salida de mitosis o MEN cuando el huso en anafase no esta correctamente
colocado en la célula madre, evitando asi la generacion de células aneuploides. Por tanto, este checkpoint
detecta los defectos en orientacion del huso e inhibe la ruta MEN en las células con un huso de anafase que no
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esta correctamente alineado en el eje célula madre-célula hija.

2.- LAMEIOSIS

En los organismos eucariotas que se reproducen sexualmente tiene lugar la meiosis, un proceso de
divisién celular especializada. En la meiosis se parte de una célula madre en la que tiene lugar una Unica fase
de replicacion del DNA seguida de dos rondas consecutivas de segregacion de los cromosomas, consiguiendo
asi reducir a la mitad la dotacidén cromosomica de las células hijas resultantes. Por tanto, a partir de una célula
diploide (2n) se obtienen cuatro células haploides (n) que son los gametos. La meiosis tiene la particularidad de
que en la primera segregacién cromosdmica las cromatidas hermanas permanecen unidas, a diferencia de lo
que ocurre en mitosis, y segregan los cromosomas homdlogos, uno procedente del padre y otro de la madre.
La meiosis es necesaria para mantener el nimero de cromosomas correcto cuando los gametos haploides se
fusionan para dar lugar a la formacion de un zigoto.

La dinamica que siguen los cromosomas a lo largo de la meiosis es muy compleja. La meiosis comienza
con una fase S o de replicacion premeiotica del DNA en la que se establece la cohesion entre las cromatidas
hermanas. Después de la replicacion del DNA tiene lugar la profase meiética, en la se producen procesos como
el apareamiento, la sinapsis y la recombinacidn entre los cromosomas homélogos. A continuacion, se produce
la segregacidn de los cromosomas homdélogos en la meiosis | hacia polos opuestos de la célula seguida de la
separacion de las cromatidas hermanas durante la meiosis |1, tal y como ocurre en la mitosis. En la meiosis tienen
lugar tres procesos unicos y diferenciados, que son esenciales para una distribucién correcta de los cromosomas
a los gametos. El primero es que como resultado del proceso de recombinacion meidtica entre cromosomas
homologos, se producen entrecruzamientos entre las cromatidas no hermanas que generan unas conexiones
fisicas entre los homologos denominadas quiasmas, las cuales, son necesarias para la segregacion correcta de
los cromosomas en la meiosis I. El segundo es que para que las cromatidas hermanas migren al mismo polo de
la célula en la meiosis | también se necesita la orientacién monopolar de los cinetocoros hermanos asociados
a los microtubulos, lo que, junto con los quiasmas entre homologos generan la tension necesaria para que los
cromosomas se orienten en la placa metafasica y segreguen correctamente (Figura 3). Y el tercero es que
durante la meiosis, la cohesidn entre las cromatidas hermanas se elimina de una forma secuencial, primero a lo
largo de los brazos de los cromosomas durante la meiosis |y, segundo en las regiones pericentroméricas durante

la meiosis I.
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Figura 3. Segregacion meiédtica de los cromosomas. Se representa la unidn fisica de los cromosomas a través de los
quiasmas, los cuales, son necesarios para la correcta segregacion de los cromosomas. Se observa como las cohesi-
nas se mantienen a lo largo de los brazos de los cromosomas hasta la meiosis |, momento en el cual, son eliminadas por
la separasa y quedan protegidas en las regiones pericentroméricas por la sugosina hasta la meiosis I donde ya se elimina.
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2.1.- Etapas de la meiosis.
A continuacion se describen brevemente los principales eventos mei6ticos. Aunque es un proceso
tremendamente conservado, se hace referencia fundamentalmente a la levadura S. cerevisiae.

2.1.1.- La replicacion premeidtica del DNA

La primera de la etapas de la meiosis es la fase S premeiética donde tiene lugar la replicacién del
DNA. Se ha comprobado que la mayoria de las proteinas que son necesarias para la replicacion del DNA en
mitosis, también lo son para la fase S de la meiosis. En esta fase premeittica se produce la asociacién entre las
cromatidas hermanas mediante el complejo de cohesina, en el que se incorpora Rec8, una cohesina especifica
de meiosis. La regulacién de la sintesis y degradacion de esta cohesina sera un elemento clave para que se
produzcan correctamente las segregaciones de los cromosomas durante la meiosis | y Il.

Ademés, se ha demostrado que la replicacion y la recombinacion del DNA meidtico son procesos
que estan estrechamente relacionados y regulados tanto a nivel espacial como temporal. La actividad CDK
(Cyclin-Dependent Kinase) asociada a las ciclinas Clb5 y Clb6 tiene un papel crucial en disparar el inicio de la
replicacion y la activacion de Spo11 durante la meiosis, existiendo una estrecha coordinacién entre la replicacion
premeidtica del DNA y la formacion de las DSBs (Dirick et al., 1998; Stuart and Wittenberg, 1998; Smith et al.,
2001; Henderson et al., 2006). Asi, recientemente, se ha demostrado que la actividad CDK regula directamente la
formacion de las DSBs a través de la fosforilacion de la proteina Mer2 (Henderson et al., 2006). Por otro lado, se
ha demostrado que la eliminacién de todas las secuencias de replicacion autdnomas (ARSs) del brazo izquierdo
del cromosoma llI confiere un retraso en la replicacion del DNA 'y la formacion de las DSBs especificamente en
dicho brazo, lo que sugiere que existe una regulacion coordinada de ambos procesos a nivel cromosémico. Tal
control aseguraria que las DSBs no se formaran antes de la completa replicacién del DNA (Borde et al., 2000;
Murakami et al., 2003).

2.1.2.- La profase meidtica

Después de que las células hayan replicado el DNA entran en la etapa siguiente que corresponde a la
fase G2 del la primera division meittica, pero que habitualmente se conoce como profase meiética. La profase
es la etapa de mayor duracion de la meiosis y en la que tienen lugar procesos cruciales como el apareamiento,
la sinapsis y la recombinacion.

2.1.2.1.- El apareamiento y la sinapsis: formacién del Complejo Sinaptonémico (SC)

Se conoce como apareamiento meidtico de los cromosomas al proceso por el que los homdlogos se
encuentran entre si dentro del nlcleo y se alinean en la distancia. La agrupacion de los telémeros en una zona
de la envoltura nuclear juega un papel importante en este proceso.

El apareamiento culmina con la sinapsis, que es la union fisica de los cromosomas homoélogos a través
de una estructura proteica denominada complejo sinaptonémico (SC). En estudios previos del ensamblaje del
SC en la levadura de gemacién se ha sugerido que la sinapsis se inicia en los lugares donde se producen
los entrecruzamientos, pero mas recientemente se ha visto que es en los centromeros donde se produce mas
frecuentemente el inicio de la misma (Tsubouchi et al., 2008).
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El SC esta formado por dos elementos laterales y los cromosomas meiéticos se disponen formando
bucles de cromatina cuyas bases se asocian a estos ejes estructurales (Moens and Pearlman, 1988). Los
elementos laterales se conectan a lo largo de su longitud por unos elementos transversales que constituyen
la region central del SC. El ensamblaje del SC ocurre de forma paralela a la recombinacién, de modo que
los elementos laterales, se forman a la vez que las DSBs (Padmore et al., 1991) y se conectan mediante los
elementos transversales del SC coincidiendo con la invasion de la cadena homoéloga (ver mas abajo) (Hunter
and Kleckner, 2001).

En la levadura de gemacion, Red1, Hop1 y Mek1 son componentes estructurales de los elementos
laterales y, ademas, participan en el checkpoint de recombinacion meiotica. Por su parte, la proteina Zip1 es el
principal componente de la region central del SC (Sym et al., 1993). Esta proteina es necesaria para la sinapsis
correcta de los cromosomas homdlogos y, ademas, participa en la resolucion de los entrecruzamientos. Al final de
la profase (diplotene), el SC se desensambla pero los cromosomas permanecen ligados debido a los quiasmas.

2.1.2.2.- La recombinacion meittica

Dentro de la profase, concretamente en el estadio denominado leptotene, comienza la recombinacion
meidtica, la cual, ha sido especialmente estudiada en S. cerevisiae. La recombinacion meiética se inicia la
formacion de DSBs catalizadas por Spo11 (Keeney, 2001), una topoisomerasa especifica de meiosis que en S.
cerevisiae actla junto con, al menos, otras nueve proteinas mas: Rec102, Rec104, Rec114, Mei4, Mer2, Rad50,
Mre11, Xrs2 y Ski8/Rec103. En la levadura de gemacion se inducen una media de 200 DSBs meiéticas por célula
que tienen que ser procesados para generar ssDNA con extremos 3'-OH libres. Esto sirve como substrato de
Dmc1y Rad51, que son proteinas homélogas a la proteina RecA de Escherichia coli (Bishop, 1994; Hunter and
Kleckner, 2001) y catalizan la invasién por parte de una de las cadenas sencillas que se ha generado en la cadena
de una cromatida intacta procedente del cromosoma homdlogo para asi, poder ser reparada (Figura 4). Dmc1
se produce exclusivamente en meiosis y es la responsable de la mayoria de la recombinacion homdéloga que
tiene lugar en ella. Rad51 actuia tanto en la reparacién de DSBs en células vegetativas como en la recombinacion
meiotica. Después de la invasion se produce la sintesis del DNA utilizando como molde la cadena de la cromatida
del cromosoma homélogo. Esta sintesis termina cuando la cadena desplazada de la cromatida no hermana se
enfrenta con el extremo 3'-OH del lado opuesto del DSB y comienza a sintetizarse DNA del mismo. Cuando
finaliza la sintesis, los extremos 3-OH se ligan. Si el intermediario que se ha generado se procesa segun el
modelo de reparacion de las DSBs o0 DSBR (double strand break repair) (Szostak et al., 1983), el resultado es
la formacién de una estructura denominada union de Holliday doble (dHJ, double Holliday Junction, en honor
a su descubridor Robin Holliday en 1964). Las dHJ pueden ser resueltas como entrecruzamientos reciprocos
(crossovers 0 COs) 0 no reciprocos (noncrossovers 0 NCOs). Los COs dan lugar a unas estructuras denominadas
quiasmas. En mutantes en los que las dHJs no se pueden resolver (ndt80, cdc5), se reduce el nimero de COs
pero la formacién de NCOs no se ve afectada (Allers and Lichten, 2001; Clyne et al., 2003) (Figura 4). Esto se
explica mediante una nueva ruta que se denomina reasociacion de cadenas dependiente de sintesis 0 SDSA
(Synthesis-Dependent Strand Annealing) y que consiste en la cadena generada se separa de la doble hélice
homdloga y anilla con el otro extremo libre de la DSB. Por Ultimo, la sintesis se completa y los extremos se ligan.
Por tanto, a partir de esta ruta alternativa como se acaba de detallar s6lo podran formarse NCOs. En la meiosis la
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frecuencia de formacion de COs puede llegar a un 66%. Esta frecuencia es mucho méas elevada que en mitosis,
dénde tan solo llega a un 20% (Prado et al., 2003).

Invasion de la ::x:/—
cadena sencilla —

® @
® ¢

co NCO

Figura 4. La recombinacion meidtica. Los DSBs generados por la proteina Spoll se reparan median-
te su reseccion a cadena sencilla (ssDNA) y la invasion de este ssDNA en la cromatida intacta del cromosoma homdlo-
go dando lugar a uniones doble de Holliday (dHJ), cuya resolucion puede dar lugar a entrecruzamientos (COs) o no (NCOs).

Los eventos de recombinacion meidtica no estan distribuidos uniformemente a través del genoma.
De hecho, la frecuencia de intercambio mei6tico por unidad de distancia fisica cambia en varios 6rdenes de
magnitud de una regién a otra. En S. cerevisiae generalmente los DSBs se generan a una distancia media de
5 kb y la recombinacién ocurre en un intervalo de 1-2 kb alrededor de ellos (Lichten and Goldman, 1995) pero
excepcionalmente, también puede producirse recombinacion meiética alejada de los cortes (Baudat and Nicolas,
1997). Para el mapeo de las DSBs a lo largo de todo el genoma de la levadura de gemacién se han utilizado
tradicionalmente mutantes que acumulan DSBs sin procesar ni reparar, como el mutante rad50S, en el cual, la
proteina Spo11 permanece covalentemente unida a los extremos del DNA roto (Keeney et al., 1997) y se han
detectado regiones en el genoma donde existen niveles elevados de recombinacion (hotspots) y otras en las que
las DSBs apenas se producen (coldspots) . Sin embargo, estudios mas recientes en los que han mapeado las
DSBs meiotticos en todo el genoma mediante la deteccidn del ssDNA que se genera en su procesamiento, han
revelado un paisaje mucho mas homogéneo en la distribucion de las DSBs que el inicialmente previsto (Buhler
et al., 2007; Buhler et al., 2009)

En S. cerevisiae, larecombinacidn meiotica y la sinapsis son dos procesos que ocurren simultaneamente.y
muestran cierta interdependencia (Padmore et al., 1991). Se ha demostrado que la sinapsis no es necesaria
para que se inicie la recombinacion meidtica. Por ejemplo, se ha visto que en cepas haploides de S. cerevisiae,
manipuladas para hacerlas capaces de entrar en meiosis, no es necesaria la presencia del cromosoma homélogo
para que las DSBs se formen (De Massy et al., 1994). Ademas, se ha demostrado que estas DSBs (en ausencia
del homélogo) tienen lugar con una frecuencia, temporalidad y posicion normales (Gilbertson and Stahl, 1994).
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No obstante, la sinapsis contribuye a que la recombinacién entre los homologos ocurra eficientemente. Por otro
lado, en mutantes como spo71 donde no se generan DSBs, no tiene lugar la sinapsis.

En definitiva, la recombinacion es un evento de gran importancia en la meiosis, no sdlo porque genera
variabilidad genética, sino porque es necesaria para los cromosomas segreguen correctamente. Al final de la
profase meidtica y como resultado de los entrecruzamientos entre las cromatidas de los cromosomas homélogos
se forman unas estructuras denominadas quiasmas que son las que aseguran la union de los homélogos y la
correcta segregacion de éstos a polos opuestos de la célula en la meiosis .

2.1.3.- Segregacion de los cromosomas en meiosis

En la meiosis I, que es una division reduccional, las cromatidas hermanas permanecen asociadas,
por lo que son los cromosomas homélogos los que se separan debido a que cada uno se ancla a microtdbulos
del mismo polo (mono-orientacion). Poco después de que se desmantela el huso de meiosis |, se ensambla un
segundo huso. En la meiosis Il, que es ecuacional, las cromatidas hermanas se separan una de la otra porque
ahora se unen a microtubulos procedentes de polos opuestos (bi-orientacion) (Petronczki et al., 2003; Marston
and Amon, 2004).

Como ya se ha mencionado, los entrecruzamientos entre homédlogos se producen durante la profase
y son los que constituyen los quiasmas, que son conexiones estables que unen los cromosomas homélogos.
La segregacion correcta de los cromosomas durante el ciclo meidtico depende de una serie de mecanismos
que aseguran la correcta orientacion de las cromatidas hermanas en meiosis |. Estos mecanismos se basan en
modificaciones en los propios cromosomas y son claves porque si se producen fallos en ellos se generaria una
progenie aneuploide. Los cinetocoros son estructuras proteicas cuya funcién es la asociacion de los cromosomas
alos microtubulos del huso. En la primera divisién meiotica lo que ocurre es que los cinetocoros de las cromatidas
hermanas se anclan a los microtubulos del mismo polo. Esta mono-orientacién de los cinetocoros depende
de unas proteinas especificas, llamadas monopolinas, las cuales, evitan la bi-orientacion que tiene lugar en la
segunda division meidtica. Entre las multiples funciones meitticas de la kinasa polo Cdc5 (Clyne et al., 2003; Lee
et al., 2003; Sourirajan and Lichten, 2008; Acosta et al., 2011), una de ellas es la regulacién de la localizacion
del complejo monopolina en los cinetocoros, siendo la encargada de liberar del nucleolo a dos componentes del
complejo monopolina, las proteinas Csm1 y Lrs4 (Rabitsch et al., 2003). Después de su liberacion, Csm1 y Lrs4
forman un complejo con la proteina especifica de meiosis Mam1 y se unen a los cinetocoros. Mam1 es esencial
para asegurar la co-orientacién de estos cinetocoros (Toth et al., 2000) y recluta la caseina kinasa Hrr25, la cual,
es también necesaria para la co-orientacién de los cinetocoros hermanos durante la meiosis | (Rabitsch ef al.,
2003; Petronczki et al., 2006). La kinasa Ipl1/Aurora B colabora con el complejo monopolina en promover la
correcta segregacion de los homologos en la primera division meiética (Monje-Casas et al., 2007) y ademas se ha
visto que se localiza en forma de focos en los cromosomas mei6ticos que estan en profase |y en los cinetocoros
en metafase | (Monje-Casas et al., 2007; Yu and Koshland, 2007). Ipl1 tiene ademas ofras funciones en meiosis,
como la coordinacion del desemsamblaje del SC y la formacién de los entrecruzamientos (Jordan et al., 2009).

Los complejos de cohesinas son otros elementos clave para que se produzca la correcta segregacion de
los cromosomas. Las cohesinas mantienen unidas a las cromatidas hermanas desde que se produce la replicacion
de DNA hasta su segregacion durante mitosis 0 meiosis. EI complejo de cohesinas mitéticas esta formado por un
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nucleo de 4 proteinas: Scc3, Smc1, Sme3 y Scc1/Mcd1 (Uhimann, 2003). El complejo de cohesinas meiéticas
contiene las mismas proteinas, sustituyendo Scc1/Mcd1 por Rec8, subunidad especifica de meiosis (Klein et al.,
1999). Como ya se ha comentado anteriormente, los homologos permanecen unidos a través de los quiasmas
y las cohesinas mantienen unidas las cromatidas hermanas. Para que los cromosomas homélogos segreguen
durante la meiosis |, las cohesinas deben ser eliminadas a lo largo de los brazos de los cromosomas (para
permitir la resolucién de estos quiasmas), pero permanecen en las regiones centroméricas permitiendo que las
cromatidas hermanas continen unidas hasta la transicién metafase Il-anafase Il (Figura 3). Las cohesinas son
eliminadas mediante la proteasa especifica Esp1 denominada separasa. La cohesina centromérica no se elimina
en meiosis | porque permanece asociada (hasta anafase Il) a la shugosina (Sgo1), la cual la protege de la accién
de la separasa (Katis et al., 2004; Kitajima et al., 2004; Marston et al., 2004). Existe otro factor en S. cerevisiae,
Spo13, que también es necesario para retener el complejo de cohesinas meidticas en los centrémeros durante
la anafase | (Shonn et al., 2002).

Enlevaduras, el SAC tiene una funcidn esencial en la meiosis porque evita que los homologos se separen
durante la meiosis | cuando éstos no estan anclados a los cinetocoros y, por tanto, no existe la tensién necesaria
para que segreguen correctamente (Shonn, 2000; Bernard et al., 2001). La proteina Mad2 es la mediadora entre
el SAC y los mecanismos que regulan la protedlisis de la securina. Ademas, Mad2 es importante en la orientacién
de los cromosomas durante la primera division meidtica (Shonn, 2000; Shonn et al., 2003) contribuyendo a la
fidelidad en la segregacion de los cromosomas durante meiosis | y de las cromatidas hermanas durante meiosis
I (Cheslock et al., 2005).

2.2.- Formacion de las esporas

En S. cerevisiae, la meiosis culmina con un proceso de diferenciacion que es la morfogénesis de las
esporas. Asi, los cuatro nucleos haploides resultantes se empaquetan en esporas, que son capaces de resistir
a condiciones ambientales adversas y protegen al genoma del dafio inducido por estrés fisico o quimico (Smits
et al., 2001). La morfogénesis de las esporas ocurre en dos etapas: primero se forman las membranas de las
pro-esporas 0 PSMs (ProSpore Membranes) alrededor de cada nlcleo haploide y después las pro-esporas son
rodeadas por una pared que protege a las esporas maduras.

En la meiosis Il temprana, los cuerpos polares del huso (SPBs) duplicados sufren modificaciones y sus
superficies citoplasmaticas (las placas meioticas) se convierten en lugares de formacion de la PSM reclutando
vesiculas que se fusionan para formar la capsula inicial de la PSM (Moreno-Borchart and Knop, 2003; Neiman,
2005). Cuando finaliza la meiosis I, cada PSM se cierra de modo que cada nucleo haploide queda encapsidado
junto con los organulos y el material citoplasmatico dentro de una PSM doble. Entre las dos capas de las PSMs
se ensambla de novo la pared de la espora (Neiman, 2005). La pared de la espora madura consiste en cuatro
capas que van de dentro hacia fuera siguiendo este orden: -1,3-glucano, quitosan y ditirosina. Las dos capas
mas exteriores se encargan de asegurar la resistencia de las esporas a los factores ambientales.

2.3.- El checkpoint de recombinacion meidtica o de paquitene en S. cerevisiae
Aunque estan muy relacionados, existen diferencias entre la ruta de transduccion de la sefial de DSBs
especificas de meiosis y el checkpoint activado por DSBs en células mitéticas, lo que sugiere que existen
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requisitos especificos para el reconocimiento de diferentes tipos de dafio en el DNA en células meiéticas, células
mitéticas y durante la replicacion para asi prevenir la activacion de un checkpoint inapropiado (Caspari and Carr,
2002).

En meiosis existe un mecanismo especifico que vigila la integridad del genoma y que se denomina
checkpoint de recombinacién meidtica o de paquitene. Este checkpoint monitoriza la profase meiética, mas
concretamente, procesos como la sinapsis y la recombinacion y bloquea las células antes de la entrada en
meiosis | mientras dichos procesos no se hayan completado correctamente (Figura 5). Asi, las células se
aseguran de haber generado los entrecruzamientos entre homélogos, necesarios para la correcta orientacion
de los cromosomas en la placa metafasica y su posterior segregacion a polos opuestos de la célula (Roeder and
Bailis, 2000).
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Figura 5. El checkpoint de recombinacion meidtica de S.cerevisiae. Representacion esquematica de los diferentes componentes de
este checkpoint y las principales proteinas implicadas.

El organismo modelo en el que mas y mejor se ha estudiado este mecanismo de vigilancia es la levadura
de gemacién S. cerevisiae aunque la mayoria de sus componentes estén conservados a lo largo de la evolucion
(Tabla 2). EI checkpoint de recombinacion meiética se ha investigado principalmente en mutantes que carecen
de factores necesarios para la invasion de la cadena homologa, tales como dmc1y hop2, en mutantes defectivos
en procesamiento de las DSBs, como rad50S y sae2, y en mutantes defectivos en sinapsis y recombinacién,
como zip1. Todos estos mutantes presentan un retraso en la progresién meiética durante la profase debido a la
activacion del checkpoint. (Bishop et al., 1992; Sym et al., 1993; Leu et al., 1998; Borner et al., 2004).

Los intermediarios de recombinacién generados por DSBs meitticas sin reparar son los que disparan el
checkpoint de paquitene. Al igual que en el checkpoint de dafo en el DNA, los complejos Rad24/RFC y “9-1-1”
(Ddc1-Rad17-Mec3), participan en el reconocimiento inicial de las DSBs mei6ticas (Figura 5) (Hochwagen and
Amon, 2006), asi como en la eleccion del cromosoma homélogo para su reparacion (Grushcow et al., 1999).

Ddc1 colocaliza con Rad51, y un analisis de dos hibridos con Rad24 como gancho ha desvelado que hay
interaccion con Sae1, Sae2, Rad57 y Msh5 (Hong and Roeder, 2002). Rad24 y Ddc1 actian como moduladores
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de Mek1, la kinasa especifica de meiosis que se activa por el inicio de la recombinacién meiética (Hochwagen

and Amon, 2006). Mek1 es el paralogo especifico de meiosis de la proteina Rad53 y, ademas de su funcion

en el checkpoint meiético, junto con Red1 y Hop1 asegura la recombinaciéon homéloga dependiente de DMC1

Tabla 2.- Proteinas del checkpoint meiético y sus homélogos.

Clase Funcién S. cerevisiae S. pombe Mamiferos
Factores Factor de carga parecido a RFC Rad24 Rad17 Rad17
del Clamp parecido a PCNA Rad17 Rad1 Rad1
checkpoint Clamp parecido a PCNA Mec3 Hus1 Hus1
Clamp parecido a PCNA Ddc1 Rad9 Rad9
Kinasa parecida a la fosfo-inositol kinasa 3 Mec1 Rad3 ATR
Kinasa meibtica (parélogo de Rad53) Mek1 Mek1 -
Proteina cromosdmica meiética Red1 Red10 -
Proteina cromos6mica meiotica Hop1 Hop1 HORMA D1
HORMA D2
Metiltransferasa de histonas Dot1 - Dot1L
Kinasa con dominio FHA Rad53/Mek1 Cds1/Mek1 Chk2
Kinasa parecida a la fosfo-inositol kinasa 3 Tell Tel1 ATM
Proteina adaptadora con dominio BRCT Rad9 Crb2 53BP1
Nucleasa, componente del complejo MRX Mre11 Rad32 Mre11
Componente del complejo MRX Xrs2 Nbs1 Nbs1
Componente del complejo MRX Rad50 Rad50 Rad50
Desacetilasa de histonas Sir2 Sir2 varios
ATPasa Pch2 - TRIP13
Proteina con dominio BRCT Dpb11 Cutb TopBP1
Proteina de union a DNA Tel2 - -
Protein kinasa (Chk1) Chk1 Chk1
Dianas Histona deacetilasa 2 H2A - H2AX
Proteina de la envuelta nuclear Mps3 Sad1 SUN1, SUN2
Proteina del filamento transversal del SC Zip1 - SYCP1
Endonucleasa Sae2 Ctp1 CtiP
Kinasa dependiente de ciclina Cdc28 Cdc2 Cdc2
Tirosin kinasa de Cdc28 Swe1 (Wee1) Wee1
Tirosin fosfatasa de Cdc28 (Mih1) Cdc25 varios
Desacetilasa de histonas Ndt80 - -
Factor de transcripcion Sum1 - -
Represor transcripcional - - p53
Factor de iniciacion de la traduccion varios varios varios
Adaptacion Proteina fosfatasa 1 Glc7 varios varios
Proteina de unién a FK506 Frp3 Fkbp39 varios

Los nombres que aparecen entre paréntesis indican factores para los que los experimentos realizados no indicaron
un papel en el checkpoint meiético.

RFC - Factor de replicacion C (Replication Factor C)
PCNA — Antigeno de proliferacion celular (Proliferating Cell Nuclear Antigen)
FHA domain — Dominio asociado a horquillas (Forkhead Associated domain)
BRCT domain — Dominio carboxi-terminal de Brca1 (Brca1 Carboxy Terminal domain)
complejo MRX- complejo Mre11/Rad50/Xrs2
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impidiendo el uso de la cromatida hermana como molde para la reparacion de las DSBs (Niu et al., 2007).

La activacion de Mek1 depende de la fosforilacion de la proteina Hop1, la cual, es mediada por Mec1'y
Tel1 (Carballo et al., 2008). Ademas, Red1, que interacciona con Hop1 (Hollingsworth and Ponte, 1997; Bailis and
Roeder, 1998; de los Santos and Hollingsworth, 1999), es necesaria para que Mek1 alcance su maxima actividad
kinasa (Wan et al., 2004). Recientemente, se ha descrito que Red1 se asocia con SUMO (Small Ubiquitin-like
MQdifier) para promover la fosforilacién de Hop1 dependiente de Mec1/Tel1 asi como el ensamblaje del SC (Lin
etal., 2010). Ademas, la union de Red1 al complejo “9-1-1” es crucial para la activacién del checkpoint meiotico
(Eichinger and Jentsch, 2010).

Ademas de en mutantes como dmc1 0 hop2 que acumulan DSBs sin reparar, el checkpoint de paquitene
también se activa en el mutante zip 1 que carece de la region central del SC, si bien no esta muy clara la naturaleza
de la sefial que dispara el checkpoint en estos mutantes provocando el bloqueo meidtico. EI checkpoint de zip1
requiere Pch2, una ATPasa especifica de meiosis (San-Segundo and Roeder, 1999). La inactivacion de PCH2
elimina el retraso o bloqueo en la progresion de la meiosis de los mutantes zip1, zip2 y mms4 (San-Segundo
and Roeder, 1999; de los Santos et al., 2001), pero no en los mutantes hop2, mnd1y sgs1 (Roeder and Bailis,
2000; Rockmill et al., 2003; Zierhut et al., 2004). Pch2 se localiza en el nucleolo y esta localizacion parece ser
importante para su funcién. La localizacion de Pch2 en el nucleolo depende de la metiltransferasa Dot1 y de la
desacetilasa de histonas Sir2 (San-Segundo and Roeder, 1999; San-Segundo and Roeder, 2000). Dot1 es una
proteina conservada en la evolucion que cataliza la metilacion de H3K79 (Feng et al., 2002; Ng et al., 2002; van
Leeuwen et al., 2002). Ademas de su funcion en el checkpoint meiotico, Dot1 participa en multiples aspectos de
la respuesta al dafio en el DNA en células vegetativas (Game et al., 2006; Toh et al., 2006; Bostelman et al., 2007;
Conde and San-Segundo, 2008).

De modo general, los factores de checkpoint activados transmiten su sefial a las proteinas diana que
controlan la progresion del ciclo celular, la reparacion del DNA, la muerte celular programada vy, en algunos
casos, el desarrollo. Entre las dianas mas importantes de los mecanismos de checkpoint del ciclo celular estan
las kinasas dependientes de ciclina, proteinas kinasas compuestas por una subunidad kinasa catalitica 0 CDK
y una subunidad reguladora, la ciclina. En el caso del programa meiético en S. cerevisiae, las ciclinas Clb1, 3
0 4, junto con la CDK Cdc28, conducen a las células a entrar en meiosis (Marston and Amon, 2004). Cuando
se activa el checkpoint de recombinacién meiética, tanto Cdc28 como las ciclinas meitticas estan sometidas a
inhibicion (Figura 5). Asi, la activacion del checkpoint da lugar a la hiperfosforilacion y estabilizacion de la kinasa
Swe1 que, a su vez fosforila a Cdc28 en la tyrosina 19 inhibiendo su actividad (Leu and Roeder, 1999; Pak and
Segall, 2002; Acosta et al., 2011). Ademas, la activacion del checkpoint mantiene bajos los niveles del transcrito
(y de proteina) de las ciclinas meioticas de tipo B (Chu and Herskowitz, 1998; Hepworth et al., 1998). Los
promotores de CLB1, CLB3y CLB4, que se expresan en meiosis, contienen un elemento de DNA de pequefio
tamafio denominado elemento de esporulacion medio o MSE (Medium Sporulation Element) que se encuentra en
muchos otros genes medios cuya expresidn se induce una vez que las células salen de la G2/profase meiotica y
entran en meiosis |. La expresidn de la ciclinas meidticas esta controlada por dos factores, Ndt80 y Sum1. Ndt80
es un factor transcripcional que se une al MSE e induce la expresién de los genes medios (Chu and Herskowitz,
1998; Hepworth et al., 1998); El mutante ndt80 esta bloqueado en la profase meidtica (Xu et al., 1995). Sum1 es
un represor transcripcional que reconoce un elemento del DNA que se solapa con el MSE, y por tanto, compite
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con Ndt80 para unirse a un subconjunto de genes medios (Xie et al., 1999; Lindgren et al., 2000; Pierce et al.,
2003). Tanto Ndt80 como Sum1 estan bajo el control del checkpoint. Los niveles de expresién de NDT80 se
mantienen bajos durante la activacion del checkpoint y la sobreexpresion de NDT80 permite una supresion
parcial del bloqueo meidtico inducido por el checkpoint (Tung et al., 2000; Pak and Segall, 2002). Ademas, la
fosforilacion de Ndt80 se reduce de forma dependiente del checkpoint (Hepworth et al., 1998; Tung et al., 2000;
Shubassi et al., 2003). Se ha visto que la fosforilacion de Ndt80 depende en parte de la kinasa meiética Ime2 y de
la polo kinasa Cdc5 (Benjamin et al., 2003; Clyne et al., 2003; Acosta et al., 2011). Por el contrario, Sum1 parece
estar regulada a nivel de estabilidad de la proteina. Los niveles de Sum1 descienden a medida que las células
meidticas pasan de la G2/profase a meiosis |, a pesar del incremento en los niveles de mRNA de SUM1 (Lindgren
et al., 2000). Ademas, Sum1 se acumula cuando las células estan detenidas en G2/profase, y Sum1 se requiere
para el bloqueo meiético de los mutantes dme1 (Lindgren et al., 2000; Pak and Segall, 2002).

2.4. Alteraciones de la meiosis

A pesar de los estrictos mecanismos de control comentados anteriormente, la meiosis es un proceso
que no siempre funciona correctamente. Una de las principales causas de las enfermedades genéticas que se
producen en los humanos es la existencia de errores en la formacion de los gametos. En una célula, durante
la meiosis, lo que ocurre normalmente es que las cuatro cromatidas de una tétrada se separen por completo
dirigiéndose cada una de ellas a una de las cuatro células hijas resultantes. En cambio, cuando las cromatidas no
se separan, se producen desordenes genéticos en los que uno de los gametos resultantes recibe una copia extra
del mismo cromosoma. El ejemplo mas comun para este error meidtico es el defecto conocido como sindrome de
Down, en el cual, una persona posee una copia extra del cromosoma 21 procedente de uno de los padres. Otro
ejemplo bastante comun de no separacion de las cromatidas hermanas ocurre cuando los cromosomas sexuales
(XX, XY) no se separan correctamente, lo que da lugar a dos tipos de sindromes, el sindrome de Klinefelter o el
sindrome de Turner.

Ademéas de estos errores de aneuploidia, también se pueden producir otros errores durante la meiosis
tales como la translocacion cromosomica, en la cual, parte del fragmento de un cromosoma se une a otro y
la delecion, en la que parte de un cromosoma se pierde por completo. La severidad de los efectos de estos
desordenes siempre depende del tamafio del cromosoma y de la informacion que contiene.

La tecnologia moderna puede detectar precozmente estas anormalidades genéticas cuando el feto
se esta desarrollando, pero actualmente, poco se puede hacer para corregir o ftratar las enfermedades que
resultan de estos errores que se producen durante la meiosis. Por ello, estudios en organismos modelos como las
levaduras nos pueden ayudar a conocer con mas detalle como funciona la ruta del checkpoint de recombinacion
meiotica y asi, poder entender mejor las causas de errores meioticos.
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Objetivos

Los mecanismos de vigilancia del ciclo celular o checkpoints son esenciales para el mantenimiento de
la integridad gendmica; en particular, aquellos checkpoints que responden a lesiones en el genoma. Durante la
meiosis se genera dafio en el DNA, si bien de forma programada o fisiologica, puesto que las DSBs meiéticas
son necesarias para iniciar la recombinacion. Aunque algunos de los componentes del checkpoint que responde
al dafio en el DNA durante la mitosis son comunes con el checkpoint que monitoriza la recombinacion meiética, el
hecho de que las DSBs meitticas se generen en un contexto cromosomal especifico implica que haya diferencias
entre ambas rutas. Por ello, en este trabajo nos hemos planteado el profundizar en el estudio de los mecanismos
moleculares por lo que se detectan los intermediarios de recombinacion meidtica y se detiene la progresion
de la meiosis cuando existen alteraciones en la recombinacion y/o sinapsis entre los cromosomas homologos.
Para ello, nos hemos centrado en el analisis de la proteina Ddc2 de Saccharomyces cerevisiae que, junto con la
kinasa Mec1, constituyen un complejo sensor de dafio en el DNA.

Por tanto, el objetivo principal de este trabajo ha sido la caracterizacion funcional de Ddc2 durante la
meiosis en S. cerevisiae.
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Resultados

CAPITULO 1.- Caracterizacion de la funcion de la proteina Ddc2 en meiosis

1.1.- La proteina Ddc2 participa en el checkpoint de recombinacion meiética

El checkpoint de recombinacién meiotica bloquea o retrasa la entrada en meiosis | cuando existen
alteraciones en los procesos de sinapsis y/o recombinacion (ver Introduccién) (Roeder and Bailis, 2000). Por
tanto, en este trabajo, como herramienta genética para disparar este checkpoint meiético se han utilizado diversos
mutantes (zip1, sae2, dmc1, hop2) defectivos en diferentes aspectos de esos procesos, y que muestran un retraso
oparada en el estadio de paquitene de la profase como resultado de la activacion del checkpoint (Bishop et al., 1992;
Sym et al., 1993; McKee and Kleckner, 1997; Prinz et al., 1997; Leu et al., 1998). Para iniciar el andlisis funcional
de Ddc2, se llevd a cabo la delecion del gen DDC2. Puesto que la ausencia de Ddc2 es letal para las células de
S. cerevisiae, dicha delecidn se realizé en un fondo genético smi1, ya que la falta de Sml1 suprime la letalidad del
mutante ddc2 sin alterar sus efectos en el checkpoint de dafio en DNA (Zhao et al., 1998; Paciotti et al., 2000).
No obstante, en primer lugar, se confirmé que la ausencia de Smi1 no afecta a la meiosis, ya que el mutante sm/1
mostr6 una cinética de progresién meiética normal (Figura 6A) y una elevada viabilidad de las esporas (>85%).
Ademas, la falta de Sml1 no alteraba el bloqueo meiético mediado por el checkpoint en los mutantes zip1, dmc1y
hop2 (Figuras 6B-6D). Por tanto, puesto que la falta de Smi1 no confiere ningun efecto meiético, para simplificar,
las cepas 'sml1 ddc2’ se denominaran a partir de ahora "ddc2” alo largo de esta memoria. Por otro lado, se observd
que el mutante sml1 ddc2 tenia una progresion de la meiosis normal (Figura 6A), pero mostraba una viabilidad
de las esporas reducida (27%), lo cual indica un papel de la proteina Ddc2 en un ciclo meiético sin perturbar.

Para determinar si Ddc2 se requiere para el checkpoint de recombinacion meidtica, combinamos la
delecion de DDC2 con los mutantes meidticos zip1, dmc1, hop2'y sae2'y se estudiaron varios eventos meiéticos
(Figuras 7-11). En concreto, se analizé la cinética de las divisiones meidticas mediante tincién nuclear con
DAPI y, en algunos casos, la monitorizacion de la elongacion del huso meidtico. Por otro lado, se determiné la
eficiencia de esporulacion en placa mediante el contaje microscdpico de ascas maduras e inmaduras y se utilizo
un ensayo de fluorescencia de ditirosina como indicador especifico de la presencia de esporas maduras (Briza
et al., 1986). Por Ultimo, mediante diseccion de tétradas, se analizo la viabilidad de las esporas, que refleja la
fidelidad en la segregacion cromosémica y la integridad del genoma en los productos meiéticos de la levadura.

Elmutantezip1,que poseedefectosensinapsisde cromosomasyenlaresoluciondelosentrecruzamientos,
muestra una parada muy marcada en paquitene (Sym et al., 1993) (Figura 7B). Cuando delecionamos el gen DDC2
en el mutante zip7, lo que observamos fue una supresion de este bloqueo meidtico, es decir, el mutante zip1 ddc2
mostraba un cinética de progresion de la meiosis similar a la cepa silvestre dando lugar a la formacién de ascas
con 4 esporas maduras y con nlcleos aparentemente intactos en la mayoria de los casos (Figuras 7B, 7D). Sin
embargo, la viabilidad de las esporas del doble mutante zip1 ddc2 estaba significativamente reducida (Figura 7A)
y el patrén de muerte de las esporas cambiaba en comparacion con el de los pocos productos meidticos formados
en el mutante sencillo zip? después de una incubacion prolongada en medio de esporulacion (Figura 7C).

El mutante dmc1 acumula DSBs hiper-procesadas sin reparar debido a su defecto en invasién de la
cadena homdloga durante la recombinacion meidtica, por lo que presenta un retraso en la progresion de la meiosis
debido a la activacion del checkpoint (Bishop et al., 1992; Rockmill et al., 1995). Sin embargo, eventualmente, el
mutante dmc1 completa la meiosis y esporulacion, incluso formando esporas maduras que contienen ditirosina
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Figura 6. La ausencia de Sml1 no afecta ni la progresion de la meiosis (A) ni la funcién del checkpoint de paquitene (B, C, D). Se
representa la cinética de la progresion de la meiosis mediante el porcentaje de células que contienen mas de dos nlcleos. Las cepas son
BR1919-2N (silvestre), DP455 (sml1), DP454 (sml1 ddc2), DP422 (zip1), DP452 (zip1 smi1), DP456 (dmc1), DP467 (dmc1 smi1), DP470
(hop2) y DP471 (hop2 smi1).

(Figuras 8A, 8B). No obstante, la viabilidad de las esporas de dmc1 era baja (10,4%). La delecion de DDC2
suprimia, al menos parcialmente, el retraso meidtico de dmc1, pero los nlcleos de los productos meidticos
generados estaban fragmentados y disgregados, formandose muy pocas esporas maduras, la mayoria de ellas
inviables (Figuras 8A, 8B, 8D). Al analizar la progresion de la meiosis mediante tincion de nucleos con DAPI y
debido a que el material genético estaba muy disgregado, podriamos estar infravalorando el nimero de células
que estaban realizando meiosis | y Il. Por ello, decidimos seguir la elongacion del huso a lo largo de la meiosis
como marcador alternativo de la progresion meiética y, de hecho, comprobamos que la delecion de DDC2 suprimia
totalmente el retraso meiético de dmc1 (Figura 9A). La interpretacion mas sencilla para estas observaciones es
que, durante el retraso meiético impuesto por el checkpoint en el mutante dmc1, las DSBs se podrian reparar
eventualmente usando la cromatida hermana en lugar del cromosoma homoélogo, dando lugar a la formacion de
nucleos intactos y a la generacion de esporas maduras, aunque inviables debido a la segregacion defectiva de los
cromosomas al no haberse producido conexiones entre los homdélogos. Sin embargo, cuando el retraso meiético
de dmc1 es suprimido por ddc2, las células llevarian a cabo las divisiones meidticas con DSBs sin reparar,
dando como resultado nucleos fragmentados incapaces de promover la morfogénesis de las esporas. Para
verificar esta posibilidad, se introdujo la mutacion rad54, que evita la recombinacion entre cromatidas hermanas
(Arbel et al., 1999). El mutante sencillo rad54 no mostraba un retraso meiético significativo y la viabilidad de las
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A
Genotipo relevante | Fluorescencia de ditirosina | Eficiencia de esporulacion(%) | Viabilidad de las esporas (%)
Silvestre 63 96,2
zZip1 6 44,0
Zip1 ddc2 50 6,9
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Figura 7. Ddc2 se requiere para el bloqueo meiético inducido por el checkpoint en el mutante zip1. (A) Se examinaron diferentes
eventos meiéticos como la fluorescencia de ditirosina, la eficiencia de esporulacion y la viabilidad de las esporas después de 3 dias de
esporulacion en placa. (B) Cinética de las divisiones nucleares meitticas. Se representa el porcentaje de células con mas de dos nucleos.
(C) Distribucion de los tipos de tétrada. Se representa el porcentaje de tétradas con 4, 3, 2, 1y 0 esporas viables (4-ev, 3-ev, 2-ev, 1-ev y
0-ev, respectivamente). (D) Imagenes representativas de células/ascas (DIC) y morfologias nucleares (DAPI) a diferentes tiempos de la
meiosis. Las cepas son BR1919-2N (silvestre), DP452 (zip1) y DP451 (zip1 ddc2).

25



Resultados

A
Genotipo relevante | Fluorescencia de ditirosina |Eficiencia de esporulacion(%) Viabilidad de las esporas (%)
silvestre 63 96,2
dmct 9 104
dme1 ddc2 10 3,5
rad54 66 60,4
rad54 dmc1 13 111
rad54 dmc1 ddc2 26 3,5
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Figura 8. Ddc2 se requiere para el retraso meiético inducido por el checkpoint en el mutante dmc1y el bloqueo en dmc1 rad54. (A)
Se examinaron diferentes eventos meidticos como la fluorescencia de ditirosina, la eficiencia de esporulacion y la viabilidad de las esporas
después de 3 dias de esporulacion en placa. (B, C) Cinética de divisiones nucleares meidticas. Se representa el porcentaje de células
con mas de dos nucleos. (D) La delecion de DDC2 suprime el retraso o parada de los mutantes dmc? o dmc1 rad54 respectivamente,
generando esporas aberrantes. Se muestran imagenes representativas de células/ascas (DIC) y morfologias nucleares (DAPI) a diferentes
tiempos de la meiosis. Las cepas son BR1919-2N (silvestre), DP467 (dmc1), DP468 (dmc1 ddc2), DP473 (rad54), DP475 (rad54 dmc1)
y DP481 (rad54 dmc1 ddc2).
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esporas no estaba muy afectada, pero el mutante doble rad54 dmc1 estaba casi completamente bloqueado en la
meiosis (Figura 8A, C, D), lo que era consistente con la acumulacion de DSBs que ya no pueden ser reparadas
ni con la hermana ni con el homédlogo. Ademas, este bloqueo meidtico se suprimia, al menos parcialmente,
al delecionar DDC2 (Figura 8C), conduciendo a la formacién de productos meidticos inviables (Figura 8A).

El mutante hop2 esta afectado en el mismo paso de la recombinacion meidtica que dmc? v,
ademas, presenta sinapsis entre cromosomas no homologos, dando lugar a una parada en la profase
de la meiosis dependiente del checkpoint de paquitene (Leu et al., 1998). Esta parada se suprimia
cuando delecionamos el gen DDC2, resultando en productos meibticos inviables (Figuras 9B y 10).
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Figura 9. La delecion de DDC2 suprime por completo el retraso meiético de los mutantes dmc1y hop2. (A) Andlisis de la separacion
de los polos del huso a lo largo de la meiosis mediante la observacion de Tubulina-GFP en las cepas silvestre (DP778), dmc1 (DP779) y
dmc1 ddc2 (DP781). (B) Analisis de la separacion de los polos del huso en las cepas hop2 (DP780) y hop2 ddc2 (DP782). Se realizaron
contajes de 150-400 células por cada cepa y tiempo de meiosis representado en la cinética.

El mutante sae2 es defectivo en la eliminacion de la proteina Spo11 de los extremos 5 de las DSBs
meidticas, que permanecen sin procesar ni reparar (McKee and Kleckner, 1997; Wu and Burgess, 2006) disparando
asi el checkpoint meiotico (Wu and Burgess, 2006) y produciendo un retraso en la progresion meidtica, aunque
eventualmente se producen esporas inviables (Figura 11A, B). Por el contrario, el mutante doble sae2 ddc2
exhibia cinéticas de meiosis mas rapidas y una eficiencia de esporulacién mas elevada comparado con sae2, pero
las esporas seguian siendo inviables y mostraban una distribucion aberrante del material genético (Figura 11C).
En conjunto, todos estos resultados muestran que la proteina Ddc2 es necesaria para mantener el bloqueo meiotico
inducido por el checkpoint en mutantes alterados en distintos pasos de los procesos de sinapsis y recombinacion.

1.2.- En ausencia de DDC2, las células entran en meiosis | sin haber reparado los intermediarios
de recombinacion

El hecho de que la delecién de DDC2 suprima el retraso o parada en profase de varios mutantes
originando productos meidticos defectivos, sugiere que las células llevan a cabo las divisiones meiéticas sin
haber completado la recombinacion; es decir, se pierde la coordinacion entre un evento tardio (la segregacion de
los cromosomas) y otro mas temprano (la recombinacion). Estas observaciones estan de acuerdo con que Ddc2
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A

Genotipo relevante|Fluorescencia de ditirosina|Eficiencia de esporulacién(%) | Viabilidad de las esporas (%)
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hop2 7 0,7
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Figura 10. Ddc2 se requiere para el bloqueo meidtico inducido por el checkpoint en el mutante hop2 (A) Se examinaron diferentes
eventos meidticos como la fluorescencia de ditirosina, la eficiencia de esporulacion y la viabilidad de las esporas después de 3 dias de
esporulacion en placa. (B) Cinética de divisiones nucleares meidticas. Se representa el porcentaje de células con mas de dos nucleos.
(C) Imagenes representativas de células/ascas (DIC) y morfologias nucleares (DAPI) a diferentes tiempos de la meiosis. Las cepas son
BR1919-2N (silvestre), DP471 (hop2) y DP472 (hop2 ddc2).
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Figura 11. Ddc2 se requiere para el bloqueo meiético inducido por el checkpoint en el mutante sae2 (A) Se examinaron diferentes
eventos meidticos como la fluorescencia de ditirosina, la eficiencia de esporulacion y la viabilidad de las esporas después de 3 dias de
esporulacion en placa. (B) Cinética de divisiones nucleares meiéticas. Se representa el porcentaje de células con méas de dos nucleos.
(C) Imégenes representativas de células/ascas (DIC) y morfologias nucleares (DAPI) a diferentes tiempos de la meiosis. Las cepas son
BR1919-2N (silvestre), DP485 (sae2) and DP489 (sae2 ddc?2).
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sea un componente crucial para el checkpoint de paquitene. Para confirmarlo, usamos la presencia de focos de
la proteina Rad51 como marcador de los intermediarios de recombinacion meiética y la tincion de la tubulina para
monitorizar la elongacion del huso en extensiones de cromosomas meiéticos (Lydall et al., 1996; San-Segundo and
Roeder, 2000). Como se esperaba, el mutante hop2 presentaba numerosos focos de Rad51 que representan las
DSBs sin reparar y el huso no se elongaba debido a que el checkpoint detiene las células en profase impidiendo la
entrada en meiosis | (Figura 12A). En la cepa silvestre, los focos de Rad51 sélo estan presentes durante profase,
cuando se esta produciendo la recombinacién meiética, pero no en nicleos en meiosis | 0 meiosis Il identificados
por el huso meidtico elongado (Figura 12A). De hecho, en el silvestre, 23 de 25 nlcleos en meiosis | examinados,
no contenian sefial de Rad51, y sélo 2 nlcleos presentaban un unico foco de Rad51, probablemente inespecifico.

A
Profase Meiosis | Meiosis |l
; . .
N . .
hop2 Rad51 /Tubulina / DAPI
B - -
Profase Meiosis | Meiosis ||
Rad51
Tubulina \
DAPI / 3

dmet dme1 ddc?

Figura 12. Ddc2 impide la segregacion cromosomica en presencia de intermediarios de recombinacion. (A y B) Extensiones de
nucleos meidticos tefiidos con DAPI (azul) y anticuerpos anti-Rad51 (rojo) y anti-tubulina (verde). Se muestran imagenes representativas
de cada estadio meiotico. Las cepas son BR1919-2N (silvestre), DP471 (hop2), DP472 (hop2 ddc2), DP467 (dmc1) y DP468 (dmc1 ddc?2).

30



Resultados

En cambio, el mutante doble hop2 ddc2 llevaba a cabo las segregaciones meidticas a pesar de la presencia
de intermediarios de recombinacién; asi, multiples focos de Rad51 (18.1+5.1, n=28) coexistian con los husos
meidticos elongados en meiosis | y Il (Figura 12A). Estas observaciones no eran exclusivas del mutante hop2
ddc2, puesto que también encontramos el mismo fenotipo, es decir, la presencia de focos de Rad51 junto con los
husos alargados, en el doble mutante dmc1 ddc2 (Figura 12B). Por tanto, Ddc2 se requiere para el checkpoint
meiotico que bloquea la segregacion cromosoémica hasta que la recombinacion se haya completado correctamente.

1.3.- La produccion de Ddc2 se induce en la profase meiética

Para estudiar la dinamica de la proteina Ddc2 durante la meiosis, el gen DDC2 se marc6 en su propio
locus genémico con la proteina verde fluorescente (GFP), o con tres copias del epitopo HA. Se comprobé que las
proteinas resultantes son funcionales porque las cepas portadoras de estas versiones etiquetadas
no eran sensibles a MMS (datos no mostrados), no tenian alterada la parada o retraso meiotico
de los mutantes zip1, dmc1, hop2 y sae2 (Figura 13) y tenian altos niveles de viabilidad de
las esporas (92% y 96% para las cepas silvestres DDC2-GFP y DDC2-HA, respectivamente).
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Figura 13. Las versiones de Ddc2 marcadas con los epitopos HA y GFP son completamente funcionales. (A y B) Cinética de las
divisiones nucleares meidticas. Se representa el porcentaje de células que contienen mas de dos nucleos. Se realizo un contaje de al
menos 300 células para cada tiempo representado en la cinética. Las cepas son BR1919-2N (silvestre), DP487 (DDC2-HA), DP490 (zip1
DDC2-HA), DP488 (dmc1 DDC2-HA), DP491 (hop2 DDC2-HA), DP492 (sae2 DDC2-HA), DP448 (DDC2-GFP), DP449 (zip1 DDC2-GFP),
DP450 (dmc1 DDC2-GFP), DP480 (hop2 DDC2-GFP) y DP484 (sae2 DDC2-GFP).

La produccion de la proteina Ddc2 se analiz6 mediante
western blot en células en crecimiento vegetativo (t=0h) y a diferentes tiempos a largo de la meiosis (Figura
14A, 14B). En la cepa silvestre, se detectd una banda débil de Ddc2 en células vegetativas (t=0); los niveles

de Ddc2 se incrementaban en la profase meiotica, y después esta expresion caia gradualmente a medida que
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se iban reparando los intermediarios de recombinacién y la meiosis progresaba. Como control, se analizaron
en paralelo los niveles de la kinasa especifica de meiosis Mek1, que se induce en la profase meiética (Rockmill
and Roeder, 1991). Las proteinas Ddc2 y Mek1 muestran el mismo perfil de expresién (Figura 14A, 14B),
excepto que Mek1 es exclusiva de meiosis, mientras que Ddc2 se detecta (aunque a niveles mas bajos) en
células vegetativas y durante la formacion de las esporas, lo cual es consistente con su papel en el checkpoint
de dafio en DNA en células mitdticas. En contraste con la cepa silvestre, cuando el checkpoint de paquitene
se dispara en los mutantes zip7, dmc1, hop2 y sae2, la proteina Ddc2 se acumulaba hasta tiempos tardios
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Figura 14. Analisis de la produccion y fosforilacion de Ddc2. (A) Anélisis mediante western blot de Ddc2-HA y Mek1 a lo largo de
la meiosis en una cepa silvestre (DP697). Como control de carga se usd la tubulina. (B) Se representa la cuantificacion de los niveles
relativos de Ddc2 y Mek1 normalizados con la tubulina. Se muestra esquematicamente la cinética aproximada de los eventos meiéticos
mas importantes en las cepas BR. (C) Ddc2 se acumula en los mutantes bloqueados por el checkpoint. Analisis mediante western blot de
Ddc2-HA a lo largo de la meiosis en las cepas silvestre (DP487), zip1 (DP490), dmc1 (DP488), hop2 (DP491) y sae2 (DP492). Se utilizd
como control de carga la tincién con Rojo Ponceau. (D) Analisis mediante western blot de Ddc2-GFP durante la meiosis en el mutante
dmc1 (DP450) donde se detecta una banda de Ddc2 de menor intensidad y movilidad electroforética. Como control de carga se utilizo
la tincién con Rojo Ponceau. El asterisco marca una banda inespecifica. (E) Inmunoprecipitacién de Ddc2-GFP en el mutante dmc1 y
andlisis mediante western blot. Se tratd la muestra con la enzima A-fosfatasa y con la enzima mas inhibidores de fosfatasa. La cepa es
el mutante dmc? (DP450).
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después de que se hubiese inducido la meiosis (Figura 14C). Asi, podemos afirmar que la producion de Ddc2
se induce en la profase meittica y se acumula en mutantes que estan bloqueados por el checkpoint.

1.4.- Fosforilacién de Ddc2 durante la meiosis

En células vegetativas sometidas a dafio en el DNA, Ddc?2 es fosforilada por la kinasa Mec1 dando lugar
a un cambio en la movilidad electroforética (Paciotti et al., 2000). Durante la meiosis, observamos que existia
una acumulacién significativa de la proteina Ddc2 en mutantes deficientes en la reparacion de las DSBs (Figura
14C); sin embargo, a pesar de probar diferentes condiciones electroforéticas, no pudimos detectar de manera
reproducible un cambio claro en la movilidad de Ddc2. No obstante, de forma ocasional, éramos capaces de
detectar una banda de menor intensidad y de menor movilidad electroforética que podria ser reflejar una forma
fosforilada de Ddc2 (Figura 14D; ver también mutante sae2 en Figura 14C).

Para confirmar esta posibilidad, inmunoprecipitamos la proteina Ddc2 de células meidticas del
mutante dmc? y tratamos la muestra con la enzima A-fosfatasa. Como se observa en la Figura 14E, el
tratamiento con A-fosfatasa origind una mayor migracién de Ddc2 en el gel. Sin embargo, este aumento de
movilidad no ocurrié cuando la misma muestra se tratd, ademas, con inhibidores de fosfatasa. Por tanto, y
aunque no éramos capaces de detectar faciimente las dos formas de la proteina, podiamos afirmar que Ddc2
se fosforila durante la meiosis, al menos en mutantes que activan el checkpoint de recombinacion meidtica.

1.5.- Los sitios consenso de fosforilacion por Mec1 no son necesarios para la funcién de
checkpoint de Ddc2

Ddc2 contiene tres sitios consenso (S/T-Q) de fosforilacién por la kinasa Mec1 en las treoninas 29
y 40 y en la serina 636. Para averiguar la relevancia de la fosforilacion en estos sitios para la funcién del
checkpoint, mutamos estos sitios a alanina en un plasmido centromérico que contenia el gen DDC2 marcado
con el epitopo myc (Rouse and Jackson, 2002), creando el alelo ddc2-3AQ que lleva los siguientes cambios
de aminoacidos: T29A, T40A y S636A. Para determinar si la fosforilacion de Ddc2 en estos sitios se requiere
para el checkpoint de paquitene analizamos la progresion meidtica en el diploide zip? ddc2 transformado
con el vector vacio (pRS316) o con los plasmidos expresando la versién silvestre de DDC2 o la version
mutante ddc2-3AQ. Como controles adicionales, se analizaron en paralelo la cepa silvestre y el mutante zip1
transformados con el vector vacio. Aunque, debido a fenémenos de pérdida de plasmido en los cultivos, la
expresion de DDC2 procedente del plasmido reestablecia sélo parcialmente la parada meidtica del mutante
zip1 ddc2 (Figura 15A), la cinética de progresion de la meiosis era indistinguible de la del mutante zip1
ddc2 transformado con el alelo ddc2-3AQ (Figura 15A). Estos resultados indican que la fosforilacion de
Ddc2 en las posiciones T29, T40 y S636 no es necesaria para su funcion en el checkpoint de paquitene.
Puesto que Ddc2 también participa de forma crucial en la respuesta al dafio en el DNA durante el ciclo
mitético, decidimos estudiar si, a diferencia de la meiosis, estos sitios consenso de fosforilacion por Mec1
podrian ser importantes para la funcién de Ddc2 en el checkpoint de dafio en DNA en células vegetativas.
Para ello, realizamos ensayos de sensibilidad a agentes genotdxicos como el MMS y la luz UV. Como se
observa en la Figura 15B, el mutante ddc2 (transformado con vector vacio) mostr sensibilidad a dichos
agentes. Sin embargo, el mutante ddc2 transformado con plasmidos portadores de DDC2, DDC2-myc 6
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Figura 15. La fosforilacion de Ddc2 en los sitios S/T-Q no es necesaria para su funcion de checkpoint (A) Cinética de las divisiones
nucleares meidticas. Se representa el porcentaje de células que contienen mas de dos nlcleos. Las cepas son DP455 + pRS316
(silvestre), DP452 + pRS316 (zip1), DP451 + pRS316 (zip? ddc2A), DP451 + pLCD1-MYC (zip1 ddc2A + p[DDC2-myc]) y DP451 +
pLCD1-MYC (zip1 ddc2A + p[ddc2-3AQ-myc)). (B) Diluciones seriadas (1:5) de células creciendo exponencialmente se sembraron sobre
una placa control de YPDA, un placa de YPDA con 0,02% de MMS y una placa de YPDA irradiada con 40 J/m? de luz UV. Las placas
se incubaron a 30°C durante 2 dias. Las cepas son DP471 + pRS316 (silvestre), DP472 + pRS316 (ddc2A), DP472 + pLCD1 (ddc2A
+ p[DDC2]), DP472 + pLCD1-MYC (ddc2A + p[DDC2-myc]) y DP472 + pSS136 (ddc2A + p[ddc2-3AQ-myc]). Aunque algunas de estas
cepas llevan la delecion de HOP2, ésta es irrelevante para los ensayos de sensibilidad al dafio en DNA en células vegetativas, porque
HOP2 se expresa exclusivamente en meiosis (Leu et al., 1998). (C) Andlisis mediante western blot de Ddc2 (marcada con el epitopo myc)
y Rad53 en células haploides en crecimiento exponencial tratadas con 0.04% de MMS. Las cepas son YP1027 (ddc2A + p[DDC2-myc))
y YP1028 (ddc2A + p[ddc2-3AQ-myc])).

ddc2-3AQ-myc presentaron el mismo nivel de resistencia a MMS y UV, que la cepa silvestre. Por tanto,
estos resultados sugerian que, sorprendentemente, estos sitios consenso para la kinasa Mec1 tampoco
son necesarios para la funcién de Ddc2 en respuesta a lesiones en el genoma durante el ciclo vegetativo.

No obstante, quisimos profundizar mas en este aspecto y, para ello, examinamos si se estaba produciendo
una activacion correcta del checkpoint de dafio en DNA utilizando la fosforilacion de la kinasa efectora Rad53
como marcador de dicha activacion. Células creciendo exponencialmente del mutante ddc2 transformado con
el plasmido que lleva la version silvestre de DDC2-myc o con el plasmido que lleva el alelo ddc2-3QA-myc se
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trataron con MMS al 0.4% y se tomaron muestras a diferentes tiempos que se analizaron mediante western blot.
En ambas cepas se produjo una activacion de la proteina Rad53 inducida por MMS que se manifiesta por un
retraso en la movilidad electroforética (Figura 15C). Por tanto, este resultado confirma que la fosforilacion de
Ddc2 en los sitios consenso por Mec1 no es necesaria para la activacion del checkpoint de dafio en el DNA.

1.6.- Ddc2 se localiza en los cromosomas meidticos y se acumula en mutantes bloqueados por
el checkpoint de paquitene

Para investigar mas acerca del papel que tiene Ddc2 en la meiosis, se examind la localizacién de la
proteina mediante inmunofluorescencia indirecta en extensiones de cromosomas meiéticos de cepas DDC2-GFP
0 DDC2-HA usando anticuerpos anti-GFP o anti-HA, respectivamente. Ademas, se emplearon anticuerpos que
reconocen la proteina Zip1 (componente de la regién central del SC) que nos permite identificar las diferentes
fases de la profase meidtica y, en este caso, diferenciar si los nlcleos estan en zigotene (Zip1 aparece punteado
y parcialmente lineal) o en paquitene (Zip1 aparece completamente lineal indicando que se ha completado la
sinapsis de los homdlogos). Como se observa en la Figura 16 en las extensiones cromosémicas de la cepa
silvestre se observé un gran nimero de focos de Ddc2 en el estadio de zigotene, que es cuando esta ocurriendo
la recombinacion meidtica, mientras que el nimero de focos disminuia o incluso, en algunos casos, estos
desaparecian en paquitene, cuando la mayoria de las DSBs ya han sido reparadas. Por el contrario, en mutantes
deficientes enlareparacion de las DSBs, como hop2y dmc1, los focos de Ddc2 se acumulan durante toda la profase
meidtica (Figuras 16 y 17), lo que sugiere que Ddc2 se localiza en los lugares donde tiene lugar la recombinacioén.

Para confirmar esta posibilidad realizamos una doble tincion para Ddc2 y Rad51 en extensiones de
cromosomas meioticos puesto que, como se comento anteriormente, Rad51 marca la presencia de intermediarios
de recombinacién sin reparar. Como se presenta en la Figura 18 existe una colocalizacion parcial de ambas
proteinas enlos mutantes hop2y dmc1, que acumulan DSBs sin reparar, que se manifiesta como focos amarillos en
la imagen resultante de la fusion de Ddc2-HAy Rad51 (Figura 18Ay 18B; paneles superiores). No obstante, esta
colocalizacion parcial es significativa (P<0,001), puesto que es mucho mas elevada que la colocalizacion fortuita que
resultade la superposicién de las imagenes al azar girando una de ellas 180° (Figura18Ay 18B; paneles inferiores).
Ademas, se observo que existia una variabilidad acusada en la intensidad relativa de los focos de Rad51 y Ddc2.

1.7.- Localizacion in vivo de Ddc2 durante la meiosis

Para estudiar in vivo la dindmica meidtica de la localizacion de Ddc2 utilizamos las diferentes cepas
(silvestre y mutantes sae2, dmc1, hop2 y zip1) portadoras de la versién funcional de la proteina Ddc2 marcada
con GFP. A partir de cultivos en esporulacion de todas estas cepas se tomaron muestras a lo largo del tiempo
y se examinaron mediante microscopia de fluorescencia. Tanto en la cepa silvestre como en los mutantes
meidticos, existia una pequefia proporcion de células que presentaban focos de Ddc2 a tiempo cero (Figura
19), probablemente debidos al dafio espontaneo que se genera durante el crecimiento mitdtico previo a la
induccion de la meiosis. En el silvestre, el nimero de células con sefial de Ddc2-GFP aumentaba a medida
que las células entraban en meiosis, alcanzando niveles maximos que coincidian con el intervalo en que la
mayoria de células del cultivo se encuentran en profase (Figura 19A); después, la fraccion de células con
focos disminuia a medida que los intermediarios de recombinacién van reparandose, las divisiones meioticas
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Figura 16. Localizacion de Ddc2 en cromosomas meidticos. Inmunofluorescencia de extensiones de nucleos meibticos tefiidos con
DAPI (azul), y anticuerpos anti-HA (rojo) y anti-Zip1 (verde). Se muestran nucleos representativos de zigotene y paquitene basados en la
tincion con Zip1. La cuantificacion del nimero de focos de Ddc2 se presenta a la derecha. Las cepas son DP487 (silvestre), DP491 (hop2),
ambas portadoras de DDC2-HA, y DP471 (control sin epitopo). Las extensiones se prepararon a las 15h después de la induccidn meiética.

se completan y se forman las esporas. Por el contrario, en los mutantes que disparan el checkpoint de
recombinacion meidtica (sae2, hop2, zip1 y dmc1) la fraccidén de células con sefial de Ddc2-GFP alcanzaba
niveles mas elevados que, ademas, se mantenian hasta tiempos tardios de meiosis (Figuras 19A y 19B).

El examen detallado de la localizacion de Ddc2-GFP reveld diferentes patrones de focos de Ddc2-
GFP en células meiéticas (Figura 20). A tiempo cero, es decir, antes de entrar en meiosis, la mayoria de las
células con sefial de Ddc2-GFP exhibian un solo foco brillante, similar a los que se forman de modo espontaneo
durante la fase S o en respuesta al dafio en el DNA en células vegetativas (Lisby et al., 2004). Sin embargo,
cuando las células entraban en el programa meiético, se observaba otro patron de localizacion de Ddc2-GFP
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Figura 17. Ddc2 localiza en forma de focos mdiltiples en los cromosomas del mutante dmc1. Inmunofluorescencia de las extensiones
nucleares meidticas tefiidas con DAPI (azul) y anticuerpo anti-GFP (rojo). Las cepas son DP456 (dmc1; control sin epitopo) y DP608
(dmc1 DDC2-GFP). Las extensiones se prepararon después de 15h en medio de esporulacion.

que consistia en pequefios focos multiples que a menudo se organizaban en estructuras con forma de hilera
o de anillo. Cabe destacar que, mientras que en la cepa silvestre esta organizacién de los focos de Ddc2
disminuia a medida que la meiosis progresaba, en el mutante zip? se acumulaba un considerable fraccion de
células con multiples focos de Ddc2 a tiempos tardios y, en el caso de los mutantes dmc1, hop2 o sae2, la
mayoria de las células presentaban numerosos focos de Ddc2 a tiempos finales de la meiosis (Figura 20).

En resumen, estas observaciones sugieren que los focos de Ddc2 individuales presentes en todas las
cepas a tiempos tempranos de meiosis probablemente representen dafio espontaneo que ha tenido lugar durante
el crecimiento vegetativo previo a la meiosis y/o durante la replicacion premeidtica del DNA. Por el contrario, los
focos multiples presentes de forma transitoria en el silvestre y que se acumulan en los mutantes, reflejarian la
presencia de Ddc2 en los lugares donde estan las DSBs meidticas sin reparar. Para explorar esta posibilidad,
examinamos la sefial de Ddc2-GFP en ausencia de recombinacién meiética, en concreto, en mutantes spo11y
spo11 dmc1 en los que no se generan DSBs meioticas (Keeney, 2001). En el mutante spo77, los focos multiples
de Ddc2 desaparecian y la sefial de Ddc2-GFP se detectaba Unicamente como focos sencillos. Ademas, la
acumulacién de células que presentaban numerosos focos de Ddc2 a tiempos tardios en dmc7 desaparecia en el
doble mutante spo11 dmc1 (Figuras 19B y 20). Asi, estas observaciones indican que el patrén de localizacion de
Ddc2 enformade focos multiples es especifico de las DSBs meiéticas involucradas en el proceso de recombinacion.
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Figura 18. Ddc2 colocaliza parcialmente con Rad51. Las extensiones de los cromosomas corresponden al mutante hop2 (A) v al
mutante dmc1 (B) portadores de DDC2-HA (DP491 y DP488, respectivamente), preparadas después de 20-24h en meiosis, tefiidas
con DAPI (azul) y anticuerpos anti-HA (rojo) y anti-Rad51 (verde). Las flechas sefialan algunos de los focos de Ddc2-HA y Rad51 que
se solapan, los cuales aparecen en amarillo. No obstante, el amarillo esta infrarepresentado en las imagenes debido a las diferentes
intensidades de los focos de Ddc2-HA y Rad51. Se muestra la cuantificacion de la colocalizacion entre los focos de Ddc2 y Rad51. La
colocalizacion fortuita se calculé rotando 180° la imagen de Ddc2-HA 6 Rad51, como se ha descrito en Gasior et al., 1998. Se realizd
un contaje de 20 nucleos para cada cepa. Las barras de error representan las desviaciones éstandar. Se muestran los valores P de las
comparaciones estadisticas.
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Figura 19. Analisis de la localizacion de Ddc2-GFP en células meiéticas vivas. (A 'y B) Se representa el porcentaje de células que
contienen sefial de Ddc2-GFP a diferentes tiempos de meiosis. Se representan los valores de la media y desviacién estandar de 2 a 6
experimentos. Se realizé un contaje de entre 150-500 células para cada cepa y cada tiempo en cada experimento. Las cepas son DP448
(silvestre), DP480 (hop2), DP449 (zip1), DP484 (sae2), DP450 (dmc1), DP465 (spo11) y DP469 (spo11 dmc1).

1.8.- La localizacion de Ddc2 en meiosis depende de RPA

En células vegetativas, el reclutamiento de Ddc2 a las DSBs depende de RPA, un complejo
heterotrimérico (Rfa1-Rfa2-Rfa3) que se une a regiones de ssDNA y que participa en multiples aspectos del
metabolismo de los cromosomas (Sakaguchi et al., 2009). Puesto que el complejo RPA es esencial para la
célula, para investigar su posible papel en la localizacion meiética de Ddc2, empleamos el alelo hipomorfico
rfa1-t11 que mantiene la funcion esencial de RPA en replicacion pero es defectivo es la respuesta al dafio en
el DNA, al menos en células mitdticas (Zou and Elledge, 2003). Cuando analizamos la localizacién de Ddc2-
GFP durante la meiosis en células vivas observamos que mientras que el mutante dmc? presentaba el patron
caracteristico de acumulacién de focos multiples de Ddc2 descrito anteriormente, en el doble mutante dmc1
rfai-t11 la cantidad de focos de Ddc2 se reducia drasticamente y la intensidad de los mismos era muy débil
(Figura 21A). Esta localizacion imperfecta de Ddc2 originaba una respuesta defectiva del checkpoint porque
la mutacién rfa1-t11 conferia una supresion parcial del retraso meiotico que tiene el mutante dmc1 (Figura
21B). Ademas, para corroborar que la reducida localizacion de Ddc2 cuando la funcién de RPA esta alterada
da lugar a una respuesta defectiva del checkpoint analizamos marcadores moleculares de la activacion del
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Figura 20. Ddc2 se localiza en forma de focos multiples en mutantes que acumulan intermediarios de recombinacion. Se realizo
un recuento del patron de localizacién de Ddc2-GFP a lo largo de la meiosis (un solo foco o focos multiples, como esta indicado) en células

que tenian sefial de Ddc2-GFP. Las graficas (paneles de la izquierda) representan el porcentaje de cada patron de localizacion. También
se muestran imagenes representativas de cada cepa (paneles de la derecha). Las cepas utilizadas son las mismas que en la Figura 19.
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checkpoint de paquitene, como la fosforilacién de la kinasa efectora Mek1 (Bailis and Roeder, 2000) y la inhibicién
de la produccién de la kinasa polo Cdc5 que es una diana terminal de la ruta. Asi, observamos que la fuerte
activacion de Mek1 que ocurre en dmc1 estaba muy atenuada en el doble mutante dmc1 rfa-t11 que, ademas,
presentaba una induccion de Cdc5 que marca la salida de profase (Figura 21C), de acuerdo con la supresion
parcial del retraso meidtico del mutante dmc? (Figura 21B). Por tanto, es necesario que el complejo RPA

sea funcional para que Ddc2 realice de forma correcta su papel en el checkpoint de recombinacion meidtica.
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Figura 21. La funcién de RPA es necesaria para la formacion eficiente de focos meiéticos de Ddc2 y para el checkpoint meiético.
(A) Imagenes representativas la localizacién de Ddc2-GFP en células vivas de los mutantes dmc?y dmc1 rfat-t11 a las 24h de meiosis.
(B) Analisis de la cinética de las divisiones nucleares meiéticas. Se representa el porcentaje de células que contienen mas de dos nucleos.
(C) Anélisis de Mek1 y Cdcb mediante western blot. Como control de carga se utilizd PGK. El gel de Mek1 contenia Phos-tag para resolver

las bandas de fosforilacion. El asterisco marca una banda inespecifica. Las cepas son DP433 (silvestre), DP506 (rfa1-t11), DP434 (dmc1)
y DP505 (dmc1 rfa1-t11).

1.9.- Ddc2 se acumula en DSBs meiéticas sin reparar

Los estudios de la localizacion meiética de la proteina Ddc2 tanto en extensiones de cromosomas
como en células vivas son consistentes con que Ddc2 esté actuando como un sensor de los intermediarios
de recombinacién meiéticos. Para confirmar esto, analizamos mediante inmunoprecipitacién de cromatina
(ChIP) la unién de Ddc2-HA a dos sitios calientes (hotspots) de DSBs meidticas (BUD23 y ERG1). Como
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control de referencia, se utilizo la region del DNA ribosomal (rDNA), donde no se producen DSBs meioticas.

Se analizaron por ChIP la cepa silvestre y el mutante dmc? antes de que las células entraran
en meiosis (t=0) y a las 24 horas de meiosis, cuando los focos de Ddc2 se acumulan en dmc?. En la cepa
silvestre, sélo se produce un leve enriquecimiento meidtico de Ddc2 en los hotspots, de acuerdo con el
hecho de que las DSBs sin reparar son transitorias en una meiosis normal. Por el contrario, en el mutante
dmc1 se observd un enriquecimiento relativo (aproximadamente 3 veces) de Ddc2 en ambos hotspots a las
24 h de meiosis (Figura 22A). Para comprobar que la unién de Ddc2 a los sitios de recombinacién depende

A
o b o 5
2 I Ddlc2-HA 2 I Ddlc2-HA
° _| EE control © 4 | EEcontrol
8z 4 8~
5z 5=
o 3] Q0
3 3
€ = g
EQ E—
5 S
[} [}
> >
g 14 =3
f c
[N} Ll
0
silvestre dmc1 silvestre dmc1
B
% 25 % 25
o __ 2 - & 2 4
O < D — —
'g = P=0.0057 -g <Z( P=10.0009
22 151 | 25 15-
o 8=
ISl EO i
5> 11 S |
23 S w
2 0.5 2 057
c c
L L
0- 0-
dme1  dmct dme1  dmet
spot1 spot1

Figura 22. Ddc2 se une a los sitios de recombinacion meiética. (A) Analisis por ChIP del reclutamiento de Ddc2 a los hotspots de DSBs
BUD23y ERG1 en las cepas silvestre (DP487) y dmc1 (DP488) que expresan DDC2-HA, utilizando anticuerpos anti-HA. Se analizaron
por PCR cuantitativa el DNA del extracto total y del inmunoprecipitado procedentes de muestras recogidas a las Oh y 24h de meiosis.
Se utilizaron parejas de oligonucledtidos que estaban localizados en el hotspot y en el rDNA, que se us6 como control de una region
cromosomica sin DSBs meiéticas. Se calculd el enriquecimiento de Ddc2 en cada hotspot como se describe en Materiales y Métodos.
Se representa el enriquecimiento de la unién de Ddc2-HA a las DSBs durante la meiosis (t=24h) relativo a la unién en células vegetativas
(t=0). El control representa inmunoprecipitaciones paralelas de los mismos extractos totales de cromatina, pero utilizando anticuerpos anti-
myc. Se representan las medias y las desviaciones estandar de tres experimentos independientes. (B) Analisis por ChIP del reclutamiento
de Ddc2-HA en los hotspots BUD23 y ERG1 relativo al rDNA en células dmc1 (DP693) y dmc1 spo11 (DP695) a las 24h de meiosis. Hay
que mencionar que las cepas son también ndt80 para que se produzca la parada de la progresion meiética en profase. Se muestran las
medias, las desviaciones estandar y los valores P de las comparaciones estadisticas de seis experimentos independientes.

de la generacion de DSBs meidticas se llevaron a cabo andlisis de ChIP en el mutante spo71. Como se
observa en las Figura 22B el enriquecimiento de Ddc2 fue significativamente menor (P<0,01) en ausencia
de Spo11, lo que indica que Ddc2 se recluta en los lugares donde tiene lugar la recombinaciéon meidtica.

Para verificar que cuando Ddc2 se une a las DSBs meidticas sin reparar actia como sensor del
checkpoint de paquitene, monitorizamos los procesos que tienen lugar mas abajo en la ruta del checkpoint. Como
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se muestra en la Figura 23, |a hiperfosforilacion de Mek1 que se induce en el mutante dmc1 fue completamente
eliminada en ausencia de Ddc2, a pesar de la presencia de DSBs sin reparar (Figura 12B). Como control, la
delecion de SPO11 también daba lugar a la ausencia de activacion de Mek1, en este caso porque no se forman
DSBs. Ademas, el mutante dmc? ddc2 también era defectivo en la sefializacion a dianas finales del checkpoint,
como la inhibicién de la produccion de Cdc5 dependiente del factor de transcripcion Ndt80. Mientras que en dmc1
se producia un retraso en la induccién de Cdc5, de acuerdo con la lenta progresion de la meiosis que presenta, el
mutante dmc1 ddc2 presentaba la misma cinética en lainduccidn de Cdc5 que el silvestre o el mutante dme1 spo11.
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Figura 23. La activacion del checkpoint de recombinacion meidtica en el mutante dmc7 requiere Ddc2. Analisis mediante western
blot de la fosforilacién de Mek1 y la produccién de Cdc5 como marcadores moleculares de la activacion del checkpoint. Como control de
carga se usd PGK. El gel de Mek1 contenia Phos-tag para resolver las bandas de fosforilacién. El asterisco marca una banda inespecifica.
Las cepas son DP455 (silvestre), DP467 (dmc1), DP468 (dmc1 ddc2) y DP466 (dmc1 spo11).

Para descartar que las diferencias observadas en el estudio de los marcadores moleculares de activacion
del checkpointfuerandebidasalasdiferentes cinéticas de progresion de lameiosis (porejemplo, ddc2dmc 1 progresa
normalmente mientras que dmc1 presenta un retraso en las divisiones meiéticas), llevamos a cabo el anlisis de
la hiperfosforilacion de Mek1 en condiciones en las que la meiosis se bloquea en profase independientemente del
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checkpoint, como ocurre en el mutante ndt80 (Xu et al., 1995; Hepworth et al., 1998). En este caso, utilizamos el
mutante zip7 para inducir el checkpoint de paquitene. Como se observa en la Figura 24A, en el mutante ndt80 zip1
se producia una fuerte activacién del checkpoint de recombinacion meidtica que se manifiesta por las presencia
de multiples formas de fosforilacion de Mek1. En cambio, esta hiperfosforilacién desaparecia tanto en el mutante
ndt80 zip1 ddc2 como en el ndt80 zip 1 mec1, carente del otro componente del complejo Mec1/Ddc2. Este resultado
demuestra que Mec1y Ddc2 son necesarias para la correcta activacion del checkpoint de recombinacion meiotica.
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Figura 24. Mec1 y Ddc2 son necesarias para la correcta activacion del checkpoint meiético. (A y B) Andlisis mediante western blot
de la fosforilacion de Mek1 utilizando Phos-tag para resolver las bandas de fosforilacion. Como control de carga se muestra la tincion con
Rojo Ponceau. Las cepas son DP455 (silvestre), DP454 (ddc2), DP566 (mec1), DP567 (ndt80 zip1), DP568 (ndt80 zip1 ddc2) y DP680
(ndt80 zip1 mec).

Por ultimo, también observamos que incluso en una meiosis sin perturbar en una cepa silvestre hay
una ligera (pero detectable por la fosforilacion de Mek1) activacién del checkpoint de forma transitoria
durante la profase cuando esta ocurriendo la recombinacién meiotica (ver t=10-15 h en Figuras 23 y 24B).
Sin embargo, esta activacion es practicamente indetectable en ausencia de Ddc2 6 Mec1 (Figura 24B).

En conjunto, estos resultados indican que Ddc2 funciona en etapas tempranas de la ruta de
checkpoint de paquitene, sefializando, junto con Mec1, la presencia de intermediarios de recombinacion
a componentes que estan por debajo en la ruta de este checkpoint como la kinasa efectora Mek1.

CAPITULO 2.- Interaccién de Ddc2 con el huso meiético

2.1.- Localizacion alternativa de Ddc2 independiente de la recombinacion meiética

Como se ha mostrado anteriormente, cuando observabamos la localizacion de Ddc2-GFP en mutantes
carentes de recombinacion meidtica (spo11), los focos multiples de Ddc2 desaparecian y la sefial de Ddc2-GFP
se encontraba solamente en focos Unicos (Figuras 19B y 20). Sin embargo, una observacién detallada nos
permitié apreciar que, en algunas células, esa sefial discreta de Ddc2 no se concentraba en los tipicos focos
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redondeados caracteristicos de la presencia de dafio (Lisby et al., 2004), sino que se encontraba en forma de una
estructura alargada (Figura 20). La cuantificacion exhaustiva del porcentaje de células que presentaban los focos
redondos frente a la sefial elongada de Ddc2 durante la meiosis mostré que, aunque esta Ultima localizacién
es mas prominente en el mutante spo77, también se puede detectar en células silvestres (Figura 25A).
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Figura 25. Localizacion de Ddc2 en el huso durante la profase meidtica. (A) Cuantificacion del porcentaje de focos Unicos de Ddc2 con
morfologia redonda o alargada. (B) Colocalizacion de Ddc2 y Tubulina en focos redondos o alargados. A la derecha se indica el porcentaje
de colocalizacién. Se analizaron 104 células para la cepa silvestre y 228 células para la spo71. Las cepas son DP502 (silvestre) y DP504
(spot1).

2.2.- Ddc2 colocaliza con el huso meidtico

La localizacion de Ddc2 en un estructura alargada con forma de cometa es muy similar a la morfologia
que presenta el huso de microtubulos durante la profase de la meiosis cuando los cuerpos polares del huso
duplicados todavia no se han separado y los microtibulos emanan de ellos en forma de haces (Hayashi et al.,
1998). Por tanto, quisimos averiguar si estas formas elongadas de Ddc2 colocalizaban con el huso meiotico.
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Para ello, construimos cepas, tanto en fondo genético silvestre como spo11, portadoras en heterozigosis
del gen TUBT (que codifica la a-tubulina) fusionado con la proteina roja fluorescente (RFP), y que también
expresaban DDC2-GFP. A partir de cultivos meioticos de estas cepas se tomaron muestras para observar in
vivo la localizacion de ambas proteinas mediante microscopia de fluorescencia. En la Figura 25B se puede
apreciar que, cuando la sefial de Ddc2-GFP es alargada, colocaliza en la practica totalidad de las células
con el huso profasico visualizado mediante Tub1-RFP tanto en la cepa silvestre como en el mutante spo17.
Por su parte, cuando Ddc2-GFP se encuentra en un solo foco circular también existe un grado significativo
de colocalizacion con Tub1-RFP, que es mas acentuado en el mutante spo77 en comparacion con la cepa
silvestre. Por tanto, podemos concluir que la localizacion de Ddc2 en forma de cometa corresponde al
huso de la profase meidtica. Ademas, los focos Unicos redondeados de Ddc2, probablemente procedentes
de lesiones espontaneas, se encuentran frecuentemente en la vecindad del aparato de microtubulos.

2.3.- Ddc2 interacciona con el huso de la profase meidtica: ensayo BiFC

Para comprobar si la colocalizacion entre las sefiales de Ddc2 y de Tub1 se corresponde con una
interaccion fisica entre ambas proteinas, llevamos a cabo un ensayo de complementacién bimolecular
fluorescente (BiFC), que permite detectar la asociacion de dos proteinas in vivo (Sung and Huh, 2007).
Este método consiste en fusionar cada una de las proteinas a estudiar con la mitad N-terminal y la mitad
C-terminal, respectivamente, de una proteina fluorescente (en nuestro caso la variante Venus de la YFP)
(Nagai et al., 2002). Si existe interaccién entre ambas proteinas, se reconstituye la fluorescencia por proximidad
fisica entre las dos mitades de la YFP y puede ser detectada mediante microscopia de fluorescencia.

Para nuestro estudio, marcamos DDC2 con el epitopo VN, que corresponde al extremo N-terminal de la
proteina Venus,y TUB1conelepitopoVC, correspondiente alextremo C-terminal de Venusy se capturaronimagenes
al microscopio de fluorescencia para detectar la sefial de YFP. Como se muestra enla Figura 26, pudimos observar
que en células meiéticas diploides expresando DDC2-VNy TUB1-VC simultaneamente se reconstituye la sefial
fluorescente de YFP que, ademas, muestra una morfologia elongada. Como control, en las cepas que sdlo poseen
una de las dos proteinas marcada con el correspondiente epitopo, no aparece la sefial de YFP. Por tanto, podemos
concluirquelasproteinas Ddc2yTub1estaninteraccionandoentre sialmenosenalgunas células del cultivomeiotico.

2.4.- La localizacion de Ddc2 en el huso depende de Mec1

Ante lo inesperado de este resultado, para descartar que la presencia de Ddc2 que
estdbamos detectando asociada a los microtUbulos del huso de la profase pudiera ser debida a algun
tipo de artefacto, estudiamos su localizacion en ausencia de Mec1, que forma complejo con Ddc2.

Mediante analisis de western blot a partir de muestras de cultivos en meiosis observamos
que, aunque a un nivel ligeramente mas bajo en comparacion con el silvestre, la proteina Ddc2-GFP se
sigue produciendo en el mutante mec? (Figura 27A). Sin embargo, cuando analizamos las muestras
mediante microscopia de fluorescencia encontramos que, en ausencia de Mec1, Ddc2-GFP se deslocaliza
completamente y, a diferencia de la cepa silvestre, no aparece sefial ni en los focos mdltiples que
representan intermediarios de recombinacién meiética (ver capitulo anterior; flechas blancas en Figura
27B), ni en las estructuras alargadas correspondientes al huso meidtico (Figura 27B, flechas rojas).
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Figura 26. Interaccion entre Ddc2 y Tubulina mediante el ensayo de BiFC. Las flechas sefialan células que presentan la sefial
fluorescente que se genera especificamente cuando se expresan simultdneamente DDC2-VN y TUB1-VC. En el recuadro central se
muestra una célula a mayor magnificacion donde se aprecia que la sefial fluorescente generada presenta la morfologia del uso de la
profase. Las cepas son DP594 (DDC2-VN), DP599 (DDC2-VN TUB1-VC) y DP601 (TUB1-VC). Las imagenes se tomaron a las 17 horas
de la induccion de la meiosis.

Por tanto, el hecho de que la proteina Ddc2-GFP esté presente en las células, pero no sea capaz de localizarse
correctamente en ausencia de Mec1 apoya que su presencia en el huso meidtico no es artefactual, sino que
debe tener alguna implicacién funcional. Como se observa en la Figura 27B, en un cultivo meiético de una cepa
silvestre pueden encontrarse células con multiples focos de Ddc2 sefializando DSBs y células con Ddc2 en el
huso, pero nunca observamos células en las que simultdneamente aparezca Ddc2 en ambas localizaciones.

Para investigar la dindmica temporal de la presencia de Ddc2 en ambas localizaciones (dependiente e
independiente de la recombinacién meidtica) llevamos a cabo estudios de time lapse en los que monitorizabamos
la localizacion de Ddc2-GFP a lo largo del tiempo en células meidticas individuales. Para ello, se recogi6 una
alicuota del cultivo en meiosis (t=15h) de la cepa silvestre, se depositd sobre un porta como se describe en
Materiales y Métodos, y mediante el microscopio de fluorescencia se tomaron iméagenes a lo largo del tiempo
de las células de un mismo campo. En estos estudios pudimos observar células en las que los multiples focos
de Ddc2 caracteristicos de la sefializacion de intermediarios de recombinacion terminaban confluyendo en una
estructura alargada que, presumiblemente, corresponde al huso profésico (Figura 28). Sin embargo, nunca

encontramos la situacion contraria, es decir, que la localizacion en el huso preceda a los focos de recombinacion.
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Figura 27. La localizacion de Ddc2 es dependiente de Mec1. (A) Analisis de la produccion de Ddc2-GFP en el mutante mec mediante
western blot. Como control de carga se utilizd PGK. El asterisco marca una banda inespecifica. (B) Localizacion de Ddc2-GFP en células
vivas de la cepa silvestre y el mutante mec1. Las flechas blancas indican multiples focos meiéticos que representan intermediarios de
recombinacion. Las flechas rojas sefialan células donde Ddc2 se encuentra en el huso profasico. Ambas localizaciones desaparecen en
el mutante mec1. Las cepas son BR1919-2N (silvestre sin epitopo), DP448 (silvestre) y DP482 (mec1).

2.5.- Los mutantes ddc2 y mec1 presentan sensibilidad a benomilo

Nuestro objetivo ahora era averiguar la posible relevancia biolégica de la presencia de Ddc2 en el huso.
Para ello, analizamos la sensibilidad de los mutantes ddc2 y mec1 a benomilo, que es una droga que provoca la
despolimerizacion de los microtubulos. Como control, utilizamos el mutante mad2 que es defectivo en el denominado
checkpoint de ensamblaje del huso (Liand Murray, 1991). Este checkpoint bloquea la progresion del ciclo celularen
respuestaafallosenelensamblajedelhusomitéticooenlauniondeloscromosomasaéste(Zhouetal.,2002; Musacchio
and Salmon, 2007); por ello, mutaciones en componentes de este checkpoint dan lugar a sensibilidad a benomilo.

A partir de cultivos de células en fase exponencial de crecimiento, realizamos diluciones seriadas en
placas con o sin benomilo que se incubaron a 30°C. Observamos que tanto el mutante ddc2 como mec? eran
sensibles al benomilo, al igual que el mutante mad2 (Figura 29). Ademas, construimos el doble mutante mad2
ddc2y comprobamos que su sensibilidad a benomilo era méas acusada que la de los mutantes sencillos. Por tanto,
estos resultados indican que el complejo Mec1/Ddc2 debe ejercer alguna funcién en el control de la dindmica de los
microtubulosyqueestepapelesindependientedelarutadel checkpointde ensamblajedelhusodependientedeMad2.
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Figura 28. Los focos multiples de Ddc2 confluyen en el huso durante la profase de la meiosis. Se realizaron varios experimentos de
time-lapse en torno a las 15h de meiosis y se muestran imagenes representativas de dos de ellos (Ay B). Se indican los tiempos (minutos)
a partir del momento en que se depositaron las células en el portaobjetos y se comenzd la observacion. La cepa es DP448 (silvestre).
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Figura 29. Los mutantes ddc2y mec1 presentan sensibilidad a benomilo. Se realizaron diluciones seriadas (1:5) de células creciendo
exponencialmente y se sembraron en placas con o sin benomilo que posteriormente se incubaron a 30°C durante 3 dias. Las cepas son
YP853 (silvestre), YP852 (ddc2), YPI37 (mec1), YP1622 (mad2), YP1594 (ddc2 mad2).

CAPITULO 3.- Deteccion y sefalizacion de los intermediarios de recombinacion meiética en el
mutante sae2

3.1.- Localizacion de Ddc2 en el mutante sae2

En el proceso de la recombinacion meidtica, la proteina Sae2 es necesaria para
eliminar Spo11 del extremo 5 de las DSBs generadas, permitiendo asi su procesamiento a
regiones de ssDNA (Keeney and Kleckner, 1995; McKee and Kleckner, 1997; Prinz et al., 1997).

ComoseapreciaenlaFigura20,aligual que enotros mutantes que disparanel checkpointde recombinacion
meidtica, como dmc1 6 hop2, pero que estan afectados en etapas mas tardias de la recombinacion, Ddc2 también
se localiza en forma de focos multiples en el mutante sae2, si bien los focos aparecen en menor nimero y, en
algunos casos, con mayor intensidad. Puesto que, al menos en células vegetativas, el reclutamiento del complejo
Mec1/Ddc2 a las DSBs depende de su previo procesamiento exonucleolitico a ssSDNA 'y la union de RPA, nos
resulto sorprendente el detectar maltiples focos de Ddc2 en células meitticas de sae2 donde, supuestamente, no
deberia haber formacidn de ssDNA. Por tanto, nos decidimos a profundizar mas acerca del tipo de intermediarios
de recombinacion meiética generados en sae2y como son detectados por Ddc2 para inducir el checkpoint meidtico.

En primer lugar, quisimos corroborar que los focos de Ddc2 que observamos en el mutante sae?
son focos meidticos, es decir, que su formacion requiere el inicio de la recombinacion con la formacién
de DSBs y no son consecuencia de otro tipo de lesiones que podrian generarse en este mutante durante
la replicacion. Para ello, se construyd una cepa spo?1 sae2 y, como se observa en la Figuras 30A y 30B
comprobamos que tanto la acumulacion como el patrén de focos multiples de Ddc2-GFP caracteristico
del mutante sae2, desaparecia si no se iniciaba la recombinacién meiética, puesto que en el doble mutante
spo11 sae2 sblo se detectaban focos sencillos de Ddc2, en muchos casos correspondientes al huso.

Por otro lado, estudiamos mediante microscopia de fluorescencia si la localizacion de Ddc2 en el mutante
sae? depende de la presencia de Mec1. Como se muestra en la Figura 30C, tanto los focos sencillos como los
multiples de Ddc2-GFP desaparecian por completo en células meiéticas del doble mutante sae2 mec1Por tanto,
la acumulacién de Ddc2 en forma de focos en sae2 precisa de los mismos requerimientos que en otros mutantes

meiticos, es decir, la formacion de DSBs dependientes de Spo11 y la integridad del complejo sensor Mec1/Ddc2.
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Figura 30. Andlisis de la localizacion de Ddc2 en el mutante sae2. (A) Se representa el porcentaje de células que contienen sefial de
Ddc2-GFP a diferentes tiempos de la meiosis. Se analizaron entre 150-500 células por cada tiempo de meiosis y para cada cepa. (B) Se
realiz6 un recuento del patrén de localizacion de Ddc2-GFP a lo largo de la meiosis (un solo foco o focos mdltiples, como esta indicado)
en células que tenian sefial de Ddc2-GFP. Las graficas (paneles de la izquierda) representan el porcentaje de cada patrén de localizacion.
También se muestran imagenes representativas de cada cepa (paneles de la derecha). (C) Imagenes representativas de microscopia
de fluorescencia que muestran que los focos meiéticos de Ddc2-GFP en el mutante sae2 dependen de Mec1. Las cepas son DP448
(silvestre), DP484 (sae2), DP550 (spo11 sae2) y DP486 (sae2 mecT).
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3.2. Localizacion de Ddc2 en el mutante rad50S

Para discernir si la localizacion de Ddc2 en forma de focos multiples en sae2 es un fenomeno exclusivo
de este mutante o se producia igualmente en otros mutantes alterados en el mismo paso de la recombinacién
meidtica, utilizamos el mutante rad50S que, al igual que sae2, acumula DSBs meidticas sin procesar (Alani et
al., 1990; Keeney and Kleckner, 1995; McKee and Kleckner, 1997). Para ello, analizamos la localizacion de Ddc2
(en este caso marcada con YFP) durante la meiosis en el mutante rad50S y comprobamos que el patrén de
focos era muy similar al que presentaba el mutante sae2. Ademas, observamos que en el doble mutante sae2
rad50S, Ddc2 sigue siendo capaz de localizarse en las células meidticas en forma de focos multiples (Figura 31).

Ddc2-YFP RPA-CFP Mezcla

silvestre

sae2

rad50S

o .
Figura 31. Colocalizaciéon de Ddc2 y RPA. Se muestran imagenes representativas de células en meiosis. Las cepas son DP524
(silvestre), DP525 (sae2), DP536 (rad50S) y DP542 (sae2 rad50S).

3.3. Ddc2 colocaliza con RPA en los mutantes sae2y rad508S.

La inesperada formacion de focos meidticos de Ddc2 en los mutantes sae2 y rad50S nos llevo
a plantearnos dos alternativas: o bien el complejo Mec1/Ddc2 también es capaz de detectar DSBs sin que
éstas hayan sido previamente procesadas a ssDNA, o bien que, a pesar de lo que estd descrito, si hay
generacién o exposicion de regiones de ssDNA en estos mutantes que posibilitan el reclutamiento de Ddc2 y
la consiguiente activacion del checkpoint. Para distinguir entre estas posibilidades, utilizamos la formacion de
focos de RPA como indicador de la existencia de ssDNA, puesto que este complejo se une especificamente a
estas regiones del genoma (Wold, 1997; Iftode et al., 1999). Para ello, construimos cepas diploides silvestre,
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sae2, rad50S y sae? rad50S, portadoras de versiones de DDC2 y de RFA1 (una subunidad de RPA) marcadas
con YFP y CFP, respectivamente, y las analizamos mediante microscopia de fluorescencia durante la meiosis.

Como se muestra en la Figura 31, se observaron focos meiéticos de RPA no sélo en la cepa silvestre, si
no también en los mutantes sae2, rad50S y sae2 rad50S. Ademas, existia una colocalizacion significativa entre
la sefial de Ddc2 y RPA, lo que apoya que Ddc? esta detectando regiones de ssDNA incluso en estos mutantes.

Por tanto, la colocalizacién observada de las proteinas Ddc2 y RPA en diferentes
mutantes que acumulan DSBs sin procesar, nos estd indicando que de alguna forma se esta
produciendo ssDNA, el cual, es necesario para que ambas proteinas se puedan unir al DNA.

3.4.- En el mutante sae2 se genera ssDNA durante la meiosis

Aunque la presencia de RPA es un indicador excelente de la existencia de ssDNA, no dejaba de ser
una evidencia indirecta; por ello, nos planteamos la deteccion de ssDNA de un modo mas directo empleando un
anticuerpo anti-bromodeoxiuridina (BrdU) que reconoce especificamente este analogo de la timidina cuando esta
incorporado en ssDNA, pero no cuando se encuentra en DNA de cadena doble. Este anticuerpo permite detectar la
incorporacion de BrdU enelgenomadurante lareplicacién del DNA(Gratzner, 1982; Vanderlaanand Thomas, 1985).

En primer lugar construimos cepas diploides capaces de incorporar BrdU en el genoma, puesto que las
células de S. cerevisiae no lo hacen de modo natural. Para ello, en la cepa silvestre y los diferentes mutantes
(spo1,dmc1y sae2) se integrd un plasmido portador del transportador de nucleésidos humano (hENT1) necesario
para la toma de BrdU del medio y la enzima timidina kinasa del virus Herpes simplex (HSV-TK) necesaria para la
incorporacion de esta BrdU (Viggiani and Aparicio, 2006). Asi, hacemos a las células de levadura competentes
para la toma e incorporacién de BrdU afiadida al medio de cultivo. A continuacion, se realizé un experimento de
esporulacion en liquido afiadiendo la BrdU a las Oh, es decir, justo en el momento de inducir la meiosis para que
este analogo se incorpore en el DNA durante la fase S premeiética. En primer lugar, se comprobd mediante analisis
de slot-blot con DNA gendmico desnaturalizado que la incorporacion de BrdU en el DNA era similar en todas las
cepas construidas (silvestre, spo11, dmc1y sae2) portadoras del cassette con la HSV-TK (Figura 32) y ademas
se prepararon extensiones de nucleos a las 17h de meiosis, cuando gran parte de las células estan en profase
y tiene lugar la recombinacion meiética, y se analizaron mediante inmunofluorescencia en condiciones nativas
empleando el anticuerpo anti-BrdU que detecta este nucleétido especificamente cuando esta formando parte de
ssDNA. Los resultados se muestran en la Figura 32. Como puede observarse, la cepa control que no incorpora
BrdU no presentaba ningun foco, lo que valida la especificidad del anticuerpoen esta técnica. Para asegurar que
la sefal detectada marcaba exclusivamente regiones de ssDNA utilizamos los mutantes spo?1 y dmc1 como
controles negativo y positivo, respectivamente. En spo71 no se generan DSBs meitticas y, por tanto, no existen
intermediarios de recombinacion con ssDNA; de hecho, no se observaron focos de BrdU en este mutante. Por el
contrario, el mutante dmc1 es defectivo en el paso de invasion de la cadena homéloga durante la recombinacién
meidtica y, por ello, acumula DSBs sin reparar con extenso procesamiento a ssDNA en sus extremos; de acuerdo
con este fenotipo, encontramos numerosos focos de BrdU en dmc1. En la cepa silvestre sélo se detecta un
numero relativamente bajo de nucleos con sefial BrdU, de acuerdo con el hecho de que los intermediarios
de recombinacion son transitorios y al repararse desaparecen las regiones de ssDNA. Por su parte, cuando
analizamos el mutante sae2, encontramos mdltiples focos de BrdU, aunque no tan abundantes como en dmc1.
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Por tanto, estos estudios demuestran la existencia de regiones de ssDNA durante
la meiosis en sae2, lo que explica la presencia de focos de Ddc2 que colocalizan con RPA.
No obstante, la generacion de ssDNA en sae2 es mas limitada que en el mutante dmct.

A Patron de focos de BrdU (ssDNA) en cromosomas meiéticos (t=17h)
120
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(DNA desnaturalizado)
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Gendmico

Figura 32. Andlisis de la presencia de ssDNA durante la meiosis mediante marcaje con BrdU. (A) Se realizaron extensiones de
cromosomas meidticos que se analizaron mediante inmunofluorescencia con anticueros que reconocen BrdU en regiones de ssDNA.
Se representa el recuento de de focos de BrdU agrupando los nucleos en tres categorias: 0-5 focos, 5-20 focos y mas de 20 focos. Se
muestran imagenes representativas de nucleos de cada cepa analizada. Se analizaron entre 25y 27 nucleos para cada cepa. (B) Anélisis
mediante slot blot de DNA gendmico desnaturalizado para monitorizar la incorporacion total de BrdU en las diferentes cepas. Las cepas
son 1919-2N+pRS306 (Control TK-), DP592 (spo11), DP606 (silvestre), DP607 (sae2) y DP608 (dmc1).

3.5.- El ssDNA generado en el mutante sae2 activa el checkpoint de recombinaciéon meiética

Como ya se ha mostrado anteriormente (Figura 11B), en el mutante sae2 hay una fraccién de
células que, aunque con retraso, consiguen completar la meiosis. En estas células, el material genético
aparece muy disgregado, probablemente debido a que eventualmente los cromosomas segregan aun
habiendo DSBs sin reparar. Por ello, nos planteamos la posibilidad de que los focos de Ddc2 y el ssDNA
detectados en sae2 pudieran reflejar la formacién de roturas en el genoma producidas de modo mecénico al
intentar segregar de modo aberrante los cromosomas durante las divisiones meiéticas. Para investigar esta
posibilidad, construimos una cepa ndt80 sae2 que se mantiene bloqueada en la profase independientemente
del checkpoint porque, como ya se ha mencionado anteriormente, Ndt80 es un factor de transcripcion
necesario para la entrada en meiosis I. Como se muestra en las Figuras 33A y 33B, el doble mutante ndt80
sae2 presenta el mismo patron de acumulacién de focos multiples de Ddc2 que el mutante sae2, por lo que
estos focos no se generan debido a roturas en el DNA producidas durante las segregaciones meiéticas.

Como prueba adicional para demostrar que, al igual que ocurre en otros mutantes meiéticos como
dmc1, Ddc2 también estd sefalizando la presencia de auténticos intermediarios de recombinacién meiética
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Figura 33. Activacion del checkpoint de recombinacion meiética en el mutante sae2. En (A) y (B) se analiza la localizacion de Ddc2-
GFP en células vivas. (A) Porcentaje de células que contienen sefial de Ddc2-GFP a diferentes tiempos de la meiosis. Se analizaron entre
150-500 células por cada tiempo de meiosis y para cada cepa. (B) Patrén de localizacion de Ddc2-GFP a lo largo de la meiosis (un solo
foco o focos multiples, como esta indicado) en células que tenian sefial de Ddc2-GFP. Las gréficas representan el porcentaje de cada
patron de localizacion. (C) Anélisis de la activacion de Mek1 y Rad53 mediante western blot. Se utilizd como control de carga la tincion con
Rojo Ponceau. El gel de Mek1 contenia Phos-tag para resolver las bandas de fosforilacion. (D) Cuantificacion de la activacion de Mek1
mediante el programa Quantity One (BioRad); se representan los niveles relativos de activacion de Mek1 (Mek1-P) respecto a Mek1 basal.
Las cepas son DP457 (ndt80), DP484 (sae2) y DP569 (sae2 ndt80) para (A) y (B), y DP691 (ndt80), DP693 (ndt80 dmc1), DP694 (ndt80
sae?2) y DP695 (ndt80 spo11 sae2) para (C) y (D).

en sae2 y no de otro tipo de lesiones accidentales, analizamos la activacion de las proteinas Rad53 y Mek1,
que son las kinasas efectoras del checkpoint de dafio en DNA (Pellicioli et al., 1999) y del checkpoint de
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recombinacion meidtica (Bailis and Roeder, 2000), respectivamente. Este analisis se llevo a cabo tanto en la
cepa silvestre como en diferentes mutantes meiédticos, y todos ellos en fondo mutante ndt80 para bloquear
todas las células en profase y que no hubiera diferencias debidas a la diferente cinética de progresién meiética
de las cepas analizadas. Como control positivo para la activacion de Rad53 (que se pone de manifiesto por
su hiperfosforilacion) se afiadié6 MMS al medio de esporulacién en una cepa ndt80 a las Oh de meiosis. Por su
parte, como control positivo para la activacion de Mek1 empleamos el mutante dmc? (ver Figuras 21C y 23).

Como se aprecia en la Figura 33C, solo existia activacion de Rad53 en la cepa tratada con MMS,
pero no se producia dicha activacion ni en la cepa sin tratar con MMS, ni en los mutantes dmc? o sae2.
Esto significa, que durante la profase meiética, no se estan produciendo roturas en el DNA que activen el
checkpoint de dafio en DNA mediado por Rad53. Por el contrario, cuando analizamos Mek1, observamos
como tanto en el mutante dmc1 como en sae2, hay una activacion de la kinasa Mek1, que se ve reflejada
en las diferentes bandas de fosforilacion de esta proteina. La cuantificacion del nivel de activaciéon de Mek1
en los diferentes mutantes se muestra en la Figura 33D. De forma consistente con los mayores niveles de
ssDNA en dmc1 en comparacién con sae2 (Figura 32), la activacion de Mek1 también es mas prominente
(Figura 33D). Cabe destacar que la activacion de Mek1 en sae2 se suprime totalmente en el doble
mutante spo11 sae2 donde no hay DSBs meiéticas. En conjunto, todos estos resultados indican que en
el mutante sae2 se estd produciendo una activacion del checkpoint de recombinacion meidtica mediado por
la kinasa efectora Mek1 debido a la produccion de DSBs meitticas que, de algin modo, generan ssDNA.

3.6.- Spo11 y Ddc2 no colocalizan en el mutante sae2

En principio, a pesar de que en ausencia de Sae2 (o en el mutante rad50S), Spo11 debe permanecer
covalentemente unido a los extremos de las DSBs meidticas bloqueando su procesamiento exonucleolitico,
nuestros resultados sugieren que, en al menos un subconjunto de todas las DSBs generadas, Spo11 debe estar
liberandose en el mutante sae2 (o rad50S) posibilitando el procesamiento de esas roturas (Figura 34A; hipétesis
1). Alternativamente, podria ser posible que, en sae2, la proteina Spo11 permaneciese unida a los extremos de
todas las DSBs y lo que estuviera ocurriendo, de algiin modo, fuera una apertura o desenrollamiento de la doble
hebra del DNA en los extremos de la rotura, exponiendo suficiente ssSDNA como para que se pudiera reclutar RPA
y posteriormente el complejo Mec1/Ddc2 activando el checkpoint a través de Mek1 (Figura 34A; hipotesis 2). Sila
primera de las hipétesis fuera correcta, Spo11 no deberia colocalizar con Ddc2, puesto que Ddc2 solo apareceria
enaquel conjunto de DSBs procesadas en las que Spo11 se ha eliminado (Figura 34A; hipétesis 1). Por el contario,
si la segunda alternativa fuera cierta, la prediccion seria que Spo11 colocalizaria con Ddc2 puesto que ambas
proteinas coexistirian en los extremos de las DSBs desenrolladas pero sin procesar (Figura 34A; hipotesis 2).

Para dilucidar cual de las dos situaciones esta teniendo lugar realmente, se construyeron cepas que
expresan desde su propio locus gendmico una version funcional de la proteina Spo11 marcada con GFP v,
ademas la proteina Ddc2-HA descrita anteriormente. Mediante analisis de western blot, se observo que la
produccion de Spo11 se inducia en la fase temprana de la profase meiética tanto en la cepa silvestre como
en el mutante sae2. Sin embargo, mientras que en la cepa silvestre los niveles de Spo11 caian a medida
que va progresando la meiosis, en el mutante sae2, se mantenian hasta tiempos mas tardios (Figura 34B).
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Figura 34. Analisis de la colocalizacién de Spo11 y Ddc2. (A) Esquema representativo de las hipétesis de trabajo planteadas (ver
texto). (B) Andlisis de Ddc2-HA y Spo11-GFP mediante western blot. Se utilizd6 como control de carga la tincion con Rojo Ponceau. (C)
Inmunofluorescencia de extensiones de nucleos meibticos tefiidos con DAPI (azul), y anticuerpos anti-GFP (rojo) y anti-HA (verde). Se
muestran nucleos representativos a las 24h de meiosis. La cuantificacion del numero de focos de Spo11-GFP y Ddc2-HA se presenta
debajo de las correspondientes imagenes. Las cepas son DP698 (sae2) y DP485 (control sin epitopo).
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De igual modo, Ddc2 permanece durante mas tiempo en el mutante sae2, e incluso puede apreciarse, en este
caso, una banda de menor movilidad electroforética indicativa de su activacion por fosforilacion (Figura 34B).

La localizacion de ambas proteinas se estudi6 mediante inmunofluorescencia en extensiones de
cromosomas del mutante sae2 a las 24 h en meiosis. Se detectaron focos discretos de Spo11 'y de Ddc2, pero
que no colocalizaban, sino que mas bien eran excluyentes (Figura 34C). Por tanto, este resultado apoya la
primera hipétesis planteada, es decir, que incluso en ausencia de Sae2, la proteina Spo11 se elimina de los
extremos de algunas DSBs permitiendo asi el procesamiento a ssDNA, y su reconocimiento por Mec1/Ddc2.

3.7.- En el mutante sae2 existe una leve acumulacion de Ddc2 en algunas DSBs

Mediante ChIP habiamos analizado la unién de Ddc2-HA a dos hotspots de DSBs meitticas (BUD23
y ERG1) y los resultados que obtuvimos revelaron que en el mutante dmc? se produce un enriquecimiento
meidtico significativo de Ddc2 en estos hotspots (Figura 22). Para averiguar si en el mutante sae2 también se
estaba produciendo la unién de Ddc2 a las DSBs meidticas, se realizaron experimentos de ChIP. Como se puede
observar en los resultados que se muestran en la Figura 35, de los dos hotspots analizados, sélo en el ERG1
observamos un ligero enriquecimiento de Ddc2 en el mutante sae2, aunque mucho menor en comparacion con
el que se detecta en el mutante dmc1. Por tanto, este resultado estd de acuerdo con la hipotesis planteada
anteriormente en la que argumentabamos que los focos de Ddc2 generados en el mutante sae2 podrian ser

consecuencia de que Spo11 es liberado sélo de algunas DSBs permitiendo asi su procesamiento a ssDNA.
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Figura 35. Ddc2 se une a los sitios de recombinacion meidtica en el mutante sae2. Analisis por ChIP del reclutamiento de Ddc2 a los
hotspots de DSBs BUD23 y ERG1 en las cepas silvestre (DP487) y sae2 (DP492) que expresan DDC2-HA, utilizando anticuerpos anti-
HA, como se describe en la Figura 17. Como comparacion, se incluyen de nuevo los valores obtenidos para la cepa silvestre y el mutante
dmc1 presentados en la Figura 23.
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3.8.- Requerimientos genéticos para la localizacion de Ddc2 en sae2
La proteina Exo1 es una exonucleasa 5-3" y la proteina Sgs1 es una helicasa de DNA
implicada en el mantenimiento de la integridad del genoma que, durante la meiosis, regula la sinapsis
de los cromosomas y la formacion de los entrecruzamientos meitticos (Rockmill et al., 2003).
Resultados recientes acerca de la reseccién de una DSB generada por la endonucleasa HO
en células vegetativas han revelado una funcion clave para Exo1 y Sgs1 en este proceso (Mimitou and
Symington, 2008; Zhu et al., 2008). Estos trabajos demuestran que el complejo MRX y la proteina Sae2
son importantes al inicio de la reseccion de la DSB para generar fragmentos cortos de ssDNA, que
después son procesados en mucha mayor longitud por Exo1 y Sgs1 en colaboracion con la nucleasa Dna2.
Para investigar la contribuciéon de estas proteinas al procesamiento de DSBs meiéticas e intentar
determinar los requerimientos genéticos para la formacién de ssDNA durante la recombinacion meiética, y en
el mutante sae2 en particular, construimos los mutantes exo?, sgs1, exo? sgs1y exo? sae2, y examinamos en
ellos la localizacion de Ddc2 a lo largo de la meiosis (Figuras 36, 37). EI mutante sencillo exo? presenta una
cinética de progresion de la meiosis similar a la cepa silvestre (Figura 37A). Asimismo, la aparicion de células
con focos de Ddc2 en el mutante exo muestra un pico durante la profase y después disminuye progresivamente
(Figura 36A); ademas, el patrén de focos sencillos y multiples de Ddc2 es similar al silvestre (Figuras 20 y
36B). Por tanto, la exonucleasa Exo1 es dispensable para el procesamiento y reparacion de las DSBs meioticas.
Por su parte, en el doble mutante exo? sae2 se siguen acumulando focos multiples de Ddc2 (Figura
36), lo que implica que la generacion de regiones de ssDNA en sae2 no depende, al menos exclusivamente, de
Exo1. Por su parte, tanto el mutante sgs1 como el doble mutante sgs7 exo muestran un retraso en la progresion
de la meiosis con respecto a la cepa silvestre y al mutante exo? (Figura 37A) que, ademas, correlaciona
con la acumulacién de focos multiples de Ddc2-GFP (Figuras 37B y 37C) de acuerdo con la existencia una
recombinacion meidtica defectiva en ausencia de Sgs1 (Rockmill et al., 2003). No obstante, la presencia de focos
multiples de Ddc2 en sgs1 exo1 indica que sigue habiendo reseccidn de las DSBs meidticas en este doble mutante
donde Sae? esta presente. Para determinar si la generacion de ssDNA que observamos en ausencia de Sae2
depende de Sgs1, intentamos construir los mutantes sae2 sgs1y sae2 sgs1 exot, pero fue imposible debido a
que existe letalidad sintética entre sae2y sgs1. Por ello, decidimos generar un mutante “meiético nulo” de SAE2,
para inactivarlo exclusivamente durante la meiosis y poder asi combinarlo con sgs1. Para ello, generamos cepas
en las que el gen SAEZ se coloct bajo el control del promotor de CLB2 que se expresa durante el crecimiento
mitético pero se reprime durante la meiosis (Grandin and Reed, 1993; Lee and Amon, 2003). En primer lugar,
analizamos mediante western blot la produccion de Sae2 a partir de esta construccion p82-SAE2, en la que,
ademas, la proteina producida esta marcada con tres copias del epitopo HA. En la Figura 38A se muestra que
Sae? esta presente en las células vegetativas antes de entrar en meiosis (t=0), pero después ya no se detecta
a lo largo de la meiosis, lo que indicaba que esta construccion se estaba comportando del modo esperado. Sin
embargo, encontramos que la cepa p°82-SAE2 presentaba un fenotipo intermedio entre la cepa silvestre y el
mutante sae2 en cuanto a la cinética de divisiones nucleares meiéticas (Figura 38B) y, a diferencia de sae2, no
mostraba una acumulacién tan acusada de células con focos de Ddc2 (Figura 38C). El hecho de que el fenotipo
meiotico conferido por p82-SAE?2 fuera menos fuerte que el de sae2 podria ser debido a que, o bien siguen
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existiendo ciertos niveles de Sae2 durante la meiosis no detectables por western, o bien la proteina que procede
de las células vegetativas todavia es capaz de actuar en los tiempos iniciales del programa meidtico antes de
desaparecer. En cualquier caso, se construyeron y analizaron las cepas p©82-SAE2 sgs1y p©82-SAE2 sgs1 exof,
que mostraron un retraso mei6tico mas acusado (Figura 39A) y una mayor acumulacién de células con sefial
de Ddc2 en comparacion con p®82-SAE2 (Figura 39B). No obstante, se seguian observando focos multiples de
Ddc2 en estas estirpes (Figura 39C), lo que indica que sigue habiendo reseccion de las DSBs incluso en ausencia
de Sgs1y Exo1 y con la funcion de Sae2 disminuida. Sin embargo, un analisis mas detallado nos permitio
detectar que en p®8-SAE2 sgs1y, sobre todo, en p®B-SAE2 sgs1 exo1, existia un porcentaje mas elevado de
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Figura 36. Andlisis de la localizacion de Ddc2 en diferentes mutantes. (A) Se representa el porcentaje de células que contienen sefial
de Ddc2-GFP a diferentes tiempos de la meiosis. Se analizaron entre 150-500 células por cada tiempo de meiosis y para cada cepa. (B)
Patron de localizacion de Ddc2-GFP a lo largo de la meiosis (un solo foco o focos mudltiples, como esta indicado) en células que tenian
sefial de Ddc2-GFP. Las graficas (paneles de la izquierda) representan el porcentaje de cada patron de localizacion. También se muestran
imagenes representativas de cada cepa (paneles de la derecha). Las cepas son DP448 (silvestre), DP484 (sae2), DP544 (exo1) y DP545
(exoT sae2).
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Figura 37. Analisis de la localizacion de Ddc2 en diferentes mutantes. (A) y (B) Se representa el porcentaje de células que contienen
sefial de Ddc2-GFP a diferentes tiempos de la meiosis. Se analizaron entre 150-500 células por cada tiempo de meiosis y para cada cepa.
(C) Patrén de localizacién de Ddc2-GFP a lo largo de la meiosis (un solo foco o focos multiples, como esta indicado) en células que tenian
sefial de Ddc2-GFP. Las graficas (paneles de la izquierda) representan el porcentaje de cada patron de localizacion. También se muestran

imagenes representativas de cada cepa (paneles de la derecha). Las cepas son DP448 (silvestre), DP609 (sgs), DP544 (exo1) y DP610
(sgs1 exof).
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células en las que las que Ddc2 se encuentra en el huso (Figura 40A), localizacién que, como se comento en
el apartado anterior, es independiente de la recombinacion meiotica. Asimismo, contabilizamos el nimero de
focos por célula y observamos que hay un ligera disminucion tanto el mutante doble p®&-SAE2 sgs1 como en
el triple pC82-SAE2 sgs1 exo1 respecto al mutante sencillo p®8-SAE2 (Figura 40B). Estos resultados implican
que la presencia de Ddc2 en los intermediarios de recombinacion meidtica esta de algiin modo comprometida,
aunque no eliminada, cuando la funcion de Sae2 esta atenuada y las proteinas Sgs1 y Exo1 estan ausentes.
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Figura 38. Analisis de un mutante meiético nulo de SAE2 (p®-£%-SAE2). (A) Anélisis mediante western blot de la desaparicion de Sae2
al inducir la meiosis en el mutante p¢52-SAE2-3HA. El asterisco marca una banda inespecifica (B) Se representan las cinéticas de las
divisiones meiéticas mediante el porcentaje de células que contienen mas de dos nucleos. Se realiz6 un contaje de al menos 300 células
para cada tiempo representado en la cinética. (C) Se representa el porcentaje de células que contienen sefial de Ddc2-GFP a diferentes
tiempos de la meiosis. Se analizaron entre 150-500 células por cada tiempo de meiosis y para cada cepa. Las cepas son DP448 (silvestre),
DP484 (sae2) y DP734 (pCL82-SAE2).
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Figura 39. Localizacion de Ddc2 en diferentes mutantes. (A) Se representan las cinéticas de las divisiones meitticas mediante el
porcentaje de células que contienen mas de dos nucleos. Se realizé un contaje de al menos 300 células para cada tiempo. (B) Porcentaje
de células que contienen sefial de Ddc2-GFP a diferentes tiempos de meiosis. Se analizaron entre 150-500 células por cada tiempo y para
cada cepa. (C) Patron de localizacién de Ddc2-GFP a lo largo de la meiosis (un solo foco o focos mdltiples, como esta indicado) en células
que tenian sefial de Ddc2-GFP. Las graficas (paneles de la izquierda) representan el porcentaje de cada patron de localizacion. También
se muestran imagenes representativas de cada cepa (paneles de la derecha). Las cepas son DP734 (p©62-SAE?2), DP735 (p®82-SAE2
sgs1) y DP736 (p®e2-SAE2 sgstexo).
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Figura 40. Andlisis del patron de localizacion de Ddc2 en diferentes mutantes. (A) Se representa el porcentaje de células que
contienen sefial alargada de Ddc2-GFP (huso meiético; ver Figuras 26 y 27). Se analizaron entre 150-500 células por cada tiempo de la
meiosis y para cada cepa. (B) Cuantificacién del niumero de focos discretos de Ddc2 por cada célula. Se analizaron entre 200 y 500 células
por tiempo de meiosis. Las cepas son DP734 (p®82-SAE?), DP735 (p®82-SAE2 sgs1) y DP736 (p®E2-SAE2 sgsiexo1).
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Diferentes mutantes meidticos, tales como zip1, dmc1, hop2 o sae2, estan alterados en varios aspectos
de la recombinacién y la dinamica de los cromosomas por lo que experimentan un retraso o bloqueo meiético
mediado por el checkpoint de recombinacion meidtica. Para entender mejor como se activa el checkpoint en
respuesta a la presencia de diferentes tipos de intermediarios de recombinacién, hemos llevado a cabo una
caracterizacion de la funcion meidtica de la proteina de checkpoint Ddc2 en S. cerevisiae.

Funcion de Ddc2 en el checkpoint meiético

La delecion de DDC2 suprime el retraso meiético de todos los mutantes analizados, lo que implica
que, junto con Mec1 (Lydall et al., 1996; Usui et al., 2001), Ddc2 es un regulador clave en los mecanismos de
vigilancia meiéticos. EI mayor defecto cromosdmico del mutante zip7 es la ausencia de sinapsis, lo que resulta
en fallos en la separacion de los cromosomas homologos durante la meiosis | (Sym and Roeder, 1994) y que
se traduce en un patrén caracteristico de muerte de las esporas con una predominancia de tétradas de 4-,2-y
0 esporas viables. Sin embargo, en el doble mutante zip7 ddc2, la viabilidad de las esporas es aun menor y se
pierde este patron caracteristico del mutante zip1 (Figura 7C), lo que sugiere que las células entran en meiosis
con los intermediarios de recombinacion sin resolver. Sin embargo, como ocurre en zip1, la mayoria de las ascas
formadas en zip1 ddc2 son maduras y sus esporas contienen nucleos intactos, lo que es consistente con el hecho
de que sélo una pequefia fraccion de DSBs permanece sin reparar en el mutante zip1 (Storlazzi et al., 1996; Xu
etal., 1997).

En el fondo genético BR utilizado en este trabajo, el mutante dmc? muestra un marcado retraso en la
meiosis, pero finalmente esporula y produce algunas esporas maduras con nucleos intactos. Esta observacion
sugiere que, durante el retraso meiético de dmc1, una fraccion importante de DSBs se reparan, probablemente
utilizando como molde la cromatida hermana. Confirmamos esta posibilidad cuando observamos que el mutante
doble rad54 dmc1 presentaba un blogueo mas acusado. Por tanto, las diferencias que hay entre las cepas
cepas SK1 utilizadas en otros estudios meiéticos y las cepas BR respecto a la progresién de la meiosis en el
mutante dmc1 (bloqueo en SK1 y retraso en BR) pueden deberse a que en las cepas BR, la barrera que impide
la recombinacion con la cromatida hermana sea mas débil (Niu et al., 2009). En cualquier caso, la delecién de
DDC?2 suprime el retraso o parada de dmc1y dmc1 rad54, respectivamente, dando lugar a esporas inviables con
el material genético fragmentado. Los mutantes hop2 ddc2 y sae2 ddc2 muestran el mismo tipo de productos
meioticos aberrantes, es decir, esporas inviables e inmaduras con una distribucion aberrante del material nuclear.
El hecho de que, excepto para zip1, la delecion de DDC2 en dmc1, hop2 o sae2 no de como resultado una
cinética de progresion meidtica como la del silvestre cuando se analizan las divisiones mei6ticas mediante tincion
con DAPI se debe, probablemente, a la dificultad del contaje de las divisiones nucleares mediante DAPI cuando
los nucleos estan fragmentados como consecuencia de una segregacion cromosomica con DSBs sin reparar.
De hecho, el analisis de la separacion de los polos del huso muestra que el bloqueo meiético de dmc? y hop2 se
suprime completamente mediante la delecién de DDC2 (Figura 9).

Regulacion de Ddc2 durante la meiosis
Hemos observado que durante una meiosis normal, la proteina Ddc2 alcanza sus maximos niveles
durante la profase meiética, coincidente con la presencia de intermediarios de recombinacién, pero decae
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progresivamente a medida que la meiosis y la esporulacién progresan. Por su parte, Ddc2 se acumula en mutantes
bloqueados por el checkpoint, lo cual es consistente con un papel para Ddc2 detectando los intermediarios de
recombinacion meiética. El dafio en el DNA durante el ciclo celular mitético estimula la fosforilacion de Ddc2
(Paciotti et al., 2000); sin embargo, la contribucion de estos eventos de fosforilacion a la sefializacion del dafio
aun no esta clara (Zou, 2007). Sorprendentemente, hemos encontrado que la mutacién de Ddc2 en los tres
sitios consenso S/T-Q para la fosforilacion por Mec1, no confiere un defecto en el checkpoint ni en células
mitéticas ni meidticas, lo cual indica que estos sitios potenciales de ser fosforilados no son relevantes para la
funcién del Ddc2 en el checkpoint. De forma similar, en células somaticas de mamiferos, la fosforilacion de ATRIP
dependiente de ATR en los sitios consenso S/T-Q es prescindible en la respuesta al dafio en el DNA (ltakura et
al., 2004). También se ha mostrado esta falta de relevancia biologica para la fosforilacion de los sitios S/T-Q en
otras dianas de Mec1, tales como, Xrs2, Dun1y Rfa2 (Mallory et al., 2003), indicando que quizas haya otros sitios
(diferentes a los sitios consenso) para la fosforilacion por Mec1 que sean los importantes, al menos para algunos
de los substratos de Mec1.

Ddc2 marca los intermediarios de recombinacién

En células vegetativas, el complejo Mec1-Ddc2 es un sensor primario del dafio en el DNA (Kondo et
al., 2001; Melo et al., 2001) y la formacion de los focos de Ddc2 se utiliza frecuentemente como marcador de
la presencia de dafio en el DNA (Lisby et al., 2004). Aunque Mec1-Ddc2 puede reconocer diferentes tipos de
estructuras de DNA aberrante o dafiado, se ha determinado que la proteina Ddc2 reconoce el dafio en el DNA
al interaccionar con el ssDNA que esta cubierto por la proteina RPA, permitiendo asi la asociacion del complejo
Mec1-Ddc2 a los sitios de DNA dafiado (Zou and Elledge, 2003; Nakada et al., 2005; Zou, 2007). En este trabajo
mostramos evidencias que indican que Ddc2 también marca la presencia de intermediarios de recombinacion
durante la meiosis (Figura 41). La localizacién de Ddc2 en los cromosomas meidticos se correlaciona con la
dindmica de la reparacion de las DSBs durante la profase meiotica; hay muchos focos de Ddc2 en zigotene
pero disminuyen en paquitene en las células silvestres. Por el contrario, el nimero de focos de Ddc2 continlia
siendo muy elevado en mutantes dmc? y hop2, los cuales acumulan DSBs sin reparar. El hecho de que el
numero de focos de Ddc2 que se observa (~30-60) es mas bajo que el nimero total de DSBs meitticas que se
generan (=200), puede reflejar que un foco sencillo representa varias DSBs sin reparar. Cabe mencionar que el
numero de focos y la cinética de distribucion de la proteina del checkpoint Ddc1 en los cromosomas meidticos
son parecidas a la que presenta Ddc2 (Hong and Roeder, 2002) a pesar de que ambas son reclutadas de forma
independiente a las DSBs (Melo et al., 2001).

En células vegetativas, la presencia de DSBs induce la formacion de los llamados “centros de reparacion”,
en los cuales se concentran una serie de proteinas del checkpoint y de reparacion del DNA, incluyendo Ddc2, que
se pueden visualizar como focos nucleares discretos en células enteras (Lisby et al., 2004). Se ha comprobado
que cada foco representa multiples DSBs (Lisby et al., 2003b) y aunque se induzcan por dafio en el DNA,
los focos de reparacién también aparecen ocasionalmente en células no sometidas a estrés genotoxico, como
consecuencia de lesiones espontaneas que se generan durante la replicacion del DNA (Lisby et al., 2003a).
Nuestro analisis de la cinética que siguen los focos de Ddc2-GFP en células meidticas, es consistente con el
papel de Ddc2 en sefializar los intermediarios de recombinacién. En el silvestre, las células con focos de Ddc2
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alcanzan un maximo durante la profase meidtica para luego caer, mientras que en los mutantes defectivos en
recombinacion, el nimero de células con sefial de Ddc2 se acumula. Cabe destacar que los focos de Ddc2-GFP
aparecen con diferente morfologia cuando se comparan células mitoticas y meidticas. En las células mitoticas, las
DSBs muiltiples dan lugar a uno 0 pocos centros de reparacion que se identifican como focos brillantes, a los que
son reclutados tanto proteinas del checkpoint como proteinas de reparacion del DNA. Este numero tan reducido
de focos (1-3) se produce incluso cuando las células se exponen a altas dosis de radiacion-y que producen unas
80 DSBs por célula (Lisby et al., 2003b). Por el contrario, en células meidticas observamos multiples focos de
Ddc2 que coinciden con la presencia de DSBs sin reparar. Este patron tan diferente puede reflejar no sélo el gran
numero de DSBs generadas en cada célula meidtica, sino también la arquitectura cromosémica especializada en
la cual tiene lugar la formacién, la sefializacién y la reparacion de las DSBs meiéticas.
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Figura 41. Ddc2 actiia como sensor en el checkpoint de recombinacion meiética. Modelo representativo del reclutamiento de
diferentes proteinas a las DSBs meibticas. En la cepa silvestre, en primer lugar se produce el reclutamiento del complejo RPA al ssDNA
generado dependiente de Sae2. A continuacion, se reclutaria el complejo sensor del dafio, formado por Mec1-Ddc2, mediante su unién
a RPA, que es reemplazado gradualmente por Dmc1 promoviendo la reparacién de las DSBs por recombinacion y la desactivacion del
checkpoint. En el mutante dmc1, el complejo Mec1-Ddc2 permanece anclado a las DSBs procesadas a ssDNA sefializando la presencia
de intermediarios de recombinacion sin reparar y produciendo el bloqueo de las células en la profase meiética. Por Ultimo, en el doble
mutante dmc1 ddc2 no se detecta la existencia de DSBs sin reparar y las células entran en Meiosis | sin haber reparado el dafio existente
originando productos meiéticos defectivos.
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Ademas, observamos diferentes morfologias en los focos de Ddc2 dependiendo del mutante analizado.
El mutante sae2 muestra un menor numero de focos de Ddc2-GFP pero de mayor intensidad que los mutantes
dmc1 'y hop2, lo que probablemente se deba a que estos mutantes se bloquean en diferentes pasos de la
reparacion de las DSBs. La observacién de la formacion de focos de Ddc2 en el mutante sae2 fue un resultado
sorprendente porque Sae2 es necesaria para el procesamiento de las DSBs meidticas. Esta observacion implica
que, al menos en las cepas BR, se debe estar formando ssDNA incluso en ausencia de Sae2. En un apartado
posterior se comentara mas detalladamente este aspecto.

La formacion de los focos de Ddc2 depende de Spo11, es decir, depende de la iniciacion de la
recombinacion meibtica y, ademas, los focos de Ddc2 colocalizan parcialmente con Rad51, lo que indica que
representan lugares donde esta teniendo lugar la recombinaciéon meiética. En otros estudios también se ha
encontrado que existe una colocalizacion limitada de focos de Rad51/Dmc1 con las proteinas del checkpoint ATR
o TopBP1 en cromosomas meidticos de mamiferos (Moens et al., 1999; Perera et al., 2004b). EI hecho de que
s6lo observemos una colocalizacion parcial de los focos de Ddc2 y Rad51 en las extensiones de cromosomas
meidticos sugiere que su reclutamiento a los intermediarios de recombinacion tiene lugar con una cinética diferente
debido a que la recombinacién mei6tica es un proceso dinamico. Los analisis moleculares y bioquimicos de la
reparacion de DSBs por recombinacion han demostrado que, durante la invasion de la cadena, Rad51 desplaza
a RPA del ssDNA, lo cual, es consistente con la colocalizacién parcial que hemos observado (Kantake et al.,
2003; Sugiyama and Kantake, 2009). Si Ddc2 se une preferentemente a los lugares cubiertos por RPA, como
sugiere la falta de formacion de focos de Ddc2 en células deficientes en RPA (Figura 21), esto explicaria la falta
de colocalizacion total entre Ddc2 y Rad51, como ya ha sido descrito para las proteina Ddc1y Rad51 (Hong and
Roeder, 2002). La marcada variabilidad que se observa en la intensidad relativa de los focos de Ddc2 y Rad51
también es consistente con una dindmica diferente de la localizacién de las proteinas en los cromosomas. En
cualquier caso, el analisis por ChIP de un mutante dmc1 revela una acumulacion de Ddc2 especifica de meiosis y
dependiente de Spo11 en dos hotspots de DSBs, lo que corrobora la presencia de Ddc2 en los intermediarios de
recombinacion meidtica. Aunque el enriquecimiento de Ddc2 en las DSBs no es muy elevado, esto puede reflejar
una menor actividad de los hotspots en las cepas BR, respecto de las cepas SK1 donde han sido caracterizados.

Estudios recientes en espermatocitos de ratdn, que permiten una mayor resolucion citolégica, han
revelado que la proteina homéloga a Ddc2 en mamiferos, denominada ATRIP, se localiza en los cromosomas
meidticos durante los estadios de leptotene a paquitene (Refolio et al., 2011). Después, durante el diplotene,
se acumula en el par XY que permanece sin hacer sinapsis y donde también se detectan numerosas proteinas
de checkpoint (Keegan et al., 1996; Freire et al., 1998; Moens et al., 1999; Perera et al., 2004a; Roig et al.,
2010). ATRIP también colocaliza con otras proteinas de checkpoint, como ATR y TopBP1 en aquellas regiones
de los autosomas que no han establecido sinapsis, probablemente monitorizando los eventos de la profase
meiotica para activar el checkpoint e impedir la progresion de la meiosis mientras no se complete la sinapsis
y recombinacion (Perera et al., 2004a). Por tanto, la localizacion de ATRIP durante la meiosis en mamiferos
esta de acuerdo con la funcion que hemos descrito en nuestros estudios de Ddc2 en levadura como sensor de
los intermediarios de recombinacién meidtica. En definitiva, nuestros resultados apoyan la existencia de una
conservacion evolutiva para la funcion biolégica de Ddc2/ATRIP durante la gametogénesis.
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Posible papel de Ddc2 en la dinamica del huso meiético

Uno de los resultados inesperados encontrados en este trabajo fue la localizacion de Ddc2 en
células que carecen de recombinacion meidtica (spo77). En el mutante spo17 no se lleva a cabo el inicio de la
recombinacion meiética porque no se producen los DSBs y aunque tiene una progresion de la meiosis parecida a
la de una cepa silvestre, al carecer de DSBs, los cromosomas segregan al azar con la consiguiente pérdida de la
viabilidad de las esporas. En el mutante spo71 no se observan los focos multiples de Ddc2 que representan DSBs
meioticas sin reparar, pero la sefial de Ddc2 no desaparece, sino que se concentra en una region discreta con
una morfologia que recuerda al haz de microtibulos durante la profase meiotica. De hecho, hemos comprobado
que Ddc2 colocaliza e interacciona con la tubulina en la mayoria de las células en las que la sefial de Ddc2 es
alargada. Ademas, esta colocalizacion de Ddc2 con la tubulina no sélo tiene lugar en un mutante spo77, sino que,
también ocurre de forma significativa en una cepa silvestre aunque, eso si, en menor medida. Esta sorprendente
colocalizacion entre Ddc2 y Tubulina no ocurre exclusivamente cuando la sefial de Ddc2 es alargada, sino que
también tiene lugar frecuentemente cuando la sefial de Ddc2 aparece como un Unico foco redondo tipico. Esta
observacién sugiere que los focos o centros de reparacion del dafio espontaneo que se genera normalmente
en la célula se localizan en regiones nucleares préximas al SPB desde donde se organizan los microtibulos
nucleares. El hecho de que la asociacion de Ddc2 con estas estructuras dependa de Mec1 apoya la relevancia
funcional de esta localizacion.

Esta localizacion alternativa de Ddc2 asociada al huso de la profase meiotica podria ser indicativa de
un posible papel adicional de Ddc2 en algun aspecto relacionado con la dindmica de los mircrotibulos, si bien
no se puede descartar que represente un mero lugar de acumulacion o almacenamiento de la proteina una vez
finalizada su funcién de sensor cuando los intermediarios de recombinacion ya se han reparado. De acuerdo con
esta posibilidad, nuestros estudios de time-lapse muestran que en células que inicialmente presentan varios focos
multiples, a medida que pasa el tiempo, estos confluian en una estructura alargada que seguramente corresponda
al huso meidtico en profase. También podria ocurrir que, de algin modo, Ddc2 permita la comunicacion directa
entre la maquinaria de reparacion y/o sefializacion de las DSBs y los mecanismos responsables del metabolismo
del huso, contribuyendo a bloguear el ensamblaje del huso metafasico mientras existan DSBs sin reparar.

Curiosamente, la localizacion de Ddc2 asociada a los microtilbulos de la profase es especialmente
evidente en el mutante spo77. Aunque en spo71 no se activa el checkpoint de paquitene, al no existir DSBs, si
que se activa el checkpoint de ensamblaje del huso (SAC). Al no haber recombinacién meiética en spo11, no se
producen los entrecruzamientos que dan lugar a los quiasmas, responsables junto con los microtubulos del huso
tirando hacia polos opuestos, de la generacion de la tensién adecuada para que los cromosomas segreguen
correctamente. La falta de tension en el huso en ausencia de quiasmas activa el SAC, lo que resulta en un ligero
retraso meiotico en el mutante spo17 (Shonn, 2000). Estudios recientes han revelado que existe una estrecha
relacién funcional entre el checkpoint de dafio en DNA'y el SAC (Kim and Burke, 2008); por tanto, podria ocurrir
que Ddc2 también participe en este otro mecanismo de vigilancia del ciclo celular, el SAC. De acuerdo con esta
posibilidad, nuestros estudios preliminares muestran que los mutantes ddc2 y mec1 presentan sensibilidad a
benomilo. Estudios futuros, en los que se examine si la delecién de DDC2 suprime el retraso meiotico del mutante
spo11, nos permitiran investigar en mas detalle la posibilidad de que Ddc2 sea necesario para el SAC durante la
meiosis.
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Intermediarios de recombinacion detectados por Ddc2 en el mutante sae2

Como ya se menciond anteriormente, cuando analizamos la localizacién de Ddc2 en diversos mutantes
alterados en diferentes pasos de la recombinacion meiotica encontramos que, sorprendentemente, Ddc2
formaba multiples focos en el mutante sae2. Este resultado fue totalmente inesperado porque la proteina Sae2 es
necesaria para eliminar Spo11 de los extremos de las DSBs meitticas permitiendo asi su reseccion (Keeney and
Kleckner, 1995; McKee and Kleckner, 1997; Prinz et al., 1997). Por tanto, en sae2 no deben procesarse las DSBs
a ssDNA por lo que no se reclutaria RPA 'y, consecuentemente, no deberian formarse focos de Ddc2. Puesto que
la proteina Sae2 no es especifica de meiosis sino que también juega un papel importante en el mantenimiento
de la estabilidad genomica durante el ciclo mitético (Clerici et al., 2005), podria ocurrir que los focos de Ddc2
que detectamos en sae2 no reflejaran DSBs meiéticas sino fueran consecuencia de la acumulacion de roturas
espontaneas en el DNA producidas durante el crecimiento vegetativo previo a la meiosis, o incluso producidas de
forma tardia durante las segregaciones cromosomales meiéticas. No obstante, presentamos diversas evidencias
que descartan esas posibilidades e indican que los focos de Ddc2 detectados en sae2 representan auténticos
intermediarios de recombinacion meiotica, puesto que: (a) dependen de Spo11 y de Mec1, (b) también se
observan en un mutante rad50-S, (c) activan el checkpoint de recombinacién meiética dependiente de Mek1 y no
el checkpoint de dafio en el DNA dependiente de Rad53 como ocurria en caso de proceder de dafio espontaneo
y (d) el hecho de que en ausencia de Ndt80, que es necesaria para la salida de profase, se siga detectando la
acumulacién de focos de Ddc2 en sae2, confirma que se estan produciendo durante la profase meiética.

Por tanto, puesto que la funcién de Ddc2 es necesaria para promover el retraso meiético de sae2, caben
dos alternativas, o bien Mec1/Ddc2 también es capaz de sefializar DSBs sin procesar, 0 bien, de alguna manera
se esta generando ssDNA en el mutante sae2 que conduce a la activacion del checkpoint mei6tico dependiente
de Mec1-Ddc2 y Mek1. Nuestros resultados apoyan la segunda posibilidad porque: (a) el complejo RPA de union
a ssDNA forma focos meioticos en los mutantes sae2 y rad50-S que colocalizan con Ddc2 y (b) empleando
marcaje con BrdU, hemos detectado la presencia de ssDNA en nlcleos meidticos de sae2.

En principio, la presencia de ssDNA en los intermediarios de recombinacion acumulados en sae2 podria
explicarse sin necesidad de que haya reseccion de las DSBs, si existiera cierto desenrollamiento de la doble
cadena del DNA en los extremos de las DSBs de modo que quedaran expuestas regiones de ssDNA detectadas
por Ddc2. En ese caso, cabria esperar que dicho desenrollamiento fuera llevado a cabo por una helicasa de
DNA siendo Sgs1 el principal candidato ya que participa en la reseccion de DSBs mitoticas facilitando la accién
de nucleasas (Mimitou and Symington, 2008; Zhu et al., 2008). Alternativamente, el ssDNA podria producirse
por la reseccion de algunas DSBs tras la liberacion de Spo11 de los extremos de las mismas por un mecanismo
independiente de Sae2 (ver Figura 34). En este caso, la reseccion ocurriria sélo en un subconjunto de las DSBs
generadas porque la proteina Spo11 permanece hasta tiempos tardios en el mutante sae2 aunque no colocaliza
con Ddc2, lo que apoya la segunda alternativa; es decir, que haya procesamiento de algunas DSBs. El hecho de
que el nimero de focos de Ddc2 que se detecta en sae2 sea mucho menor que en los mutantes dmc? o hop2
también esta de acuerdo con que la reseccidn no ocurra en todas las DSBs. Asimismo, nuestros estudios de ChIP
en sae2 muestran un enriquecimiento diferencial para Ddc2 en diferentes hotspots.

Si la tnica funcién de Sae2 en la recombinacién meidtica fuera la eliminacién de Spo11, una vez que
se produce el procesamiento de determinadas DSBs de forma independiente de Sae2 no cabria esperar ningin
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impedimento para que esas DSBs fueran reparadas. Sin embargo, el hecho de que se acumulen focos de Ddc2,
indica que permanecen si reparar poniendo de manifiesto una funcién mas tardia para Sae2 en el proceso de
recombinacion. Estudios en mutantes de C. elegans defectivos en el gen com-1 (homélogo de SAE2) también
apuntan ala posibilidad de una funcién adicional de Sae2/Com1 en el proceso de invasion de la cadena homéloga,
puesto que acumulan focos de Rad51 en gonadas irradiadas con rayos y (Penkner et al., 2007).

Puesto que el requerimiento de Sae2 para que se produzca el corte endonucleolitico que elimina
Spo11 se ha estudiado detalladamente exclusivamente en cepas del fondo genético SK1 y en determinados
hotspots de recombinacion, no puede descartarse que en las cepas BR y W303 utlizadas en este trabajo
existan nucleasas alternativas o adicionales que puedan colaborar con Sae2 en el procesamiento de las DSBs
meidticas. Basandonos en los requerimientos descritos para el procesamiento de DSBs generadas por HO en
células vegetativas (ver introduccion) hemos analizado la contribucion de la nucleasa Exo1 y la helicasa Sgs1
a la reseccion de DSBs meiéticas empleando la formacion de focos de Ddc2 como indicador de la presencia
de ssDNA. En el caso de las DSBs mitéticas generadas por HO, aunque los mutantes sencillos exo1 y ssg1
son capaces de reclutar Ddc2 a las DSBs, en el doble mutante exo? sgs? no se forman focos de Ddc2 (Zhu et
al., 2008). Sin embargo, en nuestros estudios durante la meiosis encontramos acumulacion de focos meiéticos
de Ddc2 en el doble mutante sgs? exo1, lo que pone de manifiesto la existencia de diferentes requerimientos
genéticos para el procesamiento de las DSBs mitoticas y meiéticas. Estas diferencias pueden estar relacionadas
con el diferente contexto cromosomal en las que éstas Ultimas se producen, como son los bucles de cromatina
anclados a los elementos axiales de los cromosomas (Panizza et al., 2011). No obstante, en estudios en los que
se ha medido la formacion de ssDNA mediante Southern blot en el hotspot adyacente al gen BUD23 en cepas
SK1, se ha detectado un procesamiento muy limitado en el doble mutante exo? sgs? (Manfrini et al., 2010).
Curiosamente, es en este mismo hotspot donde en nuestros analisis de ChIP (en cepas BR) no encontramos
enriquecimiento de Ddc2.

En conjunto, todas estas observaciones permiten especular que, al menos en cepas BR de S. cerevisiae
puedan existir dos tipos de DSBs meidticas con diferentes requerimientos para su procesamiento. En algunas
de ellas, quizas la mayoria, la reseccion estaria mediada por el proceso canédnico; es decir, eliminacién de
Spo11 de los extremos por MRX y Sae2 y posterior degradacion a ssDNA mediante la accién de Exo1, Sgs1
y, probablemente, Dna2. Pero ademas, existiria un subconjunto de DSBs en las que la liberaciéon de Spo11 'y
posterior reseccion no requiere, al menos exclusivamente, de Sae2, Exo1y Sgs1. Estudios futuros encaminados
a encontrar mutantes en los que se elimine la formacion de focos de Ddc2 en sae2, posiblemente permitiran la
identificacion de nuevas funciones génicas implicadas en el procesamiento de las DSBs meiéticas.

Es posible que las diferencias entre los dos tipos de DSBs pueda venir determinada por diferencias en
la cromatina. Asi, la metilacion de la histona H3 en la lisina 4 (H3K4me) por Set1 esta enriquecida en los sitios
donde se producen DSBs de modo que el mutante set1 presenta niveles reducidos de DSBs, pero éstas no estan
completamente eliminadas (Borde et al., 2009). Puede especularse que las DSBs que se generan en un contexto
no determinado por la metilacion de H3K4 podrian tener diferentes requerimientos para su procesamiento.
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Conclusiones

1. La proteina Ddc2 participa en el checkpoint de recombinacién meiética ya que la deleciéon de DDC2
suprime el bloqueo meiotico que tienen mutantes de sinapsis y/o recombinacion permitiendo la entrada en
Meiosis | sin haber reparado los intermediarios de recombinacion y generando productos mei6ticos aberrantes.

2. La produccién de la proteina Ddc2 se induce en la profase meiédtica y se acumula y fosforila en mutantes
que activan el checkpoint meiético.

3. La fosforilacion de Ddc2 en los sitios consenso para Mec1 (S/T-Q) no es necesaria para su funcién de
checkpoint.

4. Ddc2 se localiza en forma de focos cromosomales que se acumulan en diferentes mutantes meidticos
de forma dependiente de RPA 'y marca la presencia de intermediarios de recombinacién sin reparar.

5. En ausencia de recombinacion meiética, Ddc2 se asocia preferentemente al huso de la profase.

6. En el mutante sae2, Ddc2 forma focos que dependen del inicio de la recombinacién meiética, colocalizan
con RPAYy, presumiblemente, reflejan la existencia de ssDNA.

7. La localizacion de la proteina Ddc2 en el mutante sae2 depende de la proteina Mec1 pero es
independiente de la nucleasa Exo1 y la helicasa Sgs1.
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Materiales y Métodos

1.- CONSTRUCCION DE CEPAS DE Saccharomyces cerevisiae.

Los genotipos de las cepas utilizadas en este trabajo se describen en las Tablas 3 y 4. Las mayoria de
los experimentos estan realizados con estirpes construidas en el fondo genético BR1919 (Rockmill and Roeder,
1990), excepto en determinadas ocasiones que se utilizaron estirpes del fondo genético W303 (Thomas and
Rothstein, 1989), segun se indica para cada ensayo. Todas las cepas usadas y comparadas en cada experimento
eran completamente isogénicas.

La construccion de cepas portadoras de deleciones de genes o de genes marcados con epitopos se
llevé a cabo bien por transformacion directa con fragmentos de plasmidos o con cassettes amplificados por
PCR (ver explicacién mas adelante), o bien por cruces genéticos entre cepas isogénicas portadoras de las
deleciones 0 marcajes de interés obtenidas previamente en este trabajo y/o procedentes de otros laboratorios
(como se especifica en la Tabla 6). Para ello, las cepas parentales se cruzaron en placas de YPDA'y se aislaron
los diploides por micromanipulacion de zigotos. A continuacion, los diploides se pasaron a placas de medio de
esporulacion durante 2 — 3 dias, se trataron las ascas con glusulasa (PerkinElmer; dilucion 1:10) durante 30
min a temperatura ambiente y se diseccionaron las esporas con el micromanipulador (Singer Instruments) en
placas de YPDA. Una vez que las esporas dieron lugar a colonias, se analizé su genotipo mediante réplicas a los
distintos medios selectivos para seleccionar aquellas cepas que reunian las deleciones o0 marcaje con epitopos
de interés en cada caso.

1.1.- Delecion de genes.

Las deleciones smi1::kanMX6, dmc1.:kanMX6, sae2::kanMX6, sgs1::kanMX6, exo1.:hphMX4,
y mad2::hphMX4 se llevaron a cabo utilizando un procedimiento basado en la amplificacion por PCR de un
cassette de resistencia a G418 (kanMX®6) o a higromicina (hphMX4) flanqueado por 60 nuclettidos adyacentes
al codén de inicio y de terminacion de la ORF que se quiere delecionar, utilizando los plasmidos pFAGa-kanMX6
0 pAG32, respectivamente (Longtine et al., 1998; Goldstein and McCusker, 1999).

La delecion sae2::natMX4 se generd por sustitucion del marcador de seleccion kanMX6 por natMX4
al recombinar por las secuencias flanqueantes promotora y terminadora homologas en ambos cassettes. Para
ello, una cepa que ya contenia la delecion sae2::kanMX6 se transformé con el fragmento obtenido al digerir con
Notl el plasmido pAG25 (Goldstein and McCusker, 1999) que contiene natMX4 y seleccionando las colonias con
resistencia a nourseotricina y sensibilidad a G418 (geneticina).

Los plasmidos pFA6a-TRP1y pUG72 (Longtine et al., 1998; Gueldener et al., 2002) fueron utilizados para
generar ddc2::TRP1y mec1::URAS3, respectivamente. Estas deleciones se realizaron utilizando el procedimiento
basado en la amplificacion por PCR de cada fragmento, transformacién y posterior seleccion de las colonias en
medios sin el requerimiento nutricional correspondiente. Los diferentes oligonucleétidos y plasmidos que se han
utilizado para la construccion de las cepas en este trabajo se muestran en las Tablas 5y 6, respectivamente.

Cepas haploides portadoras de la delecién de los siguientes genes se construyeron en trabajos
anteriores a esta tesis y los plasmidos utilizados para ello fueron: pME302 para spo11::ADE2 (Engebrecht
and Roeder, 1989), pTP89 para ndt80::.LEU2 (Tung et al., 2000), pMB116 para zip1::LYS2 (Sym and Roeder,
1994), pEB30 para hop2::LEU2 (Hong and Roeder, 2002), pSM31 (procedente de D. Schild, Lawrence Berkeley
Laboratories) para rad54.::LEU2.
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Tabla 3. Cepas haploides de Sacccharomyces cerevisiae.

Cepas Genotipo

BR1919a MATa leu2-3,112 his4-260 ura3-1 ade2-1 thr1-4 trp1-289
BR1919ac  MAT« leu2-3,112 his4-260 ura3-1 ade2-1 thr1-4 trp1-289
S$1561-D2 BR1919a lys2ANhel hop2::LEU2

YP307 BR1919a lys2ANhel zip1::.LYS2

YP642 BR1919a lys2ANhel

YP712 BR1919a lys2ANhel zip1::.LYS2

YP836 BR1919c lys2ANhel zip1::.LYS2 smi1::kanMX6

YP838 BR1919a lys2ANhel DDC2-GFP:: TRP1

YP839 BR1919a lys24Nhel DDC2-GFP:: TRP1

YP843 BR1919a lys2ANhel DDC2-GFP::TRP1 dmc1::kanMX6

YP844 BR1919c lys2ANhel zip1::LYS2 DDC2-GFP::TRP1

YP845 BR1919a lys2ANhel zip1::LYS2 DDC2-GFP:: TRP1

YP846 BR1919a lys2ANhel zip1::LYS2 sml1::kanMX6

YP848 BR1919a lys2ANhel zip1::LYS2 smli1::kanMX6 ddc2:: TRP1
YP850 BR1919a lys2ANhel zip1::LYS2 smi1::kanMX6 ddc2:: TRP1
YP851 BR1919a lys2ANhel smi1::kanMX6 ddc2:: TRP1

YP852 BR1919a lys2ANhel smi1::kanMX6 ddc2::TRP1

YP853 BR1919a lys2ANhel smi1::kanMX6

YP854 BR1919a. lys2ANhel smi1.::kanMX6

YP855 BR1919a lys24Nhel DDC2-GFP:: TRP1 dmc1.::kanMX6

YP860 BR1919a. lys2ANhel dmc1::kanMX6

YP861 BR1919a lys2ANhel dmc1::kanMX6

YP862 BR1919a lys24Nhel DDC2-GFP:: TRP1 ndt80::.LEU2

YP863 BR1919a. lys2ANhel DDC2-GFP:: TRP1 ndt80::.LEU2

YP870 BR1919a lys2ANhel spo11::ADE2

YP871 BR1919a. lys2ANhel spo11::ADE2 DDC2-GFP::TRP1

YP872 BR1919a lys2ANhel spo11::ADE2 dmc1::kanMX6

YP875 BR1919a lys2ANhel dmc1::kanMX6 smi1::kanMX6

YP876 BR1919a. lys2ANhel dmc1::kanMX6 smi1::kanMX6

YP877 BR1919a lys2ANhel dmc1::kanMX6 smi1::kanMX6 ddc2::TRP1
YP878 BR1919a. lys2ANhel dmc1::kanMX6 smi1::kanMX6 ddc2::TRP1
YP884 BR1919a lys2ANhel spo11::ADE2 DDC2-GFP::TRP1

YP885 BR1919a lys2ANhel spo11::ADE2 dmc1::kanMX6

YP890 BR1919a lys2ANhel spo11::ADE2 dmc1::kanMX6 DDC2-GFP:: TRP1
YP891 BR1919a. lys2ANhel spo11::ADE2 dmc1.::kanMX6 DDC2-GFP::TRP1
YP896 BR1919a lys2ANhel hop2::LEU2

YP897 BR1919a lys2ANhel hop2::LEU2 smi1::kanMX6

YP898 BR1919a. lys2ANhel hop2::.LEU2 smi1::kanMX6

YP899 BR1919a lys2ANhel hop2::LEU2 sml1::kanMX6 ddc2::TRP1
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Tabla 3. Cepas haploides de Sacccharomyces cerevisiae (continuacion).

Cepas Genotipo

YP900 BR1919a. lys2ANhel hop2::.LEU2 sml1::kanMX6 ddc2::TRP1

YP901 BR1919a rad54::.LEU2 sml1::kanMX6

YP902 BR1919a rad54::.LEU2 sml1::kanMX6

YP905 BR1919a lys2ANhel rad54::.LEU2 sml1::kanMX6 dmc1::hphMX4

YP906 BR1919at rad54::LEU2 sml1::kanMX6 dmc1::hphMX4

YP915 BR1919a lys2ANhel hop2::.LEU2 DDC2-GFP::TRP1

YP916 BR1919at lys24Nhel hop2::LEU2 DDC2-GFP::TRP1

YP917 BR1919a lys2ANhel rad54.::LEU2 dmc1.::hphMX4 smi1::kanMX6 ddc2::TRP1
YP918 BR1919a lys2ANhel rad54::LEU2 dmc1::hphMX4 smi1::kanMX6 ddc2:: TRP1
YP939 BR1919a lys2ANhel smi1::kanMX6 mec1::URA3 DDC2-GFP::TRP1

YP940 BR1919a. lys2ANhel smi1::kanMX6 mec1::URA3 DDC2-GFP::TRP1

YP949 BR1919a lys2ANhel sae2::kanMX6 DDC2-GFP::TRP1

YP950 BR1919a lys2ANhel sae2::kanMX6 DDC2-GFP::TRP1

YP951 BR1919a lys24Nhel smi1::kanMX6 sae2::kanMX6

YP952 BR1919a lys24ANhel smi1::kanMX6 sae2::kanMX6

YP953 BR1919a lys2ANhel smi1::kanMX6 mec1::URA3 sae2::kanMX6 DDC2-GFP::TRP1
YP954 BR1919a lys2ANhel smi1::kanMX6 mec1::URA3 sae2::kanMX6 DDC2-GFP:: TRP1
YP956 BR1919a lys24ANhel DDC2-3HA::KanMX6

YPO57 BR1919 lys24Nhel DDC2-3HA::KanMX6

YP961 BR1919a lys2ANhel smi1::kanMX6 sae2::kanMX6 ddc2::TRP1

YP962 BR1919a lys2ANhel smi1::kanMX6 sae2::kanMX6 ddc2::TRP1

YP964 BR1919a lys2ANhel dmc1::kanMX6 DDC2-3HA::KanMX6

YP965 BR1919a lys2ANhel dmc1::kanMX6 DDC2-3HA::KanMX6

YP968 BR1919a lys2ANhel hop2::.LEU2 DDC2-3HA::KanMX6

YP969 BR1919a lys2ANhel hop2::.LEU2 DDC2-3HA::KanMX6

YP970 BR1919a lys24ANhel sae2::kanMX6 DDC2-3HA::KanMX6

YPI71 BR1919a lys2ANhel sae2::kanMX6 DDC2-3HA::KanMX6

YP1004  BR1919a lys2ANhel TUB1-RFP::KanMX6 DDC2-GFP::TRP1

YP1006  BR1919a lys2ANhel spo11::ADE2 TUB1-RFP::KanMX6 DDC2-GFP:: TRP1
YP1115  BR1919a lys2ANhel exo1::hphMX4 DCC2-GFP:: TRP1

YP1116 ~ BR1919a lys2ANhel exo1::hphMX4 DCC2-GFP:: TRP1

YP1117  BR1919a sae2::kanMX6 exo1::hphMX4 DCC2-GFP:: TRP1

YP1118  BR1919a lys2ANhel sae2::kanMX6 exo1::hphMX4 DCC2-GFP:: TRP1
YP1141 BR1919a lys2ANhel spo11::ADE2 sae2::kanMX6 DCC2-GFP:: TRP1
YP1142  BR1919a lys2ANhel spo11::ADE2 sae2::kanMX6 DCC2-GFP:: TRP1
YP1218  BR1919a lys2ANhel sae2::kanMX6 ndt80::LEU2 DDC2-GFP:: TRP1

YP1219  BR1919a lys2ANhel sae2::kanMX6 ndt80::LEU2 DDC2-GFP:: TRP1

YP1277  BR1919a lys2ANhel p306-BrdU::URA3 spo11::ADE2

YP1284  BR1919a lys2ANhel DDC2-VN::TRP1

78



Materiales y Métodos

Tabla 3. Cepas haploides de Sacccharomyces cerevisiae (continuacion).

Cepas Genotipo

YP1295  BR1919a lys24ANhel TUB1-VC::KanMX6

YP1316  BR1919a lys2ANhel DDC2-GFP::TRP1 p306-BrdU::URA3

YP1317  BR1919a lys2ANhel sae2::kanMX6 DDC2-GFP:: TRP1 p306-BrdU::URA3

YP1318  BR1919a lys24ANhel dmc1::hphMX4 DDC2-GFP::TRP1 p306-BrdU::URA3

YP1319  BR1919a lys2ANhel dmc1::hphMX4 DDC2-GFP:: TRP1

YP1323  BR1919a lys2ANhel sgs1::KanMX6 DDC2-GFP::TRP1

YP1324  BR1919a lys2ANhel sgs1::KanMX6 DDC2-GFP::TRP1

YP1325  BR1919a sgs1.::KanMX6 exo1::hphMX4 DDC2-GFP::TRP1

YP1326  BR1919a sgs1::KanMX6 exo1::hphMX4 DDC2-GFP::TRP1

YP1494  BR1919a lys2ANhel ndt80::LEU2 zip1::LEU2 smi1::KanMX6 mec1::URA3

YP1495  BR1919a lys2ANhel ndt80::LEU2 zip1::LEU2 smi1::KanMX6 mec1::URA3

YP1515  BR1919a lys2ANhel ndt80::LEU2 DDC2-3HA::KanMX6

YP1516  BR1919a lys2ANhel ndt80::.LEU2 DDC2-3HA::KanMX6

YP1519  BR1919a lys2ANhel ndt80::LEU2 dmc1.::kanMX6 DDC2-3HA::KanMX6

YP1520  BR1919a lys2ANhel ndt80::LEU2 dmc1.::kanMX6 DDC2-3HA::KanMX6

YP1521 BR1919a lys2ANhel ndt80::.LEU2 sae2::kanMX6 DDC2-3HA::KanMX6

YP1522  BR1919a lys2ANhel ndt80::.LEU2 sae2::kanMX6 DDC2-3HA::KanMX6

YP1523  BR1919a lys2ANhel ndt80::LEU2 spo11::ADE2 dmc1::kanMX6 DDC2-3HA::KanMX6

YP1524  BR1919a. lys2ANhel ndt80::LEU2 spo11::ADE2 dmc1::kanMX6 DDC2-3HA::KanMX6

YP1537  BR1919a. lys2DNhel SPO11-GFP::KanMX6 DDC2-3HA::KanMX6

YP1538  BR1919a lys2DNhel SPO11-GFP::KanMX6 DDC2-3HA::KanMX6

YP1539  BR1919a lys2DNhel sae2::natMX4 SPO11-GFP::KanMX6 DDC2-3HA::KanMX6

YP1540  BR1919a lys2DNhel sae2::natMX4 SPO11-GFP::KanMX6 DDC2-3HA::KanMX6

YP1594  BR1919a lys2DNhel mad2::hphMX4 smi1::KanMX6 ddc2::TRP1

YP1616 ~ BR1919a lys2DNhel KanMX6:.pCLB2-SAE2-3HA DDC2-GFP::TRP1

YP1617  BR1919a lys2DNhel KanMX6::pCLB2-SAE2-3HA DDC2-GFP::TRP1

YP1618  BR1919a lys2DNhel KanMX6:.pCLB2-SAE2-3HA DDC2-GFP:: TRP1 sgs1::KanMX4

YP1619  BR1919a lys2DNhel KanMX6::pCLB2-SAE2-3HA DDC2-GFP::TRP1 sgs1::KanMX4

YP1620  BR1919a lys2DNhel KanMX6:.pCLB2-SAE2-3HA DDC2-GFP::TRP1
sgs1.:KanMX4 exo1::hphMX4

YP1621 BR1919a lys2DNhel KanMX6:.pCLB2-SAE2-3HA DDC2-GFP::TRP1
sgs1.:KanMX4 exo1::hphMX4

YP1630  BR1919a lys2DNhel smi1::KanMX6 mec1::URA3

YP1631 BR1919a lys2DNhel smi1::KanMX6 mec1::URA3

YP1632  BR1919a lys2DNhel ndt80::.LEU2 zip1::LYS2 smi1::KanMX6

YP1633  BR1919a lys2DNhel ndt80::LEU2 zip1::LYS2 smi1::KanMX6

YP1634  BR1919a lys2DNhel ndt80::.LEU2 zip1::LYS2 ddc2::TRP1 smi1::KanMX6

YP1635  BR1919a lys2DNhel ndt80::LEUZ2 zip1::LYS2 ddc2::TRP1 smi1::KanMX6

YP1732  BR1919a lys2DNhel smi1::kanMX6 TUB1-GFP:: TRP1

YP1734  BR1919a lys2DNhel smi1::kanMX6 dmc1::kanMX6 TUB1-GFP::TRP1

YP1736  BR1919a lys2DNhel smi1::kanMX6 hop2::LEU2 TUB1-GFP::TRP1
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Tabla 3. Cepas haploides de Sacccharomyces cerevisiae (continuacion).

Cepas Genotipo

YP1738  BR1919a lys2DNhel smi1::kanMX6 dmc1::kanMX6 ddc2::hphMX4 TUB1-GFP:: TRP1
YP1740  BR1919a lys2DNhel smi1::kanMX6 hop2::.LEU2 ddc2::hphMX4 TUB1-GFP:: TRP1
YP1741 BR1919a lys2DNhel smi1::kanMX6dmc1::kanMX6 ddc2::hphMX4

YP1743  BR1919a lys2DNhel smi1::kanMX6 hop2::LEU2 ddc2::hphMX4

W303-1A  MATaleu2-3,112 trp1-1 can1-100 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 can1-100 rad5-G535R
W303-1B MATa leu2-3,112 trp1-1 can1-100 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 can1-100 rad5-G535R
YJT130 W303-1B sm/1::URA3 DDC2-GFP::TRP1

YP749 W303-1A sml1::URA3 DDC2-GFP::TRP1

YP750 W303-1A smi1::URA3 DDC2-GFP::TRP1 dmc1::KanMX6

YP751 W303-1B smi1::URA3 DDC2-GFP::TRP1 dmc1::KanMX6

YP1008  W303-1A rfa-t11 dme1::kanMX6 DDC2-GFP:: TRP1

YP1009  W303-1B rfa-t11 dme1::kanMX6 DDC2-GFP:: TRP1

YP1010  W303-1A rfa-t11 DDC2-GFP::TRP1

YP1011 W303-1B rfa-t11 DDC2-GFP::TRP1

YP1056  W303-1A ADE2 RPA-CFP DDC2-YFP

YP1057  W303-1B ADE2 RPA-CFP DDC2-YFP

YP1058  W303-1A sae2::kanMX6 ADE2 RPA-CFP DDC2-YFP

YP1059  W303-1B sae2::kanMX6 ADE2 RPA-CFP DDC2-YFP

YP1099  W303-1A rad50- S::URA ADE2 RPA-CFP DDC2-YFP

YP1100  W303-1B rad50-S::URA ADE2 RPA-CFP DDC2-YFP

YP1111 W303-1A sae2::kanMX6 rad50-S::URA3 ADE2 RPA-CFP DDC2-YFP

YP1112  W303-1B sae2::kanMX6 rad50-S::URA3 ADE2 RPA-CFP DDC2-YFP

El alelo rad50-K181 (=rad50S) se genero por transformacidn con el fragmento obtenido del plasmido
pNKY349 digerido con EcoRI-BamHI (Alani et al., 1990). Las cepas portadoras del alelo rfa1-t11 derivan de la
cepa CY5467 (Lucca et al., 2004).

La comprobacion de las deleciones se llevé a cabo mediante PCR utilizando parejas de oligonucledtidos
correspondientes a las regiones 5" y 3 tanto del gen delecionado como del gen marcador introducido y
comprobando en ambos extremos que aparecia la banda correspondiente a la delecién generada y desaparecia
la correspondiente al alelo silvestre.

1.2.- Marcaje de proteinas con epitopos.

La proteina de fusiéon Ddc2-GFP se obtuvo insertando el epitopo GFP en el extremo 3" del gen DDC2
en su propio locus gendmico. El epitopo GFP junto con el marcador auxotréfico TRP1 fueron amplificados por
PCR a partir del plasmido pFA6a-GFP-TRP1 (Longtine et al., 1998). Estos oligonucleétidos fueron disefiados
de forma que los veinte nucledtidos finales del extremo 3" anillan en el plasmido y los nucledtidos restantes son
las secuencias que quedan a ambos lados del coddn de parada de DDC2. El fragmento de DNA generado, fue
utilizado para transformar S. cerevisiae. Los transformantes obtenidos fueron comprobados mediante PCR.
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Tabla 4. Cepas diploides de Sacccharomyces cerevisiae.(*)

Cepas

Padres

Genotipo mas relevante

BR1919-2N BR1919a x BR1919a.

DP421
DP422
DP448
DP449
DP450
DP451
DP452
DP454
DP455
DP456
DP457
DP465
DP466
DP467
DP468
DP469
DP470
DP4T71
DP472
DP473
DP475

DP480
DP481
DP482
DP484
DP485
DP486

DP487
DP488
DP489
DP491
DP492

YP642 x BS200
YP712 x YP307
YP838 x YP839
YP844 x YP845
YP843 x YP855
YP848 x YP850
YP836 x YP846
YP851 x YP852
YP853 x YP854
YP860 x YP861
YP862 x YP863
YP871 x YP884
YP872 x YP885
YP875 x YP876
YP877 x YP878
YP890 x YP891

S1561-D2 x YP896

YP897 x YP898
YP899 x YP900
YP901 x YP902
YP905 x YP906

YP915 x YP916
YP917 x YP918
YP939 x YP940
YP949 x YP950
YP951 x YP952
YP953 x YP954

YP956 x YP957
YP964 x YP965
YP961 x YP962
YP968 x YP969
YP970 x YP971

MATa/ MAT e leu2::3,112 his4::260 ura3::1
ade2::1thr1::4 trp1::289

BR1919-2N lys2ANhel

DP421 zip1::LYS2

DP421 DDC2-GFP:: TRP1

DP421 zip1::LYS2 DDC2-GFP::TRP1

DP421 dmc1::kanMX6 DDC2-GFP:: TRP1

DP421 zip1::LYS2 ddc2::TRP1 smi1::kanMX6
DP421 zip1::LYS2 smi1::kanMX6

DP421 ddc2::TRP1 smi1::kanMX6

DP421 sml1::kanMX6

DP421 dmc1::kanMX6

DP421 ndt80::LEU2 DDC2-GFP:: TRP1

DP421 spo11::ADE2 DDC2-GFP::TRP1

DP421 spo11::ADE2 dmc1::kanMX6

DP421 dmc1::kanMX6 sml1::kanMX6

DP421 dmc1::kanMX6 ddc2::TRP1 sml1::kanMX6
DP421 spo11::ADE2 dmc1.::kanMX6 DDC2-GFP::TRP1
DP421 hop2::LEU2

DP421 hop2::LEU2 sml1::kanMX6

DP421 hop2::LEU2 ddc2::TRP1 sml1::kanMX6
BR1919-2N rad54::LEU2

BR1919-2N lys24Nhel | LYS2 rad54::LEU2
dmc1::hphMX4 smi1::kanMX6

DP421 hop2::.LEU2 DDC2-GFP::TRP1

DP421 rad54::LEU2 dmc1::hphMX4 ddc2:: TRP1 smi1::kanMX6
DP421 mec1::URA3 DDC2-GFP::TRP1 smi1::kanMX6
DP421 sae2::kanMX6 DDC2-GFP::TRP1

DP421 sae2::kanMX6 sml1::kanMX6

DP421 mec1::URA3 sae2::KanMX6
DDC2-GFP::TRP1 sml1::kanMX6

DP421 DDC2-3HA::kanMX6

DP421 dmc1::kanMX6 DDC2-3HA::kanMX6
DP421 sae2::kanMX6 ddc2:: TRP1 sml1::kanMX6
DP421 hop2::LEU2 DDC2-3HA::kanMX6

DP421 sae2::kanMX6 DDC2-3HA::kanMX6
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Tabla 4. Cepas diploides de Sacccharomyces cerevisiae (continuacion).

Cepas Padres Genotipo mas relevante
DP502 YP1004 x YP839 DP421 DDC2-GFP::TRP1 TUB1/

DDC2-GFP::TRP1 TUB1-RFP::kanMX6
DP504 YP1006 x YP871 DP421 TUB1/

spo11::ADE2 DDC2-GFP::TRP1 TUB1-RFP::kanMX6
DP544 YP1115x YP1116 ~ DP421 exo1::hphMX4 DCC2-GFP::TRP1
DP545 YP1117 x YP1118  DP421 sae2::kanMX6 exo1::hphMX4 DCC2-GFP:: TRP1
DP550 YP1141 x YP1142  DP421 spo11::ADE2 sae2::kanMX6 DCC2-GFP::TRP1
DP566 YP1630 x YP1631 ~ DP421 smi1::kanMX6 mec1::URA3
DP567 YP1632 x YP1633  DP421 ndt80::LEU2 zip1::LYS2 sml1::kanMX6
DP568 YP1634 x YP1635  DP421 ndt80::LEU2 zip1::LYS2 smi1::kanMX6 ddc2:: TRP1
DP569 YP1218 x YP1219  DP421 sae2::kanMX6 ndt80::.LEU2 DDC2-GFP::TRP1
DP592 YP870 x YP1277 DP421 spo11::ADE2Ip306-BrdU::URA3 spo11::ADE2
DP59%4 YP642 x YP1284 DP421 DDC2/DDC2-VN::TRP1
DP599 YP1284 x YP1295  DP421 DDC2-VN::TRP1/TUB1-VC::kanMX6
DP601 YP1295 x BS200 DP421 TUB1-VC::kanMX6/TUB1
DP606 YP838 x YP1316 DP421 DDC2-GFP::TRP1/DDC2-GFP::TRP1 p306-BrdU::URA3
DP607 YP949 x YP1317 DP421 sae2::KanMX6 DDC2-GFP::TRP1/

sae2::kanMX6 DDC2-GFP::TRP1 p306-BrdU::URA3
DP608 YP1318 x YP1319  DP421 dmc1::hphMX4 DDC2-GFP::TRP1/

dmc1::hphMX4 DDC2-GFP::TRP1 p306-BrdU::URA3
DP609 YP1323 x YP1324  DP421 sgs1.:kanMX6 DDC2-GFP::TRP1
DP610 YP1325x YP1326 ~ DP421 sgs1.:kanMX6 exo1::hphMX4 DDC2-GFP::TRP1
DP680 YP1494 x YP1495  DP421 ndt80::LEU2 zip1::LYS2 sml1::kanMX6 mec1::URA3
DP691 YP1515x YP1516  DP421 ndt80::LEU2 DDC2-3HA::kanMX6
DP693 YP1519 x YP1520  DP421 ndt80::.LEU2 dmc1::kanMX6 DDC2-3HA: :kanMX6
DP694 YP1521 x YP1522  DP421 ndt80::LEU2 sae2::KanMX6 DDC2-3HA::kanMX6
DP695 YP1523 x YP1524 ~ DP421 ndt80::LEU2 spo11::ADE2

dmc1::kanMX6 DDC2-3HA::kanMX6
DP697 YP1537 x YP1538  DP421 SPO11-GFP::kanMX6 DDC2-3HA::kanMX6
DP698 YP1539 x YP1540  DP421 sae2::natMX4 SPO11-GFP::kanMX6 DDC2-3HA::kanMX6
DP734 YP1616 x YP1617  DP421 KanMX6:.0CLB2-SAE2-3HA DDC2-GFP:: TRP1
DP735 YP1618 x YP1619  DP421 KanMX6:.0CLB2-SAE2-3HA

DDC2-GFP::TRP1 sgs1::kanMX6
DP736 YP1620 x YP1621  DP421 KanMX6:.0CLB2-SAE2-3HA DDC2-GFP:: TRP1

sgs1::kanMX6 exo1::hphMX4
DP778 YP1732 x YP853 DP421 TUB1-GFP::TRP1 smi1::kanMX6
DP779 YP1734 x YP875 DP421 dmc1::kanMX6 TUB1-GFP::TRP1 smi1::kanMX6

82



Materiales y Métodos

Tabla 4. Cepas diploides de Sacccharomyces cerevisiae (continuacion).

Cepas Padres Genotipo mas relevante

DP780 YP1736 x YP897 DP421 hop2::LEU2 TUB1-GFP:: TRP1 smi1::kanMX6

DP781 YP1738 x YP1741 DP421 dmc1::kanMX6 ddc2::hphMX4
TUB1-GFP::TRP1 smli1::kanMX6

DP782 YP1740 x YP1743 DP421 hop2::LEU2 ddc2::hphMX4

TUB1-GFP::TRP1 sml1::kanMX6
W303-2N W303-1Ax W303-1B  MATa/MAT« leu2::3,112 trp1::1 can1::100 ura3::1
ade2::1 his3::11,15 can1::100 rad5::G535R

DP433 YJT130 x YP749 W303-2N sml1::URA3 DDC2-GFP::TRP1

DP434 YP750 x YP751 W303-2N sml1::URA3 dmc1::kanMX6 DDC2-GFP:: TRP1

DP505 YP1008 x YP1009 W303-2N rfa-t11 dmc1::kanMX6 DDC2-GFP::-TRP1

DP506 YP1010 x YP1011 W303-2N rfa-t11 DDC2-GFP::-TRP1

DP524 YP1056 x YP1057 W303-2N ADE2 RPA-CFP DDC2-YFP

DP525 YP1058 x YP1059 W303-2N ADE2 sae2::kanMX6 RPA-CFP DDC2-YFP

DP536 YP1099 x YP1100 W303-2N ADE2 rad50-S::URA RPA-CFP DDC2-YFP

DP542 YP1111 x YP1112 W303-2N ADE2 sae2::kanMX6 rad50-S::URA3 RPA-CFP DDC2-YFP

(*) Todas las cepas son homozigéticas para los marcadores a no ser que se indique lo contrario.

Para determinar si la fusion de GFP afectaba a la funcion de Ddc2, los clones positivos se analizaron en
placas de metil-metano-sulfonato (MMS) y se comprob6 que, a diferencia del mutante ddc?2, las cepas portadoras
de DDC2-GFP no mostraban sensibilidad a este agente genotdxico, indicando que el epitopo GFP no afectaba
a la funcién de la proteina. Ademas, también se comprobd la funcionalidad de la proteina Ddc2-GFP durante la
meiosis gracias al seguimiento de las divisiones nucleares a lo largo de la meiosis mediante la tincion del DNA
con DAPI.

Las cepas que expresan la proteina de fusion Ddc2-3HA se generaron del mismo modo descrito para
Ddc2-GFP, pero utilizando el plasmido pFA6a-3HA-kanMX6 (Longtine et al., 1998). También se comprob6 que la
proteina Ddc2-3HA es funcional.

Para generar las cepas TUB1-GFP::TRP1, se usé el plasmido pB237 (procedente de Beth Rockmill,
Yale University) que fue digerido con la enzima Hindlll. La proteina de fusién Tub1-RFP se obtuvo insertando el
epitopo RFP en el extremo 3" del gen TUBT en su propio locus genoémico. El epitopo RFP junto con el marcador
de resistencia kanMX6 fue amplificado por PCR a partir del plasmido pFAGa-RFP-KanMX6. El protocolo utilizado
para transformar S. cerevisiae y seleccionar los clones positivos se explicara posteriormente en el capitulo 3.

Para la construccion de las proteinas de fusion Ddc2-VN y Tub1-VC se amplificaron fragmentos de PCR
a partir de los plasmidos pFAGa-VN-TRP1 y pFAGa-VC-kanMX6 (Sung and Huh, 2007) y se transformaron en
S. cerevisiae. Los transformantes obtenidos fueron comprobados mediante PCR. También se comprob6 que el
marcaje no afectaba a la funcionalidad de las proteinas.
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Tabla 5.- Oligonucleétidos utilizados en este trabajo.

Nombre

Secuencia (5-3")

Aplicaciones

SML1- L1

SML1- L2

DDC2- K1

DDC2- K2

DDC2- F2

DMC1- D1

DMC1- D2

MEC1- L1

MEC1- L2

SAE2-D1

SAE2-D2

SAE2- F4

SAE2- R3

TGATCTTACGGTCTCACTAACCTC
TCTTCAACTGCTCAATAATTTCCC
GCTCAGCTGAAGCTTCGTACGC

ACAGAACTAGTGGGAAATGGAAAG
AGAAAAGAAAAGAGTATGAAAGGA
ACTGCATAGGCCACTAGTGGATCTG

CGCGATAGTGCACGAAACGTCAACA
CAATCATCAAACTCTTTTGCATATTTC
TATTATAGCGTACGCTGCAGGTCGAC

AATATTAAGCATTACAAGGTTTCTATA
AAGCGTTGACATTTTCCCCTTTTGAT
TGTTGCCATCGATGAATTCGAGCTCG

AAATCATTCGATCTAACCACACTAGAG
GAGGCCGATTCATTATATATCTCAATG
GGACTGCGGATCCCCGGGTTAATTAA

CACCCTTTTATATTTGCTGTAGTCTG
TTATGCCAATCAGGAAAGCATTTGA
ACAAATCGTACGCTGCAGGTCGAC

TAAAAGAAAAGTTTAATAAAGGAGC
AATGTCATCTTCATTAAAAAGTATAC
AAAAAATCGATGAATTCGAGCTCG

AGACAAAGTGAGGCTGGACAACAAGA
ACGACATACACCGCGTAAAGGCCCACA
AGACTGCCGGATCCCCGGGTTAATTAA

CCTGCAGTGATGGTTAGATCAAGAGG
AAGTTCGTCTGTTGCCGAAAATGGTG
GAAAGTCGATCGATGAATTCGAGCTCG

CGTTCACATACCTGCATTTCCATCCA
TGCTGTAAGCCATTAGGTGTTTGTAT
GTGAGCGTACGCTGCAGGTCGAC

ACCATACCAAAAAAAATGTATTTGAA
GTAATGAATAAAGAATGATGATCGCT
GGCGTATCGATGAATTCGAGCTCG

CGTTCACATACCTGCATTTCCATCCA
TGCTGTAAGCCATTAGGTGTTTGTAT
GTGAGGAATTCGAGCTCGTTTAAAC

CTGAGCTCCTTGAGAATGGATAAGCT
TGACTTTAGATACACATTTTCTTCACC
AGTCACGCACTGAGCAGCGTAATCTG

Delecion de SML1

Delecion de SML1

Delecion de DDC2

Delecién y marcaje de DDC2 con

epitopos -GFP, -3HAy -VN

Marcaje de DDC2 con epitopos

-GFP, -3HAy -UN

Delecion de DMC1

Delecion de DMC1

Delecion de MEC1

Delecion de MEC1

Delecion de SAE2

Delecion de SAE2

Expresion de SAE2 bajo el promotor CLB2

Expresion de SAE2 bajo el promotor CLB2
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Tabla 5.- Oligonucleétidos utilizados en este trabajo (continuacion).

Nombre

Secuencia (5'-3")

Aplicaciones

TUB1- K2

TUB1-F2

TUB1-R1

EXO1-K1

EXO1-K2

MAD2- up

MAD2- down

SPO11- L2

SPO11-F5

rDNA- up
rDNA- down
qBUD23- up
qBUD23- down
qERG1- up
qERG1- down

TTTTTTTACAATATACTTGAAATATAGA
AAGGATAAGGAGGTTGGGGGCGAGA
GTGAACCATCGATGAATTCGAGCTCG

GCTTTAGAAAGATTACATCGAAGTGG
GTGCCGACTCATACGCTGAGGAAGA
GGAATTTCGGATCCCCGGGTTAATTAA

TTTTTTTACAATATACTTGAAATATAGAA
AGGATAAGGAGGTTGGGGGCGAGAG
TGAACCGAATTCGAGCTCGTTTAAAC

TGCTTTTTGGACCACATTAAAATAAAA
GGAGCTCGAAAAAACTGAAAGGCGTA
GAAAGGA CGTACGCTGCAGGTCGAC

TTTTCATTTGAAAAATATACCTCCGAT
ATGAAACGTGCAGTACTTAACTTTTA
TTTACCT ATCGATGAATTCGAGCTCG

GTATTGAAAACCACTTCAAGGGGCC
CAATAGCACATTTACTCGAGGAGAA
CTTCTAGTA

TGGACTTCCGTCTTTTTTTTTTTTTTT
GACTTGAATTCTAGCACCATATCGAC
TACGTCG

ATGTAACCGTTTTCAATTCTTGAAAAA
CATTTTTTATAAAGCAACAGCTCCCAT
TCTTATCATAGGCCACTAGTGGATCTG

ATTTTTTTCCAAAAGAAAGCTGAAATG
AACGAGATTGATGCCAGAATTTTTGAA
TACAAAGGTGACGGTGCTGGTTTA

CTGATGTCTTCGGATGGATTTGAG
TTTCCTCTGGCTTCACCCTATTC
TATGTCGTCCACCTGGTCGTCG
TCCTAAACAGCGGTTGATGAGG
CAGTCATACCACCACCAGTCAATG
GCCAAACTCCTACTTGCCAGC

Marcaje de TUB1 con epitopo -RFP

Marcaje de TUB1 con epitopo -RFP y -VC

Marcaje de TUB1 con epitopo -RFP y -VC

Delecién de EXO1

Delecién de EXO1

Delecién de MAD2

Delecién de MAD2

Marcaje de SPO11 con epitopo -GFP

Marcaje de SPO11 con epitopo -GFP

GPCR de ChIP
GPCR de ChiP
GPCR de ChIP
GPCR de ChiP
GPCR de ChIP
GPCR de ChiP
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La cepas haploides originales con las proteinas Ddc2 y Rfa1 marcadas con los epitopos YFP y CFP,
respectivamente, procedian del laboratorio de Rodney Rothstein (Columbia University) (Lisby et al., 2004).

1.3.- Otras construcciones.

Para la construccion de cepas capaces de incorporar BrdU se linearizé el plasmido p306-BrdU-Inc
portador de la timidina kinasa del virus Herpes Simplex (HSV-TK) y el transportador de nucleésidos equilibrante
de humanos (hENT1) con la enzima de restriccion Stul para dirgir su integracion al locus ura3 (Viggiani and
Aparicio, 2006). Se comprobd la correcta integracion del plasmido en los transformantes mediante PCR con
una pareja de oligonucleétidos que anillan especificamente en la secuencia del plasmido y con otra pareja de
oligonucledtidos que flanquean el gen URAS.

Para la construccion de cepas que expresan el gen SAE2 bajo el promotor de CLB2 se utiliz6 el plasmido
pFA6a-KanMX6-pCLB2-3HA (pC797) para amplificar con los oligos correspondientes. Tras la transformacién, se
comprob6 por PCR la correcta integracion del promotor de CLB2 en el locus SAE2.

Para el estudio de los sitios consenso de fosforilacion de la proteina Ddc2 por Mec1 en la respuesta a
dafio en el DNA en células vegetativas (Figura 15), las diferentes cepas de interés (zip1, ddc2y zip1 ddc2) se
transformaron con el vector vacio pRS316 o con los plasmidos pLCD1, pNML1y pSS136 (Tabla 6). El gen DDC2
es un gen esencial para la célula. Para rescatar esta letalidad, las cepas se construyen sobre un fondo genético
sml1. Para el estudio de los sitios consenso de fosforilacion, las cepas llevaban el gen DDC2 en un plasmido
(pLCD1, pNML1 o pSS136) cuyo marcador de seleccién era el gen URA3. Al llevar DDC2 en el plasmido, ya
no era necesario que las células ddc2 fueran ademas sml/1 (el gen SML1 se delecioné utilizando el plasmido
pFA6a-KanMX6). El acido 5-fluoroacético o 5-FOA es usado en genética molecular de levaduras para detectar la
expresion del gen URA3. El gen URA3 convierte el 5-FOA en el componente toxico 5- fluorouracilo. Asi, cuando
diferentes células se crecen en medio 5-FOA, las células Ura+ mueren mientras que las Ura- son resistentes
a este componente tdxico (Boeke et al., 1984). Para obtener cepas SML1 silvestres, se replicaron nuestras
diferentes cepas de interés para este estudio (fransformadas con los diferentes plasmidos que expresan el gen
DDC?), a placas con medio 5-FOA, placas con geneticina (G418) y placas de YPDA. Se seleccionaron de las
placas de YPDA aquellas cepas de levadura que no crecian en 5-FOAy que eran sensibles a geneticina porque
eran las que necesitaban el plasmido con la fuente de DDC2 necesaria para poder ser viables y que eran ademas
SML1 silvestres.

2.- MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO.
2.1.- Medios de cultivo para Saccharomyces cerevisiae.
Medios Liquidos:

- YPDA: Extracto de levadura 1%, Peptona 2%, Adenina 0,01%, Glucosa 2%.

- SC 2X: YNB sin aminoéacidos (-aa) 0,7%, Mezcla de aminoacidos (-LEU) de Formedium 0,138%,
Adenina 0,025%, Leucina 0,02%, Glucosa 2%.

- SC-aa: YNB (-aa) 0,7%, Glucosa 2%. El YNB se suplementé con una Mezcla de amindacidos (drop-out)
que carece del aminoacido 0 aminoacidos necesarios, dependiendo de las auxotrofias de las cepas,
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pero al doble de la concentracion recomendada por el fabricante.
- Esporulaciéon: Acetato potasico (KAc) 2%.
Medios Sdlidos:

- YPDA: Extracto de levadura 1%, Peptona 2%, Adenina 0,01%, Glucosa 2% y Agar 2%.

- SC-aa: YNB sin aminoacidos (-aa) 0,7%, Glucosa 2% y Agar 2%. EI YNB se suplement6 con una
Mezcla de amindacidos (drop-out) que carece del aminoacido o aminoacidos necesarios, dependiendo
de las auxotrofias de las cepas, pero al doble de la concentracion recomendada por el fabricante.

- Esporulaciéon: Extracto de levadura 0,1%, KAc 1,5%, Mezcla de aminoacidos (-ADE, -URA) de
Formedium 0,185%, Adenina 0,025%, Uracilo 0,01%, Glucosa 0,1%, y Agar 2%.

- Medio minimo: YNB (-aa) 0,7%, Glucosa 2% y Agar 2%.

Medios de seleccidn de resistencia a antibiéticos:

Cuando fue necesario seleccionar clones de levadura resistentes a antibiéticos, se suplementaron
las placas de YPDA con 200 pg/ml de sulfato de geneticina (G418; Formedium), 300 ug/ml de higromicina
(Formedium) ¢ 100 pg/ml de nourseotricina (clonNAT; Werner BioAgents).

2.2.- Condiciones de crecimiento y esporulacion para S. cerevisiae.

El cultivo de S. cerevisiae se llevé a cabo en placas de medio sélido o en bien en medio liquido con una
agitacion de 200-250 rpm. Todos los cultivos su incubaron a una temperatura de 30°C. El crecimiento en medio
liquido se controlo midiendo la turbidez del cultivo por su absorbancia a 600 nm (0D, ).

Para inducir la meiosis en medio liquido, las diferentes cepas se estriaron en una placa de YPDAy se
incubaron a 30°C durante 2-3 dias. Se toco con el palillo una colonia aislada que se incub6 durante 20 - 24 h a
30°C en agitacion en 3,5 ml de medio liquido SC 2X. A continuacién, se recogieron las células y se incubaron en
2,5 ml de medio liquido YPDA (suplementado con 50 ul de la una solucion de Adenina 20mM y Uracilo 10 mM)
a 30°C en agitacion durante 8 h para saturar el cultivo y tener células en fase estacionaria. Se centrifugaron las
células y se lavaron con 1 ml de KAc 2% para eliminar los posibles restos de medio rico (YPDA). Se pasaron las
células a un matraz de 100 ml con 10 ml de medio liquido de esporulacién (KAc 2%) y se incubaron en agitacion a
30°C. Segun las necesidades, los volumenes de los cultivos se aumentaron pero guardando siempre las mismas
proporciones y tiempos de incubacion. Para la incubacion en KAc 2% siempre se debe usar un matraz de un
volumen al menos 10 veces superior al volumen de KAc 2% utilizado para que las células tengan una aireacion
adecuada.

Para inducir la esporulacion en placa, se cultivaron los diploides en placas de YPDA durante 12 hy a
continuacién se replicaron a medio de esporulacién donde se incubaron durante 3 dias a 30°C.

2.3.- Ensayos de sensibilidad a MMS, luz UV y benomilo.

Para analizar la sensibilidad a agentes genotoxicos, cultivos crecidos hasta saturacién en YPDA se
diluyeron en 5 ml de YPDA fresco a una OD,,~0,2 y se incubaron hasta llegar a una OD,,~1. Se sembraron
diluciones seriadas 1:10 ¢ diluciones seriadas 1:5 (igualando la OD, inicial de todos los cultivos a 0,2) en placas
de YPDA (control), en placas de YPDA con MMS 0,02%, o en placas de YPDA que se irradiaron con luz UV 40J/
m?. Las placas de YPDA con MMS se prepararon el mismo dia de su utilizacién.
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Para analizar la sensibilidad a benomilo las cepas se cultivaron en YPDA liquido como se ha descrito
anteriormente y se sembraron en placas de YPDA suplementadas con diferentes concentraciones de benomilo
a partir de una solucién stock de 30 mg/ml en DMSO. Como control, se utilizé una placa de YPDA suplementada
con la misma cantidad de DMSO presente en la placa con la mayor concentracion de benomilo utilizada. Para
la preparacion de las placas que contienen benomilo es necesario que el medio YPDA fundido esté a una
temperatura de 80-90 °C en el momento de afiadir el benomilo para que no precipite.

Tabla 6.- Plasmidos utilizados en este trabajo.

Nombre Aplicaciones Procedencial Referencia

pFABa-kanMX6 Delecion de SML1, Longtine et al., 1998.
DMC1y SAE2

pFA6a-TRP1 Delecién de DDC2 Longtine et al., 1998.

pFA6a-GFP-TRP1 Marcaje de DDC2 y SPO11 Longtine et al., 1998.

pFA6a-3HA-kanMX6  Marcaje de DDC2 Longtine et al., 1998.

pFA6a-RFP-KanMX6
pFA6a-VN-TRP1
pFABa-VC-kanMX6
pAG25

pAG32

pUG72

p306-BrdU-Inc

Marcaje de TUB1
Marcaje de DDC2

Marcaje de TUB1

Delecion de SAE?2
Delecién de EXO1y MAD2
Delecion de MEC1

Incorporacion de BrdU

Huh et al., 2003.
Sung and Huh, 2007.

Sung and Huh, 2007.

Goldstein and McCusker, 1999.

Goldstein and McCusker, 1999.

Gueldener et al., 2002.

Viggiani and Aparicio, 2006.

pLCD1 Expresién de DDC2 S. Jackson (Univ. of Cambridge, UK)

pNML1 Expresion de DDC2-13myc S. Jackson (Univ. of Cambridge, UK)

pSS136 Expresion de ddc2-3AQ-13myc R. Freire (Hospital Universitario Canarias)
P. San Segundo

pNKY349 Introduccion del alelo rad50-S N. Kleckner (Harvard University, USA)

pB237 Integracion de TUB1-GFP::-TRP1  B. Rockmill (Yale University, USA)

pC797 Introduccion del promotor CLB2 D. Dawson
(Oklahoma Medical Research Foundation, USA)
AM. Neiman

(Stony Brook University, USA)
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2.4.- Cultivos de Escherichia coli.

La bacteria E. coli se cultivo tanto en medio LB liquido (extracto de levadura 0,5%, triptona 1% y NaCl
1%), como en placas de LB suplementado con 100 ug/ml de ampicilina (Sambrook y Russel, 2001). En ambos
casos la temperatura de incubacién fue de 37°C. Para el mantenimiento y obtencion de plasmidos se utiliz6 la
cepa DH5a de E. coli. Las células competentes se generaron en el Servicio General del Instituto de Microbiologia
Bioguimica siguiendo el protocolo descrito por (Kushner, 1978).

3.- TECNICAS DE TRANSFORMACION.

3.1.- Transformacion de S. cerevisiae.

Para transformar S. cerevisiae se siguié basicamente el protocolo descrito por (Gietz et al., 1995). Para
ello, células crecidas en YPDA hasta saturacion se diluyeron en 5 ml de YPDA fresco a una concentracion de
5x10° células/ml (OD,,, ~0,25), se incubaron a 30 °C durante ~3 h hasta una concentracion de 2x107 células/
ml (0D, ~1), se recogieron por centrifugacion y se lavaron primero con el mismo volumen de agua estéril
y a continuacion con 1 ml de acetato de litio (AcLi) 100mM. Una vez retirado el sobrenadante, se afiadieron
240 pl de Polietilenglicol (PEG) 3350 al 50%, 36 pl de AcLi 1M, 25 ul de DNA desnaturalizado de esperma de
salmdn a una concentracion de 2 mg/ml y 50 pl de la solucidén que contenia el DNA a transformar. Las células
se resuspendieron mediante agitacion en vortex, se incubaron a 30°C durante 30-60 min con agitacién y, a
continuacién, se sometieron a un pulso de calor de 15 min a 42 °C. Finalmente, las células se centrifugaron y
se resuspendieron en 100 ul de agua para sembrarlas en placas de medio selectivo. Cuando el marcador de
seleccion fue la resistencia a los antibidticos G418, higromicina o nourseotricina, después del pulso de calor
las células se incubaron en YPDA liquido durante 2 - 3 h antes de sembrarlas en las placas que contenian el
antibiético. Las células transformadas se incubaron a 30°C durante 2 - 3 dias.

3.2.- Transformacioén de E. coli.

Para transformar E. coli con plasmidos se sigui6 el protocolo descrito por Golub, 1988. Para ello, se
descongelaron las células competentes en hielo y se les afiadié 1 ul de DNA procedente de minipreparaciones
de DNA plasmidico por cada 75 pl de células competentes. Seguidamente se dio a las células un pulso de
calor durante 1 min a 42°C, se afiadieron 100 ul de LB y se sembraron en placas de LB con ampicilina que se
incubaron durante 12-18 h a 37°C.

4.- MICROSCOPIA.

4.1.- Microscopia de contraste de fases.

Para el seguimiento rutinario del crecimiento celular, la formacion de zigotos, el contaje de ascas, efc.,
se utilizé un microscopio Nikon Eclipse 50i equipado con objetivos 20X y 40X de contraste de fases.

4.2.- Microscopia de fluorescencia y de contraste interferencial (DIC).
Se utilizé un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse 90i equipado con una camara CCD Orca-AG
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(Hamamatsu) y objetivos 63X o 100X de apertura numérica 1,4. Las diferentes caracteristicas de los prismas
opticos, espejos dicroicos selectivos y filtros de excitacion y emision estan reflejadas en la Tabla 7. Para seguir
la formacién de focos de la proteina Ddc2-GFP, la colocalizacion de ésta con la proteina Tub1-RFP, la interaccion
entre las proteinas Ddc2-VN y Tub1-VC y el estudio de la formacién de focos de RPA-CFP y Ddc2-YFP alo largo
de la meiosis, se capturaron imagenes a diferentes tiempos a lo largo de la meiosis. Cuando se analizaron focos
de Ddc2-GFP, para cada campo se realizaron once capturas en el eje Z a intervalos de 0,4 um y con un tiempo de
exposicion de 1000 miliseg cada una. Para obtener la proyeccion maxima de los planos capturados, las imagenes
se procesaron con el programa informatico ImagedJ (http:// rsb.info.nih.gov/ij/). De cada plano también se obtuvo
una imagen de DIC de las células analizadas. Para el resto de focos analizados (Ddc2-YFP, RPA-CFP...) se
tomaron varias iméagenes de cada tiempo de meiosis en un solo plano.

Tabla 7.- Caracteristicas de los filtros utilizados en microscopia de fluorescencia.

Fluoréforos Filtro de excitacion  Filtro de emision Espejo dicroico selectivo
(nm) (nm) (nm)

GFP y AF488 450-490 500-550 495

YFP y Venus 490-510 520-550 515

RFPy AF594 530-550 590-650 570

CFP 426-446 460-500 455

DAPI 340-380 425 400

Para realizar el contaje de las divisiones nucleares a lo largo de la meiosis se capturaron imagenes
de las células tefiidas con DAPI usando un microscopio Leica DMRXA equipado con una camara CCD Orca-AG
(Hamamatsu) y un objetivo 63X de apertura numérica 1,4.

Para los experimentos de time-lapse de Ddc2-GFP se utilizo el microscopio de fluorescencia DeltaVision
equipado con una camara CoolSNAP HQ2 (Photometrics). Para la toma de imagenes se usé un objetivo 100X
Olympus UPLSAPO de apertura numérica 1,4, un filtro de excitacion de 440-470 nm y un filtro de emisién de 525-
550nm. La temperatura del microscopio se ajustd a 30°C la noche anterior al experimento. La preparacion de las
muestras se llevo a cabo del siguiente modo. Se colocé un porta concavo (EMS, Electron Microscopy Science)
y un porta normal en un bloque térmico que esta a una temperatura de 37°C-42°C durante aproximadamente
5 minutos para que cuando se afiada la solucion de KAc al 2% + agarosa al 1,2%, ésta no se solidifique
inmediatamente. Durante esos 5 minutos, se hierve una solucion de KAc al 2% + agarosa al 1,2% repartida en
diferentes eppendorfs y guardada a 4°C. Cuando la solucion esté liquida se deja a 70°C para que no se vuelva
a solidificar. A continuacién, se recogen 100ul de células en meiosis, se centrifugan y se concentran en un
volumen final de 15 pl. Se afiaden 50 pl de la solucién de KAc al 2% con agarosa al 1,2% en el porta concavo
e inmediatamente colocamos encima el porta normal y se deja solidificar a temperatura ambiente durante 5
minutos. Pasado este tiempo se retira el porta normal se afiaden 7 ul de las células concentradas encima de
la solucién solidificada y se coloca un cubre encima. Para cada tiempo analizado (cada 5 6 10 minutos) se
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realizaron once capturas en el eje Z a intervalos de 0,4 um y con un tiempo de exposicidn de 500 miliseg cada
una. Para obtener la proyeccion maxima de los planos capturados y la posterior reconstruccion de la pelicula con
todos los tiempos, las imagenes se procesaron con el programa informatico Imaged (http:// rsb.info.nih.gov/ij/).

5.- ANALISIS DE ACIDOS NUCLEICOS.

5.1.- Extraccion de DNA plasmidico de E. coli.

Para la purificacion de DNA plasmidico a pequefia escala de E. coli se usaron las columnas Wizard
Plus SV Minipreps (Promega) siguiendo el protocolo del fabricante basado en el método de lisis alcalina.

5.2.- Extraccion de DNA total de S. cerevisiae.

Para usar el DNA genémico como molde para PCR se empled el protocolo que se describe a continuacion.
Se recogieron por centrifugacion de 1,5 a 3 ml de un cultivo saturado de la cepa de interés. Las células se
resuspendieron en 735pl de una solucién de sorbitol 0,9 M y EDTA 0,1 M. Se afadieron 45 ul de zimoliasa
20T a 10 mg/ml y 1 ul de B-mercaptoetanol y se incubaron a 37°C durante 1 hora agitando ocasionalmente.
A continuacion se centrifugaron las células a maxima velocidad y se retird el sobrenadante. Los esferoplastos
formados se resuspendieron en 304 ul de TE, 32 ul de EDTA 0,5 M (pH 8), 32 ul de Tris-HCI 1 M (pH 7,5) y 16 pl
de SDS 10%. Después de incubar durante 30 min a 65°C para lisar completamente las células, se afiadieron 80
ul de acetato potasico 5M, se mezclo por inversion varias veces y se incub6 en hielo durante 30 — 60 min para
precipitar las proteinas. A continuacion, se centrifugd a 15000 x g durante 3 min y el sobrenadante se decanté
sobre un tubo con 1 ml de etanol 100% para precipitar los &cidos nucleicos. El precipitado resultante de la
centrifugacion durante 3 min a 15000 x g se resuspendié en 200 pl de TE, se afiadieron 2 pl de RNasa A 10 mg/
mly se incub6 a 37°C durante 30 min. EI DNA gendmico se precipité de nuevo afiadiendo 200 pl de isopropanoal
y centrifugando durante 2 min a 15000 x g. Finalmente, el precipitado se lavé con etanol al 70% y, una vez seco,
se resuspendio en 20-50 pl de TE.

5.3.- Digestion de moléculas de DNA con enzimas de restriccion.

La digestion de moléculas de DNA se llevo a cabo utilizando endonucleasas de restriccion de Fermentas.
Las soluciones tampdn empleadas y la temperatura a la que se realizaron las digestiones fueron en cada caso
las recomendadas por el fabricante. Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen de 20 a 60 pl durante un
tiempode2-4h

5.4.- Separacion de moléculas de DNA en geles de agarosa.

La separacion por tamafios de las moléculas de DNA procedentes de PCR o digestiones con
endonucleasas de restriccidn se llevo a cabo mediante electroforesis en geles de agarosa. Dependiendo del
tamafio de las moléculas a separar, se usaron geles del 0,8% al 2% de agarosa (Seakem LE) preparados en
TAE (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM pH 8,0) y conteniendo bromuro de etidio a una concentracion de 0,5 g/
ml. Para visualizar el DNA mediante iluminacion con luz UV, se utilizo un equipo Gel Doc XR (Bio-Rad) equipado
con una camara CCD para la captura de imagenes. Los tamafios de las moléculas se estimaron comparando
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con el marcador de tamafio molecular 7 Kb Plus DNA ladder (Invitrogen). Las separaciones electroforéticas se
realizaron a voltaje constante (50-120 V) en tampon TAE.

5.5.- Amplificacion de DNA: reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Para amplificar fragmentos de DNA de forma rutinaria se usaron Taq polimerasas de 5-Prime o Promega,
auna concentracion de 0,05 U/ul junto con las soluciones tampdn recomendadas por el fabricante. Las reacciones
se llevaron a cabo en un volumen de 50 ul conteniendo 1 uM de oligonucledtidos sintetizados por Isogen Life
Science o Thermo Scientific y dNTPs 0,4 mM de 5-Prime. Como DNA molde se utilizaron cantidades variables de
DNA gendmico, plasmido o directamente una pequefia cantidad de biomasa de células de S. cerevisiae tomada
de una placa de YPDA. La reaccion de amplificacion se realizd en un termociclador MJ Mini (Bio-Rad). La longitud
de los ciclos de extensién y la temperatura de anillamiento, fue variable dependiendo del tamafio del fragmento
a amplificar y de la Tm de los oligonucleotidos, respectivamente.

Para amplificar fragmentos de DNA que llevan epitopos para el marcaje de genes, se utilizd una
polimerasa de alta fidelidad (Expand High Fidelity PCR System).

5.6.- Inmunoprecipitacion de cromatina y PCR cuantitativa.

Se recogieron 16 ml de células en KAc 2% a OD,,, = 6 (8 ml de células por cada inmunoprecipitacion=
IP). Las células se trataron con 1% de formaldehido (Merck) durante 10 min a temperatura ambiente en agitacion
suave. La fijacién se detuvo con glicina 125 mM durante 5 min a temperatura ambiente en agitacion suave.
Las células fijadas se lavaron con PBS 1X frio (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na:HPO44,3 mM y KH2PO4 1,47
mM), se eliminé el PBS 1X, se dividieron las células en 2 tubos de 1,7 ml (low binding, COSTAR) por separado
para realizar con mayor eficacia una posterior rotura y sonicacion de las mismas. Las células se congelaron
inmediatamente en hielo seco para seguidamente guardarlas a -80°C.

Las células guardadas a -80°C se descongelaron en hielo y se resuspendieron en 500 ul de tampon de
lisis (Hepes KOH pH=7,5 50mM, EDTA 5 mM, NaCl 140mM, TRITON X-100 al 1%, deoxicolato sodico al 0,1%).
Se afiadi6 PMSF 1mM y una tableta de cocktail inhibidor de proteasas (Roche) por cada 50 ml de tampon de lisis
0 una mini tableta de cocktail inhibidor de proteasas (Roche) por cada 10 ml de tampon de lisis. Las células se
rompieron en una FastPrep (Qbiogene) con bolitas de vidrio (Sigma) que cubrian el volumen de cada muestra,
con 3 pulsos de agitacion de 20 seg a una potencia de 5,5 (las células se dejaron reposando en hielo 1 minuto
entre cada pulso). Se pasd la muestra a un tubo BD Falcon de 15 ml haciendo un agujero en el tubo eppendorf
con una aguja (100 STERICAN 21Gx1"", BRAUN) y centrifugando a 1000 rpm durante 2 min.

Posteriormente, mediante una sonda que se ajusta perfectamente al tubo BD Falcon de 15 ml, se
fragmenté la cromatina hasta un tamafio medio de aproximadamente 200-500 pb con un Bioruptor (Diagenode)
refrigerado con agua y hielo. Se aplicaron 3 ciclos de sonicacion a potencia maxima de 10 min cada uno y con
intervalos de 30 seg encendido y 1 minuto apagado (cambiando el agua y afiadiendo mas hielo entre cada pulso
para evitar el calentamiento de la muestra).

A continuacién, se pas6 la muestra sonicada a un nuevo tubo eppendorf de 1,7 ml y se centrifugd a
16100 x g a 4°C durante 10 min recogiendo el sobrenadante en otro tubo eppendorf de 1,7 ml. En este paso
se juntaron los sobrenadantes correspondientes a la misma muestra (Volumen [J 1000 ul) que se incubaron

92



Materiales y Métodos

durante 1 hora en rotor a 4°C con 80 ul de Dynabeads de proteina A + proteina G (Invitrogen) que habian sido
previamente bloqueadas durante 30 min a temperatura ambiente con 100 ug/ml de BSA (SIGMA-ALDRICH,
A7906) y 75 ng/ul ssDNA de esperma de salmon (se prepararon 120 ul de dynabeads (60 ul de proteina A+ 60 pl
de proteina G) por cada IP que se realizé). Se recuperd el sobrenadante mediante el uso de un iméan que retiene
las Dynabeads.

Se reservaron 40 ul de este sobrenadante como input y el resto, que se uso6 para hacer las IPs, se
dividi6 a la mitad en 2 tubos de 1,7 ml. Auna mitad se afiadieron 10ug de anticuerpo anti-HA (clon 12CA5, Roche)
y a la otra, 10 pg de anticuerpo anti-myc (Santa Cruz, sc-40), éste ultimo se usd como uno de los controles
negativos del experimento. Tanto los inputs como los IPs se incubaron 2 h en rotor a 4°C. A continuacién, a los
IPs se les afiadié otros 50 ul de dynabeads y se incubaron durante toda la noche en rotor a 4°C.

Los inputs se trataron con RNAasa a 10 ug/ ul (DNAasa free; 500 ug/ ul; ROCHE) durante 30 min a 37°C.
A continuacion, se les afiadié proteinasa K a 0,2 ug/ ul y se incubaron durante 30 min a 55°C. Se centrifugaron
100 pl de la resina Chelex al 10% (Chelex 100, Biorad) y se eliminé el sobrenadante. Se afiadieron los 40 pl del
input (previamente tratado con RNAasa y proteinasa K) a las bolitas de Chelex secas. Se mezclaron bien por
vortex y se hirvieron durante 10 min en agitacién. Centrifugamos y recogimos, sin apurar, el sobrenadante en
un eppendorf nuevo. Se afiadieron 120 pl de agua libre de DNAsas, RNAsas y Proteasas (5-Prime) a las bolitas
de Chelex mezclando bien en vortex. Se centrifugaron de nuevo para juntar el sobrenadante con el anterior
previamente recogido.

Las IPs incubadas junto con el anticuerpo y las dynabeads se lavaron 6 veces con 1 ml de tampdn de
lisis (sin inhibidores de proteasas ni PMSF), 1 vez con tampédn de lavado 1 (Hepes KOH 50mM pH=7,5, EDTA
5mM, NaCl 0,5 mM, TRITON X-100 al 1%, deoxicolato sédico al 0,1%), 1 vez con tampén de lavado 2 (Lic. 0,25M,
TE 1X, NP-40% al 0,5% y deoxicolato sddico al 0,5%) y un Ultimo lavado con 1 ml de TE 1X (Tsukuda et al.,
2009).

Se afiadieron 100 pl de Chelex al 100 % a las dynabeads (sin restos del ultimo lavado con TE 1X).
Las dynabeads con las bolitas de Chelex al 10% se mezclaron bien en vortex. Se hirvieron durante 10 min
en agitacion (aqui se revirtio el crosslink quedando atrapadas las proteinas y los anticuerpos en las bolitas de
Chelex). Se dejaron enfriar las muestras y se afiadieron RNAasa y proteinasa K del mismo modo en que se
hizo con los inputs. Se volvieron a hervir las muestras durante 10 min. Se centrifugaron durante 1 minuto a
12000 x g y se recogio el sobrenadante sin apurar en un nuevo eppendorf. Se afiadieron 120 ul de agua libre de
DNAasas, RNAasas y proteasas a las bolitas de Chelex y mezclamos bien en vortex. Se centrifugaron de nuesvo
para juntar el sobrenadante con el anterior previamente recogido. Todas las muestras de DNA (inputs y IPs) se
congelaron a -20°C hasta el momento de hacer la PCR cuantitativa (qPCR).

Para una mejor cuantificacion del DNA obtenido, los inputs se diluyeron 100 veces en agua libre de
DNAasas, RNAasas y proteasas. El DNA se analizd por PCR cuantitativa en un equipo ABI7000 (Applied
Biosystems) usando diferentes parejas de oligonucledtidos que se describen en la Tabla 5. Para cada reaccién
de PCR se afiadio 1 ul de DNA, 0,75 ul (100 uM) de una mezcla de cada pareja de oligonucledtidos, 0,4 pl
de ROX Dye, 8,35 ul de agua libre de DNasa, RNAasa free y 10 ul de la mezcla preparada comercialmente
(Takara SYBR Premix Ex Taq, Perfect Real Time) que contiene la polimerasa, los nucleotidos y SYBR Green.
Para conseguir mayor reproducibilidad se prepararon mezclas de reaccion comunes para cada DNA molde, y
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cada muestra se analizo por triplicado,. El termociclador ABI7000 fue programado del siguiente modo: paso n°1.-
Desnaturalizacion inicial del DNA: 10 seg a 95°C, paso n°2.- PCR: 5 seg a 95°C, 31 seg a 60°C durante 40 ciclos
y paso n°3.- Disociacion: 15 seg a 95°C, 1 minuto a 60°C y 15 seg a 95°C. En cada placa de reaccion de PCR se
introdujeron también por triplicado muestras de diluciones seriadas de DNA gendmico sonicado de S. cerevisiae
de tamafio medio de 500 pb, a las que se dieron unos valores arbitrarios referentes a la cantidad de DNA (1, 10,
102, 0). Con estos datos se realizé una recta patrén representando el ciclo umbral de amplificacion exponencial
(Ct) frente a la cantidad relativa de DNA. Esta recta sirvié para determinar la cantidad relativa de DNA presente
en cada muestra analizada de acuerdo con los valores de Ct obtenidos para cada una. Los valores obtenidos
para cada hotspot analizado (BUD23 y ERG1) se normalizaron con los correspondientes al rDNA (donde no se
generan DSBs meidticas) de este modo: (IPPSE/INPUTPSE) / (IPPNYINPUT®NA), Para calcular el enriquecimiento
relativo de Ddc2-3HA reclutado a los hotspots durante la meiosis, los valores obtenidos para la muestras de 24 h
(roturas meidticas) se dividieron por los valores obtenidos para el t=0 (sin roturas meidticas).

5.7.- Tincion de DNA con DAPI.

Se recogieron alicuotas de 300 pl de células de los cultivos en KAc 2% a diferentes tiempos a lo largo
de la meiosis y se afiadieron 700 ul de etanol 100%. Las células fijadas se almacenaron a 4°C. Para tefiir
los nucleos con DAPI (4'-6-diamidino-2-fenilindol), se tomaron 200 ul de las células fijadas, se centrifugaron
durante 2 min a 16100 x g, se elimino el sobrenadante y se lavaron con 100 ul de PBS 1X. Una vez eliminado el
sobrenadante, se afiadieron 100 pl de una solucion de DAPI 1ug/mly se incubaron las células durante 10-15 min
a temperatura ambiente. A continuacién, se centrifugaron de nuevo las células ya tefiidas durante 2 min a 16100
X g, se desechd el sobrenadante y se resuspendieron en 100 pl de PBS 1X. Alicuotas (7 wl) se depositaron en
portas para su analisis mediante microscopia de fluorescencia. Para representar la cinética de la progresion de
la meiosis, en cada tiempo se realizé un contaje de al menos 300 células.

5.8.- Analisis de incorporacion de BrdU.

Para determinar la incorporacion de BrdU durante el crecimiento vegetativo, se cultivaron las células en
5ml de YPDA liquido hasta fase exponencial a 30°C y se les afiadié 400ug/ml de BrdU (5-Bromo-2°deoxyuridine
=299% HPLC, Sigma-Aldrich). Depués de una hora, se recogieron las células, se lavaron con agua estéril y se
extrajo su DNA gendmico mediante la técnica descrita anteriormente.

A continuacién, cuantificamos la cantidad de DNA de cada cepa mediante espectroscopia (Nanodrop
ND-1000, Nanodrop Technologies, Inc). Para comprobar que la incorporacion de BrdU era la misma en todas
las cepas, se emplearon diferentes diluciones de DNA (5ng, 10ng, 25ng y 100ng) con SSC 5x en un volumen
final de 500 pl y se desnaturalizaron a 95°C durante 10 min. Las muestras de DNA se enfriaron inmediatamente
en un bafio de agua helada para evitar su renaturalizacion y se afiadieron mediante vacio a una membrana de
nylon (Hybond N*, GE Healthcare) equilibrada en SSC 5x usando un apararato de slot blot (Bio-Dot SF; BioRad).
Posteriormente, la muestra de DNA fue fijada a la membrana mediante la aplicacién de luz UV (1.2 x 10°uJ). La
membrana fue bloqueada con leche al 5% en TBS conteniendo Tween-20 al 0,1% e incubada con un anticuerpo
anti-BrdU durante 30 min. Después de lavar la membrana, se incubd con un anticuerpo secundario anti-lgG de
raton durante 30 min. y se revelo con el reactivo ECL plus (GE Healthcare) La quimioluminiscencia se detectd
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usando un equipo Chemidoc (Bio-Rad) y la cuantificacién de las bandas se realizd mediante el software de
Quantity One.

Cuando comprobamos que las cepas haploides de diferentes genotipos portadoras del cassette p306-
BrdU-Inc incorporaban cantidades similares de BrdU, construimos las correspondientes cepas diploides para
llevar a cabo el experimento de deteccidn de BrdU en meiosis. En este caso, la BrdU se afiadi6 al pasar la células
al medio liquido de esporulacion (t=0) para que se incorpore durante la fase S premeibtica. Asimismo, siguiendo
el mismo procedimiento descrito anteriormente, también comprobamos que los diferentes diploides mutantes
construidos incorporaban la misma cantidad de BrdU durante la meiosis para que los resultados obtenidos en las
extensiones de nucleos fueran comparables.

Para detectar la BrdU en extensiones de cromosomas (condiciones nativas), a partir de cultivos meiéticos
en presencia de BrdU afiadida a t=0, se tomaron muestras a las 17h de meiosis para realizar extensiones de
nucleos y la posterior deteccion de BrdU en regiones de ssDNA mediante inmunofluorescencia utilizando el
procedimiento descrito en el apartado 6.5.

6.- ANALISIS DE PROTEINAS

6.1.- Obtencion de extractos proteicos en condiciones desnaturalizantes.

La células procedentes de 5 - 10 ml de cultivos en meiosis se recogieron, se lavaron en el mismo volumen
de agua y se resuspendieron inmediatamente en 1 ml de &cido tricloroacético (TCA) al 20%. A continuacién, se
centrifugaron las células, se elimind el sobrenadante y se peso la biomasa presente. Para romper las células,
se resuspendieron en 100 ul de TCA 20%, se afiadieron 500 pl de bolitas de vidrio y se dieron tres pulsos de
agitacion de 15 seg cada uno a una potencia de 5 en una FastPrep (Bio101, Inc.) a 4°C (dejando las células 1 min
de reposo en hielo entre cada pulso). Se recogié el lisado de células, las bolitas de vidrio se lavaron dos veces
con 100 pl de TCA 5% y todo el lisado celular reunido se centrifugd durante 5 min a 16100 x g. Se elimin¢ el
sobrenadante y el precipitado perteneciente a la muestra que menos biomasa poseia se resuspendié en 100 pl de
tampon Laemmli 2X (Tris-HCI 100 mM pH 6,8, glicerol 20%, SDS 2,5%, DTT 5% y trazas de azul de bromofenol).
El resto de muestras se resuspendid en la cantidad de tampon Laemmli 2X proporcional a la biomasa que
poseian para igualar la cantidad de proteina presente en todas las muestras a analizar simultaneamente. Una
vez resuspendidos los precipitados, se afiadieron 50 ul de Tris Base 2M para cada 100 ul de Laemmli 2X (o la
cantidad proporcional para cada muestra) y se hirvieron durante 5 min. Finalmente, se centrifugaron las muestras
a 16100 x g durante 5 min y se recogieron los sobrenadantes en tubos nuevos que se congelaron a -80°C.

6.2.- Separacion de proteinas en geles de poliacrilamida.

Las proteinas se separaron por tamafios en geles de poliacrilamida desde el 8% al 15% (relacion
acrilamida: bisacrilamida de 37,5:1 6 37,5:0,5). Se cargaron 10 pl de los extractos obtenidos y se llevo a cabo la
electroforesis utilizando cubetas Mini-Protean IlI (Bio-Rad) a voltaje constante de 150V durante 1,5 h y usando
tampon de carrera Tris- Glicina (Tris 50 mM pH 8,3, glicina 25 mM, SDS 0,1%).

Para resolver las diferentes formas resultantes de la fosforilacion de la proteina Mek1 se utilizaron
geles en los que se afadio el ligando Phos-tag (NARD Institute) a una concentracion de 37,5uM y MnCl,a una
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concentracion de 75 mM (relacion acrilamida:bisacrilamida de 29:1). Las electroforesis se realizaron durante 3 h
en hielo a 100V constantes.

6.3.- Transferencia de proteinas tipo western.

Tras la electroforesis, las proteinas fueron transferidas a membranas de PVDF (Immobilon-P; Millipore)
previamente activadas con metanol y equilibradas en tampoén de transferencia, mediante el sistema de
transferencia himeda Mini-Transfer (Bio-Rad) aplicando un amperaje constante de 275 mA durante 2 h o bien
a 100 V constantes durante 40 min empleando el sistema Criterion Blotter (Biorad). El tampén de transferencia
fue Tris 25 mM , glicina 200 mM y 20% de metanol. En el caso de los geles con Phos-tag, antes de transferir las
proteinas a la membrana se hicieron dos lavados del gel durante 10 min en agitacidn suave, el primer lavado
se hizo con tampdn de transferencia y EDTA 1mM (para eliminar el ion Mn?) y el segundo lavado con tampén
de transferencia sin EDTA. Para monitorizar la transferencia y estimar si la carga de proteina era equivalente
en los diferentes carriles se tifieron las membranas con Ponceau-S y seguidamente se bloquearon en una
solucién de TBS-T (Tris-HCI 10 mM pH 7,6, NaCl 150 mM y Tween-20 0,1%) con 5% de BSA (Sigma A7906) o
leche desnatada (Sveltesse; Nestlé) durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacion las membranas se
incubaron en la solucion de bloqueo con los anticuerpos primarios durante 12 - 16 h a 4°C 6 2 h a temperatura
ambiente. Se lavaron las membranas con TBS-T durante 30 min (tres lavados de 10 min cada uno) y se incubaron
con el anticuerpo secundario diluido en TBS-T con BSA 5% o leche durante 45 - 60 min a temperatura ambiente.
Nuevamente se lavaron las membranas y se revelaron empleando el reactivo de ECL 6 ECL+ (GE Healthcare).
La sefial de quimioluminiscencia emitida se detecto con peliculas Hyperfilm ECL (GE Healthcare) o en un equipo
Molecular Imager Chemi-Doc XRS (Biorad) equipado con una camara CCD para la captura de imagenes. Los
anticuerpos primarios y secundarios utilizados se describen en la Tabla 8.

6.4.- Inmunoprecipitacion de proteinas y tratamiento con A-fosfatasa.

Se prepararon los extractos de proteina con TCA, como se ha explicado anteriormente. A continuacion,
se guard6 una alicuota de 10-20 pl en un nuevo eppendorf y el resto del extracto se diluyé 10 veces con tampon
de lisis (SDS al 0,01%, Triton X-100 al 1,1%, Tris-HCI 16,7mM, EDTA 1,2mM y NaCl 167mM) con 3 ul de cocktail
de inhibidor de proteasas (SIGMA, P8215). Se afiadieron 10 ug de anticuerpo primario y se incub6 durante
1 hora rotando a 4 °C. En este intervalo de tiempo se prepard la proteina-G sepharosa del siguiente modo:
se equilibraron 70-80 ul de proteina-G sepharosa con 1 ml de tampdn de lisis, se centrifugaron a 12000 x g
durante 1 min y se resuspendieron en el mismo volumen de tampon de lisis. Afiadimos los 80 ul de proteina-G
sepharosa al extracto incubado con el anticuerpo primario y se incubaron durante 1 h rotando a 4°C. Después
se centrifugd la muestra a 12000 x g durante 1 min y se elimin6 el sobrenadante. Se realizaron 3 lavados de las
bolitas de proteina G-sepharosa con PBS1X. Seguidamente, se resuspendio en 90 ul de PBS 1X 'y se dividio el
volumen en 3 alicuotas: una llevara muestra sin tratar, otra tratada con la enzima A-fosfatasa y la utlima tratada
con A-fosfatasa e inhibidores de la enzima. A la muestra sin tratar con A-fosfatasa se le afiadié 20 ul de tampon
10X de A-fosfatasa, (New England Biolabs), 20 ul de CIMn, y 130 ul de agua. La segunda muestra se trato con 2
ul de A-fosfatasa (New England Biolabs), 20 ul de tampon 10X de A-fosfatasa, 20 pl de CIMn, y 128 ul de agua.
La Ultima muestra se trato con 2 pl de A-fosfatasa, 10 ul de ortovanadato 0,2M, 10 pl de NaF 1M, 20 pl de EDTA
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Tabla 8.- Anticuerpos utilizados en este trabajo.

Anticuerpo Organismo  Tipo Condiciones Procedencia
anti-GFP conejo policlonal WB 1:2000 R. Freire
IF 1:160
anti-HA ratén monoclonal WB 1:2000 Covance
IF 1:200
anti-HA raton monoclonal WB 1:2000 Roche; 12CA5
ChIP 10 ug
anti-HA conejo policlonal IF 1:200 Abcam; ab9110
anti-Myc raton monoclonal WB 1:1000 Covance
anti-Myc raton monoclonal ChIP 10 ug Santa Cruz; sc-40
anti-Rad53 conejo policlonal WB 1:1000 Santa Cruz; sc-6749
anti-Cdch cabra policlonal WB 1:1000 Santa Cruz; sc-6733
anti-PGK raton monoclonal WB 1:5000 Molecular Probes:
22C5, A-6457
anti-Tat1 raton monoclonal WB 1:5000 K. Gull lab
anti-Mek1 conejo policlonal WB 1:2000 R. Freire
anti-Rad51 conejo policlonal IF 1:750 D. Bishop
anti-Zip1 conejo policlonal IF 1:100 S. Roeder
anti-BrdU raton monoclonal SB 1:50 Becton Dickinson; 347583
IF 1:20
anti-lgG conejo-HRP burro policlonal WB 1:5000 GE-Healthcare; NA934
anti-lgG raton-HRP oveja policlonal WB 1:5000 GE-Healthcare; NA931
anti-lgG cabra-HRP burro policlonal WB 1:5000 Santa Cruz; sc-2020
anti-lgG de conejo-AF488  cabra policlonal IF 1:200 Invitrogen; A11034
anti-IgG de raton-AF488 cabra policlonal IF 1:200 Invitrogen; A11029
anti-lgG de conejo-AF594  cabra policlonal IF 1:200 Invitrogen; A11012
anti-lgG de ratdn-AF594 cabra policlonal IF 1:200 Invitrogen; A11032

WB: Western Blot

IF: Inmunofluorescencia

ChIP: Inmunoprecipitacion de cromatina

SB: Slot Blot
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0,5M, 20 ul de tampén 10X, 20 pl de CIMn, y 88 ul de agua. Las tres muestras se incubaron a 30°C durante
30min. A continuacion, se centrifugaron a 12000 x g durante 2 min y se elimino el sobrenadante. Las bolitas
de proteina-G sepharosa se lavaron 3 veces con PBS 1X y se resuspendieron en 20-40 pl de Laemnli Sample
Buffer 1X. Se hirvieron durante 5 min y se centrifugaron a maxima velocidad durante 10 min. Se recogieron los
sobrenadantes y se congelaron a -20°C antes de ser analizados mediante western blot.

6.5.- Inmunofluorescencia de extensiones de nucleos.

Las extensiones de nucleos y las inmunofluorescencias se llevaron a cabo siguiendo un protocolo
descrito para S. cerevisiae (Sym et al., 1993; San-Segundo and Roeder, 1999).

Las extensiones de nucleos se hicieron a partir de 10 ml de células recogidas a diferentes tiempos de
meiosis. En primer lugar, se hicieron esferoplastos de las células, para lo cual se resuspendieron en 1 ml de
KAc 2%, Sorbitol 1M pH 7 al que se le ha afiadido ademas DTT 10mM, 0,5 mg/ml de Zimoliasa 20T (Seikagaku
Corporation) y 0,005 % de glusulasa (Perkin Elmer). Transcurridos 30 min de incubacién en agitacion suave a
30°C se comprobd al microscopio si se habian formado esferoplastos. Una vez formados, se centrifugaron a 1000
rpm durante 2 min y se elimin6 el sobrenadante volteando el tubo con cuidado. Seguidamente, se afiadié 1 ml
de MES-sorbitol enfriado en hielo (MES 0,1 M, EDTA 1 mM, MgCl, 0,5 mM, pH 6,4, sorbitol 1 M) resbalando por
las paredes del tubo. Las células se resuspendieron agitando suavemente el tubo con la mano, sin usar vortex
ni pipeta. A continuacion, se centrifugaron de nuevo a 1000 rpm durante 2 min y se deseché el sobrenadante
volteando el tubo con cuidado. Para romper la células y fijar los nlcleos inmediatamente, se colocd el tubo en
posicion horizontal y se pusieron 200 ul de MES enfriado en hielo, ahora sin sorbitol, sobre la pared del tubo,
cerca de la boca: se afiadieron 720 ul de paraformaldehido enfriado en hielo al 4% sobre los 200 ul de MES,
y se inclind el tubo para que ambas soluciones cayeran suavemente sobre los esferoplastos. Para mezclar las
células con la solucion de fijacion, se agitd el tubo suavemente con la mano, sin usar vortex ni pipeta. Una vez
resuspendidos los esferoplastos, se vertié la mezcla sobre dos o tres portas (Superfrost Plus, 25 x 75 x 1,0 mm;
Thermo Scientific) y se colocd sobre cada uno de ellos un cubre (24x50 mm). Tras 30 min de reposo, al inclinar
los portas se retiraron los cubres y el exceso de liquido. Se dejaron reposar 2 min y, seguidamente, se lavaron
con 1-2 ml de Photo-Flo 200 (Kodak) al 0,4%. Para hacer este lavado, se fue vertiendo la solucién de Photo-Flo
sobre los portas inclinados, dejando que resbalara suavemente sobre ellos. Se dejaron inclinados a temperatura
ambiente hasta que se secaron. Si no iban a ser procesados para inmunofluorescencia inmediatamente, se
guardaron a -20°C.

La solucion de paraformaldehido al 4% utilizada para la fijacion se preparé afiadiendo 1 g del compuesto
(Sigma-Aldrich P6148) a 25 ml de agua y calentando la mezcla a 50-55°C. Para facilitar la disolucion del
paraformaldehido se afiadio 1 pl de NaOH 5 N. Una vez disuelto, se comprob6 que su pH estaba entre 7-8, se
filtrd y se guardd a 4°C para ser utilizada durante los dias siguientes.

Para llevar a cabo las inmunofluorescencias se lavaron los portas con PBS 1X durante 3 min usando
una “Copling jar". Una vez eliminado el exceso de PBS se afiadieron 200 ul de solucién de bloqueo (suero
bovino fetal; Gibco) sobre cada porta, se puso un cubre de 24x50 mm sobre cada uno de ellos y se incubaron a
temperatura ambiente durante 1 h en una camara himeda. Transcurrido este tiempo, se elimin6 la solucion de
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blogueo inclinando el porta y dejando que escurriera el exceso de liquido. Se preparé una dilucion apropiada del
anticuerpo primario en PBS con BSA al 3%. Se afiadieron 75 ul de solucion de anticuerpo sobre cada porta. Se
puso encima de cada porta un cubre de 24x50 mm y se incubaron con los anticuerpos toda la noche a 4°C en
una camara huimeda. Posteriormente, se hicieron tres lavados de 5 min con PBS 1X en una “Copling jar”. Las
diluciones de los anticuerpos secundarios se hicieron en PBS con BSA al 3%. Se utilizaron 75 pl de solucion de
anticuerpo secundario para cada porta. Esta incubacion fue de 2 h a temperatura ambiente en camara humeda.
Transcurrido este tiempo, se lavaron con PBS 1X 3 veces durante 5 min, se eliminé el exceso de liquido y se
afiadieron 15 pl de solucién de montaje (VECTASHIELD Mounting Medium with DAPI). Por Ultimo, se colocaron
los cubres, se sellaron con laca de ufias y se observaron al microscopio de fluorescencia o se guardaron a -20°C.
Los anticuerpos primarios y secundarios utilizados se muestran en la Tabla 8.

7.- OTRAS TECNICAS.

7.1.- Estudios de ditirosina.

Para realizar el ensayo de fluorescencia de ditirosina como marcador semicuantitativo de la formacién
de esporas maduras (Briza et al., 1986), se sembraron las cepas de interés en una placa de YPDA durante la
noche y a la mafiana siguiente, se replicaron sobre una placa de medio de esporulacién que llevaba un filtro de
nitrocelulosa (Protran BA85, Whatman) y que se incub6 a 30°C. Alos 2 y 3 dias, la placa conteniendo el filtro de
nitrocelulosa se irradié con luz UV de 302 nm procedente de una lampara de mano (Model UVM-57, UVP) y se
tomaron imagenes mediante un equipo Gel Doc XR (Bio-Rad) equipado con una camara CCD.

7.2.- Calculos de estadistica.

Para calcular si las diferencias entre determinados valores eran estadisticamente significativas se utilizo
un test t-Student. Los valores P fueron calculados usando el software GraphPad Prism 4.0. Se consideraron
significativos los resultados con P<0,01.
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RFP
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14

Secuencias de replicacién auténomas
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Seroalbumina bovina
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5-bromo-2"-deoxiuridina

Kinasa dependiente de Ciclina
Inmunoprecipitacién de cromatina
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Dimetil sulféxido

Acido desoxirribonucleico

Rotura de doble cadena

Reparacion de roturas de doble cadena
Liberacion de Cdc14 en anafase temprana
Asociado a Forkhead

Proteina activadora de la actividad GTPasa
Proteina fluorescente Verde

Horas

Hemaglutinina

Unién de Holliday

Recombinacién homoéloga

Peroxidasa de rabano

Timidina kinasa del virus del Herpes Simplex
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Red de salida de mitosis

Minutos

Complejo del chekpoint mitético
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Elemento de esporulacién mediano
Complejo Mre11/Rad50/Xrs2
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pares de bases

Antigeno nuclear de células proliferantes
Reaccién en cadena de la polimerasa
Fosfoglicerato kinasa

Kinasas parecidas a las 3" fosfatidil inositol kinasas
Membranas de las pro-esporas

DNA ribosémico

Factor de replicaciéon C

Proteina flurorescente roja

Proteina A de replicacion

Checkpoint de esamblaje del huso
Complejo sinaptonémico

Recombinacion entre cromatidas hermanas
Cuerpos polares del huso

Checkpoint de posicionamiento del huso

Autonomously Replicating Sequence
Ataxia Telangiectasia Mutated
Bovine Serum Albumin

BRCA1 C-Terminus
5-bromo-2’-deoxyuridine
Cyclin-Dependent Kinase

Chromatin ImmunoPrecipitation
Differential Interference Contrast

Double-Strand Break

Double-Strand Break Repair

cdc Fourteen Early Anaphase Release
ForkHead-Associated
GTPase-Activating Proteins

Green Fluorescent Protein

Haemaglutinin

Holliday Junction
Homologous Recombination
HorseRadish Peroxidase

Mitotic Exit Network

Mitotic Checkpoint Complex

Middle Sporulation Element

Non-Homologous End-Joining
Optical Density
Open Reading Frame

Proliferating Cell Nuclear Antigen
Polymerase Chain Reaction
Phosphoglycerate kinase
Phosphatidyl-Inositol-3” Kinase-like Kinase
ProSpore Membranes

ribosomal DNA

Replication Factor C

Red Flurescent Protein
Replication Protein A

Spindle Assembly Checkpoint
Synaptonemal Complex

Sister Chromatid Recombination
Spindle Pole Body

Spindle POsitioning Checkpoint



Abreviaturas

SSBs
ssDNA
TCA
uv
YFP
yH2A

Roturas de cadena sencilla

DNA de cadena sencilla

Acido Tricloroacético

Ultravioleta

Proteina fluorescente amarilla

Histona H2A fosforilada en el residuo S129

Single-Strand Breaks
single-stranded DNA
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