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Introduccion

1.LOS ORIGENES DE REPLICACIONEN S. pombe

La replicacion del DNA es el proceso que per-
mite la duplicacion del material genético que tiene
lugar durante la fase S del ciclo celular. La sintesis
de DNA se inicia en regiones especificas denomi-
nadas origenes de replicacion (ORIs) que tienen
distintas caracteristicas dependiendo de la especie.
Asi, en Saccharomyces cerevisiae los ORIs tienen
una longitud aproximada de 150 pb que incluye una
secuencia consenso de 11-17 pb (Marahrens and
Stillman, 1992; Theis and Newlon, 2001). Por el
contrario, en Schizosaccharomyces pombe los ORIs
tiene un tamafio minimo de 0.5-1 kb y colocalizan
con regiones de un contenido en adenina y timina
(A+T) significativamente superior al promedio inter-
génico.

En esta especie se ha identificado la presencia
de trechos asimétricos de adenina y timina de lon-
gitud variable en numerosos ORIs que podrian de-
sempefiar un papel importante en su actividad tanto
en plasmidos como en el cromosoma (Dubey et al.,
1996; Okuno et al., 1999; Takahashi et al., 2003)
aunque no se ha encontrado una secuencia consen-
so (Segurado et al., 2003). S. pombe comparte esta
caracteristica con las células de mamifero, aunque
en este caso, algunos ORIs estan asociados con
islas CpG, que son zonas de aproximadamente 1 Kb
de longitud con un contenido en guanina y citosina
(G+C) superior al promedio genomico del 40% y que
estan libres de metilacién (Delgado et al., 1998).

A pesar de esta diversidad en la especificacion
de los ORIs en distintos organismos, la maquinaria

de replicacion y, en particular, las proteinas que for-
man parte del complejo de reconocimiento del ori-
gen (ORC), estan muy conservadas a lo largo de la
evolucion de los eucariotas.

Muchos de los estudios sobre el inicio de la
replicacion en S. pombe que se han realizado hasta
la fecha se han centrado en la identificacion de las
zonas que son origenes de replicacion de DNA. Una
de estas aproximaciones, que se llevé a cabo en
nuestro laboratorio, consistié en un rastreo genémico
de regiones con un contenido A+T significativamente
superior al promedio intergénico (Segurado et al.,
2003). Este andlisis bioinformatico se basaba en es-
tudios previos en los que se comparo la composicion
de nucledtidos de 16 regiones que contenian ORIs
activos con otras 16 regiones de similar longitud en
las que no se iniciaba la replicacion (Gomez and An-
tequera, 1999; Segurado et al., 2003). Para ello, se
usaron ventanas entre 0.5y 1 Kb de longitud, que era
el tamafio minimo de los fragmentos identificados
hasta ese momento capaces de promover la repli-
cacién auténoma en plasmidos (Maundrell et al.,
1988; Dubey et al., 1996; Clyne and Kelly, 1995).
Los resultados de ese estudio revelaron que las
regiones intergénicas que contenian ORIs activos
tenian un porcentaje en A+T significativamente
mayor que las regiones que no los contenian
(Figura 1), independientemente de la ventana
que se utilizase y que ese valor estaba por encima
del contenido promedio intergénico de A+T (Segura-
do et al., 2003).

Tomando estos datos como referencia, se iden-
tificaron 384 regiones en el genoma de S. pombe
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Figura 1. Contenido A+T de las regiones intergénicas en S. pombe. La grafica compara el contenido A+T de 16 regiones intergé-
nicas que contienen ORIs (circulos rojos) con ofras 16 regiones que se replican pasivamente (circulos grises). Para ello se han usado
ventanas de entre 100 y 1000 nucle6tidos con paso de 1 nucleétido. En todos los casos, el contenido A+T es superior en las regiones
que contienen ORIs. En base a estos datos se definieron las islas A+T como regiones con un porcentaje en A+T igual o superior a los
siguientes valores para cada ventana (500 pb: 75%; 600 pb: 74,5%; 700 pb: 74%; 800 pb: 73%; 900 pb: 72,5%; 1000pb: 72%). Lalinea
discontinua roja representa el contenido A+T promedio intergénico, que es del 70% y la verde el promedio genodmico que es del 64%.

que se denominaron islas A+T por su particular
composicion nucleotidica y que se localizaban en
regiones que contienen promotores, aunque no todas
las regiones que contenian promotores eran
capaces de iniciar la replicacion (Gémez and Ante-
quera, 1999). Con el objetivo de comprobar si las
islas A+T eran capaces de predecir de manera fiable
la disposicion de los ORIs en el genoma, se analizd
la presencia de intermediarios de replicacion en 20
islas A+T seleccionadas al azar mediante la técnica
de electroforesis bidimensional en geles de agarosa
(Brewer and Fangman, 1987).

El resultado fue que 18 de las 20 islas A+T
estudiadas (el 90%) eran ORIs activos, lo que prede-
cia que aproximadamente 345 islas A+T de las 384
identificadas deberian colocalizar con ORIs activos.

El elevado contenido en A+T de los ORIs en S. pom-
be convierte a estas regiones en excelentes dianas
para la subunidad Orc4p del complejo ORC, cuyo do-
minio N-terminal contiene 9 motivos de union al DNA
denominados AT-hooks que se unen a zonas ricas
en A+T sin requerimientos especificos de secuencia
(Chuang and Kelly, 1999; Antequera, 2004).

Mediante ensayos in vitro de footprinting con
DNasal se identificaron en la region que contiene
el origen de replicacion ars1 seis sitios preferentes
de interaccion de Orc4p con un tamafio que oscila-
ba entre 8-41 nucledtidos y que tenian una elevada
proporcion de adenina y timina (Lee et al., 2001).
Mas recientemente, se han localizado con gran
resolucion los sitios de union en el genoma de las
subunidades Orc4p y Orc1p (Hayashi et al., 2007).
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Para ello se empled la técnica de ChIP on chip que
combina la inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP)
con la tecnologia de los microarrays (chip). El ana-
lisis de estos datos aporta nuevas pruebas a favor
de la interaccion fisica entre ORC y los ORIs de
S. pombe, pero ademas también demuestra que
ORC es capaz de unirse a las principales regiones
heterocromaticas de esta especie: las regiones
subteloméricas y centroméricas, el locus del DNA
ribosomal (rDNA) y el mating type. De este modo,
aunque las islas A+T aparecen con una frecuencia
promedio de 1 cada 33 Kb, la densidad de islas A+T
en las zonas de heterocromatina de S. pombe es,
aproximadamente, cuatro veces superior al promedio
gendmico, lo que podria sugerir que ORC esta impli-
cado en otras funciones diferentes de la replicacion.

Otras aproximaciones experimentales para la
localizacion de los ORIs en S. pombe han utilizado la
localizacion de intermediarios de replicacion de DNA
de cadena sencilla (Feng et al., 2006) o la ubica-
cion en el cromosoma de regiones que presentan un
incremento en la cantidad de DNA detectado como
consecuencia de la activacion de un ORI (Heichin-
ger et al., 2006).

Los tres estudios coinciden en sefalar que la ma-
yoria de los ORIs de S. pombe son zonas mas ricas
en adenina y timina que el promedio intergénico.
Sin embargo, existe cierta divergencia en cuanto al
numero de ORIs que cada uno identifica y ademas,
las regiones a las que se le atribuye la capacidad de
actuar como origenes de replicacion tampoco son
siempre las mismas dependiendo del método de
estudio empleado. Asi, si tomamos como referencia
las islas A+T que se han identificado, el 87% de los

401 ORIs activos identificados por Heichinger et al.
(2006) colocalizan en las mismas regiones intergé-
nicas, mientras que solo lo hacen el 71% de los 321
ORIs predichos por Feng et al. (2006), o el 56% de
los 460 ORIs mapeados por Hayashi et al. (2007).

Independientemente de las limitaciones es-
pecificas de cada técnica que puedan contribuir
a esa disparidad relativa de cifras, estos datos
sugieren que la replicacién en S. pombe es un
proceso mucho mas dinamico y flexible de lo que
se habia considerado. Ademas, es probable que
exista una gradacion en la eficiencia de activacion
de los ORIs, que resulte en un elevado numero de
origenes potenciales, que en determinadas condi-
ciones podrian promover el inicio de la replicacién.
De hecho, existen evidencias que sugieren que
aproximadamente la mitad de las 5000 regiones in-
tergénicas de S. pombe pueden comportarse como
ORIs en determinadas condiciones y que los ORIs
que se activan en una fase S concreta se reclutan
estocasticamente entre las regiones intergénicas
(Dai et al., 2005; Patel et al., 2006).

En esta linea se encuentran algunos estudios
recientes realizados en nuestro laboratorio por la
Dra. Cristina Cotobal que han demostrado que los
ORIs de S. pombe pueden tener un tamafio muy in-
ferior al que se estaba considerando, ya que hemos
comprobado que secuencias de 100 pb con un con-
tenido en A+T del 90% son capaces de promover
la iniciacion y que incluso un Unico trecho de 29 A/IT
seguidas pueden conferirle a una region la capaci-
dad de activar la replicacién.
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2. CARACTERISTICAS DE Orc4p EN S. pombe
2.1 Orcdp y los origenes de replicacion

A pesar de la diversidad de especificacion de los
ORIs en distintas especies, la maquinaria de repli-
cacion, y en concreto, las 6 subunidades proteicas
(Orc1p — Orcbp) que forman parte del Complejo
de Reconocimiento del Origen (ORC) estan muy
conservadas en su estructura y funcién a lo largo
de la evolucion de los eucariotas.

Esta conservacion, sin embargo, no se man-
tiene en la proteina de 972 aminoacidos Orcdp de
S. pombe ya que esta subunidad del complejo ORC
que se expresa durante todo el ciclo celular y es
esencial para la viabilidad de S. pombe tiene dos
dominios funcionales (Chuang and Kelly, 1999).
El dominio C-terminal de esta proteina tiene 460
aminoacidos y esta muy conservado en el resto de
organismos (S. cerevisiae, Xenopus laevis, Droso-
phila melanogaster) en los que se ha caracterizado.

En cambio, el dominio N-terminal de 512 ami-
noacidos no esta presente en ningun otro organis-
mo (Figura 2) y tiene una composicion aminoaci-
dica inusual, en el sentido de que contiene muchos
aminoacidos hidrofilicos y una elevada proporcion
de serina, prolina, acido aspartico, acido glutamico y
arginina. Distribuidos a lo largo de este dominio estan
9 motivos de unién al DNA denominados “AT-hooks”
que son capaces de unirse a zonas ricas en adenina
y timina. La presencia de este dominio N-terminal
hace que la estructura de la proteina Orcdp de
S. pombe sea, hasta la fecha, unica en eucariotas.

10

Para examinar el papel de estos dominios se
construyd un gen orc4 sin el dominio N-terminal
(aminoéacidos 1-512). Esta subunidad AN-Orc4p era
capaz de formar un complejo ORC estable en el que
estaban presentes las 6 subunidades, indicando
que el dominio N-terminal no se requiere para la
formacion del complejo ORC (Lee et al., 2001). Sin
embargo, este complejo ORC con la subunidad AN-
Orc4p no es capaz de unirse al origen de replicacion
ars1 en ensayos in vitro (Kong and DePamphilis,
2001). Esto demuestra que la unién de ORC al ars1
es completamente dependiente de la presencia del
dominio N-terminal de Orc4p.

Otro dato que apunta en esta linea es que de las
6 subunidades de ORC sdlo Orcdp se une especifi-
camente en ensayos EMSA (Electroforesis de retra-
so de movilidad de banda) al origen de replicacion
ars3002 (Kong and DePamphilis, 2001). Ademas,
solo esta subunidad protege frente a DNasa | tres
regiones de este ORI. Por el contrario, un complejo
formado por las otras subunidades de ORC (Orc1p,
Orc2p, Orc3p, Orcdp y Orc6p) muestra una union
muy debil al ars3002 y los ensayos de proteccion
frente a DNasal demuestran que no se une a sitios
especificos por si mismo ni altera el patrén de unién
de Orcdp a este ORI.

Por lo tanto, los dos dominios de la proteina
Orcdp de S. pombe tienen funciones claramente
diferenciadas, por una parte, el dominio C-terminal es
el que interacciona especificamente con las demas
subunidades para formar el complejo ORC, mientras
que el dominio N-terminal es el encargado de dirigir
al complejo ORC a los origenes de replicacion.
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Figura 2. Estructura de la proteina Orc4 de varios organismos eucariotas. En S. pombe esta proteina presenta dos dominios
funcionales distintos: un dominio C-terminal conservado entre muchas especies y un dominio N-terminal exclusivo. Este dominio
N-terminal contiene nueve motivos AT-hooks (representados en rojo) que se unen a secuencias de DNA ricas en adenina y timina.
La secuencia de cada uno de estos motivos, que incluye el nlcleo central de aminoacidos RGRP, esta representada en el recuadro

negro. Modificada de Chuang and Kelly (1999) PNAS 96, 2656.

El complejo ORC de S. pombe se une a los ORIs
de una manera independiente de ATP (Lee et al.,
2001; Kong and DePamphillis, 2001; Chuang et al.,
2002; Gaczynska et al., 2004). Sin embargo, la for-
macion del complejo preRC esta regulada por ATP
en el resto de organismos en los que se ha estu-
diado este proceso, ya que ORC requiere ATP para
interaccionar con los ORIs. Se ha especulado con
la posibilidad de que en S. pombe esa union inicial
esté facilitada por la presencia de los AT-hooks de
Orc4p (Chesnokov, 2007).

2.2 Caracteristicas de los motivos AT-hooks

Probablemente, la caracteristica mas significativa

del dominio N-terminal de Orc4p sea la presencia de
9 motivos de unién al DNA denominados AT-hooks.

Estos motivos se unen al surco menor del DNA en
regiones ricas en adenina y timina independiente-
mente de su secuencia (Chuang and Kelly, 1999;
Lee et al., 2001; Reeves and Beckerbauer, 2001).

Cada motivo tiene un nucleo conservado formado
por los aminoé&cidos arginina-glicina-arginina-prolina
(RGRP) (Reeves and Nissen, 1990) flanqueado por
aminodacidos basicos como la lisina y la arginina.
Estos dominios se describieron por primera vez en
la familia de proteinas no histonas de mamiferos
HMGA (High mobility Group A) también llamadas
HMG-I(Y) . Esta capacidad de uniénde losAT-hooks a
zonas ricas en adenina y timina reside su nucleo con-
servado que adquiere una configuracion de “hook” o
“‘gancho” cuando se une a los sustratos adecuados.
La flexibilidad intrinseca del residuo central de glicina
junto con la limitacién estructural que supone que los

11
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residuos de prolina de este nucleo estén en posicion
‘trans” permiten al esqueleto peptidico del AT-hook
formar una estructura concava. Esta estructura es
capaz de penetrar en el surco menor del DNA en re-
giones ricas en adenina y timina sin causar una gran
perturbacion de la doble hélice. Las cadenas latera-
les de los residuos de arginina se orientan paralelas
al surco menor donde desplazan moléculas de agua
permitiendo que se produzcan numerosas intera-
cciones hidrofobicas. También las cadenas laterales
de los residuos de lisina y arginina que flanquean
cada lado del nucleo establecen contactos electros-
taticos e hidrofébicos con los fosfatos en la superfi-
cie del surco menor dotando de mayor estabilidad al
complejo DNA-proteina (Reeves, 2000).

Los motivos AT-hooks estan presentes en nume-
rosas proteinas de unién al DNAde una gran variedad
de organismos (Aravind and Landsman, 1998) y su
distribucion es amplia en eucariotas (proteina D1
de Drosophila melanogaster, PF1 de Oryza sativa,
Swibp de S. cerevisiae). Incluso en S. pombe las
proteinas Snf22p, Swi2p, Rsc7p, Abp2p, Sfc3p,
Orc1p, Cnp3p y Sfcop contienen un AT-hook en su
secuenciaaminoacidica. También estan presentesen
algunas proteinas de eubacterias (como la proteina
CarD de Myxococcus xanthus) y de arqueobacterias.
Incluso algunas proteinas virales como EBNA1 del
virus Epstein-Barr tienen AT-hooks.

La mayor parte de las proteinas que presentan
este motivo tienen un Unico AT-hook, no obstante,
son también numerosas las proteinas que poseen
mas de una copia, siendo el caso mas extremo el de
la proteina AT1 de O. sativa que tiene 15 AT-hooks.

12

Una gran parte de las proteinas con AT-hooks tienen,
ademas, otros dominios de union al DNA que con-
tactan con el surco mayor del DNA. De esta manera,
el AT-hook podria considerarse un motivo auxiliar
que modula la afinidad o especificidad del motivo
principal.

Las propiedades de union al DNA de los AT-hooks
han sido caracterizadas en detalle en los miembros
de la familia HMGA de mamiferos. Esta familia esta
formada por cuatro proteinas: HMGA1a, HMGA1b,
HMGA1cy HMGAZ (también llamadas HMG-I, HMG-
Y, HMG-IIR y HMGI-C, respectivamente) codificadas
por dos genes distintos, siendo las HMGA1 productos
del mismo gen generados por splicing alternativo.
Estas pequefias proteinas de aproximadamente 100
aminoacidos tienen 3 AT-hooks separados entre
si por 11-23 aminoé&cidos espaciadores. Cada uno
de estos motivos es capaz de unirse in vitro a se-
cuencias ricas en adenina y timina de 4-8 pares
de bases de longitud (Maher and Nathans, 1996).

Las HMGA se localizan preferentemente en
regiones heterocromaticas, pero también estan
presentes en zonas discretas de eucromatina.
En estas regiones, la union de las HMGA al DNA
modifica la conformacién de la cromatina facilitando
el reclutamiento de proteinas que regulan de mane-
ra postiva o negativa la expresion génica (Reeves,
2000; Fusco and Fedele, 2007). Aunque las HMGA
también son capaces de interaccionar directamen-
te con proteinas de la maquinaria de transcripcion.
Uno de los genes cuya expresion se ve estimula-
da por las HMGA es el gen del interferon- (IFN-B).
De hecho, la estructura del complejo DNA/AT-hook
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Figura 3. Estructura del complejo DNA/AT-hook. Las interacciones entre el complejo DNA/AT-hook se han resuelto mediante es-
pectrometria de resonancia magnética nuclear (NMR) usando una proteina HMGA1 truncada que sélo tiene los residuos 51-90 que
incluyen el segundo (ATH2) y el tercer motivo AT-hook (ATH3). Como sustrato se emple6 una secuencia de DNA de 12 nucleétidos del
promotor del interferon- . Ay B. Se representa el complejo entre ATH2 (A) o ATH3 (B) y el DNA. El esqueleto polipeptidico de ATH
esta representado en amarillo y las cadenas laterales de la Arg 8, Pro 9, Arg 10, Arg 12, Pro 13, Lys 17 y Asn 18 de ATH1 en rojo, al
igual que las cadenas laterales Pro 35, Arg 36, Arg 38 y Pro 39 de ATH3. EI DNA esté representado en azul. A'y B'. En laimagen los
aminodcidos del nucleo central Arg-Gly-Arg se representan en azul la red polar de aminoacidos que contribuyen a estabilizar la unién
en ATH2 en amarillo. EI DNA esté representado en blanco y las cadenas laterales de la prolina y la lisina inmediatamente adyacentes
al nucleo central en rojo. A"y B" . En el diagrama se resumen las interacciones entre ATH2 (A") o ATH3 (B") y el DNA. EI DNA se
presenta como una proyeccion cilindrica. Los pentadgonos simbolizan los anillos de desoxirribosa, los circulos los grupos fosfato y las
lineas gruesas horizontales las bases. Las uniones de hidrégeno entre la proteina y las bases del DNA se indican como flechas rojas,
los contactos hidrofébicos como flechas verdes y los contactos electrostaticos que implican los fosfatos del DNA por flechas azules.
Modificada de Huth et al. (1997) Nature Struct. Biol. 4, 657.

(Figura 3) se resolvié mediante espectrometria de secuencia de 12 nuclettidos (GGGAAATTCCTC)
resonancia magnética nuclear (NMR) usando una que forma parte del promotor del interferon-§ (Huth
forma truncada de HMGA1 que sdlo tenia el segundo et al., 1997). Estos ensayos demostraron que en
y el tercer AT-hook y como sustrato se emple6 una solucién y en ausencia de DNA las proteinas HMGA
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no adoptan una estructura definida y que es su
asociacion con el DNA lo que permite la transicion
hacia una estructura ordenada. Ademas, se pusie-
ron de manifiesto diferencias en la afinidad de unién
al DNA entre distintos AT-hooks, ya que el AT-hook
numero 2 se unia al DNA con una afinidad un orden
de magnitud superior al del AT-hook nimero 3 (Huth
et al., 1997). Estas diferencias se han atribuido a la
accion estabilizadora de las cadenas laterales de los
8 residuos aminoacidicos comprendidos entre la gli-
cina 15 y la alanina 22, que establecen una red de
contactos polares e hidrofobicos con el DNA.

Las propiedades de union al DNA de los AT-hooks
hacen posible que las HMGA participen en numero-
S0S procesos bioldgicos (transcripcion, integracion
retroviral, recombinacion genética...) y podrian pro-
porcionarnos una explicacion para la sefalizacion
que lleva a cabo la proteina Orc4p de los origenes
de replicacion de S. pombe.

3. PROPIEDADES GENERALES DEL GENERO
Schizosaccharomyces

Las propiedades que determinan la especificidad
de unién del complejo ORC a los ORIs eucariotas no
han podido ser estudiadas en detalle. Esto se debe,
a que los ensayos in vitro realizados con el complejo
ORC de humanos (Vashee et al., 2003) o de Xenopus
(Remus et al., 2004) ponen de manifiesto que en
esas condiciones experimentales ORC no se une
preferentemente a fragmentos de DNA que contienen
ORIs conocidos. Por otra parte, tampoco se ha po-
dido identificar una secuencia consenso en las re-
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giones en las que se inicia la replicacion, salvo en
el caso de S. cerevisiae (Marahrens and Stillman,
1992; Theis and Newlon, 2001).

En este sentido, S. pombe es una excepcion, ya
que en esta especie se ha identificado qué parte
del complejo ORC reconoce los ORIs (el dominio
N-terminal de la subunidad Orc4p) y cuéles son los
principales requerimientos necesarios para que una
region active la replicacion del DNA (un elevado
contenido en adenina y timina). Para averiguar si
estas caracteristicas que se habian descrito sélo
en S. pombe estaban presentes en algun otro
organismo, nos centramos en el estudio de las otras
dos especies que forman parte del género Schizo-
saccharomyces: Schizosaccharomyces octosporus
y Schizosaccharomyces japonicus.

El arbol filogenético de las tres especies del gé-
nero Schizosaccharomyces que vamos a estudiar
(Figura 4) esta construido en base a la comparacion
de las secuencias de los rRNAs 18S y 26S y de las
proteinas mitocondriales. Esta clasificacion pone
de manifiesto que S. japonicus divergié primero del
grupo y que por tanto, S. pombe y S. octosporus
estan mas proximos evolutivamente (Sipiczki, 1995).
Una de las caracteristicas distintivas de S. japonicus
es que es una especie dimorfica capaz de alternar
una morfologia tipica de levadura con un micelio
invasivo en sustratos sdlidos. Esta capacidad
convierte a S. japonicus en un interesante modelo
no patogénico para el estudio del dimorfismo (Enczi
et al., 2007). Aunque las otras dos especies no son
dimorficas, algunas cepas de S. pombe mutantes
para genes que codifican proteinas de la pared
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celular (Sipiczki et al., 1993) e incluso la cepa sil-
vestre de S. pombe, en determinadas condiciones
de cultivo, son capaces de formar micelio (Amoah-
Buahin et al., 2005). Existen también diferencias
morfolégicas entre las especies de este género: las
células de S. octosporus y de S. japonicus tienen
un aspecto globular y tienden a agregarse entre si
formando grupos de tamafio variable. También es
distinto el numero de ascosporas presente en el
asca que varia entre 4 (S. pombe) y 8 (S. octosporus
y S. japonicus). A pesar de estas divergencias, las
tres especies forman un grupo monofilético.

Los conocimientos sobre estas dos especies,
mas alla de los datos presentados en los parrafos
anteriores, son realmente escasos, apenas existen
en la literatura articulos en los que se estudia la
biologia de estas levaduras. Sin embargo, la posibi-
lidad de realizar estudios de genémica comparativa
que permitan mejorar la anotacién del genoma de

S. pombe o la identificacion de nuevos motivos
reguladores, han acrecentado el interés por estas
especies.

Prueba de ello es el proyecto de secuenciacion
del genoma de S. octosporus y S. japonicus que se
esta llevando a cabo en el Broad Institute de Har-
vard y que se encuentra en fases muy avanzadas.
En 2008 estaba disponible la secuencia de la mayor
parte del genoma de las dos especies: 11.2 Mb en
S. octosporus (distribuidas en 11 supercontigs) y
11.3 Mb en S. japonicus (distribuidas en 20 super-
contigs) aunque se estima que el tamafio total de
ambos genomas es de aproximadamente 14 Mb.
Por lo tanto, todavia quedan zonas puntuales sin
secuenciar y el proceso de ensamblaje y de anota-
cion de algunos genes no ha finalizado. Estos datos
estan disponibles on line en la pagina web del Broad
Institute http://www.broad.mit.edu/annotation/geno-
me/schizosaccharomyces_group.

S. octosporus

S. japonicus

Figura 4. Arbol filogenético de las tres especies del género Schizosaccharomyces.
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4.ELCOMPLEJOORCY LA HETEROCROMATINA

4.1 Propiedades de la heterocromatina

La heterocromatina y la eucromatina son los dos
dominios nucleares que se han descrito tradicional-
mente en base a sus distintas caracteristicas (Figura
5). La heterocromatina esta formada por cromatina
altamente condensada durante todo el ciclo celular,
por lo que se asocia frecuentemente con regiones

| Eucromatina |

Histona acetiltransferasa

Activador transcripcional

de estas regiones. Esta serie de propiedades
contribuyen a que la heterocromatina intervenga en
la regulacion de diversos procesos bioldgicos. Asi,
cabe destacar su papel en la correcta segregacion
de los cromosomas y en el mantenimiento de la
integridad del genoma, ya que son regiones inertes
a la recombinaciéon que impiden que estructuras
repetitivas recombinen o que se produzcan even-
tos de transposicion potencialmente mutagénicos
(Grewal and Jia, 2007).

| Heterocromatina |

Figura 5. Propiedades de las regiones eucromaticas y heterocromaticas. La eucromatina presenta una conformacion abierta
que facilita el acceso a los factores de transcripcion permitiendo asi la expresién de los genes. Estas regiones poseen unos altos
niveles de acetilacién de la histona H4 € y de trimetilacién de las lisinas 4, 36 y 79 en la histona H3. La heterocromatina esta
altamente condensada durante todo el ciclo celular y en general comprende regiones de DNA no codificante. Se asocia con un bajo
nivel de acetilacion y con la metilacion de las lisinas 9y 27 de la histona H3 Fy de la lisina 20 de la histona H4. La metilacion de la
lisina 9 de la histona H3 es reconocida por proteinas con chromodomains como HP1 o Swi6p que juegan un papel importante en el

mantenimiento de la heterocromatina. Modificada de Grewal and Elgin (2007) Nature 447, 399.

silenciadas delgenoma, aunque existen excepciones.
Por ejemplo, algunos genes esenciales como el gen
LIGHT y el ROLLER de Drosophila sélo se expre-
san si estan localizados en zonas heterocromaticas
(Wakimoto and Hearn, 1990). Otra caracteristica
distintiva es que se replica tarde durante la fase S.

La heterocromatina proporciona una plataforma
independiente de secuencia, que permite el reclu-
tamiento y la expansion de proteinas reguladoras
(efectores) implicadas en varios procesos celulares,
favoreciendo de este modo, el control coordinado
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4.2 ORC y el silenciamiento del locus del mating
type en S. cerevisiae

El complejo ORC es el encargado de identificar
los ORIs en eucariotas pero ademas es capaz de
desempenar otro tipo de funciones no replicativas.
Estas pueden ser consecuencia indirecta de su
funcion en la replicacion del DNA o por el contra-
rio pueden tratarse de procesos independientes.
Entre estas funciones no replicativas de ORC desta-
ca su papel en la formacion y/o mantenimiento de la
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heterocromatina. Numerosas observaciones expe-
rimentales apoyan la existencia de esta relacion, si
bien, las causas y las consecuencias que se derivan
de ella todavia no han sido analizadas en detalle
(Leatherwood and Vas, 2003; Chesnokov, 2007; Sa-
saki and Gilbert, 2007).

La primera funcién no replicativa del complejo
ORC que se describi6 fue su papel en el estable-
cimiento de dominios de cromatina silenciada en el
locus del mating type HMR y HML en S. cerevisiae
(Foss et al., 1993; Micklem et al., 1993). Esto fue po-
sible debido a la identificacion de mutaciones en las
subunidades Orc1p y Orc5p del complejo ORC que
provocaban una disminucion en el silenciamiento de
este locus. Analisis genéticos posteriores demostra-
ron que estos mutantes estaban afectados sélo en
el silenciamiento transcripcional de esta regién y no
en la replicacion del DNA.

Estas dos funciones dependian de dominios
distintos dentro de la misma proteina: el extremo
N-terminal de la proteina Orc1p de S. cerevisiae
se requiere especificamente para la represion del
locus del mating type, pero es dispensable para el
crecimiento normal y por consiguiente, para la repli-
cacién del DNA (Bell et al., 1995). Pero esta no es
la unica subunidad del complejo ORC que participa
en el silenciamiento transcripcional porque se han
identificado mutantes de Orc5p que presentan una
reduccion en la capacidad de apareamiento como
consecuencia de defectos en la represion del locus
del mating type (Dillin and Rine, 1997).

4.3 ORC y su interaccion con proteinas de la
heterocromatina

Se ha propuesto que el principal papel del
complejo ORC en el silenciamiento del locus del
mating type en S. cerevisiae puede estar mediado
por su interaccion con Sirlp (Figura 6), una de
las 4 proteinas SIR (Silent Information Regulator).
En esta levadura Sir1p favorece la formacion de do-
minios de cromatina silenciada estabilizando la union
de otras proteinas como Sir4p, que junto con Sir2p y
Sir3p contribuyen al establecimiento y expansion de
estas regiones (Triolo and Sternglanz, 1996).

Sir1p, al igual que el resto de proteinas SIR, no
establece un contacto directo con el DNA (Guarente,
1999), por este motivo, su reclutamiento al locus del
mating type depende de su interaccion con el domi-
nio BAH (Bromo Adjacent Homology) localizado en

Orc1p

Sirlp

Figura 6. Estructura del complejo Sirip/Orcip en
S. cerevisiae. La interaccion fisica entre Sirip y ORC es critica
para el establecimiento de dominios de cromatina silenciada
en el locus del mating type en S. cerevisiae. Esto es debido
a que el dominio BAH (Bromo-adjacent homology) de Orc1p
interacciona con el dominio OIR (ORC Interaction Region) de
Sir1p. Esa union estabiliza a otras proteinas de la familia Sir
como Sirdp permitiendo el silenciamiento transcripcional de
esa region. Modificada de Hou et al. (2005) PNAS 102, 8489.
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el extremo N-terminal de la subunidad Orc1p y por
tanto, del posicionamiento de ORC (Gardner and
Fox, 2001; Hou et al., 2005).

En eucariotas superiores el papel de ORC en la
formacion de la heterocromatina se apoya principal-
mente en la interaccion fisica existente entre este
complejoy la proteina HP1 (Heterochromatin Protein
1) y en la consiguiente localizacion de ORC en estas
regiones. Asi, la subunidad ORC2 de humanos (Pra-
santh et al., 2004; Figura 7) y de Drosophila (Pak et
al., 1997) se localizan in vivo en zonas heterocroma-
ticas en las que colocalizan con HP1.

ORC2

HP1a

Figura 7. La subunidad ORC2 del complejo ORC de huma-
nos colocaliza con zonas de heterocromatina durante la
fase G1y fase S temprana. Inmunofluorescencia con anticuer-
pos frente a ORC2 (a) y a HP1a (a') en células MCF7. “Merge”
(a") representa las areas de colocalizacion de las dos protei-
nas. Modificada de Prasanth et al. (2004) EMBO J. 23, 2651.

HP1 pertenece a una familia de proteinas que
actuan como organizadores de la heterocromatina y
que estan presentes en gran variedad de organismos
eucariotas que van desde S. pombe (Swibp, Chp1p
y Chp2p) a humanos (HP1a, HP1B y HP1y). En
S. cerevisiae, Sirlp es considerado el homélogo
funcional de HP1, aunque a nivel de secuencia no
tengan similitud (Callebaut et al., 1999). La relacion
entre ORC vy las proteinas HP1 parece revelar un
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papel conservado de ORC en numerosos organis-
mos. La existencia de una interaccion directa se ha
demostrado en Drosophila, mediante experimentos
de coinmunoprecipitacion en extractos embrionarios
(Huang et al., 1998), en Xenopus utilizando ensayos
de dos hibridos (Pak et al., 1997) y enlineas celulares
humanas empleando la técnica de Transferencia
de Energia de Resonancia Fluorescente (FRET)
y la coinmunoprecipitacion (Lidonnici et al., 2004;
Prasanth et al., 2004). En estas tres especies se ha
descrito que el responsable de la interaccién con
HP1 es el extremo N-terminal de la subunidad Orc1.
Curiosamente, este dominio, que no esta conserva-
do a nivel de secuencia entre distintos organismos,
es el que interacciona especificamente con Sir1p en
S. cerevisiae.

La levadura de fision se ha convertido en uno de
los mejores modelos para el estudio de la heterocro-
matina debido al mayor tamafio de estas regiones
con respecto a S. cerevisiae y a que comparte mu-
chos de los factores implicados en la dindmica de
la heterocromatina con eucariotas superiores. Las
principales regiones heterocromaticas de S. pombe
se localizan en los centromeros, el locus del mating
type, el DNA ribosomal, los telémeros y las regiones
subteloméricas (Grewal and Jia, 2007; Figura 8).
Numerosos mecanismos epigenéticos regulan el
estado de la cromatina en estas zonas, como las
modificaciones postraduccionales de histonas, que
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Figura 8. Principales regiones heterocromaticas de S. pombe. Los centrémeros, el locus del mating type y las regiones subtelo-
méricas son las zonas heterocromaticas del genoma de este organismo. Los centrémeros de S. pombe contienen unas repeticiones
dg/dh que generan un transcrito que es procesado por la maquinaria del RNAI para la formacién de heterocromatina. Las repeti-
ciones invertidas IRC y los tRNAs impiden la propagacion de la heterocromatina a las regiones adyacentes. El elemento cenH del
locus del mating type es una repeticion del tipo dg/dh que favorece la nucleacion de heterocromatina en la regién de 20 Kb en la que
se sitlan los cassettes silenciados mat2 y mat3. Esa region esta delimitada por unas repeticiones IR. Las regiones subteloméricas
también estan formadas por heterocromatina. El gen SPAC212.11 y su paralogo parcial incluyen en su secuencia codificante un

elemento de tipo cenH.

tienen un papel importante en la organizacién de
los genomas en distintos dominios (Jenuwein and
Allis, 2001). La heterocromatina tiene un patrén de
modificacién de histonas distintivo que se caracte-
riza por una hipoacetilacion y una metilacion de la
lisina 9 de la histona H3 (H3K9me), mientras que
la acetilacion de la histona H4 y la metilacion de
la lisina 4 en la histona H3 (H3K4me) son marcas
especificas de la eucromatina (Grunstein, 1998).

En S. pombe la proteina Clr4 (cryptic loci re-
gulator 4), que es el homologo de SU(VAR)3-9
en Drosophila, es la encargada de metilar es-

pecificamente a H3K9 (Zhang et al., 2006). Esta
metilacién actlia como el anclaje necesario para
reclutar proteinas que directa o indirectamente
pueden modificar la estructura de la cromatina.
La distribucion de H3K9me se extiende a lo largo de
las principales zonas heterocromaticas de S. pombe
lo que limita el posicionamiento de las proteinas con
“chromodomains” (chromatin organization modifier
domain) como Swi6p o Chp1p a estas regiones, ya
que reconocen especificamente esa marca epigené-
tica. Sin embargo, estos marcadores epigenéticos
también se han identificado en zonas puntuales
localizadas fuera de las regiones mayoritarias de
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heterocromatina y que corresponden, en su mayo-
ria, a genes de expresion meidtica (maet*, mae2",
mei4*) lo que sugiere que la heterocromatina puede
estar implicada en la regulacion del programa de es-
porulacion de S. pombe.

Como ya se ha mencionado, una de las regiones
heterocromaticas de S. pombe son los centrome-
ros. Estos presentan una organizacion similar pero
no idéntica en los tres cromosomas, su tamafio
oscila entre 35-115 Kb y contienen secuencias de
DNA repetidas que son necesarias para su funcion
(Chikashige et al., 1989; Wood et al., 2002). Los
centromeros de S. pombe son mas similares en
cuanto a tamafio y complejidad a los de eucariotas
superiores que a los de S. cerevisiae, que estan es-
pecificados por aproximadamente 150 pb y no con-
tienen secuencias repetidas (Clarke, 1990).

En S. pombe los centrdmeros estan compuestos
por un elemento central cnt (central core), que es el
sitio de formacién del cinetocoro, y unas repeticiones
invertidas que lo flanquean. Existen dos tipos de re-
peticiones: las interiores (imr de inner most repeats)
que son especificas de cada centromero y las ex-
teriores (ofr de outer repeats) que a su vez estan
formadas por varias unidades repetitivas dg y dh.
La secuencia de las repeticiones dg y dh esta muy
conservada en los tres centrémeros (Wood et al.,
2002). Las repeticiones de tipo dg/dh estan también
presentes en las otras dos regiones heterocromati-
cas (Figura 8). Asi, el elemento cenH del locus del
mating type y el “cenH-like” del gen subtelomérico
SPAC212.11 presentanun 96% y un 70% de identidad
respectivamente con las repeticiones dg/dh centro-
méricas (Grewal and Klar, 1997).
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5.2 Transcripciony formacioén de heterocromatina

Estudios recientes han demostrado que la maqui-
naria del RNAde interferencia (RNAI) genera siRNAs
(RNAs de interferencia de pequefio tamafio) a partir
de los trancriptos repetitivos de tipo dg/dh, que
actian como determinantes especificos para la
nucleacion de heterocromatina en regiones concre-
tas del genoma (Hall et al., 2003; Cam et al., 2009;
Figura 9). El hecho de que la generacion de siRNAs
a partir de estas repeticiones sea un paso clave en
la formacién de heterocromatina plantea una apa-
rente contradiccion, porque es necesario que esas
zonas se transcriban por la RNA polimerasa Il para
ser silenciadas (Cam et al., 2005).

Estudios recientes demuestran que la trans-
cripcién de esas regiones heterocromaticas esta
controlada de manera dependiente del ciclo celular
(Chen et al., 2008; Kloc et al., 2008). Durante G2 se
detecta la presencia de Swi6p en las repeticiones
heterocromaticas como consecuencia de un alto
nivel de metilacion de la H3K9. La fosforilacion de la
serina 10 de la histona H3 (H3S10) en estas regiones
durante la mitosis facilita el reclutamiento de la
condensina (que participa no sélo en lacondensacion
de los cromosomas mitéticos sino también en el si-
lenciamiento de las repeticiones heterocromaticas) e
impide la unién de Swibp. Durante la transicion G1/S
disminuyen los niveles de condensina, lo que permi-
te el acceso de la RNA polimerasa |l a estas zonas.
De esta forma, los transcriptos de las repeticiones
de tipo dg/dh se acumulan transitoriamente durante
fase S. Estos transcritos se procesan rapidamente a
siRNAs que favorecen la metilacion de la H3K9 y el
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Figura 9. Transcripcion y formacion de heterocromatina en S. pombe. La formacion de la heterocromatina en S. pombe requiere
la accion coordinada de proteinas modificadoras de histonas como el complejo CIrC e histonas desacetilasas, proteinas con chromo-
domains como Swi6p o Chp1p y la maquinaria del RNAI. La transcripcion de las repeticiones centroméricas es determinante en la
formacion de heterocromatina mediada por RNAI. En este proceso interviene el complejo RITS (formado por Ago1p, Chp1py Tas3p)
y el complejo de la RNA polimerasa dependiente de RNA (del que forma parte Rdp1p). Dcr1p procesa los transcritos de las repeti-
ciones centroméricas a siRNAs. La interaccion entre CIrC y RITS facilita el procesamiento de los transcritos centroméricos. Set2p
metila la H3K36 permitiendo el reclutamiento de proteinas con actividad histona desacetilasas como Clr6p. La metilacion de la H3K9
por Clrdp permite el reclutamiento de Swibp que es esencial para la expansion de esa marca epigenética al resto del dominio.

posicionamiento de Swibp en estas zonas, volvien-
do a conformarse la estructura tipica de la hetero-
cromatina en esas repeticiones.

En S. pombe mutaciones en los genes que codifican
factores implicados en el procesamiento del RNAi
como Dicer (Dcr1p; un enzima que corta RNA de
doble cadena), Argonauta (Ago1p; una proteina que
es capaz de unirse a RNAs de pequefio tamafio) o
la RNA polimerasa dependiente de RNA (Rdp1p),
provocan defectos en la formacidén y el manteni-
miento de la heterocromatina (Volpe et al., 2002).
Pero esta ruta de formaciéon de heterocromatina
constitutiva no es unica, porque se sabe que existen
otros mecanismos independientes en los que inter-
vienen proteinas de unién al DNA como los factores

de transcripcion Atf1p y Pcrip que favorecen la for-
macion de heterocromatina en el locus del mating
type (Jia et al., 2004).

5.3 Estructuray funcion del locus del mating type

El locus del mating type es responsable de la
alternancia entre los tipos sexuales P (+) y M (-)
en cepas homotalicas. La principal funcién del
tipo sexual M y P es establecer un sistema de re-
conocimiento complementario mediante el cual los
dos tipos celulares pueden identificarse mutuamen-
te gracias a la secrecion de feromonas y a los co-
rrespondientes receptores de membrana.
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Asi, las células My P s6lo difieren en la expresion de
algunos genes que son necesarios para la sintesis
0 el procesamiento de estos componentes especifi-
cos del tipo celular. La ruta de diferenciacién sexual
se activa cuando la concentracion de nutrientes en
el medio deja de ser dptima. En ese momento, las
células haploides de tipos sexuales contrarios My P
conjugan para generar zigotos diploides que entran
en meiosis y esporulan produciendo cuatro esporas
haploides.

En una cepa homotélica h®, que es considerada
silvestre respecto al locus del mating type, esta
region contiene tres cassettes: mat1, mat2 y mat3
(Egel, 1977). Mat1 es el Unico transcripcionalmente
activo y determina el tipo sexual de la célula depen-
diendo de si los genes localizados en esta region
son de clase M o P. De esta forma, el cassette mat1
puede encontrarse en dos versiones diferentes:
mat1-M (en las células M) o mat1-P (en las células
P).

22

Mat2-P y mat3-M son cassettes silenciados “de al-
macenamiento de informacién” situados en una re-
gion de 20 Kb de heterocromatina a una distancia de
mat1 de 17 y 29 Kb, respectivamente (Egel, 1984).
La informacion presente en el cassette mat1 de la
cepa h* es reemplazada mediante recombinacion y
conversion génica a partir de las secuencias almace-
nadas en los cassettes silenciados mat2-Py mat3-M
produciéndose como resultado de este proceso un
cambio al tipo sexual opuesto (Grewal and Jia, 2007).
La heterocromatina esta implicada en este proceso
de switching facilitando que el complejo promotor de
la recombinacién (RPC) se posicione de manera di-
ferencial dependiendo del tipo sexual de la célula.
Asi, en células P, el complejo RPC se une exclusiva-
mente a la region adyacente a mat3-M, mientras que
en células M este complejo se sitia en un dominio
més extenso que abarca la region entre mat2-Py
mat3-M al completo (Jia et al., 2004).
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Obijetivos

1. Analizar si las especies evolutivamente mas préximas a S. pombe (S. octosporus y S. japonicus)
presentan regiones con un contenido en A+T significativamente superior a su promedio genoémico y
un dominio N-terminal con motivos AT-hooks en la proteina ortéloga a Orc4p.

2. Generacion de mutantes de S. pombe con un nimero variable de AT-hooks de la proteina Orc4p para
analizar el posible efecto que esas modificaciones pueden tener sobre la iniciacion de la replicacion y la

estabilidad genética.

3. Identificacion de funciones no directamente relacionadas con la replicacion del DNA que el complejo
ORC podria desempefiar en S. pombe.
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Resultados

1. GRADO DE SIMILITUD DE SECUENCIAS DE
PROTEINAS Y GENES EN LAS ESPECIES DEL
GENERO Schizosaccharomyces

Como se ha comentado en la introduccion, el
extremo N-terminal de Orcdp con 9 AT-hooks y la
riqueza en A+T de los origenes de replicacion, pa-
recen ser caracteristicas unicas de S. pombe. Este
sistema de dos componentes plantea cuestiones
interesantes, como de qué manera Orc4p ha adqui-
rido ese dominio adicional o si la elevada proporcion
de A+T de los ORIs precede a la adquisicién del ex-
tremo N-terminal. Para responder a estas pregun-
tas, nos propusimos averiguar si estas propiedades
estaban presentes en alguno de los organismos
evolutivamente mas proximos a S. pombe. Por este
motivo, nos centramos en el estudio de las otras dos
especies que forman parte del género Schizosa-
ccharomyces: S. octosporus 'y S. japonicus.

Para analizar si la riqueza en A+T de los ORIs
es una caracteristica conservada en S. octosporus
y S. japonicus, tendriamos que identificar, en primer
lugar, las regiones que funcionan como ORIs en
sus genomas, y posteriormente analizar su conte-
nido en A+T. Una manera de obtener una coleccion
de fragmentos que nos pueda proporcionar alguna
evidencia sobre la composicion y la localizacion de
los ORIs en estas especies, es realizar un ensayo
ARS usando estos organismos como receptores de
su propio DNA genémico. Sin embargo, no se ha
descrito hasta la fecha un protocolo especifico para
la transformacion de estas especies ni se dispone
de marcadores de seleccién como en S. pombe.
Por todo ello, decidimos abordar este estudio me-

diante la comparacion de regiones que contienen
ORIs en S. pombe con las correspondientes re-
giones intergénicas ortélogas de S. octosporus y
S. japonicus. El objetivo es averiguar si esas re-
giones intergénicas tienen un elevado porcentaje
en A+T y si son capaces de iniciar la replicacion.
Para poder llevar a cabo este tipo de analisis es
necesario identificar los genes ortdlogos en los
tres organismos y que la disposicion relativa de
esos genes en el genoma no se haya alterado
de manera significativa durante la evolucién. En
S. octosporus se han contabilizado 4925 ORFs y
4814 ORFs en S. japonicus cuyas secuencias se
pueden consultar en la pagina web del Broad Ins-
titute. Para obtener esa estimacion, realizamos un
alineamiento global de la secuencia de 50 proteinas
de S. pombe (obtenidas de las bases de datos del
NCBI) con las correspondientes proteinas ortdlo-
gas de S. octosporus y S. japonicus (obtenidas de
las bases de datos del Broad Institute) mediante el
programa de analisis de secuencias “LALIGN’
disponible en la pagina web http://www.ch.embnet.
org/software/LALIGN_form.html.

Esta comparacion revela que la identidad de
secuencia aminoacidica promedio entre S. pombe y
S. octosporus es de aproximadamente el 64.3%,
mientras que entre S. japonicus y S. pombe esa cifra
desciende al 57.5%. Este resultado apoya la estruc-
tura del arbol filogenético de la Figura 4 de la in-
troduccion, segun el cual S. pombe y S. octosporus
estarian mas proximos evolutivamente. Estos datos
también indican que la secuencia de las proteinas,
y por tanto de los genes que las codifican, estan lo
suficientemente conservadas entre las tres especies
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como para poder identificar de forma fiable las pro-
teinas y los genes ortdlogos.

Pero para poder identificar las regiones intergéni-
cas ortblogas es necesario que esa conservacion a
nivel de secuencia de los genes vaya acompafiada
de una conservacién significativa de su disposicion

S. pombe
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Figura 10. Comparacion de tres regiones ortélogas en el género Schizosaccharomyces. Para analizar el grado de sintenia
comparamos las regiones de S. octosporusy S. japonicus ortélogas a una zona de 55 Kb de S. pombe (posiciones 3863504-3918245
del cromosoma II). Observamos que el tamafio de los genes, su disposicion relativa y la orientacién de la transcripcion estan mas
conservados entre S. pombe y S. octosporus que con S. japonicus. Los genes estan representados por rectangulos rojos o azules
dependiendo de si se transcriben hacia la izquierda o la derecha, respectivamente. El perfil A+T (en ventana de 500 pb y paso de 50
pb) de la regién de S. octosporus es muy similar al de S. pombe, aunque el contenido A+T es ligeramente inferior. El perfil A+T de S.
japonicus difiere mucho de los otros dos tanto en el porcentaje A+T como en la forma. El promedio A+T del genoma de cada uno de
estos organismos esta sefialado por una linea discontinua verde y el promedio intergénico por una linea discontinua roja. Las flechas
numeradas 1,2 y 3 corresponden a las regiones intergénicas que contienen las islas A+T 2117, 2118 y 2119, respectivamente.
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region de S. pombe compartian muchas similitudes
con sus ortologos en S. octosporus: el tamafio era
parecido, su disposicion relativa estaba conservada e
incluso la orientacion de la transcripcion se mantenia.
En el caso de S. japonicus el grado de conservacion
de esos parametros respecto a S. pombe parece ser
menor, ya que los genes ortdlogos difieren mas en
su tamafio, y aparecen genes que no tienen identi-
dad de secuencia significativa con ninguno de los 25
genes descritos en esa region en S. pombe.

La comparacion de las secuencias de proteinas
ortélogas junto con el estudio del grado de sintenia
demuestran que S. pombe esta mas proximo evolu-

tivamente a S. octosporus que a S. japonicus.

2. DIFERENCIAS EN EL CONTENIDO A+T DE
REGIONES ORTOLOGAS

El analisis del perfil A+T de regiones ortologas en
las tres especies pone de manifiesto diferencias no-
tables en la composicion de bases de sus genomas.
En la Figura 10 se muestran los perfiles A+T (en
ventana de 500 pb y paso de 50 pb) de tres regiones
ortélogas cuyas secuencias hemos obtenido de la
base de datos del Broad Institute (http://www.broad.
mit.edu/annotation/genome/schizosaccharomy-
ces_group/Multi Home.html). Como se observa en
la figura, el perfil A+T de S. octosporus es muy si-
milar al de S. pombe, aunque el contenido A+T es
ligeramente inferior. Sin embargo, el perfil A+T de
S. japonicus difiere notablemente de los otros
dos, no sélo en cuanto al porcentaje A+T (que es
visiblemente menor) sino también en su forma.

Una medida objetiva de esas observaciones es el
diferente promedio gendémico en A+T que tienen
estos organismos. S. pombe €s la especie con un
mayor promedio genomico global en A+T (64%), fren-
te al 62% de S. octosporusy al 56% de S. japonicus.
Ademas, hemos estimado el promedio intergénico
en A+T de S. octosporus y S. japonicus analizando
el porcentaje de A+T de 50 regiones ortdlogas en
cada una de las dos especies. El resultado es que
las regiones intergénicas tienen un contenido A+T
promedio del 68% en S. octosporus y del 60% en
S. japonicus frente al 70% que se detecta en
S. pombe (Segurado et al., 2003). Hemos observado
que el contenido A+T de las ORFs también es
diferente entre estas especies.

Pero S. pombe no sdlo presenta el contenido
promedio en A+T mas alto de las tres especies,
sino que al evaluar el porcentaje A+T de cada una
de las ventanas de 500 pb en las que se han di-
vidido las tres regiones ortdlogas de la Figura 10,
se observa que solo tres (sefialadas por una fle-
cha en la figura) tienen un contenido en A+T su-
perior al 75%. Estas regiones corresponden a tres
islas A+T de S. pombe, una de las cuales también
estd caracterizada en los estudios de Hayashi et
al. (2007) como origen de replicacion (isla A+T
2117, isla A+T 2118, isla A+T 2119/0ORI 2146).

El contenido A+T gendmico e intergénico de S. pom-
be es mayor que el de S. octosporus'y S. japonicus.
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Figura 11. Localizacion de las zonas ricas en A+T en el género Schizosaccharomyces. Hemos analizado el perfil A+T (en
ventanas de 200 nucleétidos y paso de 50 nucledtidos) de regiones ortélogas a zonas con un elevado contenido en A+T en las
tres especies: la isla A+T 1031 de S. pombe, la region comprendida entre las posiciones 178147-178518 del supercontig 8 de S.
octosporus y la region situada entre las posiciones 407927-409005 del supercontig 1 de S. japonicus. Estas dos ultimas estan sefia-
ladas con un cuadrado gris y una flecha en las graficas. Las regiones ortélogas a esas zonas ricas en A+T no presentan un elevado
contenido en adenina y timina en ninguno de los casos analizados. Los genes estan representados por rectangulos rojos o azules
dependiendo de si se transcriben hacia la izquierda o la derecha, respectivamente. La linea discontinua roja representa el porcentaje
de A+T promedio que tienen las islas A+T de S. pombe en una ventana de 200 pb.

3. IDENTIFICACION DE ZONAS RICAS EN A+T
EN S. octosporus Y S. japonicus

ComosemuestraenlaFigura1delaintroduccién,
en S. pombe la composicién en adenina y timina de
lasislasA+T depende del tamafio de las ventanas que
consideremos. Asi, en ventanas de 100 pb es 285%
A+T, 200 pb 280% A+T, 300 pb =279% A+T, 400 pb
277%A+T,500 pb=75%A+T (Segurado et al., 2003).
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A partir de esos datos hemos rastreado 500 Kb del
genoma de S. octosporus y S. japonicus en busca
de ventanas de entre 100 a 1000 pb que tengan un
contenido en A+T tan elevado como las islas A+T
de S. pombe. De esta manera, hemos identificado
regiones en S. octosporus que tienen de promedio
200 pb de longitud y un porcentaje A+T del 81%.
Estas zonas estan distribuidas con una frecuencia
de 55 Kb. En el genoma de S. japonicus también
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encontramos zonas con un tamafio medio de 200 pb
que presentan un contenido A+T promedio del 83%.
En este caso la frecuencia estimada de aparicién de
estas regiones es de 166 Kb. En S. pombe la fre-
cuencia con la que aparecen las islas A+T es mas
alta (1 cada 33 Kb).

Hemos estudiado la localizacion de esas zonas

con un elevado contenido en A+T, con el objetivo
de averiguar si su posicion en el genoma se habia
conservado en las tres especies. Para ello elegimos
tres regiones que en una ventana de 200 pb tienen
un contenido en A+T tan elevado como las islas A+T
de S. pombe: la isla A+T 1031, la region intergénica
situada entre las posiciones (178147-178518) del
supercontig 8 de S. octosporus y la region intergéni-
ca situada entre las posiciones (407927-409005) del
supercontig 1 de S. japonicus (Figura 11).
El resultado que obtuvimos fue que las regiones de
S. octosporus y S. japonicus ortdlogas a la isla A+T
1031 de S. pombe no contenian zonas ricas en A+T,
y viceversa, las zonas ortdlogas en S. pombe a las
regiones ricas en A+T de las otras dos especies no
colocalizaban con islas A+T.

En S. octosporus y S. japonicus existen zonas que
tienen un contenido en adenina y timina tan elevado
como las islas A+T de S. pombe. Esas zonas no son
ortélogas a las islas A+T de S. pombe.

4. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ORI EN REGIO-
NES ORTOLOGAS DE S. pombe Y S. octosporus

La presencia en S. octosporus y en S. japonicus
de regiones con un porcentaje A+T tan elevado
como las islas A+T de S. pombe no garantiza que
en esas zonas se inicie la replicacion del DNA.
Otra posibilidad es que los origenes de replicacion
se localicen en posiciones ortélogas en las tres
especies independientemente de si el contenido en
A+T es elevado en los tres casos. Eso implicaria,
de acuerdo con los datos que se acaban de presen-
tar, que los ORIs de S. octosporus y de S. japonicus
no se caracterizarian por un elevado contenido en
A+T sino que estas regiones tendrian un porcentaje
A+T muy similar a su promedio intergénico. Para es-
tudiar con mas detalle el grado de conservacion en
la ubicacion de los ORIs en el genoma, decidimos
comparar dos ORIs analizados por electroforesis
bidimensional: la isla A+T 2115 y el ars3001 de
S. pombe con las regiones ortélogas en S. octospo-
rus'y S. japonicus.

En la Figura 12A esta representado el perfil A+T
(en ventanas de 500 pb y paso de 50 pb) de la region
de 20 Kb que contiene la isla A+T 2115 de S. pombe
y las correspondientes zonas ortologas de las otras
dos especies. En S. octosporus y S. japonicus no se
detecta ninguna ventana de 500 pb con un conte-
nido en A+T tan elevado (=75%) como las islas A+T
de S. pombe (hemos repetido el analisis empleando
ventanas mas pequefias y tampoco se encuentran
zonas tan ricas en A+T como en S. pombe). La com-
paracion del perfil A+T de esas tres regiones pone
de manifiesto la gran similitud existente entre el
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Figura 12. Comparacion del perfil A+T y de la actividad replicativa en regiones ortélogas de S. octosporusy S. japonicus a
origenes de replicacién de S. pombe. A. Se muestra el perfil A+T de la regién de 20 Kb de S. pombe que contiene la isla A+T 2115
y las zonas ortélogas de S. octosporus 'y S. japonicus. Los rectangulos rosas representan la regién intergénica en la se encuentra la
isla A+T y su ortéloga en S. octosporus, mientras que el amarillo representa la correspondiente regidn ortologa en S. japonicus. Se
ha empleado una ventana de 500 nucleétidos y un paso de 50 nucleétidos. La linea discontinua roja representa el porcentaje A+T
minimo que tienen las islas A+T de S. pombe con esa ventana. B. Perfil A+T de dos unidades transcripcionales del rDNA (represen-
tadas en verde) de cada una de las tres especies. C. Superposicion de los perfiles A+T de S. pombe y S. octosporus de las figuras
Ay B. D. Analisis de la actividad de origen de replicacion de laisla A+T 2115y del ars3001 de S. pombe y de las zonas ortélogas en
S. octosporus. La regién analizada por electroforesis bidimensional esta indicada por un corchete negro en las figuras Ay B.
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Figura 13. Tipos de intermediarios de replicacion detectados mediante electroforesis bidimensional en geles de agarosa.
Esta técnica permite distinguir entre fragmentos de restriccién que contienen un origen de replicacion activo y aquellos que son
replicados de forma pasiva. EI DNA genémico se digiere con un enzima de manera que el fragmento de interés quede centrado. Los
intermediarios de replicacion se separan mediante electroforesis en base a su tamafio (12 dimension) y estructura (22 dimensién)
dando lugar a un arco pasivo formado por horquillas de replicacién que aparecen cuando ese fragmento se replica de forma pasiva.
Si esa region contiene un ORI aparece ademas un arco activo compuesto por burbujas de replicacion. En ocasiones se puede ob-

servar una sefial vertical correspondiente a los intermediarios de recombinacion.

perfil A+T de S. pombe y el de S. octosporus y que
ya podia apreciarse en la Figura 10. Esta seme-
janza queda aun mas patente en la Figura 12C
donde ambos perfiles se superponen en toda su
longitud con bastante exactitud, salvo en la region
que contiene la isla A+T. Esto es debido a que la
region intergénica de S. octosporus ortéloga a la isla
A+T 2115 no es rica en adenina y timina.

Para estudiar si en esas regiones de S. octos-
porus y S. japonicus ortologas a la isla A+T 2115 se
iniciaba la replicacion, empleamos la técnica de elec-
troforesis bidimensional en geles de agarosa, que se
ha descrito para S. pombe (Brewer and Fangman,
1987). Esta técnica permite distinguir entre fragmen-
tos de restriccion que contienen un origen de repli-
cacion activo en el cromosoma y aquellos que son
replicados de forma pasiva. En el diagrama de la
Figura 13 estan representados los diferentes tipos
de intermediarios de replicacion que podemos dis-

tinguir con este método. Hemos introducido algunas
modificaciones en este protocolo detalladas en
el apartado 5.2 de materiales y métodos, que nos
han permitido detectar horquillas y burbujas de re-
plicacién en S. octosporus. Sin embargo, no hemos
podido poner a punto esta técnica para S. japonicus.

Al analizar con ese protocolo modificado la
region de S. octosporus ortdloga a la isla A+T 2115
observamos que solo aparecia arco pasivo (Figu-
ra 12D). Por lo que parece que, al menos en ese
caso, la posicion del ORI no se habria conservado,
aunque en ese momento, no se podia descartar que
la ausencia de arco activo fuera debido a que las
variaciones en el protocolo hicieran més susceptibles
a las burbujas de replicacion de ser degradadas.
Para averiguar si éramos capaces de detectar
burbujas de replicacion con ese protocolo nece-
sitAbamos identificar una zona de S. octosporus
que fuese un buen candidato a contener un ORI.
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Para ello seleccionamos la region entre las dos uni-
dades transcripcionales del DNAribosomal. El motivo
eslapresenciade un ORI (elars3001) en esazonaen
S. pombe (Sanchez et al., 1998) y en otros orga-
nismos como S. cerevisiae (Linskens et al., 1988)
y humanos (Little et al., 1993). El perfil A+T de la
region que incluye el ars3001 de S. pombe y su or-
téloga en S. octosporus es, al igual que en el caso
anterior, muy similar, siendo la region que contiene
el ORI en la que se detectan las mayores diferencias
en composicion nucleotidica (Figura 12C).

Hemos utilizado una sonda de esa region de
S. octosporus para hibridar el mismo filtro con el que
se detecta arco pasivo en la region ortbloga a
la isla A+T 2115 (Figura 12D). El resultado es la
identificacion del primer origen de replicacién de
S. octosporus. En laregion que contiene el ORI no se
detecta ninguna ventana de 500 pb con un porcenta-
je en A+T superior al 75% necesario para considerar
a una region isla A+T en S. pombe. Sin embargo, al
emplear ventanas mas pequefias encontramos una
region de 200 pb con un contenido en A+T del 80%
que es tan alto como el que presentan las islas A+T
de S. pombe.

Hemos analizado la capacidad de iniciar la replica-
cion de dos zonas del genoma de S. octosporus or-
télogas a dos origenes de replicacion de S. pombe:
laisla A+T 2115y el ars3001. La primera se replica
pasivamente pero la segunda es un origen de repli-
cacion que contiene en su secuencia una region de
200 pb tan rica en A+T como las islas de S. pombe.
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5. IDENTIFICACION DEL GEN DE S. octosporus
Y DE S. japonicus ORTOLOGO AL orc4+ DE
S. pombe

Cuando empezamos estos estudios de gendmica
comparativa no se habia iniciado el proyecto de
secuenciacion del genoma de S. octosporus y
de S. japonicus, por lo que desconociamos qué
estructura tenia la proteina Orc4 de estas especies.
Hemos identificado un ORI en S. octosporus (la
zona ortéloga al ars3001 de S. pombe) que contiene
una secuencia de 200 pb tan rica en A+T como las
islas A+T de S. pombe. Esto podria sugerir la
presencia de un dominio con motivos AT-hooks
capaces de unirse a esas secuencias ricas en A+T.

Dada la importancia que tendria para nuestro
estudio el analisis comparativo de las proteinas Orc4
de las tres especies del género, decidimos iden-
tificar el gen que codifica para esta subunidad en
S. octosporus y S. japonicus. Con este objetivo,
nos propusimos rastrear una genoteca en la que
estuviera representado el genoma de S. octosporus
(o de S. japonicus) en busca de clones portadores
del gen orc4. Pero para llevar a cabo este rastreo
necesitabamos disponer de una sonda especifica
del orc4 de estas dos especies.

Para conseguir esa secuencia, realizamos un
alineamiento multiple de las proteinas Orc4d de
S. pombe, S. cerevisiae, X. laevis, Mus musculus y
humano, con el que esperabamos identificar alguna
region conservada. De esta manera, encontramos
una regién de 7 aminoacidos (LLYNLFD) y otra de
10 aminoacidos (LEKRVKSRFS) idénticas en las
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cinco especies, en base a las cuales disefiamos
dos oligonuclettidos degenerados. Con ellos am-
plificamos por PCR utilizando como molde DNA de
S. octosporus un fragmento de aproximadamente
100 pb, que correspondia al gen orc4 de esta espe-
cie. Si usabamos para la reaccion DNA de S. japo-
nicus, obteniamos un fragmento del mismo tamafio
pero del orc4 de S. japonicus. Utilizando esos frag-
mentos de PCR como sondas, conseguimos identifi-
car clones que contenian fragmentos de DNA geno-
mico que incluian el gen orc4 de estos organismos.

De este modo, obtuvimos la secuencia completa
del gen orc4 de S. octosporus y de S. japonicus, que
tiene exactamente la misma longitud (2694 pb) en
ambos casos. Actualmente, estos datos se pueden
consultar en la pagina web del Broad Institute. El
andlisis de estas secuencias reveld la presencia en
los dos organismos de un dominio N-terminal con un
tamafio similar al de S. pombe y que también conte-
nia motivos AT-hooks.

S. octosporus vs. S. pombe

S. japonicus vs. S. pombe

En comparacion con el dominio N-terminal de
S. pombe, que tiene una longitud de 1545 pb y 9
AT-hooks (Chuang and Kelly, 1999), el dominio de
S. octosporus tiene 1320 pb y 4 AT-hooks, mientras
que en S. japonicus tiene 1314 pb y 5 AT-hooks.
Para determinar la longitud de estos dominios se ha
tenido en cuenta el punto en el empieza a detectarse
la homologia en las secuencias con las que realiza-
mos el alineamiento.

En la Figura 14 se muestran los alineamientos
de las proteinas Orc4 de las tres especies del
género Schizosaccharomyces. Para realizar estas
gréficas empleamos el programa dotmatcher que
esta disponible en la pagina web de EMBOSS. Un
dotplot es una representacion gréafica de las regiones
de similaridad que presentan dos secuencias y que
se visualizan como lineas diagonales. Al comparar
dos a dos la secuencia de las proteinas Orc4 se
detectan zonas que tienen homologia en la region
conservada C-terminal y los motivos AT-hooks.

S. japonicus vs. S. octosporus

N .
m
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Figura 14. Alineamiento de las proteinas Orc4 de las tres especies del género Schizosaccharomyces. Hemos utilizado el pro-
grama dotmatcher de EMBOSS para generar dotplots (con ventana de 11 y umbral de 28) de los alineamientos entre las proteinas
Orc4. Las lineas diagonales de cada una de las graficas representan las regiones que presentan similitud. Estas zonas correspon-

den a la regién C-terminal y a los motivos AT-hooks.
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Para analizar en detalle el grado de similitud de
las secuencias realizamos un alineamiento global
mediante el programa LALIGN (Figura 15). Como
puede apreciarse, el extremo C-terminal esta mucho
mas conservado en términos de secuencia de ami-
noacidos (66% de identidad entre S. octosporus y
S. pombe, 53% de identidad entre S. japonicus y
S. pombe) que la regidn N-terminal (15% de identidad

S. pombe vs. S. octosporus
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entre S. octosporus y S. pombe, 10% de identidad
entre S. japonicus y S. pombe) donde practicamente
las Unicas secuencias conservadas son las de los
AT-hooks.

La proteinas Orc4 de S. octosporus 'y de S. japoni-
cus tienen un dominio N-terminal con 4 y 5 AT-hooks

respectivamente.

S. pombe vs. S. japonicus
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AT-hooks S. pombe
AT-hooks S. octosporus
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AT-hooks S. japonicus

Figura 15. Alineamiento de la secuencia de la proteina Orcdp de S. pombe con sus ortélogas en S. octosporusy S. japo-
nicus. Los aminoacidos idénticos se sefialan por un asterisco azul. Las secuencias de los AT-hooks de S. pombe se representan
en rojo, las de S. octosporus en verde y las de S. japonicus en violeta. La region C-terminal conservada esta incluida dentro de un

rectdngulo negro.
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1. CONSTRUCCION Y CARACTERIZACION DE
CEPAS MUTANTES DE Orc4p

1.1 Construccion de cepas mutantes de Orcdp

El gen orc4*, al igual que el resto de genes que
codifican para la subunidades del complejo ORC,
es esencial para la viabilidad de S. pombe (Chuang
and Kelly, 1999). Por este motivo, para poder estu-
diar la funcion que desempefian estas subunidades
se dispone de varios mutantes termosensibles (ts).
Algunas de estas cepas termosensibles que se han
descrito presentan mutaciones en los genes orc1*
(mutante orc1-4; Grallert and Nurse, 1996), orc2*
(mutante orc2-2; Kiely et al., 2000) y orc5* (mutantes
orc5-H19y orc5-H37; Kato et al., 2008).

En S. cerevisiae también se han empleado cepas
que presentan mutaciones en las subunidades orc2*

SPBP23A10.12 Wt (9 AT-hooks) orc4*

7 AT-hooks
[ I 11

orc4*

y orcd" (mutantes orc2-1 y orch-1 respectiva-
mente; Foss et al., 1993; Fox et al., 1995). Sin
embargo, la presencia de un dominio N-terminal
exclusivo de la proteina Orcdp de S. pombe po-
dria permitir obtener un tipo de mutantes que no
son factibles en otras especies. Uno de los obje-
tivos de este trabajo ha sido la construccion de
cepas mutantes de Orc4 que presentan un dominio
N-terminal diferente al de la cepa silvestre tanto en
su secuencia aminoacidica como en el numero de
AT-hooks (3, 4,5 6 7). La comparacion entre el feno-
tipo que muestran estas cepas con el tipo silvestre
a nivel de replicacién o de otros procesos celulares,
nos permitira averiguar en qué funciones y de qué
manera actta Orc4p.

En estas cepas hemos sustituido la secuencia del
dominio N-terminal de orc4* por la de la region N-
terminal del gen orc4 de S. octosporus (cepa con

SPBP23A10.14 1Kb

5 AT-hooks orc4*

urag*

4 AT-hooks orc4*
B 7 [ s
3 AT-hooks  orc4*

Figura 16. Organizacion del locus orc4 en las cepas mutantes. Hemos realizado construcciones que tienen un orc4 mutante
que conserva la region que codifica el dominio C-terminal del silvestre (rectangulo gris) pero que presenta una region que codifica
para un dominio N-terminal con una composicion aminoacidica distinta y un menor nimero de AT-hooks: 3, 4,56 7 en vez de 9
(representados en rojo). Estas construcciones también incluian el gen marcador ura4* (en violeta) y los cassettes de recombinacion
necesarios para reemplazar al gen orc4* enddgeno. Los rectangulos verde oscuro y azul respresentan las ORFs flanqueantes a

orc4*en el genoma.
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4 AT-hooks) o de S. japonicus (cepa con 5 AT-
hooks). Las cepas con 3y 7 AT-hooks tienen el mismo
dominio N-terminal que la cepa con 5 AT-hooks, sal-
vo que hemos eliminado o afadido respectivamente
2 AT-hooks.

Para obtener estas cepas, disefiamos varias
construcciones que incluian la secuencia de 1373
nucledtidos de la regidn carboxilo terminal (region
conservada) del orc4* silvestre, que es capaz de
unirse por si sola al resto del complejo ORC (Lee
et al., 2001). Esta region conservada se fusiond con
un dominio amino terminal en la que los 9 AT-hooks
de la proteina silvestre fueron reemplazados por 3,
4,5 6 7 AT-hooks (Figura 16). Los tamafios de la
region N-terminal de estos orc4 mutantes resultan-
tes son 1047 pb (cepa 3 AT-hooks), 1320 pb (cepa
4 AT-hooks), 1314 pb (cepa 5 AT-hooks) y 1485 pb
(cepa 7 AT-hooks), mientras que la del orc4* silves-
tre tiene 1545 pb. Estas construcciones se ligaron
al gen ura4* de S. pombe y se clonaron entre los
cassettes de recombinacion de 1043 pb homologos
a las regiones que flanquean el orc4* enddégeno y
con ellas transformamos la cepa ura4-D18 leu1.32
(auxotrofa para uracilo y leucina).

Al reemplazar el gen orc4* en su locus endégeno
por estas construcciones obtuvimos cepas que, a
pesar de tener un menor numero de AT-hooks, eran
capaces de replicar el genoma de manera lo sufi-
cientemente eficiente como para que la célula fuese
viable y mantuviese un tiempo de generacion similar
al del silvestre.
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1.2 Niveles de expresion de orc4 en las cepas
mutantes

Un dato importante es que los niveles de expre-
sion del gen orc4* silvestre y de los orc4 mutantes
no son idénticos, como tampoco lo es la cantidad
de proteina Orc4 que esta presente en cada cepa
(Figura 17). Se detecta una mayor cantidad de
RNA mensajero y de proteina Orc4 en las cepas
mutantes que en el silvestre, y ademas los niveles

A. Northern Blot

Numero ATH
wk 7 5 4 3

CONIrOl | e s -

B. Western Blot

Numero ATH
wi 5 4 3

orc4

Figura 17. Nivel de expresion de orc4 en las cepas mutan-
tes. A. El nivel de expresion de orc4 en las cepas con 3,4, 5,7
AT-hooks y en el silvestre se ha analizado por Northern blot. Se
ha empleado como sonda un fragmento de PCR de la region
C-terminal de orc4* que es comun a todas las cepas. Como
control de carga se ha rehibridado el mismo filtro con la sonda
del gen cig2* que no altera su expresion en las cepas mutantes.
B. Analisis western blot de la cantidad de proteina Orc4 de las
cepas con 3, 4, 5 AT-hooks v el silvestre. Para detectar la pro-
teina Orc4 empleamos un anticuerpo policlonal que reconoce
una secuencia del extremo conservado (més detalles en el
apartado 7 de materiales y métodos).
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de expresion no son homogéneos entre las distintas
cepas. Este es un dato relevante a la hora de extraer
conclusiones que deriven del fenotipo de estas ce-
pas, ya que podria ser que parte de ese fenotipo que
estudiamos no sea consecuencia directa del nume-
ro de AT-hooks, sino del aumento en la cantidad de
proteina Orc4 disponible por la célula.

Estas cepas mutantes estan construidas de ma-
nera que se reemplaza el orc4* silvestre por las va-
riantes con menos AT-hooks en el locus endégeno,
por lo que estan sometidos al control del mismo pro-
motor, y en principio, no tendria por qué generarse
mas transcrito. Puede ser que el RNA mensajero de
los orc4 mutantes tenga una mayor estabilidad que
el del silvestre o que exista algun mecanismo que
compense la falta del Orcdp enddégeno con un au-
mento en la expresion de los Orc4 mutantes.

Ademas de la distinta cantidad de mRNA de orc4
presente en las cepas, los ensayos de western blot
han puesto de manifiesto la existencia de diferen-
cias notables en la capacidad de migracion en gel de
estas proteinas. Esta divergencia no se corresponde
con las pequefias diferencias en el peso molecular
predicho para cada Orc4: 88.9 kD (cepa con 3 AT-
hooks), 101.2 kD (cepa con 4 AT-hooks), 98.4 kD
(cepa con 5 AT-hooks) y 104.7 kD (cepa con 7 AT-
hooks) y 108.6 kD en la cepa silvestre. Esto puede
ser debido a la inusual composicion aminoacidica
del dominio N-terminal, que es distinto para cada
proteina (Reeves, 2001).

En las cepas mutantes se detecta una mayor canti-
dad de mRNAYy de proteina Orc4 que en el silvestre.

1.3 Caracterizacion fenotipica de las cepas
mutantes de Orc4

La caracterizacion fenotipica de estas cepas
(Figura 18) puso de manifiesto que, la morfologia de
las cepas con un Orc4 mutante es muy parecida a la
del silvestre. Aunque la poblacién de células es mas
heterogénea (porque a una determinada densidad
dptica el rango de tamafios de las células es mayor)
y en general, las células tienden a ser mas alarga-
das y grandes (Figura 18A).

Hemos validado estas observaciones mediante
citometria de flujo y como se puede ver en la Figura
18D, esa tendencia a un aumento de tamafio es mas
acusada cuanto menor es el numero de AT-hooks
de la proteina Orc4 que tenga la cepa. El tiempo de
generacion es practicamente idéntico al del silvestre
tanto en condiciones de crecimiento en medio rico
como en medio minimo (Figura 18B).

El anélisis mediante citometria de flujo también
nos ha permitido confirmar que todas estas cepas
mutantes son haploides y no presentan aberracio-
nes cromosomicas (Figura 18C). El hecho de que
los picos que representan el contenido en DNA estén
ligeramente desplazados hacia la derecha respecto
al silvestre puede ser debido a que las células son
mas grandes y probablemente con un mayor nume-
ro de mitocondrias.
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Figura 18. Caracterizacion fenotipica de las cepas mutantes de Orc4. A. Fotografias de microscopia en campo claro de la cepa
silvestre y de las cepas mutantes de Orc4. En la parte inferior se pueden ver esas mismas células con los ntcleos tefiidos con DAPI.
B. Curvas de crecimiento en medio rico (YES) y en medio minimo (MM) de las distintas cepas. C. Andlisis de citometria (FACS) del
contenido en DNA de las cepas. D. Distribucion del tamafio celular en las diferentes cepas.
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2. INESTABILIDAD GENETICA EN LAS CEPAS
MUTANTES DE Orc4

Los datos del apartado anterior parecen sugerir
que las cepas con 3, 4, 5 6 7 AT-hooks no estan
muy afectadas en los parametros basicos del ciclo
celular. Sin embargo, podria ser que estas semejan-
zas macroscopicas no reflejasen exactamente una
identidad total de funcion a nivel de replicacion o de
otros procesos respecto a la cepa silvestre con 9 AT-
hooks. Para analizar esta posibilidad con mas detalle,
estudiamos la viabilidad de los mutantes de Orc4 a

nivel de células individuales. Cuando se hace una
réplica desde medio rico a medio minimo suplemen-
tado con leucina de colonias de las cepas mutantes
y del silvestre podemos poner de manifiesto auxotro-
fias totales o parciales que dan lugar a colonias que
crecen peor o0 que incluso son incapaces de crecer
en medio minimo (Figura 19).

En el caso del silvestre la aparicion de auxotro-
fos espontaneos no es muy frecuente (por ejemplo,
la tasa de aparicion de células auxétrofas esponta-
neas para uracilo es de 1 cada 107), por lo que en
general, todas las colonias de la réplica crecen de

wt (9 AT-hooks)

Cepa con 3 AT-hooks

MM con Leucina
~ -

Cepa con 5 AT-hooks

MM con Leucin

MM con Leucina

Cepa con 7 AT-hooks

YES MM con Leucina

Figura 19. Heterogeneidad en el tamaiio de las colonias de las cepas mutantes de Orc4 en medio minimo. Las colonias
de la cepa silvestre que provienen de una réplica desde medio rico a medio minimo tienen un tamafio mucho mas homogéneo
(circulo verde) que el de las cepas mutantes. Algunas colonias de las cepas con 3, 4, 5 6 7 AT-hooks presentan defectos en el
crecimiento o incluso son incapaces de crecer (ejemplos sefialados por circulos rojos).
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manera homogénea. Por el contrario las colonias
de las cepas mutantes son mas heterogéneas en
cuanto a su tamafio y algunas son incapaces de
generar colonias en medio minimo. Esto puede ser
debido a que, como se discutird mas adelante, la
presencia de un Orc4 mutante favorezca la aparicion
de alteraciones genéticas, tales como mutaciones
puntuales, inserciones o deleciones en el DNA que
provoquen esos defectos en el crecimiento normal
de la célula.

Sin embargo, parece contradictorio que este
retraso en el crecimiento de algunas colonias en
medio minimo con leucina no repercuta en un ma-
yor tiempo de generacion de las cepas mutantes
respecto al silvestre cuando se hace el ensayo
en el mismo medio pero en liquido (Figura 18B).
Este fendmeno podria ser consecuencia de que el

Isla A+T 3040

numero de colonias que no crecen en la réplica
en medio minimo no es muy elevado (como mu-
cho un 2.4% en la cepa con 3 AT-hooks) y de la
resolucién de la técnica de espectrofotometria,
que no permite distinguir pequefias diferencias
en las medidas de la densidad 6ptica.

La presencia de un Orc4 mutante puede aumentar la
inestabilidad genética de estas cepas.

3. ESTUDIO DE LA REPLICACION EN LA CEPA
CON 4 AT-HOOKS

Todos estos datos nos indican que estas cepas
son capaces de replicar el genoma de forma lo
suficientemente eficiente como para que las células
sean viables y se puedan dividir con aparente nor-

Isla A+T 3063

ars3001 ars1

S. pombe wt

Cepa con 4 AT-hooks

Isla A+T 3056

=

Figura 20. Patron de replicacion en la cepa con 4 AT-hooks. Eficiencia de activacién de cuatro regiones que contienen origenes
de replicacion (ars3001, ars1 e Islas A+T 3040 y 3056) y de una zona que se replica pasivamente (Isla A+T 3063) en la cepa silvestre
y en la cepa con 4 AT-hooks. En todos los casos la actividad del origen disminuye y aparece un arco pasivo doble, salvo en la regién

que contiene el ars3001 de la cepa con 4 AT-hooks.
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malidad. Pero probablemente al cambiar el nimero
de AT-hooks hayamos modificado de alguna manera
la afinidad de Orc4 por el DNA y nos preguntamos
si ese cambio podria repercutir en la eficiencia de
activacion de los origenes de replicacion.

Para responder a esta pregunta utilizamos el anélisis
de electroforesis bidimensional en geles de agarosa
(Figura 13). Hemos elegido inicialmente la cepa con
4 AT-hooks para analizar el patron de replicacion de
4 regiones del genoma que contienen ORIs activos
en la cepa silvestre: ars1, isla A+T 3040, isla A+T
3056 y ars3001 y una region que aunque es unaisla
A+T (laisla A+T 3063) se replica pasivamente.

Mediante este tipo de analisis hemos comproba-
do que la eficiencia del origen de replicacién ars3001
es la misma en la cepa con 4 AT-hooks que en el
silvestre, disminuye notablemente en el ars1yenla
isla A+T 3040 (existe un descenso en la intensidad
relativa del arco activo comparado con el pasivo) y
que la actividad del origen es indetectable en el caso
de laisla A+T 3056. Ademas, en todos los casos me-
nos en el ars3001, aparece en la cepa mutante un
arco pasivo doble. Los dos arcos pasivos tienen una
trayectoria ligeramente distinta pero estan delimita-
dos por las mismas posiciones N (que corresponden
a los fragmentos lineares) y 2N (de los fragmentos
casi replicados por completo).

Una posible explicacién para ese arco pasivo
adicional es que esté formado por elementos ge-
nerados por la ruptura asimétrica de burbujas de
replicacion, pero que como consecuencia de un
inicio de la replicacién andémalo o no convencional
causado por la presencia de un Orc4 mutante, se

rompen y no pueden continuar con la elongacion.
Sin embargo, esta hipdtesis no se ajusta con lo
observado para la isla A+T 3063, que en la cepa
silvestre no actia como origen de replicacion,
pero que también presenta ese arco pasivo doble.

Aunque el numero de regiones analizadas es pe-
quefio para poder extraer conclusiones generales,
estos datos sugieren que una proteina Orc4 mutante
afectade maneradesigualacada ORI, aunque parece
que tiende a disminuir su eficiencia. Si este descenso
en la activacion ocurre en otros ORIs, el hecho de
que el tiempo de generacion de esta cepa sea igual
que el del silvestre podria indicar que esta activacion
disminuida es suficiente para completar la fase S.
Actualmente estamos realizando experimentos para
determinar la duracion de la fase S en los mutantes
respecto al tipo silvestre.

4. ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA EN
CEPAS MUTANTES DE Orcdp

4.1 Obtencion del patron de transcripcion
genomico de las cepas mediante microarrays

Las cepas con un Orc4 mutante que hemos
construido nos pueden permitir profundizar en el
estudio de la relacion existente entre el complejo
ORC y la replicacién del DNA. Pero ademas, como
ya se ha comentado en la introduccion, existen prue-
bas de que ORC esta implicado en otras funciones,
no directamente relacionadas con la replicacién, en
diversos organismos. En este sentido, estas cepas
han resultado ser una herramienta muy util para
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identificar estas otras funciones en S. pombe, como
se describe en los siguientes apartados.

Entre las funciones no replicativas de ORC que se
han descrito destaca su papel en la cohesion de
cromatidas hermanas (Suter et al., 2004) y en la
represion transcripcional de genes que responden a
estrés nutricional en S. cerevisiae (Ramachandran
et al., 2006) o en el mantenimiento de la estructura
de los telomeros en mamiferos (Deng et al., 2007).
Pero probablemente, la que se ha estudiado con
mas detalle sea la implicacion de ORC en el estable-
cimiento de dominios de cromatina silenciada en el
locus del mating type en S. cerevisiae (Foss et al.,
1993; Micklem et al., 1993). En S. pombe no existe
ninguna evidencia a favor de un posible papel de
ORC en la represion transcripcional, salvo que ORC
esta posicionado en las principales zonas de hete-
rocromatina identificadas en esta especie (Hayashi
et al., 2007).

Con estos precedentes nos propusimos analizar
si Orc4 desempefia algun papel en la regulacion de
la transcripcion en S. pombe. Las dos herramientas
de las que se dispone para analizar el patron de
transcripcién genémico son los microarrays de
expresion y los tiling microarrays. En los arrays de
expresion de Affymetrix para S. pombe (GeneChip®
Yeast Genome 2.0 Array) cada uno de los 5031
genes anotados de esta especie esta representa-
do por 11 sondas de 25 pb cada una. A partir del
promedio de estas sondas, se obtiene el valor de
la expresion de cada gen. Los tiling microarrays de
Affymetrix para S. pombe (GeneChip® S. pombe
Tiling 1.0 FR Array) contienen el genoma entero
distribuido en sondas adyacentes de 25 pb que

48

solapan entre si 5 nucledtidos de promedio. Los
resultados pueden visualizarse en un navegador de
Affymetrix denominado Integrated Genome Brow-
ser (IGB) que esta disponible on line en la pagina
web: http://www.affymetrix.com/partners_programs/
programs/developer/tools/download_igb.affx.
Sin embargo, todavia no se dispone de un progra-
ma bioinformatico que permita generar un valor
numeérico de expresion para cada gen como en los
microarrays de expresion.

Recientemente en nuestro laboratorio, el Dr. Luis
Quintales ha desarrollado un algoritmo que integra
los datos de transcripcion de las sondas que repre-
sentan un determinado gen, asignandole un Unico
valor de expresién. Esta herramienta bioinformatica
delimita las sondas que corresponden a un gen en
base a la posicion que éste ocupa en el cromosoma
(segun la version del genoma de S. pombe de julio
de 2008 del Sanger Institute).

La principal ventaja de los tiling microarrays en
comparacion con los microarrays de expresion es
que permiten analizar la expresion de cualquier
region del genoma con gran resolucion e incluso
estudiar la transcripcion de elementos que no estan
anotados como genes. Ademas, el empleo de este
nuevo algoritmo permite superar una de sus
mayores limitaciones que era la imposibilidad de
obtener un valor numérico Unico para el nivel de
transcripcion de cada gen.
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4.2 Comparacion del patréon de transcripcion
génico entre la cepa con 3, 4 y 5 AT-hooks y la

silvestre

Por todo ello decidimos hibridar tiling microarrays
(Affymetrix GeneChip® S. pombe Tiling 1.0 FR
array) con RNA total de la cepa silvestre y de las
cepas con 3, 4 y 5 AT-hooks y comparar sus patro-
nes de expresion génica. Este experimento ha sido
realizado en colaboracidn con la Dra. Mar Sanchez.
Para este analisis se emplearon exclusivamente
sondas no duplicadas. También se han descartado
los genes cuyo valor de expresion estuviera aso-
ciado a un p-valor = 0.05 o determinado por menos
de 11 sondas por considerar que este dato no era
significativo estadisticamente. Los resultados que
obtuvimos estan representados en la Figura 21y
en las tablas I, I 'y Il del material suplementario.
Al comparar el patrén de transcripcion genomico
de las cepas mutantes con el silvestre observamos
que la mayoria de los genes no alteraban significa-

tivamente su expresion ya que la mayoria de los
puntos se agrupan entre los valores +/- 1, que en
una escala logaritmica de base 2 representa un
nivel de sobreexpresion o subexpresion de 2.0 ve-
ces respecto a la cepa silvestre. Sin embargo, si
consideramos como significativo un cambio de dos
veces el nivel de transcripcion del silvestre, hay un
numero reducido de genes cuya expresion varia, y
ese cambio provoca un aumento en su transcripcion
mas que una disminucion.

Asi, en la cepa con 4 AT-hooks los 42 genes
que alteran significativamente su expresion se
sobreexpresan, al igual que los 54 en la cepa con
5 AT-hooks. La cepa con 3 AT-hooks presenta una
mayor dispersion de los datos, ya que 98 genes se
sobreexpresan, algunos de los cuales posiblemente
como consecuencia de efectos indirectos, y solo 1
se subexpresa: SPCC330.06,
peroxidasa que responde al estrés (Figura 21). El

una tiorredoxin

numero de genes que altera su expresion parece

3 ATH vs. wt 4 ATH vs. wt 5 ATH vs. wt

3 3 3
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©
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2 2 2

98 genes se expresan = |2|

42 genes se expresan 2 |2|

54 genes se expresan = |2|

Figura 21. Expresion diferencial en las cepas con 3, 4 6 5 AT-hooks respecto a la cepa silvestre. Cada punto azul de la gréfica
representa un gen, y la posicion que ocupa en el eje de las Y depende de cuantas veces se sobreexprese 0 se subexprese en las
cepas mutantes respecto al silvestre. Los cuadrados naranjas corresponden a los genes que alteran su expresion dos veces en
relacion con la cepa silvestre. En el eje de las X esta representado el “average” que es un parametro que indica la intensidad de la

sefial que se detecta en los microarrays.
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depender de las propiedades especificas de union
de cada dominio N-terminal que hemos construido.
Estas propiedades no pueden deberse Unicamente
al numero de AT-hooks de la proteina Orc4 porque
no se observa una proporcionalidad entre el nimero
de genes afectados y el de AT-hooks. Esto puede
ser debido a que la capacidad de unién de Orc4 al
DNA también podria estar modulada por la disposi-
cion relativa de estos motivos, el tamafio de la region
N-terminal o la composicién de aminoacidos que
determina la estructura de la proteina. En este
sentido, ensayos in vitro han demostrado que los
AT-hooks de una proteina pueden tener distintas
propiedades. Asi, el segundo AT-hook de la proteina
HMGA2 es el que mayoritariamente determina su
localizacion nuclear (Cattaruzzi et al., 2007). Por
otra parte, los AT-hooks pueden actuar de manera
cooperativa, como en el caso de la proteina TAF1
de D. melanogaster que requiere que la secuencia
de sus dos AT-hooks esté intacta para ser capaz de
unirse al DNA in vitro (Metcalf et al., 2006).

Lo que se deduce de estos resultados es que un
Orc4 mutante no produce una desregulacion muy
acusada de la transcripcion a nivel gendmico, sino
que el patrén de expresidn global es muy similar al de
la cepa silvestre. En este sentido, incluso los genes
que mas cambian su expresion respecto al silvestre
lo hacen produciendo como mucho 6.54 veces mas
transcrito (ese es el caso del gen SPAC186.05¢ en
la cepa con 4 AT-hooks).

Un Orc4 con 3, 4 6 5 AT-hooks produce una des-
represion limitada a un numero relativamente
pequefio de genes. Ademas, la magnitud de ese
efecto es reducida.
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4.3 Relacion entre la sobreexpresion génica en
las cepas mutantes y el posicionamiento de ORC

Hemos comprobado que la mayoria de los
genes que se sobreexpresan unen Orcdp en la
region intergénica inmediatamente adyacente en
el silvestre y en la mayoria de los casos, en la que
contiene el promotor del gen. Para realizar este ana-
lisis nos basamos en el mapa de unién al cromo-
soma de Orc4p realizado por Hayashi et al. (2007)
y en el mapa de distribucion genémica de Orcdp
que hemos generado en nuestro laboratorio me-
diante inmunoprecipitacion de cromatina seguida
de hibridaciéon de microarrays (ChIP on chip). Este
estudio demuestra que los sitios de union preferente
de Orc4p al genoma coinciden con aquellos en los
que también esta posicionado Orc1p y Mcm6p. De
esta manera, localizan las regiones intergénicas en
las que se forma el complejo prerreplicativo y que
por tanto, colocalizan con origenes de replicacion.
Asi, en la cepa con 3 AT-hooks el 29.6% de los
genes que se sobreexpresan sonadyacentesa ORIs,
en la cepa con 4 AT-hooks esos genes represen-
tanel54.7% yenlacepacon5AT-hooks sonel44.4%,
mientras que en una distribucion al azar se esperaria
un 18.1% (tablas |, Il'y Ill del material suplementario).

Los datos de Hayashi et al. (2007) también
ponen de manifiesto que el complejo ORC esta
posicionado de manera continua a lo largo de las
regiones subteloméricas de S. pombe. Entre las
regiones ‘“tapizadas” por completo por Orcdp se
encuentran tanto genes como regiones intergénicas.
Al hacer un recuento de los genes que se sobreex-
presan en las cepas mutantes se observa que un
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numero significativo de ellos estan localizados en
las regiones subteloméricas: el 10.2% de la cepa
con 3 AT-hooks, el 28.5% de la cepa con 4 AT-hooks
y el 25.9% en la cepa con 5 AT-hooks (tablas I, Il 'y
Il del material suplementario). Las regiones subtelo-
meéricas contienen aproximadamente 120 genes que
representan el 2.3% del total de genes del genoma.
Es probable que si esa sobreexpresion se debe a un
efecto especifico y local de Orc4, muchos de los ge-
nes que se ven afectados coincidan entre las cepas
mutantes. El analisis de los datos demuestra que el
numero de genes solapantes entre las cepas con 3,
4 6 5 AT-hooks es significativo ya que existen 15 ge-
nes (sefialados en azul en las tablas |, [y lll) que se
sobreexpresan en las tres cepas. La probabilidad de
que ese numero ocurra al azar es 2x10° (Figura 22).

Un numero significativo de genes que se sobreex-
presan en las cepas con 3, 4 6 5 AT-hooks unen
ORC en la region intergénica inmediatamente ad-
yacente. La mayoria de estas regiones intergénicas
contienen ORIs y/o estan localizadas en las zonas
subteloméricas.

4 ATH

N8/

3 ATH 5 ATH

Figura 22. Grado de solapamiento entre los genes que se
sobreexpresan en las cepas mutantes de Orc4. El diagrama
de Venn representa el nimero de genes que se sobreexpresan
en una, dos o en las tres cepas mutantes. Se observa que 15
genes se sobreexpresan en las tres cepas.

4.4 Relacion entre genes que se activan en
ausencia de nitrégeno y ORC

En S. cerevisiae se ha demostrado que ORC
esta implicado en la represién transcripcional de
genes que se activan en respuesta a la falta de ni-
tr6geno en el medio (Ramachandran et al., 2006).
Esta relacién se ha podido establecer porque a
la temperatura restrictiva el mutante termosen-
sible orc2-1 induce dos veces 0 mas la expresion
de 524 genes, de los que 242 (el 46%) coinciden
con los 1643 genes previamente descritos que se
expresan en condiciones de carencia de nitrogeno
(Gasch et al., 2000). Esto supone 115 genes mas
de lo esperado si esta distribucién fuera al azar.
Ademas, se ha comprobado que el 29% de los
genes que se inducen en la cepa orc2-1 a temperatu-
ra no permisiva mapean a menos de 1 Kb de un sitio
de unién de ORC (Wyrick et al., 2001), siendo la pro-
babilidad de que ese numero ocurra al azar 1x10*,

Tomando como punto de partida estas observa-
ciones, analizamos si los genes que se sobreexpre-
san en las cepas de S. pombe con un Orc4 mutante
coinciden con los que se inducen en condiciones
de ausencia de nitrégeno. Para ello, nos basamos
en un estudio de la expresion génica realizado por
Mata et al. (2002) en el que se compara el patrén de
transcripcion de una cepa silvestre diploide crecien-
do en condiciones de cultivo 6ptimas o en ausen-
cia de nitrégeno. El resultado es que 211 genes se
expresan mas de cuatro veces en un medio sin
nitrégeno, lo que supone un 4.2% de los genes
del genoma. En el caso de las cepas mutantes, un
10.2% de los genes que se sobreexpresan en la
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ALGUNOS GENES INDUCIDOS EN MEDIO SIN NITROGENO
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ORI 2168
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Figura 23. Posicionamiento de ORC en regiones adyacentes a genes del metabolismo y transportadores inducidos en un
medio sin nitrégeno. En la cepa silvestre los genes que responden a la falta de nitrégeno en el medio contienen un ORI en la
region intergénica inmediatamente adyacente en el 31.2% de los casos (lo esperado por azar seria el 18.1%). Si consideramos s6lo
los genes que se activan en ausencia de nitrégeno y que ademas codifican para proteinas del metabolismo o del transporte celular

este porcentaje asciende al 42.5% (17/40).

cepa con 3 AT-hooks (10/98) se activan en ausencia
de nitrégeno, un 11.9% en la cepa con 4 AT-hooks
(5/42) y un 12.9% en la cepa con 5 AT-hooks (7/54).
Estos genes estan sefialados en las tablas I, Il y Il
del material suplementario.

Para averiguar si esta relacion respondia a un
sesgo en el posicionamiento de ORC en las regiones
intergénicas adyacentes a genes que se inducen en
ausencia de nitrégeno en el medio, determinamos
cuantos de esos 211 genes se localizan al lado de
origenes de replicacion. Lo que observamos fue que
esa proximidad sucedia en el 31.2% de los casos
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(lo esperado si esa distribucion fuera al azar es el
18.1%). Los genes que se activan en un medio sin
nitrégeno se pueden clasificar en grupos de acuerdo
con la funcién que desempefien (transporte,
regulacion transcripcional, respuesta al estrés, etc).
Sitenemos solamente en cuenta los genes que codi-
fican para proteinas del metabolismo del nitrogeno o
para transportadores de fuentes alternativas de este
elemento como la alantoina, el porcentaje de genes
adyacentes a ORIs asciende al 42.5% (Figura 23).
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4.5 Relacion entre genes que se activan en
meiosis y ORC

La falta de nitrégeno en el medio y la presencia
de feromonas del tipo sexual opuesto son dos de los
principales estimulos que desencadenan la entrada
en meiosis de una célula de S. pombe. Nuestros
datos sugieren que ORC puede estar implicado en
la regulacion de algunos de los genes que respon-
den a la carencia de nitrégeno y que se inducen an-
tes de las divisiones meidticas. Pero puede ser que
ORC tenga un papel mas general en el control del
programa de meiosis.

Para averiguar si esta hipotesis era correcta, ana-
lizamos cuantos de los genes que se sobreexpresan
en las cepas mutantes se activan durante cualquiera
de las fases de la meiosis. Para ello, tomamos como
referencia los 1033 genes que se expresan 4 veces
0 mas en este proceso (Mata et al., 2002) y que
coinciden con los datos de sobreexpresion del tiling
microarray de Wilhelm et al. (2008). De este modo,
hemos comprobado que el 35.7% de los genes que
se sobreexpresan en la cepa con 3 AT-hooks (35/98)
se activan en meiosis, el 38.0% en la cepa con 4
AT-hooks (16/42) y el 38.8% en la cepa con 5 AT-
hooks (21/54), mientras que lo esperado si fuera al
azar es del 20.5% (tablas I, Iy Il del material suple-
mentario). Al analizar si esos 1033 genes se situan
de manera preferente al lado de ORIs, vimos que
esa correlacion era aproximadamente del 20,9%, un
porcentaje casi idéntico al esperado por azar, que
seria del 18.1%. Estos datos parecen indicar que la
presencia de un Orc4p mutante provoca la sobreex-
presion de determinados genes, un numero signifi-

cativo de los cuales se activarian, en condiciones
normales, en fases iniciales de la meiosis como con-
secuencia de la falta de nitrégeno en el medio. Estos
genes podrian activar a su vez a otros genes meié-
ticos diana, no directamente regulados por ORC y
por lo tanto, no posicionados cerca de ORIs. Aunque
existen algunas excepciones, porque por ejemplo,
el 38.4% (10/26) de los genes que intervienen en el
metabolismo celular de la meiosis tardia estan situa-
dos inmediatamente adyacentes a ORIs (Figura 24).

GENES DE METABOLISMO
INDUCIDOS EN MEIOSIS TARDIA

SPACEES.08
SPACTA0.02C
SPACTIATT 0R
SPCCERIOTC
SPBC11498.01
SPCC1281.07C
SPAPB1AT1 03
SPACTRE.02C
SPCCEEI13C
SPCC145013C
SPAP2TGT1 090
SPACTODZ214
SPCC1281.04
SPACERS.OTC
QamaT+

ghai+
SPACAT3.02
SPAC4AHZ0E
SPAC22A121T7C
SPBC1YTI.06C
SPACZETRI.O
SPAC2303.050
SPACTZ9.05
SPBC1YTI.06C
SPACUNKAAT
SPBC240C6H.08C

DRI 3034
ORI1114
ORI 1207

ORI1202
ORIM1013

ORI1142
OR] 1051

ORI 1043

oRI1108
ORI 2100

Figura24. Posicionamiento de ORC enregiones adyacentes
a genes del metabolismo que se activan durante la meiosis
tardia. Enla cepa silvestre los genes que se activan en meiosis
contienen un ORI en la region intergénica inmediatamente ad-
yacente en el 20,9% de los casos, un porcentaje muy similar al
18,1% esperado por azar. Si consideramos sdlo los genes que
se activan en meiosis tardia y que ademas codifican para pro-
teinas del metabolismo el porcentaje asciende al 38,4% (10/26).
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4.6 Relacion entre genes que responden a estrés
ambiental y ORC

El estrés nutricional, producido por la ausencia
de nitrégeno y de otros elementos esenciales, no es
el unico tipo de estrés que pueden sufrir las células,
aunque probablemente, si el mas comun (Gasch
and Werner-Washburne, 2002). Con el objetivo de
averiguar si ORC desempefia algun papel en la
regulacion transcripcional de genes que res-
ponden a tipos de estrés ambiental distintos al
nutricional, examinamos cuantos de los genes
que se sobreexpresan en las cepas mutantes de
Orcd se inducen también en esas condiciones.

Para hacer esta comparacion, empleamos los
resultados de un estudio realizado por Chen et al.
(2003) en el que se determinan los cambios en la
expresion génica producidos en respuesta a cinco
tipos de estrés: estrés oxidativo provocado por pe-
roxido de hidrogeno, estrés por metales pesados
producido por cadmio, choque térmico al incremen-
tar la temperatura de cultivo a 39°C, estrés osmético
causado por sorbitol y dafio en el DNA generado por
el agente alquilante metilmetano sulfonato (MMS).
De esta manera, observaron que 446 genes se ex-
presaban al menos 3 veces mas en respuestaa 1 6
mas tipos de estrés ambiental. En las cepas mutan-
tes de Orc4, el 19.4% de los genes que se sobreex-
presan significativamente en la cepa con 3 AT-hooks
(19/98) corresponden a genes que responden a es-
trés ambiental, el 21.4% en la cepa con 4 AT-hooks
(9/42) y el 20.3% en la cepa con 5 AT-hooks (11/54),
mientras que lo esperado por azar es el 9% (tablas I,
[I'y [l del material suplementario).
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Este resultado sugiere que ORC podria estar impli-
cado en el control de la expresion de genes que se
inducen en condiciones de estrés ambiental. Al ana-
lizar si los 446 genes que se activan en estrés se
localizan adyacentes a ORIs, observamos que sélo
el 25.1% tenia esa distribucion, un porcentaje muy
cercano al 18.1% esperado por azar.

Sin embargo, entre los 446 genes existe un grupo
que se induce en todos o en practicamente todos
los tipos de estrés. Esos genes tienen como funcion
coordinar la respuesta general a diversas clases de
estrés ambiental, mientras que otros genes respon-
den de una manera mas especifica a un unico tipo
de estrés. De los 26 genes que mas se inducen en
respuesta a los 5 tipos de estrés y que dependen de
las proteinas Sty1p y Atf1p, hay 10 (el 38,4%) que
estan posicionados adyacentes a ORIs. Pero parece
que ORC no s6lo podria influir en la respuesta global
de la célula al estrés ambiental, sino también en el
control de la respuesta especifica a determinados ti-
pos de estrés. Este puede ser el caso de 9 de los 20
genes (el 45%) que se inducen cuando la célula se
ve sometida a un estrés osmotico y que se localizan
al lado de un origen de replicacion (Figura 25).

Existe una correlacion entre los genes que se
sobreexpresan en respuesta a la falta de nitrégeno
en el medio, en meiosis 0 en condiciones de estrés,
y los genes que se sobreexpresan en las cepas
mutantes de Orc4. Al analizar la localizacion de
esos genes observamos que los que se inducen
en ausencia de nitrégeno o en determinadas fases
de la meiosis 0 bajo algunos tipos de estrés estan
localizados preferentemente adyacentes a ORIs en
la cepa silvestre.
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GENES INDUCIDOS EN ESTRES OSMOTICO
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SPACUMNEA AT ORI 1108

Figura 25. Posicionamiento de ORC en regiones adyacen-
tes a genes que responden a estrés osmoético. En la cepa
silvestre los genes que se activan en condiciones de estrés
ambiental contienen un ORI en la region intergénica inmedia-
tamente adyacente en el 25.1% de los casos, un porcentaje
bastante similar al 18.1% esperado por azar. Si consideramos
los genes que se activan exclusivamente en condiciones de
estrés osmatico el 45% (9/20) estan adyacentes a un ORI.

5. ANALISIS DE LA TRANSCRIPCION A NIVEL
GENOMICO DE LA CEPA CON 4 AT-HOOKS

En el apartado anterior identificamos mediante ti-
ling microarrays, los genes que en la cepa con 4 AT-
hooks se expresaban al menos dos veces mas que
en el silvestre. Basandonos en los datos de Hayashi
et al. (2007) comprobamos que la mayoria de esos
genes estan situados inmediatamente adyacentes a
ORIs (por lo que unen Orc4p en la region intergénica
adyacente) o en las regiones subteloméricas (que
unen Orc4p en toda su longitud) como puede apre-
ciarse en las tablas I, Il y Il del material suplementa-
rio. Pero los tiling microarrays son una herramienta
muy util no sélo para analizar el nivel de expresion

de los genes, sino de cualquier zona del genoma.
De este modo, se podria detectar transcripcion en
regiones que no estan anotadas como genes o com-
parar la expresion entre cepas distintas a lo largo
de regiones genémicas. Para estudiar la distribucion
gendmica de las regiones que se sobreexpresan en
la cepa con 4 AT-hooks respecto al silvestre, utiliza-
mos una aplicacion de Affymetrix denominada Inte-
grated Genome Browser (IGB).

En la Figura 26 estan representadas diferencias
de expresion superiores a 2.5 veces entre la cepa con
4 AT-hooks y la silvestre a lo largo de los tres cromo-
somas. De este perfil se deduce que no existe una
desregulacion global de la transcripcidn en la cepa
mutante, de acuerdo con los resultados del apartado
anterior. Sin embargo, se detectan diferencias muy
significativas concentradas mayoritariamente en las
regiones centroméricas y subteloméricas.

Para relacionar los cambios en el nivel de trans-
cripcién con el posicionamiento de Orcdp en el
silvestre en las condiciones de cultivo que emplea-
mos en el laboratorio, realizamos un ChIP on chip
con un anticuerpo frente a esta proteina. Este ex-
perimento ha sido realizado en colaboracion con la
Dra. Laura Marin. El resultado es que el mapa de
uniéon de Orcdp que obtuvimos es practicamente
idéntico al de Hayashi et al. (2007). Hemos amplia-
do esas zonas para analizar con mas detalle esos
cambios en el nivel de transcripcion (Figura 27).
Los centromeros (sefialados en las graficas con una
linea blanca) son las regiones en las que esas
diferencias son maximas. Como puede apreciarse
en las Figuras 27 y 28A, el perfil de transcripcion
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Figura 26. Perfil de expresion diferencial entre la cepa con 4 AT-hooks y la silvestre en los tres cromosomas. En la figura
se representan mediante picos azules las regiones que se expresan al menos 2.5 veces mas en la cepa con 4 AT-hooks que en
la silvestre. Las principales diferencias se localizan en los centrémeros y en las regiones subteloméricas. En el cromosoma Il las
regiones subteloméricas estan ocupadas por las secuencias codificantes del rRNA.

de la cepa con 4 AT-hooks y del silvestre es idéntico
en la region gendmica contigua al centrémero. Sin
embargo, esa identidad se rompe de manera brusca
porque la cepa mutante presenta un mayor nivel de
expresion de las regiones centroméricas.

Este aumento de la transcripcion parece afectar
de distinta forma a los elementos que componen los
centromeros de S. pombe que estan formados por un
elemento central cnt (central core) y unas repeticio-
nes invertidas que lo flanquean. Estas repeticiones
son de dos tipos: las interiores (imr de “inner most
repeats”) que son especificas de cada centrémero y
las exteriores (otr de “outer repeats”) que a su vez es-
tan formadas por varias unidades repetidas dg y dh.
La secuencia de las repeticiones dg y dh de los tres
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centrdmerosestamuyconservada(Woodetal.,2002).
Las mayores diferencias de transcripcion entre las
dos cepas se localizan en las zonas heterocroma-
ticas del centromero, es decir, en las repeticiones
ofr (representadas por un rectangulo violeta en las
Figuras 27 y 28A y en la region imr (representada
por una flecha verde) mas préxima a esas
repeticiones exteriores. En comparacion con estas
regiones el elemento central (representado por un
rectangulo amarillo) y la zona de las repeticiones imr
inmediatamente adyacente muestran un grado de
desrepresion menor. Aunque Orcdp se une practi-
camente a toda la region centromérica, esa union
es maxima en la zona que corresponde al elemento
central y a las repeticiones imr. Sin embargo, al
analizar la transcripcién centromérica en la cepa
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Figura 27. Sobreexpresion de las regiones centroméricas y subteloméricas en la cepa con 4 AT-hooks. Los picos azules re-
presentan las zonas que se expresan 2 veces mas en la cepa con 4 AT-hooks que en el silvestre. Los picos naranjas corresponden
al patron de unién de Orcdp que se detecta mediante ChIP on chip en la cepa silvestre. Los rectangulos verdes representan genes.
Los centromeros (sefialados por una linea blanca) estan formados por un elemento central (rectangulo amarillo), las regiones imr

(flecha verde) y las repeticiones otr (rectdngulo violeta). Las lineas verticales amarillas representan RNAs de transferencia.

con 4 AT-hooks, esa zona presenta un nivel de
sobreexpresion menor que la de las repeticiones
externas otr. Estas diferencias de expresion en-
tre la cepa con 4 AT-hooks y el silvestre no sélo
afectan al centromero sino también a las regiones
subteloméricas. Si  ampliamos la zona que com-
prende 60 Kb de la region subtelomérica derecha
del cromosoma Il (Figura 28B), observamos que en

la cepa con 4 AT-hooks el aumento del nivel de
transcripcion se produce practicamente en toda la
longitud de este fragmento. Es decir, parece que la
desregulacion de la expresion debida a la presencia
de un Orc4p mutante afecta a determinados genes
subteloméricos (como habiamos visto en el apartado
4.3) pero también a algunas regiones intergénicas
situadas entre ellos. Estos transcritos, podrian
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Figura 28. Desrepresion transcripcional del centromero 1y de la regién subtelomérica 2R en la cepa con 4 AT-hooks. A. El
centromero 1 (sefialado por una linea blanca) esta compuesto por un elemento central cnt (rectangulo amarillo), las regiones imr
(flecha verde) y las repeticiones otr (rectangulo violeta) que estan formadas a su vez por unidades repetidas dg y dh. Las lineas
verticales amarillas representan RNAs de transferencia. Los picos azules representan las zonas que se expresan 2 veces mas en
la cepa con 4 AT-hooks que en el silvestre. Los picos naranjas corresponden al patrén de unién de Orcdp que se detecta mediante
ChlIP on chip en la cepa silvestre. Los picos verdes representan el nivel de transcripcion de esas zonas en la cepa silvestre y los
amarillos en la cepa con 4 AT-hooks. Los genes se sefialan como rectangulos verdes. B. Sobreexpresion de 60 Kb de la regidn

subtelomérica derecha del cromosoma |I.

generarse como consecuencia de una deslocaliza-
cion del punto deinicio o de parada de latranscripcion.
Al igual que en el caso de las regiones centro-
meéricas, la sobreexpresion transcripcional esta
limitada a la region de union de Orcdp (aproxi-
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madamente a partir de la posicion 4.495.000
en la figura 28B). En las regiones anteriores a
esa posicion, la expresion que se detecta en la
cepa con 4 AT-hooks y en la silvestre es idéntica.



Resultados

La presencia de un Orc4p con 4 AT-hooks no produ-
ce una desregulacion global de la transcripcion en
esta cepa, ya que su patron de expresion es similar
al de la silvestre. Las diferencias que se detectan
se concentran en las zonas heterocromaticas de
los centromeros y las regiones subteloméricas.

6. ANALISIS DEL SWITCHING DEL MATING TYPE
EN LAS CEPAS h* Y h*N CON 4 AT-HOOKS

6.1 Hiperfertilidad de la cepa h* con 4 AT-hooks

En apartados anteriores, hemos demostrado
que la proteina Orcdp con 4 AT-hooks produce al-
teraciones en el patron de transcripcion de genes
adyacentes a ORIs y de regiones heterocromaticas.

La heterocromatina interviene en la regulacion de
varios procesos celulares, como por ejemplo, la
direccionalidad del cambio del tipo sexual en S.
pombe (mating type switching). Esto es debido a que
facilita el posicionamiento del complejo promotor de
la recombinacién (RPC) en distintas regiones del
locus del mating type, dependiendo del tipo sexual
P (+) 6 M (=) de la célula (Jia et al., 2004). Se ha
demostrado que la integridad de la heterocromatina
en la region que contiene los cassettes mat2 'y mat3
es necesaria para que se produzca un cambio al
tipo sexual opuesto (Egel and Eie, 1987). En este
sentido, se ha descrito que mutantes de proteinas
que alteran la estructura de la heterocromatina en
el locus del mating type, presentan defectos en el
mantenimiento de esta direccionalidad (Thon and
Klar, 1993; Thon et al., 2005; Aguilar et al., 2008).

A
wt (9 AT-hooks)  orc4* mat1 mat2 mat3 ]
| Cepa h* con 4 ATH |
4 AT-hooks  orc4* mat1 [ mat2 miﬁ ]
B.
h90 . i £ 4 2
hcon 4 ATH [IEEEESEE

Figura 29. Hiperfertilidad de la cepa h* con 4 AT-hooks. A. Organizacion del locus del mating type en la cepa homotalica h®. Ellocus
mat esta formado por 3 cassettes: mat1, mat2 y mat3. Mat1 es transcripcionalmente activo y determina el tipo sexual P (+) o M (-) de
la célula. Mat2 y mat3 estan silenciados y se encuentran en una region de 20 Kb de heterocromatina (rectangulos grises). B. Hemos
comparado la capacidad de formar esporas de la cepa h* con el Orc4 silvestre o con 4 AT-hooks. Para ello sometimos a vapores de
iodo (que tifien de color oscuro las esporas) a las colonias de ambos tipos que llevaban creciendo cinco dias a 25° C en medio de es-
porulacion (MEA). Se observa que las colonias de la cepa h® con 4 AT-hooks aparecen mas oscuras que las de la cepa h silvestre.
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El cambio del tipo sexual se produce por un me-
canismo de conversion génica mediante el cual
una copia del cassette donador mat2-P o mat3-M
reemplaza la informacién que contiene mat1. Este
fendmeno es direccional, ya que el cassette que
actla como donador contiene la informacion para
el tipo sexual opuesto al que tiene la célula. Este
proceso requiere la introduccion de una marca de
imprinting en la hebra retardada que produce una
rotura de doble cadena transitoria adyacente a la
region mat1 que invade el cassette donador (Egel
and Eie, 1987; Arcangoli, 1998).

Con el objetivo de analizar si la presencia de una
proteina Orcdp mutante produciria alguna alteracion
en el mecanismo de cambio de tipo sexual, construi-
mos una cepa con 4 AT-hooks en un fondo genético
h%® homotalico (Figura 29A). Estos experimentos
han sido realizados en colaboracion con la Dra. Lau-
ra Marin. Para comparar su eficiencia en el cambio
de tipo sexual respecto a la cepa h® silvestre tefiimos
con vapores de iodo colonias individuales de estas
dos cepas en medio de esporulacion (Figura 29B).
En la cepa silvestre cada colonia esta formada por
una mezcla homogénea de células de tipos sexua-
les opuestos, que pueden conjugar y formar esporas
que se tifien de color oscuro al someterlas a vapores
de iodo. Curiosamente, observamos que la cepa h®
con un Orc4 con 4 AT-hooks esporulaba antes que
el silvestre. Es decir, en esta cepa se ha producido
una alteraciéon en el mecanismo de diferenciacion
celular, que disminuye el tiempo necesario para
formar ascosporas.

Se han descrito mutantes de ciclinas que
presentan el mismo fenotipo de “hiperfertilidad” que
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la cepa con 4 AT-hooks. Este fenotipo se ha asociado
en algunos casos, con una parada en G1 y/o con
un retraso en la transicion G1/S (Obara-Ishihara
and Okayama, 1994; Martin-Castellanos et al., 2000).
Esto es debido a que la activacion del programa
de diferenciacion en S. pombe depende no sélo de
la ausencia de nutrientes, sino de la parada de las
células en G1. Por este motivo, una cepa en la que
la entrada en fase G1 se adelante puede conjugar
antes que el silvestre. Silo que ocurre es que la fase
G1 se prolonga en el tiempo, esa célula tiene proba-
blemente mas oportunidades de conjugar.

En condiciones de esporulacion la cepa h%® con
4 AT-hooks forma esporas antes que la cepa homo-
talica h® silvestre.

6.2 Aumento de la frecuencia de aparicion de
células M (-) en la cepa h*" con 4 AT-hooks

Los datos expuestos en el apartado anterior
sugieren que el fenotipo de “hiperfertilidad” que se
observa, podria ser una consecuencia indirecta (por
ejemplo, a través de un retraso en el ciclo celular)
de la presencia de un Orc4 mutante. Por ello, para
analizar si esta proteina intervenia directamente en
el cambio del tipo sexual decidimos construir otra
cepa, que tuviera una proteina Orc4 con 4 AT-hooks
y un fondo genético h*N heterotalico (Figura 30A).

La cepa h*™ se distingue estructuralmente de la
cepa h® en que contiene un cassette P (+) extra que
estd localizado en la region transcripcionalmente
activa (mat1:2) mientras que el resto de cassettes
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A.
wt (9 AT-hooks) orc4* mat1:2 mat3:1 mat2 mat3
| Cepa h*Ncon 4 ATH |

4 AT-hooks orc4*

Cepa h*

mat1:2 mat3:1 mat?2 Hiii
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Figura 30. Organizacion del locus del mating type en las cepas h*™. A. La cepa heterotalica h*N se diferencia de la homotalica
h®en que presenta una duplicacion del cassette P (+) en la region transcripcionalmente activa (mat1:2). Los cassettes restantes
(mat3:1, mat2 y mat3) no se expresan porque estan en una region de heterocromatina (representada por un rectangulo gris), por
lo que esta cepa es de forma muy estable del tipo sexual P (+) B. Hemos observado que la capacidad para formar esporas de la
cepa h* con 4 AT-hooks es 20 veces superior a la que tiene el Orcdp silvestre. En la figura se muestran colonias con sectores mas

oscuros que corresponden a las esporas.

mat3:1, mat2 y mat3) estan silenciados (Beach and
Klar, 1984). Las células h™ son del tipo sexual P (+)
de forma muy estable .

Para averiguar si la cepa h*™ que tiene 4 AT-hooks
mantenia de forma estable el tipo sexual P (+), anali-
zamos la frecuencia de aparicion de esporas en esta
cepa (Figura 30B). Asi, comprobamos que en el
1.04% de las colonias analizadas de la cepa h*™ con
4 AT-hooks detectdbamos esporas (este recuento
incluia tanto colonias que se tefiian completamente
con vapores de iodo como las que presentaban solo
algun sector con esporas). En la cepa h*N con un
Orc4p silvestre este porcentaje se reducia al 0.05%.
Estos datos indicaban que la presencia de un Orc4

mutante favorecia la aparicion de células de tipo
sexual M (-) con una frecuencia 20 veces superior
a la de la cepa h™ silvestre, que pueden conjugar
con las de tipo sexual P (+) que son las mayoritarias.
Con el fin de estudiar si este fendmeno era conse-
cuencia de una recombinacion entre el cassette P (+)
transcripcionalmente activo y un cassette silenciado
M (-), realizamos un analisis mediante southern blot
(Figura 31A). Para ello, digerimos DNA gendmico
de la cepa h* con 4 AT-hooks con EcoRI. Hibrida-
mos con una sonda, que aunque detecta preferente-
mente los fragmentos que incluyen los cassettes P
(+), también tiene una alta homologia con el resto de
cassettes. De esta manera, hemos detectado una
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| Cepah*con 4 ATH |
A Analisis Southern Blot (Digestion EcoRlI) o
9 ATH 4 ATH
mat1.:2 mat3.1 mat2 8000
6000/—
4 Kb 8 Kb L—akpb— L—57kb—] 3000/
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B. Analisis PCR (con oligos 1, 2y 3)
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T —
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Figura 31. Andlisis de la recombinacion entre el cassette P (+) transcripcionalmente activo y un cassette silenciado M (-) en
la cepa h*N con 4 AT-hooks. A. Hemos analizado por southern blot la organizacion del locus del mating type en las cepas h™ con 4
AT-hooks. Digerimos el DNA genomico de esta cepa con EcoRI (en la figura se muestran los tamafios de los fragmentos resultantes).
Para la hibridaciéon empleamos una sonda (sefialada por la barra negra con un asterisco) que aunque detecta preferentemente los
fragmentos que contienen los cassettes P (+) también hibrida con los cassettes M (+). En la cepa mutante se detecta una banda de
800 pb (sefialada por una flecha roja) que so6lo se puede explicar si el cassette activo (mat1:2) contiene la informacion para el tipo
sexual M (-) ya que este cassette incluye un sitio EcoRI interno. B. Al realizar una PCR sobre DNA gendmico de la cepa h*™ con 4
AT-hooks con un oligo externo al locus y otro especifico para el cassette P (+) 6 el M (-) aparece la banda de 987 pb correspondiente
a células con el tipo sexual P pero también la banda de 729 pb que se amplifica en células del tipo sexual M. Mientras que en la

cepa h™ con 9 AT-hooks no aparece la banda de 729 pb.

banda de aproximadamente 800 pb, que solo se
puede explicar si el cassette transcripcionalmente
activo contiene la informacion para el tipo sexual M
(-). Hemos confirmado estos resultados mediante
PCR sobre DNA gendmico de la cepa h™ con 4 AT-
hooks, ya que usando un oligo externo al locus y otro
especifico para el cassette P (+) 6 el M (-), no s6lo
aparece la banda correspondiente a células con el
tipo sexual P (+), sino también la banda que se am-
plifica en células del tipo sexual M (-) (Figura 31B).
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Este resultado confirma que la existencia de los dos
tipos sexuales en el cultivo se debe a la reactivacion
de la recombinacion entre un cassette M y mat1.

La cepa heterotalica h™ es del tipo sexual P (+) de
forma muy estable. La presencia de un Orcé4 con 4
AT-hooks aumenta 20 veces la frecuencia de apari-
cion de células de tipo sexual M (-).
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Figura 32. Capacidad de unién de la proteina Orc4 con 4 AT-hooks al DNA genémico. Inmunoprecipitacion de cromatina con
anticuerpos frente al extremo C-terminal de Orc4 en la cepa con 4 AT-hooks y en el silvestre. Utilizando ese inmunoprecipitado
como molde realizamos gPCR con oligos que amplificaban fragmentos de aproximadamente 150 pb (sefialados con un rectangulo
azul) en cinco regiones intergénicas que contienen ORIs (ars3001 y las islas A+T 1034, 1090, 3040 y 3056) o que son replicados
de manera pasiva: gen his3"y la region intergénica (R.I. 1) comprendida entre las ORFs SPCC320.08 y SPCC320.07c. Los picos
naranjas corresponden al nivel de union de Orcdp que se detecta mediante ChIP on chip en la cepa silvestre. Los rectangulos

verdes representan genes.

Hasta el momento, hemos comparado el fenotipo
de la cepa silvestre con el de la cepa con 4 AT-hooks
en busca de diferencias que nos permitieran profun-
dizar en el papel que Orcdp desempefia en S. pom-
be. De esta manera, hemos establecido una relacion
entre esta proteina y el control de la transcripcion de
determinados genes o elementos del genoma. Sin
embargo, desconociamos el mecanismo por el cual
un Orcdp con 4 AT-hooks no es capaz de actuar
de la misma forma que la proteina silvestre. Una
posibilidad era que el dominio N-terminal de la cepa
mutante tuviese una distinta afinidad por el DNA
que el silvestre, debido al menor numero de AT-
hooks, y/o a su diferente composicidn aminoacidica.

Para comparar la capacidad de unién al DNA de
la proteina Orcdp silvestre con la que tiene 4 AT-
hooks, realizamos un ensayo de inmunoprecipita-
cion de cromatina (ChlP) con anticuerpos frente al
extremo C-terminal que es idéntico en las dos protei-
nas. Posteriormente, cuantificamos mediante PCR
cuantitativa (qPCR) la cantidad de DNA inmunopre-
cipitado en ambos casos en cinco regiones intergé-
nicas que contienen origenes de replicacion activos
(ars3001 y las islas A+T 1034, 1090, 3040 y 3056)
y en dos regiones control que no unen Orcdp en la
cepa silvestre (sefialados con un rectangulo azul en
la Figura 32).

Como se puede apreciar en la parte inferior de
la figura, se amplifica una menor cantidad de DNA
del inmunoprecipitado en la cepa con 4 AT-hooks
que en el silvestre. Esto indica que, probablemente,
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la proteina Orc4 mutante se une con menor afinidad
a todas esas regiones. Curiosamente, parece que
esa afinidad de la proteina Orc4 con 4 AT-hooks
por el DNA es muy similar tanto en regiones que
funcionan como ORIs (por ejemplo, el ars3001)
como en zonas que se replican pasivamente en esta
cepa (isla A+T 3056).

Por el contrario, en la cepa silvestre se observan
diferencias significativas en la afinidad con la que
Orcdp se une a distintas zonas del genoma. Asi,
Orcdp tiene menos afinidad por regiones que se
replican de forma pasiva como el gen his3* o la region
intergénica 1 (R.l. 1), que por zonas que contienen
origenes de replicaciéon activos (Figura 20). Tam-
bién existen diferencias entre las cinco zonas que
son ORIs activos, ya que las regiones intergénicas
que incluyen las islas A+T 1034 y 1090 y el ars3001
tienen mas afinidad por Orcdp que las islas A+T
3040 y 3056. Este resultado es consistente con el
del ChIP on chip en el que tambien se aprecia que
Orc4p tiene menor afinidad por las islas A+T 3040 y
3056 que por las otras dos. Para descartar que los
bajos niveles de inmunoprecipitado detectado en la
cepa con 4 AT-hooks respecto al silvestre se deban
a que esta técnica no es igualmente eficiente en las
dos cepas, realizamos una inmunoprecipitacion con
anticuerpos frente a la histona H3.

De esta forma, comprobamos que la cantidad relati-
va de inmunoprecipitado que detectamos es practi-
camente idéntica en las dos cepas (Figura 33).
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Por consiguiente, las diferencias que observamos
en el nivel de inmunoprecipitacion con el anticuerpo
frente a Orc4 deben ser consecuencia de una menor
capacidad de unién al DNA de la proteina con 4 AT-
hooks.

La proteina Orc4 con 4 AT-hooks tiene una menor

capacidad de union al DNA que el Orc4p silvestre
con 9 AT-hooks.

Histona H3

% input

cen tel his 1034

@ wt m4ATH

Figura 33. Inmunoprecipitaciéon de cromatina con el anti-
cuerpo anti-histona H3 en la cepa con 4 AT-hooks y la sil-
vestre. EI DNA inmunoprecipitado se utilizd como molde para
qPCR con oligos que amplifican fragmentos de 150 pb en la
repeticion centromérica dg (cen), el gen subtelomérico tlh1+
(tel), el gen de la histidina 3 (his) y la isla A+T 1034 (1034). La
cantidad de DNA inmunoprecipitada es practicamente idéntica
en las dos cepas.
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APARTADO |

1. EVOLUCION DE LAS REGIONES GENOMICAS
RICAS EN A+T EN Schizosaccharomyces spp.

S. octosporus y S. japonicus han resultado ser
organismos idoneos para realizar estudios de gend-
mica comparativa con S. pombe. Esto es debido a
que la secuencia de sus genomas esta suficiente-
mente conservada en regiones codificantes como
para poder identificar los genes ortélogos (64.3% de
identidad de secuencia aminoacidica promedio en-
tre S. pombe'y S. octosporus; 57.5% entre S. pombe
y S. japonicus). El analisis de las diferencias en la
secuencia gendmica entre estos organismos nos
puede permitir obtener una perspectiva de la
evolucion de la replicacion o de otros procesos
celulares.

La comparacion del contenido global en A+T del
genoma de S. pombe (64%) con el de las otras dos
especies (62% A+T en S. octosporus y 56% A+T
en S. japonicus; Figura 10) parece indicar que a lo
largo de la linea evolutiva que ha conducido a S.
pombe se ha producido un incremento en A+T. Esa
tendencia a aumentar el contenido en adenina y
timina se manifiesta mucho mas claramente en el
porcentaje A+T intergénico (70%) mas elevado que
el promedio estimado para S. octosporus (68%) y
para S. japonicus (60%).

Una de las propiedades principales de los ORIs de
S. pombe es que presentan un elevado contenido en
A+T (Figura 1; Segurado et al., 2003). Hemos iden-
tificado regiones en S. octosporus y S. japonicus
tan ricas en adenina y timina como las islas A+T de

S. pombe pero con un tamaro inferior (280% A+T y
200 pb) y con una menor frecuencia de aparicion (1
cada 33 Kb en S. pombe; 1 cada 55 Kb en S. octos-
porus; 1 cada 166 Kb en S. japonicus). La ganancia
genomica en A+T parece ser mas acusada en las
regiones que contienen origenes de replicacion. Es
posible que el inicio de la replicacion esté asociado a
algun tipo de inestabilidad genética que a lo largo de
la evolucién haya inducido un cambio en la composi-
cion de bases de las regiones que incluyen ORIs.

Un estudio que permitio la identificacion de
numerosos ORIs de S. pombe consisti6 en rastrear
el genoma en busca de regiones con un porcentaje
en A+T significativamente superior al promedio inter-
génico (Segurado et al., 2003). Este tipo de aproxi-
macion podria utilizarse para localizar zonas en
S. octosporus 'y S. japonicus con un contenido A+T
mas elevado que su propio promedio intergénico.
Esas regiones podrian ser consideradas como islas
A+T en sus genomas, aunque eso no garantiza que
en esas regiones se inicie la replicacion del DNA.
Otro dato importante es que estas regiones no estan
localizadas en posiciones ortologas a las islas A+T
de S. pombe (Figura 11). Por este motivo, si la ubi-
cacién de los ORIs se ha conservado a lo largo de la
evolucion de este linaje, los ORIs de S. octosporus
y S. japonicus no se caracterizarian por un elevado
contenido en A+T, sino que estas regiones tendrian
un porcentaje A+T muy similar a su promedio inter-
génico.

La puesta a punto de la técnica de electroforesis

bidimensional en geles de agarosa para S. octos-
porus permite analizar la actividad de inicio de la
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replicacion de cualquier region del genoma. Asi,
hemos identificado una zona de S. octosporus
en la que no se ha conservado la actividad ORI
detectada en la correspondiente region ortologa de
S. pombe (la isla A+T 2115). Esta region no incluye
ninguna zona tan rica en A+T como las islas A+T de
S. pombe ni siquiera tiene un contenido A+T supe-
rior a su propio promedio intergénico (Figura 12).
Sin embargo, el andlisis de la region ortdloga en
S. octosporus al ars3001 de S. pombe nos ha
permitido identificar el primer origen de replicacién
de esta especie. Esa zona contiene una secuen-
cia de 200 pb con un porcentaje A+T del 80% tan
elevado como las islas A+T. Este resultado junto con
la ausencia de actividad ORI en la regi6n ortéloga a
la isla A+T 2115, podria sugerir que la especificacion
de los origenes de replicacion en S. octosporus se
hace a través de un elevado contenido en adenina
y timina y que la localizacion de algunos ORIs en
el genoma ha variado durante la evolucién, aunque
son necesarios mas ejemplos para poder extraer
conclusiones fiables.

Este tipo de estudios de gendmica comparativa
se han realizado también en otros organismos como,
por ejemplo, en S. cerevisiae. En esta especie los
origenes de replicacion contienen una secuencia
consenso ARS (ACS) de 11 pb a la que se une ORC
(Theis et al., 1999; Breier et al., 2004; Nieduszynski
et al., 2005). Este elemento ACS es esencial pero
no suficiente para activar la replicacion, ya que se
necesitan otras secuencias adicionales y determina-
dos requerimientos de cromatina (Shirahige et al.,
1993; Weinreich et al., 2004).
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La comparacién de la secuencia ACS de varios
origenes de replicacion de S. cerevisiae con los
ortélogos de otros cuatro integrantes del género
Saccharomyces (Saccharomyces paradoxus, Sa-
ccharomyces mikatae, Saccharomyces kudriav-
zevii y Saccharomyces bayanus) demuestra que
este elemento esta conservado en estas especies
(Nieduszynski et al., 2006). Los elementos ACS es-
tudiados presentan un menor grado de conserva-
cion entre especies que los genes, probablemente
como consecuencia del mayor nivel de redundancia
funcional de los ORIs. Esta redundancia posibili-
ta incluso que muchos puedan ser delecionados
del cromosoma sin que se detecten consecuen-
cias deletéreas (Dershowitz and Newlon, 1993).
A pesar de esto, las secuencias ACS estan mas
conservadas que las regiones intergénicas que los
incluyen, por lo que parece que existe una presion
de seleccion para mantenerlos. Por ejemplo, la uni-
ca homologia significativa que se detecta entre la
region intergénica que contiene el origen de repli-
cacion ARS305 de S. cerevisiae y su ortologa en S.
carlsbergensis (ARS305%") es una region de 41 pb
con un 76% de identidad que abarca la secuencia
ACS. Las ORFs adyacentes presentan un 60% de
identidad de aminoé&cidos (Theis et al., 1999).

En el caso del género Schizosaccharomyces,
las regiones intergénicas ortologas en las tres espe-
cies tampoco muestran una identidad de secuencia
nucleotidica significativa. Ni siquiera en la zona or-
téloga que contiene un ORI tanto en S. octosporus
como en S. pombe (ars3001) y que incluye regiones
ricas en A+T en ambos casos (Figura 12B).
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2. EVOLUCION DEL DOMINIO N-TERMINAL
CON AT-HOOKS EN LAS PROTEINAS ORC4 DE
Schizosaccharomyces spp

Otra de las propiedades que hasta el momento
se consideraba exclusiva de S. pombe era la pre-
sencia de un dominio N-terminal con AT-hooks en
la proteina Orc4p. La caracterizacion de un ORI en
S. octosporus que posee un alto contenido en A+T
junto con la identificacion de numerosas zonas ricas
en adenina y timina en esta especie y en S. japoni-
cus, sugeria la posibilidad de que el Orc4 de estos
organismos también tuviera ese dominio adicional.

La clonacion del gen de S. octosporus y S. japo-
nicus ortologo al orc4* de S. pombe nos ha permitido
comprobar la existencia de un extremo N-terminal
con motivos AT-hooks en las dos especies. En
comparacion con S. pombe cuyo dominio N-terminal
tiene un tamafo de 1545 pb y 9 AT-hooks (Chuang
and Kelly, 1999), el gen orc4 de S. octosporus tiene
un dominio N-terminal de 1320 pb y 4 AT-hooks,
mientras que en S. japonicus tiene 1314 pby 5 AT-
hooks. Puede ser que en estas especies el recono-
cimiento entre ORC y los ORIs esté mediado por los
motivos AT-hooks de la proteina Orc4 como en S.
pombe. Se ha descrito que cada AT-hook es capaz de
unirse in vitro a secuencias ricas en adenina y timina
de 4-8 pares de bases de longitud (Maher and Na-
thans, 1996). En el genoma de S. pombe (al igual que
en S. octosporus y S. japonicus) existen multitud de
regiones que presentan numerosos trechos de A/T
de ese tamario, pero s6lo una minoria funciona como
origen de replicacion (Segurado et al., 2003).

El complejo ORC de S. pombe se une a los ORIs de
una manera independiente de ATP (Lee et al., 2001;
Kong and DePamphillis, 2001; Chuang et al., 2002;
Gaczynska et al., 2004). Sin embargo, la formacion
del complejo preRC esta regulada por ATP en el res-
to de organismos en los que se ha estudiado este
proceso. Se ha especulado con la posibilidad de que
en S. pombe esa unidn inicial esté facilitada por la
presencia de los AT-hooks de Orcdp (Chesnokov,
2007). Esto implicaria que regiones grandes con un
elevado contenido en A+T establecerian una union
mas estable con esta proteina que otras zonas, con-
virtiéndose en las dianas preferentes de Orc4p.

Las regiones ricas en A+T de S. octosporus y
S. japonicus podrian ser reconocidas como sitios
de union por sus respectivas proteinas Orc4. Estas
zonas tienen un porcentaje A+T tan elevado (280%)
como las islas A+T de S. pombe en regiones de 200
pb. Sin embargo, no se detectan regiones mas gran-
des con un alto contenido en A+T. La menor longitud
de estas regiones puede estar relacionada con el
menor numero de AT-hooks que presentan los Orc4
de estos organismos en comparacion con S. pombe.
En este sentido, es posible que exista un fendmeno
de interdependencia funcional, que ha dado lugar a
un ajuste evolutivo entre el numero de AT-hooks y la
composicion y tamafio de las zonas ricas en A+T.
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3. DISPOSICION DE LOS MOTIVOS AT-HOOKS
EN Orcédp

La unién del complejo ORC a los origenes de
replicacion de S. pombe puede estar favorecida por
otras caracteristicas distintas al nimero de motivos
AT-hooks de la subunidad Orc4p. Asi, para que ese
reconocimiento sea efectivo, podria requerirse un
determinado posicionamiento de los AT-hooks en el
esqueleto polipeptidico de la proteina. De hecho, la
disposicion relativa de los motivos AT-hooks en Orc4
es similar ala que presentan otras proteinas como D1
de D. melanogaster o las HMGA de mamiferos que
tienen 10y 3 AT-hooks respectivamente (Figura 34).

La disposicion de los AT-hooks en las proteinas
D1 de D. melanogaster y Orc4p de S. pombe es
sorprendentemente similar. En estas dos proteinas y
en el Orc4 de S. octosporus 'y S. japonicus aparecen
bloques de 3 AT-hooks analogos a los de las HMGA.
Ademas, la proteina Orcdp de S. pombe comparte

otras propiedades con las proteinas HMGA y D1,
como la capacidad para reconocer zonas ricas en
A+T o el posicionamiento preferente en regiones de
heterocromatina (aunque también se localizan en
zonas discretas eucromaticas).

Asi, D1 de D. melanogaster es una proteina no
esencial (Weiler, 2009) que se asocia principalmen-
te a regiones heterocromaticas, en concreto, a las
secuencias repetitivas ricas en A+T de los satélites
de DNA (Levinger and Varshavsky, 1982a; Levinger,
1985a; Levinger, 1985b). Se desconoce la funcion
que esta proteina desempefia en D. melanogaster.
Determinadas evidencias apuntaban a un posible
papel en el mantenimiento del silenciamiento trans-
cripcional en zonas heterocromaticas pericentromé-
ricas (Aulner et al., 2002; Monod et al., 2002).

Sin embargo, esos resultados se contradicen con
estudios recientes que demuestran que D1 no es
necesaria para la represion mediada por heterocro-
matina (Weiler, 2009). Al realizar un alineamiento

(I T HMGA 1a (118 aa)

I T 0 WOW U1

| Drosophila D1 (355 aa)

S S. pombe (972 aa)
N I S. ociosporus (897 aa)

| I I
(] HMGA 1b (107 aa)
[ HMGA 2 (109 aa)

[ S. japonicus (897 aa)

Figura 34. Posicionamiento de los motivos AT-hooks en varias proteinas eucaridticas. La figura muestra la disposicion rela-
tiva de los AT-hooks (representados como rectangulos rojos) en las proteinas Orc4 del género Schizosaccharomyces (el dominio
C-terminal conservado esta representado por un rectangulo gris), en las proteinas de la familia HMGA humanas (HMGA 1a, HMGA
1b y HMGA 2) y en la proteina D1 de D. melanogaster. Las proteinas HMGA 1a y HMGA 1b son productos del mismo gen (HMGA 1)
generadas por splicing alternativo. El rectangulo amarillo en HMGA 1 indica la region que sufre splicing.
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multiple de las proteinas D1 de 11 especies del
género Drosophila se observd que las regiones
en las que se detecta similaridad de aminoacidos
corresponden casi exclusivamente a los motivos
AT-hooks (Weiler, 2009). Este resultado es similar al
que obtenemos al comparar la secuencia N-terminal
de las proteinas Orc4 de las tres especies del géne-
ro Schizosaccharomyces, ya que practicamente los
unicos elementos conservados son los motivos AT-
hooks (Figuras 14y 15). Aunque otras caracteristicas
como el tamafio del extremo N-terminal y la dispo-
sicion relativa de los AT-hooks parece que también
se han mantenido constantes durante la evolucion.

El espaciamiento existente entre los AT-hooks
puede ser consecuencia de un espaciamiento de
los trechos de A/T que reconocen estos motivos.
Ensayos in vitro realizados con la proteina HMGA 2

(con 3 AT-hooks) demuestran que una Unica mo-
lécula es capaz de unirse multivalentemente
a un oligonucledtido compuesto por tres trechos
de 5 timinas separados entre si menos de 10 pb
(Maher and Nathans, 1996). Si se aumenta la
distancia de separacion se favorece la unién de
dos proteinas HMGA 2 a cada oligonucledtido.

Es probable que la proteina Orc4p sea capaz de
reconocer también trechos de A/T separados por un
numero determinado de nucledtidos espaciadores.
Sin embargo, al analizar la secuencia de los ORIs en
S. pombe no se detecta un patron que responda a
estas caracteristicas, sino que la principal propiedad
de estas regiones es un elevado contenido en A+T.
De esta forma, la célula garantizaria la existencia de
multiples sitios potenciales de union de Orc4p en el
genoma.

7"
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APARTADO i

1. UTILIDAD DE LAS CEPAS CON UN Orc4
MUTANTE EN EL ESTUDIO DE LAS FUNCIONES
DE ORC

La replicacion del DNA en S. pombe ha sido
objeto de diversos estudios, la gran mayoria de los
cuales tenian como finalidad la identificacion de las
regiones que actuan como ORIs o la caracterizacion
de las proteinas que intervienen en este proceso. En
este sentido, el enfoque de este trabajo es novedo-
so porque nos hemos centrado en el anélisis de la
relacion existente entre la estructura de Orcdp y su
funcion en el inicio de la replicacion en S. pombe.

La mayor parte de los estudios que analizan la
funcion de las subunidades del complejo ORC en
este organismo utilizan cepas termosensibles que
presentan mutaciones en orc?* (mutante orc1-4;
Grallert and Nurse, 1996), orc2* (mutante orc2-2;
Kiely et al., 2000) y orc5* (mutantes orc5-H19 y
orc5-H37; Kato et al., 2008). A la temperatura per-
misiva (25°C) estas cepas muestran un comporta-
miento similar al del silvestre, pero a temperatura
restrictiva (36°C) aparecen los efectos que produce
la inactivacién de esa proteina. Sin embargo, el em-
pleo de mutantes termosensibles con el objetivo de
estudiar un determinado proceso celular esta sujeto
a ciertas limitaciones. Los principales inconvenien-
tes son que los cambios en la temperatura pueden
provocar la activacion de las rutas de respuesta al
estrés térmico y que el tiempo que se requiere para
inactivacion de distintas proteinas termosensibles
es diferente lo cual puede complicar la interpreta-
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cion de los resultados.Por este motivo, para inves-
tigar el papel que juega la subunidad Orcdp en S.
pombe hemos llevado a cabo otro tipo de estrategia
distinta a la del aislamiento de mutantes termosen-
sibles de esta proteina. Hemos construido cepas
que tienen un Orc4 mutante que se distingue de la
proteina silvestre en la secuencia de aminoacidos y
en el numero de motivos AT-hooks (3, 4, 56 7) que
contiene el dominio N-terminal (Figura 16). Ensayos
in vitro han demostrado que este dominio es el que
determina la capacidad de union del complejo ORC
al DNAen S. pombe (Kong and DePamphilis, 2001).
Por este motivo, era probable que las cepas mutan-
tes de Orc4 que construimos tuvieran alterado este
reconocimiento.

2. CARACTERISTICAS FENOTIPICAS DE LAS
CEPAS MUTANTES

La comparacion del fenotipo de la cepa silvestre
con el de las cepas mutantes puso de manifiesto su
gran parecido a nivel de morfologia, tamafio celular,
tiempo de generacion y contenido en DNA (Figura
18). Esta similitud puede ser consecuencia de la
existencia de mecanismos redundantes que permi-
tirian que un Orc4 con 3, 4, 5 6 7 AT-hooks desem-
pefiase con relativa eficiencia las mismas funcio-
nes que el Orc4 silvestre con 9 AT-hooks. De esta
manera, los cambios en el extremo N-terminal que
hemos introducido en la proteina no tendrian, al me-
nos aparentemente, un efecto drastico en el fenotipo.
Sin embargo, estas cepas mutantes no son exacta-
mente idénticas a la cepa silvestre, ni siquiera son
iguales entre si. Hemos observado que tienen un
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tamario celular promedio ligeramente superior al de
la cepa silvestre (Figura 18 D). Este incremento de
tamano se ha descrito también en mutantes de otras
subunidades del complejo ORC de S. pombe. Un
ejemplo es la cepa mutante orc2-2 que a tempera-
tura no permisiva (36°C) sufre una parada del ciclo
celular en fase S y comienza a elongarse (Kiely et
al., 2000).

Las células eucariotas han desarrollado un
sistema de controles internos (checkpoints) que
constantemente esta monitorizando el estado del
genoma y que sirven para coordinar la replicacion
con la reparacion de dafio, la segregacion cromoso-
mica y la progresion del ciclo celular. Esta regulacion
permite que se mantenga la integridad del genoma
durante las divisiones celulares. En el caso de la
cepa orc2-2, la parada del ciclo es dependiente del
checkpoint de replicacion. Este checkpoint responde
al dafio deteniendo la progresion del ciclo celular e
induciendo la transcripcion de genes que pro-
mueven la reparacion de lesiones celulares y la
estabilizacion de horquillas de replicacién paradas
(de Bruin and Wittenberg, 2009).

Es posible que las cepas con un Orc4 mutante
presenten una activacién andémala o poco eficiente
de la replicacién, lo que podria desencadenar la ac-
tivacion del checkpoint y el aumento de la duracion
de la fase S. Esta activacion podria ser compatible
con que el tiempo de generacion sea idéntico al de
la cepa silvestre e incluso explicar el incremento del
tamafio que presentan las cepas mutantes de Orc4
(Figura 18B).

3. POSIBLES CAUSAS DE LA ACTIVACION
INEFICIENTE DE LA REPLICACION EN LA CEPA
CON 4 AT-HOOKS

Para examinar si el inicio de la replicacion esta
comprometido, comparamos la actividad de varios
ORIs en la cepa con 4 AT-hooks y en la silvestre.
El resultado es que la presencia de una proteina
Orc4 con 4 AT-hooks afecta de diferente forma a
cada uno de los origenes de replicacion analizados
(Figura 20). En general, la eficiencia de activacion
disminuye, salvo en el caso del ars3001 que se
mantiene constante. Si el descenso en la capacidad
de iniciar la replicacion fuese una caracteristica
compartida por la mayoria de los ORIs del genoma,
significaria que esos niveles de activacion serian su-
ficientes para duplicar el genoma de forma efectiva
porque el tiempo de generacion es igual al del
silvestre, aunque deja abierta la posibilidad de que
la fase S sea mas larga en los mutantes.

La disminucion en la eficiencia de activacién de
los ORIs producida por una proteina Orc4 con 4 AT-
hooks podria ser consecuencia de una reduccion o
de un incremento en la capacidad de union de esta
proteina a las regiones ricas en A+T del genoma. Los
ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP)
que hemos realizado demuestran que la proteina
mutante se une con menor afinidad que la silvestre
a regiones intergénicas que contienen ORIs (Figura
32). Ademas, esta cepa tiene una mayor cantidad de
proteina Orc4 que el silvestre, por lo que el descenso
que detectamos en el nivel de inmunoprecipitado de
esas regiones no se debe a un descenso en la canti-
dad de proteina disponible por la célula (Figura 17).
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Por otra parte, resulta llamativo que la afinidad de
Orc4 con 4 AT-hooks por zonas en las que activa la
replicacion (por ejemplo, el ars3001) sea muy simi-
lar a la que se detecta en regiones que se replican
pasivamente en esta cepa (como la isla A+T 3056).
Estos datos sugieren que al menos en la cepa con 4
AT-hooks no existe una relacion directa entre el nivel
de unién de Orc4 detectado mediante inmunopreci-
pitacion de cromatina y la activacion de los origenes
de replicacion. También es posible que un Orc4 mu-
tante interfiera con otros factores que intervienen en
el inicio de la replicaciéon del DNA'y que el grado de
afectacion de este proceso dependa de las particu-
laridades de cada ORI.

4. POSIBLES CAUSAS DE LA INESTABILIDAD
GENOMICA PRODUCIDA POR UNA PROTEINA
ORC4 MUTANTE

Las diferencias en el patrdon de replicacion
respecto al silvestre no parecen repercutir a nivel
macroscopico en el tiempo de duplicacién de la
cepa con 4 AT-hooks cuando se analiza una pobla-
cion de células (Figura 18). Pero silo que se analiza
es la capacidad de células individuales para formar
colonias observamos ciertos signos de inestabilidad
genética en las cepas mutantes. Esta afirmacion se
sustenta en la mayor heterogeneidad en el tamafio
de las colonias con una proteina Orc4 mutante cuan-
do se hace una réplica de medio rico a medio minimo
con leucina (Figura 19). La inestabilidad gendmica
hace referencia a todo un rango de alteraciones ge-
néticas que incluyen desde mutaciones puntuales
hasta reordenamientos cromosdmicos.
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Estos cambios que pueden tener importantes
consecuencias en la estructura de la cromatina y
en la expresion génica podrian generar entre otros,
auxotrofias totales o parciales. Las células son es-
pecialmente susceptibles a estos cambios durante
la fase de sintesis del material genético porque sélo
existe una copia del DNA molde (Bailis and Forsburg,
2003). La deteccion de anomalias durante la fase S
activa el checkpoint de replicacion que responde a
ese dafio potencial promoviendo un retraso o una
parada en el ciclo celular e induciendo la transcrip-
cion de determinados genes.

Hemos comentado en apartados anteriores que
las cepas con una proteina Orc4 mutante pueden
tener activado el checkpoint de replicacion, por lo
que tendrian, aparentemente, la capacidad para
responder al dafio en el DNA. Sin embargo, aun-
que el checkpoint estuviera activado la presencia de
una proteina Orc4 mutante podria generar de todas
formas, inestabilidad genética al igual que sucede
en la cepa orc2-2 que a pesar de tener activado el
checkpoint de replicacion presenta una alta tasa de
pérdida del cromosoma 16 (Kiely et al., 2000).

5. EL COMPLEJO ORC COMO REGULADOR DE
LA TRANSCRIPCION GENICA

Se ha descrito que el complejo ORC interviene
en otras funciones no directamente relacionadas con
la replicacion del DNA en numerosos organismos,
como por ejemplo, en la cohesion de las cromati-
das hermanas (Suter et al., 2004), en la represion
transcripcional de genes que responden a estrés
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nutricional en S. cerevisiae (Ramachandran et al.,
2006) o en el mantenimiento de la estructura de los
telomeros en mamiferos (Deng et al., 2007). Pero
posiblemente, la que se ha analizado con mas deta-
lle sea la implicacién de ORC en el establecimiento
de dominios silenciados transcripcionalmente en el
locus del mating type en S. cerevisiae (Foss et al.,
1993; Micklem et al., 1993).

Para averiguar si el complejo ORC interviene en
la regulacion de la expresion génica en S. pombe,
analizamos mediante tiling microarrays el patron de
transcripcion genomico de las cepas que tienen un
Orc4 con 3,4 6 5AT-hooks. El resultado que obtuvi-
mos fue que la presencia de estas proteinas no pro-
ducia una desregulacién global de la transcripcion
sino que su efecto se restringia a un nimero limitado
de genes (Figura 21).

Si consideramos como significativo un cambio
de 2 veces el nivel de expresion respecto a la cepa
silvestre, nos encontramos que 98 genes alteran su
transcripcién en la cepa con 3 AT-hooks, 42 en la
cepa con 4 AT-hooks y 54 en la cepa con 5 AT-hooks
(tablas I, Il 'y 1l del material suplementario). Ademas,
el nimero de genes que altera su expresion parece
depender de las propiedades especificas de union
de cada dominio N-terminal que hemos construido.
Estas propiedades no pueden deberse unicamente
al numero de AT-hooks de la proteina Orc4 porque
no se observa una proporcionalidad entre el nUmero
de genes afectados y la cantidad de AT-hooks. Esto
puede ser debido a que la capacidad de unién de Orc4
al DNA también podria estar modulada por la dispo-
sicion relativa de estos motivos o por el tamafio o la

composicidn de aminoécidos de la region N-terminal.
En todos estos genes, a excepcion del SPCC330.06
en la cepa con 3 AT-hooks, la presencia de un Orc4
mutante ocasiona un aumento en su transcripcion.
Este efecto parece ser consecuencia de una deses-
tabilizacion local causada por la proteina mutante,
ya que un numero significativo de los genes que se
sobreexpresan unen Orc4p (y por lo tanto ORC) en
la regién intergénica inmediatamente adyacente en
el silvestre. De hecho, la mayoria de estas regiones
contiene origenes de replicacion y/o estan localiza-
das en las zonas subteloméricas. En S. cerevisiae, la
actividad represora ejercida por ORC en las regiones
silenciadas HMR y HML del locus del mating type se
limita también a las regiones situadas en la proxi-
midad de sus sitios de union (Rusche et al., 2003).

Estos datos apuntan a una posible funcién del
complejo ORC en la regulacion transcripcional de
determinados genes en S. pombe. El control de la
expresion génica mediado por ORC puede respon-
der a la necesidad de coordinar la replicacion con
otros procesos celulares. En tal caso es probable que
los genes sometidos a regulacion transcripcional por
ORC compartan una funcién comun o participen en
el mismo proceso.

Hemos observado que un nimero significativo
de los genes que se sobreexpresan en las cepas
mutantes también se activan en condiciones de
ausencia de nitrogeno en el medio, responden a
diversos tipos de estrés ambiental o se inducen
durante la meiosis (tablas I, Il y Ill del material suple-
mentario). Todos estos procesos tienen en comun
que son incompatibles con la divisidn vegetativa. La
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activacion de los genes implicados en la respuesta a
situaciones ambientales adversas contribuye a una
parada en la fase G1 del ciclo, por lo que es proba-
ble que durante la evolucion se desarrollara algun
sistema que los mantenga reprimidos en condicio-
nes dptimas de crecimiento.

Este fendmeno también se ha descrito en el mutante
orc2-1 de S. cerevisiae, ya que esa cepa induce la
expresion de genes que se activan en condiciones
de estrés nutricional. Asimismo, se ha comprobado
que la eliminacion de los sitios de unién del
complejo ORC a genes que responden al estrés
provoca igualmente su sobreexpresién (Ramachan-
dran et al., 2006).

6. ORC Y LA REPRESION TRANSCRIPCIONAL
DE REGIONES HETEROCROMATICAS

Hasta la fecha, el unico indicio del que se
disponia a favor de un posible papel de ORC en pro-
cesos de represion transcripcional en S. pombe era
su posicionamiento en regiones heterocromaticas
(Hayashi et al., 2007). Nosotros hemos comprobado
que un numero estadisticamente significativo de
los genes que se sobreexpresan en las cepas con
una proteina Orc4 mutante se localizan en las regio-
nes subteloméricas. Ademas, al analizar en detalle
el perfil de transcripcion gendmico de la cepa con
4 AT-hooks observamos que la sobreexpresion no
solo afectaba a genes sino que se extendia a lo lar-
go de las regiones subteloméricas y centroméricas
(Figuras 27 y 28).

Desconocemos el mecanismo por el que una dis-
minucién de la afinidad de unién de Orc4 a DNA
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estd asociada con desrepresion transcripcional en
S. pombe. Sin embargo, diversos estudios reali-
zados en S. cerevisiae han demostrado que las
funciones replicativas y represoras que muestran
las subunidades Orc1p y Orc5p del complejo ORC
dependen de dominios distintos dentro de la misma
proteina (Bell et al., 1995; Dillin and Rine, 1997). Asi,
el dominio BAH (Bromo Adjacent Homology) situado
en el extremo N-terminal de Orc1p es esencial para
el silenciamiento del locus del mating type, pero
dispensable parala replicacion del DNA (Zhang et al.,
2002). La funcién de este dominio es interaccionar
especificamente con la proteina represora Sirlp
provocando su reclutamiento al locus del mating type.
De este modo, el complejo Orc1p/Sir1p favorece
la formacién y el mantenimiento de dominios de
cromatina silenciada (Fox and McConnell, 2005).

La funcion represora que ORC ejerce en las re-
giones subteloméricas y centroméricas de S. pombe
puede ser consecuencia de una posible interaccion
con proteinas asociadas a la heterocromatina. Una
prueba a favor de esta hipdtesis es que la subunidad
Orc1p de S. pombe, al igual que la del resto de es-
pecies analizadas, contiene un dominio BAH (Gavin
et al., 1995; Callebaut et al., 1999). En S. pombe
no se han identificado ortologos del gen SIR1 de
S. cerevisiae, pero se han descrito proteinas con
funciones anélogas que pertenecen a la familia
HP1 (como Swi6p, Chp1p y Chp2p) y que serian las
candidatas a mediar la actividad represora de ORC.

Las proteinas de la familia HP1 intervienen en la
organizacion y regulacion transcripcional de la he-
terocromatina en numerosos organismos eucariotas
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(Eissenberg and Elgin, 2000). Se ha demostrado
que el correcto posicionamiento de estas proteinas
en el cromosoma depende de su interaccion con
ORC en D. melanogaster (Pak et al., 1997), raton
(Auth et al., 2006) y en humanos (Lidonnici et al.,
2004; Prasanth et al., 2004). Asi, mutaciones en la
subunidad ORC2 de D. melanogaster producen una
deslocalizacion de HP1 y reducen la expansion de la
heterocromatina (Huang et al., 1998). Curiosamente,
en todas las especies estudiadas el responsable de
la interaccidn con HP1 es el extremo N-terminal de
la proteina Orc1.

Esa interaccion Orc1/HP1 podria estar conser-
vada en S. pombe. En tal caso, es posible que la
desrepresion de las zonas heterocromaticas en los
mutantes de Orc4 se deba a que la menor capacidad
de unién al DNA del complejo ORC desestabilice
indirectamente la interaccién entre Orclp y las
proteinas HP1. Una de las proteinas de la familia
HP1 candidatas a interaccionar con el complejo
ORC de S. pombe es Swibp. Esta suposicion se
basa en el solapamiento de las funciones represoras
de la transcripcion que tanto Swiép como el comple-
jo ORC desempefian en esta especie. Asi, esta pro-
teina participa también en el silenciamiento del locus
del mating type, de las regiones centroméricas y de
los telémeros (Ekwall et al., 1995). Recientemente,
se ha demostrado que Swi6p interacciona con Orc4p
(Fischer et al., 2009) mediante ensayos TAP (tan-
dem affinity purification) y que favorece la iniciacion
de la replicacidn en las regiones pericentroméricas y
en el locus del mating type de S. pombe .

La relacion existente entre el complejo ORC vy la
heterocromatina parece estar conservada en nu-

Merosos organismos, aunque se ignoran las causas
que la han motivado (Leatherwood and Vas, 2003).
Ciertas observaciones, como la replicacién tardia en
fase S, sugieren que la heterocromatina presenta
mayores dificultades para ser replicada que la
eucromatina (Gilbert, 2002). De este modo, la
presencia de un elevado numero de complejos
ORC podria favorecer la replicacion de estas zonas.

Esta coexistencia ha podido desencadenar un
fendnemo de evolucion convergente con otras impli-
caciones adicionales. Sin embargo, se desconocen
los factores que determinan lalocalizacion de ORCen
las regiones heterocromaticas. Ese posicionamiento
es especialmente llamativo en S. pombe ya que esas
zonas no son globalmente mas ricas en A+T que otras
regiones del genoma a las que no esta unido ORC,
aunque la densidad de islas A+T es cuatro veces
mayor en estas regiones que el promedio gendémico
(Segurado et al., 2003). Por este motivo, es probable
que el complejo ORC de esta especie establezca
interacciones con factores que estabilicen su union
a la heterocromatina.

Por ofra parte, la accién represora que ORC
ejerce sobre muchos genes de la eucromatina,
también podria estar mediada por proteinas silen-
ciadoras de la transcripcion con las que interaccio-
naria. De esta manera, se generaria una especie
de ambiente heterocromatico local en las regiones
proximas a los sitios de unién del complejo ORC.
Otra posibilidad alternativa es que la sobreexpresion
que se detecta en las cepas con un Orc4 mutante
se produzca como resultado de un inicio anémalo
de la replicacion, aunque es llamativo que el efecto
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sobre la transcripcion siempre sea de estimulacion.
Uno de los efectos epigenéticos provocados por la
presencia de un Orc4 con 4 AT-hooks, que podria
proporcionarnos informaciéon sobre el mecanismo
de actuacion de ORC, es la alteracion del patron
de modificacién de histonas. Los resultados preli-
minares que hemos obtenido con la cepa con 4AT-
hooks evidencian un descenso en el nivel de meti-
lacion de H3K9 de algunas zonas heterocromaticas
y un aumento del nivel de acetilacion de H3K9/14
en regiones de eucromatina. El papel del complejo
ORC en la regulacién epigenética se ha descrito
recientemente en S. cerevisiae. La proteina Orc2p
de esta especie favorece la metilacion de H3K4 a
través de su interaccion con la subunidad Spp1p del
complejo metiltransferasa Set1. En mutantes orc2-1
los niveles de H3K4me estan notablemente dismi-
nuidos (Kan et al., 2008). Aunque en S. cerevisiae
la metilacién de H3K4 se asocia principalmente a
genes que se transcriben de forma activa, también
es necesaria para el mantenimiento del silencia-
miento en los telémeros, el locus del rDNA y en la
region del mating type (Santos-Rosa et al., 2004).

7. PAPEL DE ORC EN LA DINAMICA DEL
SWITCHING DEL MATING TYPE

El locus del mating type es junto con los cen-
trémeros y las zonas subteloméricas, una de las
principales regiones heterocromaticas de S. pombe.
La pérdida de la integridad de la heterocromatina
en la zona que contiene los cassettes silenciados
dificulta el cambio al tipo sexual opuesto en la cepa
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homotalica h® (Egel and Eie, 1987). Por este
motivo, era probable que la disminucion en el
silenciamiento que se detecta en las cepas con un
Orc4 mutante también afectara de algun modo a
esta region.

Para averiguar si ORC interviene en la dindmica
del cambio de tipo sexual, construimos una cepa que
tenia un Orc4 con 4 AT-hooks en un fondo genético
h*N heterotalico. En la cepa h*™ se sigue produciendo
el intercambio de informacién entre el segundo
cassette (mat3:1) y mat2P o mat3M. Este proceso
se inicia con una rotura de doble cadena transitoria
en una region adyacente a mat3:1. Pero este inter-
cambio no provoca ningun efecto en el fenotipo, ya
que mat3:1 esta silenciado (Egel et al., 1984). Sin
embargo, hemos observado que en algunas células
h*™N con 4 AT-hooks se produce un cambio que
permite la recombinacién entre el cassefte acti-
vo mat1:2 y un cassette silenciado M (Figura 31).
Esto sugiere que aunque la recombinacion se ini-
cie en la misma zona, la resolucion de las estruc-
turas intermediarias que originan la conversion
génica sea distinta y tenga como consecuencia el
incremento de la frecuencia de aparicidn de colonias
con esporas 20 veces respecto a la cepa h*™ con un
Orcd4p silvestre (Figura 30).

Es posible que este fenotipo de reversion del
tipo sexual P al M sea consecuencia de que ORC
regula el desenlace del cambio del tipo de aparea-
miento mediante la interaccion con proteinas de la
maquinaria de recombinacion como Swidp, Swidp,
Swi9p, Swi10p o Rad22p (Gutz and Schmidt, 1985).
Mutaciones en los genes que codifican para estas
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proteinas inducen la resolucion anémala de los
intermediarios de recombinacion dando lugar a
reorganizaciones de la region del mating-type. Por
otra parte, dado que la replicacién es esencial para
el proceso de switching (Egel, 2004), también podria
tratarse de un efecto indirecto. Se ha descrito que
la replicacion del DNA establece el patron de swit-
ching del mating type en S. pombe. Esto es debido
a la existencia de un terminador de la replicacion
denominado RTS que provoca que mat1 se replique
preferentemente desde los origenes localizados en

posiciones distales al centromero. Esta orientacion
determina que solo la hebra retardada sea la que in-
corpora una marca de imprinting durante la sintesis
de la regién mat1, mientras que el cambio de tipo
sexual ocurre durante la sintesis de la hebra lider
(Dalgaard and Klar, 1999). En este sentido, es posi-
ble que el incremento en la frecuencia de aparicion
de células de tipo sexual P (+) en la cepa con 4 AT-
hooks sea consecuencia de un inicio de la replica-
cion andmalo en la region del locus del mating type.
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Conclusiones

1. El estudio comparativo del genoma de las tres especies del género Schizosaccharomyces parece indicar
que en la linea evolutiva que ha dado lugar a S. pombe se ha producido un aumento en el contenido en A+T
que afecta principalmente a zonas no codificantes.

2. En S. octosporus y S. japonicus no hemos identificado islas A+T segun los criterios que se establecieron en
S. pombe, pero si zonas con un contenido en A+T superior a sus promedios genémicos, que no colocalizan
en las regiones ortélogas de S. pombe con islas A+T.

3. Las proteinas Orc4 de S. octosporus'y S. japonicus tienen un dominio N-terminal con 4 y 5 motivos AT-hooks
respectivamente, lo que podria sugerir que los ORIs en estos organismos colocalizan con las zonas mas
ricas en A+T de sus genomas.

4. Las cepas mutantes de S. pombe con 3, 4, 5y 7 AT-hooks son capaces de promover la replicacion de forma
lo suficientemente eficiente como para que sus tiempos de generacion sean iguales al de las células
silvestres. Esta caracteristica parece ser compatible con el descenso en la afinidad de la proteina Orc4
por los ORIs que se detecta en la cepa con 4 AT-hooks y podria indicar la existencia de un fenémeno de
redundancia entre los AT-hooks en la proteina silvestre.

5. En las células con un nimero reducido de AT-hooks se produce una desrepresion de la transcripcion que
afecta a un numero relativamente pequefio de genes que, mayoritariamente, son adyacentes a sitios de
union de Orcdp en la cepa silvestre.

6. Un numero significativo de los genes que se sobreexpresan en esas células también se activan en condi-
ciones de ausencia de nitrégeno en el medio, responden a diversos tipos de estrés ambiental o se inducen
durante la meiosis. Este fenémeno sugiere que ORC podria estar implicado directa o indirectamente en la
regulacion de estos procesos que son incompatibles con la division vegetativa.

7. La desrepresion transcripcional de la cepa mutante con una proteina Orc4 con 4 AT-hooks afecta también a
las regiones heterocromaticas de los centromeros y las zonas subteloméricas. Ademas, esta desregulacion
esta asociada con la hiperfertilidad que se detecta en las cepa h® y con la reactivacion epigenética del locus
del mating type en células h*.

83






MATERIAL SUPLEMENTARIO







394189 |e |esouab ejsandsay 890¢ V1SI / L60C 14O 20-3€6'C ¥2'C ESEJoNpaliopIxQ 201°.9€209dS
G0-376'8 44 owsljogeaN 20°6981Ld9dS
SISO\ 900€ V7ISI / S00€ 14O G0-36.'6 9z2'c Bs00N|b ap Jopejiodsuel | Giyb
9902 V'1SI / 8802 14O G0-3€6'S 92'C ojdes uoroewJoy A Jejodig ojusiwioal) ¢4ob
J€LL VISI/SG9LL IO ¥0-39€°6 12T EpIdouodsag 0L°14.20VdS
(ouabouyu ap ejouasne) SISOIB|A 620€ IMO €0-38G'2 12'C uoloebnfuod us sajeusas ugdNPSuUe. | zdew
ol 19gns €0-306°L 82'C owsljogeeN 980°98LJVdS
SISOIB |\ $0-3vE°L 62'C eploouodsag 980°0LAL2IO9dS
72 [81ans 700¢C 140 ¥0-320°L 0€C usabopnasd 920°.3129d9dS
G0-3€EC 1€C esopnp 440 280°80+1089dS
SISO\ o 19gns G0-361°C 1€C eploouodsag 2,0'2929d9dS
7 1 Ud ouep A OAIepIXO S8J)s3 120€ V1SI / L20g IO G0-3/8'v Le'C usbopnesd 920°698102dS
(ousbo.)u 8p ElOUBSNE) SISOIB|A 8SLL VISI/¥6LL IHO S0-391°L 1£C uolodiosuel) ap Jojoe 10°0LHZOVdS
(ouabouyu ap ejouasne) sIsoIB|A G0-320°L 2€C uoioebnfuo) pdew
G0-306°L €€C eploouoasag 21°01v6229dS
(ouabouyu ap ejouasne) SISOl G0-309°1 vET uoloe|niodsa A Bune Ledb
S0-3¥6'9 Se'C eploouodsag 921°69.109dS
SISOIBN S0-Ivi'8 Ge'C seusjoid ugioeuninbign 290°'¥251089dS
¥0-31L5°S 1€C owsljogeleN 260°0LVv6229dS
¢ 13ans $0-30€'C 8€'C eain 9p Jopepodsuel | 920'9989d9dS
SISOIB I\ €10l 140 ¥0-3EL'V 6E'C Je|n|@o paJed sisaugbolg Lywb
00]W.9} A 0AlJEPIXO S9.1)ST SISOIB\ S0-32L°L £V'C eploouoodsad LL'11L21089dS
¢ 13yans €002 140 ¥0-302'S £V'C uoIodiIosuel) ap Jojoe Lub
S0-310'% o' usbopnasd 61°6381L09dS
G0l VISI/ 8¥0L 14O 90-3/8°C 1¥'T eploouodsag Z1°84960VdS
SISOIBI\| %0-309°1 162 selodsoose ap UQIoewlo gods
1002 V11S1 /0102 14O 50-360°'C 25T uabopnasd €0°8d019d9dS
SISOIBN €ELZ VISI /2912 1O G0-36v'v 65'C eploouodsag €0°€9vd9dS
OAl}EPIXO S9J}S3 (ousBoJ)u 8p eloUBSNE) SISOIBIA Hl [81ans ¥0-329'C 65'C uabopnasd 9%0°981JVdS
SISOIB\ G0-3€€'9 S9°'C E01J0I5W UQIOBUIqUIOOSY goal
ol 191gns 20-38%°L 99C eploouoossad 90°98LOVdS
,00C 140 G0-302'C 19'C uabopnasd 80°23129d9dS
¢ [81ans ¥0-361°C 0.2 owslijogels|N £0°9989d9dS
391189 |e |eJouab ejsendsay G0-382°2 0.C eselajsuel) uoien|o Zisb
£€90¢ V'1SI / 980¢ 14O 90-355°C [9%4 eploouodsad Z2L0Lvezdads
G0-3.1'S v.'C eseldjsues)|daoy 80°638129dS
¥0-312'C 11T euljsally §0°.66049dS
SISO\ G0-3€9°'C 18C eploouoodsagd 9€0°1,99049dS
ol [91ans ¥0-3vC’L ¥0°C uabopnasd 10°06.0VdS
sopesad so|eo|\ (ouabouju op e|ouasne) sISOIB|A 90-39/°¢ 22 owsi|ogesN Zban
L [81ans 20-386°L €2’ eploouodsag 9G0°981JVdS
SISOIBI\| ¥0-30G°C le'e SISOloW SEWOSOWo.d ugoebalbag FYREY]
SISOIBN 90-30€°C GE'e eploouoodsagd 290°.99¢£09dS
G/0C VISl / Lole 190 G0-3€0°S 99°¢ eploouodsag 9%0°126109dS
90-320°L 99°¢ eploouodsag 960°82¢1049dS
SISO\ 90-38S'V €0y Eesepisoon|9 Zinaw
90-312°C L1y esopnp 440 o%1°2232109dS
sopesad sa|ela| SISOIBI\ 90-306°9 12V owsijogela LBan
72 [81ans 9002 140 $0-396'8 69y |euorodiioue.) OjusIWeIdU|IS |sae
S91)S9 ud uolsaidxy eodjjolow uolsaidxy 2¥O0 uolun 1V se|s| / SN0 Jojea d |e1ouaJiaip uoisaidx3y (eyoipaid) uoiouny sauan

SMOOH-"LV € NOJ Vd3J V1 N3 SOAVSIAdX33490S SIANO ' vigvl




0802 V1S1/90}2 140 G0-318'S 00z Bp|oou02saQ 920°69229dS
¥0-300'9 00T [euoioduosues) Jopenbay 9/0'69£09dS
¥0-351°C 00T uabopnasd 2¢0'2929d9dS
€0-3€2°8 00C IEIEEEECEN 1199
50-370°9 10T Bp|O0U03S8(J jwup

OAIJEPIXO $9.SF S0-302 ¥ 20T ows|loge}e 2¢0'cv6209dS

VYNQ [9 us ouep A sopesad sajeje|y 1002 V1SI/ 0102 140 ¥0-32.°C 20T ows|loge}e 970'80019d9dS
SISOIBI G0-3%S'S €0'C EPI00U0dSa(Q zsod

SISOIBI ¥0-368°C ¥0'C EPI00U0dSa(Q 90°0LV.50VdS

001WJg) S84}$3 SISOIBIN 0102 V1SI/5102Z 140 €0-3/2°¢ ¥0'C EPI00U0dSa(Q 90°65£08dS

€0-3¥8°L S0°C Bp1oou0dsa( 9£0°'€09IVdS

G0-388°1 S0°C VYNQ Us ouep uoioeieday Zysw

SISOI9|A\ v0-32S°S @o.N asejeuy g| ap ‘_QOEO._Q O.—w_QEOO NUQN

€0-310°1 90'C EpIo0U09Sa( 9Z1'5€21992dS

001W.g} A OAEPIXO S9.1183 G0-3/8°6 90'C BPlo0u09SaQg 290°.9¢209dS

5902 V1SI/ 2802 14O ¥0-31.°C 10T [euoioduosues) Jopenbey pjod

SISOI9|A\ vo.m_mm._\ wO_N Jejni@d _um;_ma SIsa|uIS mmm._

50-329'9 80°C owslloge}s |\ 260°'2021049dS

OAIJEPIXO S9.3ST INEEES %101 V1SI/8001} 14O S0-3EY'v 80'C eploou0dsag 920'8410VdS
S9.)s0 |e |eseuah ejsendsey SISOIBI 0012 140 50-3/2°) 60'C ows|loge}s |y 260°90t2249dS
EI 60'C eploou0dsag 9¢£0'8422IVdS

SISOIB\ G0-31G°1 60°C ows|loge}e |y Llew

G0-3vv'8 60°C UQIDONPEJ} Bl 8P UQIOEINGaY Zuob

G0-38%°) 60'C WyNy-0.d buroldg g did

OAIJEPIXO S5 SISOIBI €0-318°1 60'C ows||oge}e 260'#3809dS
/002 190 G0-3/8F 60°C ows|loge}e 60°23129d9dS

sopesad sajeje|N e [91anS 50-319°1 0LC Bp|O0U03Sa( 80'2929d9dS
8012 140 ¥0-3¥9°) 0L'C eploouodsaq 80°295209dS

SISOI9|\ ¥0-316') %4 01000}8U[0 [e $O|NGN}OIOIW UoIUN yopw

¥0-30%'C €L'C esopnp 4340 280'¢dLIVdS

001W.g} 8nboyd %102 V1SI/ 6602 140 50-3/2°1 ez |ELPUODO}I W BUIXOPS.1IO] | X}
OAlJEPIXO S9J3S3 50-380'% ez BSEep|WEUOdIN 290°25509dS
£0-3G0°) 71T EPI00U0DSa( G1'GH91LD8dS

G0-359°) Sl BpIoou0dsa( ogxdd

€0-38Z'1 512 EpIo0U09Sa( 260°538109dS

¥0-395°8 512 VYNQ us ouep uoioeieday /A8l

(ousboujiu op ejoussne) SISOl ¥0-301°2 51T EpI00U09Sa( 9%0°'0.02dS

sopesad sa[eje|\ (ousboujiu op ejoussne) SISolB\ 50-3/9°) LT owsljoge}s |\ 9%0'66£10VdS
¥0-30€ Y 8L'C eploouodsaq 920°25509dS

Sal]so |e _m‘_mcwm Eww:ammm_ Aocwmob_c ap m_ocww:mv SISOIB|A Geog 140 mO.MON._\ wF_N eploouodsag 81°'8€£00dS
7z 191anS 002 140 Z0-30%°) 12T ows|loge}s |y 940°23129d9dS

SISOI9|\ @O.mw.v.w FN_N asejeuy e| ap ._OHOEO._Q O.—w_QEOO o_‘Oo_N

| [81ans 20-380°) 22T ows|loge}s |y 60'9810VdS

¥0-378°C €2'C VYNQ uoioeoliday 60°'0LVEZdadS

Aocwmo.:_c {p m_ocmw:mv SISOI9|A mo.mwoh_\ mN.N Seuowola} ap uoidonpold jwew

SISOIBI ¥0-38%'6 €2'C eploouodsaq 51'940L0VdS

50-3/0°9 vZ'C eploouodsaq £1'eV6209dS

0012 140 G0-32L ¥ vZ'C BplO0U03Sa( 201'99¥209dS

90-351°/ vZ'C ows||oge}e pein

SMOOH-1V € NOJ Vd3J V1 N3 SOAVSIddX33480S SIANIO "I V18Vl




¢ 191anS 002 140 20-3¢C 10T usbopnasd 020°.3129d9dS
d¢ 1919ns /912 140 G0-3.°) 20C owsljogels|y oyd
00U} A OAJEPIXO S8 SISOIB\ ¥0-32°C €0'C eploouodsa( €0°'€9¥J3JdS
SISOIB| €0-31°1 ¥0'C AM 6HIM
¢ 18NS €0-3€°C S0'C sesoxay Jopepodsuel | 13yb
(ousbo.yu eloussne) sisold| dlBans | 8911 V1SI/90¢) 14O €0-31°1 S0'C Bploouodss( 10°6983VdS
SISOIBN dlBns | 2911 V1SI/€0Z) 14O €0-3¢°) G0'C eploouodss( 990'698JVdS
G/0C V1S1/ 1012 140 G0-38'C 102 eploouosssqd 9%0°1261L089dS
¢ 181anS 1002 140 €0-39°C 10T uabopnasd 11'87€108dS
¢ 1819nS £00¢ 140 ¥0-3€'9 %4 uabopnasd 80°,3129d9dS
¥0-3¥°L %4 Eploouosse( 961°€809dS
¢ 18NS €0-31°1 %4 ea.n Jopepodsuel | 920'9989d9dS
¥0-32°¢ %4 JE|N|SO PEpI|IqelA 1199
SISOIB\ ¥0-31'9 9L eploouodsaq 920°2LVeZIVdS
001WI9) A OAliEPIXO S914ST SISOIB I\ dl 191gns ¥0-3€'9 %4 owsljogejs|y gwod
SISOIB\ 990¢€ 140 ¥0-35°¢ 02'C eploouodseQ 60'7.3JdS
SISOIB\| 6¢0¢ V1SI / 202 140 90-3¥'6 0Z'C YNQ Ud oyep uoioeseday L
¢ 1919nS ¥00¢ 40 €0-38°) 122 owsljoges|y 9%0°.3129d9dS
¢ 18NS ¥0-35'8 444 owsljogejs|y £€0'9989d9dS
001]0WSO $3.)s3 9611 V1SI/06L) 14O ¥0-38°G 444 ESOpPNp 440 11°1492J3VdS
(ousbo.yu eloussne) siSold| 1 [81Ins ¥0¢l 40 ¥0-36'C ¥2'c owsljogejs |y 0'6980VdS
0102 140 ¥0-3€°) 9z'C usbopnasd £€0'8a01L9d49dsS
(ousbo.ju erouasne) sisolg|y 120€ Y1S1/0€0€ 140 c0-av'l 12T uo1oebnluod us sajeusas ugIooNpsuel | zdew
$9J)S0 [e [eJousb ejsendsey €912 140 €0-38'6 82'C eploouodss( ¥1°682108dS
1 [81Ins €0-31°) 8Z'C Owsljogejs |\ 980'981JVdS
OAl}epIXO $9.1S3 (ousbouyiu eloussne) sISols|| dl 191gns G0-3.°C 82'C owsljogejs|y €0°9810VdS
OAIJEPIXO S9J)s5 600} 4O /8001 14O ¥0-31°1 62'C Eploouosse(d 920'8410VdS
SISOIBIN ¢ [81anS 1912 140 G0-32°C 62'C ewosesjoid Jopejnbey £€0'€9¥dadS
001W9) s9Jsg SISOIBN| 880¢ VISI/ 7L L2 140 G0-3v') 0€' Eploouosse( 9%0°,06109dS
¢ 18NS €002 140 G0-3€'y 1€C uolodiiosuel) ap Jojoe4 LHb
1 [81ans €0-31'6 0v'e owsljogels|y 60°9810VdS
¥10¢ 140 ¥0-30'C 0S'C Eploouodse( 9170'65€089dS
SISOIBN 20-3.°1 ¥8'C Eploouosse(d 090°1L.2108dS
1 [819nS €0-3¢'L 9G6°C eseusboiplyseq 9/0'98LJVdS
LELL VISI/S9L) 4O €0-39°C 8G°C eploouodse( 01°14.2JvdS
$0-31°C 19 SISOIBW SeWOSOoWoId ugloebalbasg Leow
€Ll 140 €0-38°C 19C ESE|0JPIH 20°'L1v1igadvdS
OAIJEPIXO S9J)s5 (ousbouyu eroussne) sisold| dl I®ans ¥0-38°C 8.C usbopnasd 9%0'98LIVdS
¢ 1919nS 900¢ 140 G0-3¢'y 0Z'e [euoiodlIOUB} OJUBIWEIOUB|IS |soe
sopesad sa|ejo| d¢ 191gns G0-3¥'8 Ge'e Eploouodss( 80°¢9¢9dadS
SISOIBN d¢ 1919ns 90-36'v 9e'e eploouodse( 9,02929d9dS
1 [81Ins ¥0-36°G 8G9 eploouodsaq 960'98LIVdS
Sansa ua uoisaidx3 eonolaw uoisaldx3 MO uolun 1Y SeIsl / SIMO Jolea d le1oualayp uoisaidxy (euoipaid) uoidun4 Sauan

SMOOH-LV ¥ NOJ Vd3J V1 N3 SOQVSIAadX33480S SAN3O ‘Il v1avL




20-39%°L 00‘c eploouodsag 2€0°84222VvdS
71 19ans €00¢ |1HO ¥0-3¥S°L 00 uoroduosued ap Jojoe 16
vLLL VISI/€ELL IHO G0-39€'8 [To4 eploouodsag LL2V.LIOVdS
712 19ans 200¢ 140 €£0-308°C 102 sesoxay Jopejiodsuel | 2B
SISOIBIN Zv0€ VTSI / 9€0€ 14O ¥0-3¥S°E 20'C eploouodsag 20°8€€£€20dS
81Y0€ VTSI / 870€ 14O €0-3¥8'G €0'C ese|olplH 2€0°1149€100dS
(ouaboujiu elduasne) sisodv|N 120€ V1SI / 0E€0E 190 €0-32v'e €02 uoioebnfuod us sajeuas uolooNpsuel | zdew
SISOIBIN 990€ 140 ¥0-329'v €0'C eploouoodsag 60'¥.00dS
(ouaboau eouasne) sISOBN ol 19gng S0Zl 1dO €0-3/8'v €0°C ealn Jopepodsuel | 2€0°6980VdS
SISOIBIN €0-390°€ ¥0'C eploouodsag S1'940L0VdS
€0-39v°C 02 eploouodsag 261°€8049dS
¥0-3LE°L S0'C esopnp 440 280°11382VdS
o VNI ans €0-369°C 902 eploouodsag 220°69500dS
¥0-3/8'8 80'C eploouodsag 261L°1L9€104ddS
021w} sa)s3 (ousbouyu eiouasne) sisoIvN 20-38¢€°L 80°C eploouodsag clrow
SISOIBIN 6202 V1SI / 2¥02 140 ¥0-362'v oL'c VYNQ Us ouep ugioeieday L
712 191ans 20-318°€ oLz eploouodsag S0°23129d9dS
SISOIBIN 20-36.°L oL'c AM 9LaMm
clll 1O €0-3€0°L 4 euelquaw ap Jopejiodsuel | L eavrzadvds
OAl}epIXo s941s35 €0-328°'S cl'e eploouodsag 2.0°6d€LIVdS
712 191ans 1002 14O ¥0-3EV' Y €Le usabopnasd 11°8v€108dS
1 VNY! ans G0-308'S SL'z eploouodsag 220°'8202d2dS
SISOIBIN ¥0-368'8 SL'e eploouodsag 90°0LV.LSOVdS
SISOIBIN e 18ans 2912 O G0-3€L'Y N4 ewoseajo.d Jopenbay €0°€9vdads
¥0-322°L 6LC esopnp 440 o¥%1°202109ddS
SISOIBIN ¥0-3G5°C €2'c eploouodsag 220°2iveeovds
S91)so |e |esousab eysandsay (ousabouyu elouasne) sIsoIB|N GE0E 140 €0-309°1 €zc eploouodsag 81°'8€€22dS
(ousboaiu elouasne) sISOBN dl 1|ans 89l VTSI /902l IO ¥0-38€°C €2'C eploouodsag 10°6982VdS
71 19ans €0-3LE'L 9z'e owssl|logeR N €0°9989d9dS
+0-312'8 YA e10dsO0Se | ©p UOIOEWIOH ¢crods
SISOIBIN ¥0-36€°L 8z2'c eploouoodsag 210°64S510VvVdS
€LLL I"HO €0-30v'¥ 0€'C owssijogeld N 20°'Livigadvds
+0-3G9°E veC SISOlSW SewosowoJd uooebaibag Leow
ol 181gng €0-3€.°G Se'e eploouodsag 90°981L2VdS
021w} salisg SISOIBIN Al [Bans 9911 VTSI /c20ocgl 1dO €0-382°G L€C owsllogelN Law
021w} s943s3 SISOIBIN 0L0Z VTSI /SlLoZ IO €0-380°C Lv'C eploouodsag 90°65£049dS
SISOIBIN c0-3LL°L v'e EOl}0IdW UQIoBUIqUIOdSY €inaw
(ouaboaju erouasne) SISO ol 19gng v0lLZ 1O €0-3LL°L 25'C ouwisijogeldN ¥0°6980VvVdS
S¥0L V1ISI/8v0L 1O 90-3€6'Y €5'C eploouodsag 21°84952vdS
001WI9} A OAEPIXO S91)ST SISOIBIN ol 19ang ¥0-30%°L SG'C ouwsijogeldN zwod
0102 14O ¥0-3€G'E 9G'c usbopnasd €0°'8doladads
712 191ans 7002 1O €0-3LL°C /5T usbopnasd 220°23129d9dS
Ll [8ans G0-39¢°. 85'C owsllogeldpN 280'9810VdS
ol 19ans €0-36.°€ 092 owssijogeldN 60°9810VdS
sopesad sajelalN e [8ans 0-36S'€ 192 eploouodsag 80°'cgzaddds
G0-366'8 €92 eploouodsag 2Z1L°GEZLDDdS
S9J)S? |e |eJouab eysandsay €912 I[dO €0-3.v'C S9'C eproouodsag ¥1°682104ddS
SISOIBIN dc 19ans S0-32EL .2 eploouodsag 2.0'2929d9dS
S9J)S8 |e |eJousab eysandsay £G0€ VTSI / 8S0€ 140 G0-3/2°€ v.'C owssilogeldIN 11sb
OAl}epIX0o sal3sg 800l 14O €0-3/2°L /82 eploouodsag 220°8412VdS
ol 19ang 0-39G°2 ¥6'C eproouodsag 2.0'9810VdS
712 191ans ¥0-38€°C 0 Jeuoiodlioue.) ojus|Weud|IS |sae
OAl}epIXo s941s35 (ousabouu ejouasne) sisolB dl 1|ans G0-3LE'L €2’ usbopnasd 270°'9810VdS
ol 19ans 0-309°L €6°S eploouodsag 250°98L0VdS
can<a ua uoisaidyxa ranaiail noisaidya AMN LIoIIN 1Y SPISI / SINN 101eA d 1IrInLIAlaNDN LHolsaidxa (eusinaid) uoinuna <aulan

SMOOH-LV S NOJ Vd3J V1 N3 SOAVSIAdX3IFHF0S SANO ‘Il v1avl




MATERIALES Y METODOS







Materiales y métodos

1. CEPAS Y MEDIOS DE CULTIVO EN EL GENERO Schizosaccharomyces

Los genotipos de las cepas utilizadas en este trabajo son los siguientes:

1. Cepas de Schizosaccharomyces pombe

h 972
hrura4-D18 leu1.32

h® ura4-D18 leu1.32

h™N ura4-D18 leu1.32

h-orc4* . orc4 3 AT-hooks ura4* ura4-D18 leu1.32
h-orc4* :: orc4 4 AT-hooks ura4* ura4-D18 leu1.32
h-orc4* . orc4 5 AT-hooks ura4* ura4-D18 leu1.32
h orc4* . orcd 7 AT-hooks ura4* ura4-D18 leu1.32

h% orc4* :: orc4 4 AT-hooks ura4* ura4-D18 leu1.32

h*N orc4* :: orc4 4 AT-hooks ura4* ura4-D18 leu1.32

2. Cepa de Schizosaccharomyces octosporus

S. octosporus CBS 1804

3. Cepa de Schizosaccharomyces japonicus

S. japonicus var. japonicus ade12 FY53

Las cepas que tienen un gen orc4 mutante
que hemos utilizado en este trabajo se generaron
mediante recombinacion homologa. Para obtener
estas cepas, disefiamos varias construcciones que
tenian un gen orc4 con un dominio N-terminal con 3,
4,5 6 7 AT-hooks en fase con la secuencia de 1373
nucledtidos de la regién carboxilo terminal del orc4*
silvestre. Estas construcciones se ligaron al gen
marcador ura4* de S. pombe y se clonaron entre los
cassettes de recombinacion de 1043 pb homélogos
a las regiones que flanquean el orc4* enddgeno y
con ellas transformamos las distintas cepas
receptoras (h-ura4-D18leu1.32;h*ura4-D18leu1.32;

h™N ura4-D18 leu1.32). Los transformantes fueron
seleccionados en medio minimo (MM) suplemen-
tado con 250 mg/L de leucina. Para comprobar la
correcta integracion de las construcciones realiza-
mos analisis southern blot y ademas secuenciamos
la region que contenia el gen orc4 con 3,4,506 7
AT-hooks.

La composicion de los medios de cultivo emplea-
dos en este trabajo ha sido descrita por Moreno et al.
(1991). Las cepas utilizadas crecieron en medio rico
(YES) o en medio minimo (MM) a 32°C. En los ca-
sos de cepas con alguna auxotrofia, el MM se suple-
ment6 con 250 mg/L de los aminoacidos necesarios.
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2. TECNICAS DE TRANSFORMACION DE
MICROORGANISMOS

2.1 Transformacion de Escherichia coli

La transformacion de E. coli se realiz6 siguiendo
el procedimiento descrito por Kushner, 1978. La cepa
de E. coli utilizada para la clonacion de fragmentos
de DNA fue la estirpe DH5a que posee las siguien-
tes caracteristicas genéticas: F- ®80dlacZAM15
A(lacZY A-argF)U169 endA1 recA1 hsdR17 (rK-
mk+) deoR thi-1 supE44 A\-gyrA96 relA1. E. coli se
crecié a 37°C en los medios y condiciones descritos
por Sambrook et al. (1989).

2.2 Transformacion de S. pombe

Las cepas que poseen un gen orc4 con un domi-
nio N-terminal con 3, 4, 5 6 7 AT-hooks que hemos
empleado en este trabajo, se generaron mediante
recombinacién homologa. La transformacién de S.
pombe se realizd mediante la técnica de acetato de
litio (Norbury and Moreno, 1997). Se transformaron
5x108 células creciendo en medio rico (YES) en fase
exponencial y después de la transformacion las cé-
lulas se incubaron toda la noche en agitacion en me-
dio no selectivo. Al dia siguiente, se plaquearon en
medio selectivo (MM con 250 mg/L de leucina).

3. TECNICAS GENERALES DE MANIPULACION
Y OBTENCION DE DNA

3.1 Aislamiento de DNA plasmidico de E. coli

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

3.2 Amplificacion de DNA: reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR)

Para amplificar fragmentos de DNA de forma
rutinaria se usé la DNA polimerasa de Biotools a
una concentracién de 0.04 U/ul junto con las solu-
ciones tampon recomendadas por el fabricante. Las
reacciones se llevaron a cabo en un volumen final
de 25 pL con 1 mM de oligonucledtidos sintetizados
por Isogen Life Science o Thermo Scientific y 0.8
mM de dNTPs de Promega.

Como DNA molde se utilizaron cantidades
variables de DNA gendmico o directamente una
pequefia cantidad de biomasa de células de S.
pombe tomada de una placa. En este ultimo caso,
la biomasa de las colonias de levadura se calentd
en un microondas durante 1.5 min a potencia maxima
antes de la reaccién de amplificacion, que se
realizo en un termociclador MJ Mini (Bio-Rad). La
longitud de los ciclos de extension y la temperatura
de anillamiento, fue variable dependiendo del tamafio
del fragmento a amplificar.

En la PCR que realizamos para averiguar el tipo
sexual de las células de la cepa h*™ con 4 AT-hooks
empleamos los tres oligos: 1 (5'- AGAAGAGAGAG-
TAGTTGAAG-3), 2 (5-ACGGTAGTCATCGG-
TCTTCC-3") y 3 (5-TACGTTCAGTAGACGTAG-
TG-3") en la misma reaccion de amplificacion.
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3.3 Purificacion de fragmentos de DNA

La purificacion de fragmentos especificos de
DNA a partir de geles de agarosa se realizd por
escision de la banda de agarosa que contenia el
fragmento de interés. A continuacion, el DNA se
purificé utilizando el kit GFX PCR de GE Health-
care siguiendo las especificaciones del fabricante.

3.4 Ligacion de fragmentos de DNA

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

4. CITOMETRIA DE FLUJO

Se recogieron 107 células de cada muestra a
analizar y se lavaron con agua estéril tras centrifu-
gar 2 min a 3000 rpm en una centrifuga de mesa. Se
resuspendieron en 1 ml de etanol 70% a -20°C y se
conservaron a 4°C. Para su procesamiento se trata-
ron 300 ul de cada muestra, se lavaron 2 veces con
1 ml de citrato sodico 50 mMy se resuspendieron en
500 pl con 300 ug RNAsa A (Roche), se incubaron
a 37°C 2 horas. A continuacién, se centrifugaron 2
minutos a 3000 rpm, se resuspendieron en 0.5 ml
de citrato sodico 50 mM y se tifieron con 2 ug/ml

de ioduro de propidio. Las muestras se sonicaron
durante 20 segundos con una amplitud de 40% en
un sonicador Labsonic M (Sartorius Stedim Biotech).
Finalmente, se midieron el tamafio y la fluorescencia
de las células en un citémetro de flujo Becton Dickin-
son FACSort. Para el analisis de los datos se utiliz
el programa CellQuest v.3.3 (Becton Dickinson).

5. ANALISIS DE DNA

5.1 Extraccion de DNA genémico de S. pombe

La extraccién de DNA gendmico de S. pombe se
realizé siguiendo el protocolo descrito por Moreno
et al. (1991), excepto en las preparaciones de DNA
para geles bidimensionales que se describe en el
siguiente apartado de Materiales y Métodos.

5.2 Electroforesis bidimensional de intermedia-
rios de replicacion en geles de agarosa

5.2.1 Extraccion del DNA

El método de extraccion del DNA utilizado esta
basado en las condiciones descritas por Huberman
et al. (1987). Para cada electroforesis bidimensio-
nal se empled el DNA obtenido a partir de medio
litro de cultivo de S. pombe a una A595= 0.8. Se
detuvo el crecimiento afiadiendo azida sddica a una
concentracién final de 0.1% y se mantuvo en hielo
durante 20 minutos. A continuacidn, las células se
recogieron por centrifugaciéon en un rotor Sorvall
GSA a 3000 rpm 5 minutos. El precipitado de célu-
las se lavd con agua estéril a 4°C y se resuspendid
en tampon NIB a 4°C (17% glicerol, 50 mM MOPS,
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150 mM acetato potasico, 2 mM MgClI2, 500 uM es-
permidina, 150 M espermina, ajustando el pH final
de la solucién a pH 7.2 con KOH 10 M) a una con-
centracion de 1.5 - 2 x10° células/ml. Para digerir
la pared celular se afadieron 15 mg de zimoliasa
20T y se incub6 a 37°C durante 20 minutos. La lisis
de las paredes celulares se comprob6 por microsco-
pia dptica. A continuacion, se indujo la lisis celular
diluyendo las preparaciones con 4 volumenes de
agua y los nucleos se recogieron por centrifugacion
durante 15 minutos a 3000 rpm en un rotor J6-MC.
Los nucleos se resuspendieron en tampdn TEN (50
mM Tris pH 8.0, 50 mM EDTA, 100 mM NaCl) a una
concentracién de 1.5 - 2 x 10° nucleos/ml y se in-
cubaron a 37°C durante una hora en presencia de
proteinasa K (300 pg/ml) y N-laurilsarcosil al 1.5%.

Tras lalisis nuclear, se centrifugaron las muestras
nuevamente durante 8 minutos a 3500 rpm en un
rotor J6-MC para sedimentar los restos celulares. Al
sobrenadante se le afiadieron 1.05 gramos de CsCl/
mly 0.025 volumenes de una solucion de Hoescht
33258 a 5 mg/ml en agua. La mezcla se transfirio a
tubos de sellado rapido de 11 ml y las muestras se
ultracentrifugaron durante 20 horas a 55000 rpm a
20° C en un rotor vertical 70 Ti. Tras la centrifuga-
cion se expuso el tubo del gradiente a luz ultravioleta
de 280 nm y la banda de DNA gendmico se extrajo
del tubo del gradiente mediante una jeringa con una
aguja de 1.20 x 40 mm. Se realizaron 3 extracciones
del colorante con una solucion 5 : 1 isopropanol :
agua y el DNA se precipitd con 3 volumenes de eta-
nol al 70% a temperatura ambiente.

Para la identificacion de intermediarios de re-

plicacién en S. octosporus hemos introducido una
serie de modificaciones en el protocolo: las células
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se crecieron en YES con de 25 mM de manosa (D+
mannosio, Analyticals RPE) y se parte de un litro
de cultivo a A595= 0.8. La lisis de la pared celular
se realizé con 15 mg de zimoliasa 20Ty 5 mg de
B-glucuronidasa (Roche) con las que se incubo la
muestra a 37°C durante 20 minutos.

5.2.2 Condiciones de electroforesis

La electroforesis bidimensional se llevé a cabo
adaptando las condiciones descritas por Brewer y
Fangman (1987). Una vez purificado el DNA, se di-
girié con los enzimas de restriccion apropiados, de
manera que el fragmento analizado tuviera un ta-
mafio entre 3 y 6 kb. La primera dimension se llevo
a cabo en agarosa al 0.4% en el tampon TBE (0.9
M Tris-Borato pH 8.3, 0.02 M EDTA) a temperatura
ambiente y voltaje 0.6 V/cm durante 40 horas. La
segunda dimension se llevé a cabo a 4°C en un
gel de agarosa al 1% con 0.5 mg/ml de bromuro
de etidio en tampon TBE durante 7 horas a 5 V/icm.

5.3 Técnica del Southern Blot

Tras la electroforesis del DNA en gel de agarosa,
el DNA se depurinizd incubando el gel durante 10
minutos en 0.125 N HCI. A continuacién, se desnatu-
ralizo el DNA en una solucién de 1.5 M NaCly 0.5 M
NaOH durante 30 minutos. EI DNA fue transferido a
una membrana de nylon Hybond-XL (GE Healthca-
re) mediante el sistema de vacio Vacugene XL (GE
Healthcare) a una presion de 60 milibares durante 2
horas usando 1.5 M NaCl / 0.5 M NaOH como solu-
cion de transferencia. Una vez terminada la transfe-
rencia, la membrana se neutralizé 30 minutos en 2x
SSC (20x SSC: 3 M NaCl, 0.3 M citrato sédico, pH
7.0 ajustado con HCI).
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Para su hibridacion con una sonda radiactiva se
prehibridé la membrana durante 2 horas a 65°C en
8 ml de 2x SSPE (20x SSPE: 3.6 M NaCl, 0.2 M
Na2HPO4+7H20, 20 mM EDTA, pH 7.4 ajustado
con NaOH), 1% SDS, 0.5% BLOTTO (10% leche
en polvo, 0.2% azida sodica), 0.5 mg/ml DNA de
esperma de salmén sonicado (Roche) previamente
desnaturalizado. A continuacion, se sustituyo la so-
lucion anterior por 8 ml de la solucion de hibridacion,
con el mismo contenido que la solucion de hibridacion
méas 10% Dextran Sulfato (Sigma) y la sonda radiac-
tiva. Las sondas se prepararon utilizando el siste-
ma de marcaje DNA Ready-to-Go (GE Healthcare).

Siguiendo el protocolo del fabricante, se marca-
ron 25 ng de DNA diluido en 45 pl de 1XTE que se
desnaturalizaron por calentamiento a 100°C duran-
te 5 minutos y enfriamiento rapido en hielo otros 5
minutos antes de mezclarlo con el contenido liofili-
zado del tubo de reaccion. Se afiadieron 50 uCi de
[32P]-a-dCTP y se incubd a 37°C durante 30 minu-
tos. Para eliminar los nucleétidos no incorporados,
la sonda se purificd mediante columnas ProbeQuant
G-50 (GE Healthcare). La hibridacion se llevo a cabo
durante 12 - 14 horas. Posteriormente, se elimino la
sonda y se realizaron dos lavados de la membrana,
el primer lavado con una solucion que contiene 2x
SSPE, 0.1% SDS durante 10 minutos a 65° C y el
siguiente durante 30 minutos a 65°C con 0.1x SSPE,
0.1% SDS.

Finalmente, la membranas se envolvieron en
plastico y la sefial radiactiva se capturé en pantallas
radiosensibles (BAS-IP MS2040; Fuijifilm) que se es-
canearon en un sistema Personal Molecular Imager
(Bio-Rad). Las imagenes se analizaron con el pro-
grama QuantityOne v4.2.1 (Bio-Rad). Por ultimo, la

membrana se expuso 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. ANALISIS DE RNA

6.1 Extraccion de RNA total de S. pombe

Para obtener el RNA total de S. pombe se ultili-
zaron 30 ml de cultivo en crecimiento exponencial
a A595=0.8. Tras un lavado con agua DEPC, las
células se resuspendieron en 20 ul de solucion de
extraccién (100 mM EDTA pH 8.0, 100 mM NaCl,
50 mM Tris pH 8.0). Se afiadieron 20 ul de fenol-
cloroformo, 5 Il de SDS 10% y el equivalente a 200
ul de ballotini (Glasperlen Nr. 31/8, diametro 0.45-
0.50 mm). Las células se rompieron en FAST-PREP
FD120 (Savant) a velocidad 5.5 durante 15 segun-
dos. Se afiadieron 200 ul de solucién de extraccion
y 200 pl de fenol/cloroformo. Se rompen otras dos
veces durante 15 segundos, refrigerando cada vez
las muestras 30 segundos en hielo. Se centrifu-
g6 durante 5 minutos a 12.100 x g a 4°C. La fase
acuosa separada se extrajo con fenol/cloroformo y
se precipité con 3 M acetato sddico hasta una con-
centracion final de 0.3 M, y 2.5 volimenes de etanol
100%. Las muestras se mantuvieron 20 minutos a
-20°C y luego se centrifugaron a 12.100 x g durante
20 minutos y a 4°C. El precipitado se lavé con etanol
70%. EI RNA obtenido se resuspendié en 30 i de
agua DEPC estéril.
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6.2 Técnica del Northern Blot

Hemos empleado 10 ug de RNA total por carril.
Las muestras se corrieron a 4.5 V/cm en un gel de
1% de agarosa y 6% de formaldehido en MOPS
acido durante 3 horas. La transferencia se hizo
en 10X SSC a una membrana de nylon (Hybond-
N+ de Amersham Biosciences) y posteriormente el
RNA se fij6 a la membrana por calor a 80 °C du-
rante dos horas. El filtro se hibridé con una sonda
obtenida por PCR con los oligos Orc4.carboxilo.
sp1 (5-GCCAGCTGTATTTAATGACGTCCCAT-3")
y Orcd.carboxilo.sp2 (5'- GGTGAAAGTCATTCTTA
TATAACCTCCTTAAGCC- 3) que anillan en la re-
gién conservada del gen orc4*. Como control de
cantidad de RNAm se utilizé el producto de PCR
que obtenemos utilizando los cebadores cig2.FR
(5"-GCAAAAATGCGGATCCATCT- 3°) y cig2.RV
(5-TGCGTATTCCTCAGCCATCA- 3’) del gen de
cig2*. Las sondas se marcaron con *2P utilizando el
kit de marcaje de DNA Ready-to-Go (GE Healthca-
re). Las imagenes de las sefiales de hibridacion se
obtuvieron tras revelar las exposiciones en peliculas
de autorradiografia BioMax XAR (Kodak).

6.3 Hibridacion arrays de expresion

Con RNA total de la cepa silvestre y de las
cepas con 3, 4 y 5 AT-hooks purificado mediante las
columnas de QIAGEN (RNaesy mini kit, Cat. 74104)
hibridamos tiling microarrays (Affymetrix GeneChip®
S. pombe Tiling 1.0 FR array). La hibridacién y el
procesamiento de la informacién del microarray se
realizaron siguiendo las especificaciones de Affyme-
trix. Los datos de cada una de las cepas provienen
de la media de dos duplicados biologicos a partir
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de dos cultivos independientes analizados con mi-
croarrays independientes. Para las comparaciones
en los niveles de expresion se emplearon exclusi-
vamente sondas no duplicadas ni en el genoma ni
en los microarrays. También se han descartado los
genes cuyo valor de expresion estuviera asociado
a un p-valor = 0.05 o determinado por menos de 11
sondas, por considerar que este dato no era signifi-
cativo estadisticamente.

7. ANALISIS DE PROTEINAS

7.1 Anticuerpos empleados para la deteccion de
proteinas

Con el objetivo de detectar la proteina Orc4p sil-
vestre y las distintas variantes que hemos generado
obtuvimos un anticuerpo frente a la regién conser-
vada de la proteina Orcdp de S. pombe (a-Orcdp).
Para ello empleamos el protocolo estandar para la
generacion de sueros policlonales en conejo, utili-
zando como inmundgeno un péptido NH2-CRLP-
SHYYYRWLKEVI-COOH (Thermo Scientific) que
incluia los 14 ultimos aminoécidos de la proteina. El
anticuerpo a-Histona H3 se ha adquirido comercial-
mente (ab1791, abcam).

7.2 Obtencion de extractos proteicos de
S. pombe

La células procedentes de 30 ml de cultivos en
fase exponencial A595= 0.5-1.0 se recogieron, se
lavaron con agua y se resuspendieron inmediata-
mente en 400 ul de tampdn de extraccion (150 mM
Hepes NaOH pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA,
10% glicerol, 1mM DDT, 0.1 % NP40). Para romper
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las células se afadieron el equivalente a 400 pl ba-
llotini (Glasperlen Nr. 31/8, diametro 0.45-0.50 mm)
y se dieron tres pulsos de agitacion de 15 segundos
cada uno a una potencia de 5 en un FastPrep FAST-
PREP FD120 (Savant) a 4°C. Se perfora el tubo
con una aguja caliente y se coloca dentro de otro
eppendorf. El lisado de células se recogié mediante
centrifugacion durante 1 minuto a 845xg. La concen-
tracion de proteina se determind con el reactivo de
Bradford (B 6916 Sigma).

7.3 Separacion de proteinas en geles de
poliacrilamida

Las proteinas se separaron por tamafios
en geles de poliacrilamida al 8% (relacion
acrilamida:bisacrilamida de 30:0.8 Protogel National
Diagnostic). Se cargaron 40 ug de los extractos ob-
tenidos y se llevd a cabo la electroforesis utilizando
cubetas Mini-Protean Il (Bio-Rad) a voltaje cons-
tante de 150V durante 1.5 horas y usando tampdn
de carrera Tris-Glicina (50 mM Tris pH 8.3, 25 mM
glicina, 0.1% SDS).

7.4 Técnica de Western Blot

Tras la electroforesis, las proteinas fueron
transferidas a membranas de nitrocelulosa Hybond
ECL (Amersham Pharmacia Biotech) equilibradas
en tampon de transferencia, mediante el sistema de
transferencia humeda Mini-Transfer (Bio-Rad) apli-
cando un amperaje constante de 275 mA durante
2 horas. El tampdn de transferencia utilizado fue 25
mM Tris, 200mM glicina y 20% de metanol. Para
monitorizar la transferencia y estimar si la carga de
proteina era equivalente en los diferentes carriles se

tifieron las membranas con Ponceau-S y seguida-
mente se bloquearon en una solucién de TBS-T (10
mM Tris-HCl pH 7.6, 150mM NaCl y 0.5% Tween-20)
con 5% de leche en polvo durante 1 hora a tempe-
ratura ambiente. Después las membranas se incu-
baron en la solucién de bloqueo con el anticuerpo
primario (a-Orc4p) durante 2 horas a temperatura
ambiente. Se lavaron las membranas con TBS-T du-
rante 30 minutos (tres lavados de 10 minutos cada
uno) y se incubaron con el anticuerpo secundario
(Anti-Rabbit IgG-peroxidasa; A6154 Sigma) en TBS-
T con 5% leche en polvo durante 45 - 60 minutos a
temperatura ambiente. Nuevamente se lavaron las
membranas y se revelaron empleando el reactivo
de ECL (ECL western blotting substrate, Pierce). La
sefial de quimioluminiscencia emitida se detect6 con
peliculas SuperRX Fuji Medical X-Ray film.

8. ANALISIS ChIP on chip

8.1 Técnica de inmunoprecipitacion de cromati-
na (ChiP)

Para realizar la inmunoprecipitacion de cromati-
na nos basamos en el protocolo descrito por Papa-
dopoulou et al. (2008) con algunas modificaciones.
Partimos de 200 ml de cultivo a A595= 0.5. Las célu-
las fueron fijadas con formaldehido a una concentra-
cion final del 1%. El extracto de cromatina se incubé
con el anticuerpo correspondientes: 20 ul a-Orcdp 6
2 ug 0-H3 (ab1791, abcam) durante 12 horas a 4° C.
Para revertir el crooss-linking de la proteina al DNA,
las muestras fueron incubadas durante 12 horas a
42°C en la presencia de 5 pl de proteinasa K (stock
a 10 ug/ul). Posteriormente, se incubaron a 65°C du-
rante 6 horas y el DNA fue purificado usando el kit
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lllustra GFX PCR DNA and Gel Band purification Kit
(GE Heatlhcare).

8.2. Amplificacion por qPCR del DNA inmuno-
precipitado

El DNA purificado se amplificd por PCR cuan-

titativa en un equipo ABI PRISM 7000 Sequence
Detection System (Applied Biosystems) usando los
pares de oligonucledtidos descritos en este apar-
tado. Para cada reaccion de PCR se afiadieron 2
ul del DNA inmunoprecipitado, 0.8 pl (de un stock
a 3 uM) de cada uno de los oligos, 0.4 ul del control
de fluorescencia Reference Rox, 6 de agua libre de
DNasa y 10 ul de la mezcla preparada comercial-
mente (2xSYBR green) que contiene la polimerasa,
los nucledtidos y el fluorescente SYBR Green.
El termociclador fue programado este modo: (1) 45
segundos a 95°C para la desnaturalizacién inicial del
DNAYy la activacién de la polimerasa), (2) 15 segun-
dos a 95°C (desnaturalizacion), (3) 20 segundos a
54°C (anillamiento), (4) 31 segundos a 72°C (exten-
sion) y (5) 40 ciclos desde el punto (2). La cantidad
relativa de DNA que se inmunoprecipité para cada
muestra se normalizé con la cantidad de DNA total
antes de inmunoprecipitar (input).

Las secuencias de los oligonuclettidos empleados
para qPCR son las siguientes:

1034.1 5-GCAGCGATTCCTATCACATC-3’

10342  5-TTTTAGTTCGTACTGTGAA-3’

1090.12  5-CGCGGATCCATTTAGTCTCATACCGAAAA-3
1090.21  5-AAAATGAAGATTGTTCGTAC-3’

3040.1  5-TACAGGTTTGTGCCAGGTAG-3

3040.2 5"-TAAAGATAAGGCCTCCCGAG-3°
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3001.1 5-CCAGCCATTTTCGATGTTTC-3’
3001.2 5"-TAACGGGTGGAAAAGGGATC-3
3056.1 5"-GGGATGTACTCATTTATAAT-3’
3056.2 5"-TTAAAATCATTTTTCGCAGG-3’
His3.FR 5-CTTTTTTGCTTGTTCCCCTGG-3
His3.RV 5"-GACGACAACGATTCCATTCCAT-3’

SPCC320.08F 5-AACTTTTTAGAAATTAGCT-3
SPCC320.08R  5-TTAATTTTGATGGCTTGTAA-3’

Cen.FR 5-CGGAACCAAATGATGTGAGGTT-3
Cen.RV 5-TGACGGCATCGCTTGTACTT-3
Th1.FR 5"-CAAACCCCAGGAAAGGTGATG-3
Th1.RV 5-CCGAACAAACAAGCAGTCCCT-3

8.3 ChIP on chip para la identificacion de las
zonas de unién de Orcdp en el genoma

Con el objetivo de identificar a nivel gendmico los
sitios de unién de la proteina Orcdp en S. pombe
hibridamos microarrays Affymetrix GeneChip® S.
pombe Tiling 1.0 FR con el DNA obtenido mediante
el ChIP. La hibridacién y el procesamiento de la
informacion del microarray se realizaron siguiendo
las especificaciones de Affymetrix. Los datos de
cada una de las cepas provienen de la media de dos
microarrays independientes.
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