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1. ORGANIZACION DE LA CROMATINA EUCARIOTICA

El genoma de los organismos eucariotas, esta organizado en cromatina, una estructura
altamente ordenada en la cual el DNA se empaqueta interaccionando con un gran numero de
proteinas de las que las histonas H2A, H2B, H3 y H4 son los componentes principales (Mufioz-
Centeno et al., 2012). Estas forman un octdmero que contiene dos copias de cada una de ellas y
alrededor del cual se enrollan 1.7 veces 147 pb de DNA que constituyen el nucleosoma, la unidad
estructural bdsica de la cromatina (Richmond & Davey, 2003). Las primeras interacciones
intermoleculares entre las histonas y el DNA fueron determinadas con una resolucién de 2.8 A
mediante cristalografia de rayos X de un nucleosoma ensamblado a partir de sus componentes
purificados (Luger et al., 1997). Un DNA espaciador de longitud variable entre especies y entre
tipos celulares, conecta un nucleosoma con el siguiente. Ademas, la mayor parte de los
eucariotas tienen una molécula de histona H1 unida al DNA espaciador y al nucleosoma en el
punto donde el DNA sale y entra del octdmero (Harshman et al.,, 2013). Este empaquetamiento
del DNA en nucleosomas contribuye a la compactacién del DNA gendmico en estructuras de

cromatina de orden superior (FIGURA 1).

2 nm
Doble hélice de DNA

= A
- - 1| /W 1 l
5;"' b Y ,‘E/ | 'I/ | ,im I f '1’ ‘ L’ ' ‘ ’

{ A

- A o o Nucleosoma

g\Octémero de histonas

(H2A, H2B, H3, H4) x 2

Histona H1

d’ Cromatosoma

- (Nucleosoma e histona H1)
‘11 n 3 !25

Fibra de cromatina

3

Cromatida

Cromosoma

FIGURA.1. Niveles de organizacion de la cromatina. Modificado de Annunziato (2008).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867407001092#bib71
http://nar.oxfordjournals.org/search?author1=Sean+W.+Harshman&sortspec=date&submit=Submit
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La cromatina no es una estructura estatica sino que las histonas son constantemente
ensambladas y desensambladas sobre el DNA de una forma especifica de locus. Durante este
reemplazamiento a veces se sustituyen las histonas candnicas por sus variantes especializadas
proporcionando propiedades nuevas a la cromatina de regiones especificas (Bai et al., 2010).
Ademas, en la estructura del nucleosoma quedan expuestas las colas N-terminales de las
histonas que pueden sufrir modificaciones covalentes post-traduccionales que modulan de forma
indirecta la unidén de proteinas a la cromatina, que tienen un papel clave en la regulacién de
procesos gendomicos como la transcripcion, la replicacidn, la recombinacién y la reparacién (Arya

et al.,, 2010; Zentner & Henikoff, 2013).

El desarrollo reciente de técnicas de secuenciacion masiva de alta resolucidon ha
permitido el mapeo de nucleosomas individuales en todo el genoma en distintos organismos
desde levaduras (Yuan et al., 2005; Lee et al., 2007; Lantermann et al., 2010; Tsankov et al.,
2010; Soriano et al., 2013), Drosophila melanogaster (Mavrich et al., 2008b) y Caenorhabditis
elegans (Valouev et al., 2008) hasta humanos (Schones et al., 2008; Valouev et al., 2011). Estos
estudios han establecido la existencia de un patrén de organizacion nucleosémica comun que
consiste en la ausencia de uno o varios nucleosomas en la mayoria de las regiones promotoras, y
en la elevada ocupacion y posicionamiento nucleosémico de las regiones génicas e intergénicas

(IGRs) (FIGURA 2A).

Para describir la distribucion de los nucleosomas en un genoma se utilizan términos
como posicionamiento, ocupacién y NDR cuyo significado se muestra graficamente en la FIGURA
2B. Los nucleosomas estan “posicionados” cuando se localizan en la misma secuencia, bajo las
mismas coordenadas, en todas o la mayoria de las células de la poblacién, y “no posicionados”
cuando se encuentran sobre secuencias diferentes en las distintas células de la poblacidn. Los
que estan posicionados tienden a estar espaciados a una distancia mas o menos constante unos
de otros dependiendo del tamafo del DNA espaciador que hay entre ellos, siendo éste de
aproximadamente 18 pb en Saccharomyces cerevisiae, 28 en D. melanogaster y C. elegans, y 38
en humanos (Jiang et al.,, 2009). En Schizosaccharomyces pombe esa distancia varia entre 4y 7
pb (Lantermann et al., 2010; Givens et al., 2012; Moyle-Heyrman et al., 2013; Soriano et al.,
2013). El término “ocupacidn” se refiere a la presencia o ausencia de nucleosomas sobre una
secuencia gendmica dada. De esta manera, las regiones desprovistas de nucleosomas (NDRs), son
aquellas en las que no se detecta la presencia de nucleosomas en las condiciones empleadas
habitualmente en los métodos de andlisis, comportandose como zonas hipersensibles a la

digestidn con nucleasas.
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La mayor parte del genoma de la levadura de fision se encuentra ocupado por
nucleosomas altamente posicionados que se extienden mas alla del punto de terminacién de la
transcripcién (TTS). En el extremo 3°de los genes de S. pombe no se ha detectado una NDR
(Lantermann et al., 2010; Soriano et al., 2013), a diferencia de lo que ocurre en S. cerevisiae
(Shivaswamy et al., 2008; Vaillant et al., 2010). Los nucleosomas estan posicionados incluso en
los genes que muestran niveles de transcripcion bajos o indetectables (Gen W en esquema de
FIGURA 2A). La fraccion del genoma que no esta bien posicionada se corresponde principalmente
con genes con niveles de transcripcién muy altos (Soriano et al., 2013) (Genes Xy Z en esquema
de la FIGURA 2A). La localizacion de las NDRs se limita, en general, a la secuencia
inmediatamente en posicion 5° (aguas arriba) del sitio de inicio de la transcripcién (TSS),
quedando flanqueada por dos nucleosomas muy bien posicionados denominados -1 y +1

(Lantermann et al., 2010; Givens et al., 2012) (Gen Y en esquema de la FIGURA 2A).

A 1kb
-1
+1
[ [
NDR Gen W Gen X NDR GenY GenZ NDR

Ocupacion ALTA BAJA ALTA ALTA ALTA

Posicionamiento

Y

ALTO BAJO

FIGURA.2. (A) Organizacion de los nucleosomas sobre el genoma. El perfil de nucleosomas estad
representado por picos en azul. Las barras horizontales muestran la distribucion de los genes y la direccion
de la flecha indica el sentido de la transcripcion. Los rectangulos verdes corresponderian con la tasa de
transcripcion de cada gen y la intensidad del color seria proporcional a la cantidad de transcrito. Se indica la
posicién de los nucleosomas +1y -1, y del TSS (sitio de inicio de la transcripcién) y TTS (sitio de terminacion
de la transcripcidn) del Gen Y, asi como la posicion de las NDRs. Modificado de Soriano et al. (2013) (B)
Ocupacion, posicionamiento y NDR. Se representan por esferas grises los nucleosomas que se encuentran
sobre la misma secuencia del DNA en una poblacion de 12 células. Modificado de Pugh (2010).Ver detalles
en el texto
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2. DETERMINANTES DEL POSICIONAMIENTO DE LOS NUCLEOSOMAS

El posicionamiento de los nucleosomas en el genoma depende de la accién combinada
de varios factores, entre los que se incluyen los remodeladores de la cromatina, la unién de
factores de transcripcién y otras proteinas reguladoras, y de la diferente afinidad de los
nucleosomas por distintas secuencias de nucledtidos. El papel de cada uno de estos factores se

resume en los apartados siguientes.

2.1 REMODELADORES DE CROMATINA

Las células contienen diversos complejos macromoleculares dependientes de ATP
conocidos como remodeladores de cromatina, que son reclutados a regiones especificas por la
accion previa de otros factores de unidn a DNA (Clapier & Cairns, 2009). Estos complejos utilizan
la energia de hidrolisis del ATP para desensamblar nucleosomas y eliminarlos del genoma, o para
desplazarlos a diferentes localizaciones a lo largo del DNA (Boeger et al., 2008; Hartley &
Madhani, 2009). En las células humanas se estima que hay un remodelador por cada 14
nucleosomas aproximadamente (Erdel et al, 2010). Hasta la fecha se han descrito dos
mecanismos implicados en dirigirlos a los loci especificos, o bien son reclutados directamente por
modificaciones covalentes en las colas N-terminales de las histonas, o bien por la interaccién

fisica con TFs (Yadon et al., 2013).

En experimentos de reconstitucion de cromatina in vitro, estos remodeladores mejoran
el posicionamiento en la proximidad de los TSS (Zhang et al., 2011), y son esenciales en la
generacion de las NDRs y en el posicionamiento de los nucleosomas que las flanquean. Ademas,
mantienen el patrén regular de nucleosomas in vivo. De esta manera se ha observado una fuerte
distorsion del espaciamiento regular entre nucleosomas en ausencia de los remodeladores Iswly
Chd1 en S. cerevisiae (Gkikopoulos et al., 2011). En este caso, se reduce el posicionamiento del
nucleosoma +2, y se pierde completamente a partir del nucleosoma +3. Sin embargo, no se ha
detectado alteraciéon de la posicién de los nucleosomas +1 y -1 en estos mutantes, cuya
distribucion si que podria depender del remodelador Isw2 porque su delecidén causa alteraciones
en el posicionamiento de los nucleosomas adyacentes al promotor y su funcidn es la de desplazar
nucleosomas a una posicion energéticamente desfavorable en S. cerevisiae (Whitehouse &
Tsukiyama, 2006). Aunque S. pombe no tiene remodeladores de la familia ISWI, y en el
posicionamiento del nucleosoma +1 parece tener un papel mas importante la chaperona de
histonas Spt6 (DeGennaro et al., 2013), si que tiene remodeladores del tipo CHD, como Hrply
Hrp3. Ambos son requeridos para el posicionamiento de nucleosomas intragénicos cuyo
espaciamiento correcto contribuye a silenciar la transcripcion antisentido desde promotores

cripticos (Henning et al., 2012; Pointner et al., 2012; Shim et al., 2012).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1097276513001329#bib18
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yadon%20AN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23478442

INTRODUCCION |13

2.2 FACTORES DE TRANSCRIPCION

El modelo de posicionamiento estadistico (Kornberg & Stryer, 1988) propone que
existen barreras en el genoma a partir de las cuales se organizan los nucleosomas. Segun este
modelo, los factores de transcripcion (TFs) y los complejos de pre-iniciacion (PIC) de la
transcripcion unidos a secuencias especificas en los promotores, pueden proporcionar la barrera
fisica desde donde se organiza un patrén regular de nucleosomas cuyo espaciamiento depende
de la densidad nucleosémica. El andlisis comparativo de dos especies préximas
filogenéticamente, Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces paradoxus, ha demostrado que las
diferencias entre los perfiles nucleosémicos de genes ortdlogos estdn asociadas con las
diferencias de tamafio de las NDRs presentes en los promotores (Tirosh et al., 2010). Esto sugiere
que, segun el modelo de posicionamiento estadistico, la union de los TFs a los promotores podria

actuar como el elemento barrera descrito.

Analisis recientes han revelado la importancia de la organizacion extremadamente
precisa de los nucleosomas en los promotores para regular la interaccidn entre los TFs y el DNA.
Por ejemplo, la expresidn periddica de los genes CLN2 y HO durante el ciclo celular en S.
cerevisiae depende de la unidn de sus reguladores a la NDR en sus promotores. La manipulacién
experimental de estos promotores demostré que cuando los sitios de unidn estaban situados
sobre nucleosomas, la transcripcién se mantenia activa pero se perdia el patron de expresidon
periddica (Bai et al., 2010). También, los promotores de los genes de la via de respuesta del
fosfato (PHO) responden de forma especifica y ajustada a los diferentes niveles de fosfato
ambiental en funcidn de la organizacidn nucleosdmica del DNA en el promotor y la disposicion de
los sitios de unidn del factor Pho4 (Lam et al.,, 2008). Otros estudios han demostrado que TFs
tales como Rapl y Rebl se unen preferentemente a sus sitios de reconocimiento no en NDRs,
sino sobre la superficie de nucleosomas inmediatamente aguas arriba de la NDR del promotor.

(Koerber et al., 2009).

Los motivos de unién para los TFs estan dispersos por todo el genoma, aunque éstos se
unen preferentemente a una pequeia fraccién de ellos formando grupos localizados en las
regiones promotoras (Harbison et al., 2004; Oliva et al., 2005; Lee et al., 2007; Badis et al., 2008).
Estas regiones suelen correlacionar con una baja ocupacion nucleosémica, y mientras la deleciéon
de alguno de los TFs puede tener un impacto negativo sobre el mantenimiento de muchas NDRs,
como el caso del mutante Sapl en S. pombe (Tsankov et al., 2011) y los mutantes Reb1 y Abfl en
S. cerevisiae (Badis et al., 2008; Hartley & Madhani, 2009), la delecion de otros tiene un efecto
limitado sobre las NDRs, como en los casos del mutante en el TF Leu3 de S. cerevisiae (Liu et al.,

2006) y los mutantes Atfly Pcrl en S. pombe (Soriano et al., 2013).
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Otros complejos de unidn a DNA, como el complejo de reconocimiento del origen (ORC)
en S. cerevisiae (Eaton et al., 2010) y el complejo de la RNA polimerasa Il (Struhl & Segal, 2013),
se han asociado con la generacién de un perfil nucleosémico una vez que se unen al DNA, al igual
que la unién de la maquinaria de elongacion de la transcripcion (Lee et al., 2004; Schwabish &

Struhl, 2004).

2.3 SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS

El posicionamiento rotacional define la orientacién de la doble hélice de DNA en la
superficie del octdmero de histonas. De esta manera las secuencias reguladoras pueden estar
orientadas hacia dentro (potencialmente inaccesibles) o hacia afuera (potencialmente accesible)
del octamero. El posicionamiento traslacional define el grado por el cual un octdmero selecciona
un tramo de 147 pb de DNA en lugar de otro de la misma longitud, siendo los sitios de

posicionamiento preferencial aquellos que tengan menos energia libre (Widom, 1999).

La fuerte flexidn y distorsién impuesta en la doble hélice por su estrecha asociacion con
el octamero de histonas (Luger et al., 1997; Richmond & Davey, 2003) determina que la afinidad
entre histonas y DNA varie ampliamente dependiendo de la distinta flexibilidad que presenten
los dinucledtidos en el DNA mononucleosémico (Thastrom et al., 1999). Se ha descrito que los
pasos de dinucledtidos CG, GC, CC y GG son mas flexibles y que los de AT, AA y TT son mas
rigidos, mientras la flexibilidad de los de TA depende del contexto (Packer et al., 2000). Esto
podria explicar por qué el contenido en G+C y el contenido en A+T favorecen e inhiben,
respectivamente, la formacion de nucleosomas en S. cerevisiae (Peckham et al., 2007),
coincidiendo con lo observado también en C. elegans en el que hay enriquecimiento de AT/TA en
el DNA espaciador y de CG/GC en el DNA mononucleosémico (Johnson et al., 2006). Ademds, un
trabajo reciente sostiene que en la levadura de gemacion parece haber mas secuencias ricas en
G+C en el centro del nucleosoma que en el DNA espaciador (Tillo & Hughes, 2009), a diferencia
de lo observado en S. pombe donde hay un mayor contenido en A+T en torno a la diada (centro

del nucleosoma) (Moyle-Heyrman et al., 2013).

Se han dedicado muchos esfuerzos a deducir qué reglas confieren la capacidad de
posicionar nucleosomas in vivo a las secuencias de DNA. Esto ha permitido encontrar una
preferencia por dinucledtidos AA/TT/TAy CG que se suceden periédicamente a intervalos de ~10
pb y con un desfase de 5 pb unos respecto a otros, esta combinacion facilitaria la torsién de los
147 pb que se enrollan alrededor del octdmero de histonas (Segal et al., 2006; Brogaard et al.,
2012). Por otra parte, las secuencias homopoliméricas poli (dA:dT) y poli (dG:dC) parecen tener
un papel negativo en la ocupacién de nucleosomas (McCall et al., 1985; Nelson et al., 1987;

Segal & Widom, 2009), siendo los poli (dA:dT) particularmente abundantes en los genomas
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eucariotas y en los promotores de algunos organismos como S. cerevisiae (Struhl, 1985; Field et

al., 2008).

Esto, junto con los analisis de las secuencias de los nucleosomas posicionados en S.
cerevisiae, sugiere que la organizacién nucleosdmica en el genoma podria estar ampliamente
codificada en la propia secuencia del DNA (Segal et al., 2006; kaplan et al., 2009; Kaplan et al.,
2010). Sin embargo, en andlisis posteriores esta propuesta ha sido cuestionada en base a que el
patron de posicionamiento de nucleosomas obtenido en experimentos de reconstitucion de
cromatina in vitro, difiere significativamente de su posicionamiento in vivo, concluyendo estos
estudios con que sélo un 20-25% de los nucleosomas del genoma estan especificamente
posicionados debido a su preferencia por secuencias de DNA (Peckham et al., 2007; Stein et al.,

2010; Zhang et al., 2009; Zhang et al., 2010).

3. RECOMBINACION MEIOTICA

En S. pombe, cuando hay escasez de nitrégeno en el medio y se encuentran dos células
haploides de distinto tipo sexual (h+, h’), conjugan para dar lugar a un zigoto diploide. Si esas

condiciones persisten, la célula se encamina a la produccidn de estructuras de resistencia
(esporas) a través de la meiosis. Tras la fusion de los nucleos, los telémeros se unen al cuerpo
polar del huso (SPB) y se alinean los cromosomas formando el “bouquet” (ramillete) meidtico que
evita que ocurran eventos de recombinacion ectdpica. En este estadio, llamado profase |, gracias
a la dineina y sus componentes, se produce el movimiento de “horsetail” (cola de caballo) y se
llevan a cabo la replicacién del DNA (fase S premeidtica) y la recombinacién. Esta sélo se inicia si
el DNA ha sido replicado y se ha establecido la cohesion meidtica de las cromatidas hermanas
(Murakami & Nurse, 2001). De hecho, retrasos en la replicacion meidtica conlleva retrasos en la
formacion de roturas de doble cadena (DSBs) previas a la recombinacion (Borde et al., 2000;
Davis & Smith 2001), de manera que una regidn concreta que se replique mas tarde presenta
DSBs meidticas en un tiempo posterior a otra que se replique antes (Borde et al.,, 2000).
Finalmente, se producen dos divisiones nucleares consecutivas, en la primera, Meiosis |, se
separan los cromosomas homologos y en la segunda, Meiosis Il, las cromatidas hermanas

originandose cuatro esporas haploides (FIGURA 3).
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FIGURA.3. Esquema de la meiosis en S. pombe. Modificada de Asakawa et al. (2007).

En la mayoria de los organismos eucariotas, los cromosomas homdlogos intercambian
informacion genética por recombinacidn durante el proceso de la meiosis. Este proceso
incrementa la diversidad génica, pero también puede homogeneizar alelos a través de la
conversion génica (Gordo & Charlesworth, 2001). Ademas, la recombinacion es fundamental para
la reproduccidn sexual al proporcionar conexiones fisicas entre los homdlogos durante la primera
divisidon meidtica y contribuir a la correcta segregacién de los cromosomas (Page & Hawley,
2003). En el modelo actual, la recombinacion meidtica empieza con la formacién de roturas de
doble cadena (DSBs) en sitios especificos del genoma y termina con su reparacidon posterior
mediante una serie de pasos que implican reseccidn, sintesis y ligacién, usando el cromosoma

homdlogo como molde.

3.1 LOS HOTSPOTS DE RECOMBINACION MEIOTICA

La recombinacién meidtica no ocurre al azar en el genoma porque la proteina que
introduce las roturas de doble cadena no las genera de manera uniforme a lo largo de los
cromosomas, sino que hay sitios con una frecuencia mas alta de roturas que el resto conocidos
como hotspots de recombinacién. Del mismo modo, aquellas regiones con una frecuencia baja de
DSBs meidticas son llamadas coldspots. Los hotspots se detectaron inicialmente mediante analisis
genéticos como intervalos cromosémicos con una intensidad de recombinacién elevada (Gutz,

1971).
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Los factores que determinan la posicién de los sitios de recombinacidn en los genomas
aun no estan totalmente dilucidados, aunque la hipersensibilidad a nucleasas que muestra la
cromatina que contiene hotspots ha sido una propiedad asociada a algunos de ellos desde hace
décadas (Wu & Lichten, 1994; Ohta et al., 1994; Fan & Petes, 1996; Keeney & Kleckner, 1996;
Mizuno et al, 1997). El reciente desarrollo de técnicas de analisis gendmico ha permitido
extender esta propiedad a todos, o a la mayoria, de los sitios de DSBs de las levaduras y
relacionarlos con regiones libres de nucleosomas (Pan et al, 2011; de Castro et al.,, 2012).
También en el ratén se ha encontrado baja ocupacién de nucleosomas en cuatro sitios de

recombinacion meidtica (Getun et al., 2010).

No obstante, esta hipersensibilidad a nucleasa de la cromatina puede ser necesaria, pero
no suficiente para la actividad de los hotspots. En S. pombe sélo el 10% aproximadamente de los
NDRs del genoma colocalizan con sitios de recombinacidn meidtica (de Castro et al., 2012). Dado
que diferentes NDRs dependen de la unidn de distintas proteinas y modificaciones epigenéticas
en S. pombe (Garcia et al.,, 2010) y en S. cerevisiae (Bai et al.,, 2011), sélo la combinacién
apropiada de ellas dotaria a un NDR de la competencia necesaria para reclutar a la maquinaria de
recombinacién. Actualmente se piensa que las DSBs meidticas en S. pombe y en otros eucariotas
parecen estar especificada s por la contribucién combinada de elementos genéticos,

estructurales y epigenéticos (Wahls & Davidson, 2010).

En S. pombe, los hotspots de recombinacidon meidtica tienen preferencia por regiones
intergénicas (IGRs) grandes, de forma que alrededor del 50% de todos los sitios de DSB meidtica
se localizan en IGRs mayores de 3 kb (Cromie et al., 2007; Hyppa et al., 2008; Ludin et al., 2008).
Este hecho parece estar favorecido por la presencia de multiples NDRs en ellas que proporcionan
mayor accesibilidad al DNA, puesto que el 95% de los hotspots de esta levadura colocalizan con

regiones desprovistas de nucleosomas (de Castro et al., 2012).

3.2 ARQUITECTURA DE LA CROMATINA EN LOS HOTSPOTS DE RECOMBINACION MEIOTICA

Se ha descrito la influencia de algunas modificaciones post-traduccionales de las
histonas en el acceso al DNA de la proteina que introduce las roturas. En C. elegans la formacién
de DSBs meidticas se ha relacionado con los niveles de metilacién de la lisina 9 de la histona H3
(H3K9me) vy los niveles de acetilacién de la lisina 5 de la histona H2A (H2AK5ac) (Reddy &
Villeneuve, 2004; Wagner et al., 2010). Ademas, en el 40% de los hotspots humanos (Myers et al.,
2008) y en el 73% de los hotspots de raton (Smagulova et al.,, 2011), se ha identificado la
presencia de un motivo rico en citosina que es reconocido por la metilasa PRDM9 (Baudat et al.,

2010; Myers et al., 2010; Parvanov et al.,, 2010) que trimetila la lisina 4 de la histona H3


http://www.genetics.org/content/187/2/385.long#ref-5
http://www.genetics.org/content/187/2/385.long#ref-5
http://www.genetics.org/content/187/2/385.long#ref-37
http://www.genetics.org/content/187/2/385.long#ref-43
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(H3K4me3). No obstante, se ha demostrado que no todos los sitios de unién del genoma para la
metilasa PRDM9 humana son hotspots y parece que aunque contribuye a la especificacion de los
hotspots, no es requerida para la formacion de las DSBs en ratén (Brick et al, 2012). En S.
cerevisiae, dicha marca es dependiente de la metiltransferasa Setl y se ha encontrado también
en la mayoria de los hotspots de esta levadura (Borde et al., 2009). En el caso de S. pombe se ha
observado que la ausencia de Setl reduce sélo parcialmente la formaciéon de DSBs, y que es la
acetilacion de la lisina 9 de la histona H3 (H3K9ac) la que parece tener un papel mas importante
estabilizando y/o facilitando la asociacién de la proteina Recl2 con el DNA para inducir las
roturas (Yamada et al., 2013). En este sentido, también los hotspots de la levadura de gemacién y
el locus del hotspot Psmb9 de ratdn, muestran enriquecimiento en la acetilaciéon de H3K9 (Zhang

et al., 2011; Buard et al., 2009).

Por otro lado, la unién de factores de transcripcidon puede servir como mecanismo para
mantener una estructura abierta de la cromatina previa al inicio de la formacion de DSBs
meidticas. Los hotspots asociados con estos factores se denominan a-hotspots en S. cerevisiae.
Uno de los mejores estudiados es el relacionado con el locus del gen HIS4. Los TFs Basl, Bas2,
Rapl y Gcn4 son requeridos para la transcripcion del gen (Devlin et al., 1991), pero White y
colaboradores (1993) demostraron que sélo la unién de los tres primeros es esencial para la
actividad hotspot. Del mismo modo, en S. pombe uno de los sitios de recombinacidn meidtica
mejor estudiado es el M26. Este sitio se genera gracias a la mutaciéon ade6-M26 identificada
como una mutacién puntual G>T en el extremo 5 de la ORF del gen ade6 que crea el
heptamero: 5'-ATGACGT-3". Este heptdmero forma parte del sitio de unién del heterodimero
Atf1/Pcrl, la unidn del cual es necesaria para la generacion de DSBs (Ponticelli et al., 1988; Kon et
al., 1997; Steiner et al., 2002; Yamada et al., 2004). Ademas, existe una secuencia muy parecida,
llamada CRE (Cyclic AMP response element) 5°-TGACGTC/A-3’, que también genera un hotspot

en la version silvestre del gen ade6 y que es dependiente de Atf1/Pcrl (Fox et al., 2000).

Para predecir la localizacion de algunos hotspots se ha utilizado una secuencia de 17
nucledtidos de la cual forma parte el heptdmero M26. En este estudio 10 de los 15 sitios del
genoma predichos resultaron ser regiones donde se producen DSBs meidticos (Steiner & Smith,
2005a). Pero la mayoria de los sitios de rotura en S. pombe no dependen de la unién del
heterodimero Atf1/Pcrl, ya que solo algunos presentan el motivo para dicho factor, y otros se
generan igualmente en ausencia de éste (Steiner & Smith, 2005b; Cromie et al., 2007), como en
los loci tdh1 y mbs1 (Hirota et al., 2007). De la misma manera, en S. cerevisiae se ha visto que en
los distintos sitios de union para el TF Basl1, éste estimula la recombinacién en unos pocos pero la

suprime en otros, sin observarse ningun efecto en la mayoria (Mieczkowski et al.,, 2006).


http://www.genetics.org/content/187/2/385.long#ref-6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3252569/#b40
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3252569/#b24
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3252569/#b24
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3252569/#b49
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3252569/#b59
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Recientemente se han identificado nuevas secuencias capaces de generar DSBs en S. pombe, y
para algunas se ha demostrado la unidn de TFs especificos a ellas (Steiner et al., 2009; Steiner et

al., 2011).

A partir de esta asociacion entre los factores de transcripcion y los sitios de
recombinacidn, se relacionaron los hotspots con una alta actividad transcripcional. Esta primera
asociacion se hizo mediante experimentos de transduccion en el fago lambda y en los fagos T1y
T4, en los que se observo que la recombinacidn ocurria mas eficientemente si la regidn estudiada
estaba sometida a transcripcién (Dul & Drexler, 1988). Pero poco después, algunos trabajos
demostraron que la actividad de los hotspots es independiente de los niveles transcripcionales
(White et al., 1993; Kon et al., 1997). Por lo tanto las roturas de doble cadena en algunos sitios
requiere la unién colectiva de factores de transcripcion (Wahls & Davidson, 2010; Pan et al.,

2011), pero no altos niveles de transcripcion per se (Abdullah & Borts, 2001).

Todos estos trabajos sugieren que algunos factores de transcripcion contribuyen a la
recombinacién en los loci donde son reclutados, mas que por su efecto en la propia actividad
transcripcional de la region, por la alteracidon directa o indirecta que causan sobre la estructura

de la cromatina, favoreciendo a su vez la entrada de la maquinaria de recombinacion.

3.3 FORMACION Y REPARACION DE DSBs EN S. pombe

La iniciacién de la recombinaciéon meidtica mediante la induccion de roturas de doble
cadena en sitios concretos del genoma es un proceso potencialmente peligroso para la integridad
del DNA y por ello estd estrictamente regulado tanto temporal como espacialmente. Tanto en S.
pombe como en S. cerevisiae, es durante la replicacién meidtica cuando se cargan las cohesinas
meidticas Rec8 y Recll que son requeridas para la formacion de DSBs en la mayoria de las
regiones. En el resto, podria ser responsable la cohesina mitdtica Rad21 que ha sido detectada
de manera residual en los cromosomas meidticos (Ellermeier & Smith, 2005; Kugou et al., 2009).
A continuacion, se reclutan las proteinas Rec10, Rec25, Rec27 y Mug20 que son componentes de
los elementos lineales (LinES) que son estructuras relacionadas con el complejo sinaptonémico
(SC) de otros eucariotas y que tiene un papel similar a él apareando los cromosomas homélogos
durante la profase | para que tenga lugar la recombinacién de manera adecuada (Lorenz et al.,
2004; Davis et al., 2008; Spirek et al., 2010; Estreicher et al., 2012; Fowler et al., 2013). La carga
de estas ultimas cuatro proteinas permitiria la estabilizacion o activacion de Recl2 y sus
proteinas acompanantes y la formacidn de las DSBs (Davis et al., 2008; Fowler et al., 2013). Otras

seis proteinas (Rec6, Rec7, Rec14, Recl5, Rec24 y Mde2) y la quinasa Hskl en la levadura de
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fisidn han sido consideradas proteinas accesorias de Recl2, siendo también esenciales para la
formacion de las DSBs y la recombinacién (Ogino et al., 2006; Bonfils et al., 2011; Miyoshi et al.,

2012) (FIGURA 4).
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FIGURA. 4. Esquema con algunas proteinas implicadas en la recombinacion meidtica. (A) Muestra la
formacion de DSBs y (B) la reparacién en la que un extremo invade un duplex de DNA intacto, ya sea la
cromatida hermana idéntica (IS) o la homdloga (IH), y forma un intermediario conocido como D-loop. El
corte de la cadena desplazada permite hibridar con el otro extremo de la DSB para formar una estructura de
DNA de cuatro cadenas, conocida como estructura o unién de Holliday (HJ). La resoluciéon de la estructura
en dos moléculas duplex de DNA es completamente dependiente del complejo Mus81-Emel, pudiendo
resultar en un entrecruzamiento si la reparacion de la rotura es con el cromosoma homadlogo. Las lineas
gruesas azules y rojas representan DNA de doble cadena y cuando son delgadas es una cadena simple de
DNA. Modificado de: http://research.fhcrc.org/smith/en.html.

La proteina Recl2 en S. pombe (homdlogo a Spoll en S. cerevisiae) es ortéloga a la
subunidad catalitica de la Topoisomerasa VI de la archaea Sulfolobus shibatae, y es un tipo de
topoisomerasa Il que induce DSBs de manera transitoria durante la profase I. Rec12 rompe los
enlaces fosfodiéster en la cadena de DNA y actia como un homodimero en el que cada
subunidad, a través de su residuo catalitico de tirosina (Tyr-98), queda unida covalentemente al
extremo 5 del corte. Los mutantes en esta tirosina son deficientes en recombinacién meiédtica
(Cervantes et al., 2000), siendo también importante la proteina Rec12 cataliticamente activa en
la segregacion correcta de las cromatidas hermanas durante la Meiosis Il (Sharif et al., 2002). En
el procesamiento de las DSBs generadas por Recl2 estan involucradas multitud de proteinas

como el complejo MRN (Mrel11-Rad50-Nbs1) y Ctpl que tienen actividad nucleasa y disocian a


http://research.fhcrc.org/smith/en.html
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Rec12 del DNA, liberando dos fragmentos de DNA de cadena sencilla de unos 13-29 nucledtidos y
dejando extremos 3" de cadena simple, que se reseccionaran e invadirdn el cromosoma
homélogo o la crométida hermana para reparar la rotura (Milman et al., 2009). El complejo
Mus81-Emel es esencial para la resolucidén de las estructuras de Holliday formadas durante la
recombinacién (Cromie et al., 2006). En S. pombe, el nUmero medio de intercambios genéticos
entre cromosomas homdlogos en una meiosis es de 45 (19 en el cromosoma I, 15 en el

cromosoma Il y 11 en el cromosoma lll) (Munz, 1994).

Se han encontrado ortdlogos de Recl2 (Spoll) en todos los organismos con
reproduccién sexual analizados, siendo probablemente en todos ellos la proteina responsable de
iniciar la recombinacion meidtica a través de la formacion de DSBs. De hecho, mutantes de Spol1
en gusanos, moscas, ratones y plantas son deficientes en entrecruzamientos meidticos (Keeney,

2007).

La reparacidn de las roturas meidticas empleando como molde la cromatida hermana es
preferente en aquellos sitios de recombinacion descritos como fuertes (hotspots), mientras, en
regiones donde es menor la frecuencia de DSBs (coldspots) es el cromosoma homologo el
preferentemente utilizado, en los que en un 80% de las veces se dan sobrecruzamientos
generandose recombinantes genéticos (Cromie et al., 2005; Hyppa & Smith, 2010). Este uso
diferencial para reparar las DSBs da lugar a que los sobrecruzamientos estén mas uniformemente
distribuidos a lo largo del genoma que los DSBs, mecanismo de control llamado “crossover
invariance” (Hyppa & Smith, 2010). El complejo formado por las proteinas de los LinES Rec25,
Rec27 y Mug20, unido con excepcional especificidad en los hotspots, podria ser el factor clave

|//

qgue mantiene el nivel de sobrecruzamientos uniforme a lo largo del genoma, y el “crossover
invariance” un mecanismo de evolucion importante que promueve la redistribucion de los alelos

en todo el genoma (Fowler et al., 2013; Martin-Castellanos et al., 2013).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1097276502004525#BIB4
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El trabajo presentado en esta tesis doctoral pretende contribuir al conocimiento de la
organizacion de los nucleosomas y su papel en procesos relacionados con la regulacién del

genoma en la levadura Schizosaccharomyces pombe.

Sus objetivos principales son:

1. Analizar la contribucion de la organizaciéon nucleosémica a la regulaciéon de la

transcripcion, la recombinacién y la estabilidad genética.

2. Analizar el papel de la secuencia del DNA en el posicionamiento de los nucleosomas.



RESULTADOS
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1. LA GENERACION DE SITIOS LIBRES DE NUCLEOSOMAS DURANTE LA TRANSCRIPCION
DIFERENCIAL GENERA SITIOS DE DSBs DURANTE LA MEIOSIS

Varios trabajos han demostrado la relevancia de las NDRs como requisito para la
especificacion de las DSBs meidticas (Pan et al., 2011; de Castro et al., 2012). Esto sugirio la
posibilidad de que los cambios en la distribucion de las NDRs inducidos por la transcripcidon
diferencial durante meiosis, pudieran estar acompafiados por cambios en la distribucion
gendmica de las DSBs. Para comprobar esta hipdtesis se realizaron dos abordajes experimentales
tratando de modificar la expresidn de algunos genes sin alterar la dindmica general de la meiosis.
Primero, se sometié a un cultivo celular de 2 h de meiosis a una dosis moderada de estrés
oxidativo bajo condiciones que habian sido descritas que no afectaban a la viabilidad celular
durante mitosis (Chen et al., 2008). Por otra parte, se realizd una aproximacién independiente

induciendo una meiosis en presencia de tiamina.

1.1 MEIOSIS EN PRESENCIA DE ESTRES OXIDATIVO

La entrada en meiosis en la levadura de fision es inhibida por la proteina kinasa Patl
que fosforila e inactiva Mei2, una proteina de unién a RNA que es esencial para la iniciacion de la
meiosis (Yamamoto, 1996). Para sincronizar cultivos en meiosis se trabajé con la cepa diploide
de S. pombe patl-114. Utilizando esta cepa, descrita por lino & Yamamoto (1985), gracias a la
inactivacion por calor (34 °C) de la proteina termosensible Patl mutante, e independientemente
de la ploidia de las células, se puede inducir una meiosis sincrénica a partir de células

previamente paradas en G1 (Li & Smith, 1997; Hartsuiker et al., 2009).

Para inducir la meiosis en condiciones de estrés oxidativo se prepararon dos cultivos
asincrénicos idénticos de S. pombe patl-114 diploide (cepa Recl12 en TABLA 1 de Materiales y
Métodos) en MM a 25 °C. A continuacidn se pasaron a MM sin nitrégeno y se dejaron en
agitacién a 25 °C durante 14 - 16 h para parar las células en G1. Pasado ese tiempo se afiadid
NH,Cl 0.5 g/L y se cambid la temperatura de incubacion a 34 °C para la induccién de la meiosis
sincronica (ver apartado 4 de Materiales y Métodos para mas detalles). Dos horas después se

afnadié H,0, a una concentracion final de 0.5 mM a uno de los cultivos (FIGURA 5).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3065387/#R26
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3065387/#R17
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FIGURA. 5. Esquema de la induccién de una meiosis sincrénica. Un cultivo de S. pombe patl-114 diploide
crece en fase exponencial a 25 °C en medio minimo (MM). A continuacidn se pasa a medio minimo sin
nitrégeno (MM-N) a 25 °C durante 14 - 16 h para parar el ciclo celular en G1. Pasado ese tiempo se afiade la
fuente de nitrégeno (+Nitrégeno) y se pasa el cultivo a 34 °C, comenzando asi la meiosis sincrénica. Durante
el periodo representado como profase, tendrd lugar la fase S premeiética, la formacion de las DSBs y la
recombinacién. Se indica también el tiempo tras la induccion en que ocurrird la segregacion de los
cromosomas homologos (Meiosis 1), la segregacion de las cromatidas hermanas (Meiosis Il) y la formacién
de las esporas. En el experimento de meiosis en presencia de estrés oxidativo se afiadié H,0, a uno de los
cultivos 2 h después de la induccién meidtica.

El tiempo de adicidn del perdxido de hidrogeno se determiné que fuera a las 2 h de la
induccidon meidtica para recoger las células 30 min después, evitando la posibilidad de que en ese
tiempo las células se hubiesen adaptado al estrés, tal como describen Chen et al. (2008) y
Quintales et al. (2010), y coincidiendo con el tiempo en el que tiene lugar el inicio de la

recombinacion.

Para analizar la progresién de la meiosis sincrénica se tomaron muestras de células a
distintos tiempos y se analizaron por citometria de flujo, tal como se describe en el apartado 5 de
Materiales y Métodos. El resultado mostré que la fase S premeidtica, tanto en el cultivo con H,0,
como en el cultivo control, se iniciaba una hora y cuarto después del comienzo de la meiosis. La
progresién de la fase S y la formacion de las esporas fueron idénticas en ambos cultivos (FIGURA

6).
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FIGURA. 6. Analisis del contenido en DNA por citometria durante la meiosis en condiciones de estrés

oxidativo. En verde se muestra el cultivo control (-H,0,) y en naranja el cultivo al que se afiadié 0.5 mM de
H,0, (+H,0,) a las 2 horas. Las muestras se tomaron a los tiempos indicados tras inducirse la meiosis
sincronica. Se indica la extension de la fase S con una linea vertical. El control 2C representa el contenido en
DNA de una célula haploide después de la fase S o una célula diploide en G1, y el 4C el de una célula diploide
después de la fase S.

1.1.1 EFECTO DEL ESTRES OXIDATIVO EN LA TRANSCRIPCION Y LA ORGANIZACION DE LOS
NUCLEOSOMAS EN LAS REGIONES PROMOTORAS

Se ha descrito que en S. pombe una dosis de 0.5 mM de H,0, provoca una induccidén de
genes de estrés y tiene un efecto minimo sobre la viabilidad celular durante el ciclo mitdtico
(Chen et al., 2008). Para verificar que la dosis de H,0, suministrada a las 2 h de la induccion
meidtica reproducia los efectos descritos 30 minutos después de su adicion, se realizé un ensayo
de Northern blot en el que se hibridd RNA total con una sonda radiactiva correspondiente a la
secuencia del gen srx1 que codifica para una sulfiredoxina que se induce en respuesta al estrés

oxidativo en mitosis (Quintales et al., 2010).

Mit. Mei.
- + -

srx1 .

control
msy | W
FIGURA. 7. Nivel de expresion del gen srx1 en condiciones de estrés oxidativo. El nivel de expresidn de srx1

se ha analizado por Northern blot en muestras de mitosis y meiosis, sin (-) y con (+) H,0,. Se ha empleado
como sonda un fragmento de PCR de la region C-terminal de srx1. Como control de carga se re-hibridé el

mismo filtro con la sonda del gen his3 que no altera su expresion en las condiciones mostradas.
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Como se muestra en la FIGURA 7, tanto en el cultivo al que se ha afadido H,0, en
mitosis como en el que se ha afadido a las 2 h de meiosis, se produce una sobreexpresion de srx1
30 min después que se manifiesta en la acumulacién de su mRNA dando lugar a una banda mas
intensa en el Northern blot (lineas +). Este incremento se observa de manera mas notable en las
células meidticas a pesar de llevar estas muestras menos cantidad de RNA total como se deduce

de la banda correspondiente a la sefial de la sonda his3 empleada como control de carga.

Una vez observado que efectivamente las células respondian al estrés oxidativo durante
la meiosis, se realizd un analisis transcripcional global. Para ello, se hibridd6 un microarray
gendmico de alta densidad (Affymetrix 1.0 FR) con el RNA total que se utilizo para el Northern

blot.

El analisis de los resultados reveld la desregulacién de 338 genes, un 6.6% de los 5088
genes representados en el microarray, de los que 203 fueron sobreexpresados y 135
subexpresados. Se excluyeron del analisis la mayoria de los genes contenidos en las regiones
subteloméricas y centroméricas, y el locus del rDNA, debido a que presentan muchas secuencias
repetidas y no podemos discernir entre las distintas sefiales procedentes de sondas del
microarray que hibridan en mas de una posicién del genoma. Para cuantificar la desregulacion
transcripcional, indicada como el valor en log2 de la seiial de hibridacién promedia a partir de
todas las sondas representativas de cada ORF del microarrray (Quintales et al., 2010),
comparamos las medidas en ambas condiciones (estrés oxidativo versus control) y se
seleccionaron aquellos genes en los que habia una diferencia de al menos dos veces en la
cantidad de transcrito. Los resultados de hibridacién de todos los microarrays mostrados en esta
tesis estan publicados en de Castro et al. (2012), disponibles en la base de datos GEO bajo el

numero de acceso GSE28879.

De acuerdo con lo que esta descrito (Chen et al,, 2003), los genes inducidos estaban
involucrados en procesos como el metabolismo de carbohidratos, la destoxificaciéon de especies
reactivas del oxigeno, funciones mitocondriales y el transporte de metabolitos, ademas de
aquellos implicados en la biosintesis de ribosomas. Los genes reprimidos estaban generalmente
relacionados con el consumo de energia y procesos relacionados con el crecimiento,

componentes del citoesqueleto y la pared celular.
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A continuacion se analizé si bajo las condiciones experimentales de meiosis con y sin
estrés, se producian diferencias en cuanto a la presencia o ausencia de nucleosomas en la regién
promotora de los genes que sufrian transcripcidn diferencial. Para ello, se recogieron células del
cultivo que crecieron 30 min en presencia de H,0, a partir de las 2 h de la induccién meiética, se
aislé DNA mononucleosdémico mediante digestion con nucleasa micrococal y con ese material se

hibridd un microarray genémico de alta densidad.

El primer analisis de los datos se centré en el estudio de los dos genes que mas
expresion diferencial mostraron en condiciones de estrés oxidativo, con el fin de encontrar en
ellos posibles diferencias en cuanto a la organizacién de nucleosomas en sus zonas promotoras.
En la FIGURA 8 se representan tres genes de los cuales dos alteran significativamente sus niveles
de expresion, sin sufrir ninguna variacion detectable en la organizacion de sus promotores. En la
FIGURA 8A se muestra la expresion del gen SPAC11D3.13, que codifica para una chaperona que
se induce en respuesta a estrés oxidativo y que fue el gen mas sobreexpresado (28.7 veces) en
meiosis con H,0, respecto a la meiosis control. En la FIGURA 8B se muestra el patrén
transcripcional del gen ptcl que no sufre cambios de expresidn con el tratamiento con H,0,, que
codifica para una fosfatasa implicada en respuesta a choque térmico. En la FIGURA 8C se
representa el gen ght6 que codifica para un transportador de hexosas de la membrana
plasmdtica y cuya expresion se redujo 21 veces respecto a la meiosis control. Otro ejemplo de
subexpresion no asociada a cambios en la organizacién nucleosémica del promotor es el gen alrl

(FIGURA 10A)

A B C
ORF SPAC11D3.13 ptcl ght6
- L

Meiosis (+)

Meiosis H202 (+)

Nucleosomas -H2032

Nucleosomas +H202

0.5 kb 0.5 kb 0.5 kb

FIGURA. 8. Distribucion de las NDRs en los genes SPAC11D3.13, ptcl y ght6 en presencia o ausencia de
estrés oxidativo. Las barras horizontales representan la ORF de los tres genes indicados y la direccién de la
flecha indica el sentido de la transcripcion. Cada linea vertical de color verde se corresponde con una sonda
del microarray y la intensidad del color es proporcional a la cantidad de transcrito. Sélo se indica la
transcripcion de los genes de la cadena positiva (+). Las NDRs estan representadas por depresiones
profundas en el perfil de nucleosomas en rojo.
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Tras extender el analisis de los datos a todo el genoma se observé que sélo unos pocos
genes de los que se expresaron diferencialmente en presencia de H,0,, sufrieron cambios en la
organizacion de nucleosomas en sus zonas promotoras. De hecho, de los 203 genes
sobreexpresados, solo en la regién 5" de 9 de ellos se producia cambio en la ocupacion de
nucleosomas, de tal manera que en 4 de ellos aparecia o se extendia una NDR asociada a su
region 5° con respecto a la meiosis control y en los 5 restantes ésta se hacia menor (tabla verde
en la FIGURA 9). Uno de estos 9 genes, gst2, se muestra en la FIGURA 10A donde se seiala con
una flecha la aparicion de una NDR mas amplia en H,0,. Por otro lado, de los 135 genes
subexpresados, solamente se producia algin cambio en la organizacidn de los nucleosomas de la
region 5" en 13 de ellos, de tal manera que en 7 se reducia el tamafio de la NDR asociada y en 6
desaparecia (tabla roja en la FIGURA 9). Uno de estos 13 genes, meu31, se muestra en la FIGURA
10B donde se sefiala con una flecha la NDR de la regién promotora que desaparece en

condiciones de estrés oxidativo.

NDR NDR NDR NDR
GEN Mei Mei +H,0, GEN Mei Mei +H,0,
caf5 N 350 mbx2 1688 635
SPBC409.13 N 290 SPCC1529.01 1399 894
SPAC869.02c N 155 ghtl 1397 894
gst2 150 305 SPCC794.01c 875 590
Isd90 1012 581 ght3 787 550
rpp201 503 150 spn5 630 439
stell 441 239 cdc25 410 196
SPAC23H3.15c¢ 379 201 meu31 266 N
sib2 268 150 mok11 243 N
aah2 243 N
mde5 220 N
bgs2 185 N
atf31 157 N

FIGURA. 9. Tablas con los genes desregulados en meiosis con H,0, (Mei +H,0,) en los que se detecta
remodelacion nucleosémica en la zona promotora con respecto al control (Mei). En rojo y verde los genes
sobreexpresados y los subexpresados, respectivamente, en presencia de H,0,. Se muestra la amplitud en
pares de bases de la NDR asociada a los genes indicados en cada condicion. N indica que no existe una NDR
asociada.
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FIGURA. 10. Analisis transcripcional y distribucion de las NDRs en presencia y ausencia de estrés oxidativo.
Los simbolos utilizados son los mismos que en la figura anterior. (+) Indica la transcripcion de los genes de la
cadena positiva y (-) los de la cadena negativa. Las NDRs estan representadas por depresiones en el perfil
de nucleosomas en rojo. Las Unicas NDRs que presentan variacion en condiciones de estrés oxidativo en
esta regidn del genoma (fechas negras) estan localizadas en los promotores de los genes gst2 en Ay meu31
en B.

En conjunto, estos resultados indican que no hay una correlacidn estricta entre los
cambios ocurridos en el promotor y el nivel de transcripcidn, limitdandose la remodelacién al 6.5%

de los 338 genes de expresion diferencial en condiciones de estrés oxidativo.
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1.1.2 GENERACION DE NUEVOS SITIOS DE DSBs DURANTE LA MEIOSIS EN CONDICIONES DE
ESTRES OXIDATIVO

Tras modificar el patrdn transcripcional durante la meiosis en presencia de H,0,, se
analizo si se afectaba el patrén de DSBs como consecuencia de algunos de los cambios que se

producian en la distribucién de NDRs.

Para este analisis se selecciond la regiéon promotora de dos de los genes cuya
sobreexpresién en H,0, se acompainaba de la aparicidn de NDRs en sus regiones promotoras, los
genes caf5 y SPBC409.13. El gen caf5 codifica para un transportador transmembrana, en
presencia del estrés se expresaba 10 veces mas y estaba asociado a una NDR de 350 pb (FIGURAS
9 y 11A). El gen SPBC409.13 participa en la sintesis de riboflavina y bajo estrés oxidativo se
expresaba casi 16 veces mds y presentaba una NDR en su regidon promotora de 290 pb (FIGURAS
9 y 11B). Ademads, se eligieron estas dos regiones porque en ellas no se generaban DSBs
meidticos en condiciones normales, de acuerdo con la ausencia de union de la proteina Rec12

analizada en Hyppa et al. (2008).

Para estudiar si esas nuevas NDRs podrian utilizarse como sustrato de la maquinaria que
introduce las DSBs, se tomaron muestras durante la meiosis sincrdnica en el cultivo con H,0,y en
el control, y se analizé la formacion de DSBs. Para este analisis el DNA se extrajo en plugs de
agarosa (ver apartado 7.3 de Materiales y Métodos) ya que otros métodos podian resultar
demasiado agresivos y causar roturas en el DNA durante el tratamiento de extraccion. Se
tomaron muestras a las 0, 2.5, 3, 3.5, 4.5 y 6 horas después de haber comenzado la meiosis. Las
células se trataron con zymoliasa para digerir la pared celular y los protoplastos resultantes se
embebieron en bloques de agarosa de bajo punto de fusion. A continuacion, se digirieron con
una enzima de restriccidn, se cargaron en un gel y después de la electroforesis se transfirio el
DNA a una membrana de nylon, que se hibridé con una sonda radiactiva correspondiente a un
extremo del fragmento de restriccién (FIGURA 11). Se considera que no hay roturas si la banda
correspondiente al fragmento de restriccion estd intacta y no se ven bandas de menor tamafio en
ninguna de las muestras. Los DSBs deberian observarse en las muestras tomadas durante el
periodo de la recombinacidn meidtica, que tiene lugar entre las 2.5 y 3.5 horas
aproximadamente, cuando ya ha terminado la replicacion del DNA. No serian observables en las
muestras de 4.5 y 6 horas porque ya se habrian reparado, ni en la muestra de tiempo 0, en la cual

las células estan paradas en fase G1 y todavia no se ha iniciado la meiosis.
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FIGURA. 11. Analisis transcripcional, de NDRs y de DSBs en meiosis en condiciones de estrés oxidativo. Las
DSBs se analizaron en una digestién Clal con la sonda representada por un rectangulo verde. El fragmento
Clal en la region de gen caf5 es de 10.7 kb (A) y el de la regidn del gen SPBC409.13 de 8.2 kb (B). Las sondas
utilizadas se indican con un rectangulo verde. El tamafio de los fragmentos que generan las DSBs en caf5 se
indica en kilobases. La parte inferior de ambas figuras muestra el andlisis por Southern Blot de DNA en
bloques de agarosa de la regién promotora de los genes en una meiosis control (-H,0,) y en una meiosis en
presencia de estrés oxidativo (+H,0,). Con un corchete negro se muestra la extensidén de las roturas de
doble cadena del DNA y su correspondencia con la posicidn de la NDR del gen caf5.
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En la FIGURA 11A se muestra como la NDR asociada con la sobreexpresion del gen caf5
colocaliza con una zona de DSBs entre las 2.5 h y 3.5 h, que son reparadas en las horas
posteriores. Por el contrario, no se observaron las DSBs en la NDR asociada al gen SPBC409.13
(FIGURA 11B), sino una banda intacta correspondiente al tamafio del fragmento de restriccion.
Esto indicaba que en al menos en una de la dos NDRs analizadas e inducidas en condiciones de

estrés oxidativo se generaban DSBs.

1.2 MEIOSIS EN PRESENCIA DE TIAMINA

Para confirmar la induccién de nuevas DSBs, se decidid utilizar una aproximacion
independiente induciendo una meiosis en presencia de tiamina. Se eligié esta estrategia porque
se han descrito genes cuya transcripcién depende de la presencia o ausencia de tiamina en el
medio, con lo que cabria también la posibilidad de que cambios en la distribucién de NDRs
inducidos por la expresion diferencial durante el transcurso de una meiosis en estas condiciones

pudieran estar acompafiada por cambios en el perfil gendmico de DSBs.

Para este experimento, dos cultivos asincrénicos idénticos de la cepa de S. pombe pat1-
114 diploide (cepa Recl2 de TABLA 1 de Materiales y Métodos) se crecieron en las mismas
condiciones descritas para la meiosis con H,0,, salvo que uno de los dos cultivos tenia tiamina a
la concentracién final de 5 pg/ml durante el crecimiento vegetativo y durante toda la meiosis (ver
apartado 4 de Materiales y Métodos). Como en el caso del estrés oxidativo, el andlisis de
citometria mostré que la fase S premeidtica se iniciaba una hora y cuarto después del comienzo
de la meiosis de manera idéntica a lo observado en los graficos de la FIGURA 6. Del mismo modo,

la progresion de la fase S y la formacién de las esporas también fueron idénticas en los dos casos.

1.2.1 EFECTO DE LA TIAMINA EN LA TRANSCRIPCION Y LA ORGANIZACION DE LOS
NUCLEOSOMAS EN LAS REGIONES PROMOTORAS

Para analizar el efecto de la tiamina sobre la transcripcién de todos los genes de S.
pombe durante la meiosis, se indujeron dos meiosis paralelas una en presencia y otra en ausencia

de tiamina. A las 3 h se aislé RNA y se utilizé para hibridar un tiling microarray de alta densidad.

En MM sin tiamina, la concentracion intracelular de esta vitamina es mantenida
aproximadamente a 10 pmoI/lO7 células. Una vez que la tiamina es afadida al medio ésta es
incorporada activamente por las células resultando en un rapido aumento de su concentracidn
intracelular, y causando la represion de la transcripcion de genes susceptibles (Tommasino &

Maundrell, 1991). De hecho, aunque el promotor nmtl (no message in thiamine 1) es un
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promotor fuerte que produce entre 50 - 100 veces mas mRNA que el promotor del gen cycl de
expresidon constitutiva, su actividad transcripcional es reprimida dramdaticamente a las 3 h en
presencia de tiamina, siendo indetectables los niveles de mMRNA de nmt1 cuando en el medio hay
cantidades de la vitamina del orden de 0.5 uM (0.15 pg/ml) o mayores (Maundrell, 1990). Se
consigue una induccién parcial con 0.05 uM (0.015 ug/ml) (Javerzat et al., 1996) y una represion
total con 15 uM (5 pg/ml), siendo esta ultima la cantidad utilizada en este trabajo (Susan

Forsburg. Pombe Net, 2011).

El resultado del microarray mostré que sélo 15 de los 5088 genes de S. pombe (0.3%)
representados en el microarray fueron subexpresados, al menos a la mitad con respecto a la
meiosis control, en presencia de la vitamina. Los genes desregulados estaban implicados en el

metabolismo y transporte celular de tiamina (8 de ellos), asi como otras funciones celulares.

Para analizar el efecto de la transcripcién diferencial causada por la tiamina en la
organizacion de la cromatina, se generaron ademdas mapas gendmicos de nucleosomas. Para ello,
se recogieron células a las 3 h de la induccidon meidtica y se procesaron como en el caso del estrés
oxidativo. El anadlisis de los datos obtenidos mostré que en el cultivo control sin tiamina, se
observaba en los promotores de 12 de los 15 genes subexpresados una NDR cuyo tamafio variaba
entre 150 y 600 pb, amplitud que corresponderia con la ausencia de 1 a 4 nucleosomas. En
presencia de tiamina 10 NDRs desaparecieron y en las 2 restantes se mantuvo idéntica a la de la

meiosis control (FIGURA 12).

Gen NDR NDR
Mei | Mei +T
thi2 600 N FIGURA. 12. Tabla con los 15 genes subexpresados en meiosis
SPAC1B1.05 450 i con tiamina (Mei +T). Se muestra la amplitud en pares de bases
il “el o] de la NDR asociada a los genes indicados en cada condicién. N
phod 300 300 Lo . .
SPBC530.07¢ 150 150 indica que no existe una NDR asociada.
thi4 150 N
muglll 150 N
SPCC18B5.05¢ 150 N
SPBPB21E7.09 150 N
SPBP8B7.18c 150 N
thi9 150 N
SPCC794.03 150 N
mfm2 N N
SPCC162.02c N N
SPCC162.03 N N
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1.2.2 DESAPARICION DE SITIOS DE DSBs MEIOTICAS EN MEIOSIS EN PRESENCIA DE TIAMINA

Una vez comprobado que en presencia de tiamina se modificaba el patron
transcripcional y se detectaban cambios locales de ocupaciéon de nucleosomas en la region
promotora de 10 de los 15 genes desregulados, se estudio si también se afectaba el patrén de
DSBs en esas regiones de acuerdo con la correlacion que existe entre la distribucion de roturas

meioticas y la presencia de NDRs.

Gracias a los datos de ChIP-Chip de la proteina Rec12 (Hyppa et al., 2008), se sabia que
en las NDRs asociadas a 6 de los 10 genes mencionados se producian DSBs meidticas en ausencia
de tiamina, por lo que se eligieron dos de ellas para determinar si cuando las NDRs desaparecian
en presencia de la vitamina, se abolia también el uso de esta region como sustrato para la
formacion de las DSBs. Para ello, se tomaron muestras de DNA en bloques de agarosa durante la
meiosis sincronica y se analizo, tanto en el cultivo con tiamina como en el control, las NDRs
asociadas a los genes nmtl y thi2 cuya amplitud se extendia hasta los 450 y 600 pb,
respectivamente (FIGURA 12). En la FIGURA 13 se muestra el analisis de Southern blot a distintos
tiempos de meiosis que permitié observar cémo en ausencia de tiamina, las dos NDRs analizadas
servian de sustrato para la maquinaria que introduce las roturas meidticas. Por el contrario, la
subexpresion de estos genes en presencia de la vitamina y la desaparicion de esas NDRs causaba

la desaparicion de las DSBs demostrando la dependencia funcional entre ellas.
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FIGURA. 13. Analisis transcripcional, de NDRs y de DSBs en la regién promotora de los genes nmt1 y thi2
en meiosis con y sin tiamina. Las DSBs en la region del gen nmt1 se analizaron en una digestién Sall que
genera un fragmento de 9.6 kb (A) y en la regidn del gen thi2 se analizaron en una digestion Xbal que genera
un fragmento de 10.4 kb (B). Las sondas utilizadas se indican con un rectangulo verde. El tamafio de los
fragmentos que generan las DSBs en cada caso se indica en kilobases. La parte inferior de ambas figuras
muestra el andlisis por Southern Blot de DNA en bloques de agarosa de la region promotora de los genes en
la meiosis control (-T) y en meiosis en presencia de tiamina (+T). Con un corchete negro se muestra la
extension de las roturas de doble cadena del DNA correspondientes a la regidn de las NDRs.
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2. PAPEL DE LA COMPOSICION DE BASES DEL DNA EN EL POSICIONAMIENTO DE NUCLEOSOMAS I:
INTEGRACION DE UNA ISLA CpG HUMANA EN EL GENOMA DE S. pombe

La posicién de los nucleosomas a lo largo de la molécula de DNA estd determinada, al
menos en parte, por una preferencia por ciertas secuencias de DNA (ver apartado 2.3 de
Introduccidn). El genoma de S. pombe tiene un contenido promedio de A+T del 64% llegando
hasta el 71.2% en las regiones intergénicas. En las regiones génicas este contenido baja hasta el
60.4%. Por tanto, el empaquetamiento del material genético es llevado a cabo sobre un genoma
muy rico en nucledtidos de adenina y timina. Las NDRs estan mayoritariamente ubicadas en las
zonas 5" de los genes y su contenido promedio en A+T es del 63.4% (de Castro et al.,, 2012).
Probablemente el 7.8% de diferencia en G+C en estas regiones con respecto al resto de regiones
intergénicas, se deba a que son zonas reguladoras donde los TFs se unen reconociendo una

secuencia de nucledtidos determinada.

Cuando se inicié este trabajo, existian en la literatura evidencias acerca de que en S.
pombe las secuencias de poly(A) tienen un papel menor que en S. cerevisiae en la exclusién de
nucleosomas in vivo (Lantermann et al., 2010). Ademas, los ORIs de S. pombe estan asociados
con regiones ricas en A+T, las islas AT, y no se ha encontrado colocalizacion entre NDRs y el
complejo ORC (de Castro et al., 2012). Por otra parte, estudios del grupo de Oliver J. Rando
sugieren que secuencias de poly(G) excluyen nucleosomas en algunas especies (Tsankov et al.,
2011). De hecho, en C. elegans se encuentran NDRs ricos en poly(G) y esta circunstancia parece

extenderse a otros metazoos (Valouev et al., 2008).

Para determinar la importancia de la secuencia en el establecimiento del patrén de
nucleosomas se decidid analizar su posicionamiento sobre una regién con un contenido G+C del

74% correspondiente a una isla CpG humana integrada en el genoma de S. pombe.

2.1 PATRON DE NUCLEOSOMAS EN UNA ISLA CpG INTEGRADA EN EL GENOMA DE S. pombe

Para estudiar la distribucién de los nucleosomas sobre una secuencia con un contenido
en G+C significativamente mas elevado que su promedio gendmico, se contaba en el laboratorio
con una cepa que fue construida por la Dra. Maria Gémez (CBM, Madrid) y que sera denominada
a lo largo de este trabajo como Arsl-CpG (TABLA 1 de Materiales y Métodos). Esta tiene
integrada en la region del origen de replicacién ars 1 del cromosoma | la secuencia de una isla
CpG humana de 1.27 kb y de un contenido G+C del 74% (FIGURA 14B). En concreto, se trata de la
isla CpG situada entre los genes LMNB2 y TIMM13 en el cromosoma 19 de humano. Las islas CpG
tienen un tamafio promedio de 1 kb y estan caracterizadas por poseer un contenido en los

nucledtidos guanina (G) y citosina (C) superior al 65% frente al promedio genémico humano que



RESULTADOS |44

se sitla en torno al 40% (Antequera, 2003). En la FIGURA 14 se puede comparar el contenido en

G+C de laregion ars 1 de S. pombe después de integrar la isla CpG.

A B
WT Ars1-CpG
100 T U 100———————— L T
8ol ] 8o :
I ] I ) N ]
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SPAC30D11.14c huss ——— tRNAs SPAC30D11.14c hus5 CrG tRNAs

FIGURA. 14. Contenido en G+C de la region ars 1 del genoma de S. pombe en las cepas WT y Ars1-CpG. Las
barras horizontales representan la ORF de los genes anotados y la direccidn de la flecha indica el sentido de
la transcripcion. (A) Se muestra la regidn ars 1 de la cepa silvestre y en (B) la misma region después de
integrar la isla CpG (Ars1-CpG). En ésta, la secuencia exégena de 1.27 kb rica en G+C (linea naranja), ha
reemplazado 513 nucleétidos de la cepa silvestre representados por un rectangulo blanco en A que incluye
21 pb de la ORF del gen hus5, incluyendo el ATG, y su regidon promotora en la que se encuentra el punto de
inicio de replicacion (RIP) de ars 1, representado en la figura por una flecha doble. El contenido en G+C de la
region ars 1 en las dos cepas se calculd en ventanas de 100 pb y paso de 50 pb. La linea azul indica el valor
medio de G+C en la IGR entre el gen hus5y los tRNAs en cada cepa, siendo del 26% para la cepa WT y del
70% para la cepa Ars1-CpG.

Para determinar el posicionamiento de nucleosomas en el locus ars 1 en la cepa Arsl-
CpG se adaptaron las condiciones descritas por Lantermann et al. (2009) (ver apartado 9 de
Materiales y Métodos). Para ello, un cultivo de S. pombe de la cepa problema y otro de la cepa
control crecieron a 32 °C, se recogieron las células, se incubaron con zymoliasa y a continuacién
se trataron con concentraciones crecientes de nucleasa micrococal (MNase). Se purificd el DNA,
se digirié con la enzima de restriccion BamHI y se hizo un Southern blot hibridando primero con

la sonda 1y re-hibridando posteriormente la membrana con la sonda 2.

De esta manera, la digestion con MNase y el marcaje indirecto de extremos, permite
mapear la organizacién nucleosémica de una region concreta. La proteccidon de zonas de 140 -
200 pb de DNA frente al corte por la enzima se interpreta como causada por un nucleosoma
posicionado que ocupa la misma posicion en la mayoria de las células de la poblacién. Hay que
tener en cuenta que la estructura de la cromatina inferida por este método refleja el promedio

de la poblacién, de forma que una fraccion de las células puede tener patrones nucleosémicos



RESULTADOS |45

diferentes del promedio. El apartado 9 de Materiales y Métodos incluye un esquema de como

interpretar los resultados de esta técnica.

En la FIGURA 15B se muestra el resultado del andlisis de sensibilidad a MNase de la
region ars 1 en las cepas WT y Ars1-CpG tras hibridar con la sonda 1. En ella se observa que se
detectan nucleosomas posicionados sobre la secuencia del fragmento BamHI de 3.74 kb en Ia
cepa WT hasta las 2 kb aproximadamente (nucleosomas numerados del 1 al 11), lo cual coincide
con el mapa de secuenciaciéon mostrado en rojo en la FIGURA 15A. Esto implica que los
nucleosomas ocupan posiciones similares sobre esas secuencias en todas las células de la
poblacidn. A partir de las 2 kb y hasta el final del fragmento, el gel no tiene resolucién suficiente
para compararlo con el mapa de secuenciacion de DNA mononucleosdmico. Por otra parte, entre
los nucleosomas 1 y 3 se detectan dos bandas sensibles a nucleasa micrococal separadas en la
figura por el évalo numerado como 2. La distancia entre ellas es de unas 150 pb que seria lo que
corresponderia a un nucleosoma posicionado. Por el contrario, en el mapa de secuenciacion no
se observa la existencia de un nucleosoma posicionado entre el 1 y el 3, sino una NDR de unos
300 pb. Lo observado en el Southern podria ser explicado porque esa regiéon se tratara de una
zona no accesible a la nucleasa a ninguna de las concentraciones empleadas para el ensayo
(incubacién con 1.5 - 180 U/ml de MNase durante 10 min), pero si en las condiciones de digestion
requeridas para obtener el mapa de secuenciacién (incubacion con 180 U/ml de MNase durante
40 min). Planteamos la hipdtesis de que sobre esa secuencia esté posicionando un nucleosoma
menos estable, de manera que sélo cuando las condiciones de tratamiento con MNase son

drasticas esa secuencia queda expuesta y es digerida.

En la parte derecha de la FIGURA 15B, correspondiente a la cepa Ars1-CpG, se observa
como en los primeros 940 pb, a pesar de tratarse de la misma secuencia que en la cepa WT, no se
detecta un patrén de nucleosomas definido sino mas bien una sefial difusa de hibridacién debido
a la falta de posicionamiento. En la zona correspondiente a la secuencia que ocupa la isla CpG,
entre las 0.94 y las 2.21 kb e indicada por un corchete en la figura, se detectan varias zonas de
hipersensibilidad a concentraciones muy bajas de nucleasa, indicando que hay ausencia o muy
poca ocupacion de nucleosomas en la regién. Esta hipersensibilidad se observa incluso en las
muestras de DNA desnudo (N) y cromatina sin tratar (0). Probablemente esto se deba a la accidon
de las nucleasas enddgenas sobre la secuencia de la isla CpG durante el tratamiento de obtencion
de las muestras. Esto explicaria que en el resto de las muestras, tratadas con concentraciones

mayores de MNase, los fragmentos correspondientes a la isla CpG apenas sean detectables.
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Tras re-hibridar la membrana con la sonda 2 (FIGURA 15C), vimos como de tres
nucleosomas (numerados como 18, 17 y 16) sélo uno, el 18, ocupa una posicién definida a partir
del sitio BamHI, mientras que los otros dos muestran peor posicionamiento y estan seguidos por
una region de ocupacién que se extiende hasta 1.30 kb sin un posicionamiento claro. En la cepa
WT a partir de ese punto, el posicionamiento se recupera y pueden identificarse los nucleosomas
numerados del 13 al 10 coincidiendo con lo observado en el mapa de secuenciaciéon (FIGURA

15A).

El patréon de nucleosomas en la cepa Ars1-CpG es idéntico al de la cepa WT hasta las 1.30
kb. A partir de ahi es ligeramente diferente a pesar de tener las dos cepas la misma secuencia
hasta las 2.29 kb. Esta zona de 1000 pb de distinto perfil entre las dos cepas incluye los
nucleosomas sobre la secuencia del gen hus5 que pierden su posicionamiento aunque sigue
habiendo ocupacion. La zona de la isla CpG indicada por un corchete en la figura queda
comprimida, aunque son detectables las dos regiones de hipersensibilidad que también se
detectaban con la sonda 1 (FIGURA 15B). Como en ese caso, a medida que aumentamos la
concentracion de nucleasa estas regiones desaparecen porque son muy facilmente accesibles al

enzima.

FIGURA. 15. Andlisis de sensibilidad a MNase de las cepas WT y Ars1-CpG. (A) Mapa de la region analizada
en las cepas de S. pombe WT y Ars1-CpG. El perfil de nucleosomas obtenido por secuenciacién de DNA
mononucleosémico de células WT en mitosis asincrénica se muestra en rojo (Soriano et al, 2013). El
rectangulo blanco indica la zona delecionada y reemplazada por la isla CpG en la cepa Arsl1-CpG. El
rectangulo verde indica la posicion de la sonda 1y el azul el de la sonda 2. Se indican las distancias desde el
extremo del fragmento BamHI a las posiciones descritas en el texto. (B, C) Analisis del fragmento BamHI con
lasonda 1 (B) y con la sonda 2 (C) después de la digestion con cantidades crecientes de nucleasa micrococal
(MNase) y con BamHI. Los nucleosomas posicionados se muestran como 6valos (de linea continua los que
mejor posicionamiento presentan) y la numeracién se corresponde con la de los diagramas en A. El corchete
indica la posicidn de la isla CpG en la cepa Ars1-CpG. Los carriles N y 0 son DNA desnudo incubado con 0.15
U/ml de MNase y cromatina incubada en condiciones de digestién pero sin tratar con MNase,
respectivamente.
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Estos resultados sugieren que los nucleosomas de S. pombe no son capaces de
mantener un nivel de ocupacidn sobre la secuencia de la isla CpG comparable al de las regiones
endogenas del genoma, de forma que se comporta como una regidn de hipersensibilidad siendo
incluso detectable en las muestras en las que la cromatina se incubd en condiciones de digestion
pero sin afadir nucleasa micrococal. También se observd que la presencia de la isla provoca una
pérdida de posicionamiento pero no de ocupacidn de los nucleosomas sobre las secuencias que

la flanquean.

2.2 ANALISIS FUNCIONAL DE LA ZONA DE HIPERSENSIBILIDAD DE LA ISLA CpG: GENERACION DE
SITIOS DE DSBs MEIOTICOS

A partir de lo descrito en el apartado 1 de Resultados, y por trabajos anteriores (Pan et
al., 2011; de Castro et al., 2012) la presencia de NDRs es una condicién necesaria, aunque no
suficiente, para la especificacion de DSBs meidticas. Por este motivo decidimos estudiar la
posibilidad de que la secuencia de la isla CpG en la cepa de S. pombe Ars1-CpG, que en mitosis
genera una region de hipersensibilidad a nucleasa (es decir, una NDR), pudiera emplearse como
sustrato por la maquinaria que introduce las DSBs meidticas. Los datos de ChIP-chip publicados,
indicaban que en la region ars 1 de S. pombe silvestre no ocurren DSBs al no detectarse unién de

Rec12 (Hyppa et al., 2008).

Para llevar a cabo este andlisis se necesitaba una cepa de S. pombe diploide vy
homocigdtica para la secuencia de la isla, y en la que ademas se pudiera inducir una meiosis
sincrénica. Para ello, se construyeron en primer lugar las cepas haploides de tipo sexual h™ con
diferentes mutaciones en el gen ade6 en cada una de ellas: ade6M210 y ade6M216. Una vez
obtenidos los transformantes haploides, se construyd la cepa diploide por fusion de protoplastos
y seleccion por complementacidn de la auxotrofia para la adenina (ver apartado 2 de Materiales y

Métodos), obteniendo la cepa denominada Ars1-CpG 2n (TABLA 1 de Materiales y Métodos).

Como control de que en el caso de que se generasen roturas meidticas, éstas se
debieran a la accidn de la proteina Rec12, y no a que se tratara de una zona fragil de facil rotura
accidental, se construyé otra cepa diploide que portara la isla CpG en el mismo locus y que
careciese del gen rec12. Para ello, se sustituyd la ORF completa del gen rec12 por el marcador
KanMX4 que confiere a las células capacidad de resistencia al antibidtico geneticina, y obtuvimos

la cepa Ars1-CpG 2n Arec12 (TABLA 1 de Materiales y Métodos).
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En un cultivo de meiosis sincrénica para cada cepa se tomaron muestras a las 0, 2.5, 3,
3.5, 4, 4.5 y 6 horas después de haber comenzado la meiosis y se extrajo DNA en bloques de
agarosa. El analisis por citometria de flujo indicd que la progresion de la meiosis era igual en las

dos cepas.

Para el analisis de DSBs se empled la enzima de restriccion BamHI y el resultado del
Southern blot tras hibridar con una sonda radiactiva correspondiente a un extremo del fragmento
de restriccion se muestra en la FIGURA 16. En ella se detectan DSBs entre las 2.5 hylas4 henla
cepa Ars1-CpG 2n que son reparados en tiempos posteriores (FIGURA 16A). La extensién de la
zona de roturas (indicada con un corchete) coincide con la posicidn de la isla CpG. Con el andlisis
de DSBs en la misma region en la cepa Ars1-CpG 2n Arecl2 se puede concluir que las DSBs
detectadas en la regidn de la isla CpG son dependientes de esta proteina, debido a que la banda
correspondiente al fragmento de restriccion esta intacta (4.50 kb) y no se detectan bandas de

menor tamafio causadas por las roturas en ese locus (FIGURA 16B).
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FIGURA. 16. analisis de DSBs de la region del genoma que contiene la isla CpG. Las DSBs se analizaron en
un fragmento BamHI de 4.50 kb con la sonda representada por un rectangulo azul. El panel en (A) muestra
el andlisis en la cepa Ars1-CpG 2n. El corchete indica la extension de la zona de roturas de doble cadena del
DNA. El panel en (B) muestra el analisis de la misma region en un mutante Ars1-CpG 2n Arec12.



RESULTADOS |50

2.3 POSICION DE LOS NUCLEOSOMAS SOBRE EL GEN ura4 CUANDO ESTA FLAQUEADO POR UNA
ISLA CpG EN EL GENOMA DE S. pombe

Para determinar con mas precisiéon si la generaciéon de la zona de hipersensibilidad
afectaba a los nucleosomas adyacentes, integramos el gen ura4 en medio de la isla CpG de la
cepa Ars1-CpG. Se eligio el gen ura4 porque tiene nucleosomas bien posicionados a lo largo de su
secuencia, e incluso en su regidn promotora, tanto en su sitio endégeno en el cromosoma Il
(Soriano et al., 2013), como cuando se integra en un sitio ectdpico en el cromosoma | (de Castro

etal., 2012).

La integracidn tuvo lugar en la zona de menor contenido en guanina y citosina hacia el
centro de la isla CpG (FIGURA 14B) en la cepa Ars1l-CpG, de manera que el gen ura4 quedd
flanqueado por dos amplias NDRs representadas por un corchete en la FIGURA 17A (cepa Arsl-
CpG-ura). Como cepa control se sustituyé toda la region de 1.27 kb de la isla CpG por la secuencia
de 1.75 kb que contiene el gen ura4 (cepa Arsl-ura). En la FIGURA 17 se muestra también el
mapa y el contenido en G+C de la region de las nuevas cepas. Para su obtencion se realizaron dos
transformaciones de la cepa Ars1-CpG con un fragmento de PCR distinto para cada una. Los
fragmentos contenian el terminador, el promotor y la ORF del gen ura4 y cassettes de 100 pb de
homologia con las regiones donde queriamos integrarlo en cada caso. En un caso estos cassettes
permitieron integrar el gen ura4 en la isla CpG y en el otro permitieron reemplazar la isla CpG por

el gen ura4.
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FIGURA. 17. Mapa y contenido en G+C de la region ars 1 del genoma de S. pombe en las cepas Arsl-uray
Ars1-CpG-ura. (A) Mapas de la region ars1 en la cepa receptora (Ars1-CpG) y en las transformantes (Ars1-
ura y Ars1-CpG-ura). La flecha negra marca el sitio de integracién del gen ura4 para dar lugar a la cepa Ars1-
CpG-ura quedando la isla CpG dividida en dos regiones del tamafio indicado en la figura. Los corchetes
indican la posicion de las NDRs analizadas en el apartado 2.1. La ORF del gen ura4 estd representada por un
rectangulo blanco que sefiala el sentido de la transcripcion, las lineas negras gruesas que flanquean la ORF
se corresponden con la regidn promotora y terminadora del gen. (B) El perfil de contenido en G+C en la
region ars 1 de las nuevas cepas. Se calculé en ventanas de 100 pb y paso de 50 pb.

Para estudiar el posicionamiento de los nucleosomas sobre el gen ura4 en este contexto
realizamos un analisis de sensibilidad a nucleasa micrococal como el descrito en el apartado
anterior. En este caso se digirid con la enzima de restriccion EcoRV y se hizo un Southern blot
hibridando primero con la sonda 1 (FIGURA 18C) y re-hibridando posteriormente la membrana
con la sonda 2 (FIGURA 18D). Ambas sondas eran homadlogas a los extremos de las regiones que

queriamos analizar.
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Enla FIGURA 18C se muestra como la cepa Arsl-ura presenta un perfil de nucleosomas
posicionados desde el extremo del fragmento EcoRV hasta 1.21 kb y que se corresponden con los
nucleosomas numerados del 5 al 15, localizados en las mismas posiciones que en su locus
endogeno sobre la secuencia del gen ura4 y su promotor (FIGURA 18A). El analisis de la misma
region en la cepa Arsl-CpG-ura, mostré que el posicionamiento se conservaba sélo en los
nucleosomas que ocupan una posicion mas alejada de la secuencia de la isla CpG (nucleosomas
del 5 al 9). Indicado en la figura por un corchete se extiende una regién de hipersensibilidad
desde 1.20 kb hasta 1.90 kb aproximadamente, que se corresponde con el fragmento de isla CpG
que flanquea al gen ura4 por su regién promotora. La zona de hipersensibilidad se observa
principalmente en las muestras de DNA desnudo (N) y cromatina sin tratar (0) como veiamos en

el apartado 2.1.

Para detectar el perfil de nucleosomas en la totalidad de la region ars1 en las nuevas
cepas se re-hibridé la membrana del ensayo anterior con la sonda 2 y obtuvimos el resultado
mostrado en la FIGURA 18D. En ella se puede ver cdmo los cuatro nucleosomas (del 4 al 1) del
fragmento de la cepa Arsl-ura se encuentran posicionados, hasta 0.54 kb desde el sitio EcoRV,
sobre el extremo 3" de la ORF del gen ura4 y su secuencia adyacente. A partir de 0.54 kb se
detectan tres nucleosomas posicionados sobre la secuencia del gen hus5, representados por
6valos azules en la figura, siendo a partir de 1 kb cuando el posicionamiento no estd bien
definido, tal y como ocurre sobre esa secuencia en una cepa WT (FIGURA 15A). En la misma
region de la cepa Ars1-CpG-ura se detecta el posicionamiento de los nucleosomas 4, 3 y 2 sobre
el gen ura4, pero se pierde sobre la secuencia que mas cerca estd a la region de la isla CpG
indicada por un corchete. A partir de esa regidon no se observa posicionamiento definido en el

resto del fragmento.

FIGURA. 18. Analisis de sensibilidad a MNase de las cepas Arsl-ura y Arsl-CpG-ura. (A) Perfil de
nucleosomas del gen ura4 obtenido por secuenciacion de DNA mononucleosémico de células wt en mitosis
asincrénica (Soriano et al,, 2013). (B) Mapa de la region analizada en ambas cepas. El rectangulo negro
indica la posicidn de la sonda 1 y el verde el de la sonda 2. Se indican las distancias desde el extremo del
fragmento EcoRV a las posiciones descritas en el texto. (C, D) Andlisis del fragmento EcoRV con la sonda 1
(C) y con la sonda 2 (D) después de la digestion con cantidades crecientes de MNase y con EcoRI. Los
nucleosomas posicionados se muestran como o6valos y la numeracion se corresponde con la de los
diagramas en B. Los corchetes indican la posicién de la isla CpG la cepa Ars1-CpG-ura.
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Estos resultados indican que los nucleosomas de S. pombe no son capaces de mantener
un posicionamiento estricto sobre las secuencias inmediatamente adyacentes a la zona de
hipersensibilidad de la isla CpG. Sin embargo, ese efecto tiene un alcance limitado a 2 6 3

nucleosomas a partir de los cuales el posicionamiento se mantiene como en la cepa control.

Como control adicional se llevd a cabo una segunda re-hibridacién de la misma
membrana con una tercera sonda para analizar una region del genoma no relacionada con el
locus ars 1. Como era de esperar, el patrén de nucleosomas fue idéntico en las cepas Arsl-uray

Ars1-CpG-ura (FIGURA 19).

A 0.5 kb
rec8 orcl SPBC29A10.17
Sonda 3
=
EcoRV T EcoRV
B

Arsl-ura Ars1-CpG-ura

FIGURA. 19. Analisis de sensibilidad de una regién control en las cepas Ars1-ura y Ars1-CpG-ura. (A) Mapa
de la regidn analizada en la que el rectangulo amarillo marca la posicién de la sonda 3. (B) Resultado de
Southern blot tras analizar el fragmento EcoRV en las dos cepas después de la digestidon de la cromatina con
cantidades crecientes de MNase y EcoRV.
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2.4 EXPRESION DEL GEN ura4 INTEGRADO EN LA ISLA CpG

Tras observar en la FIGURA 19 que se perdia el posicionamiento de los nucleosomas en
la regién promotora del gen ura4 cuando estaba flanqueado por un entorno con baja ocupacién
de nucleosomas, se analizd la expresidon del gen en ese contexto. Para ello, se realizaron ensayos
de Northern blot y de RT-qPCR (PCR cuantitativa acoplada a Transcripcidon Reversa) a partir de

RNA total, para ver la cantidad de mRNA ura4 en las cepas Arsl-uray Ars1-CpG-ura.

En el Northern blot (FIGURA 20A) se observa que se produce sobreexpresién del gen
ura4 en las muestras correspondientes a la cepa Ars1-CpG-ura respecto a la cepa Arsl-ura. El
resultado de la RT-gPCR (FIGURA 20B) confirma que, efectivamente, el nivel de transcritos es
unas tres veces mayor en la cepa Ars1-CpG-ura que en la cepa Arsl-ura, e incluso 2 veces mas

que en su locus enddégeno (WT).

A Northern Blot B RT-gPCR

WT uraddl18 Arsl-ura Arsl-CpG-ura
1 2 3 4 5 6

kgd1 P - |

w

Niveles relativos de mRNA ura4
=

WT uradd1l8 Arsl-ura Arsl-CpG-ura

FIGURA. 20. Expresion del gen ura4 en las cepas Ars1-uray Ars1-CpG-ura. (A) Northern blot. Nivel de mRNA
del transcrito ura4 en una cepa wt (1), en una cepa ura4d18 (2) y en las cepas con el gen ura4 en la regién
ars 1: Arsl-ura (3, 4), y Ars1-CpG-ura (5, 6). Como control de carga se re-hibridé el mismo filtro con una
sonda del gen de expresidn constitutiva kgd1. (B) RT-qPCR. Niveles de mRNA del gen ura4 normalizados
frente a los niveles del gen de expresion constitutiva act1.

Para analizar las posibles causas de la sobreexpresion determinamos los niveles relativos
de ocupacién de polimerasa total asociada a las regiones 3°, ORF y 5" del gen ura4, mediante
inmunoprecipitaciéon de cromatina (ChIP) con anticuerpos contra la RNA Polimerasa Il (RNAPII) y
qPCR.

Los resultados (FIGURA 21A) muestran niveles mds altos de RNAPII en la ORF y regiones
adyacentes al gen ura4 en la cepa Ars1-CpG-ura que en las cepas Arsl-ura y WT. Ademas, se
produce también un reclutamiento de RNAPII a las regiones de isla CpG de la cepa Ars1-CpG-ura

(barras rosa y azul).
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FIGURA. 21. Ocupacion de RNAPII y sitios de union de factores de transcripcion (TFBS) en las cepas Ars1-
ura y Ars1-CpG-ura. (A) ChIP-qPCR. Niveles relativos de ocupacidon de RNAPII total asociada a las regiones 3’
(barras rojas), ORF (barras verdes) y 5° (barras moradas) del gen ura4. También se muestran los niveles en
las regiones de isla CpG en la cepa Ars1-CpG-ura (barras rosa y azul). En la parte B se muestra la posicién de
las regiones analizadas. El nivel de ocupacién en la ORF de un gen control (tam14) en las tres cepas se indica
con barras naranjas. La normalizaciéon de los datos se hizo respecto a los niveles de ocupaciéon de
polimerasa total en una regidn heterocromatica de la regidon subtelomérica I, no transcrita (cpnl). (B)
Distribucion de TFBS en 20 kb de la regidn ars 1 de la cepa Ars1-CpG-ura. Los motivos de unién para los TFs
en la tabla adjunta se indican con lineas verticales. Los pequefios cuadrados de colores indican las regiones
amplificadas por ChIP-gPCR en el grafico en A.

Los resultados obtenidos mediante la tres técnicas (Northern blot, RT-qPCR y ChlIP-
gPCR) son consistentes y sugieren que el hecho de encontrarse el gen ura4 entre regiones
grandes con poca ocupacidn nucleosémica tiene como consecuencia un mayor reclutamiento de

la RNAPII que podria contribuir a la mayor expresion del gen.

La RNAPII, al igual que el resto de las RNAP eucariotas, es incapaz de reconocer por si
sola las secuencias que determinan el inicio de la transcripcion. Por tanto, es necesaria la
participacion de otras proteinas, los TFs, para reclutarla a los promotores (Sikorski & Buratowski,
2009). Para confirmar que el reclutamiento masivo de RNAPII a la NDR asociada a la isla CpG

pudiera estar mediado por la unién de TFs a ella, se realizé una busqueda de motivos consenso
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de unidn para TFs de S. pombe en la regidn ars 1 de la cepa Ars1-CpG-ura. En la FIGURA 21B se
muestra la distribucion de los sitios putativos de unién de TFs indicados en la tabla adjunta.
Como puede observarse, detectamos un total de 14 sitios de unién de TF en las dos regiones de
la isla CpG. Algunos corresponden a TFs como el Rsvl o el Stell que son expresados
especificamente en meiosis (Mata & Bahler, 2006; Mata et al., 2007) y otros como FKH, MBF o
Ace2 que controlan la expresién periddica durante el ciclo celular de S. pombe (Rustici et al.,
2004). La competencia por la union al DNA entre estos factores de transcripcion y los
nucleosomas, podria ser la responsable de la generacidon y mantenimiento de la NDR asociada a

laisla CpG (Hartley & Mandhani, 2009) y de la sobreexpresion del gen ura4.

2.5 ESTABILIDAD DEL GEN ura4 FLANQUEADO POR ZONAS DE HIPERSENSIBILIDAD A MNase

En la FIGURA 18 se mostré que los nucleosomas de S. pombe no son capaces de
mantener un posicionamiento estricto sobre la secuencia del gen ura4 y sus secuencias
reguladoras cuando esta flanqueado por dos regiones ricas en G+C que se comportan como
NDRs. Ademas, esta desorganizaciéon se acompafia de un mayor reclutamiento de la RNAPII
(FIGURA 21A) que podria contribuir a la mayor tasa de expresién del gen mostrada en la FIGURA
20. Para determinar el efecto de la pérdida de posicionamiento de los nucleosomas sobre la
estabilidad del gen, se comprobé si sufria mayor probabilidad de inactivacion en la cepa Arsl-

CpG-ura respecto a la cepa Arsl-ura.

Para ello, dos cultivos independientes de cada cepa se crecieron en medio YES no
selectivo hasta saturacién, se sembraron 50 x 10 ® células en placas de medio rico y se hicieron
réplicas, 12 horas después, a placas de MM suplementado con 225 mg/L de uracilo y 1g/L de
acido 5-fluoroordtico (5-FOA). Este compuesto es toxico para las células que mantienen integra la
ruta de sintesis del uracilo. El gen ura4 codifica el enzima orotidina 5'-fosfato descarboxilasa
(ODC), que cataliza una reaccién involucrada en la sintesis de ribonucleétidos de pirimidinas y la
pérdida de su actividad ocasiona el bloqueo del crecimiento celular si uracilo o uridina no son
afadidos al medio. En presencia de 5-FOA la ODC lo descarboxila a 5-fluorouracil que causa la
muerte celular en aquella poblacién que exprese el gen, mientras que las células que lo inactiven
sobreviven si se afiade uracilo al medio (Flynn & Reece, 1999). También se ha descrito resistencia
al 5-FOA en células de S. pombe mutantes del gen ura5 (orotato fosforibosil transferasa) (Matsuo
et al., 2013). Después de incubar las placas de MM+5FOA durante 3 - 4 dias a 32 °C se detectd
que el nimero de colonias que crecian en las placas de la cepa Ars1-CpG-ura era casi 3 veces

mayor que en la cepa Arsl-ura (FIGURA 22).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Flynn%20PJ%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reece%20RJ%5Bauth%5D
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Arsl-ura

Ars1-CpG-ura

FIGURA. 22. Crecimiento en 5-FOA. Se sembraron 50 x 10 ° células de las cepas Arsl-uray Ars1-CpG-ura por
placa de MM+5FOA. Se muestran duplicados de dos experimentos independientes 3 — 4 dias después de la
incubacién a 32 °C.

Como hemos visto en apartados anteriores ambas cepas no parecen tener afectados
aspectos basicos del ciclo celular como el tiempo de generacion. Sin embargo, si que habia
diferencias en la tasa de transcripcion del gen ura4 y en su empaquetamiento en nucleosomas.
Ademas, a la vista de este ultimo resultado, la pérdida parcial de posicionamiento nucleosémico
del gen ura4 en el entorno con baja ocupacién de nucleosomas que provoca la isla CpG, podria
aumentar la inestabilidad genética de esta secuencia respecto a la del mismo gen en el mismo
locus con nucleosomas bien posicionados. En el apartado de Discusidn correspondiente a esta

parte se expone mas detalladamente la posible relacion entre estas tres observaciones.
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3. PAPEL DE LA COMPOSICION DE BASES DEL DNA EN EL POSICIONAMIENTO DE NUCLEOSOMAS |II:
INTEGRACION DE OTRAS SECUENCIAS EXOGENAS EN EL GENOMA DE S. pombe

El contenido G+C parece ser uno de los factores determinantes en la exclusion de
nucleosomas que ademds puede tener consecuencias fisioldgicas importantes como la
generacidon de sitios nuevos de roturas meidticas, tal como vimos en el apartado anterior. Sin
embargo, en ese caso, la accion combinada del tamafio (1272 pb) y la presencia de miltiples
secuencias de unién de TFs en la regién de la isla CpG (FIGURA 21B) podrian jugar un papel mas
relevante en la exclusion de nucleosomas que el mero contenido en G+C. Para determinar si el
efecto sobre el posicionamiento de nucleosomas era debido a su tamafio o a su contenido en
G+C, se disefié una secuencia de 125 pb (10 veces menor que el de la secuencia de la isla CpG) y
un contenido en G+C similar al suyo (70%). Ademas, la secuencia no incluia motivos de unién
para los TFs descritos en S. pombe. Como control se utilizé una secuencia de 125 pb y un 70% A+T

(contenido promedio de las IGRs de S. pombe).

3.1. PATRON DE NUCLEOSOMAS EN DOS SECUENCIAS EXOGENAS DE 125 pb Y DIFERENTE
CONTENIDO EN G+C INTEGRADAS EN EL GENOMA DE S. pombe

La region elegida para integrar las secuencias se muestra en la FIGURA 23A. Se trata de
una IGR de 1.96 kb, que presenta un perfil de nucleosomas posicionados entre las regiones 5" de
los genes no esenciales SPAC6F6.11c y SPAC6F6.12. En la FIGURA 23B estan representados los
mapas de las cepas que portan la secuencia de 125 pb y 70% G+C (rectangulo negro), y la
secuencia de 125 pb y 70% A+T (rectangulo rojo), ambas estdn ligadas al marcador KanMX6 que
confiere a las células de la levadura resistencia al antibidtico geneticina. El fragmento integrado
tiene un tamaiio total de 1.56 kb. En la FIGURA 23C se puede observar el contenido en G+C de la
region en ambas cepas. Las dos cepas seran denominadas a lo largo de este trabajo como

G+C _Kany A+T_Kan (TABLA 1 de Materiales y Métodos).
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FIGURA. 23. Organizacion de nucleosomas y contenido en G+C de la region del genoma de S. pombe en la
que se han integrado secuencias de 125 pb con diferente composicion. (A) Mapa de ocupacion de
nucleosomas de la regidon de integracion. La flecha negra indica el sitio de insercion de las secuencias
problema. (B) Mapa de la misma region en las cepas G+C_Kan y A+T_Kan. Los rectangulos negro y rojo
representan las secuencias de 125 pb y 70% G+C o 70% A+T, respectivamente. La barra amarilla y las barras
verdes horizontales que la flanquean representan la ORF del gen KanMX6 que confiere resistencia al
antibidtico kanamicina en la bacteria Escherichia coli y las secuencias promotoras y terminadoras de un
factor de elongacion del hongo Ashbya gossypii (ter k y pro K, respectivamente). (C) El contenido en G+C de
la region en ambas cepas se calculd en ventanas de 100 pb y paso de 50 pb.

Para estudiar la distribucidn de los nucleosomas de la levadura sobre las secuencias
exogenas, realizamos un analisis de sensibilidad a nucleasa micrococal como el descrito en el
apartado 2 de Resultados. En este caso se digirié con la enzima de restriccion Xmnl y se hizo un
Southern blot hibridando primero con la sonda 1 (FIGURA 24B) y re-hibridando posteriormente
la membrana con la sonda 2 (FIGURA 24C).
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En la FIGURA 24B se muestra cémo ambas cepas presentan un perfil de nucleosomas
posicionados, numerados del 1 al 7, desde el extremo del fragmento Xmnl hasta 1.00 kb. De
éstos, los nucleosomas 1, 2, 5, 6 y 7 estan mejor posicionados que los 3 y 4. La interpretacion de
que son nucleosomas peor posicionados se debe al hecho de encontrar bandas menos intensas
entre dos bandas de mayor intensidad separadas por unos 150 pb. A partir del nucleosoma 7 no
se detecta posicionamiento definido, y en la posiciéon 1.92 kb se detecta una NDR (tridngulo
negro) que colocaliza con la regién promotora del gen KanMX6. En la posicién 3.35 kb
coincidiendo con la secuencia de 125 pb, diferente en las dos cepas, se detecta también una
banda de hipersensibilidad mas intensa en la cepa G+C_Kan siendo incluso detectable en la

muestra sin tratar con nucleasa (0).

Tras re-hibridar la membrana del ensayo anterior con la sonda 2 se obtuvo el resultado
mostrado en la FIGURA 24C. En ella se puede ver como los nucleosomas del fragmento de la cepa
A+T_Kan, numerados del 1 al 9, se encuentran posicionados hasta 1.30 kb desde el extremo del
fragmento Xmnl. Se observa como en 1.17 kb la presencia de la secuencia de 125 pb podria
contribuir al posicionamiento de los nucleosomas vecinos (nucleosomas 7 y 8). Analizando el
mismo fragmento de 4.65 kb en la cepa G+C_Kan se observa que los nucleosomas posicionados
so6lo se mantienen hasta 0.60 kb (nucleosomas del 1 al 4) mientras que se distingue una pérdida
de posicionamiento a continuacién, que puede estar provocada por el efecto de la secuencia de
125 pb rica en G+C sobre regiones colindantes. La secuencia de 125 pb en la cepa G+C_kan
colocaliza con una zona de hipersensibilidad incluso en la muestra sin tratar con nucleasa (0), lo

que se interpreta como exclusion de un nucleosoma. Esa zona esta ausente en la cepa A+T_kan.

FIGURA. 24. Anadlisis de sensibilidad a MNase de las cepas A+T_Kan y G+C_Kan. (A) Mapa de la region
analizada en las cepas A+T_Kan y G+C_Kan. Se indican las distancias desde el extremo del fragmento Xmnl a
las posiciones descritas en el texto. Los tridngulos negros indican NDRs y los rectangulos rojo y negro las
secuencias de 125 pb de 70% A+T y 70% G+C, respectivamente. El rectangulo blanco indica la posicidn de la
sonda 1y el rosa el de la sonda 2. (B, C) Analisis del fragmento Xmnl con la sonda 1 (B) y con la sonda 2 (C)
después de la digestion con cantidades crecientes de nucleasa micrococal (MNase) y con Xmnl. El perfil de
los nucleosomas posicionados se muestra como évalos (de linea continua los que mejor posicionamiento
presentan). La numeracion se corresponde con la de los diagramas en A.
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En ambos analisis podemos observar cdmo una secuencia de 125 pb y un contenido en
G+C del 70% que carece de motivos de union para los TFs descritos en S. pombe excluye
nucleosomas. Sin embargo, una secuencia control del mismo tamafio pero de un contenido en
G+C similar al promedio intergénico (30%) no genera una NDR y no altera el posicionamiento de

los nucleosomas adyacentes.

Otro ejemplo de que el contenido elevado en G+C contribuye a la exclusion de
nucleosomas, deriva de la observacién de la region promotora del médulo KanMX6 empleado
como marcador para seleccionar estas construcciones. En la FIGURA 23C se puede observar
como el contenido en G+C en esa region de 383 pb (pro k en la figura) de promedio representa
un 52% en G+C, frente al 36.6% de las regiones ubicadas en las zonas 5" de los genes de S. pombe
(de Castro et al., 2012). En el ensayo de sensibilidad a nucleasa mostrado en la FIGURA 24B,
hemos detectado en ambas cepas una NDR (tridngulo negro) en la posicion 1.92 kb que colocaliza
con esa region. La misma NDR se detecta en la posicion 2.73 kb en el analisis mostrado en la

FIGURA 24C (tridngulo negro).

En funcién de estos resultados se analizd la correlacidn entre el grado de ocupacién de
nucleosomas con el contenido en G+C en regiones de 125 pb a lo largo de todo el genoma de S.
pombe. El resultado mostré que sélo existen 58 regiones de 125 pb a lo largo de los tres
cromosomas con un contenido en G+C igual o mayor del 60%. Esto esta de acuerdo con el bajo
contenido promedio en G+C del genoma de S. pombe (36%). Cuando las localizdbamos en el
mapa de nucleosomas todas ellas se correspondian con regiones con ocupacién de nucleosomas
baja o nula (FIGURA 25). Cuando, siendo mas restrictivos, seleccionamos aquellas con un
contenido en G+C mayor o igual al 65% el numero se reducia a 8 regiones. Finalmente, si el
umbral de G+C lo situdbamos al 70% sdlo detectamos una regién que cumpliera los requisitos y
ésta colocalizaba con una NDR. Estos resultados estdn de acuerdo con los descritos en el
apartado 2.1 de Resultados en el que detectamos que el fragmento de la isla CpG de 1.27 kb
también tenia una ocupacion nucleosémica muy baja y era hipersensible a la nucleasa

micrococal.
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FIGURA. 25. Relacion entre contenido en G+C y ocupacion nucleosémica en S. pombe. El grafico muestra la
distribucién en todo el genoma de S. pombe de 6051 regiones de 125 pb que tienen un contenido promedio
en nucledtidos de guanina (G) y citosina (C) superior o igual al 50%, y el nivel de ocupacién promedio de
nucleosomas que presenta cada una. La ocupacidon promedio del DNA mononucleosémico en S. pombe es
de 1.25 (linea de puntos), calculada a partir de los datos de secuenciaciéon masiva publicados en el trabajo
de Soriano et al. (2013). Las regiones que presentan un valor de ocupacién menor que el promedio
representan el 1.42% del genoma.

Por otra parte, se analizd la posibilidad de que la secuencia de 125 pb de la cepa
G+C_Kan de S. pombe, que durante el ciclo mitdtico genera una regidn de hipersensibilidad a
nucleasa, pudiera hacer lo mismo en meiosis y, ademas, ser empleada como sustrato por la
magquinaria que introduce las DSBs. Por los datos de ChIP-chip de la proteina Rec12, sabemos que
en la regiéon WT sin la secuencia exdégena no ocurririan DSBs meidticas (Hyppa et al., 2008). Para
llevar a cabo este analisis se construyd una cepa diploide G+C_Kan 2n (TABLA 1 de Materiales y
Métodos) que portara la secuencia de 125 pb y 70% G+C, y en la que pudiéramos inducir una
meiosis sincronica. En la FIGURA 26 se muestra el resultado del Southern blot de un ensayo de
DSBs, similar al utilizado en el andlisis de la isla CpG (apartado 2.2 de Resultados), tras hibridar
con una sonda radiactiva correspondiente a un extremo del fragmento de restriccién. Solamente
se observa una banda correspondiente al tamafio del fragmento intacto, lo que indica que esta
NDR no es utilizada para generar DSBs meidticos, como ocurre con la mayor parte de las NDRs
endogenas del genoma de S. pombe en las que sélo un 10% recluta la proteina Rec12 y genera

DSBs meidticos (Hyppa et al., 2008; de Castro et al., 2012).



RESULTADOS |66

1kb

SPAC6F6.11c IkanMX6 SPAC6F6.12  SPAC6F6.13c  SPAC6F6.19

Sonda
I )
| 9.80 kb '
EcoRlI EcoRI
0 25 3 3.5 4 45 6 h
kb
2.0—
1.6—| =
1.0—
0.8— =

FIGURA. 26. Analisis de DSBs de la region del genoma que contiene la secuencia exégena de 125 pb de la
cepa G+C_Kan 2n. Las DSBs se analizaron en un fragmento EcoRI de 9.80 kb con la sonda representada por
un recténgulo rojo. El panel de la izquierda muestra el andlisis por Southern Blot de la regidn a los tiempos
indicados durante la meiosis.

3.2 FORMACION DE UNA NDR EN EL LOCUS rec12 DE UNA CEPA Rec12-FLAG

Los resultados anteriores indicaban que el posicionamiento de nucleosomas es muy
sensible a secuencias exdgenas de DNA con un contenido en G+C muy superior al promedio
gendmico. Para ampliar estos estudios se decidié analizar la organizacidon de los nucleosomas
sobre una secuencia exogena de sélo 78 pb. En la cepa Rec12-FLAG utilizada para llevar a cabo
este analisis (TABLA 1 de Materiales y Métodos), la secuencia del gen rec12 (1279 pb) ha sido
sustituida por la de su cDNA (1038 pb) mas 78 pb extra en el extremo 3 del gen, epitopo
6His2FLAG (FLAG) en el extremo C-terminal de la proteina. Asi, se realizé un ensayo de digestion
con nucleasa micrococal, digestidn con la enzima de restriccidn Xmnl y marcaje indirecto a partir
de un cultivo en mitosis asincronica de la cepa que porta la secuencia del epitopo (Rec12-FLAG) y

de la cepa control sin ella (Rec12).

En la FIGURA 27B se muestran los resultados obtenidos con la sonda 1. En la cepa Rec12
se observan nueve nucleosomas posicionados (numerados del 1 al 9) a lo largo del fragmento de
restriccion Xmnl de 2.48 kb, que coinciden con el mapa de secuenciacién de mononucleosomas
mostrado en rojo en la FIGURA 27A. Al analizar el fragmento de 2.32 kb de la cepa Rec12-FLAG
(que contiene el cDNA en vez del gen silvestre con cuatro intrones) observamos que el
posicionamiento se conserva desde el extremo donde hibrida la sonda hasta las 0.5 kb, que se
corresponderia con los nucleosomas 1 y 2, y coincide con la secuencia compartida por ambas
cepas. A partir de aqui, cuando la secuencia cambia, varia también la organizacién nucleosémica
no pudiendo detectarse un patréon de posicionamiento claro. A 1.25 kb del sitio Xmnl se
encuentran los 78 pb de la secuencia del epitopo FLAG, que colocaliza con una zona amplia de

hipersensibilidad a MNase (triangulo rojo).
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El resultado después de hibridar con la sonda 2 se muestra en la FIGURA 27C. En ella
identificamos todos los nucleosomas posicionados en la cepa Recl2 (numerados del 14 al 1) y
una NDR, entre los nucleosomas 9y 10, localizada en la IGR entre el extremo 3" del gen rec12y el
5" del gen ucp7 (triangulo negro) y coincidiendo con el mapa de secuenciacién. En la cepa Rec12-
FLAG se detectan cuatro nucleosomas bien posicionados (numerados del 14 al 10) y una NDR que
coincide con la secuencia del epitopo FLAG (triangulo rojo) inmediatamente adyacente a la NDR

endogena presente en las dos cepas (tridngulo negro).

Estos resultados indican que la NDR en la cepa Recl12-FLAG seria consecuencia de la
incapacidad de los nucleosomas de S. pombe para empaquetar la secuencia del epitopo situada
en el extremo 3’ del gen. Ademas, dado que la secuencia completa del gen rec12 ha sido
sustituida por la de su cDNA, se observa también que, aunque hay ocupacion, no hay

posicionamiento sobre ella en consonancia con lo visto en analisis anteriores.
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FIGURA. 27. Analisis de sensibilidad a MNase en la cepa Rec12-FLAG. (A) Mapa de la regién analizada en la
cepa Recl12-FLAG y en la cepa control (Rec12). El rectangulo naranja indica la posicién de la sonda 1y el
verde el de la sonda 2. Se indican las distancias desde el extremo del fragmento a posiciones descritas en el
texto. La posicion del epitopo se indica por una linea vertical verde en la cepa Rec12-FLAG. (B, C) Analisis
del fragmento Xmnl con la sonda 1 (B) y con la sonda 2 (C) después de la digestién con cantidades
crecientes de MNase y con Xmnl. El perfil de los nucleosomas posicionados se muestra como 6valos y la
numeracion se corresponde con la de los diagramas en A. El triangulo negro indica la NDR enddgena entre
los nucleosomas 9y 10, y el rojo la NDR especifica del epitopo FLAG.

Al analizar la secuencia de nucleétidos del gen Rec12-FLAG detectamos en la zona de
unién de las secuencias del epitopo y el gen, un heptamero que forma parte del motivo de unién
a DNA del heterodimero Atf1/Pcrl (FIGURA 28). Como se comentara en la discusion, su unién a la

region podria ser la responsable de la generacién de la NDR.

Secuencia 3" de rec12 5...GTACGTTAA

Secuencia 3'de rec12-FLAG 5..G E ..CGTTAA

Motivo Atfl/Pcrl

FIGURA. 28. Secuencia 3" de las ORFs del gen reci2 de las cepas Recl2 y Rec12-FLAG. La secuencia en
negro es comun a ambas cepas. En verde se muestra parte de la secuencia de 78 pb del epitopo FLAG y en
rojo el codén de STOP. El cuadrado azul indica la posicién del motivo de unién a DNA de Atf1/Pcrl en la
cepa Rec12-FLAG.

3.3 ANALISIS DE LA ORGANIZACION DE NUCLEOSOMAS SOBRE LA SECUENCIA DEL GEN KanMX6
INTEGRADO EN EL GENOMA DE S. pombe

Los analisis mostrados en el apartado 3.1 de Resultados también mostraron cémo la
secuencia del gen marcador KanMX6 no posicionaba nucleosomas sobre él. La falta de
posicionamiento observada podria explicarse por un alto contenido en G+C. Sin embargo, esa
explicacidén nos parecid poco probables como Unico factor responsable, porque el contenido G+C
promedio de la ORF del gen KanMX6 es del 44%, que sdlo es ligeramente superior al promedio
génico (39.6%) y comparable al de muchas ORFs de S. pombe que presentan un patron de

nucleosomas estrictamente posicionados.
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Otra posible explicaciéon es que el gen KanMX6 podria estar asociado con una alta tasa
de transcripcién que se ha descrito que altera el posicionamiento nucleosémico (Lee et al., 2004;
Shivaswamy et al., 2008; Soriano et al., 2013). Para analizar esta posibilidad, se realiz6 un ensayo
de RT-gPCR. Para ello, se extrajo RNA total, se sintetizd el cDNA correspondiente y se analizé por
gPCR el nivel de expresion del gen. En la FIGURA 29 se observa que el nivel de mRNA del gen
KanMX6 se encuentra entre el de los genes actl y ura4 usados como referencia. Estos dos genes
son de expresidn constitutiva y tienen nucleosomas bien posicionados sobre ellos. Por tanto, la
falta de posicionamiento sobre el gen KanMX6 no parecia ser debida a una alta actividad

transcripcional del mismo.

RT-gPCR

25
1.5

0.5

] B =
kan

actl ura4 cpnl

Niveles relativos de mRNA

FIGURA. 29. Expresion del gen Kan en S. pombe. Niveles relativos de mRNA de los genes actl, KanMX6 y
ura4 en la cepa G+C_Kan. Como control negativo se muestra el nivel de mRNA en una region
heterocromatica de la regidon subtelomérica | (cpnl) que no se transcribe.

Segun el modelo de posicionamiento estadistico la pérdida de posicionamiento a lo largo
de las ORFs seria dependiente de la desestabilizacion del nucleosoma +1 (primer nucleosoma a
partir del TSS), el cual se ha sugerido como importante para el posicionamiento del resto de
nucleosomas aguas abajo (Kornberg & Stryer, 1988; Mavrich et al., 2008a). Para comprobar si la
posicion de los nucleosomas sobre la ORF del gen KanMX6 dependia de las regiones reguladoras
(que asumimos que se encontraban en la regién promotora), o bien era consecuencia de su
propia secuencia, se realizaron dos aproximaciones experimentales. Por un lado se sustituyo la
ORF del gen KanMX6 por la ORF enddgena del gen ura4, y por otro sustituimos la ORF enddgena
correspondiente al gen SPBC16G5.03 por la ORF del gen exdgeno KanMX6. Estos resultados se

detallan a continuacion:
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3.3.1 SUSTITUCION DE LA ORF DEL GEN KanMX6 POR LA ORF DEL GEN ura4

La primera estrategia consistié en reemplazar la ORF de 810 pb del gen marcador
KanMX6 previamente integrado en la regiéon mostrada en la FIGURA 30 (IGR entre los genes
SPAC6F6.11c y SPAC6F6.12), por la ORF del gen enddgeno ura4 de 795 pb que presenta
nucleosomas muy bien posicionados en su locus endégeno (FIGURA 18A). La idea de este
experimento era que, si el posicionamiento (o la falta del mismo) eran debidos a regiones
flanqueantes de la ORF, el patréon de nucleosomas deberia ser comparable en los dos casos.
Alternativamente, si la secuencia tenia un efecto importante sobre el posicionamiento, podria ser
que el patrén de nucleosomas fuese diferente. Para ello, se llevaron a cabo dos transformaciones
consecutivas. La primera se realizé en una cepa ura4-D18 en la que se integré el fragmento del
marcador KanMX6 en la IGR mostrada en la FIGURA 30, obteniendo la cepa ORF_Kan (TABLA 1 de
Materiales y Métodos), y a partir de ésta se construyo la cepa ORF_ura4 por transformacion con

un fragmento que sustituia la ORF del gen KanMX6 por la ORF del gen ura4.

Mapa WT 0.5 kb
arc2 SPAC6F6.11c * SPAC6F6.12 SPAC6F6.13c
i - D S
kan
== e
ter k pro k
ura4
e
terk prok

FIGURA. 30. Mapa de la region genémica de insercion del gen KanMX6 y de la ORF del gen ura4. (A) Mapa
de la region y su ocupacion por nucleosomas en una cepa WT. Se indica con una flecha el sitio de insercién
de los fragmentos para obtener las cepas ORF_Kan y ORF_ura4. Las barras verdes representan la region
terminadora (ter k) y promotora (pro k) del marcador KanMX6.

Para estudiar el posicionamiento de los nucleosomas sobre la ORF del gen ura4 versus la
ORF Kan en este mismo contexto gendmico, realizamos un analisis de sensibilidad a nucleasa
micrococal para cada una de las cepas. Para ello, se digirid con la enzima de restriccion Swal y se
hizo un Southern blot hibridando sucesivamente con dos sondas marcadas radiactivamente

derivadas de cada extremo del fragmento Swal (FIGURA 31A).
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En la FIGURA 31B se muestra el resultado de la hibridacién con la sonda 1. En ella se
puede observar como el patrén de nucleosomas de esta regidon en ambas cepas es similar hasta
el final de la secuencia comun (0.90 kb). A partir de ahi y hasta la posiciéon 1.69 kb, cuando la
secuencia vuelve a ser la misma, el patron es claramente distinto entre las dos cepas. La cepa
ORF_ura4 presenta seis nucleosomas posicionados (nucleosomas numerados del 1 al 6),
manteniéndose incluso los dos de las regiones fronterizas (nucleosomas 1y 6), correspondientes
a los que ocupan parte de la secuencia de la ORF del ura4 y parte de la region pro k o ter k. En la
cepa ORF_kan, sin embargo, el mismo analisis mostré un patrén de nucleosomas no posicionados
sobre la ORF del gen KanMX6. En ambos andlisis se detecta una NDR (indicada por tridngulos
negros en la figura) que corresponde con la regién promotora del gen KanMX6 detectada en

experimentos anteriores (FIGURA 24).

Estos resultados se confirmaron tras hibridar con la sonda 2 (FIGURA 31C), con la que
también se detecta el posicionamiento de cinco nucleosomas sobre la ORF del gen ura4. Este

posicionamiento esta ausente en la cepa ORF_kan (parte izquierda de las FIGURAS 31B y 31C).

Estos resultados sugieren que la informacion que determina el posicionamiento de los
nucleosomas sobre la ORF del gen ura4 esta contenida en su propia secuencia
independientemente de las regiones 5" y 3" que la flanquean. Esto es asi porque la distribucion
de los nucleosomas sobre ella es la misma bajo el promotor pro k y en una regién ectdpica del
genoma, que bajo su propio promotor en su locus endégeno. Por tanto, se puede concluir que la
ocupacion en nucleosomas sin una posicién definida sobre KanMX6 se debe principalmente a su

secuencia y no parece estar afectada negativamente por sus regiones reguladoras.

FIGURA. 31. Analisis de sensibilidad a MNase de las cepas ORF_Kan y ORF_ura4. (A) Mapa de la region
analizada en las cepas ORF_Kany ORF_ura4. Se indican las distancias desde el extremo del fragmento Swal a
las posiciones descritas en el texto. El rectangulo rosa indica la posicion de la sonda 1y el rectangulo azul la
de la sonda 2. (B) y (C) Analisis del fragmento Swal después de la digestion de la cromatina con cantidades
crecientes de nucleasa micrococal y con Swal y tras hibridar con la sonda 1 (B) y con la sonda 2 (C). El perfil
de los nucleosomas posicionados sobre la ORF del gen ura4 se muestra con 6valos y la numeracion se
corresponde con la del diagrama en A. Los tridangulos negros indican NDRs.
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3.3.2 SUSTITUCION DE LA ORF ENDOGENA DEL GEN SPBC16G5.03 POR LA ORF DEL GEN KanMX6

La segunda estrategia consistié en reemplazar una ORF de un gen no esencial de
expresion constitutiva, que presentara nucleosomas bien posicionados y que tuviera el mismo
tamario que la ORF del gen KanMX6 (810 pb) por ella. Igual que en el experimento anterior, éste
se llevd a cabo para comprobar si la posicidn de los nucleosomas sobre la ORF del gen KanMX6
era consecuencia de su propia secuencia y no dependia de las regiones reguladoras que la
flanquearan. Sin embargo, la diferencia entre este experimento y el anterior es que ahora la ORF
del gen KanMX6 sustituye a una ORF con nucleosomas bien posicionados en su locus enddgeno,
mientras que en el experimento anterior el gen ura4, aunque tenia nucleosomas bien

posicionados, no estaba integrado en su locus enddgeno

Seleccionamos la ORF del gen SPBC16G5.03 que codifica para una proteina implicada en
ubiquitinacion, tiene un tamafo de 807 pb y un perfil de nucleosomas bien posicionados.
Ademas, este gen esta asociado con una NDR aguas arriba del TSS vy el reemplazamiento no
implicaba cambios en su nucleosoma +1 (FIGURA 32A). La nueva cepa se obtuvo por
transformacién de una cepa wt con un fragmento de PCR que portaba la secuencia de la ORF del
gen KanMX6 flanqueada por cassettes con homologia a la regién diana. Las colonias
transformantes se seleccionaron en placas de YES+G418 (25 mg/L). La nueva cepa se denominé

ORF_Kan G (TABLA 1 de Materiales y Métodos).

Para estudiar el posicionamiento de los nucleosomas sobre la ORF del gen KanMx6 en
este contexto se llevé a cabo un andlisis de sensibilidad a nucleasa micrococal para el que se
digirié con la enzima de restriccion Psil y se hizo un Southern blot hibridando con dos sondas
marcadas radiactivamente homodlogas a uno u otro extremo del fragmento de restriccion

(FIGURA 32).

FIGURA. 32. Analisis de sensibilidad a MNase de la cepa ORF_Kan G. (A) Mapa de la region analizada en la
cepa ORF_Kan G y WT como control. Se indican las distancias desde el extremo del fragmento Psil a las
posiciones descritas en el texto. El rectangulo verde indica la posicién de la sonda 1y el rectdngulo azul la de
la sonda 2. (B) y (C) Andlisis del fragmento Psil después de la digestion de la cromatina con cantidades
crecientes de nucleasa micrococal y con Psil y tras hibridar con la sonda 1 (B) y con la sonda 2 (C). El perfil de
los nucleosomas posicionados se muestra como Odvalos y la numeracidn se corresponde con la de los
diagramas en A. El corchete indica la posicion de cada ORF. Los triangulos negros indican NDRs.
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En la FIGURA 32B se muestra el resultado de hibridar con la sonda 1. En ella se detectan
13 nucleosomas bien posicionados en la cepa WT que coinciden exactamente con los del mapa
obtenido por secuenciacion de DNA mononucleosémico mostrado en rojo en la FIGURA 32A. El
analisis de la cepa ORF_Kan G muestra cémo la organizacién nucleosdmica es idéntica en ambas
cepas en aquellas posiciones en las que comparten secuencia, sin embargo, a partir del
nucleosoma 6 la distribucion de los nucleosomas es diferente a la de la cepa control hasta la NDR

entre los nucleosomas 12 y 13, que es la region ocupada por el gen KanMXeé.

Estas diferencias se aprecian mejor al re-hibridar la membrana con la sonda 2 y analizar
la region desde el otro extremo del fragmento Psil. En la FIGURA 32C se observa que los
nucleosomas de S. pombe sobre la secuencia de la ORF Kan no son capaces de ocupar las mismas
posiciones respecto a los nucleosomas de las mismas regiones que en la cepa control, mostrando
un patréon desorganizado sin un perfil nucleosémico claro. El posicionamiento vuelve a ser

idéntico en las dos cepas a partir del nucleosoma 7 al final de las ORFs.

3.3.2.1 POSICIONAMIENTO DE NUCLEOSOMAS SOBRE LA SECUENCIA DE LA ORF DEL GEN
KanMX6 MODIFICADA SEGUN EL PERFIL DE NUCLEOSOMAS DE S. pombe

Los resultados obtenidos con las dos estrategias anteriores muestran cdmo S. pombe no
es capaz de posicionar nucleosomas sobre la secuencia del gen de resistencia a kanamicina de E.
coli (gen KanMX6). De hecho, ensayos in vitro en S. cerevisiae habian puesto de manifiesto que
sus nucleosomas empaquetan de una forma mas eficiente DNA propio que DNA de la bacteria, lo
que sugiere que el genoma de la levadura ha evolucionado para favorecer la formacion de
nucleosomas (Zhang et al., 2009). Esta incapacidad de posicionar nucleosomas sobre secuencias
exogenas podria ser debida a la llamada “especificidad de especie”, debida a la cual las
interacciones DNA-proteina para formar los nucleosomas serian especificas de especie (Bernardi

etal., 1992).

En otra linea de trabajo de nuestro laboratorio, se ha determinado el perfil de
distribucion de los cuatro nucleétidos en el DNA mononucleosémico de S. pombe (FIGURA 33A)
(Quintales et al., enviado para publicacion) a partir de los datos de secuenciacién masiva de DNA
mononucleosdmico de esta levadura publicados recientemente (Soriano et al.,, 2013). Estos
resultados han permitido obtener una matriz de puntuaciones en la que a los mononucledtidos y
dinucledtidos encontrados mas frecuentemente en una posicion concreta a lo largo de las 150 pb

de DNA mononucleosémico, se les ha dado un valor mas alto (FIGURA 33B).
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FIGURA. 33.

Para tratar de estudiar la contribucidén de la secuencia del DNA al posicionamiento de
nucleosomas de una manera mas proxima al perfil promedio de composicion de bases del DNA
mononucleosdémico de S. pombe, se cambid la secuencia de los codones de la ORF del gen
marcador KanMX6 integrada en la cepa ORF_Kan G y que no posiciona nucleosomas (FIGURAS
24, 31 y 32), por otra con codones sindbnimos que, manteniendo la misma capacidad de
codificacidn, portara cada 150 pb una composicién de nucleétidos cuya distribucidn se ajustara a
los valores mas altos posibles en la matriz de puntuacién. La molécula de 810 pb con la secuencia
de bases optimizada fue generada computacionalmente por el Dr. Luis Quintales en nuestro
grupo; se sintetizd por el servicio GeneArt® Gene Synthesis de Invitrogen y se integré en el
genoma mediante reemplazamiento de la ORF del gen kanMX6 de la cepa ORF_Kan G,
obteniéndose la cepa ORF_Kan MOD_G (TABLA 1 de Materiales y Métodos). Las colonias

transformantes se seleccionaron en placas de YES+G418 (25 mg/L).
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El alineamiento de la secuencia de nucledtidos de la ORF de resistencia a geneticina
original y la ORF nueva (ORF_Kan MOD_G) mostré una homologia de un 77%, pasando de un
contenido en C+G del 44% a otro del 37.9%, mas similar al contenido promedio de las ORFs de S.
pombe (39.6%). Para determinar el posicionamiento de los nucleosomas sobre la secuencia
nueva de la ORF se realizé un analisis de sensibilidad a nucleasa micrococal para el que se digirié
con las enzimas de restriccion Pstl y Xhol, y se hizo un Southern blot hibridando con una sonda
marcada radiactivamente que correspondia a uno de los extremos del fragmento de restriccidon

(FIGURA 34A).

En la FIGURA 34 se puede observar cdmo la organizacién nucleosdémica es idéntica en la
cepa WT que tiene la ORF del gen SPBC16G5.03 vy en la cepa ORF_Kan MOD_G, detectandose
diez nucleosomas bien posicionados que coinciden exactamente con los del mapa obtenido por
secuenciacion de DNA mononucleosdmico de una cepa wt mostrado en rojo en la FIGURA 34A. El
analisis de la cepa con la ORF kan de E. coli (ORF_Kan G) mostré un resultado idéntico que al
mostrado en la FIGURA 32, en el que los nucleosomas 6 y 7 estan posicionados mientras que los

nucleosomas sobre el resto de la ORF no presentan un patrén nucleosémico definido.

Estos resultados indican que la secuencia del DNA es un factor importante del
posicionamiento de nucleosomas y que DNA exdgeno integrado en los cromosomas de S. pombe
no es capaz de posicionar nucleosomas. Segun este Ultimo experimento, es posible que esto sea
debido, al menos en parte, a la falta de un “cédigo” que estaria presente en el DNA de S. pombe

que podria haber coevolucionado con los nucleosomas para contribuir a su posicionamiento.
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FIGURA. 34. Analisis de sensibilidad a MNase de la cepa ORF_Kan MOD_G. (A) Mapa de la regidn analizada
en la cepa ORF_Kan MOD_G (naranja) y en las cepas ORF_Kan G (amarilla) y WT (azul) como control. Se
indican las distancias desde el extremo del fragmento Pstl/Xhol a las posiciones indicadas en las tres cepas.
El rectangulo verde indica la posicion de la sonda. (B) Andlisis del fragmento Pstl/Xhol después de la
digestion de la cromatina con cantidades crecientes de nucleasa micrococal y las Pstl y Xhol, tras hibridar
con la sonda. El perfil de los nucleosomas posicionados se muestra como 6valos y la numeracidn se
corresponde con la de los diagramas en A. Los tridngulos negros indican NDRs.
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1. LAS MODIFICACIONES EN EL PATRON TRANSCRIPCIONAL DURANTE LA MEIOSIS MODIFICAN
LA DISTRIBUCION DE DSBs

El acceso fisico al DNA parece ser un requisito estricto para la generacién de DSBs
meidticas y éste es alcanzado a través de las NDRs en ratdn y en S. cerevisiae (Getun et al., 2010;
Pan et al., 2011). En el caso de S. pombe una gran proporcion de estas regiones libres de
nucleosomas son constitutivas, estan presentes durante el ciclo celular mitdtico, y se localizan

preferentemente en la regién promotora de los genes (de Castro et al., 2012).

A partir de estas premisas, para profundizar en el estudio de la relacién entre la
arquitectura nucleosémica y la generacion de DSBs, se disefiaron dos aproximaciones
experimentales durante una meiosis sincrénica: una consistié en someter a un cultivo a una dosis
media de estrés oxidativo en presencia de H,0, y otra en afadir tiamina al cultivo a una
concentracion final de 5 pg/ml. En ambos casos, el objetivo fue determinar si debido a una
transcripcion diferencial de algunos genes en estas condiciones, la conformacion de los
nucleosomas en sus regiones promotoras podria variar de manera local y asociarse con cambios

en la distribucion genémica de DSBs.

Para determinar el nivel de transcripcidn a escala global se hibridaron tiling microarrays
a partir de muestras de RNA de las dos condiciones experimentales y se compararon con sus
respectivos controles. Los resultados mostraron que la mayoria de los genes de S. pombe no
presentaban expresion diferencial. En un trabajo previo publicado por nuestro laboratorio
(Quintales et al., 2010) en el que también se llevé a cabo un tratamiento con H,0, pero en una
poblacion de células durante el ciclo mitético, la respuesta transcripcional con respecto a la
condicion control resultd en la desregulacion de 527 genes de los cuales 322 (61%) fueron
sobreexpresados y 205 (39%) subexpresados. En el apartado 1 de Resultados, en las mismas
condiciones de estrés oxidativo se analizé la respuesta transcripcional en meiosis con respecto a
su control, lo que resultd en la desregulacion de 338 genes, 203 (60%) fueron sobreexpresados y
135 (40%) subexpresados. Como se observa, la respuesta al estrés oxidativo durante el ciclo
mitdtico resultd en que un nimero mas elevado de genes fueron expresados diferencialmente.
Esto podria deberse al hecho de que durante el proceso meiético de S. pombe, 2000 genes se
sobreexpresan mas de 2 veces, 700 genes se sobreexpresan mas de 5 veces y cientos de genes se
subexpresan significativamente respecto al control (Mata et al., 2002), de manera que el proceso
meiodtico ya supone una situacién de estrés celular. En cuanto a la meiosis en presencia de
tiamina, sélo 15 de los 5088 genes de S. pombe representados en el microarray fueron
subexpresados, al menos a la mitad con respecto a la meiosis control, en presencia de la

vitamina.
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Para determinar la organizacién de la cromatina en los 353 loci (338 en meiosis oxidativa
y 15 en meiosis con tiamina) que mostraron desregulacion transcripcional, se generaron perfiles
de nucleosomas de genoma completo a partir de células en las dos situaciones. Para ello, se
emplearon también tiling microarrays que, aunque generan perfiles de nucleosomas de menor
resolucién que la secuenciacién masiva, lo que dificulta definir la posicién de los nucleosomas
individuales, son muy utiles para identificar NDRs. Durante la meiosis con H,0, sélo 22 genes
mostraron remodelacién nucleosdmica en la zona promotora (FIGURA 9) a pesar de que fueron
338 los que mostraron un cambio en los niveles de RNA de al menos dos veces o mds respecto a
la condicidn control. Sin embargo, en presencia de tiamina se detectaron cambios en la region

promotora de 10 de los 15 genes expresados diferencialmente (FIGURA 12).

Analisis recientes han revelado la importancia de la organizacion extremadamente
precisa de los nucleosomas en los promotores para regular la interaccidon entre los TFs y el DNA
(Bai et al., 2010., Lam et al., 2008). Los cambios observados en meiosis bajo estrés oxidativo,
tanto en transcripcion como en organizacién nucleosémica de los promotores, podrian ser
debidos, al menos en parte, a la subexpresiéon que muestran los genes que codifican los factores
Atf21, Atf31, Cuf2, Pof4, Mbx2 o Rep2, o a la sobreexpresion de los genes que codifican para
Stell, Srb7, Sgf73 o Rpb4, ya que todos ellos estdn involucrados en transcripcién y en
remodelamiento de los nucleosomas (www.pombase.org). Asi mismo, una posibilidad que
explique la menor amplitud de la NDR en la posicién 5° de algunos genes y a la vez su
sobreexpresidon en estrés oxidativo, podria ser la ausencia del TF para el que presenta sitio de
reconocimiento en la regién promotora. Se ha visto que las deleciones de los genes para los TFs
Atfl y Pcrl, afectan al mantenimiento de una proporcion de NDRs a las que se unen in vivo
(Soriano et al., 2013). La sobreexpresidén detectada podria ser debida a la unién de otros TFs que
se unen preferentemente sobre la superficie de nucleosomas en el promotor (Koerber et al.,
2009). De esta manera el ensamblaje y desensamblaje de nucleosomas podria generar un
conjunto de configuraciones alternativas en los promotores, contribuyendo algunas de ellas a la

transcripcion mientras que otras no (Brown et al., 2013).

A continuacién estudiamos la posible presencia de DSBs en las nuevas NDRs asociadas a
dos de los genes sobreexpresados en meiosis con H,0, (caf5 y SPBC409.13) y en ausencia de
tiamina (nmt1 y thi2). De los cuatro loci analizados, en tres de ellos se detecté una dependencia
funcional entre la sobreexpresion, la induccidon de una NDR en la regién promotora y la formacién

de DSBs (FIGURAS 11y 13).
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Estos resultados sugieren que, pese a su relevancia, la presencia de NDRs por si misma
es insuficiente para garantizar la generacién de DSBs. Esto coincide con el hecho de que sélo el
10% de los NDRs presentes en el genoma de S. pombe durante la meiosis sean utilizados como
sustrato para la induccidon de DSBs (Hyppa et al., 2008; de Castro et al., 2012). Esta descrito que
el mantenimiento de diferentes NDRs depende de la uniéon de diferentes proteinas vy
modificaciones epigenéticas en S. pombe (Garcia et al., 2010) y en S. cerevisiae (Bai et al., 2011),
lo que sugiere que Unicamente la combinacion de algunas de ellas convierte a una NDR en
competente para reclutar la maquinaria de recombinacion. Probablemente la unién de TFs
especificos o un patrdén epigenético distinto en las condiciones experimentales utilizadas, sean los
que pudieran facilitar la formacién de DSBs en sdlo tres de los cuatro loci analizados en este

trabajo.

Estas observaciones refuerzan la relacion entre NDRs y DSBs, y sugieren que el perfil
gendmico de DSBs, y por tanto el de los sitios de recombinacidn meiética, varia dependiendo de
la distribucién de NDRs bajo diferentes regimenes transcripcionales. Por otra parte, dado que las
técnicas con microarrays empleadas generan datos a nivel de genoma completo, su andlisis nos
permitié llegar a conclusiones consistentes con las de publicaciones previas donde se demuestra
gue los cambios transcripcionales no van siempre acompanados de remodelamiento del patrén
nucleosémico (Sekinger et al., 2005, Shivaswamy et al., 2008; Kaplan, et al., 2009). Por ejemplo,
se estima que solo un 1.5% de los aproximadamente 78000 nucleosomas en el genoma de S.
pombe son remodelados durante la meiosis con respecto a la mitosis, a pesar de las diferencias

en el patrdn transcripcional que tienen lugar (Soriano et al., 2013).

2. IMPORTANCIA DEL CONTENIDO EN G+C EN LA EXCLUSION DE NUCLEOSOMAS EN S. pombe
2.1 INTEGRACION DE UNA ISLA CpG EN EL GENOMA DE S. pombe

ANALISIS ESTRUCTURAL

En el siguiente apartado de nuestro trabajo, quisimos determinar la importancia de la
secuencia en el establecimiento del patréon de nucleosomas, para lo que se analizdé su
organizacion sobre una isla CpG humana integrada en el genoma de S. pombe. Esta regién
presentaba un contenido G+C del 74%, significativamente mas elevado que el promedio
gendmico de S. pombe del 36%. Los resultados descritos en el apartado 2.1 mostraron que los
nucleosomas de S. pombe no son capaces de mantener un nivel de ocupacién sobre la secuencia
de la isla CpG comparable al de las regiones enddgenas del genoma, comportandose como una
regiébn con muy poca ocupaciéon nucleosdmica que mostraba hipersensibilidad a nucleasas

(FIGURA 15).
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Por otra parte, también se observd que la region adyacente a la isla CpG contenia
secuencias para genes de tRNAs. Estos genes son transcritos por la RNA polimerasa Il (RNAPIII) y
estdn caracterizados por tener una longitud menor de 150 pb, portar promotores intragénicos y
presentar una alta actividad transcripcional. En S. cerevisiae esta descrito que los genes de tRNAs
mantienen una estructura de la cromatina abierta, sin embargo, en la mayoria de los tRNAs de S.
pombe se ha visto que existe un nucleosoma labil aguas abajo del TSS cubriendo casi la mitad del
gen (Kumar & Bhargava, 2013). Coincidiendo con estos datos, hemos detectado un nucleosoma
que se corresponde con la posicion que ocupan los tRNAs de la regidon analizada. Este
nucleosoma (nucleosoma 2 en la FIGURA 16B) podria ser efectivamente menos estable y mas
Iabil que el resto porque no se detecta en el mapa de nucleosomas obtenido por Soriano et al.
(2013) mediante secuenciacion masiva de DNA mononucleosémico (MNase-Seq). La pérdida de
nucleosomas inestables en las condiciones que normalmente se usan para llevar a cabo estudios
a escala gendmica, como son los experimentos de MNase- Seq, también han sido descritos en

células humanas (Jin et al., 2009).

Las NDRs en S. pombe estan mayoritariamente ubicadas en las zonas 5° de los genes, y
su contenido promedio en G+C es un 7.8% superior al resto de regiones intergénicas (de Castro et
al., 2012). Varios articulos sugieren que secuencias de poly(G) tienen un papel importante en la
exclusion de nucleosomas en algunas especies (Valouev et al., 2008; Tsankov et al., 2011), y que
tramos de poly(dA: dT) tienen un papel menor en la exclusion de nucleosomas en Drosophila y
humanos (Mavrich et al., 2008b; Valouev et al., 2011). En S. pombe, también se ha visto que las
secuencias de poly(dA: dT) tienen una importancia menor en la exclusiéon de nucleosomas in vivo
que en S. cerevisiae (Lantermann et al., 2010). Ademas, los origenes de replicacion de S. pombe
estan asociados con regiones ricas en A+T y s6lo un 14% de los sitios de unidn del complejo de
reconocimiento del origen (ORC) solapan con NDRs (de Castro et al, 2012). Estas evidencias
estan de acuerdo con que la integracion en el genoma de S. pombe de una secuencia con niveles
de guanina y citosina muy superiores a los enddégenos, como una isla CpG, se muestre refractaria
al empaquetamiento en nucleosomas. También son consistentes con la correlacidn que se ha
detectado entre el contenido en G+C de secuencias enddgenas y la reduccién en la ocupacién

nucleosdmica (FIGURA 25).

Para determinar si ese contexto desfavorable a la ocupacién nucleosdmica se limitaba a
las secuencias exdgenas ricas en G+C de la isla CpG, o si también afectaria a zonas adyacentes
capaces de posicionar nucleosomas, integramos el gen ura4, junto con sus regiones reguladoras,
en medio de la isla CpG. Se eligié el gen ura4 porque se sabe que incluso en su regidon promotora

mantiene el posicionamiento en zonas ectdpicas del genoma (de Castro et al,, 2012). El gen
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quedd flanqueado por dos amplias regiones ricas en guanina y citosina que se mostraron
hipersensibles a la digestion por nucleasas. Este efecto apenas afectd a la posicién de dos o tres
nucleosomas sobre el gen ura4, mientras que el resto se mantuvo como en la cepa control

(FIGURA 20).

ANALISIS FUNCIONAL

Ademas de la secuencia, también podria ser importante en el mantenimiento de la NDR
asociada a la isla CpG la unién de factores de transcripcion enddégenos de S. pombe.
Concretamente, se han detectado 14 motivos de union a esa regiéon (FIGURA 21B). Ocho de ellos
son para factores como FKH, MBF o Ace2 que controlan la expresidn periddica durante el ciclo
celular de S. pombe (Rustici et al., 2004). Los factores de transcripcién han sido implicados en la
generacion de las NDRs mediante competencia directa con los nucleosomas por la unién al DNA
o, indirectamente, a través del reclutamiento de remodeladores de la cromatina (Hartley &
Mandhani, 2009; Charoensawan et al., 2012). La isla CpG incluye sitios de unién para algunos TFs
que podrian ser candidatos para la generacidon y mantenimiento de la NDR asociada a ella. De
hecho, varios trabajos han puesto de manifiesto que la delecidn de genes que codifican algunos
de los TFs en S. cerevisiae y S. pombe puede tener un impacto negativo sobre el mantenimiento
de las NDRs (Liu et al., 2006; Badis et al., 2008; Hartley & Madhani, 2009; Tsankov et al., 2011;
Soriano et al., 2013) (apartado 2.3 de Introduccién). Las islas CpG son regiones en las que se
concentran sitios de unién para factores de transcripcidén en el genoma de los mamiferos (Deaton
& Bird, 2011). También ensamblan nucleosomas labiles (Lombrafa et al., 2013), de modo que es
frecuente encontrar en ellas regiones libres de nucleosomas (Schones et al., 2008; Choi et al.,
2010).

A continuacién, se llevdé a cabo un analisis para detectar posibles roturas meidticas
asociadas a la NDR de la isla CpG integrada en S. pombe. El resultado indicé que esta region sufria
multiples DSBs dependientes de la proteina Rec12 que eran generadas y reparadas con la misma

cinética que las roturas de los sitios de recombinacién endégenos (FIGURA 16).

Se ha descrito que muchos hotspots de recombinacidn meidtica son sitios de produccidn
de ncRNAs (Wabhls et al., 2008), apoyando el papel que tiene la unidn de los TFs a los sitios de
DSBs. En esta linea, Steiner et al. (2009) identificaron cinco clases de motivos de secuencia de
DNA que promueven la recombinacion meidtica en S. pombe. Uno de ellos fue el motivo llamado
Oligo-C al que se unen los factores de transcripcion Rsvl, Scrl, Hsrl y Rst2, y en un trabajo
posterior demostraron la unidn in vitro de este uUltimo factor a dicho motivo (Steiner et al., 2011).
En la region de la isla CpG se encuentra tres veces el motivo Oligo-C. Ademas, este motivo es

similar a otro (CCTCCCT) para el que encontramos dos sitios en la secuencia de la isla CpG y que
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esta implicado en el 40% de los hotspots meidticos en humanos (Myers et al., 2008). Cabe la
posibilidad de que factores de S. pombe como el Rsvl o el Scrl, que son expresados
especificamente en meiosis (Mata & Bahler, 2006; Mata et al., 2007), se unieran también al
motivo CCTCCCT, encontrando entonces un total de cinco posibles sitios de unién para ellos en la

secuencia de isla CpG.

La asociacién entre hotspots y regiones ricas en G+C como la de la isla CpG, podria ser
consistente ademas, con el hecho de que secuencias de E. coli ricas en este par de nucleétidos
actuen frecuentemente como hotspots de recombinacidn cuando son insertadas en el genoma
de S. cerevisiae (Stapleton & Petes, 1991), al igual que la disposiciéon en tandem en esta levadura
de sitios de corte para la enzima de restriccion BamHI (GGATCC) (Xu & Klecner, 1995). Los y-
hotspots de recombinacién en esta levadura se han relacionado con regiones con alto contenido
en G+C (Gerton et al., 2000) y también se ha visto un incremento de G+C en hotspots de ratén

(Smagulova et al., 2011).

La RNA polimerasa Il necesita la participacidon de los TFs para su reclutamiento a los
promotores génicos (Sikorski & Buratowski, 2009). Por ello, dada la concentracién de motivos de
union para algunos TFs de S. pombe en la secuencias de la isla CpG, la NDR que estd cerca de la
posicion 5° del gen ura4 en la cepa Ars1-CpG-ura podria facilitar el acceso de la maquinaria
transcripcional al promotor, y de ahi la mayor ocupacién de RNAPII, que tendria como
consecuencia el aumento en la tasa de expresion detectada y coincide con una mayor

desorganizacion de los nucleosomas en la region 5°del gen ura4.

La region del urad en este contexto estd sujeta a una mayor actividad, lo que podria
contribuir a una mayor inestabilidad, favoreciendo una mayor frecuencia en la aparicién de
dafios en el DNA. Para ello, mediante el crecimiento de células en presencia del compuesto acido
5-fluoroorético (5-FOA), que es téxico para las células silvestres que mantienen integra la ruta de
sintesis del uracilo, se observé una frecuencia mayor de inactivacion del gen ura4 con un patrén
de nucleosomas parcialmente desorganizado con respecto al control (FIGURA 22). Parece poco
probable que este efecto sea debido Unicamente al aumento de transcripcion (el gen ura4 en la
cepa Arsl-CpG-ura se expresa soélo dos veces mas que en la cepa WT, FIGURA 20). Estos
resultados concuerdan con trabajos previos en S. cerevisiae donde se ha puesto de manifiesto

gue la ocupaciéon de nucleosomas protege contra las mutaciones espontaneas (Chen et al., 2012).
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Los resultados de los analisis funcionales llevados a cabo sobre la secuencia de la isla
CpG integrada en el genoma de S. pombe demostrarian que alteraciones en el posicionamiento
de nucleosomas que generan regiones de hipersensibilidad tienen efectos relevantes en

recombinacidn, transcripcidon y mutacion.

2.2 INTEGRACION DE DOS SECUENCIAS EXOGENAS DE 125 pb Y DIFERENTE CONTENIDO EN G+C
EN EL GENOMA DE S. pombe

Dado que el fragmento de la isla CpG era de 1.27 kb, se analizo si el efecto sobre la
cromatina era debido a su tamafo o a su contenido en G+C. Para ello, se integré en el genoma de
S. pombe una secuencia de 125 pb y un contenido G+C del 70% y otra del mismo tamafo y un
contenido G+C similar al promedio intergénico (30%) que nos sirvié como control. Los resultados
revelaron cdmo la secuencia de 125 pb rica en G+C excluia nucleosomas, mientras la secuencia
control los incorporaba y no alteraba el posicionamiento de los nucleosomas adyacentes (FIGURA
24). Esta exclusion nucleosdmica en mitosis no tiene DSBs asociadas en meiosis (FIGURA 26). Esto
podria ser debido a que ese NDR no se mantenga durante la meiosis, aunque es poco probable
dado que la inmensa mayoria de los NDRs mitdticos también estan presentes durante la meiosis
(de Castro et al., 2012). Otro factor que podria contribuir es que el tamafio de la regiéon
intergénica en la que se integro el fragmento es de menos de 1.5 kb y estudios previos en S.
pombe han confirmado que los hotspots de recombinacidon meidtica tienen preferencia por IGRs
grandes, de forma que alrededor del 50% de todos los sitios de rotura meidtica se localizan en
IGRs mayores de 3 kb (Cromie et al., 2007; Hyppa et al., 2008; Ludin et al., 2008). Este hecho
parece estar favorecido por la presencia de multiples NDRs en ellas que proporcionan mayor
accesibilidad al DNA, puesto que el 95% de los hotspots de esta levadura colocalizan con regiones

desprovistas de nucleosomas (de Castro et al., 2012).

También, se detecté en estos andlisis que la regién promotora de 383 pb del marcador
KanMX6 asociado a los fragmentos anteriores para seleccionar los transformantes, presenta un
contenido promedio G+C del 52%, genera una NDR y presenta un patrén de nucleosomas
desorganizado a lo largo del gen (FIGURA 24). Para asegurar que ese gen se exprese en
organismos como S. pombe, puede ser Util la estrategia de portar secuencias reguladoras que
favorecen la exclusion de nucleosomas. De hecho, la transcripcion constitutiva del gen esencial
RIO1 en S. cerevisiae se ha descrito que ocurre prescindiendo de una caja TATA candnica y de la
unién de TFs especificos, siendo necesario Unicamente tener en el promotor una secuencia rica
en G+C que se comporte como una NDR y que esté flanqueada por dos nucleosomas

posicionados (Angermayr et al., 2003). También se ha descrito que secuencias menos favorables
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para la formacion de nucleosomas estan sobrerrepresentadas en los promotores de S. cerevisiae

y C. elegans (Kaplan et al., 2009; Valouev et al., 2008).

Que un contenido elevado en G+C contribuye a la exclusidn de nucleosomas se deduce
también de un estudio llevado a cabo a nivel gendmico que relaciona el grado de ocupacién de
nucleosomas y el contenido en G+C en regiones de 125 pb. Asi, a medida que aumenta el
contenido en guanina y citosina, disminuye la ocupacién nucleosémica (FIGURA 25). Estos
resultados sugieren que los nucleosomas de S. pombe podrian haber coevolucionado con el DNA
para empaquetar eficientemente un genoma con un contenido relativamente elevado en A+T,
presente en las regiones intergénicas, intrones y tercera posicion de los codones en las ORFs

(Mojardin et al., 2013).

3. OTRAS SECUENCIAS EXOGENAS QUE NO POSICIONAN NUCLEOSOMAS EN S. pombe
3.1 EL EPITOPO FLAG EN EL LOCUS rec12 DE S. pombe

El andlisis del efecto de las secuencias exdgenas sobre el posicionamiento de los
nucleosomas se extendid al analisis del patrén de nucleosomas en el locus de gen rec12. En
concreto, utilizamos una cepa que tiene en su lugar el cDNA del gen mas 78 pb en su extremo 3’,
correspondientes a la secuencia de DNA del epitopo 6His2FLAG (FLAG) y lo comparamos con el

de una cepa control.

Los resultados indicaron que la secuencia correspondiente al nuevo locus, a diferencia
de la cepa control, no posicionaba nucleosoma, y ademas generaba una region libre de
nucleosomas que coincidia con la posicién del epitopo (FIGURA 27). También, se observé que la
combinacién de la secuencia terminal de la ORF del gen rec12 y la del epitopo generaban un
heptamero (FIGURA 28) que forma parte del motivo de unién a DNA del heterodimero Atf1/Pcril.
Atf1, tiene un dominio bZIP que puede formar heterodimeros junto a Pcrl y unirse al DNA. Atfl y
Pcrl también pueden unirse al DNA como homodimeros y comparten sitios de unién a
promotores en el genoma (Eshaghi et al., 2010). Dada la relacion entre la unién de TFs al DNA y
la generacion de NDRs en levaduras (Hartley & Madhani, 2009; Tsankov et al., 2011), la unién de
Atf1/Pcrl podria explicar la aparicion de una NDR en el nuevo locus creando una estructura de
cromatina abierta, gracias al reclutamiento de modificadores de histonas y remodeladores de
nucleosomas a la region (Whals & Davidson, 2010). Ademas, se ha visto que, efectivamente, los
TFs Atfl y Pcrl son necesarios para el mantenimiento de aproximadamente el 20% de las NDRs a

las que se unen in vivo (Soriano et al., 2013).
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Este resultado concuerda con observaciones de otros trabajos en los que se ha
relacionado la unién de estos factores con la formacidon de DSBs. Por ejemplo, el alelo M26
consiste en una mutacidén en el gen ade6 (Ponticelli et al., 1988) que crea una secuencia de
heptanucledtidos a la que se unen Atf1/Pcrl como heterodimero provocando un aumento de la
frecuencia de recombinaciéon (Gutz, 1971; Ponticelli et al., 1988; Schuchert et al., 1991). Esta
unidn es indispensable para la activacion de esa regidn como hotspot (Wahls & Smith, 1994; Kon
et al., 1997). También, el sitio de recombinacién en el locus del gen cds1 presenta una region de
cromatina constitutivamente abierta que requiere la unién de Atf1/Pcrl para su mantenimiento
en mitosis y en meiosis (Hirota et al., 2007). Los sitios de DSBs ocurren generalmente asociados a
las NDRs en las regiones intergénicas, pero a pesar de ello los hotspots en los loci cds1, M26 y

rec12-FLAG ocurren asociados a las NDRs en la region génica.

El hecho de que la secuencia del gen rec12 y la de su cDNA presenten posicionamiento
nucleosdmico distinto no es sorprendente porque, aunque ambas son secuencias endégenas, la
distribucion de nucledtidos es distinta en la cepa Recl12-FLAG al faltar en el cDNA los cuatro

intrones del gen silvestre.

3.2 LA SECUENCIA DEL GEN KanMX6 INTEGRADO EN EL GENOMA DE S. pombe

Como se ha comentado en apartados anteriores, uno de los factores importantes para
determinar el posicionamiento de los nucleosomas a lo largo de la molécula de DNA es su
secuencia. Desde hace décadas, se han realizado experimentos de ensamblaje in vitro con
secuencias tanto de origen natural como artificial, resultando en la formacién de nucleosomas
muy estables, como en el caso de repeticiones en tdndem de la secuencia del 5s rRNA del erizo
de mar (Simpson et al., 1985), la secuencia de posicionamiento artificial TG (Shrader & Crothers,
1989) que contiene 100 pb de un motivo de 20 nucleétidos repetido cinco veces, o la secuencia
601 y derivadas de ella compuestas de 220 pb de una secuencia de DNA de nucledtidos al azar
(Lowary & Widom, 1998). Sin embargo, estas secuencias no son capaces de posicionar

nucleosomas in vivo (Tanaka et al., 1992; Lu et al., 1995).

Los experimentos descritos en el apartado 3 de Resultados permitieron determinar la
organizacion de nucleosomas sobre la secuencia del marcador KanMX6 concluyendo que S.
pombe no posiciona nucleosomas sobre él. Aunque se ha visto pérdida de posicionamiento de
nucleosomas sobre las ORFs de genes con niveles de transcripcidn muy altos (Lee et al., 2004;
Shivaswamy et al., 2008; Soriano et al., 2013), la desorganizacion nucleosémica detectada sobre

el gen KanMX6 no parece que se deba una alta tasa de transcripcion (FIGURA 29).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3252569/#b18�
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Segun el modelo de posicionamiento estadistico, la pérdida de posicionamiento a lo
largo de las ORFs seria dependiente de la desestabilizacion del nucleosoma +1 (primer
nucleosoma a partir del TSS) (Kornberg & Stryer, 1988; Mavrich et al., 2008a). Asi, para estudiar si
esas secuencias eran las responsables de dirigir el empaquetamiento aguas abajo, se construyé
una cepa manteniendo la ORF del gen ura4, que estd organizado en nucleosomas bien
posicionados en su locus enddgeno, bajo las secuencias reguladoras del gen KanMX6. Esta
construccién permitido observar que la informacion que determina el posicionamiento de los
nucleosomas sobre la ORF del gen ura4 es independiente de las regiones 5" y 3" que la flanquean,
incluso a pesar de que en esta localizacion ectdpica se genera una NDR en 5’, ausente en su locus

endogeno, que podria afectar al patron nucleosémico (FIGURA 31).

Del mismo modo, se sustituyé la ORF del gen SPBC16G5.03 de expresién constitutiva y
no esencial, que presenta nucleosomas bien posicionados y esta asociado con una NDR aguas
arriba del TSS, por la ORF del marcador KanMX6. Este reemplazamiento no implicé alterar la
posicidn del nucleosoma +1 del gen reemplazado vy, sin embargo, el resultado mostré un patrén

desorganizado sin un perfil nucleosémico claro sobre el gen KanMX6 (FIGURA 32).

El andlisis de estos resultados sugeria que los nucleosomas de una especie empaquetan
DNA enddgeno y exdogeno de manera diferente, concordando con los resultados obtenidos por
otros grupos. Por ejemplo, analisis de microscopia electrénica han demostrado que el DNA de S.
pombe integrado en el genoma de ratén, adopta una estructura de cromatina muy diferente a la
de los cromosomas en metafase (McManus et al., 1994). Por otra parte, cuando se introducen en
S. pombe las regiones codificantes y la region promotora que comparten los genes HIS3 y PET56
de S. cerevisiae, se mantiene la NDR en la regidon promotora pudiendo deberse a caracteristicas
intrinsecas de la secuencia de DNA o a reguladores conservados en las dos especies que actuan
en trans, pero no se mantiene el posicionamiento sobre las demas regiones (Sekinger et al.,
2005). Trabajos mas recientes han demostrado en ensayos in vitro en S. cerevisiae que sus
nucleosomas empaquetan mas eficientemente el DNA propio que el DNA bacteriano (Zhang et
al., 2009). Igualmente se ha descrito que los cromosomas artificiales de levaduras (YACs) que
portan fragmentos de DNA de Kluveromyces lactis y de Debaryomyces hanseii, pierden el patron
nucleosdmico que tienen en sus genomas nativos después de ser introducidos en S. cerevisiae
(Hughes et al., 2012). No obstante, dado que las NDRs de K. lactis tienen un contenido elevado en
A+T, al igual que en las de S. cerevisiae, éstas si que se mantuvieron como tales en el hospedador,

lo que no ocurrid con las secuencias de DNA de D. hansenii cuyos NDRs son deficientes en A+T.
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3.3 OPTIMIZACION DE SECUENCIAS EXOGENAS PARA POSICIONAR NUCLEOSOMAS EN S. pombe

Estudios recientes en el laboratorio han permitido determinar el perfil de distribucién de
los cuatro nucleétidos en el DNA mononucleosémico de S. pombe, y se ha observado que hay un
mayor contenido en Ay T en la diada (centro del nucleosoma) y un mayor contenido Gy C en los
flancos (FIGURA 33A), coincidiendo con un trabajo reciente que describe la presencia de
secuencias mas ricas en A+T en el centro del nucleosoma que en el DNA espaciador (Moyle-
Heyrman et al., 2013). A partir de nuestros datos, se obtuvo una matriz de puntuaciones en la
que a aquellos dinucledtidos encontrados mas frecuentemente en una posicién concreta a lo
largo de las 150 pb de DNA mononucleosémico, se les dio un valor mas alto que a los localizados

menos frecuentemente (FIGURA 33B).

Para comprobar experimentalmente si esa distribucion promedio de nucleétidos era
relevante en el posicionamiento de nucleosomas, se disefié una secuencia para la ORF del gen
KanMX6 que, manteniendo la capacidad de codificacion, portara cada 150 pb una composicion
de nucledtidos cuya distribucion se ajustara a los valores mas altos posibles en la matriz de
puntuacién. El analisis con nucleasa micrococal mostré, a diferencia de lo observado en el
control, un posicionamiento de nucleosomas regular sobre la nueva secuencia disefiada. Este
posicionamiento llega a ser incluso mas preciso y regular que el de la secuencia de la ORF del gen

SPBC16G5.03 que habia sido reemplazado (FIGURA 34).

La incapacidad de posicionar nucleosomas sobre las secuencias exdgenas que hemos
integrado en el genoma de S. pombe, podria ser debida a la llamada “especificidad de especie”.
En experimentos llevados a cabo por el grupo de Fritz Thoma en los que analizaron la cromatina
en plasmidos introduciendo el gen URA3 de S. cerevisiae en S. pombe y el gen ade6 de S. pombe
en S. cerevisiae, se observd que el patréon nucleosémico enddgeno de estos genes no es
mantenido en el fondo heterdlogo a pesar de la conservacidon general de las histonas y las
estructuras del nucleo entre estas dos especies. Los autores sugieren que los nucleosomas e
interacciones DNA-proteina son especificas de especie (Bernardi et al, 1992). Bajo estas
premisas, cabe la posibilidad de que la secuencia de la nueva ORF del gen KanMX6 generada a
partir de la matriz, cumpla las reglas que dicten el posicionamiento en S. pombe. Aun asi, las
secuencias con capacidad para posicionar nucleosomas deben tener un grado muy algo de
degeneracién porque existen en el genoma miles de secuencias mononucleosémicas distintas
que, presentando valores bajos en la matriz de puntuaciones, estan asociadas con nucleosomas
bien posicionados. Nuestro laboratorio esta trabajando actualmente en la identificaciéon de los

elementos de dichas secuencias que contribuyen al posicionamiento.
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1. La distribucidon de las roturas de doble cadena meidticas previas a la recombinacién en
Schizosaccharomyces pombe puede variar debido a cambios en las regiones libres de
nucleosomas. Estos cambios, a su vez, dependen del patron de expresion génica cuando la

meiosis tiene lugar en diferentes condiciones fisioldgicas.

2. Las secuencias enddgenas o exdgenas con un elevado contenido en G+C tienen muy baja
ocupacion nucleosémica y generan regiones de hipersensibilidad. La exclusion de nucleosomas
en esas regiones puede generar sitios de recombinacidn meidtica o alterar la transcripcion de los

genes adyacentes.

3. Las secuencias codificantes son mas relevantes en el posicionamiento de los nucleosomas

sobre los genes que la estructura de los promotores o la transcripcion per se.

4. Los nucleosomas de S. pombe son incapaces de generar un patrdn regular de posicionamiento
sobre secuencias de DNA exdgeno, independientemente de su composicion. Esto sugiere que sus
nucleosomas, y quizds sus remodeladores de cromatina, han coevolucionado con su secuencia de

DNA para optimizar el empaquetamiento del genoma en el nucleo.

5. La conclusion anterior esta apoyada por el hecho de que la modificacién de secuencias
exogenas segun la composicion de bases de DNA mononucleosdomico de S. pombe, genera

patrones de nucleosomas indistinguibles de los de los genes enddgenos.
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1. MICROORGANISMOS Y MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS

TABLA 1. Cepas de S. pombe utilizadas en este trabajo:

IDENTIFICACION GENOTIPO
Rec12 h/h pat1-114/pat1-114 leul-32/leul-32 ade6M210/ade6M216
Ars1-CpG h™ 81Xhus5"_leul® D513::IslaCpG ade6M210 ura4-D18
WT h 972

h'/h pat1-114/pat1-114 81Xhus5™_leul” D513::IslaCpG/
Ars1-CpG 2n . . .
81Xhus5"_leul” D513::IslaCpG ura4-D18/ura4” ade6M210/ade6M216

h'/h patl-114/pati-114 81Xhus5"_leul” D513::IslaCpG/
Ars1-CpG Arec12 2n | 81Xhus5"_leul” D513::IslaCpG ura4-D18/urad” ade6M210/ade6M216
rec12::KanMX6/rec12::KanMX6

Arsl-ura h” 81Xhus5"_leul” D513::ura4 ade6M210 ura4-D18

Ars1-CpG-ura h 81Xhus5"_leul” D513::IslaCpG-ura4 ade6M210 ura4-D18

C+G_kan h™ 125pbC+G_kanMX6 en IGR de SPAC6F6.11c-12

A+T_kan h" 125pbA+T_kanMX6 en IGR de SPAC6F6.11c-12

h'/h pat1-114/pat1-114 leul-32/leul-32 ade6M210/ade6M216
C+G_kan 2n 125pbC+G_kanMX6/125pbC+G_kanMX6 rec12-202::6His2FLAG/
rec12-202::6His2FLAG

h'/h" pat1-114/pat1-114 leul-32/leul-32 ade6M210/ade6M216

Rec12-FLAG
rec12-201::6His2FLAG/rec12-201::6His2FLAG
ORF_kan h- KanMX6 en IGR de SPAC6F6.11c-12 ura4-D18
ORF_ura h™ pro_kan-ORFura4-ter_kan en IGR de SPAC6F6.11c-12 ura4-D18
ORF_kanG h” ASPAC16G5.03::KanMX6

ORF_kanMOD_G | h ASPAC16G5.03:: pro_kan-ORFKanMOD-ter_kan

La construccion de las cepas se llevo a cabo por transformacion directa con fragmentos
lineales de DNA con cassettes de recombinacién obtenidos por PCR (ver punto 2 de este
apartado), o por cruces genéticos entre cepas portadoras de la delecion o marcador de interés.
En el caso de esta ultima estrategia, las cepas parentales haploides de distinto tipo sexual se
cruzaron en placas de MEA y se incubaron 48 h a 25 é a 32 °C (en su caso). Pasado ese tiempo se
trataron las ascas con B-glucuronidasa (SIGMA) a 37 °C durante 12 h para degradar su paredy la
de las células vegetativas. A continuacion, se plaqueron 250 esporas en placas de YES y se
incubaron a la temperatura 6ptima de crecimiento. Una vez que las esporas germinaron, para
identificar aquellas colonias que reunian las caracteristicas de interés, se analizd su genotipo
mediante réplicas a distintos medios selectivos y/o se analizaron mediante PCR para identificar

las mutaciones no ligadas a un marcador.
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La composicion de los medios de cultivo empleados en este trabajo ha sido descrita por
Moreno et al., (1991). Las cepas utilizadas crecieron en medio rico (YES), en medio minimo (MM)
o en medio minimo sin nitrégeno (MM-N) a 32 é 25 °C. En los casos de cepas con alguna
auxotrofia, el MM y el MM-N se suplementaron con 225 mg/L de los suplementos necesarios. Se
utilizé MM suplementado con 225 mg/L de uracilo y 1 g/L de acido 5-fluoroorético (5-FOA) para
el estudio de inestabilidad de las cepas con el gen ura4 en el locus ars 1.

El crecimiento en medio liquido se determind midiendo la turbidez del cultivo por su

absorbancia a 595 nm (DOsgs).

2. FUSION DE PROTOPLASTOS

Este procedimiento permite obtener células diploides a partir de haploides del mismo
tipo sexual. Durante el proceso, la pared celular se degradd enzimaticamente vy la fusion celular
fue favorecida por la adicidon de polietilenglicol. Las células se mantuvieron en presencia de
estabilizadores osmodticos como KClI o sorbitol y los diploides se seleccionaron por
complementaciéon de la auxotrofia para la adenina, ya que uno de los haploides que se
fusionaron tenia siempre la mutacion ade6-M210 y el otro la mutacion complementaria ade6-
M216. Se partié en todos los casos de 10° células de cada uno de los haploides creciendo en
medio rico y en fase exponencial. Se centrifugaron los cultivos a 3000 rpm 5 min y se
resuspendieron en 0.6 ml de 0.65 M KCl con 5 mg/ml de una mezcla de enzimas liticas (L1412,
SIGMA). Se incubaron a 25 °C 25 min y se comprobd la formacidn de protoplastos en el
microscopio. Se elevé el volumen de las muestras a 1.5 ml con TS (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 1.2 M
sorbitol) y se centrifugd a 2000 rpm 5 min. Este proceso se repitid dos veces. A continuacion se
resuspendieron las muestras en 200 ul de TCS (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 1.2 M sorbitol, 10 mM
CaCl,) y se mezclaron 50 pl de cada utilizando 100 pl de cada una como control. Se incubd a
temperatura ambiente 15 min y se afiadié 1 ml de PEG (20% PEG, 10 mM Tris-HCl pH 7.5, 10 mM
CaCl,). Se incubd de nuevo a temperatura ambiente 15 min y se centrifugd tres veces a 1500 rpm
2 min 30 seg. Se resuspendieron los precipitados en 200 pl de 10 mM Tris-HCIl pH 7.5, 1.2 M
sorbitol, 10 mM CaCl,, 0.5 mg/ml extracto de levadura y 5 mg/ml del suplemento
correspondiente y se plaqgueé en MM + 1.2 M sorbitol y 225 mg/l del suplemento
correspondiente. A continuacidn se incubaron las placas durante una semana y a partir de un
pequeiio cultivo liquido de células se comprobé mediante citometria de flujo que las colonias

aisladas eran diploides.
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3. TRANSFORMACION DE S. pombe

Se transformaron 50 ml de un cultivo celular crecido en YES hasta DOsgs 0.5 mediante la
técnica de acetato de litio (Norbury & Moreno, 1997). Tras ella las células se incubaron en
agitacion en medio liquido no selectivo durante un periodo de 12 h. Cuando se integré el gen
urad se seleccionaron las células en placas de MM. Cuando alguna de las cepas era auxétrofa se
afiadidé a las placas el suplemento correspondiente a 225 mg/L. Cuando se utilizé el marcador
kanMX6, que permite seleccionar las células en medio rico suplementado con sulfato de
geneticina (G418; Gibco), las células se recuperaron en placas de YES durante 12 h y para la
seleccion de los transformantes se hicieron réplicas en placas de YES con el antibidtico a 25 6

100 mg/L.

4. SINCRONIZACION DE CULTIVOS EN MEIOSIS

El protocolo es el descrito por Cervantes et al.,, (2000). Las células crecieron en YES a
25 °C hasta una DOsgys de 0.4 - 0.8, se lavaron los cultivos una vez con agua, el pellet celular se
resuspendié en MM + leucina 100 pg/ml (en el caso de cepas auxétrofas) a DOsq; de 0.03 y el
cultivo se desarrollé durante 24 h a 25 °C. Las células se lavaron dos veces con agua, se
resuspendieron en MM sin NH,Cl (fuente de nitrégeno) + 1% glucosa + leucina 50 pg/ml (en caso
de cepas auxdtrofas) a DOsqs 0.25 y se dejaron en agitacion a 25 °C durante 14 - 16 h para parar
las células en G1. A continuacion se afiadieron NH,Cl 0.5 g/L y leucina 50 pg/ml (si era necesario)
y se subio la temperatura de incubacion a 34 °C para la induccidon de la meiosis sincrénica.

Para realizar la meiosis en estrés oxidativo se afiadid perdxido de hidrégeno (SIGMA,
H-1009) a una concentracion final de 0.5 mM 2 h después de la induccidn meidtica. Tiamina a la
concentracion final de 5 pg/ml fue afiadida al MM para realizar los experimentos de meiosis en

presencia de tiamina.

5. CITOMETRIA DE FLUJO

Se recogieron 10’ células de cada muestra a analizar y se lavaron con agua estéril tras
centrifugar 2 min a 3000 rpm. Se resuspendieron en 1 ml de etanol 70% frio y se conservaron a
4 °C. Para su procesamiento, se trataron, se lavaron 300 pul de cada muestra 2 veces con 1 ml de
citrato sédico 50 mM, se resuspendieron en 500 ul de citrato sédico 50 mM con 300 ug RNAsa A
(Roche) y se incubaron a 37 °C 2 h. A continuacidn se centrifugaron 2 min a 3000 rpm, se
resuspendieron en 0.5 ml de citrato sédico 50 mM vy se tifieron con 2 pug/ml de yoduro de
propidio. Posteriormente se sonicaron las muestras durante 20 seg a una amplitud del 40% en un
sonicador Labsonic M (Sartorius Stedim Biotech). Finalmente, se determind el tamafio y la
fluorescencia de las células en un citdmetro de flujo Becton Dickinson FACSort. Para el andlisis de

los datos se utilizé el programa CellQuest v.3.3 (Becton Dickinson).
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6. TECNICAS DE MANIPULACION Y OBTENCION DE RNA
6.1 EXTRACCION DE RNA TOTAL

Se recogieron 25 ml de un cultivo celular en fase exponencial y se lavaron con agua. Se
resuspendid el pellet de células en 20 pl de solucidn de extraccion (EDTA pH8.0 100 mM, NaCl
100 mM, Tris pH8 50 mM), se afiadieron 20 ul de una mezcla de fenol:cloroformo (1:1), 5 ul de
SDS 10% vy el equivalente a 200 ul de ballotini (Glasperlen Nr.31/8, didmetro 0.45-0.50 mm). Se
rompieron las células en FAST-PREP a velocidad 5.5 durante 30 seg parando cada 15 seg. Se
afadieron 200 pl mas de solucidn de extraccion y 200 ul mas de fenol:cloroformo, y se rompid
otra vez durante 30 seg parando cada 15 seg. Se centrifugd a 13000 rpm 5 min a 4 °C, se recogid
el sobrenadante y se extrajo el RNA con tratamiento con fenol una vez, fenol:.cloroformo (1:1)
4 veces y cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) una vez. Se precipitd la fase acuosa con acetato
sédico 0.3 M y 2.5 volumenes de etanol 100% a -20 °C durante 1 h y se centrifugd durante
45 min. Finalmente, se elimind el sobrenadante, se lavd el precipitado con etanol 70% y se
resuspendid el RNA en 30 pl de dH,0 tratada con DEPC al 0.2%.

A continuacion el RNA se purificé utilizando RNeasy Mini kit de Quiagen siguiendo el

protocolo recomendado por el fabricante.

6.2 NORTHERN BLOT

Se utilizaron entre 5-10 pug de RNA total por muestra en un volumen de 3 pl, a los que se
afiaden 3 pl de formaldehido 37%, 10 pl de formamida desionizada y 2 pl de 10X MOPS. A
continuacion se calientaron las muestras a 65 °C durante 10 min, se pasaron a hielo transcurrido
ese tiempo y se afiadié azul de bromofenol. A continuacidn se cargaron en un gel al 1% de
agarosa en dH,0 tratada con DEPC al 0.2%, con formaldehido al 6% y 1X MOPS, y se llevé a cabo
la electroforesis a voltaje constante de 90 V durante 2 h. Al terminar la carrera se traté el gel con
10X SSC 15 min y el RNA se transfirié a una membrana de nylon Hybond N+ (GE Healthcare) por
capilaridad en 10X SSC durante 14 — 16 h. A continuacidn se fijé el RNA a la membrana en un
horno de vacio a 80 °C durante 2 h.

Antes de su hibridacidon con una sonda radiactiva, se prehibridé la membrana durante
2 ha60°en 1% SDS, 1 M NaCl y 10% Dextran Sulfato (Sigma). A continuacidn se sustituyd la
solucién anterior por la solucién de hibridacién de la misma composicion y la sonda radiactiva.

Las sondas se prepararon utilizando el sistema de marcaje Ready-to-Go (GE Healthcare)
gue contiene el fragmento Klenow de la DNA polimerasa | de E. coli, dATP, dGTP, dTTP y una
mezcla de nonanucledtidos que anillan al azar sobre el DNA vy sirven de cebadores para la
sintesis. Siguiendo el protocolo del fabricante, se marcaron 50 ng de DNA diluido en 45 pl de TE
que se desnaturalizaron por calentamiento a 100 °C durante 5 min y enfriamiento rapido en hielo

otros 5 min antes de mezclarlo con el contenido liofilizado del tubo de reaccién. Se afiadieron
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50 uCi de [32P]-a-dCTP y se incubd a 37 °C durante 30 min. Para eliminar los nucleétidos no
incorporados, la sonda se purific6 mediante columnas ProbeQuant G-50 (GE Healthcare). La
hibridacién se llevd a cabo durante 12 - 14 h. A continuacién se eliminé la sonda y se realizaron
cuatro lavados de la membrana, el primero con una solucidon que contiene 2X SSC y 1% SDS
durante 5 min a 60 °C, los dos siguientes durante 30 min cada uno a 60 °C en 2X SSCy 1% SDS, y
el ultimo durante 1 h a RT en 0.1X SSC.

Finalmente, las membranas se envolvieron en plastico y la sefal radiactiva se capturé en
pantallas radiosensibles (BAS-IP MS2040; Fujifilm) que se escanearon en un sistema Personal
Molecular Imager (Bio-Rad). Las imagenes se analizaron con el programa QuantityOne v4.2.1
(Bio-Rad). A continuacion se expuso la membrana a una temperatura de -80 °C durante el tiempo
necesario segun la intensidad de la sefial en una pelicula de autorradiografia BioMax XAR

(Kodak).

6.3 RT-gPCR (PCR CUANTITATIVA ACOPLADA A TRANSCRIPCION REVERSA)

Para la sintesis de cDNA, se trataron 2 mg de RNA total con DNasa | (1 U/ml, Invitrogen),
siguiendo las recomendaciones del fabricante, y de ellos, se utilizaron 400 ng para la reaccion de
RT con el kit comercial PrimeScript™ RT Enzyme (Takara). Las qPCRs se realizaron con el equipo
CFX96 Real-time System (Bio-rad) y se utilizaron los reactivos del paquete comercial SYBR®
Premix Ex Taq™ (Perfect Real Time, (Takara), siguiendo las instrucciones del fabricante y los
requerimientos especificos del termociclador. Para el analisis de datos se utilizd el programa Bio-

Rad CFX Manager 2.0 (Bio-Rad).

7. TECNICAS DE OBTENCION Y MANIPULACION DE DNA
7.1 AISLAMIENTO DE DNA GENOMICO DE S. pombe
La extraccion de DNA gendmico de S. pombe se realizo siguiendo el protocolo descrito
por Moreno et al. (1991).
Para la comprobacién de cepas se obtuvo el DNA desde una pequefia cantidad de
colonia aislada suspendida en agua y calentando en un microondas durante 3 min a la maxima
potencia. A continuacion se utilizé todo el lisado celular para amplificar la region seleccionada

mediante PCR con la enzima DNA Polymerase de Biotools.

7.2 OBTENCION DE FRAGMENTOS RECOMBINANTES DE DNA

Algunas de las cepas utilizadas en este trabajo se generaron por la integracion directa de
fragmentos de DNA mediante recombinacion homdloga. Las moléculas recombinantes se

obtuvieron por PCR con la enzima Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase de New England, y
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oligonucledtidos con una cola de 100 pb para hacer los cassettes de recombinacién con
homologia con el locus gendmico elegido. Se aislé el fragmento de DNA amplificado tras una
electroforesis en gel de agarosa (apartado 7.4) por escision de la banda de agarosa que contenia
el fragmento de interés. A continuacién el DNA se purificé utilizando el kit GFX™ PCR DNA and
Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) siguiendo las especificaciones del fabricante.

La sintesis de los fragmentos lineales para la obtencién de las moléculas de 125 pb con
un 70.4% C+G o un 70.4% A+T, y la molécula nueva de la ORF de la kanamicina con las que se
obtuvieron las cepas C+G_kan, A+T_kan y ORF_kan MOD_G (TABLA 1) se sintetizaron en el
servicio GeneArt® Gene Synthesis de Invitrogen. Se integraron en el genoma de la levadura
mediante cassettes de recombinacién de 200 pares de bases de homologia con el locus gendmico

elegido.

7.3 OBTENCION DE DNA EMBEBIDO EN BLOQUES DE AGAROSA O PLUGS

El cultivo se incubd 10 min en hielo antes de centrifugarlo a 3000 rpm 5 min. Las células
se lavaron con EDTA 50 mM y se incubaron 30 min a 37 °C con 1 mg de zimoliasa 20T en 2 ml de
soluciéon Zymo (Na2HPO4 40 mM, 4cido citrico 20 mM, sorbitol 0.9 M, EDTA 5 mM, pH 6). Tras
comprobar la lisis en el microscopio dptico, cada muestra se centrifugd 2 min a 2000 rpm en
alicuotas de 1 ml para recoger los protoplastos. Cada muestra se resuspendié en 50 pul de
solucién Zymo y se incubé en un bafio de agua 5 min a 37 °C. A continuacion se mezclé cada
muestra con el mismo volumen de agarosa 1% de bajo punto de fusidn. Se utilizaron 10
células/plug y se cargaron en un molde de 100 pl de Bio-Rad, dejando solidificar 15 min a 4 °C.
Los bloques se pasaron a tubos de 10 ml y se incubaron en 1 ml de NDS (EDTA 50 mM, sarcosil
1%, Tris 10 mM pH 9.5) con 0.5 mg/ml de proteinasa K a 50 °C de 12 a 14 h. Al dia siguiente se
afiadieron otra vez 0.5 mg/ml de proteinasa K y se incubd 4 h mas. Se incubd cada plug en 1 ml
de TE con 1 mM PMSF de 2 a 4 h a RT. Finalmente se dializaron los plugs tres veces 20 min en
EDTA 50 mM vy se conservaron hasta su uso en esa solucion a 4 °C.

Antes de su digestién con enzimas de restriccion, cada plug se dializé en 3 ml de TE a
4 °C en agitacién durante 6 periodos de 30 min. Se retir6 esa solucidon y se incubaron en 1 ml de
tampodn de restriccién 1X 30 min a 4 °C. Se retird el tampdn anterior y se afiadid la mezcla de
digestion que contenia 50 unidades del enzima de restriccion. Tras la incubacion durante el

tiempo adecuado a 37 °C, se dializaron los plugs en tampdon TAE a 4 °C 30 min.

7.4 ELECTROFORESIS DE DNA

La separacion de fragmentos de DNA se realizd mediante electroforesis en geles de
agarosa. Dependiendo del tamafio de las moléculas a separar, se usaron geles de concentracion

de agarosa variable (0.8% - 2%) en tampodn TAE (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM) y conteniendo
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EtBr (0,5 mg/ml). A las muestras se les afiadié tampdn de carga 6X (azul de bromofenol 0.25%,
glicerol 30%). Las separaciones electroforéticas se realizaron a voltaje constante (50-120 V) en
tampon TAE. Para visualizar el DNA mediante iluminacidn con luz UV, se utilizé el equipo Gel Doc
XR (Bio-Rad) equipado con una camara CCD para la captura de imdagenes. Los tamaios de las
moléculas se estimaron por comparacion con el marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA

ladder (Invitrogen).

7.5 SOUTHERN BLOT

Después de la electroforesis del DNA en un gel de agarosa, el DNA se depurinizd
incubando el gel durante 10 min en HCI 0.125 N. A continuacidn, se desnaturalizé el DNA en una
solucién de NaCl 1.5M y NaOH 0.5 M durante 30 min. EI DNA fue transferido a una membrana de
nylon Hybond-XL (GE Healthcare) utilizando, o bien el sistema de vacio Vacugene XL (GE
Healthcare) a una presion de 60 milibares durante 2 h para el analisis de DNA embebido en
bloques de agarosa, o bien el sistema de capilaridad para el resto de analisis, empleando en
ambos casos NaCl 1.5 M / NaOH 0.5 M como solucién de transferencia. Finalmente, la membrana
se neutralizé durante 30 min en 2x SSC (3 M NaCl, 0.3 M citrato sdédico).

Antes de su hibridacidn con una sonda radiactiva, se pre-hibridé la membrana durante
2 ha652Cen 8 mlde2x SSPE (20x SSPE: 3.6 M NaCl, 0.2 M Na2H-P0O4:7H20, 20 mM EDTA), 1%
SDS, 0.5% BLOTTO (10% leche en polvo, 0.2% azida sddica), 0.5 mg/ml DNA de sssDNA de salmoén
(Roche) previamente desnaturalizado. A continuacién se sustituyo la solucién anterior por 8 ml
de la solucion de hibridacion, con la misma composicidon que la solucidn de pre-hibridacién mas
10% Dextran Sulfato (Sigma) y la sonda radiactiva. Las sondas se prepararon utilizando el sistema
de marcaje Ready-to-Go (GE Healthcare), tal como se ha descrito en el apartado 6.2 (Northern
blot). La hibridacion se llevé a cabo durante 12-14 h. A continuacién se elimind la sonda y se
realizaron dos lavados de la membrana, el primer lavado con una solucién con 2x SSPE, 0.1% SDS
durante 10 min a 65 2Cy el siguiente durante 30 min a 65 °C con 0.1x SSPE, 0.1% SDS.

Finalmente, para visualizar el resultado se procedié tal como se ha descrito en el

apartado 6.2 (Northern blot).

7.6 PREPARACION DE DNA MONONUCLEOSOMICO

DNA mononucleosémico a partir de cultivos en fase exponencial de S. pombe fue
aislado para la hibridacién de microarrays seguin el protocolo descrito por Lantermann et al.

(2009).
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Se utilizaron 400 ml de cultivo a ODsg5 ~ 0.8 por muestra y se hizo crosslinking afiadiendo
formaldehido a 0.5% e incubando durante 20 min a 25 °C con agitacién suave. A continuacién se
pard la reaccién con glicina 0.1 M incubando 10 min mds a 25 °C. Las células se lavaron con agua
después de centrifugarlas a 6000 rpm 10 min. El pellet se resuspendié en 20 ml de solucién de
preincubacién (acido citrico 20 mM, Na2HPO4 20 mM, EDTA pH8 40 mM, B-mercaptoetanol
2 mM) y se incubaron a 30 °C en un bafio de agua con fuerte agitacién. Pasados 10 min se
centrifugaron las células a 3000 rpm 5 min y se resuspendio el pellet celular en 10 ml de tampdn
sorbitol (sorbitol 0.5M, Tris 50mM pH7.5, B-mercaptoetanol 0.7mM) con 20 - 40 mg de zymoliase
20T y se incubaron durante 30 min a 30 °C con fuerte agitacion. Posteriormente se lavaron los
protoplastos con 40 ml de tampdn sorbitol sin B-mercaptoetanol y se resuspenden en 7 ml de
tampon NP (sorbitol 1m, NaCl 50mM, Tris pH7.5 10mM, MgCl, 10mM, B-mercaptoetanol 10 mM,
espermidina 0.1 M, NP-40 0.07%) con 180 U/ml de nucleasa micrococal (Fermentas) y se incuba
40 min a 37 °C en un bafio de agua sin agitacion. Se para la reaccidon con 1 ml SDS 5%-EDTA
50 mM vy se afiade 1 mg/ml de proteinasa K dejando entre 12 - 14 h a 65 °C en bafio de agua sin
agitacion.

Se afiadié a las muestras 2.5ml de acetato potasico 3 M pH 5.5 y después de 5 min en
hielo se centrifugan a 3500 rpm 10 min, se recogid el sobrenadante y se realizd una extraccion
con fenol:cloroformo (1:1). Posteriormente, se precipité con 1/25 volumenes de NaCl 5 M y
0.7 volumenes de isopropanol 100% durante 1h a -20 °C y centrifugacion durante 45 min. Se
eliminé el sobrenadante, se lavé el precipitado con etanol 70% y se incubd con RNAsa A
0.4 mg/ml durante 2h a 37 °C tras resuspender el pellet en TE 1X

Finalmente, se llevd a cabo una electroferesis de DNA cargando la muestra en un gel de
agarosa al 1.5% y purificando los fragmentos especificos de DNA mononucleosémico por escision
de la banda de agarosa que contenia los fragmentos de unos 150 pb. Para facilitar Ia
comparacion entre diferentes experimentos, la digestién con MNase se estandarizé para generar
una proporcion de DNA mono y dinucleosdémico de 80:20. A continuacidn, se purificé el DNA
mononucleosdmico utilizando las columnas Freeze N Squeeze DNA Gel Extration Spin Columns de

BIO-RAD siguiendo las especificaciones del fabricante.

8. HIBRIDACION DE MICROARRAYS CON RNA Y CON DNA MONONUCLEOSOMICO

Se utilizaron 300 ng de RNA total para la sintesis de cDNA y su marcaje fluorescente para
finalmente hibridar arrays de Affymetrix (GeneChip S.pombe Tiling 1.0 FR Array) siguiendo las
instrucciones del manual. En el caso del DNA mononucleosémico se utilizaron 4.5 ug de DNA
mononucleosémico tratados con 0.1 unidades de la enzima DNAse | (Invitrogen) que genera

oligodeoxi-ribonucledtidos con un fosfato en 5°. Para considerar que una region fuera una NDR,
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ésta debia presentar un tamafio minimo de 150 nucledtidos con un cociente en log2 inferior a -1
respecto al control de DNA gendmico digerido con DNAsa | hasta un tamafio promedio de 50
nucledtidos, como se describe en Lantermann et al. (2009).

Los microarrays empleados son matrices de alta resolucién que contienen el genoma
entero de S. pombe distribuido en 1.200.000 sondas adyacentes de 25 pb que solapan entre si
5 nucledtidos de promedio. El analisis de microarrays se realizd en la Unidad de Gendmica y
Protedmica del Centro de Investigacion del Cancer (CIC) de Salamanca. El analisis de expresidn
diferencial y todo el procesado de datos informaticos se llevo a cabo en nuestro laboratorio por

el Dr. Luis Quintales, segun se describe en Quintales et al. (2010) y en de Castro et al. (2012).

9. DIGESTION CON NUCLEASA MICROCOCAL Y ANALISIS DE HIBRIDACION

Se siguio el protocolo descrito en el apartado 7.6 pero omitiendo el paso de crosslinking
celular con formaldehido y resuspendiendo los esferoplastos lavados en 7 ml de tampdn, que
dividieron en siete alicuotas de 1 ml. Se afiadié nucleasa micrococal (MNase) a todas menos a
una de las alicuotas (que sera la muestra de DNA desnudo que tras la purificacion del DNA sera
tratada posteriormente con 0.15 - 0.3 U/l de MNase) a concentraciones finales de 0, 15, 30, 60,
120y 180 U/ml 6 a0, 1.5, 3, 7, 15 y 30 U/ml, dependiendo del experimento, y se incuban 10 min
a 37 °C en un bafio de agua sin agitacion. Se afiade a las siete alicuotas 1 ml SDS 5%-EDTA 50 mM
y 1 mg/ml de proteinasa K y se incubaron de 12 - 14 h a 65 °C en bafio de agua sin agitacion. Las
muestras se extrajeron con 1 ml de fenol:cloroformo (1:1) y las dos fases se separaron por
centrifugaciéon a 4 °C durante 10 min. La fase acuosa se recuperd a un tubo nuevo y se precipitd
afiadiendo 1 ul de glicdgeno (STOCK de 10 mg/ml), 1/25 volimenes de NaCl 5 M y 0.7 volimenes
de isopropanol 100% durante 1h a -20 °C y se centrifugd durante 45 min a 4 °C. Finalmente, se
elimind el sobrenadante, se lavd el precipitado con etanol 70% y se incubd con 20 pl de RNAsa A
20mg/ml durante 1 h a 37 °C tras resuspender el pellet en 50 pl de TE 1X.

A continuacion, se digirieron independientemente cantidades similares de DNA de las
7 muestras con la enzima de restriccion adecuada en cada caso y tras la electroforesis de DNA en
gel de agarosa al 1.5% se detectaron los fragmentos nucleosémicos de diferentes tamafios por
Southern blot, hibridando con una sonda radiactiva correspondiente al extremo del fragmento de

restriccion.
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FIGURA. 35. Digestion con MNase y andlisis de hibridacion. (A) Mapa de una region a analizar tras digerir
con la enzima de restriccién (ER). En este caso se trata de una region intergénica flanqueada por dos genes
de transcripcion divergente (bloques azules), la direccion de las flechas indica la direccion de transcripcion.
La linea roja marca la posicién de la sonda. Los circulos amarillos indican la posiciéon de los nucleosomas
sobre la regidn. Las lineas negras de distinto tamafio corresponden a los fragmentos de diferente tamario (1
- 7) originados tras el tratamiento con cantidades crecientes de nucleasa micrococal (MNase). Se indican
las distancias desde el extremo de la sonda al extremo opuesto del fragmento de restriccidn. (B) Dibujo del
resultado del Southern blot de la region mostrada en A. Todos los fragmentos de tamanio similar generados
por la digestidn de la MNase en la regidn libre de nucleosomas se agrupan en (2).

10. INMUNOPRECIPITACION DE CROMATINA (ChlIP)

Los experimentos de inmunoprecipitacién de cromatina (ChlP) se realizaron siguiendo el
protocolo descrito por Keogh et al. (2003).

Cultivos de 200 ml y DOsgs5 ~ 0.5 por muestra se fijaron con formaldehido al 1% 20 min a
25 °C y a continuacidn se afiadié glicina a una concentracion final de 360 mM incubandose 5 min
mas. Por ultimo, se centrifugd a 5000 rpm durante 5 min a 4 °Cy las células se lavaron dos veces
con tampdn TBS frio (Tris-HCI 20 mM pH 7.6, y NaCl 150 mM) y una vez con tampdn de lisis
(HEPES-KOH 100 mM, NaCl 300 mM, EDTA 2 mM, Tritén x-100 2%, deoxicolato sddico 0.2%, SDS
0.1%). En este punto, se congeld el pellet celular a -80 °C.

Para preparar el extracto celular, se resuspendié el pellet congelado en 500 pl de
tampdn de lisis con inhibidores de proteasas (céctel de inhibidores (Sigma) diluciéon 1/10, PMSF
10 mM). A continuacion, se afiadié el mismo volumen de bolitas de vidrio y se lisaron las células
en FAST-PREP a velocidad 5.5 durante 40 seg. Se eliminaron las bolitas por centrifugacion. Se

afadio 1 ml mas de tampdn de lisis con inhibidores al lisado celular eluido y a continuacién se
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sonico utilizando el sonicador Bioruptor ™ (Diagenode) hasta obtener fragmentos de DNA de un
tamafio de 300 - 500 pb. A continuacidn, se centrifugé a 13200 rpm durante 10 min a 4 °C para
eliminar los restos celulares, y se transfirié el sobrenadante a un tubo nuevo. Se afiadié sarcosil a
una concentracion final 1% y se cuantificd la concentracion de proteinas.

Para llevar a cabo la inmunoprecipitacion de la RNA polimerasa Il (RNAPII) realizada en el
apartado 2.3 de Resultados, inmunoprecipitamos 20 mg usando un anticuerpo anti-Rpb1l
(8W16G, Abcam) que reconoce la subunidad mayor de la polimerasa, y 20 pl de proteina G
(Dynabeads Protein G, Invitrogen) equilibradas con tampdn de lisis y bloqueadas con sssDNA de
salmén (2 mg/ml). Tomamos 1/10 del volumen a inmunoprecipitar, como muestra control de
DNA total (INPUT) sin anticuerpo. Las inmunoprecipitaciones se realizaron en primer lugar
incubando los extractos durante 3 - 4 h a 4 °C en agitacion suave con el anticuerpo, afiadiendo
después la proteina G y el sssDNA e incubando toda la noche. Se realizaron cinco lavados
sucesivos: dos con 1.4 ml de tampdn de lisis, uno con 1.4 ml tampdn de lisis con NaCl a 500 mM,
uno con 1.4 ml tampdn de LiCl (Tris-HClI 10 mM pH 8.0, LiCl 250 mM, NP-40 0.5%, deoxicolato
sédico 0.5%, EDTA 1 mM) y uno con 1.4 ml de TE. A todos los ellos les siguié una centrifugacion
en frio a 5000 rpm durante 30 seg. Después del Ultimo lavado, se afiadieron 100 pul de TE con
20 pg de RNasa A. En este punto, las muestras INPUT también se trataron con RNAsa A.
Posteriormente, las proteinas se eluyeron mediante dos incubaciones sucesivas con 250 ul de
tampdn de elucién (NaHCO3 0.1 M, SDS 1%), durante 15 min. El volumen de las muestras INPUT
se ajustd hasta 500 pl afiadiendo tampdn de elucion.

Para separar las proteinas del DNA, las muestras se incubaron durante 6 h a 65 °C. Tras
ello, se digirieron las proteinas afadiendo 25 ul de Tris-HCI, 10 ul de EDTA 0.5 M pH 8.0 y 20 mg
de proteinasa K e incubando a 37 °C durante 1 h. Se realizd una extraccién con 500 ul de
fenol:cloroformo (1:1) por centrifugacion a temperatura ambiente durante 5 min. La fase acuosa
se recuperd a un tubo nuevo y se precipité durante toda la noche a -20 °C con 1/10 del volumen
de acetato sédico 0.3 M pH 5.2, mas 2.5 volimenes de etanol 100% vy 1 ul de glicégeno (STOCK
de 10mg/ml). Las muestras se centrifugaron a 13200 rpm durante 30 - 40 min a 4 °C y el
precipitado se lavd con etanol 70%, se secé por centrifugacion en vacio y se resuspendié en 100
pl de TE. Por ultimo, se purificd el DNA con GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE
Healthcare), quedando las muestras de DNA resuspendidas en 70 pl del tampdn de elucidn. Se
utilizé 1 pl de una dilucién 1/50 de las muestras INPUT y 1 pl directamente de los precipitados

para llevar a cabo las qPCRs.
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