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Introduccion

1.- Schizosaccharomyces pombe

1.1.- Introduccioén

Los estudios realizados en esta tesis se han llevado a cabo usando como

organismo modelo a la levadura Schizosaccharomyces pombe.

S. pombe fue aislada por primera vez en 1893 por Lindner de una cerveza del
este de Africa. Su nombre deriva de la palabra cerveza en el idioma Swahili
(Pombe). Esta levadura es un eucariota unicelular con forma cilindrica de 3-4 um
de diametro y 7-14 um de longitud (figura 1.1) que mantiene su forma creciendo
Unicamente por sus extremos. Se divide formando un septo en la zona media
para dar lugar a dos células hijas exactamente iguales. Por este patrén de
divisiébn, S. pombe también se conoce como levadura de fision. Este tipo de
division ademas, hace que sea una poderosa herramienta en la investigacion del

ciclo celular.

Figura 1.1. Imagen al microscopio de contraste interferencial de la levadura
S. pombe.

S. pombe fue utilizada por primera vez como organismo modelo en los afios 50
para el estudio del ciclo celular por Murdoch Mitchison, y en estudios de genética
por Urs Leupold. Mas tarde, Paul Nurse integrd las dos escuelas independientes
de genética e investigacion en ciclo celular. Por su trabajo en la caracterizacion
de las quinasas dependientes de ciclinas como reguladores clave en la
progresion del ciclo celular, Paul Nurse recibi6 el Premio Nobel en Fisiologia y

Medicina en 2001, junto con Tim Hunt y Lee Hartwell.
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El genoma de S. pombe contiene tres cromosomas que han sido secuenciados
por un consorcio dirigido por el Instituto Sanger, convirtiéndola asi en el sexto

organismo con el genoma completamente secuenciado (Wood et al., 2002).

La levadura Saccharomyces cerevisiae también se utiliza como organismo
modelo para estudios de biologia molecular y celular. A diferencia de S. pombe,
S. cerevisiae se divide por gemacion. Se estima que S. pombe y S. cerevisiae se
separaron evolutivamente hace 400 millones de afos, y las secuencias difieren
una de otra tanto como cualquiera de ellas con los eucariotas superiores. Esto
quiere decir que es muy probable que los genes conservados entre ambas
levaduras también lo estén en los organismos superiores. Estas similitudes y
divergencias entre ambas levaduras y eucariotas superiores, hacen que S.
pombe y S. cerevisiae sean dos organismos modelos complementarios en el

estudio de la organizacién y comportamiento de las células de mamiferos.

La levadura de fisién tiene un tiempo de generacién de entre 2-4 horas, y unas
condiciones de cultivo simples que permiten llevar a cabo estudios de biologia
molecular y celular con relativa facilidad. Los métodos de genética clasica estan
completamente desarrollados para este sistema. S. pombe puede ser
rapidamente transformada vy las deleciones e integraciones resultan relativamente
sencillas. Las células tienen una forma y tamano regular. Debido a la regularidad
de su forma, S. pombe constituye un sistema modelo muy atractivo para el
estudio de procesos relacionados con la morfogénesis o establecimiento de la
forma y polaridad. Ademas presenta un nucleo facilmente distinguible, lo que
facilita el andlisis citologico. Actualmente, son comunes las aproximaciones

bioquimicas y protedbmicas con este organismo.

Por todas estas razones, S. pombe ha resultado ser un valioso organismo modelo
para la investigacion de aspectos relevantes como la dindmica de microtibulos
durante mitosis e interfase, checkpoints y origenes de replicacién, cohesion y
segregacion cromosoémica, rutas de reparacion de DNA, recombinacion mitética y
meibtica, rutas implicadas en la transduccion de sefiales nutricionales,
diferenciacion sexual y para el estudio del complejo programa de meiosis y

esporulacion.
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1.2.- Ciclo de vida

S. pombe es normalmente un organismo haploide. En condiciones nutricionales
oOptimas, la célula duplica su material genético durante la fase S, crece durante la
fase G2 (en condiciones normales la mas larga del ciclo celular) hasta alcanzar
un tamafo minimo para entrar en mitosis, donde divide su material genético, y
finalmente en G1 realiza la citoquinesis tras la formacién de un septo en la zona
media. Inmediatamente después de la division celular, la célula comienza a
crecer de forma monopolar Unicamente por el extremo antiguo, es decir, el
existente antes de la divisiébn. Cuando la célula alcanza un tamafio determinado,
en G2 empieza a crecer también por el extremo formado tras la division,
estableciéndose asi un crecimiento bipolar. A este proceso se le ha denominado
NETO (New End Take Off). El crecimiento se interrumpe durante la division
nuclear, e inmediatamente después de ésta se produce la formacion de un septo
en el centro de la célula, que provoca la division celular por fisién binaria (de ahi
el nombre de levadura de fisién), dando lugar a dos células hijas exactamente

iguales en tamario.

En condiciones de ausencia de nutrientes, principalmente de nitrogeno, las
células se paran en G1 y salen del ciclo celular permaneciendo en una fase
estacionaria. Si las condiciones nutricionales persisten, células de diferente tipo
sexual (h+y h-) conjugan para dar lugar a un zigoto que, si continlia en ausencia
de nutrientes, realiza la meiosis para dar lugar a un asca zigética que contiene
cuatro estructuras de resistencia (esporas) con la mitad de dotacién genética que
la célula madre. Estas estructuras permiten sobrevivir a la levadura hasta que se
recuperen las condiciones favorables de nutrientes, en las que germinaran (figura

1.2).

Si en el estadio de zigoto se recuperan las condiciones nutricionales, éste entrara
en un ciclo diploide dando lugar asi la fase diploide de la levadura. Si un diploide
se encuentra en condiciones de ausencia de nitrégeno, sufrird meiosis para dar
lugar a un asca azigética, denominada asi ya que se origina sin necesidad de

conjugar con otra célula (figura 1.2).
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Figura 1.2. Ciclo de vida de S. pombe. El ciclo de vida de la levadura de fisién tiene una
fase mayoritariamente haploide en la que se divide asexualmente mientras existen
buenas condiciones de nutrientes. Si hay ausencia de nutrientes en el medio,
principalmente de nitrégeno, las células se paran en G1 y salen del ciclo. Si las
condiciones persisten, células de diferente sexo conjugan para dar lugar a un zigoto. Si
en ese estadio las condiciones de nutrientes se recuperan, el zigoto comienza un nuevo
ciclo como diploide, entrando asi en la fase diploide del ciclo. Tanto los zigotos como las
células diploides en ausencia de nitrogeno realizan la meiosis para formar ascas con 4
ascosporas.

2.- Ciclo celular meiético

2.1.- Introduccion

La meiosis es un tipo de division celular especial, esencial para todos los
organismos con reproduccion sexual. La raiz griega de la palabra meiosis
significa “disminuir”, lo que hace referencia a la principal caracteristica de esta
division especial, la reduccion del contenido genético a la mitad. La meiosis se
caracteriza porque tras una uUnica ronda de replicaciéon del material genético,
tienen lugar dos rondas consecutivas de division celular: meiosis | y meiosis Il. El
resultado es que a partir de una célula diploide, se forman cuatro células con un
contenido haploide de DNA. Este tipo de divisién tiene lugar en determinados

organos y determinadas circunstancias ambientales, por lo que se podria hablar
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de un proceso de diferenciacion mas que de un tipo de division celular. La
meiosis da lugar a los gametos en organismos con reproduccion sexual, y a las

esporas (estructuras de resistencia) en levaduras y otros hongos.

En organismos con reproduccion sexual la meiosis juega un papel importante en
el mantenimiento de la ploidia gracias a la generacién de gametos con la mitad de
dotacion genética, que cuando se fusionen generaran un zigoto con el mismo
contenido genético que el resto de células del organismo. Si la formacion de
gametos tuviese lugar mediante mitosis, el zigoto que se generaria tendria el

doble contenido en material genético que las células del organismo.

Durante la meiosis, la segregacién del material genético a las células hijas se
produce de forma diferente a la mitosis (figura 1.3). Tras la replicacion premeibtica
del DNA, los cromosomas homoélogos (uno de origen materno y otro paterno)
estan formados por dos cromatidas hermanas. En la mitosis, cada crométida
hermana de cada cromosoma se segrega a una de las células hijas, dando lugar
asi a células con exactamente el mismo contenido que la célula madre. Sin
embargo, en la primera divisibn meibtica, las croméatidas hermanas permanecen
unidas, y los cromosomas homologos se distribuyen en polos opuestos de la
célula. La primera division meibtica, ademas, esta asociada con la recombinacion
meibtica, lo que facilita la generacién de nuevas combinaciones de informacion
genética en la siguiente generacion (Yamashita et al., 1997). En la segunda
division meiobtica, las cromatidas hermanas se separan a polos opuestos de la

célula, como ocurre en la mitosis.

Para que la primera divisibn meibtica se produzca de forma correcta, durante la
profase meibtica los cromosomas homélogos se aparean y se produce la sinapsis
entre ellos. Los cromosomas homélogos establecen la union fisica entre ellos a
través de una estructura citolégica que es el Complejo Sinaptonémico, y que en la
levadura de fision tiene como equivalente a los Elementos Lineales. Aunque los
elementos lineales no se forman a lo largo de todo el cromosoma como ocurre
con el Complejo Sinaptonémico, ejercen la misma funcién que éste y contienen
proteinas relacionadas con las del Complejo Sinaptonémico (Molnar et al., 2003;

Lorenz et al., 2004; Davis et al., 2008). A su vez, las cromatidas hermanas
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establecen la conexion entre ellas a través de las cohesinas. El apareamiento que
se produce entre los cromosomas homoélogos favorece que se produzcan
entrecruzamientos entre cromatidas no hermanas durante la profase meib6tica que
dan lugar a estructuras visibles que se conocen como quiasmas como resultado
de eventos de recombinacion homoéloga. En la primera divisibn mei6tica el
Complejo Sinaptonémico es degradado junto con la cohesina de los brazos de las
cromatidas hermanas, lo que permite que los quiasmas se resuelvan segregando
cada cromosoma homélogo a un polo. Estos procesos son los responsables de la
variabilidad genética que se da en la meiosis, puesto que los cromosomas
homoélogos han intercambiado parte de su material genético. En la segunda
division meiobtica, la uniébn que se mantiene entre las cromatidas hermanas a nivel
del centrébmero, desaparece mediante la degradaciéon de la cohesina centromérica
(Kitajima et al., 2004; Vaur et al., 2005; revisado por Wang and Dai, 2005), y éstas
segregan a polos opuestos de la célula. El resultado final son cuatro células con
la mitad de contenido que la célula madre, y que ademas son genéticamente

diferentes a sus progenitores (figura 1.3).
MITOSIS
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Figura 1.3. Mitosis vs Meiosis. En la mitosis, a partir de una célula madre se generan
dos células hijas con la misma dotacion genética que la célula madre. Tras la replicacion,
las cromatidas hermanas segregan hacia polos opuestos de la célula. Durante la meiosis,
una Unica ronda de replicacion del material genético precede dos rondas consecutivas de
divisién. En la meiosis |, segregaran los cromosomas homélogos y en la meiosis I, las
cromatidas hermanas. Como resultado, se generan cuatro células hijas con la mitad de
contenido genético que la célula madre. Ademas, las células presentan variedad genética
por los eventos de recombinacioén que han tenido lugar durante la profase meiética. Con
el objeto de simplificar, se representa una célula diploide con dos pares de cromosomas
homélogos.

En S. pombe la meiosis es facilmente inducible mediante el crecimiento de
diploides heterocigotos para el locus del “mating-type” en medio sin nitrdgeno
(Egel, 1973). La ausencia de nitrbgeno en combinacién con la heterocigosis
resulta en la inactivacion de Pat1, la quinasa que mantiene inactivo a Mei2, lo que
activa la transicion del ciclo mitético al meibtico (Beach et al., 1985; lino, 1985;
Nurse, 1985; McLeod and Beach, 1988; Nielsen and Egel, 1990). Mei2 es
esencial para la entrada en meiosis (Beach et al., 1985; Shimoda et al., 1985,
Shimoda et al., 1987; Watanabe et al., 1988) y es una diana critica de Pat1
(Watanabe et al., 1997). Durante el ciclo mei6tico el gen mei2+ se expresa muy
poco y ademas es inactivado por Pat1. Cuando se dan las condiciones para
entrar en meiosis (ausencia de nitrébgeno principalmente), la expresion de mei2+
aumenta y se acumula Mei2 desfosforilada que cambia el ciclo celular de mitosis
a meiosis (Watanabe et al., 1997). S. pombe no puede iniciar la sintesis de DNA
premeibtica en ausencia de Mei2, indicando por tanto que Mei2 es esencial para
la sintesis premei6tica de DNA (Beach et al., 1985; Shimoda et al., 1985). Se ha
descrito ademas, que Mei2 es suficiente para promover la meiosis | (MI). Mei2 es
una proteina de unién a RNA que se une especificamente a una molécula de
RNA codificada por el gen sme2+ y que se denomina MeiRNA. Las células que no
tienen MeiRNA pueden realizar la sintesis de DNA premeibtica pero son
defectivas en MI. La sobreexpresion de MeiRNA puede suprimir la deficiencia del
mutante termosensible de mei2 en promover MI. Esto indica que Mei2 y MeiRNA
forman un complejo que tiene un papel critico en promover la Ml (Watanabe and
Yamamoto, 1994).

Tras la entrada en meiosis, Mei2 pasa de ser citoplasmatica a acumularse en el
nacleo formando un foco (Watanabe et al., 1997; Yamashita et al., 1998; Sato et

al., 2001). El foco de Mei2 esta localizado en el locus del gen sme2+ en el brazo
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corto del cromosoma Il (Shimada et al., 2003). En mutantes sme2, que no tienen
MeiRNA, la formacién del foco de Mei2 es incorrecta y el ciclo meibtico se
bloquea antes del inicio de meiosis | (Watanabe et al., 1997; Yamashita et al.,
1998). Se ha descrito un papel de Mei2 en bloquear la eliminaciéon selectiva de
RNAs mensajeros especificos de meiosis. Estos RNAs mensajeros son
especificamente eliminados si se expresan durante el ciclo mitético. Contienen
una region denominada DSR (determinant of selective removal) que determina su
eliminacion por parte de la proteina Mmi1. Se ha descrito que Mei2 estabiliza la
transcripcion de los RNAs especificos de meiosis mediante la union a Mmit
(Harigaya et al., 2006). Durante el crecimiento vegetativo, Mmi1 esta localizada
en multiples focos en el nucleo, mientras que durante profase meibtica se
acumula en un unico foco que colocaliza con el foco de Mei2. Esta concentracion
en un Unico punto no se da en los mutantes mei2 o sme2. Parece que Mei2
estaria secuestrando a Mmi1 en el foco, asegurando de ese modo la estabilidad
de los transcritos especificos de meiosis. El bloqueo que se produce en el
mutante mei2 antes de meiosis | puede ser rescatado por la reduccion de la
actividad de Mmi1, presumiblemente porque esta disminucion de la actividad
permitiria la acumulacién de trascritos que contienen regiones DSR especificos

de meiosis (Harigaya et al., 2006; revisado en Harigaya and Yamamoto, 2007).

La inactivacion de Patl es un paso esencial para que se inicie el programa
meibtico. Pat1 es la quinasa que mantiene inactivo a mei2+, esencial para iniciar
el programa meiético (Watanabe et al., 1997; revisado en Marston and Amon,
2004). El mutante termosensible pat1-114 permite la inactivacion de Pat1 a la
temperatura restrictiva (32-34°C) independientemente de las condiciones
nutricionales, el sexo de las células, la ploidia o la fase del ciclo en que se
encuentren. Este mutante, por tanto, inicia la meiosis de una forma espontanea a

la temperatura restrictiva.

2.2.- Movimiento de cola de caballo (horse-tail)

Durante la profase meibtica en S. pombe se ha descrito un tipo de movimiento
nuclear unico en el que el nicleo se mueve de un extremo a otro de la célula para

facilitar el apareamiento de los cromosomas homoélogos y la recombinacion.
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Durante el periodo de oscilaciéon el nicleo muestra una morfologia alargada
caracteristica. Debido a su forma, este nlcleo alargado se denomina
generalmente cola de caballo (horse-tail) (Robinow, 1977; Robinow, 1989). Este
movimiento se prolonga durante aproximadamente las dos horas anteriores a la
Ml y, en él, el nucleo es conducido por el SPB y arrastrado por los microtubulos
astrales que irradian de éste (Chikashige et al., 1994; Yamamoto et al., 2001) de
forma dependiente de la actividad de la proteina motora de microtibulos, dineina
(Yamamoto et al., 1999). Las oscilaciones que se producen durante el

movimiento de horse-tail, tienen lugar a una velocidad irregular (Ding et al., 1998).

Para que el movimiento de horse-tail se produzca de forma correcta hay una serie
de eventos que deben tener lugar. Al comienzo del movimiento los telomeros, que
inicialmente estan localizados en el extremo opuesto del nacleo al SPB, se
agrupan cerca de éste, en el eje conductor del movimiento, intercambiando su
posicion con los centrébmeros, que en interfase se sitdan junto al SPB (figura 1.4).
Tras la segregacién cromosomica, los centromeros vuelven a su posicidén cerca
del SPB (Chikashige et al., 1994, Chikashige et al., 1997). Tras la cariogamia de
los nicleos de las células que conjugan, los cuerpos polares del huso (SPB) de
ambas células se organizan en una uUnica estructura que conduce al nucleo
durante el movimiento. Comienzan a polimerizar los microtubulos astrales desde
el SPB y éstos se anclan al cortex celular para arrastrar al nucleo. La
coordinacion entre microtibulos astrales polimerizando en un extremo, y
microtubulos despolimerizando en el otro, permite que se produzca el movimiento
de una forma continua. La proteina motora de microtibulos, dineina, es la que
genera la fuerza necesaria para que los microtibulos sean capaces de mover el

nlcleo.
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Figura 1.4. Inicio del movimiento de horse-tail. En condiciones de ausencia de
nutrientes, principalmente nitrégeno, las células de S. pombe dejan de dividirse. Si las
condiciones persisten, células de diferente tipo sexual conjugan para dar lugar a un
zigoto. En los primeros momentos de la conjugacion, los telomeros, que en condiciones
normales estan situados en el extremo opuesto del nucleo que los centromeros,
cambian su posicién con éstos para agruparse cerca del SPB. Los SPB de ambas
células se fusionan y conduciran al nacleo durante el movimiento de un extremo a otro
de la célula.

Se ha descrito que mutantes de la proteina motora dineina que no presentan
movimiento de horse-tail, son capaces de completar la meiosis formando cuatro
esporas viables, lo que indica que el movimiento no es esencial para la
progresién de meiosis, y que la duracién de la profase meibtica es la misma
independientemente de que el movimiento se produzca o no. Sin embargo, el
mutante que carece de la dineina muestra una disminucion significativa de la
recombinacién meibtica, sugiriendo asi que el movimiento nuclear se requiere
para que ésta sea eficiente. La reduccién en la recombinacion resulta de un

ineficiente apareamiento de cromosomas homoélogos (Yamamoto et al., 1999).
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La migraciéon nuclear mediada por microtibulos ha sido observada en variedad
de organismos. Interacciones con el coértex celular similares a las que se
producen en S. pombe, podrian ocurrir en otros casos de migracién nuclear
mediada por microtubulos. Durante la embriogénesis temprana de Drosophila, la
migracién nuclear desde el interior del embrion al cortex del mismo, requiere la
presencia de microtubulos funcionales (Ding et al., 1998). En el estadio de dos
células de Caenorhabditis elegans, la rotacion nuclear que determina el eje de
divisién de la célula posterior estad mediada por microtibulos que corren desde el
centrosoma al cortex (Hyman and White, 1987; Hyman, 1989). En los huevos
fertilizados de muchas especies, la migracién del pronucleo masculino es
conducida por asters de microtubulos que nuclean del centrosoma derivado del
esperma (Ding et al., 1998). Durante la morfogénesis de plantas, una migracion
nuclear premitética mediada por microtdbulos y/o filamentos de actina genera
polaridad celular conduciendo a divisiones celulares asimétricas (Galatis et al.,
1986; Kennard and Cleary, 1997). En el hongo Aspergillus nidulans, los nacleos
migran dentro del tubo germinal hacia su posicion definitiva tras la germinaciéon de
una forma dependiente de microtibulos (Oakley and Morris, 1980; Oakley and
Morris, 1981; Xiang et al., 1994). En la levadura S. cerevisiae, la migracion del
huso mitético a la yema es dependiente de microtubulos astrales que irradian del
SPB (Sullivan and Huffaker, 1992; Palmer et al., 1992; Carminati and Stearns,
1997). En estos ejemplos de migracion nuclear, los nucleos se mueven a sus

posiciones finales y el movimiento cesa.

2.3.- Dinamica de microtubulos

La organizacién dinamica del interior celular, que es crucial para la funci6n
celular, depende en gran parte del citoesqueleto de microtabulos. Los
microtdbulos mueven y posicionan organulos por fuerzas de empuje (push)
cuando se trata de cubrir distancias cortas, tiro (pull) cuando las distancias son
mas largas, o deslizamiento (sliding). Las fuerzas de empuje pueden ser
generadas por polimerizacion de microtibulos, mientras que las fuerzas de tiro
envuelven despolimerizacion de microtibulos y/o proteinas motoras. El
deslizamiento entre un microtubulo y otro microtibulo, organulo o cortex celular

también es dirigido por proteinas motoras (revisado en Tolic-Norrelykke, 2008).
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La organizacion de los microtibulos citoplasmaticos en células meibticas es
bastante diferente a la de células mit6ticas (Hagan and Hyams, 1988; Svoboda et
al., 1995; Hagan and Yanagida, 1995). Durante la mitosis, los microtabulos
citoplasmaticos se forman desde el SPB sélo durante las divisiones nucleares. En
células en interfase, aunque el SPB esta localizado en uno de los haces de
microtibulos que se extienden a lo largo de la célula, no se observan
microtabulos radiando del SPB. Cuando S. pombe entra en meiosis, los
microtdbulos citoplasmaticos cambian su organizacién y son nucleados
exclusivamente desde el SPB durante la cariogamia y la profase meittica (Hagan
and Yanagida, 1995; Svoboda et al., 1995). Esto sugiere que el SPB cambia sus
propiedades de actividad nucleadora de microtibulos antes de entrar en meiosis.
Se ha descrito que existen grupos de microtibulos unidos al ndcleo durante el

movimiento de horse-tail (Hagan and Yanagida, 1995; Svoboda et al., 1995).

El movimiento nuclear caracteristico de la profase meiética es conducido por una
continua reorganizacion de los microtibulos astrales que se originan del SPB
(Ding et al., 1998). Cuando se produce la cariogamia, los microtibulos de ambas
células convergen en la mitad del zigoto, entre los dos nicleos, adquiriendo una
forma de X. Cuando el nicleo comienza a moverse de un extremo a otro de la
célula, éstos cambian su configuracién. Los microtibulos son nucleados desde el
SPB hacia el extremo hacia el que éste se dirija. Cuando los haces de
microtubulos alcanzan el coértex celular y se anclan a éste, comienzan a
polimerizar microtlbulos hacia el otro extremo atravesando longitudinalmente
toda la célula y, los que habian polimerizado anteriormente, ahora despolimerizan
a medida que el nicleo se acerca al cértex. La coordinacion de la dinamica de los
microtlbulos astrales a ambos lados del nicleo permite que el movimiento se
produzca de manera continua y correcta. Ademas, se ha descrito que los
microtubulos ejercen la funcion de arrastre del niicleo mediante interacciones con
el cortex celular. Los microtibulos que se anclan en el cértex generan la fuerza
de tiro curvandose en el cortex celular conduciendo la migracion nuclear hacia

éste (Yamamoto et al., 2001).
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2.4.- Formacion del bouquet y recombinacion meiética

Una caracteristica principal de la meiosis es el elevado indice de recombinacion
genética. El papel de la recombinacidon en meiosis es proveer la interaccion fisica
entre los cromosomas homélogos requerida para asegurar la correcta
segregacion de éstos durante la meiosis | (Davis and Smith, 2005). La
recombinacién meibtica se inicia por un programa regulado que implica la
formacion de cortes de doble cadena (DSB) por Rec12, el ort6logo en S. pombe
de la endonucleasa Spo11 (Keeney et al., 1997; Cervantes et al., 2000). Los
cortes de doble cadena son reparados mediante interacciones con el cromosoma
homélogo dando como resultado la formaciéon de entrecruzamientos (revisado en

Roeder, 1997; Keeney, 2001).

El apareamiento y recombinacién de los cromosomas homoélogos durante la
profase meibtica son esenciales para la correcta segregacion de los cromosomas
en la primera de las divisiones meibticas. La recombinacion meiética contribuye a
la diversidad de la informacion genética en células eucariotas. Este evento
requiere una asociacion fisica de las regiones homoélogas de cada par de
cromosomas homologos. Esto ocurre durante la profase meiética. En muchos
organismos, el apareamiento tiene lugar a lo largo de toda la longitud de los
cromosomas homologos y esta seguido por la formacion del Complejo
Sinaptonémico (Synaptonemal complex, SC), una estructura tripartita que une los
cromosomas. Para llegar al apareamiento completo de los cromosomas, las
células poseen mecanismos que permiten el encuentro de las regiones
homoélogas seguida por su asociacion. Observaciones citolégicas en muchos
organismos han demostrado que durante la profase meibtica los cromosomas
forman una estructura caracteristica que se denomina “bouquet’ por la forma que
adquieren los cromosomas mediante el agrupamiento de sus telémeros cerca del
centrosoma (en S. pombe, SPB) (Chikashige et al., 1994; Scherthan et al., 1996;
Bass et al., 1997; Trelles-Sticken et al., 1999; Loidl, 1990), mientras que durante
el ciclo mitotico estan dispersos a lo largo de la envuelta nuclear. Este cambio
drastico de la localizacion de los telbmeros produce una organizacion
caracteristica de bouquet de los cromosomas (revisado en Scherthan, 2001). Se
ha descrito que esta configuracion de los cromosomas facilita la interaccion inicial

entre homoélogos y ademas restringe la recombinaciéon ectopica (entre
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cromosomas no homologos) (Niwa et al., 2000; revisado en Scherthan, 2001;
Yamamoto and Hiraoka, 2001; Davis and Smith, 2006). Mutaciones que eliminan
el agrupamiento de telomeros, provocan una disminucion del apareamiento y la

recombinacién mei6tica.

Tanto la integridad de los telémeros como la del SPB son necesarias para la
correcta formacién del bouquet. Las proteinas responsables de la union entre el
SPB vy los telbmeros en S. pombe son Bqtl y Bqt2 (Chikashige et al., 2006).
Estas proteinas se inducen en el ciclo mei6tico en respuesta a feromonas,
mientras que no lo hacen en respuesta a situaciones de ausencia de nitrogeno. El
complejo Bqt1/Bqt2 forma un puente entre Sad1, principal componente del SPB
con un dominio SUN (Hagan and Yanagida, 1995; Tomita and Cooper, 2006;
Chikashige et al., 2007), y Rap1, proteina unida a los telébmeros a través de Taz1
(Chikashige and Hiraoka, 2001; Kanoh and Ishikawa, 2001). Por lo tanto, este

complejo es esencial para la conexion entre el SPB y los telomeros (figura 1.5).

En el mutante Taz1, los teldbmeros no son capaces de agruparse cerca del SPB
(Cooper et al., 1997; Cooper et al., 1998) y no se forma la estructura de bouquet,
lo que provoca un movimiento de horse-tail aberrante y una reduccion de los
niveles de recombinacién, pero con un crecimiento vegetativo normal (Cooper et

al., 1997; Yamamoto et al., 1999).

La formacién del bouquet probablemente requiere la reorganizaciéon especifica de
los microtubulos que se da en meiosis y la actividad de proteinas motoras que se
activan tras la entrada en meiosis (Hagan and Hyams, 1988; Svoboda et al,,
1995; Ding et al., 1998; Yamamoto et al., 1999; Miki et al., 2002).
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Membrana nuclear
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Figura 1.5. Formacién del bouquet (Tomita and Cooper, 2006). En S. pombe, durante
el ciclo mitético los telémeros estan anclados a la periferia del nacleo, mientras que los
centrbmeros estan unidos al SPB. En respuesta a feromonas, las células entran en
meiosis y en la profase meibtica se activa la expresion Bqt1 y Bqt2. Estas proteinas
atraen al dominio SUN de Sad1 a los teldmeros. Los centromeros se separan del SPB y
el complejo de Sad1, con las proteinas Bqt unidas a los telémeros regresan al SPB a lo
largo de la membrana nuclear para acabar con los telomeros unidos al SPB. En el
modelo propuesto para mamiferos, los telémeros no estan necesariamente asociados a
la membrana nuclear antes de la profase mei6tica (preleptoteno). La expresién de los
ortélogos de las proteinas Bqt en el leptoteno podrian activar asociaciones entre las
proteinas con dominio SUN y los teldmeros en la periferia nuclear. Durante el zigoteno, el
complejo SUN transportaria los telomeros a posiciones cercanas al centrosoma.

La configuracion de bouquet de los cromosomas homblogos en la profase
meidtica que se observa en la levadura de fisién, ha sido descrita en una gran
variedad de organismos, incluidos humano, ratén y maiz (Yamamoto et al., 1999).
Ademas, el agrupamiento de telobmeros y el movimiento nuclear durante la
profase meibtica se han observado en otros organismos. Por ejemplo, el nicleo
rota y oscila durante el estadio de bouquet en espermatocitos de ratones (Yao
and Ellingson, 1969; Parvinen and Soderstrom, 1976; Salonen et al., 1982).
Ademas, la reciente descripcion de proteinas con dominios SUN en los telomeros

de ratones, sugieren que el movimiento nuclear podria estar conservado en
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mamiferos (Ding et al., 2007; Schmitt et al., 2007). Algunas células de plantas
tienen movimientos nucleares semejantes, ya que el nicleo se ve en posiciones
alejadas del centro de la célula en este estadio. También se ha descrito que la
configuracion de “bouquet “durante la profase meibtica, y la proteina motora de
microtlbulos, dineina, son requeridas para una correcta recombinacién meib6tica
en S. cerevisiae (Trelles-Sticken et al., 1999; Trelles-Sticken et al., 2005). Esto
implica la presencia de un mecanismo similar para crear el alineamiento espacial

de los cromosomas homdlogos en diferentes organismos.

Aunque otros organismos parecen emplear un mecanismo similar, el
agrupamiento de telomeros y el movimiento nuclear oscilatorio tal y como se
producen durante la profase meibtica en S. pombe, con el niicleo moviéndose de

un extremo a otro de la célula, no han sido observados en otros organismos.

3.- Dineina y dinactina
3.1.- Dineina

La dineina citoplasmatica es un complejo multimérico que contiene actividad
motora y que esta presente en todas las células eucariotas. Se mueve sobre los
microtubulos hacia el extremo menos de éstos (en direccion al SPB) mediante la
hidrélisis de moléculas de ATP (Paschal and Vallee, 1987). La dineina
citoplasmatica fue originalmente purificada de tejido neuronal y caracterizada por
primera vez como proteina motora de microtibulos de transporte retrogrado
(Vallee et al., 1988; Hirokawa et al., 1990). Ademas es requerida para diferentes
procesos biolégicos que incluyen transporte de vesiculas, localizacién perinuclear
del aparato de Golgi, posicionamiento nuclear, posicionamiento y ensamblaje del
huso (revisado en Hirokawa et al., 1998; Karki and Holzbaur, 1999; Karcher et al.,
2002). Se cree que la dineina realiza todas sus funciones moviéndose sobre los
microtubulos asociada a diferentes estructuras celulares: membranas de

orgéanulos, cortex celular y cinetocoros.

El complejo de la dineina citoplasmatica contiene dos cadenas pesadas (dynein

heavy chains, DHC) de aproximadamente 500 KDa, algunas cadenas intermedias

16



Introduccion

de aproximadamente 74 KDa (dynein intermediate chains, DIC), cuatro cadenas
intermedias ligeras de 50-60 KDa (dynein light intermediate chains, DLIC) y varias
cadenas ligeras de entre 6 y 22 KDa (dynein light chains, DLC). La subunidad
pesada (DHC) es la subunidad motora del complejo con actividad ATPasa

(revisado en Holzbaur and Vallee, 1994).

Figura 1.6. Dineina. Estructura y composicion del complejo dineina. Para simplificar
solo se indican dos unidades de las cadenas ligeras e intermedias. Ademas se indica la
zona de interaccion del complejo con los microtubulos.

Diferentes estudios han mostrado que la dineina conduce migraciones nucleares
y del huso en una gran variedad de organismos, incluyendo hongos, gusanos vy,
probablemente, mamiferos. La migracion nuclear y del huso se genera por la
interaccion de los microtubulos astrales con el cértex celular. Ademas se ha
descrito que la dineina es necesaria para que la dinamica de los microtibulos

astrales sea correcta.

La dineina citoplasmatica se requiere para la migracion nuclear mediada por
microtUbulos en diferentes casos. En Neurospora crassa, Aspergillus nidulans y
Nectria haematococca, la dineina se requiere para la migraciéon del nacleo en el
tubo germinal (Plamann et al., 1994; Xiang et al., 1994; Inoue et al., 1998). En S.
cerevisiae, la dineina actda en el posicionamiento y migracion del nucleo de la
célula madre a la yema en mitosis (Eshel et al., 1993; Li et al., 1993; Yeh et al.,
1995; Carminati and Stearns, 1997; Cottingham and Hoyt, 1997; DeZwaan et al.,
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1997; Shaw et al.,, 1997). En el caso de S. pombe, se ha descrito que el
movimiento nuclear que tiene lugar en la profase meibtica es dependiente de la
dineina citoplasmatica (Yamamoto et al., 1999). Mutantes de la dineina no
presentan movimiento de horse-tail, lo que indica que la dineina es esencial para

que se produzca el movimiento.

3.2.- Dinactina

La dinactina, inicialmente identificada como un grupo de polipéptidos que
copurifican con las preparaciones de dineina de rata, es un gran complejo
multiproteico compuesto al menos por 8 tipos diferentes de proteinas que van
desde 22 a 150 KDa de peso molecular (Karki and Holzbaur, 1999). Este
complejo esta conservado tanto en S. cerevisiae como en S. pombe, aunque en

estos organismos aun no se han descrito todos los componentes (tabla 1.1).

Humanos S.pombe S.cerevisiae
(E;J?;Bglued) Ssm4 Nip100
DCTN4 (p62)

DCTN2 (p50) Jnm1
ACTR10 (Arp11) Arp2-6 Arp1-5, 7
ACTR1A (Arp1) Arp2-6, 8 Act1, Arp1-8
DCTN3 (p24) Ldb18
DCTNG6 (p27)

DCTNS5 (p25)

Tabla 1.1. Ortélogos de la dinactina. Subunidades descritas de la dinactina en
humanos, S. cerevisiaey S. pombe.

Inicialmente se demostr6 que la dinactina era necesaria para el transporte
mediado por dineina in vitro, y estudios genéticos, funcionales y bioquimicos han
demostrado que la dinactina es esencial para la mayoria, si no todas, de las
funciones de la dineina (revisado en Holleran et al., 1998; revisado en Schroer,
2004). Diferentes estudios genéticos en diferentes organismos (A. nidulans, S.

cerevisiae, N. crassay D. melanogaster) indican que existe una interaccion
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genética entre la dineina y la dinactina (revisado en Schroer, 1994). Ademas se
ha confirmado una interaccion fisica entre ellas (Karki and Holzbaur, 1999). Se ha
descrito un papel de ambas en diferentes actividades subcelulares, como por
ejemplo, la organizacién y orientacion del huso mitético, migraciéon nuclear, trafico

de vesiculas y transporte axonal retrogrado.

Las subunidades del complejo se organizan en dos estructuras bien
diferenciadas: un corto filamento de actina formado por la mayoria de las
subunidades, y un brazo que sale proyectado formado por un dimero de la
subunidad p150. El brazo contiene los sitios de unién del complejo a microtibulos
y a la proteina motora (Karki and Holzbaur, 1995), mientras que el filamento de
actina es el que se une a las diferentes estructuras que seran transportadas a lo
largo del microtdbulo gracias a la actividad de la proteina motora. Ambos estan
unidos a través de las subunidades p24 (DCTNS3) y p50 (dinamitina) (Waterman-
Storer et al., 1995; Yamamoto and Hiraoka, 2003) (figura 1.7).

p50
(dinamitina)

\
p62

Proteina
“capuchon”

Union al “cargo”

Figura 1.7. Complejo dinactina. Estructura y composicion del complejo dinactina en
mamiferos con indicacién de las interacciones de cada parte. En azul esta indicado el
complejo dineina.
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Se ha descrito que la dinactina, ademas de mediar la interaccién entre la dineina
y diferentes estructuras celulares, regula la procesividad de la dineina (Karki and
Holzbaur, 1995; Vaughan and Vallee, 1995; King and Schroer, 2000; Kardon et
al., 2009). También podria afectar a la actividad ATPasa de la dineina cambiando
su estado de fosforilacion (Kumar et al., 2000). Se ha visto que la unién dineina-
dinactina es importante para el transporte rapido axonal. También se ha descrito
que el complejo es importante para el crecimiento, desarrollo, y organizacion de

neuritas (Karki and Holzbaur, 1999).

En S. pombe, durante el movimiento de horse-tail, la dinactina ejerce de puente
entre la dineina y el cortex celular. La dinactina por si sola no es capaz de unirse
al cortex celular (Karcher et al., 2002). La proteina que permite el anclaje de la
dinactina al cortex celular es Mcp5 (Saito et al., 2006; Yamashita and Yamamoto,
2006), la homologa de la proteina Num1 de S. cerevisiae (Heil-Chapdelaine et al.,
2000; Farkasovsky and Kuntzel, 2001). Esta union permite que se genere la
tension necesaria para que el niicleo sea arrastrado hacia el extremo de la célula

(Yamashita et al., 1997; Niccoli et al., 2004).
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Objetivos

1.-Identificar nuevos reguladores mei6ticos de la levadura de fisidbn S. pombe.
2.- Caracterizacion de nuevas proteinas implicadas en el movimiento nuclear

de la profase meibtica de S. pombe, necesario para que se produzca de

forma correcta la recombinacion y la segregacion de los cromosomas.
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1.- Microorganismos utilizados

1.1.- Cepas de S. pombe

Todas las cepas usadas en este trabajo asi como las cepas parentales usadas

para generarlas, estan descritas en la tabla 2.1.

Tabla 2.1. Cepas de S. pombe

Cepa Genotipo Procedencia

S1243 h*ade6-M216 ura4-D18 his7+::lacl:GFP Sergio Moreno
lys1+::lacO

S1501 h”’mug1::kanMX6 ade6-M216 ura4-D18 Sergio Moreno
his7+::lacl:GFP lys1+::lacO

S1502 h* mug5::kanMX6 ade6-M216 ura4-D18 Sergio Moreno
his7+::lacl:GFP lys1+::lacO

S2061 h” arp1:natMX6 ade6-M216 ura4-D18 Este trabajo
his7+::lacl:GFP lys1+::lacO

S1625 h” rec8::kanMX6 ade6-M216 ura4-D18 Este trabajo
his7+::lacl:GFP lys1+::lacO

S1621 h” rec12::kanMX6 ade6-M216 ura4-D18 Este trabajo
his7+::lacl:GFP lys1+::lacO

S1629 h” sgo1::kanMX6 ade6-M216 ura4-D18 Este trabajo
his7+::lacl:GFP lys1+::lacO

S1285 h+ his5-303 Sergio Moreno

PN22 h- leu1-32 Paul Nurse

S1587 h- mug1::kanMX6 leu1-32 Este trabajo

S1588 h+ mug1::kanMX6 his5-303 Este trabajo

S1589 h- mug5::kanMX6 leu1-32 Este trabajo

S1590 h+ mug5::kanMX6 his5-303 Este trabajo

S964 h-/h-pat1-114/pat1-114 ade6-M210/ade6-M216 Sergio Moreno
leu1-32/leu1-32

S1111 h- pat1-114 leu1-32 ade6-M210 Sergio Moreno

S1488 h+ ade6-M216 leu1-32 Sergio Moreno

S2062 h+ mug5:HA:kanMX6 ade6-M216 leu1-32 Este trabajo
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Tabla 2.1. Cepas de S. pombe (continuacion)

Cepa Genotipo Procedencia

S2063 h- pat1-114 mug5:HA:kanMX6 ade6-M216 leu1- Este trabajo
32

S2064 h- pat1-114 mug5:HA:kanMX6 ade6-M210 leu1- Este trabajo
32

S2065 h-/h- mug5:HA/mug5:HA pat1-114/pat1-114 Este trabajo
ade6-M210/ade6-M216 leu1-32/leu1-32

S1649 h+ hht2:GFP:urad+ leu1-32 Mohan Balasubramanian

S192 K Sergio Moreno

S1651 h” hht2:GFP:urad+ ura4-D18 leu1-32 Este trabajo

$1653 h” hht2:GFP:urad4+ mug1::kanMX6 ura4-D18 Este trabajo
leu1-32 lys1+::lacO his7+:: lacl:GFP

S2066 h mug5::kanMX6 hht2:GFP:ura4+ leu1-32 Este trabajo

$2067 h” hht2:GFP:urad+ mug5::kanMX6 leu1-32 Este trabajo

S2068 h” hht2:GFP:kanMX6 mug1::kanMX6 Este trabajo
mug5::kanMX6 leu1-32

$2069 h” hht2:GFP:urad+ arp1::natMX6 leu1-32 Este trabajo

$2070 h” dhc1-d4::urad+ ura4-D18 lysi- leut- Fission Yeast Genetic

Resource Center

$2071 h” hht2:GFP:kanMX6 dhc1::urad+ ura4-D18 Este trabajo
leu1-32 lys1-

S1916 h” sid4-mRFP:kanMX6 Sergio Moreno

$2072 h” sid4:mRFP:kanMX6 mug1:kanMX6 Este trabajo

$2073 h” sid4:mRFP:kanMX6 mug5::kanMX6 Este trabajo

$2075 h” sid4:mRFP:kanMX6 arp1::natMX6 Este trabajo

S1462 h- leu1-32 lys1+:taz1:GFP ura4-D18 ade6-M216 Y. Hiraoka
taz1D::ura4+

$2076 h” taz1:GFP:lys1+ Este trabajo

$2077 h” taz1:GFP:lys1+ mug1::kanMX6 Este trabajo

$2078 h” taz1:GFP:lys1+ mug5::kanMX6 Este trabajo

$2079 h” taz1:GFP:lys1+ arp1::natMX6 Este trabajo

S780 h+ ade6-M210 leu1-32 Sergio Moreno
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Tabla 2.1. Cepas de S. pombe (continuacion)

Cepa Genotipo Procedencia
S1478 h” leu1-32 Sergio Moreno
S1493 h- leu1::GFP atb2 U4+ LA U- Andrea Krapp
$2080 h” leut+::GFP:atb2::urad+ Este trabajo
52081 h” mug1::kanMX6 leu1+:GFP:atb2:urad+ ade6-  Este trabajo
M216 ura4-D18

52082 h” mug5::kanMX6 leu1+:GFP:atb2:urad+ urad-  Este trabajo
D18

$2083 h* arp1:natMX6 leul+:GFP:atb2:urad+ ade6- Este trabajo
M216 ura4-D18

S1028 h+ ura4-D18 leu1-32 cut11:GFP:urad+ Mercedes Pardo

$2084 h” cut11:GFP:urad+ leu1-32 Este trabajo

52085 h” ura4-D18 mug1::kanMX6 cut11:GFP:urad+ Este trabajo

S2086 h” urad-D18 mug5::kanMX6 cut11:GFP:urad+ Este trabajo
ade6-M216

52087 h” ura4-D18 arp1::natMX6 cut11:GFP:urad+ Este trabajo

S2088 h” leut+:GFP:atb2:urad+ cut11:GFP:urad+ Este trabajo
ade6-M216

S2089 h” leut+:GFP:atb2:urad+ cut11:GFP:urad+ Este trabajo

mug1::kanMX6 ade6-M216

$2090 h” leu+::GFP:atb2:ura4+ cut11:GFP:urad+ Este trabajo
mug5::kanMX6

$2091 h” leut+:GFP:atb2:urad+ cut11:GFP:urad+ Este trabajo
arp1::natMX6

S2092 h- nmt:GFP:mal3:kanMX6 Damian Brunner

$2093 h*’nmt:GFP:mal3:kanMX6 ade6-M216 Este trabajo

$2094 h” nmt:GFP:mal3:kanMX6 mug1:kanMX6 ade6-  Este trabajo
M216

$2095 h” nmt:GFP:mal3:kanMX6 mug5::kanMX6 ade6- Este trabajo
M216

$2096 h* nmt:GFP:mal3:kanMX6 arp1::natMX6 ura4- Este trabajo

D18 ade6-M216

S2097 h- ade6-M216 ura4-D18 mcp5::GFP:mcp5 Fission Yeast Genetic
Resource Center
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Tabla 2.1. Cepas de S. pombe (continuacion)

Cepa Genotipo Procedencia
52098 h* mep5::GFP:mcp5 ade6-M216 ura4-D18 Este trabajo
$2099 h* mcp5::GFP:mcp5 mug1::kanMX6 ade6-M216  Este trabajo

ura4-D18
$2100 h* mep5::GFP:mcp5 mug5::kanMX6 ade6-M216  Este trabajo
ura4-D18
$2101 h* mep5::GFP:mcp5 arp1::natMX6 ade6-M216 Este trabajo
ura4-D18
S1656 h” kanMX6:nmt1-GFP:dhc1 ade6-M216 leut Fission Yeast Genetic
Resource Center
S1721 h* kanMX6:nmt1-GFP:dhc1 mug1::kanMX6 Este trabajo
$2102 h* kanMX6:nmt1-GFP:dhc1 mug5::kanMX6 leu1-  Este trabajo
32 ade6-M216
S2074 h* kanMX6:nmt1-GFP:dhc1 arp1::natMX6 leul-  Este trabajo
32 ade6-M216
S1414 h+ ura4-D18 Sergio Moreno
S2103 h- tip1::kanMX6 Damian Brunner
$2104 h* kanMX6:nmt1:GFP:dhc1 mug1::KanMX6 Este trabajo
tip1::KanMX6
S1660 h+ mug1:GFP:kanMX6 ade6-M216 leu1-32 Este trabajo
$2105 h* pREP41X-mug1:GFP leu1-32 Este trabajo
S2106 h* pREP41X-mug1:GFP dhc1-d4::urad+ urad- Este trabajo
D18 lys1- leu1-32
$2107 h* mug5::kanMX6 leu1-32 Este trabajo
$2108 h* pREP41X-mug1:GFP mug5::kanMX6 leu1-32  Este trabajo
S2109 h+ mug5:GFP:kanMX6 ade6-M216 leu1-32 Este trabajo
S2110 h* mug5:GFP:kanMX6 ade6M216 leu1-32 Este trabajo
S2111 h* pREP41X-mug5:GFP leu1-32 Este trabajo
S1693 h* mug1::kanMX6 leu1-32 Este trabajo
S2112 h* pREP41X-mug5:GFP mug1:kanMX6 leu1-32 Este trabajo
S2113 h* pREP41X-mug5:GFP dhc1-d4::urad+ urad- Este trabajo

D18 lys1-leut-
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Tabla 2.1. Cepas de S. pombe (continuacion)

Cepa Genotipo Procedencia
S1654 h” ssm4::ssm4:GFP:kanMX6 ade6-M216 leu1-32  Fission Yeast Genetic
Resource Center

$1692 h* mug1::kanMX6 Este trabajo

S1722 h* ssm4::ssm4:GFP:kanMX6 mug1::kanMX6 Este trabajo

S2114 h” hht2:GFP:urad+ pREP3X-DCTN2 Este trabajo
mug1::kanMX6 ura4-D18 leu1-32 lys1+::lacO
his7+GFP::lac

$2137 h* pREP3X-DCTN3 mug5::kanMX6 Este trabajo
hht2:GFP:urad+ leu1-32

S2115 h- tip1:GFP:kanMX6 ura4-D18 ade6-M216 leu1- Damian Brunner
32

S2116 h” tip1:GFP:kanMX6 ade6-M216 ura4-D18 Este trabajo

$2117 h” tip1:GFP:kanMX6 mug1::kanMX6 ade6-M216  Este trabajo
ura4-D18

$2118 h” tip1:GFP:kanMX6 mug5::kanMX6 ade6-M216  Este trabajo

S2119 h” tip1:GFP:kanMX6 arp1::natMX6 ade6-M216 Este trabajo
ura4-D18

S2120 h+ teal:.GFP:kanMX®6 leu1-32 Damian Brunner

S2121 h” tea1:GFP:kanMX6 Este trabajo

S2122 h”teal:GFP:kanMX6 mug1::kanMX6 Este trabajo

$2123 h” tea1:GFP:kanMX6 mug5::kanMX6 Este trabajo

S2124 h” tea1:GFP:kanMX6 arp1::natMX6 Este trabajo

S2125 h” hht2:GFP:urad+ tip1::kanMX6 leu1-32 Este trabajo

S2126 h- teal:.ura4+ ura4-D18 leu1-32 Damian Brunner

S2127 h” hht2:GFP:urad+ teal:urad+ ura4-D18 leu1-32  Este trabajo

S2128 h+ tea2::his3+ his3-D1 ura4-D18 leu1-32 Damian Brunner
ade6M21(0 o0 6)

S2129 h” hht2:GFP:urad+ tea2::his3+ ura4-D18 leu1-32  Este trabajo

S2130 h- klp2-D25::ura4+ ade6-M210 his3-D1 ura4-D18 Damian Brunner
leut-32

$2131 h” hht2:GFP:urad+ klp2-D25::urad+urad-D18 Este trabajo
leut-32
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Tabla 2.1. Cepas de S. pombe (continuacion)

Cepa Genotipo Procedencia

S2132 h+ kip5::urad4+ ade6-M216 his3-D1 leu1-32 ura4-  Damian Brunner
D18

S2133 h+ hht2:GFP:kanMX®6 kip5::ura4+ ade6-M216 Este trabajo
his3-D1 leu1-32 ura4-D18

S2054 h” ura4-D18 Este trabajo

S2134 h” kip5::urad+ hht2:GFP::kanMX6 his3-D1 ura4- Este trabajo
D18

S2135 h+ kip6::kanMX6 ura4-D18 ade6-M216 leu1-32 Pilar Pérez

$2136 h” hht2:GFP:urad+ klp6::kanMX6 ura4-D18 leu1-  Este trabajo
32

1.2.- Cepas de Escherichia coli

Para la producciéon de plasmidos en bacteria se usaron las cepas DH5ay

DH10B.Las células competentes de la cepa DH5afueron generadas en el

Instituto de Biologia Molecular y Celular del Cancer (IBMCC) siguiendo el

protocolo descrito por Inoue y col. (1990). Las células de la cepa DH10B
portadoras de los plasmidos pOTB7-DCTN2 y pOTB7-DCTNS3 se obtuvieron de la

casa GeneService. Los genotipos de ambas cepas estan descritos en la tabla

2.2.

Tabla 2.2. Cepas de E. coli

AlacX74 ®80lacZAM15 araD139A (ara,leu) 7697
mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) A-

Cepa Genotipo Procedencia
DH5a F- endA1 ginV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR IBMCC
nupG ®80dlacZAM15A (lacZYA-
argF)U169,hsdR17(rK- mK+),A-
DH10B F- endA1 recA1 galE15 galK16 nupG rpsL GeneService
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2.- Medios y condiciones de cultivo

2.1.- Cultivos de S. pombe

Para crecer la levadura S. pombe se usaron los medios de cultivo descritos por
Moreno y col. (1991). Las células se crecieron en medio rico YES (extracto de
levadura suplementado) y medio minimo MM. En los casos en los que las células
presentaban alguna auxotrofia, el MM se suplementé con 225 ug/ml de adenina,
uracilo, histidina, lisina, o leucina, segun las necesidades. Para el crecimiento en
placa se usaron los mismos medios con agar. Como medio de esporulacién se
us6 MEA (extracto de malta-agar). Los cultivos se crecieron en temperaturas
comprendidas entre 25-36°C, segln el experimento y las caracteristicas de las

cepas.

2.1.1- Induccidén de meiosis sincrénica en diploides pat1-114

La induccion de la meiosis sincrénica en diploides pat1-114 se llevé a cabo
siguiendo el protocolo descrito por Blanco y col. (2000). Se inocul6 una colonia
aislada del diploide h-/h- pat1-114/pat1-114 en medio rico YES y se creci6 hasta
fase exponencial a 25°C durante aproximadamente 24 horas. Posteriormente las
células se pasaron a MM suplementado con leucina (100 ug/ml) y se crecieron
hasta llegar a fase exponencial durante aproximadamente 36 horas a 25°C. A
continuacion se elimin6 el nitrébgeno del medio mediante tres lavados con MM sin
nitrogeno. Tras ello, las células se transfirieron a MM sin fuente de nitrogeno
(MM-NH,CI), suplementado con aminoéacidos en casos de auxotrofia (50 ug/ml), a
una concentracion de 2-3x10° células/ml. Tras 14 horas de incubacién a 25°C la
mayoria de las células estan bloqueadas en la fase G1 del ciclo. Tras comprobar
al microscopio que el bloqueo habia sido eficiente, se afadié al cultivo 0,5 g/l de
NH,Cl y 50 ug/ml del aminoacido necesario y se pasé a la temperatura restrictiva

de 34°C para inducir la entrada en meiosis.
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2.2.- Cultivos de E. coli

Los cultivos de E. coli se llevaron a cabo siguiendo los procedimientos descritos
por Sambrook y col. (1989). Los cultivos en liquido se hicieron en medio LB
(Luria-Bertani) con 100 ug/ml de ampicilina (Roche) 6 27 ug/ml de cloranfenicol
(Sigma). La incubacion se hizo a 37°C en el caso de ampicilina, y a 30°C (a
mayor temperatura el antibiético pierde su actividad) en el caso de cloranfenicol,
con agitacion fuerte de 200 rpm. Para los cultivos en medio s6lido se us6 LB

agar, al que se le afiadi6 el antibidtico correspondiente.

3.- Técnicas de transformacion

3.1.- Transformacién de S. pombe

Las transformaciones de S. pombe se llevaron a cabo usando una modificacion
del protocolo de acetato de litio (LiAc) descrito por Bahler y col. (1998). Para cada
transformacion se usaron 2x10® células crecidas en medio rico YES. Se
recogieron las células y se lavaron con el mismo volumen de agua milli-Q estéril.
Posteriormente se incubaron a temperatura ambiente con agitaciébn suave
durante 30 minutos en una solucién que contenia 100 mM LiAc, Tris-HCI 10 mM
pH 7,5, EDTA 1 mM y Sorbitol 2,4 M. Después de centrifugar 5 minutos a 3000
rpm, se lavaron con 1 ml de la misma solucién para finalmente resuspender en
100 ul de ésta. Al concentrado de células se le afiadieron 40 ug de DNA de
esperma de salmén previamente desnaturalizado (5 minutos a 100°C) y entre 0,1-
10 ug del DNA transformante en un volumen no superior a 10 ul. La mezcla se
incub6 durante 10 minutos a temperatura ambiente. A continuacion se le
afadieron 260 ul de una solucién que contenia PEG 3350 50%, LiAc 100 mM,
Tris-HCI 10 mM pH 7,5, y EDTA 1 mM, y se incubaron a temperatura ambiente
durante una hora. Después de la incubacién, se afadieron a las células 43 ul de
DMSO vy se les dio un pulso de calor de 5 minutos a 42°C. Posteriormente se
lavaron con 1 ml de agua, y se resuspendieron en 500 ul de agua, los cuales se
sembraron en dos placas de medio agar. En los casos en los que el marcador de

seleccién era un gen de resistencia a un antibiético las células se sembraron en
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YES vy, tras 18-20 horas de incubacion, se replicaron a placas de YES que
contenian 100 ug/ml de geneticina (G418 disulfato, Duchefa) 6 75 ug/ml de
nourseotricina (ClonNAT, Werner BioAgents). En los casos en los que el
marcador era un gen de la ruta de biosintesis de algun aminoacido (uracilo o
leucina) las células se sembraron directamente en medio selectivo. Las placas se

incubaron entre 3-5 dias para permitir el crecimiento de los transformantes.

3.2.- Transformacion de E. coli

Para la transformacion de E. coli se sigui6 el protocolo descrito por Kushner
(1978). Tras descongelar las células competentes en hielo, se afiadi6 el DNA (1-
10 ng) y se incubaron 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se les
dio a las células un pulso de calor de 90 segundos a 42°C. Después se anadieron
3 volimenes de medio LB y se incubaron a 37°C con agitacion fuerte (200 rpm)
durante una hora. Tras la incubacion, las células se resuspendieron en un
volumen pequefio de LB y se sembraron en placas de LB que contenian el
antibi6tico (ampicilina o cloranfenicol) al cual conferia resistencia el plasmido

introducido.

4.- Construccion de cepas

4.1.- Delecion de genes

Tanto para delecionar los genes mug+ como para el marcaje con GFP o HA se

siguieron los protocolos descritos por Bahler y col. (1998).

4.1.1.- Delecion de los genes mug+ (meiotically upregulated genes)

En el caso de la delecion de los genes mug+, éstos fueron reemplazados por el
cassette de la kanamicina, que en S. pombe confiere resistencia a la geneticina.
El cassette fue amplificado mediante reaccion de PCR a partir del plasmido
pFABa-kanMX6 usando como moldes los oligos mug_D1 y mug_D2 (tabla 2.3),

que contienen secuencias de 80 nucleétidos de homologia a las zonas
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adyacentes a la ORF del gen y 20 nucleétidos que anillan en el plasmido a
ambos lados del cassette de resistencia. El producto de PCR contiene el cassette
de resistencia a kanamicina flanqueado por secuencias de 80 nucle6tidos de
homologia al gen de interés, que en principio son suficientes para que se
produzca el reemplazamiento de la ORF del gen mediante recombinacion

homologa (figura 2.1).

De los 184 genes seleccionados inicialmente, con esta estrategia se consiguieron
delecionar 160 genes. Ademas, también se delecionaron los genes usados como
control en el escrutinio: rec8, rec12y sgol. De los 24 genes que se resistieron a
esta estrategia, 15 consiguieron ser delecionados usando fragmentos de 500
nucle6tidos de homologia a ambos lados de la ORF del gen, que fueron
previamente amplificados mediante PCR para después ser clonados en el
plasmido pFA6a a ambos lados del cassette de kanamicina. De esta manera se
obtiene un cassette de deleciébn con una zona mayor de homologia, lo que
aumenta la eficiencia de la recombinacién homéloga. Finalmente, se consiguieron

delecionar 175 genes, de los cuales 8 resultaron ser esenciales.

La delecion de los genes se hizo en la cepa homotalica h*® ade6-M216 ura4-
his7+::lacl:GFP lys1+::lacO que permite tener los dos sexos en un cultivo. En
condiciones de ausencia de nitrdgeno, como en el medio hay células de ambos

sexos, éstas conjugan para formar zigotos que entran en el programa mei6tico.

Para seleccionar los clones en los que se habia producido el reemplazamiento del
gen por el cassette de resistencia a kanamicina, éstos se crecieron en medio
selectivo que contenia G418. Ademas se llevaron a cabo reacciones de PCR de
colonia que amplifican los extremos de la delecién usando como moldes los oligos
kanC1 y mug_C1 para amplificar el extremo 5, y kanC2 y mug_C2 (tabla 2.3)
para amplificar el extremo 3°. Para los mutantes que presentan un fenotipo

meibtico, las deleciones fueron ademas confirmadas por Southern blot.
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4.1.2.- Delecion de mug1+ y mugs+

El cassette de resistencia a kanamicina, que en S. pombe confiere resistencia al
antibiético geneticina (G418), fue amplificado por PCR a partir del plasmido
pFA6a-kanMX6 con los oligonucle6tidos mugiD1 y mugiD2 para el
reemplazamiento de mug1+, y mug5D1 y mug5D2 para el de mug5+. Los
extremos 5 de los oligos D1 contienen los 80 nucle6tidos anteriores al codon de
inicio de la traduccion de los genes, unidos a los 20 nucle6tidos del plasmido
anteriores al cassette de la kanamicina, mientras que los oligos D2 contienen la
secuencia complementaria a los 80 nuclebtidos posteriores al codon de parada
de la traduccién de los genes unidos a la secuencia complementaria de los 20
nucleétidos del plasmido posteriores al cassette de la kanamicina. El producto de
PCR contendra el cassette de la kanamicina con zonas de 80 nucle6tidos de
homologia a las zonas adyacentes a las ORFs de los genes, lo que permitira
reemplazar los genes por el cassette de resistencia mediante recombinacion

homologa (figura 2.1).

Amplificacién del cassette de
resistencia mediante PCR

Reemplazamiento por
recombinacion homéloga

anR

Figura 2.1. Esquema de la estrategia de delecién de los genes. El cassette de
resistencia a kanamicina por el que se reemplazaron los genes fue amplificado a partir
del plasmido pFA6a-kanMX6 mediante PCR, excepto en el caso de la delecion de arp1,
en el que el cassette de resistencia a nourseotricina fue amplificado a partir del
plasmido pFA6a-natMX6, que Unicamente difiere del anterior en que el cassette de la
kanamicina ha sido reemplazado por el de la nourseotricina.
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Para seleccionar los clones en los que el reemplazamiento se ha producido de
forma correcta, ademéas de por crecimiento en medio selectivo en presencia del
antibiético, se realizaron reacciones de PCR usando como moldes los oligos
mug1C1 y mug5C1, que estdn en la zona de homologia seleccionada del
extremo 5° de los genes, junto con el oligo KanC1, que anilla dentro del cassette;
y, por otro lado, mug1C2 y mug5C2 que estan en la zona de homologia de la
regién 3" junto con el oligo KanC2 que también esta dentro del cassette (tabla
2.3).

4.1.3.- Delecion de arp1+

El cassette de la nourseotricina (natMX6) (Hentges et al., 2005; Van Driessche et
al., 2005) que confiere resistencia a la nourseotricina, fue amplificado por PCR a
partir del plasmido pFA6a-natMX6 con los oligonucle6tidos arp1D1 y arp1D2
como moldes. El producto de PCR contenia el cassette de resistencia a
nourseotricina flanqueado por zonas de homologia de 80 nucle6tidos a las zonas
adyacentes del gen, lo que permitié su reemplazamiento mediante recombinacién

homologa (figura 2.1).

Para seleccionar los clones en los que el reemplazamiento se ha producido de
forma correcta, ademéas de por crecimiento en medio selectivo en presencia del
antibiético, se realizaron reacciones de PCR usando los oligos arp1C1, que esta
en la zona de homologia seleccionada del extremo 5°del gen, y KanC1, que
también anilla dentro del cassette de la nourseotricina, y, por otro lado, los oligos

arp1C2, que esta en la zona de homologia de la region 3°, y KanC2.

4.2.- Marcaje con epitopos GFP y HA

4.2.1.- Mug1:GFP y Mug5:GFP

Las proteinas de fusibn Mug1:GFP y Mug5:GFP se construyeron insertando la
proteina verde fluorescente (GFP) en el extremo 3° de ambos genes. La

secuencia de la proteina GFP unida al cassette de resistencia a la kanamicina se

obtuvo mediante PCR sobre el plasmido pFA6a-GFP:kanMX6 con los oligos
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mug1GFP1 y mug5GFP1, que contienen los 80 nucleé6tidos anteriores al codén
de parada del gen seguidos de 20 nucle6tidos que anillan en el plasmido en el
extremo 5° de la construccion GFP:KanMX6, y los oligos mug1iGFP2 y
mug5GFP2, que contienen 80 nuclebtidos a partir del codén de parada del gen
seguidos de 20 nucleétidos que anillan en el plasmido en el extremo 3" de la
construccion. El producto de PCR se insertard en el extremo 3" del gen mediante

recombinacion homologa (figura 2.2).

Amplificacion del cassette de
GFP mediante PCR

pFA6a-GFPKanMX6 t
4882pb n
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Figura 2.2. Esquema de la estrategia de marcaje con GFP. El cassette de la GFP
junto con el de resistencia a kanamicina que se us6 para marcar los genes fue
amplificado a partir del plasmido pFA6a-GFPkanMX6 mediante PCR.

Para comprobar los clones transformantes se realizaron reacciones de PCR para
amplificar los extremos de la construccion. Por un lado, se usaron los oligos
mug1HAC1 y mug5HAC1, que estan dentro de la ORF del gen, con el oligo
GFP1, que esta dentro de la secuencia de la GFP. La reaccion en el otro extremo

se llevé a cabo con los oligos mug1C2 y mug5C2 con el oligo KanC2 (tabla 2.3).
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Adicionalmente, se secuenciaron los clones positivos para comprobar que no se
habian introducido mutaciones durante la reaccion de amplificacion y en la zona
de fusién de la proteina GFP con el gen.

En el caso de Arp1, la proteina de fusion resultdé ser no funcional, tanto en la
insercién de la construccion en el extremo carboxilo terminal como en el amino

terminal.

4.2.2.- HA:Mug1 y Mug5:HA

La proteina de fusiobn Mug5:HA se obtuvo insertando tres copias del epitopo HA
en el extremo carboxilo terminal de la ORF del gen, justo antes del codon de
parada de la traduccion. Las tres copias del epitopo junto con el cassette de
resistencia a kanamicina fueron amplificadas por PCR a partir del plasmido
pFA6a-3HA:kanMX6 con los mismos oligonucleétidos usados para amplificar la
GFP (figura 2.3).

Amplificacién del cassette de
HA mediante PCR

T-ADH1| P-TEF

Reemplazamiento por
recombinacion homologa

e e

Figura 2.3. Esquema de la estrategia de marcaje con HA. El cassette del HA junto
con el de resistencia a kanamicina que se us6 para marcar los genes fue amplificado a
partir del plasmido pFA6a-HAkanMX6 mediante PCR. Los oligos indicados aqui como
HA1 y HA2 son los mismos que GFP1y GFP2.
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Los transformantes obtenidos fueron seleccionados por crecimiento en medio
selectivo y comprobados por PCR de la misma forma que las construcciones
GFP. De igual forma, los clones positivos fueron secuenciados para comprobar

que no existian mutaciones.

La proteina de fusiébn Mug1:HA resulté ser no funcional, por lo que se insert6 el
epitopo en el extremo amino terminal de la ORF del gen, justo por delante del
codoén de inicio de la traduccion. Las tres copias del epitopo HA junto con el
cassette de la kanamicina fueron amplificadas por PCR, a partir del plasmido
pFA6a-kanP3nmt13HA con los oligos mug1HA-N1 y mug1HA-N2 (tabla 2.3). Los
transformantes obtenidos fueron seleccionados en medio selectivo y
comprobados por PCR usando los oligos nmtC1, que esta dentro del promotor de
la construccién, y mugisec, que esta dentro de la ORF del gen. Los clones
positivos también fueron secuenciados para descartar la existencia de

mutaciones.

En el caso de Arp1, la proteina de fusion resultd ser no funcional tanto en la
insercion de la construccion en el extremo carboxilo terminal, como en el amino

terminal.

4.3.- Cruces genéticos

La mayoria de las cepas utilizadas en este estudio se obtuvieron mediante cruces
genéticos. Estos cruces se llevaron a cabo segun los procedimientos descritos
por Moreno y col. (1991). Los cruces se realizaron en placas de medio de
esporulacion MEA. Tras dos dias de incubacion a 25°C, las esporas resultantes
fueron seleccionadas mediante andlisis de tétradas o por analisis de esporas al

azar.

Para el analisis de tétradas, éstas fueron separadas en placas de YES en un
micromanipulador (Singer Instruments). Para el analisis de esporas al azar, las
ascas provenientes de los cruces se rompieron en 200 ul de agua milli-Q que
contenian 50 unidades de glusulasa (Glucuronidase from Helix pomatia, Sigma) y

se incubaron entre 12-14 horas a 25°C. El tratamiento con la enzima rompe la
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pared de las células vegetativas y la de las ascas, pero no la de las esporas. Tras
la ruptura del asca, las esporas se plaguearon en medio rico YES.

Tras la germinacion de las esporas y la formaciéon de colonias individuales,
después de 2 6 3 dias de incubacion a 25 6 30°C, las colonias fueron replicadas
a diferentes medios que nos permiten seleccionar el genotipo deseado. Para las
auxotrofias, la seleccién se hizo en MM con o sin adenina, uracilo, leucina,
histidina o lisina. Para la resistencia a antibiéticos, la seleccion se hizo en placas
de YES que contenian geneticina (resistencia a kanamicina) o nourseotricina
(resistencia a NAT). Para seleccionar cepas h”, las esporas se replicaron en
MEA vy, tras dos dias de incubacion a 25°C, se observd si habia zigotos, lo que

indica que se trata de una cepa h”.

4.4.- Construccion de diploides h-/h- mediante fusion de protoplastos

Los diploides h-/h- pat1-114/pat1-114 son estables a temperatura permisiva
(25°C) y no esporulan, independientemente de las condiciones del medio, ya que
son homocigoéticos para el locus mati(h-/h-). S6lo cuando son transferidos a
temperatura restrictiva (32-34°C) entran en meiosis y esporulan al inactivarse
Pat1 (lino, 1985; Nurse, 1985). Para construirlos, se recurrio a la fusion de
protoplastos provenientes de cepas haploides del mismo tipo sexual con
diferentes alelos de ade6- (ade6-M210y ade6-M216) (Sipiczki and Ferenczy,
1977).

Se crecieron aproximadamente 10° células de las cepas parentales en YES
liquido. Tras centrifugar 5 minutos a 3000 rpm, las células se lavaron con agua y
se resuspendieron en 600 ul de una solucién 0,65 M KCI que contiene 5 mg/ml de
una mezcla de enzimas de lisis (Lysing enzymes from Trichoderma Harzianum,
Sigma) que destruyen la pared celular. EI KCI mantiene el equilibrio osmético
cuando las células pierden la pared y permite la integridad de los protoplastos. Se
incub6 a 25°C durante 10-25 minutos a temperatura ambiente y se comprobé la
formacion de protoplastos al microscopio. Cuando aproximadamente el 75-80%
de las células habian perdido o habian empezado a perder la pared, se elimin6 la
mezcla enzimatica lavando tres veces con 1 ml de una soluciéon que contenia 10

mM Tris-HCI pH 7,5 y 1,2 M Sorbitol (el sorbitol actia como estabilizador
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osmotico). Tras centrifugar 5 minutos a 2500 rpm, se resuspendieron los
protoplastos en 200 ul de una solucion 10 mM Tris HCI pH 7,5, 1,2 M Sorbitol y
10 mM CaCl,. Se mezclaron 50 ul de protoplastos de cada una de las cepas
parentales y se incubaron 15 minutos a temperatura ambiente. Como controles se
usaron 100 ul de protoplastos de cada una de las cepas por separado. A
continuacion se afadié 1 ml de una solucién de 50% PEG 3350, 10 mM CacCl,,10
mM Tris-HCI, pH 7,5 y se incubaron 15 minutos a temperatura ambiente.
Seguidamente se centrifugé 5 minutos a 2500 rpm, se eliminé la solucion de PEG
y los protoplastos se resuspendieron en 200 ul de una solucién de recuperacion
que contiene 1,2 M Sorbitol, 10 mM Tris-base, 10 mM CaCl,, 0,5 mg/ml de
extracto de levadura y 5 mg/ml de los aminoacidos necesarios (en caso de que
las cepas parentales presenten alguna auxotrofia) con pH 7,6. Las células se
plaquearon en placas de MM+sorbitol (+ el aminoacido necesario en caso de
alguna auxotrofia, excepto la adenina). Sélo los diploides crecieron en este medio
sin adenina debido a que en ellos se produce la complementacién intragénica

entre las mutaciones ade6-M210 y ade6-M216 de las cepas parentales.

Tras una semana de crecimiento a 25°C, las colonias se estriaron en MM y

posteriormente en YES para su recuperacion.

5.-Analisis de acidos nucleicos

5.1.- Métodos de extraccion

5.1.1.- Extraccién de plasmidos de E. coli

Para la extraccion de DNA a pequefia escala se us6 el método rapido de lisis por
hervido (Holmes and Quigley, 1981, Sambrook, 1989). Para ello se inocul6 una
colonia aislada de la bacteria en 2 ml de LB que contenia el antibiético al que
conferia resistencia el plasmido (100 ug/ml de ampicilina o 27 ug/ml de
cloranfenicol). Se dejé crecer 6-8 horas a 37°C en agitacion fuerte (30°C en el
caso del cloranfenicol) y se recogié6 1,5 ml de células. Las células se

resuspendieron en 200 ul de tampén de lisis (Sacarosa 8%, Triton X-100 0,5%,
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EDTA 50 mM, y Tris-HCI 10 mM pH 8) al que se le afiadieron 150 ug de lisozima
(Roche) para degradar la pared celular de las bacterias. Se hirvié la mezcla
durante 1 minuto, y se centrifugé inmediatamente durante 10 minutos a 13000
rom a temperatura ambiente. Posteriormente se eliminaron los restos celulares
con un palillo, y el DNA se precipité con 25 ul de acetato s6dico 3 M y 250 ul de
isopropanol. Se centrifugé durante 15 minutos a 4°C, y el pellet de DNA se lavo
con etanol 70%. Una vez seco, se resuspendié en 50 ul de TE (Tris-HCI 10 mM
pH 7,5, EDTA 1 mM pH 8).

Para la extraccion de DNA a mayor escala y de mayor calidad para secuenciar,
transformar o clonar, se usé el kit de extraccion de DNA por columnas Wizard

Plus Miniprep (Promega) siguiendo las instrucciones indicadas en el kit.

5.1.2.- Extraccion de DNA gendmico de S. pombe

La extraccion del DNA gendémico de S. pombe se realizd siguiendo el protocolo

descrito por Moreno y col. (1991) ligeramente modificado.

Se recogieron 10 ml de un cultivo en fase estacionaria. Tras la centrifugacion
durante 5 minutos a 3000 rpm, las células se resuspendieron en 1 ml de una
solucion citrato/fosfato 50 mM, EDTA 40 mM y sorbitol 1,2 M, a la que se afiadio
2,5 mg de Zimoliasa 20T para romper la pared de las células. La mezcla se
incubdé durante 30 minutos a 37°C. Transcurrido ese tiempo, se comprobé al
microscopio que las células perdian su refringencia al anadir SDS. Se
centrifugaron las células y se resuspendieron en 550 ul de TE con SDS 1%. Se
anadieron 175 ul de acetato potasico 5 M para precipitar las proteinas. Se
centrifugd durante 15 minutos a 4°C y el sobrenadante (aproximadamente 500 ul)

se paso a otro tubo.

Para precipitar los acidos nucleicos se afiadieron 500 ul de isopropanol frio y se
mantuvo a —20°C durante al menos 10 minutos. Después se centrifugé 15
minutos a 4°C a 13000 rpm. El precipitado se lavé con etanol 70% frio. Para
eliminar el RNA, se resuspendi6 el pellet en 350 ul de TE con 50 ug/ml de RNasa

(Roche) y se incub6 a 65°C durante 10 minutos. A continuacién se hicieron dos
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extracciones con 300 ul de fenol/ cloroformo 1:1. EI DNA se precipitd afadiendo
1/10 del volumen de acetato sédico 3 M y 2,5 volimenes de etanol frio y
manteniéndolo durante al menos 10 minutos a —20°C. Finalmente, se centrifugd
a 10000 rpm durante 10 minutos a 4°C. El precipitado se lavé con 1 ml de etanol

70% vy, tras su secado, se resuspendié en 30-50 ul de TE.

5.1.3. - Extraccion de RNA

La extraccion de RNA se hizo a partir de 3x10° células. Las células se recogieron
mediante centrifugacion a 3000 rpm durante 5 minutos a 4°C. Estas se lavaron en
1 ml de agua milli-Q fria estéril tratada con DEPC (dietilpirocarbonato) para inhibir
las RNasas. Tras el lavado, se centrifug6 la muestra, se elimin6 el sobrenadante,

y las células se congelaron a —20°C hasta ser procesadas.

Para realizar la extraccion de RNA, las células se descongelaron en hielo, y se
les afadié 20 ul de solucion de extraccion (Tris-HClI 50 mM pH 8, NaCl 100 mM,
EDTA 100 mM pH 8), 20ul de fenol/cloroformo, 5 ul de SDS 10% v,
aproximadamente, 400 ul de bolas de vidrio (4 mm, Sartorius). Las células se
rompieron en una Fast-Prep (Bio101) dando 3 pulsos de 15 segundos a potencia
5. A continuacién se afiadieron 200 ul de solucién de extraccion y 200 ul de
fenol/cloroformo y se mezcl6 con el vortex. Se recogi6 el liquido haciendo un
agujero en la base del tubo y centrifugando 30 segundos a 7000 rpm.
Posteriormente se centrifugd durante 5 minutos a 4°C y se extrajo la fase acuosa
una vez con fenol, 3 veces con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (en proporcién
25:24:1) y una vez con cloroformo/alcohol isoamilico. Finalmente se precipit6 el
RNA con 1/10 de volumen de acetato sédico y 2,5 volimenes de etanol. El
precipitado se lavd con etanol al 70% vy, tras su secado, se resuspendié en 30 ul

de agua DEPC con inhibidores de RNasas.

5.2.- Amplificacion de DNA: Reaccidén en cadena de la polimerasa
(PCR)

Para amplificar fragmentos de DNA se llevaron a cabo reacciones de PCR en

termocicladores PT100, Minicycler PT150 (MJResearch) y Mastercycler gradient
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(Eppendorf) en los casos en que se necesitd hacer un gradiente de temperatura.
Las condiciones de la reaccion dependen de las caracteristicas del fragmento de
DNA a amplificar. En todos los casos la mezcla contenia: DNA molde (100-200 ng
de DNA genbmico 6 15-20 ng de DNA plasmidico), 100 pM de cada
oligonucleétido, 20 pM de cada dNTP, 1 unidad de la enzima correspondiente,

solucién tampén de la enzima y agua.

En el caso de la polimerasa, se usaron las enzimas Taq polimerasa (Roche) o
EcoTaq (Ecogen). En algunos casos se usO la polimerasa High Fidelity con

actividad correctora de errores (Roche).

En los casos en que se hicieron reacciones de PCR de colonia, el DNA molde
proviene de la biomasa de las células que se calentaron durante 1 minuto y
medio en el microondas a maxima potencia para luego anadir el resto de

componentes de la reaccion.

5.2.1.- Oligonucleétidos

Los oligonucle6tidos usados en el trabajo fueron sintetizados por Isogen
Bioscience BV o Thermo Electron GMBH. En la tabla 2.3 se muestra la lista

completa de los oligonucleétidos con las secuencias completas de éstos y su uso

en el trabajo.
Nombre Secuencia Aplicacion
mugiD1 CCGAAAAATATCAAACGTGTAAGCATATGATCT  Delecion de mug1+

GAGATACGCCTTTAAGCAATTTCGTTTACTGAT
AGTAATTAAAAAAGCGGATCCCCGGGTTAATTA
A

mug1D2 TCTCATTCCTTAACGTTCAAGACTTACGTCCAA  Delecion de mug1+
AAACTTCAGAACAAAGAAATGCAGCGTAAAAAT
TCAATAGCACTATCGAATTCGAGCTCGTTTAAA
C

mug1Ci CTGCACTTGCTTGCGACTAG Comprobacion de la
delecion mug1+
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Tabla 2.3. Oligonucleétidos (continuacion)

Nombre Secuencia Aplicacion
mug1C2 GGTAGAACGCAACTAGCTAC Comprobacion de la
delecion mug1+
mug5D1 TAAAAAAAACGCGTTTACGCGTAGTAGAGATAA  Delecion de mugs+
AAGCCTGTGGCTTCTTCCTAATTCTCTATATGT
GCTACCTAAGTAGACGGATCCCCGGGTTAATT
AA
mug5D2 AAGCACTACTGTTCTTTGATTCCAGATATAAGTT Delecion de mugs+
TAACAGTTCAAGACAAGGGGTAGAGGTTAGGT
CTGATGAAATTTTTGAATTCGAGCTCGTTTAAA
C
mug5C1 CTAGACTAAGTTCAGACGCC Comprobacion de la
delecion mug5+
mug5C2 GCGATTTAATCGCGCCATCC Comprobacion de la
delecion mug5+
arp1D1 GCTTAAAGAATAATTTAAACCCTTAATAAAACTT  Delecién de arp1+
TCTTTTAAAACCTCCGAGTCTCAACTTTGATATT
TCAGCTTTTTGGCGTACGCTGCAGGTCGAC
arp1D2 AGCTTTAGACTGGTACAATGTAATATTGGTTTTA Delecion de arp1+
AAAGTTTCAAATGAAGAGCGATAAACTGCAATA
CTCGTTTTAAGTTATCGATGAATTCGAGCTCG
arp1Ci GGTACGATTGTTGTTCCTCC Comprobacion de la
delecion arp1+
arp1C2 CCGAAAATACTTGTACTAGG Comprobacion de la
delecion arp1+
rec8D1 TTTCTATGCTTGAACTTCAAATATAATTTTGACG  Delecion de rec8+
CGTTTAATAAGCTATCTGGTGAACTAACGCGTT
CCTGTCTTTCACCCGTACGCTGCAGGTCGAC
rec8D2 ATTATTTTGACAACTTCAACAAAGGGTTTAATTC  Delecion de rec8+
CCAAATTCAACGTTTTAAAAATTTTAAGTTTAAC
ATGTGAAAAGTTATCGATGAATTCGAGCTCG
rec8C1 ACGTTGGATAACATGTGCCG Comprobacion de la
delecion rec8+
rec8C2 GACTCGTATACTATAGAGGC Comprobacion de la
delecion rec8+
rec8-1 GCAAAAGCTAGCGAGGGTGC Sonda para Southern
blot rec8
rec8-2 GACAGGAACGCGTTAGTTCACC Sonda para Southern
blot rec8
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Tabla 2.3. Oligonucleétidos (continuacion)

Nombre Secuencia Aplicacion
rec12D1 TTTACACGTTAACCATACGCGCTTTGCATAATT  Delecion de rec12+
ATCTAGACAATGCAAAGAATGCTGAACGCGTC
CAGAAAGTAAAAAAACGTACGCTGCAGGTCGA
C
rec12D2 AAATTGAAATCTAGCAAGTCATCCATGTTGGAG  Delecion de rec12+
GCTTTATTATGGGAGTGTAGTGAAAGTAGGTTG
AACTATCCAAGAACATCGATGAATTCGAGCTCG
rec12C1 TTCAGTCCGCAAAGCTCGCG Comprobacion de la
delecion rec12+
rec12C2 CGGAGTTCCAACTTTCTGCC Comprobacion de la
delecion rec12+
reci2-1 CGTTAAAGACCCATTTGGTATGG Sonda para Southern
blot rec12
rec12-2 GGACGCGTTCAGCATTCTTTGC Sonda para Southern
blot rec12
sgo1D1 TTGTTTACCTTACACTTAACAGGTTTGTTTACAT  Delecion de sgo1+
CAGCAAGTCCTTAATTGCTTTTCGCAAAAAAAG
CTTTAAAAAAGCTCGTACGCTGCAGGTCGAC
sgo1D2 AATGTTGCTTGCAGTAGATTAAATTATAAATTAG Delecién de sgot+
CTGTGCTATAAATGTGAAAATATTTAACAATGTG
ACCTCAATATAAATCGATGAATTCGAGCTCG
sgo1C1 ATCTCTCAGGAGTTGGATGG Comprobacion de la
delecion sgo1+
sgo1C2 TGGTTTGTATTTATTGGCCG Comprobacion de la
delecion sgo1+
sgoi-1 AGGAATCTAAACTTCCCGGG Sonda para Southern
blot sgo1
sgo1-2 CGTACTTCTGGTCTCGGGAGGC Sonda para Southern
blot sgo1
KanC1 AGCTGCGCACGTCAAGACTG Comprobacion de las
deleciones
KanC2 CAGATGCGAAGTTAAGTGCG Comprobacion de las
deleciones
hht2GFP-1 TTTGCGCTATCCATGGCAAGCGTGTTACCATTC Marcaje GFP de hht2+

AACCCAAGGATATGCAATTGGCCCGTCGTCTT
CGTGGCGAACGCTCTCGGATCCCCGGGTTAAT
TAA
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Tabla 2.3. Oligonucleétidos (continuacion)

Nombre Secuencia Aplicacion
hht2GFP-2  AAACTACAAAGCTTTAAAACAGTGTTTCAGAAT  Marcaje GFP de hht2+
AAGTCAAGTGAGAAAGCAAAAACATAAAAATTA
ATATGCTAAACCCGGAATTCGAGCTCGTTTAAA
C
hht2-C1 CCCTTCCAACGTTTGGTCCG Comprobacion
hht2:GFP
hht2-C2 CGACTTACAGTAGCAGGCGG Comprobacion hht2:
GFP
GFP1 AAACTTGACTTCAGCACGTG Comprobacién
construcciones GFP
GFPsec CCCAGATCATATGAAACGGC Comprobacién
construcciones GFP
mug1-HA1 TTTACACACAAAGCGTAGAAGAGATGAGGAGA  Marcaje HA 'y GFP de
TTATCTGACACTGTCACACAGCTTGAAAAACGC mugl+
GTTTTAAAATTGCAACGGATCCCCGGGTTAATT
AA
mug1-HA2  GAAATTAGGAAATTTTTGTTTACTCTCATTCCTT Marcaje HAy GFP de
AACGTTCAAGACTTACGTCCAAAAACTTCAGAA  mugil+
CAAAGAAATGCAGGAATTCGAGCTCGTTTAAAC
mug1-HAC1 AGCAATTAGCAGTTGGCAGG Comprobacién de
marcaje HA y GFP de
mug1+
mug5-GFP1 ATATTTTAAATTTATGTGAAAGGATTTATA Marcaje HA y GFP de
ATATCCAGAAACTTTTAAACAAGAGAGAGAAGG  mugs+
CTAGTGTTCTTCGTCATCGGATCCCCGGGTTAA
TTAA
mug5-GFP2 TGTCAAAAGAAAGTAAACCCATAAAGATCGAAA  Marcaje HA'y GFP de
GAACCATTGTCTAACAACATAAATTTAAGAGAT  mugs+
GACTGTTATTTTGAGAATTCGAGCTCGTTTAAA
C
mug5HAC1 CCTAGCAGATACACTTCGGC Comprobacién de
marcaje HA y GFP de
mug5+
mugl1-GFP AAAGCTCGAGATGAAAGAAATG Clonaje mug1GFP en
Xhol pREP41X
mugl1-GFP  CGCCCTCGAGCTATTTGTATAG Clonaje mug1:GFP en
Xhol-2 pREP41X
nmtC1 GTCATTCGGCAATGTGCAGCG Secuenciacioén clonaje
mug1GFP
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Tabla 2.3. Oligonucleétidos (continuacion)

Nombre Secuencia Aplicacion

mugisec CGTACATCATCGACTGCTCCC Secuenciacion clonaje
mug1:GFP

dyn-Sall N GCCGTCGACATGGCGGACCCTAAATACGC Clonaje DCTN2 en
pREP3X

dyn-SmalN ATGCCCCGGGTCACTTTCCCAGCCTCTTC Clonaje DCTN2 en
pREP3X

hdyn1 GACCCCCCCAGATAGCAGCC Secuenciacion clonaje
DCTN2

hdyn2 CTGCTATCTGGGGGGGTCCC Secuenciacion clonaje
DCTN2

Mug5GFP- GTAGACTCGAGATGTCTAGTCAACAAATGC Clonaje Mug5:GFP en

Xhol pREP3X

Mug5GFP- CGCCCTCGAGCTATTTGTATAG Clonaje Mug5:GFP en

Xhol-2 pREP3X

Dctn3-SallN GGTAGTCGACATGGCGGGTCTGACTG Clonaje DCTN3 en
pREP3X

Dctn3- GGGCCCGGGAGCAGCTATCACTCC Clonaje DCTN3 en

SmalN pREP3X

p24-1 GCCCGCCTGCAGCGCTTGGCC Secuenciacion clonaje
DCTN3

p24-2 GGCCAAGCGCTGCAGGCGGGC Secuenciacion clonaje
DCTN3

mugi-1 CTAGACAGCTCCTCTGAACCC Sonda para Northern
blot mug1+

mug1-2 GCTTCAGCCGCATCGGTGTGC Sonda para Northern
blot mug1+

mug5-1 GTCAACAAATGCAGCTCACC Sonda para Northern
blot mug5+

mug5-2 GACGAAGAACACTAGCCTTC Sonda para Northern
blot mug5+

arpi-1 AGCTGGATTCGCTGGCGATG Sonda para Northern
blot arp1+

arpi-2 ATTGAGCCGCCAAGCCAAGC Sonda para Northern
blot arp1+
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5.3.- Procesamiento de fragmentos de DNA

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

La separacion de moléculas de DNA segln su tamafo se llevé a cabo mediante
electroforesis en geles de agarosa. Segun el tamano de la molécula a separar, se
prepararon geles de entre 0,6-2% de agarosa (Seakem LE). Tanto para su
preparacion como para llevar a cabo la electroforesis se usd TAE (Tris-acetato 40
mM pH 8, EDTA 1 mM). A estos geles se les afadié bromuro de etidio a una
concentracion final de 0,5 ug/ml. La electroforesis de los geles se hizo en cubetas
de Ecogen con fuentes de BioRad a un voltaje constante entre 50-100 V. El
tamafio de las moléculas de DNA se estim6 mediante comparacion con el

marcador de tamafio molecular de 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

5.3.2.- Purificaciébn de moléculas de DNA

Para la extraccion de DNA de los geles de agarosa y la purificacion de productos
de PCR se usaron los kits Jet Quick Gel Extraction Spin Kit y Jet Quick PCR
Product Purification Spin Kit (Genomed), respectivamente. Las moléculas

purificadas fueron eluidas en 50 ul de TE o agua segun el uso posterior.

5.3.3.- Digestién de moléculas de DNA

Para la digestién de fragmentos de DNA se usaron endonucleasas de restriccion
de Fermentas, Promega, Roche o New England Biolabs, usando los tampones y

las condiciones recomendadas por el fabricante en cada caso.

5.3.4.- Desfosforilacion de moléculas de DNA

Para evitar la religacién de los plasmidos digeridos, se eliminaron los grupos
fosfato del extremo 5° con fosfatasa alcalina (CIAP, Roche) incubando el
plasmido en el tamp6n que provee el fabricante en presencia de 1 unidad de la

enzima. La mezcla se incub6 a 37°C durante 50 minutos.
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5.3.5.- Ligacion de fragmentos de DNA

Las moléculas resultantes de la digestion del inserto y de la digestion y
desfosforilacion del vector, se separaron en un gel de agarosa para ser
purificadas. A continuacion, se llevé a cabo la reaccién de ligacion en un volumen
final de 10-15 ul que contienen 1 unidad de la DNA ligasa del fago T4
(Fermentas). La reaccion se incubd 16-20 horas a 16°C. La reaccion completa se
us6 para transformar células competentes de E. coli. El DNA plasmidico de los
transformantes, se digiri6 con diferentes enzimas de restriccibn que nos
permitieron comprobar que el plasmido ha introducido el inserto. Posteriormente,
se purificé el plasmido conteniendo el inserto con el kit de extraccion de DNA por

columnas Wizard Plus Miniprep (Promega).

En la tabla 2.4 aparecen todos los plasmidos usados en este trabajo,

especificando su uso y procedencia.

Tabla 2.4. Plasmidos

Nombre Descripcién Aplicaciones Procedencia

S1089 pFA6a-kanMX6 Delecion de genes Sergio Moreno
mug+y controles

S1134 pFA6a-natMX6 Delecion de arp1+ Jackie Pearce

S906 pFA6a-GFPkanMX6 Marcaje con GFP de Sergio Moreno
mug1+y mugs+

S184 pREP41x Clonaje de Sergio Moreno
construcciones GFP

S1147 pREP41X-mug1:GFP Sobreexpresion media  Este trabajo
de Mug1:GFP

S1148 pREP41X-mug5:GFP Sobreexpresion media  Este trabajo
de Mug5:GFP

S1068 pFA6a-3HA-kanMX6 Marcaje con HA de Sergio Moreno
mug5+

S910 pFA6a-kanMX6-P3 nmt1-3HA Marcaje con HA de Sergio Moreno
mug1+ en extremo Nt

S928 pREP3x Clonaje de DCTN2 y Sergio Moreno
DCTN3
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Tabla 2.4. Plasmidos (continuacién)

Nombre Descripcién Aplicaciones Procedencia

S1149 pOTB7-DCTN2 Clonaje de DCTN2 Geneservice UK

S1150 pREP3X-DCTN2 Expresion fuerte de Este trabajo
DCTN2

S1151 pOTB7-DCTN3 Clonaje DCTN3 Geneservice UK

S1152 pREP3X-DCTN3 Expresion fuerte de Este trabajo
DCTN3

5.3.6.- Secuenciaciéon de DNA

La secuenciacion de las moléculas de DNA se llevd a cabo en el Servicio de
Genomica del Instituto de Biologia Molecular y Celular del Cancer usando un
secuenciador ABI Prism 3100 (Applied Biosystems). Las reacciones de
secuenciacion se realizaron con 100-150 ng de DNA en el caso de molécula de
cadena sencilla y 400-600 ng en el caso de plasmido, y 3 pM de oligo en un

volumen final de 8 ul.

5.4.- Clonaje de DNA

5.4.1.- Construccién de pREP41X-mug1:GFP y pREP41x-mug5:GFP

Con el fin de visualizar las proteinas Mug1:GFP y Mug5:GFP en la célula, las
proteinas se clonaron en el plasmido pREP41X, que contiene el promotor nmt41
reprimible por tiamina y que en ausencia de ésta tiene unos niveles de expresion
medios. Las construcciones fueron amplificadas mediante PCR con la polimerasa
con actividad correctora de errores (High Fidelity, Roche) para evitar que
aparecieran mutaciones en la secuencia, con los oligos mug1GFP-Xhol y
mug1GFP-Xhol-2 en el caso de Mug1, y a partir de los oligos mug5GFP-Xhol y
mug5GFP-Xhol-2 en el de Mug5. El producto de PCR fue digerido con la
endonucleasa Xhol y clonado en ese mismo sitio dentro del polylinker del

plasmido pREP41X (Forsburg, 1993). El plasmido resultante contiene la
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construccion Mug1:GFP o Mug5:GFP bajo el promotor nmt41 inducible en

ausencia de tiamina (figura 2.4).

pREP41X-mug1GFP = pREP41X-mug5GFP
10545pb b 10050pb u
gl E
S S
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Figura 2.4. Mapa de las construcciones pREP41X-mug1GFP (A) y pREP41X-
mug5GFP (B). Las construcciones se clonaron en el sitio Xhol del polylinker del plasmido
pREP41X. El promotor nmt41 es reprimible en presencia de tiamina y permite una
sobreexpresion moderada de las construcciones en ausencia de la vitamina.

5.4.2.- Construccion de pREP3X-DCTN2 y pREP3X-DCTN3

Con el propésito de rescatar el fenotipo de mug? y mug5 expresando sus
ortélogos en mamiferos, los cDNAs de DCTN2 y DCTNS3 fueron clonados en el

vector pREP3X que contiene el promotor nmt1 reprimible por tiamina.

Los cDNAs de las proteinas de humanos DCTN2 y DCTN3 se pidieron a la
empresa Geneservice (Geneservice. co. uk). EI cDNA esta clonado en los sitios
EcoRl y Xhol del plasmido pOTB7, que contiene para su seleccion el cassette de
resistencia a cloranfenicol. EI cDNA correspondiente a la ORF del gen se
amplific6 mediante PCR sobre el plasmido purificado con la polimerasa con
actividad correctora y con los oligos dynSallN y dynSmalN, en el caso de DCTN2,
y dctn3Sall y dctn3Smal, en el de DCTNS3. El producto de PCR fue digerido con
las enzimas Smal y Sall en reacciones consecutivas y clonado en estos mismos
sitios del polylinker del vector pREP3X. El resultado que obtenemos es el cDNA
de la proteina DCTN2 o DCTN3 de mamiferos bajo el promotor nmt1 (3X) en un

plasmido que permite expresar la proteina en S. pombe (figura 2.5).
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pREP3X-DCTN2 pREP3X-DCTN3
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Figura 2.5. Mapa de las construcciones pREP3X-DCTN2 (A) y pREP3X-DCTN3 (B).
Las construcciones se clonaron en los sitios Sall-Smal del polylinker del plasmido. El
promotor nmt1 reprimible por tiamina permite la sobreexpresion de las proteinas en
ausencia de la vitamina.

5.5.- Transferencia de acidos nucleicos

5.5.1.- Southern blot

Se digirieron entre 2-10 ug de DNA genbmico extraido de S. pombe con las
enzimas de restriccion apropiadas, y las digestiones se sometieron a
electroforesis en un gel de agarosa de 0,6-0,8% a voltaje constante (70-80 V). A
continuacion se desnaturalizdé el DNA tratando el gel con una soluciéon de NaOH
0,4 N y NaCl 0,6 M, y se neutralizdé en una solucién Tris-HCI 0,5 M pH 7,5 que
contenia NaCl 1,5 M, en ambos casos durante 30 minutos con agitacion a
temperatura ambiente. El DNA fue transferido por capilaridad a membranas de
nylon GeneScreen Plus (PerkinElmer) durante 20 horas. Antes de la trasferencia,
la membrana se hidratdé con agua desionizada, y se sumergi6é durante 15 minutos
en SSC 10X (NaCl 1,5 M, citrato sodico 0,15 M), solucién en la que se llevé a
cabo la transferencia. A continuacién, se separ6 la membrana del gel y se fijo el
DNA a la membrana mediante irradiaciébn con luz UV en una camara de
irradiacion Stratalinker (Stratagene) con 1200 uJulios. EI DNA se desnaturalizd
tratando la membrana con una solucion de NaOH durante 1 minuto y se
neutralizé en Tris-HCI 0,2 M pH 7,5, SSC 2X durante 5 minutos.
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5.5.2.- Northern blot

Las muestras de RNA total se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al
1% a los que se habia afadido, por cada 100 ml de gel, 10 ml de MOPS 10X
(MOPS 0,2 M, acetato sodico 50 mM, EDTA 10 mM, pH 7) y 6 ml de formaldehido
al 37%. Antes de cargar las muestras (5-10 ug de RNA total en 10ul de volumen),
se desnaturalizaron calentandolas a 65°C durante 10 minutos en una solucion
que contenia 2 ul de MOPS 10X, 3 ul de formaldehido al 37%, y 10 ul de
formamida desionizada. Seguidamente, se anadié 1 ul de una solucion de azul de
bromofenol y se cargaron las muestras en el gel. La electroforesis se llevo a cabo
a un voltaje constante de 90 V. Como tamp6n de carrera se utiliz6 MOPS 1X. Las
condiciones de transferencia del RNA fueron exactamente las mismas que las

descritas previamente para el DNA.

En los experimentos de Northern blot, como control de carga se tifdé el RNA
ribosomal con azul de metileno. Para ello, tras la fijacion del RNA a la membrana,
ésta se tratd con una solucion de acido acético al 5%. A continuacion se tifié con
una solucion de azul de metileno al 0,04% en acetato sédico 0,5 M (Herrin and

Schmidt, 1988). Por ultimo, se elimin6 el exceso de colorante lavando con agua.

5.6.- Marcaje de moléculas de DNA con radioisétopos

Para detectar moléculas de DNA o RNA especificas entre los acidos nucleicos
transferidos a las membranas para anélisis de Northern blot o Southern blot se
utilizaron sondas marcadas radiactivamente. Las sondas se obtuvieron, en la
mayoria de los casos, mediante reacciones de PCR usando DNA genémico como
molde. En los otros casos, las sondas se obtuvieron mediante la digestién de un
plasmido. EI marcaje se llevé a cabo con el kit Rediprime (Amersham
Biosciences) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la sonda se usaron
un maximo de 25 ng de DNA diluidos en 45 ul de TE. Se desnaturaliz6 el DNA
calentando a 100°C durante 5 minutos y se enfri6 en hielo. Posteriormente se
afiadié al tubo de reaccion, que contiene el fragmento Klenow de la DNA
polimerasa | de E. coliy una mezcla de hexanucleétidos que anillan al azar en el

DNA y que serviran como cebo para las reacciones de polimerizacién. A
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continuacion se anadieron 50 uCi de [**P]JadCTP (Amersham Biosciences o
PerkinElmer) y se mezclé todo con una micropipeta. La reaccion de
polimerizacién se llevo a cabo a 37°C durante 20-60 minutos. Para eliminar los
nucleotidos no incorporados a la sonda, se usaron columnas de cromatografia
ProbeQuant G-50 (Amersham Bioscience). Finalmente, la sonda se desnaturaliz6

a 100°C durante 5 minutos y se enfrié en hielo antes de iniciar la hibridacion.

5.7.- Hibridacion de acidos nucleicos

La membrana con los &acidos nucleicos transferidos (DNA o RNA) se introdujo en
una botella de hibridacion a la que se afadieron 10 ml de la solucién
ExpressHyb™ Hybridization Solution (BD Bioscience, Clontech) y se incubd
durante media hora a 60°C, en el caso del Southern blot, y a 68°C si se trata de
un Northern blot, en un horno de hibridacién. Tras ese tiempo, la solucion de
prehibridacién se reemplazé por solucion fresca que contenia la sonda
desnaturalizada marcada radiactivamente. Se incubé durante 1 hora a la misma
temperatura que se hizo la prehibridacion de la membrana. Posteriormente se
eliminé la sonda y se hicieron 4 lavados de 10 minutos a temperatura ambiente
con una solucién que contenia SSC 2X y SDS 0,05%, seguidos de 2 lavados de
20 minutos a 50°C con una solucion que contenia SSC 0,1X y SDS 0,1%.
Finalmente la membrana se envolvié en plastico, se sell6 y se introdujo en un
cassette de exposicion para ser expuesta a peliculas de autorradiografia (Kodak
BioMax o Kodak X-Omat).

Para rehibridar una membrana, la sonda marcada radiactivamente se elimind
incubando la membrana durante 10 minutos en una solucién que contenia SDS
0,5% a 100°C. Tras secarlas, hasta su reutilizacion las membranas se guardaron
a—-20°C.
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6.- Analisis de proteinas

6.1.- Extractos proteicos con TCA

Para preparar extractos de proteinas se recogieron 2-3x10® células de S. pombe.
Tras centrifugar los cultivos 5 minutos a 3000 rpm, las células se lavaron con 1 ml

de TCA 20%, se resuspendieron en 50 ul de TCA 20% y se congelaron a —20°C.

Para la extraccion de proteinas, las células se descongelaron en hielo, se les
anadieron, aproximadamente, 500 ul de bolas de vidrio (4 mm, Sartorius) y se
rompieron en una Fast-Prep (Bio-101) dando 3 pulsos de 15 segundos a potencia
5. Se anadieron 400 ul de TCA 5% (para permitir la precipitacion de las proteinas)
y se mezcld en el vortex. La mezcla se pasé a un tubo limpio haciendo un agujero
en la base del tubo y centrifugando 10 segundos a 7000 rpm. Para recuperar el
precipitado se centrifugd 10 minutos a 3000 rpm y se elimind la solucién. Al
precipitado se le afiadieron 140 ul de SB 2X (tampdn de carga que contiene Tris-
HCI 80 mM pH 6,8, DTT 5 mM, SDS 2%, glicerol 7,5%, EDTA 5mM y azul de
bromofenol 0,002%) y 60 ul de Tris-base 2 M para extraer las proteinas. Se
resuspendidé y se hirvid 5 minutos a 100°C. Se centrifugd 2 minutos a 13200 rpm
para eliminar los restos celulares. Finalmente se recogi6 el sobrenadante que

contiene las proteinas y se congelé hasta su utilizacién a —20°C.

6.2.- Separacion en geles de acrilamida

La separacion de moléculas de proteinas segin su tamafo se llevé a cabo
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida. Segin el tamafio de la
molécula a separar, se prepararon geles de entre 7,5—-12% de poliacrilamida
(30% Acrilamida/Bis 29:1, BioRad) con SDS. Los extractos proteicos se hirvieron
previamente a la carga del gel durante 5 minutos y se cargaron entre 20-100 ng
de proteinas. La electroforesis se llevé a cabo en cubetas Mini-PROTEAN I
(BioRad) a un voltaje constante entre 80-120 V, usando como tampén de carrera
una solucién Tris-HCI 25 mM, Glicina 192 mM, SDS 0,1% pH 8,3. Como
marcadores de masa molecular se usaron los marcadores pre-tefidos

Benchmark™ Prestained Protein Ladder (Invitrogen).
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6.3.- Western blot e inmunodeteccion en membranas de

nitrocelulosa

Las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa Hybond ECL
(Amersham Bioscience) durante 1,5-2 horas a un amperaje constante de 180-190
mA en una cubeta Mini Transblot Cell (BioRad), usando como tampén de
transferencia una solucion CAPS 10 mM pH 11 con 10% de metanol. Las
membranas se bloquearon en PBS (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO, 8 mM,
KH.PO, 1,5 mM pH 7,2) con 0,1% Tween-20 y 5% de leche en polvo (Sveltesse,
Nestlé) durante 1 hora a temperatura ambiente. Las incubaciones con los
anticuerpos se llevaron a cabo en la misma solucién de bloqueo. Los anticuerpos
utilizados se especifican en la tabla 2.5. La membrana se incubé con el
anticuerpo primario 2 horas a temperatura ambiente o durante toda la noche a
4°C y con el anticuerpo secundario 1 hora a temperatura ambiente. Después de
cada incubacion se elimin6 el exceso de anticuerpo lavando las membranas con
PBS + 0,1% Tween-20 durante 30 minutos (3 lavados de 10 minutos cada uno).
Antes de revelar se hizo un lavado con PBS sin Tween-20 para eliminar los
excesos de detergente. Para detectar la sefial del anticuerpo se usé el kit de
aumento de quimioluminiscencia (Amersham ECL™ Western Blotting Detection

Reagents, GE Healthcare).
Las membranas fueron rehibridadas con el anticuerpo anti-TAT1 como control de

carga. En los casos en que se necesitd eliminar el anticuerpo anterior para que

las sefiales no interfiriesen, se siguieron las instrucciones del kit ECL.

Tabla 2.5. Anticuerpos

Nombre Origen Tipo Condiciones Procedencia
anti-GFP ratén Monoclonal WB 1:2000 Clontech
anti-o-tubulina  ratén Monoclonal IF1:15 Keith Gull
(TAT1) WB 1:3000

anti-HA ratén Monoclonal WB 1:500 Roche
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Tabla 2.5. Anticuerpos  (continuacion)
Nombre Origen Tipo Condiciones Procedencia
anti-lgG-raton  oveja Policlonal WB 1:2000 Amersham,

GE Healthcare
anti-lgG-raton  cabra Policlonal IF 1:1000 Molecular Probes
Alexa Fluor
568

7.- Microscopia

7.1.- Tincion de nucleos con DAPI

Se recogié un volumen de cultivo correspondiente a 10” células. Tras centrifugar
y lavar una vez con agua, las células se fijaron con 1 ml de etanol al 70% frio y se
guardaron a 4°C hasta su procesamiento. Aproximadamente 40 ul de esas
células se rehidrataron en 1 ml de agua. Tras centrifugarlas, se resuspendieron
en 6 ul de agua y 6 ul de DAPI 1 ug/ml (4,6-diamidino-2-fenilindol, Sigma). La
muestra se extendié en un portaobjetos, se colocé un cubreobjetos y se observo

la tincion al microscopio de fluorescencia.

Para inmovilizar las células en los portaobjetos y visualizarlas en un solo plano,
se usaron portaobjetos tratados con poli-L-lisina (Poly-L-Lysine Solution, Sigma)

segun las condiciones indicadas por el fabricante.

7.2.- Inmunofluorescencia con anticuerpos anti-tubulina

Para la inmunofluorescencia con anticuerpos anti-tubulina se siguié el protocolo
inicialmente descrito por Hagan y Hyams (1988) y ampliado en el manual de
laboratorio de Paul Nurse (http://www. sanger. ac. uk/PostGenomics/S_pombe/

docs/nurse_lab_manual. pdf).
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Se eligi6 la fijacibn con metanol para preservar los microtubulos porque se
obtuvieron mejores resultados que con la fijacion con formaldehido. Para ello se
recogieron 5x10” células de un cultivo en crecimiento exponencial. Se centrifugd
2 minutos a 6000 rpm. Las células se resuspendieron inicialmente en 1ml de
metanol frio y posteriormente se afadieron 9 ml mas. La fijacion se llevo a cabo
durante al menos 10 minutos a temperatura ambiente y las células se guardaron

a —20°C hasta su procesamiento.

Las células fijadas se lavaron 3 veces en 1 ml de solucién PEM (PIPES 100 mM,
EGTA 1 mM, MgSO, 1 mM, pH 6,9) centrifugando 2 minutos a 6000 rpm para
eliminar el metanol y, finalmente, se resuspendieron en 1 ml de la misma
solucién. Posteriormente, las células se digirieron afiadiendo a la muestra 0,05
mg de zimoliasa 20T (Zymolyase from Arthrobacter luteus, Seikagaku
Corporation) y 0,1 mg de una mezcla de enzimas de lisis (Sigma). La digestion se
incub6 a 37°C durante 10-30 minutos hasta que aproximadamente el 60% de las
células estaban digeridas (la digestién se siguié al microscopio). A continuacion
se lavaron con una solucion de PEMS (PEM + 1,2 M Sorbitol) a la que se habia
anadido 1% TritdbnX-100 (Sigma) para permeabilizar las membranas celulares.
Posteriormente se lavaron con 1 ml de PEM y, seguidamente, se resuspendieron
en 1 ml de PEMBAL (PEM + 100 mM hidroclorido de lisina, 0,1% NaN3; +1% BSA
(Sigma) y se incubaron en rotacién durante 30 minutos. Tras ello, las células se
resuspendieron en 30 ul de una dilucion 1/15 del anticuerpo anti-TAT1 en
PEMBAL y se incubaron durante 16 horas en rotacion en un miniagitador 3D
minigyro (Labnet). Tras 3 lavados con 1 ml de PEM, las células se
resuspendieron en 100 ul de una dilucién 1/1000 del anticuerpo secundario anti-
IgG-raton (Alexa Fluor 568) en PEMBAL y se incub6 1 hora a temperatura
ambiente en oscuridad en rotacion. Tras lavar las células 3 veces con PEM,
finalmente se resuspendieron en 100 ul de PEMBAL. Para la visualizacion al
microscopio se usaron 0,5 ul de células en 2,5 ul de solucién de montaje (0,1
mg/ml de parafenilendiamina, 50% glicerol, 1 mg/ml DAPI en 0,1 M Tris pH 8). La
muestra se extendié sobre un portaobjetos y se coloc6 un cubreobjetos para su

visualizacion al microscopio de fluorescencia.
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7.3.- Microscopia de contraste interferencial (Nomarski) y de

fluorescencia

Para examinar las células y capturar imagenes se utilizo, en la mayoria de los
casos, un microscopio de fluorescencia motorizado Leica DM 6000B, equipado
con una camara CCD Hamamatsu ORCA-ER con un tamafno de pixel de 6,45
um y objetivos de inmersién Leica HCX-Plan-Apochromat oil 100X, 1.35 AN y
Leica HCX-Plan-Apochromat oil 63X, 1.32 AN. Las imagenes fueron capturadas
con el programa Openlab v4.0.2 (Improvision) y procesadas con el programa
Imaged (NIH).

En los casos en los que se necesitd capturar diferentes planos de las células, o
un seguimiento in vivo, las imagenes fueron capturadas con un microscopio Nikon
Eclipse TE2000-E equipado con una camara CCD Hamamatsu ORCA-ER con un
tamano de pixel de 6,45 um y objetivos de inmersion Nikon Plan-Apochromat oil
100X,1.4 AN y Nikon Plan-Apochromat oil 60X, 1.4 AN. Las imagenes fueron
capturadas con el programa Metamorph v7.5 (Molecular Devices) y procesadas

con el programa Imaged (NIH).

7.4. - Videomicroscopia (Time-Lapse)

Para hacer fotografias en intervalos de tiempo definidos ademas de diferentes
planos, se usaron los sistemas confocales spinning disk PerkinElmer Ultraview
RS o PerkinElmer Ultraview ERS.

El sistema RS consta de un microscopio invertido Zeiss Axiovert 200 y una
camara Hamamatsu Orca ER CCD con un tamafio de pixel de 6,45 um. Las
imagenes fueron capturadas con el programa PerkinElmer ImageSuite v.1.0.0.8.
Para los casos en que se necesitd mayor sensibilidad se usé el sistema ERS, que
consta de un microscopio invertido Zeiss Axiovert 200M con una camara
Hamamatsu Electron Multiplier CCD Digital C9100-50 con un tamafio de pixel de
8 um. Las imagenes fueron capturadas con el programa PerkinElmer ImageSuite

v.3.0.0.014. Ambos microscopios tienen objetivos de inmersién Zeiss Plan-

64



Materiales y Métodos

Neofluar oil 100X, 1.30 AN. Las imagenes fueron procesadas con el programa
Imaged (NIH).

Para la preparacion de las células para la microscopia in vivo se recogieron
células de un “patch” de h® tras 20 horas en MEA y se resuspendieron en
aproximadamente 150 ul de agua. De esos 150 ul, 120 ul se colocaron en el
fondo de cristal de 10 mm de una placa de plastico de 35 mm (glass bottom
culture dishes, MatTek Corporation) en el que previamente se habian extendido y
se habia dejado secar 1,5 ul de lectina (Lectin from Bandeiraea simplicifolia
seeds, Sigma). Este compuesto permite que las células se adhieran al fondo. Las
células se dejaron depositar durante 10 minutos a temperatura ambiente vy,
posteriormente, se lavaron 3 veces con MM para eliminar las células que no se
habian adherido. Tras ello, la placa se llen6é de MM para permitir que las células
siguieran vivas en las condiciones adecuadas y se llevd al microscopio. Esta
preparacion de las células nos permite mantenerlas inmovilizadas y vivas por un

largo periodo de tiempo.

8. - Tratamiento informatico de los datos

8.1. - Analisis de secuencias

Las secuencias de DNA y de proteina se obtuvieron de las bases de datos EMBL-
EBI (http://www. ebi. ac. uk/embl/index. html), Swissprot (http://www. expasy.
org/prosite), Sanger (http://www. sanger. ac. uk/) y UniProt (http://www. uniprot.
org/). Las secuencias se analizaron usando los programas EditSeq (DNASTAR
Inc. ), DNA Strider™ 1.0 (Commissariat a I'Energie Atomic, France) y EditView 1.
0 (PerkinElmer). Los alineamientos de secuencias se hicieron con ClustalW2
(EMBL-EBI) y Blast (NCBI).
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8.2. - Presentacion de los datos

Para las representaciones graficas se emplearon PowerPoint X para Mac
(Microsoft Corporation) y Adobe lllustrator CS (Adobe). La presentacion del
alineamiento de secuencias se hizo con el programa BoxShade 3.21 desde el
servidor http://www. ch. embnet. org/. Para el dibujo de las construcciones se
utilizé el programa MacVector v10.0.2. Para la digitalizacion de peliculas
autorradiograficas se empled un escaner ScanMaker i900 (Microtek) usando el
programa ScanwizardPro v.7.11. Las imagenes se procesaron con Photoshop 7.0
(Adobe). Para el procesado de las imagenes de microscopia y posterior montaje
de peliculas se utilizé Imaged (NIH). Las referencias bibliograficas se obtuvieron a
través de blUsquedas en NCBI-PubMed (http://www. ncbi. nim. nih.
gov/entrez/query. fcgi) y se organizaron con EndNote X (Thomson ISI
ResearchSoft). Como procesador de textos se utiliz6 Word X para Mac (Microsoft

Corporation).
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1.- Delecion de los genes mug+ (meiotically upregulated

genes)

1.1.- Seleccioén de los genes

La meiosis es una division celular especial, conservada a lo largo de la escala
evolutiva, en la que tras una Unica ronda de replicacién del DNA se dan dos rondas
consecutivas de division, lo cual genera cuatro células hijas con la mitad de
dotacién genética que la célula madre. En organismos multicelulares la meiosis da
lugar a gametos haploides (importantes para la reproduccion sexual) a partir de
células diploides. En la levadura S. pombe la meiosis tiene lugar cuando las células
se encuentran en situacion de escasez de nutrientes, principalmente nitrbgeno,
para dar lugar a estructuras de resistencia (esporas) que permitiran la
supervivencia de la célula hasta que se recuperen las condiciones nutricionales en

el medio.

En el afio 2002 se publicaron los datos del trascriptoma meio6tico de S. pombe
basados en estudios de microarrays de expresion (Mata et al., 2002). Los datos
obtenidos permiten clasificar los genes que se inducen durante la meiosis en cuatro
grupos de expresion que corresponden en el tiempo con los principales procesos

de la diferenciaciéon sexual (figura 3.1).

Genes inducidos en ausencia de Nitrogeno / Feromonas (250)
- Metabolismo de nitrogeno / Transportadores

10
- Respuesta de conjugacion (ste7, gpat)
- Senalizacion de feromonas
- Reguladores de entrada en meiosis (ste11, mei2, pat1)
- Genes Tempranos: Fase-S/Profase meiética (100)
- Fase-S (cdc1, res2, repi, cig2?)
- Recombinacién
- Establecimiento de la cohesion cromosémica
——— Genes Medios: Divisiones meibticas (561)

- Reguladores de ciclo celular (cdc13, cdc25, plot)
- Subunidades y reguladores de APC
- Condesinas, kinesinas y componentes del cuerpo polar del huso

Media del indice de expresion

Genes Tardios: Formacién de esporas (133)
- Reguladores negativos de Cdc2 ( rum1, ste9)

Grupos de expresion - Genes de sintesis de la pared de la espora

Figura 3.1. Grupos de expresion de genes durante el ciclo meiético en S. pombe.
Durante la meiosis en S. pombe existen cuatro grupos de expresion que corresponden con
los principales procesos de la diferenciacion sexual: respuesta a ausencia de nitr6geno o
feromonas, fase-S o profase meibtica, divisiones meibticas y formacién de esporas.
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1.- El primero de estos grupos corresponde con los genes que se inducen en
ausencia de nitr6geno y/o por la presencia de feromonas. Los genes incluidos en
este grupo estan implicados en procesos de respuesta ante la situacion de escasez
de nutrientes: metabolismo de nitrbgeno o transportadores de éste, respuesta de

conjugacion, sefalizacion de feromonas, etc.

2.- Un segundo grupo denominado "Genes Tempranos” incluye los genes que se
inducen durante la fase Sy la profase meibtica. Estos genes estan implicados en el
establecimiento de la cohesién cromosémica y en la produccion de los eventos de

recombinacion entre los cromosomas homologos.

3.- El tercer grupo incluye los “Genes Medios”, que son aquellos que se inducen
durante las divisiones meioticas. Dentro de este grupo estan genes que se
requieren para la regulaciéon y progresion de la mitosis, como por ejemplo, algunos
reguladores del ciclo celular, componentes del complejo condensina, quinesinas,
componentes del cuerpo polar del huso (SPB, equivalente al centrbmero de
mamiferos en hongos) y quinasas. Esto sugiere que las divisiones nucleares

durante mitosis y meiosis comparten algunos reguladores clave.

4 .- El cuarto y ultimo grupo es el de “Genes Tardios”, que son los genes que se
inducen durante la formacién de esporas. Este grupo incluye genes implicados en
la sintesis de la pared de las esporas y reguladores del ciclo que controlan la

germinacion de las esporas.

Se seleccionaron 184 genes con funcién desconocida que aumentan su expresion
durante distintos momentos de la meiosis para delecionarlos y buscar defectos en
el ciclo meibtico. De los genes seleccionados:

- 40 eran genes tempranos que aumentan su expresion mas de 4 veces.

- 135 eran genes medios que aumentan su expresion mas de 7 veces.

- 6 genes con expresion bifasica: primera induccién en profase meibtica,
posteriormente eran reprimidos y se volvian a inducir justo después de la meiosis
I.

- 3 genes tardios que hipotéticamente codifican para 2 protein quinasas y una

ubiquitin ligasa.
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De los 184 genes inicialmente seleccionados, se consiguieron delecionar 175, de
los cuales 8 resultaron ser esenciales. Por lo tanto, el andlisis final se hizo con 167
genes. La lista completa de los genes seleccionados junto con los fenotipos de los

mutantes se encuentra en la direccion web http://telecic.cicancer.org/pombe.

La cepa que se utilizdé para generar las deleciones tiene el siguiente genotipo: h*
ade6-M216 ura4- his7+::lacl-GFP lys1+::lacO. Esta cepa es haploide y homotalica,
lo cual permite tener los dos sexos en un cultivo, ya que las células cambian de tipo
sexual (h+ o h-) continuamente. En condiciones de ausencia de nitrbgeno células
de diferente sexo conjugan para formar zigotos que entran en el programa

meibtico.

1.2.- Caracterizacion de los fenotipos meidticos

Para llevar a cabo el analisis de los mutantes, se realizé un analisis microscopico
de las ascas y esporas que se forman tras dos dias de incubacién en medio de
esporulacién (MEA) a 25°C. Se analiz6 la segregacion del material genético tras las
dos divisiones meibticas mediante tincion de los ndcleos con DAPI, asi como la
capacidad de formar las esporas correctamente mediante microscopia de contraste

interferencial.

Como controles del analisis se usaron mutantes con defectos conocidos en
eventos criticos de la meiosis:

- rec12: codifica para la endonucleasa Rec12, ortéloga de Spo11 en S. cerevisiae,
y presenta defectos en recombinacion.

- rec8: codifica para la cohesina especifica de meiosis Rec8 y el mutante tiene
defectos en cohesiéon de cromatidas hermanas y recombinacion.

- sgo1: codifica para la Sugosina y el mutante presenta defectos en cohesion de
centrbmeros hermanos.

Estas deleciones fueron generadas en el mismo fondo genético que la coleccién de

mutantes y se analizaron en paralelo.
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Tabla 3.1. Resumen de los mutantes que muestran segregacion nuclear aberrante y/o

defectos de esporulacion.
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En el escrutinio realizado analizando las divisiones meibticas y la formacién de
esporas en la coleccion de mutantes, se identificaron 33 nuevos genes con un

papel en meiosis (Martin-Castellanos et al., 2005) (tabla 3.1).

Los nuevos mutantes fueron clasificados en tres categorias segin el defecto que

presentaban (figura 3.2):

A.- Defectos en segregacion (13) : Son los mutantes que no realizan correctamente

la segregacion del material genético. Se caracterizan porque presentan una mezcla
de ascas con un namero y tamafo variable de esporas y cuerpos tefidos con DAPI.
Esta categoria no viene definida por un Unico fenotipo, sino que es un grupo
heterogéneo en el que se pueden encontrar ascas con distinta apariencia (ascas
con una espora con un nucleo, con una espora con dos nucleos, dos esporas con

un ndcleo cada una, etc.) (figura 3.2).

El fenotipo de segregacion de los mutantes se cuantificé diferenciando 3 clases
segun el porcentaje de ascas aberrantes que presentan (Tabla 3.2).

- Mutantes con fenotipo fuerte: aquellos que presentan mas de un 50% de ascas
anormales.

- Mutantes con fenotipo medio: aquellos que tienen entre un 20 y 40% de ascas
aberrantes.

- Mutantes con fenotipo débil: en los que menos del 20% de las meiosis son
anormales.

Controles Fuerte Medio Débil
silvestre rec12 rec8 sgol tht2 rec24 bgti bqt2 moal ask! mcp7 rec25 sfri  mug! ppk3s rec27 crsi mug99 mugd mug117 mug97 meps
©CO® 91.1 47.1 645 748 191 339 414 454 577 69 698 705 729 762 76.4 795 80.6 817 822 83.4 86.2 86.4
@ 03 22 07 0 03 12 243 158 07 11 06 12 0 06 13 04 1 0 03 12 14 03
@& 0 0 07 0 03 12 27 2 0 03 06 0 0 Q 0 0 0 0 ¢ 03 0 0

@® 26 206 14 34 277 363 22 126 211 187 157 91 122 4 62 73 41 52 76 53 33 56
@® 0 07 14 07 4 67 21 2 28 32 22 17 21 2 06 07 1 1 03 03 03 0
11 103 14 0 86 56 25 38 21 14 43 46 11 2 19 31 18 0 16 0 24 24
@@9 03 51 94 48 65 22 3 22 36 53 22 4 27 26 3 32 42 46 31 41 1 28
@9 03 81 3 07 6 61 11 63 92 0 4 34 46 2 31 39 18 33 16 13 1 1.4
s eils Dl 4y 59 174 156 178 68 07 98 28 11 06 56 49 107 74 18 49 43 37 & 43 1.1

y nieo ce esporas variable

Tabla 3.2. Cuantificacion del defecto de segregacion en los mutantes mug (Martin-
Castellanos et al., 2005). Se analizaron ascas provenientes de meiosis de cepas h” tras
dos dias de esporulacion en MEA. Las ascas se tifieron con DAPI y posteriormente se
observaron al microscopio de fluorescencia para cuantificar cuerpos tefidos con DAPI
(nucleos), mientras que las esporas fueron observadas bajo luz transmitida. En la tabla se
representa el porcentaje de cada tipo de asca. Los puntos negros representan la
distribucion del material tefiido con DAPI (ndcleos) y los circulos representan la pared de
las esporas. El fenotipo de los mutantes fue clasificado como fuerte, medio o débil, de
acuerdo con el porcentaje de ascas que presentaban defectos en segregacion.
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B.-Defectos de formaciéon de esporas (15) : Este grupo incluye los mutantes que

presentan un claro defecto en la formacion de esporas. Estos mutantes, o bien no
forman esporas o, en el caso de formarlas, éstas son aberrantes. La tinciébn con
DAPI muestra la existencia de cuatro nucleos en todos los casos, al igual que en la
cepa silvestre, excepto en los mutantes mug36, mug66, mug77, mug78 y mug1i79,
que muestran un porcentaje de ascas entre 15-20% que contienen mas de 4

cuerpos tefiidos con DAPI (figura 3.2).

C.- Defecto mixto (5): Corresponde a mutantes que ademas de no segregar
correctamente el material genético, tienen defecto en la formacién de esporas. Por
lo tanto, se trata de un grupo de mutantes que presentan un fenotipo mezcla de los

grupos Ay B (figura 3.2).

En la figura 3.2 se observan los diferentes tipos de ascas que encontramos en cada
categoria. El panel muestra fotografias tomadas al microscopio de contraste
interferencial (DIC) que permiten ver la forma de las células y las esporas, y de

fluorescencia que permite ver los nicleos tefidos con DAPI.
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Figura 3.2. Clasificacion de los mutantes mug. Los mutantes mug fueron clasificados en
tres grupos segun el fenotipo que presentan las ascas de una meiosis h™ tras dos dias de
incubacién en medio s6lido de esporulacion, visualizando bajo el microscopio la formacion
de las esporas y la segregacion del material genético mediante tincién con DAPI. A) Ascas
con defectos en segregacion. B) Ascas con defectos en formacion de esporas. C) Ascas
con fenotipo mixto.

2.- Mug1 y Mug5, dos nuevos reguladores meiéticos

Una vez realizado el estudio fenotipico de los mutantes se escogieron dos de ellos,
concretamente mug1y mug5, para realizar un estudio mas exhaustivo del papel
que pueden desempeniar estas proteinas durante la meiosis en S. pombe. Ambos
genes pertenecen a la categoria de tempranos debido a que su expresién se

incrementa durante la fase Sy la profase meibtica (Mata et al., 2002).

El mutante mug1 muestra un fenotipo medio en segregacién, con un porcentaje de
ascas aberrantes de 24%. La proteina Mug1 est4 anotada en el Instituto Sanger
como una proteina con un dominio coiled-coil con homologia con las proteinas
Jnm1 y Usol1 de S. cerevisiae. Estas proteinas estan implicadas en migraciéon
nuclear y transporte intracelular respectivamente. Jnm1 esta descrita como una
subunidad del complejo dinactina en S. cerevisiae (McMillan and Tatchell, 1994). El
complejo dinactina esta muy conservado evolutivamente y participa en el transporte
de gran variedad de moléculas (revisado en Holleran et al., 1998; Karki and
Holzbaur, 1999; Karcher et al., 2002; Schroer, 2004). Ya que existe una clara
homologia con una subunidad del complejo dinactina, Mug1 estd4 anotada como

una posible subunidad de dicho complejo.

El otro mutante escogido para un estudio méas detallado fue mug5. Este mutante
mostré un fenotipo débil en segregacién, es decir, presenta un porcentaje de ascas
aberrantes menor del 20% en una meiosis de una cepa h®. Mug5 no presenta
homologia clara con ninguna proteina descrita, y por lo tanto aparece anotada

como una proteina hipotética con funcién desconocida.

77



Resultados

2.1.- Los genes mug1+y mug5+ se inducen durante la profase meiética

Tanto mug1+ como mug5+ son dos genes que se inducen durante meiosis, segin
el estudio de Mata y col. (2002). Ambos genes estan englobados en la categoria de
genes tempranos, es decir, genes que se inducen durante la profase meibtica y
que estan relacionados con los procesos de replicacion, recombinacion y

apareamiento de cromosomas.

Con objeto de corroborar la induccién de ambos genes durante la profase meiética,
se determinaron los niveles de expresion de estos genes por Northern blot en un
experimento de meiosis sincrénica en una cepa diploide h-/h- pat1-114 / pat1-114
(S964). Una vez inactivado Pat1 por incubacién a 34°C, se recogieron muestras de
células cada 30 minutos para extraer RNA. EI RNA fue separado en un gel de
agarosa y posteriormente hibridado con sondas internas de cada gen (ver
materiales y métodos 5.5), de tal forma que mediante autorradiografia pudieron ser

identificados tanto el transcrito correspondiente a mug7+ como el de mug5+.

Profase S M Mil
- mEawmw e oW W | mugst mRNA
N N ) ® mug1+ mRNA

285 RNA

i

Veg 0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 horas
Meiosis pat1-114/ pat1-114

Figura 3.3. Analisis de la expresion de mug1+y mug5+ durante la meiosis. Andlisis
mediante Northern blot de la expresion de mug1+y mug5+ durante una meiosis sincrénica
usando como sondas las ORFs de los genes.

Los resultados obtenidos (figura 3.3) corroboran los datos de Mata y col. (2002).
Durante la meiosis, la expresion de mug1+y mug5+ se induce en tiempos
tempranos coincidiendo con la profase meibtica (2-3,5 horas). Estos niveles
decrecen hasta los niveles iniciales justo antes de que comience la primera divisién
meibtica (4 horas). En ambos casos, la expresion es poco significativa durante el

resto del ciclo mei6tico y durante el crecimiento vegetativo, por lo tanto, parece que

78



Resultados

el papel de Mug1 y Mug5 se llevaria a cabo durante la profase meibtica, siendo a
priori menos importante en el resto del proceso meibtico y durante el crecimiento

vegetativo.

Ya que existe una clara induccion durante la profase meibética del mRNA de
mug5+, se analiz6 si este incremento en transcrito se correspondia también con un
incremento a nivel proteico. Para analizar esta posibilidad, se determiné la cantidad
de proteina por Western blot. Con este fin se us6 una cepa diploide h-/h- pat1-114/
pat1-114 (que permite realizar una meiosis sincrénica) en un fondo mug5:HA
(S2065), es decir, que contiene una construccién funcional de Mug5 marcada con
tres copias del epitopo HA en el extremo C-terminal de la ORF del gen. Tras inducir
la meiosis mediante la inactivacion de Pat1 a la temperatura restrictiva, se
recogieron células cada 30 minutos durante 5 horas. Se prepararon extractos de
proteinas con TCA (ver materiales y métodos 6.1) y, tras separar las proteinas
mediante SDS-PAGE, se realizdé un Western blot. Mug5-HA fue detectada con un

anticuerpo monoclonal anti-HA (ver materiales y métodos 6.3).

Profase S M

- — - e A Mug5:HA

G S W—" ——" " w— . wwwe. wwoe- | TUbUlna

C- +N 0 1 1,5 2 25 3 35 4 4.5 5 horas

Meiosis pat1-114/pat1-114

Figura 3.4. Analisis de los niveles de la proteina Mug5:HA en meiosis. Andlisis tipo
Western blot en el que se muestran los niveles de la proteina Mug5:HA a lo largo de una
meiosis sincronica en la cepa S2065. Como control negativo (C-) se us6 una muestra de
proteina recogida a las 3 horas de una meiosis sincronica de la cepa S964 que no contiene
Mug5:HA.

Como se muestra en la figura 3.4, se detectd una proteina de aproximadamente 55
KDa. Como control negativo se us6 una cepa que no contiene la proteina marcada
con HA, corroborando asi que la banda obtenida se corresponde con Mug5:HA
(figura 3.4).

Los datos mostrados en la figura 3.4 confirman que existe un aumento de los

niveles de proteina en los tiempos que corresponden con la profase meiética (2-3
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horas), hecho que corrobora los datos obtenidos en el analisis de la expresiéon del
gen. Ademaés, se observa sefial de proteina en crecimiento vegetativo. Este
resultado difiere del resultado obtenido mediante Northern blot, donde los niveles
de transcrito durante crecimiento vegetativo eran practicamente nulos. Una posible
explicacion es que podria producirse una estabilizacion de la proteina debida al
epitopo HA fusionado, de tal forma que pudiera, de alguna forma, alterar las

modificaciones post-traduccionales de la proteina.

En el caso de Mug1 no se pudo hacer un estudio a nivel proteico debido a que la
construccion Mug1:HA no es funcional. Aunque la fusién nmt-HA:Mug1 (Mug1
marcada con HA en su extremo N-terminal bajo el promotor nmt inducible en
ausencia de tiamina) si es funcional, no se pudo usar para este tipo de ensayos ya
que se encuentra bajo el promotor nmt y esto alteraria los niveles de proteina
durante el ciclo mei6tico, obteniéndose asi datos que no corresponderian con los

fisiolbgicos.

2.2.- Los mutantes mug1y mug5 presentan defectos de segregacion

Los mutantes mug1y mug5 presentan defectos de segregacién, ya que tras las
divisiones meidticas se genera un porcentaje significativo de ascas con un nimero

de cuerpos tefidos con DAPI diferente a cuatro.

En la tabla 3.3 se muestran de forma detallada los porcentajes de los diferentes
tipos de ascas que se encuentran en una meiosis de una cepa h”silvestre y en los

mutantes mug1y mugbs.

Tabla 3.3. Los mutantes mug1y
mugb5 presentan defectos en
segregacion. Analisis microscépico
de ascas provenientes de la
esporulacion de cepas h” silvestre
(51243) h’mugt? (S1501) y h*
mug5 (S1502) tras dos dias en
medio de esporulacion (MEA) a
25°C. La visualizacion de las ascas

>4 cuerpos tefiidos con DAPi
y nimero de esporas variable

0000
D)
D)
®@®
®e
DD
DOO

al microscopio de contraste silvestre|[91.1| 03| o |26 | 0o |11 |03 |03 | 41
interferencial permite ver el niUmero
de esporas. El analisis de los mugl |762| 06 | 0 4 2 |2 |26 | 2 [107
nucleos se realizd mediante tincion
con DAPI y posterior analisis bajo el mug5 |822| 03| 0 | 76|03 |16 |31 |16 |37

microscopio de fluorescencia.

80



Resultados

En el caso del mutante mug1, el porcentaje de ascas aberrantes es de
aproximadamente el 24%, formando parte del grupo de mutantes con un fenotipo
medio de segregacién. En este caso, casi la mitad de las ascas aberrantes
(aproximadamente el 11%) presentan un nimero de cuerpos tefiidos con DAPI

mayor de cuatro.

En el caso del mutante mug5 la penetrancia del fenotipo de segregacion es menor,
puesto que el porcentaje de ascas aberrantes que aparecen es de
aproximadamente el 18% (tabla 3.3). Este porcentaje hace que el mutante se

clasifique dentro de los que poseen un fenotipo débil de segregacion.

2.3.- Los mutantes mug1y mug5 presentan indices de recombinacion

reducidos

Los defectos de segregacién durante la meiosis pueden ser debidos a diferentes
causas. Una de ellas es el fallo en el establecimiento de los quiasmas entre los
cromosomas homélogos, lo que daria como resultado una recombinacion
defectuosa. La recombinacion meibtica es indispensable para que el material
genético sea distribuido de manera equitativa durante la meiosis | y también es

responsable de la produccion de variabilidad genética.

Dado que los mutantes mug1y mug5 presentan defectos de segregacion, con el
objeto de averiguar la causa de estos defectos, se realizé un estudio de los niveles
de recombinacion en los mutantes. Para ello se llevo a cabo un analisis de esporas
al azar midiendo el indice de recombinacion intergénica, que es el resultado del
entrecruzamiento (crossing over) entre los cromosomas homoélogos dando lugar a
los quiasmas, y por tanto, importante para que se produzca correctamente la

segregacion de los cromosomas.

El analisis se hizo entre los loci leu1+ e his5+ en el cromosoma Il. Para el estudio
de los niveles de recombinacion se cruzaron cepas leu1-32 con cepas his5-303 de
los mutantes y se cuantificaron las esporas recombinantes, es decir, las esporas
protétrofas para leucina e histidina que aparecen en los cruces como resultado de
la recombinacién meiética. EI nimero de esporas recombinantes permite

cuantificar los eventos de recombinacién que han tenido lugar entre esos dos
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locus. Tomando los datos de un cruce de cepas silvestres como referencia, se

puede averiguar si la frecuencia de recombinacién intergénica en los mutantes esta

alterada.
N® total Esporas haplmdes Frecuerjcna Fie Factor de
Cruce recombinantes recombinacion T
de esporas . | disminucién
leut+his5+ %
Silvestre 2489 313 12,6 1
mug1 2629 92 3,5 3,6
mug5s 2451 91 37 3.4

Tabla 3.4. Andlisis de la recombinacion meiética en los mutantes mug1y mug5. Tasa
de recombinacion intergénica en el intervalo leu1-his5 en el cromosoma Il. Se cruzaron las
cepas silvestres (S1285 x PN22), mug1 (S1587 x S1588) y mug5 (S1589 X S1590) y se
analiz6 la segregacion de los marcadores mediante analisis de esporas al azar.

Como se observa en la tabla 3.4, la cepa silvestre presenta un porcentaje de
esporas recombinantes de aproximadamente un 12%, mientras que en los
mutantes mug1y mug5 este porcentaje se reduce a aproximadamente el 3%.
Estos datos indican que en los mutantes mug?y mug5 la recombinacién
intergénica entre los loci leu1+ e his5+ esta disminuida aproximadamente al 25%.
Por lo tanto, parece que la causa de los defectos de segregacion que presentan los
mutantes mug1 y mug5 podria ser la disminuciéon del nimero de eventos de
recombinacion intergénica que tienen lugar durante la meiosis. La explicacién mas
probable es que exista un defecto en el alineamiento de los cromosomas
homélogos, lo que impediria la formacién correcta de los quiasmas, y provocaria la

disminucién de la tasa de recombinacién intergénica durante la meiosis.

3.- Papel de Mug1, Mug5 y Arp1 en el Movimiento de Cola de
Caballo (horse-tail)

Los resultados mostrados anteriormente sugieren que los mutantes mug1y mug5
presentan un problema en el alineamiento de los cromosomas homoélogos durante

la meiosis, que podria deberse a un defecto en el movimiento de horse-tail.
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En la base de datos del Instituto Sanger, Mug1 esta anotada como posible
subunidad de la dinactina junto con otras dos proteinas: Ssm4 y Arp1. Ssm4 es
una proteina de unién a microtibulos que ha sido descrita como subunidad de la
dinactina (Yamashita et al., 1997; Niccoli et al., 2004), mientras que Arp1(actin
related protein) permanece sin caracterizar y esta anotada por su homologia con la
subunidad de S. cerevisiae ARP1 (Muhua et al., 1994).

En la caracterizacion del mutante ssm4 se han descrito fenotipos similares a los
que presentan los mutantes mug?y mugb, es decir, recombinacién meiética

reducida y defectos en segregacion.

Las células eucariotas organizan su citoplasma moviendo diferentes organulos y
complejos macromoleculares a lo largo de los microtibulos (Karcher et al., 2002).
Estos movimientos son llevados a cabo por numerosas proteinas motoras que
deben reconocer sus respectivos “cargos” para funcionar. Una de esas proteinas
es la dineina, que esta implicada en multiples mecanismos de transporte (Vallee et
al., 2004; Yamamoto and Hiraoka, 2003). La dinactina es un complejo multiproteico
que forma complejo con la dineina. Este complejo esta conservado en eucariotas y
es importante para el transporte de gran variedad de moléculas. La dinactina es
esencial para la mayoria de las funciones de la dineina, en particular para la unién
de la dineina a sus “cargos”. Dhc1 es la subunidad motora de la dineina
(Yamamoto et al., 1999). El mutante dhc? comparte con ssm4 los defectos en
segregacion y recombinacién que presentan mugl1y mug5. En S. pombe, el
complejo dineina-dinactina estd4 implicado en la producciéon del movimiento de
horse-tail durante la profase meibtica en el que el ndcleo es arrastrado por los
microtibulos astrales de un extremo a otro de la célula adoptando una forma
alargada (cola de caballo) (Chikashige et al., 1994). El complejo dineina-dinactina
es el responsable de la unién de los microtdbulos al cortex celular y permite que se

genere la tensién necesaria para que el nacleo sea arrastrado.

Ha sido descrito un papel esencial de Ssm4 y Dhc1 para que se produzca el
movimiento de horse-tail caracteristico de la profase mei6tica en S. pombe
(Hiraoka et al., 2000; Niccoli et al., 2004). Este movimiento facilita el apareamiento
de los cromosomas homoélogos porque posiciona los cromosomas alineados y

permite que se produzcan los eventos de recombinacién que a su vez también
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promueven el apareamiento de homoélogos al estabilizar el alineamiento que se
produce durante el movimiento (Burgess, 2004; Davis and Smith, 2006). Todo este
proceso contribuye a que se produzca una correcta segregacion de los

cromosomas durante meiosis (Wells et al., 2006).

El hecho de que mug1 sea una posible subunidad de la dinactina explicaria que en

el mutante mug1 el movimiento de horse-tail no sea el adecuado.

3.1.- Mug1, Mug5 y Arp1 son esenciales para que se produzca el

movimiento de horse-tail

En base a los antecedentes descritos para Dhc1 y Ssm4, se analiz6 si Mug1 vy
Mug5 tenian un papel similar a estas proteinas en el movimiento de horse-tail.
Ademas se incluyd Arp1 en el estudio, ya que era, hasta el momento, la Unica
proteina anotada como subunidad de la dinactina que permanecia sin caracterizar

en S. pombe.

En primer lugar se analiz6 la expresion de arp1+ durante un ciclo meibtico para
determinar si del mismo modo que ocurre con mug1+y mug5+, arp1+ aumentaba
su expresion durante meiosis. Con el objeto de analizar la expresién de arp1+
durante la meiosis se llevé a cabo un Northern blot con las muestras obtenidas en

el experimento descrito en la seccién 2.1.

Profase S Mi Mil
M arp1+ MANA
o oo e ws G G W W G e . 28S RNA

Veg 0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 horas
Meiosis pat1-114/ pati1-114

Figura 3.5. Analisis de la expresiéon de arp1+ durante el ciclo meiético. Analisis
mediante Northern blot de la expresion de arp1+ durante una meiosis sincrénica de la cepa
S964.
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En la figura 3.5 se observa que arp1+ tiene una expresion constante a lo largo del
ciclo meibtico, a diferencia de lo que ocurre con mug1+y mug5+ que se inducian

durante profase meibtica.

Con el objeto de visualizar el movimiento del ndcleo durante la profase meiética en
los mutantes mug1, mug5y arpi1, se hizo una fusiéon de la proteina verde
fluorescente (GFP) con la histona H3 que en S. pombe esta codificada por el gen
hht2. Esta construccion de la histona fusionada a la proteina GFP permite

visualizar el nucleo en células vivas.

Silvestre

52.5 min 57.5 min

min 40.0 min

' F 4

57.5'min

' L 4

Figura 3.6. Anadlisis del movimiento de horse-tail en los mutantes mug1, mug5y arp1.
Fotografias a lo largo del tiempo de la profase meiética de ascas zigoéticas tras 20 horas de
incubacion en MEA de cepas h”™ silvestre y mutantes (en los tres casos se observo el
mismo patron). El nucleo se visualiza por microscopia de fluorescencia ya que las cepas
llevan la construccion Hht2:GFP. Las imagenes fueron tomadas en intervalos de 2,5
minutos durante 60 minutos y son el resultado de la proyeccibn maxima de 13 planos
tomados cada 0,5um con el microscopio de fluorescencia dejando una baja intensidad de
luz visible de fondo, que permite visualizar el contorno de la célula.
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Como se observa en la figura 3.6, en la cepa silvestre durante la profase meib6tica y
justo después de que se produzca la cariogamia, el nicleo se movi6 de un extremo
a otro de la célula adquiriendo una forma alargada. En cambio, en los mutantes
mug1, mug5y arp1 el nacleo permaneci6é en el centro de la célula manteniendo
una forma redondeada de manera similar a lo que ocurre en los mutantes ssm4y
dhct1 (Hiraoka et al., 2000; Niccoli et al., 2004) (ver peliculas hht2GFPwt,
hht2GFPmug1, hht2GFPmug5 y hht2GFParp? en DVD adjunto). La ausencia de
movimiento nuclear durante la profase meiotica confirm6é que Mug1, Mug5 y Arp1

son esenciales para que se produzca el movimiento de horse-tail.

3.2.- Organizacion del Cuerpo Polar del Huso (SPB)

Con objeto de comprobar si tras la cariogamia la fusion de los SPB se produce de
manera correcta en los mutantes mug1, mug5y arp1, se fusioné la proteina roja
fluorescente (MRFP) a la proteina Sid4 que se localiza en el SPB.

hee h*mug1

h*° mugs h*®arp1

j rSo~— :
DIC [§ A

o ....

Figura 3.7. Organizacion del SPB en los mutantes mug1, mug5y arp1. Se observaron
las meiosis de cepas h” silvestre y mutantes tras 20 horas de incubacién en medio de
esporulaciéon (MEA). EI SPB se visualizé por microscopia de fluorescencia de la
construccion Sid4-mRFP.

La visualizacion de la proteina roja fluorescente fusionada a Sid4 permite localizar
el SPB en las células. Durante la profase mei6tica el SPB de las dos células se
fusiona para dar lugar a un solo SPB que conducira el ndcleo durante el

movimiento de horse-tail.
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Como se muestra en la figura 3.7, tanto en el caso de la cepa silvestre como en los
mutantes, se observa un Unico punto que corresponde al SPB indicando que el
SPB esta organizado de forma correcta en los mutantes. En el caso de la cepa
silvestre, el punto que corresponde con el SPB se encuentra situado en un extremo
del nicleo, que tiene una forma alargada. Por el contrario, el punto que
corresponde con el SPB en los mutantes se encuentra localizado en el centro de la
célula, en un ndcleo que presenta una forma redondeada a diferencia de lo

observado en la cepa silvestre usada como control.

Por tanto, se puede concluir que en estos mutantes no existe un adecuado
movimiento del nucleo en profase meibtica pero la causa de este defecto no se
debe a una desorganizacion del SPB, se ve claramente que esta organizado. Por lo
tanto, Mug1, Mug5 y Arp1 no son necesarias para una correcta organizacion del
SPB en S. pombe.

3.3.- Agrupamiento de telémeros

Otra causa que podria explicar un deficiente movimiento de horse-tail es un defecto
en el agrupamiento de los telbmeros. Durante la profase meibtica, los telbmeros,
que inicialmente estan localizados en el extremo opuesto al SPB en el nicleo,
intercambian su localizacién con los centromeros para agruparse junto al SPB
formando una estructura que se conoce como “bouquet’ (Chikashige et al., 1994).
Se ha descrito que esta estructura facilita el apareamiento de los cromosomas
homologos vy, por tanto, los eventos de recombinacion, y restringe la interaccion

ectbdpica entre cromosomas no homélogos (Niwa et al., 2000).

Para examinar el agrupamiento de telomeros en los mutantes, se utilizd6 una
version de Taz1 fusionada a la proteina verde fluorescente (GFP). Taz1 forma
parte de los telomeros, se une a ellos, y los protege de su degradacion. Mediante
microscopia de fluorescencia se detecté Taz1-GFP en una cepa silvestre y en los

mutantes mug1, mug5'y arp1 (figura 3.8).
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h# h*°mug1 h*® mugh h*°arp1

\ ~ |

i\ < )
o ....

Figura 3.8. Agrupamiento de telémeros en mug1, mug5y arp1. Se visualizé el
agrupamiento de telomeros observando la construccion Taz1:GFP en zigotos de cepas h”
tras 20 horas de incubacion en MEA.

La visualizacion de la proteina verde fluorescente GFP fusionada a Taz1 permite
analizar la organizacioén de los telomeros. Durante toda la profase meibtica, los
telomeros permanecen agrupados cerca del SPB formando una unica estructura,
por lo tanto, durante esta fase del ciclo meiético, si el agrupamiento se produce de
forma correcta, se visualizaran como un dnico punto. Como se muestra en la figura
3.8 tanto en la cepa silvestre como en los mutantes los telébmeros se agruparon en

un punto.

Del mismo modo que ocurria con el SPB, puesto que los telémeros se organizan
cerca de éste, en la cepa silvestre este punto se localizé6 en el extremo de un
nucleo alargado, mientras que en los mutantes el punto se localiz6 en el centro de

la célula en un nicleo que presenta una forma redondeada.

Por lo tanto, se puede concluir que la organizacién de los telémeros en los
mutantes se produce de forma correcta, descartando asi que el defecto en el

movimiento de horse-tail se deba a un defecto en el agrupamiento telomérico.

3.4.- Organizacion de microtubulos astrales

Los resultados mostrados anteriormente descartan que el motivo del defecto en el
movimiento de horse-tail se deba a la desorganizacion del SPB o a la ausencia de
agrupamiento telomérico. Durante el movimiento de horse-tail, el nicleo es

conducido por el SPB y arrastrado por los microtubulos astrales que irradian de
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éste (Ding et al., 1998). Es necesaria una correcta organizacion de los microtabulos
astrales desde el SPB para que éstos sean capaces de arrastrar al nlcleo y se
produzca el movimiento, por lo que se analizé la organizaciébn de microtabulos

astrales en estos mutantes.

Tras la cariogamia, los microtibulos comienzan a polimerizar desde el SPB
adquiriendo una forma tipica de X (Svoboda et al., 1995; Yamamoto et al., 1999)
que cambiard cuando comience el movimiento de horse-tail. Esta organizacion

inicial de los microtubulos es importante para la organizacién posterior.

En los casos en que se produce una incorrecta asociacioén del los microtibulos con
el SPB, como en el mutante mcp6 (Saito et al., 2005; Tanaka et al., 2005), se
produce un colapso en la organizacion de los microtibulos y estos aparecen
desorganizados en el citoplasma. En este mutante, el movimiento de horse-tail no

tiene lugar.

Para comprobar la formacion de microtibulos astrales, se realizé una
inmunofluorescencia con anticuerpos anti-tubulina en la cepa silvestre y en cada
uno de los mutantes. Esta técnica permite visualizar la estructura completa de los

microtUbulos.

h®o h*® mug1 h*mug5s h*arp1

DAPI

o-TAT

HEE
EER

Figura 3.9. Microtubulos astrales en mug1, mug5y arp1. Tras la inducciéon de meiosis
en cepas h” se recogieron células tras 20 horas de incubacién en MEA. Estas células
fueron fijadas en metanol, y posteriormente se realiz6 inmunofluorescencia anti-tubulina. En
azul se observan los nucleos tefiidos con DAPI mientras que en rojo se ven los
microtUbulos astrales.
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En la figura 3.9 se observa que al igual que en la cepa silvestre en los mutantes
mug1, mug5 y arp1 los microtubulos astrales se organizan con una forma de X
caracteristica de la profase mei6tica. Por lo tanto, podemos concluir que Mug1,
Mug5 y Arp1 no son esenciales para el correcto ensamblaje de los microtubulos
astrales y este no parece ser el motivo del defecto en el movimiento de horse-tail en

estos mutantes.

3.5. Localizaciéon de la proteina de anclaje Mcp5

Dado que los mutantes mug1, mug5 y arp1 no presentaban defectos ni en la
organizacion del SPB, ni en el agrupamiento telomérico, ni en la organizacion de
los microtibulos astrales, a continuacién se analiz6 si el complejo proteico que
permite el anclaje de los microtubulos al cértex se encontraba localizado

correctamente.

El gen mcp5+, del mismo modo que mug1+y mug5+, se induce durante la meiosis
segun el estudio de Mata y col. 2002. mcp5+ fue uno de los 184 genes
seleccionados por nuestro laboratorio (mug21+) para delecionarlo y buscar
defectos en el ciclo meibtico. Del mismo modo que mug1+y mug5+, mcp5+ se
engloba dentro de la categoria de genes tempranos, es decir, genes que se
inducen durante la profase meiética y que estan relacionados con los procesos de
replicacion, recombinacién y apareamiento de cromosomas. El mutante mcp5
(mug21) mostr6 un defecto débil de segregacion. Mcp5 es el ortélogo de la
proteina de S. cerevisiae Num1 (Heil-Chapdelaine et al., 2000; Farkasovsky and
Kuntzel, 2001; Lee et al., 2003). Mcp5 se expresa principalmente durante la
profase meibtica y funciona como proteina de anclaje requerida durante el
movimiento de horse-tailen S. pombe (Saito et al., 2006; Yamashita and
Yamamoto, 2006). Durante el movimiento de horse-tail, los microtibulos se anclan
al cértex celular para tirar del nacleo a través del complejo dineina-dinactina. Este
complejo interacciona con la membrana a través de la proteina Mcp5. Esta
interaccion del microtubulo con el cortex celular es la que permite que se genere la
fuerza necesaria para que se produzca el movimiento del nucleo. El mutante mcp5,
al igual que ocurre con mug1y mug5, no presenta movimiento de horse-tail.
Ademas, en el mutante mcp5 existe una reduccion del apareamiento de

cromosomas homélogos y de las frecuencias de recombinacion.
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Una posible causa para que no se produzca el movimiento de horse-tail en los
mutantes mugl1, mug5y arp1 es que la proteina de anclaje no se localice
correctamente. Para visualizar la proteina de anclaje Mcp5, se us6é una
construccién de la misma con la proteina verde fluorescente GFP y se analiz6 su
localizacibn mediante microscopia de fluorescencia en cada uno de los mutantes

usando como control la cepa silvestre.

Se ha descrito que durante el ciclo meiético, Mcp5:GFP comienza a ser visible justo
después de la cariogamia, presentando una localizacién alrededor de toda la célula
con un patrén punteado durante la profase meibtica (Saito et al., 2006; Yamashita
and Yamamoto, 2006). Esta localizacion comienza a perderse en metafase | para
desaparecer completamente antes de anafasel.

h* h*°mug1 h*°mugh h*°arp1
[~

) 4

DIC

Mcp5:GFP

Figura 3.10. Localizacion de Mcp5:GFP en los mutantes mug1, mug5y arp1 durante
la profase meiética. Se observaron zigotos de meiosis zigéticas de cepas h” tras 20
horas de incubacién en medio de esporulacion (MEA) bajo el microscopio de fluorescencia.
Se analizé la localizaciéon de la proteina de anclaje visualizando la construccién Mcp5:GFP
que contienen las cepas.

Como se observa en la figura 3.10, en los mutantes mug1, mug5'y arp1 la proteina
Mcp5 se localiza con un patron punteado alrededor de toda la célula del mismo
modo que en la cepa silvestre. Por lo tanto, la ausencia del movimiento de horse-
tail no es debido a la falta y/o deslocalizacion de la proteina de anclaje del complejo

dineina-dinactina al coértex celular.
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3.6.- Interaccion nucleo-microtubulos

Para que los microtubulos sean capaces de arrastrar al ndcleo, ambos
componentes tienen que estar unidos a través del SPB. Para comprobar si esta
unién se produce en los mutantes o si la falta de union fuese la explicacion a la
ausencia de movimiento nuclear durante la profase meiética, se us6 una fusiéon de
la proteina verde fluorescente (GFP) con una de las subunidades de la tubulina (o-
2-tubulina, Atb2) para visualizar los microtdbulos, y una fusion de la GFP con la
proteina Cut11, que forma parte de los poros de la envuelta nuclear, para visualizar

el nlcleo.

Silvestre

10 sec

y
i

180 sec
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Figura 3.11. Analisis de la interaccion ndcleo-microtibulos en la cepa silvestre y en
los mutantes mug1, mug5y arp1. Fotografias a lo largo del tiempo de la profase meibtica
en ascas zigbticas tras 20 horas de incubacién en medio de (MEA) en las cepas h”
silvestre y mutantes (en los tres casos se observa el mismo patrén). El ndcleo y los
microtubulos se visualizaron observando las construcciones Cut11:GFP y Atb2:GFP que
contienen las cepas. El punto de mayor intensidad de fluorescencia corresponde al lugar
donde se situa el SPB ya que varios microtdbulos estan saliendo de él. Las flechas indican
los puntos de unién del nicleo a los microtibulos. Las imagenes fueron tomadas en
intervalos de 10 segundos durante 15 minutos (tiempos totales mostrados en las peliculas)
y cada imagen es el resultado de la proyecciébn maxima de 13 planos tomados con una
separacion de 0,25um.

En la figura 3.11 se observa que en la cepa silvestre, durante la profase meiética,
el SPB conduce al nicleo en el movimiento que se produce cuando éste es
arrastrado por los microtibulos astrales (ver pelicula atb2GFPcut11GFPwt en DVD
adjunto). En los mutantes, aunque el nacleo no se mueve del centro de la célula, se
observa como el nucleo se deforma levemente hacia un lado u otro por la fuerza de
empuje que ejercen los microtubulos al alcanzar el cértex (ver peliculas
atb2GFPcut11GFPmug1, atb2GFPcuti1GFPmug5 y atb2GFPcut11GFParp? en el
DVD adjunto). Esto indica que la interaccion del nacleo con los microtubulos se
produce de forma correcta en los mutantes y, por lo tanto, ni Mug1, ni Mug5, ni
Arp1 son esenciales para la interaccion nicleo-microtibulos durante el movimiento

de horse-tail.

3.7.- Dinamica de los microtiubulos

Durante el movimiento de horse-tail el nicleo es arrastrado de un extremo a otro de
la célula por los microtubulos astrales que irradian del SPB. Para que el
movimiento se produzca de manera correcta es necesario que la dindmica de
microtlibulos en ambos extremos de la célula esté coordinada, con microtabulos
polimerizando en un extremo y despolimerizando en el otro. Los microtibulos que
despolimerizan en uno de los extremos estan anclados al cortex y ejercen una
fuerza de arrastre del nicleo conduciéndolo al extremo celular (Yamamoto et al.,
2001). Cuando el nucleo alcanza el cortex celular esa fuerza para, y los
microtUbulos en el otro extremo, que ya estaran anclados al cértex, comienzan a
arrastrar el ndcleo en la direccion opuesta. La coordinacién de esta dinamica de
microtlbulos en ambos extremos celulares asegura que el movimiento ocurra de

una forma ritmica y continua.
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Para visualizar la dinamica de microtibulos se utilizé una fusion de la proteina que
promueve el inicio del crecimiento de los microtibulos, Mal3 (Busch and Brunner,
2004; Browning et al., 2003; Sandblad et al., 2006), con la GFP. Mal3 se localiza a
lo largo de los microtubulos, se acumula en el extremo de éstos durante la
polimerizacién y desaparece justo antes de que comience la depolimerizacion. La
dindmica de esta proteina permite seguir los ciclos de polimerizacion vy

despolimerizacion de los microtubulos.

Como se observa en la figura 3.12, en la cepa silvestre la dinamica de microtibulos
estad coordinada entre ambos extremos, de manera que los microtibulos que
irradian del SPB se dirigen a uno de los extremos celulares y se anclan al cortex a
través del complejo dineina-dinactina. En ese momento, la proteina motora de
microttbulos, Dhc1, comienza a ejercer su funcién “caminando” hacia el SPB
(extremo “menos” de los microtibulos) por encima del microtibulo. Esto hace que
segln se va acercando la dineina al SPB, la parte del microtubulo que queda por
detras, vaya adquiriendo una forma arqueada que viene determinada por la forma
del extremo celular. Cuando el nucleo llega al extremo, ese microtibulo comienza a
despolimerizar para liberar la unién en ese extremo, mientras que comienzan a
polimerizar nuevos microtibulos desde el SPB que se dirigen al otro extremo
celular. Estos microtubulos alcanzaran el cortex, y se anclaran para comenzar de

nuevo el ciclo (figura 3.12) (ver pelicula mal3GFPwt en DVD adjunto).

Figura 3.12. Analisis de la dinamica de microtubulos en la cepa silvestre y los
mutantes mug1, mug5y arp1 durante el movimiento de horse-tail. Fotografias a lo
largo del tiempo de la profase mei6tica en ascas zig6ticas tras 20 horas de incubacion en
medio de esporulacién (MEA) de las cepas h” silvestre y mutantes (en los tres casos se
observa el mismo patrén). Los microtubulos se visualizaron observando la construccién
Mal3:GFP que contienen las cepas. El punto de mayor intensidad de fluorescencia
corresponde al lugar donde se sitta el SPB ya que varios microtibulos estan saliendo de
él. Las flechas azules indican los puntos en los que los microtubulos se anclan al cortex,
mientras que las flechas amarillas indican el momento en el que el ndcleo alcanza el
extremo celular. Las imagenes fueron tomadas en intervalos de 10 segundos durante 15
minutos (tiempos totales en las peliculas) y cada imagen es el resultado de la proyeccion
maxima de 13 planos tomados con una separaciéon de 0,25 um.
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En los mutantes, la dindmica de microtubulos difiere claramente de la observada en
la cepa silvestre. Aunque los microtibulos polimerizan desde el SPB, estos lo

hacen indiscriminadamente hacia ambos extremos celulares. Se observa que los
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microtubulos polimerizan y despolimerizan continuamente, pero sin el
comportamiento que se observa en el silvestre. La dindmica de microtubulos que se
observa, indica que aunque los microtubulos son capaces de alcanzar el cortex
celular, no se anclan. Desde el SPB se generan microtibulos hacia ambos
extremos de la célula que no consiguen anclarse al cortex celular (figura 3.12) (ver

peliculas mal3GFPmug1, mal3GFPmug5 y mal3GFParp1 en DVD adjunto).

Este experimento permite concluir que aunque la dinamica de microtibulos en los
mutantes no estd afectada puesto que los microtubulos polimerizan y
despolimerizan correctamente, Mug1, Mug5 y Arp1 son necesarios para permitir
que los microtlbulos se anclen al cortex y “tiren” del nucleo durante el movimiento

de horse-tail.

3.8.- Localizacién de la proteina motora Dhc1

Como se ha demostrado anteriormente, Mug1 y Mug5 son esenciales para la
dinamica de microtubulos. ElI complejo proteico que permite el anclaje de los
microtubulos al cértex es el complejo dineina-dinactina. Dentro de este complejo, la
subunidad con actividad motora es la cadena pesada de la dineina (dynein heavy
chain) Dhc1, que permite que se genere la fuerza para tirar de los microtubulos es
la subunidad motora de la dineina (Dhc1). Para comprobar si la proteina Dhc1 esta
correctamente localizada en los mutantes mug1, mug5y arp1 se utilizé una fusion

de la misma con la proteina GFP.

Dhc1:GFP
hdo h*mug1 h*® mugh h*%arp1

Figura 3.13. Localizacion de Dhc1:GFP en mug1, mug5y arp1. Tras la inducciéon de
meiosis en cepas h’’ se observaron zigotos tras 20 horas de incubacién en medio de
esporulacién (MEA). La visualizacién bajo el microscopio de fluorescencia permite observar
la construccién Dhc1:GFP que contienen las cepas.
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Se ha descrito que durante la profase meiética, Dhc1 se encuentra localizada en el
SPB, a lo largo de los microtubulos y en el punto de contacto de los microtibulos
con el cortex celular (Yamamoto et al., 1999). Como se muestra en la figura 3.13 el
patron de localizacién de la proteina Dhc1:GFP es practicamente igual en los
mutantes que en el silvestre. Por lo tanto, la localizacién de la proteina motora de
microtubulos es correcta en los mutantes y esta no parece ser la causa del defecto

en el anclaje de los mutantes mug1, mug5y arp1.

En la cepa silvestre se observa una acumulacién de la proteina en el punto donde
el microtdbulo contacta con el cortex. Este punto coincide con el punto de anclaje
del microtibulo, y permite que la proteina se vaya acumulando a medida que el
ndcleo se va acercando. Sin embargo, en los mutantes, la acumulacion de la
proteina en el cortex es ligeramente menor que en la cepa silvestre (figura 3.13). La
diferencia que se observa entre el silvestre y los mutantes es debida probablemente
a que en los mutantes no tiene lugar el anclaje de los microtubulos al cértex y no se
produce el acumulo de la proteina motora. Por lo tanto, podemos concluir que
Mug1, Mug5 y Arp1 son necesarios para que se produzca el anclaje del microtubulo

y, en consecuencia, para que Dhc1 se acumule en ese punto.

En el mutante ssm4, Dhc1 se localiza correctamente en el SPB y a lo largo de los
microtibulos, pero al igual que ocurre en los mutantes mugi1, mug5 y arpli,la
acumulacion en el punto del cértex es menor que en una cepa silvestre. Las
proteinas de la familia CLIP-170 interaccionan con el complejo dinactina (Coquelle
et al.,, 2002). Una proteina de esta familia es Tip1. Se ha descrito que Ssm4
colabora con Tip1 en la localizacion de Dhc1. En el mutante tip7, Dhc1 se localiza
del mismo modo que en una cepa silvestre. Sin embargo, en el doble mutante
ssm4 tip1, Dhcl pierde completamente la localizacion a lo largo de los
microtubulos, aunque se mantiene en el SPB (Niccoli et al., 2004). Se comprobd si
Mug1, de igual modo que hacia Ssm4, colabora con Tip1 para la localizacién de
Dhc1.
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h® 1 mug1 h* mugt tip1

Figura 3.14. Localizacion de Dhc1:GFP en el doble mutante mug1 tip1. Visualizacién
al microscopio de fluorescencia de la construcciéon Dhc1:GFP en los mutantes mug? y
mug1 tip1 en zigotos de una meiosis de una cepa h™ tras 20 horas de incubacion en medio
de esporulacion (MEA).

Como se observa en la figura 3.14, en el doble mutante mug? tip1 la proteina
motora mantiene la localizacion que presenta en el mutante sencillo mug1. Por
lo tanto, Tip1 no colabora con Mug1 para la localizacién de Dhc1 de la forma

que lo hace con Ssm4.

4.- Mug1 y Mug5 son subunidades de la Dinactina

4.1.- Localizacion de Mug1 y Mug5

Dado que Mug1 y Mug parecen estar directamente implicadas en la dinamica de
microtubulos y en su anclaje al cértex se decidi6 analizar su localizaciéon durante el
proceso de horse-tail para comprobar si realmente su localizacién es consistente
con esa posible funcién de anclaje de los microtubulos al cortex. Con este fin, se
construyeron fusiones de Mugl y Mug5 con la proteina verde GFP que
posteriormente se clonaron en el plasmido pREP41X lo cual permite una
sobreexpresion moderada que permite visualizar las proteinas, ya que bajo su

propio promotor presentan una sefal muy tenue.
En el caso de Arp1 no fue posible llevar a cabo este analisis debido a que su fusion

con GFP tanto en el extremo C-terminal, como en el N-terminal, hace que la

proteina Arp1 no sea funcional.

98



Resultados

A B

Mug1:GFP Mug5:GFP

Figura 3.15. Localizacion de las proteinas Mug1:GFP y Mug5:GFP. Visualizacion al
microscopio de fluorescencia de las construcciones Mug1:GFP (A) y Mug5:GFP(B) en
zigotos de una cepa h™ tras 20 horas de incubacién en medio de (MEA). Las flechas
amarillas indican la acumulacién en los puntos de contacto del microtibulo con el cortex.

Como se observa en la figura 3.15, la localizacion de Mug1 y Mug5 tiene el mismo
patrén que Dhc1, es decir, en el SPB, a lo largo de los microtubulos y en el punto
de contacto del microtubulo con el cértex (Yamamoto et al., 1999). Este mismo
patron de localizacion ha sido descrito para Ssm4, proteina descrita como

subunidad de la dinactina (Niccoli et al., 2004).

Dado que Mugl y Mug5 son esenciales para el anclaje de los microtibulos al
cortex y ademas presentan la misma localizaciébn que otras subunidades de la
dinactina, estos resultados sugieren que Mugl y Mug5 son subunidades del

complejo de la dinactina en S. pombe.

Aunque en el caso de Arp1 el estudio de localizacion no se ha podido llevar a cabo,
los fenotipos compartidos con mug1, mug5y ssm4, asi como su homologia con la
proteina de S. cerevisiae Arp1, que forma parte del complejo, sugieren del mismo

modo que Arp1 es otra subunidad del complejo multiproteico dinactina.

Adicionalmente, se comprob¢ si la localizacién de Mug1 y Mug5 dependian una de
la otra para cargarse al complejo. Ademas, se analiz6 si su localizacién era
correcta en ausencia de la proteina motora. Para ello se analiz6 la localizacion de
Mug1:GFP en ausencia de Mug5 o Dhc1 y la localizacién de Mug5:GFP en

ausencia de Mug1 o Dhc1.
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A Mug1:GFP B Mug5.GFP
dhci dhct
mugs mug1

Figura 3.16. Localizacién de las proteinas Mug1:GFP y Mug5:GFP en los mutantes
dhc1 y mug1 o mug5 . Andlisis de la localizaciéon de Mug1:GFP en ausencia de Dhc1 y
Mug5 (A) y de la localizacién de Mug5:GFP en ausencia de Dhc1 y Mug1 (B) en zigotos de
una meiosis h™ tras 20 horas de incubacién en medio de esporulacion (MEA).

Como se observa en la figura 3.16 (A), Mug1:GFP mantiene su localizacién en el
mutante mug5 en los microtubulos, pero con una menor acumulaciéon en el cortex
celular, indicando que no necesita a Mug5 para cargarse y/o mantenerse en el
complejo. En el caso de dhc1, Mug1:GFP solo mantiene su localizacién en el inicio
de los microtubulos en un pequeifo porcentaje de células de las que presentan
sefal, mientras que en ningln caso se encuentra localizado en el punto de contacto
del microtibulo con el cértex. En el resto de zigotos, solo se mantiene la

localizacion en el SPB.

En el caso de Mug5:GFP, se observa que la proteina pierde su localizacion en la
mayoria de células en ausencia de Mug1 y Dhc1. La localizacién en el SPB se

mantiene en un pequefo porcentaje de células en ambos mutantes (figura 3.16, B).

Estos resultados indican que la localizacion de las proteinas Mug1 y Mug5 en
los microtubulos depende de la proteina motora de microtabulos Dhc1, lo que
estaria de acuerdo con el hecho de que el complejo dinactina viajase con la

dineina a lo largo de los microtubulos.

100



Resultados

En el caso de Mug5, su localizacién depende también de Mug1, indicando por
tanto que necesita que ésta forme parte del complejo para localizarse
correctamente. La estructura que presenta el complejo dinactina explicaria esta
deslocalizacion de Mug5 puesto que estaria apoyandose sobre Mug1. Si Mug1

no forma parte del complejo, Mug5 no podria cargarse a éste.

4.2.- Homologia de Mug1 con DCTN2 (p50)

Mug1 es una proteina de 351 aminoacidos con un peso molecular de 41,2 KDa.
Esta proteina esta anotada en el Instituto Sanger como una proteina coiled-coil con

homologia con las proteinas de S. cerevisiae Jnm1 y Uso1.

Con el objeto de encontrar posibles homologias de Mug1 en otros organismos, se
hizo un estudio basado en el método Hidden-Markov-model, que consiste en la
basqueda de homélogos de una proteina basandose en la busqueda de probables
dominios en la secuencia de la proteina. La proteina que resulté compartir mayor
homologia con Mug1 es la dinamitina (DCTN2), subunidad p50 de la dinactina en

mamiferos, con un p-valor de e*°.

Se hizo un analisis comparativo de la secuencia de la proteina Mug1 con sus
posibles ort6logos en humanos (DCTN2) y S. cerevisiae (Jnm1). Como se observa
en la figura 3.17, la homologia e identidad de secuencia no son muy altas entre
Mug1 y sus ortélogos en mamiferos y S. cerevisiae. A pesar de ello los porcentajes
son similares a los que presentan otras parejas de ortblogos conocidos y

aceptados del complejo (Amaro et al., 2008).

Los datos de homologia derivados de este estudio indican que Mug1 puede ser el

ort6logo funcional de la subunidad p50 del complejo dinactina de mamiferos.
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Figura 3.17. Alineamiento de la secuencia de la proteina Mug1 de S. pombe con sus
ortélogos de S. cerevisiaey H. sapiens. Alineamiento de secuencias realizado con el
programa ClustalW2 y representado con el programa BoxShade 3.21
(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html). Los amino&cidos idénticos se resaltan
en negro y las sustituciones conservativas en gris. Los niUmeros a la izquierda representan
las posiciones en la secuencia de aminoacidos.

4.3.- Homologia de Mug5 con DCTN3 (p24)

Mug5 es una proteina de 179 aminoacidos que no presenta homologias aparentes

tras busquedas en BLAST y en Pfam.

Recientemente se ha descrito en S. cerevisiae una nueva subunidad del complejo
dinactina (Ldb18/YLLO49W) por homologia con la subunidad DCTN3 (p24) de
mamiferos (Amaro et al., 2008; Moore et al., 2008). Ambas proteinas tienen un
peso molecular alrededor de 20 KDa, estructura secundaria con alfa hélices, y los

mutantes presentan un fenotipo compartido con subunidades descritas de la

dinactina.

Mug5 tiene un peso molecular de 21,2 KDa vy el fenotipo del mutante es equivalente
a los mutantes de las subunidades descritas de la dinactina. Para comprobar si

Mug5 comparte el mismo patrdbn de estructura secundaria que las proteinas
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DCTN3 y Ldb18 se hizo una comparacion de la prediccion de la estructura

secundaria de las proteinas.

Para realizar este analisis, se utilizd el servidor PSIPRED (Protein Structure
Prediction Server) de la Universidad de Londres. Con el objeto de obtener la
prediccién de la estructura secundaria de la proteina de interés, se introdujo la

secuencia de la proteina en el servidor, obteniendo la prediccién de la estructura

secundaria.
cont : 112000052000 1000000002 02005000 S=0a0! VP o 0 1 JRTS TP e 5 1 0 0 S 5 5 e o
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Figura 3.18. Prediccion de estructura secundaria de Mug5, DCTN3 y Ldb18. Prediccion
segun el servidor PSIPRED Protein Structure Prediction Server de la Universidad de
Londres (McGuffin et al., 2000).

Como se muestra en la figura 3.18 la prediccion de la estructura secundaria para
Mug5 coincide con las de DCNT3 y Ldb18 en que formarian principalmente hélices
a (Karki et al., 1998; Pfister et al., 1998), mientras que las otras subunidades de
bajo peso molecular descritas del complejo dinactina de mamiferos (p25 y p27)
presentan una estructura secundaria mayoritariamente de laminas  (Parisi et al.,

2004).

Adicionalmente se hizo un analisis comparativo de la secuencia de la proteina
Mug5 con sus posibles ort6logos en humanos (DCTN3) y S. cerevisiae (Ldb18). El

alineamiento de las secuencias de las proteinas se muestra en la figura 3.19.
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SpMug5s SSQQOMQLTISG IKIAID AMN - - - ———— - EFDENLYIRAKRECDFKLPOEY

HsDCTN3 53 RUKHL YRKKHEDAIKYLDPHYMRIAIASKNIFIMAEEQF IMAS-QVALMAEQV]
SCYLLO49W 48 QGLKY SQDLAQAFNTFMALIDIENVGAJIDICIFASCFDDIYT:AYSAFDFANSQY
SpMugs 48 DsfH ALT KRHLSNMHPICYQDLYTGTHNTMAIFCCTLRMIERY JKSLST]

HsDCTN3 106 ALVPMADSAHI FAVPHHALWRLORMAQIHIQ[]-QD ERTEEKOWAEEY[JKTT
ScYLLO49W 102 MEJCQILKSSA DOQISFKDLINIETKQLKKLPEIRV) IMILRIIATANGIF IDWN
SpMug5 102 INGFSEIN-DA ORLEGYNTSCSVALSLYQRIIAKKISTTHESYYLIWTLIRONT

HsDCTN3 159 MLASKQEGVQWDERACQA HALVTQVKPAEE
SCYLLO49W 156 IEVNGFOFQKIRIALNIA OVIYST----
SpMug5s 155 LNACERIYNIQ, NKR J¥VSVLRH---

Figura 3.19. Alineamiento de la secuencia de la proteina Mug5 de S. pombe con sus
ortélogos de S. cerevisiaey H. sapiens. Alineamiento de secuencias realizado con el
programa ClustalW2 y representado con el programa BoxShade 3.21
(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html). Los amino&cidos idénticos se resaltan
en negro y las sustituciones conservativas en gris. Los niUmeros a la izquierda representan
las posiciones en la secuencia de aminoacidos.

A pesar de que la homologia e identidad de secuencia no son muy altas entre
Mug5 y sus ortélogos en S. cerevisiae y humanos, como ocurre en el caso de
Mug1 (figura 3.19), los datos de la homologia que Mug5 presenta con DCTN3 en
cuanto a peso molecular, predicciébn de estructura secundaria y el fenotipo de
mutante de la dinactina, sugieren que Mug5 podria ser el ortélogo de la subunidad

p24 de mamiferos en S. pombe.

4.4.- Rescate del fenotipo de mug1y mug5 por p50 y p24

Dadas las homologias observadas entre Mug1 y Mug5 y las subunidades de la
dinactina de mamiferos p50 (DCTN2) y p24 (DCTNB3) respectivamente, se tratd de
rescatar el defecto de los mutantes mug?1y mug5 clonando las subunidades de
mamiferos y expresandolas en las cepas carentes de las proteinas Mug1 y Mug5

en levaduras para ver si se rescataba el defecto del movimiento de horse-tail.

Con el objeto de rescatar el defecto de los mutantes mug1y mug5, se clonaron las
subunidades p50 (DCTN2) y p24 (DCTNS3) respectivamente, en el plasmido
pREP3X. Estas construcciones permiten una sobreexpresion de las proteinas en
ausencia de tiamina. Para comprobar si la expresion de las proteinas de mamiferos
rescataban el defecto de movimiento de horse-tail en los mutante mug1y mug5, se

expreso el plasmido que contenia la proteina DCTN2 o DCTNS3 respectivamente,
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en una cepa con la histona H3 fusionada a la proteina GFP ademas de la delecion
de mug1+ o mug5+. La fusién de la histona con la proteina GFP nos permite
visualizar el nucleo de células vivas y comprobar si hay o no movimiento de horse-

tail.

47.5 min ! 57.5 min

¥ 4

40.0 min 42.5 min
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Figura 3.20. La proteina p50 de mamiferos complementa el defecto en el movimiento
de horse-tail del mutante mug1. Fotografias a lo largo del tiempo de la profase meiética
en ascas zigoticas tras 20 horas de incubacion en MEA en las cepas h*, h*° mug1y h”
pREP3X-DCTN2 mug1. El nicleo se visualiza por la construccién Hht2:GFP que contienen
las cepas. Las imagenes fueron tomadas en intervalos de 2,5 minutos durante 60 minutos y
son el resultado de la proyeccion maxima de 13 planos tomados cada 0,5um con el
microscopio de fluorescencia y dejando una baja intensidad de luz visible de fondo, que
permite visualizar el contorno de la célula.
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Figura 3.21. La proteina p24 de mamiferos complementa el defecto en el movimiento
de horse-tail del mutante mug5. Fotografias a lo largo del tiempo de la profase meiética
en ascas zigoticas tras 20 horas de incubacién en MEA en las cepas h* mug5y h®
pREP3X-DCTN3 mug5. El nlcleo se visualiza por la construccién Hht2:GFP que contienen
las cepas. Las imagenes fueron tomadas en intervalos de 2,5 minutos durante 60 minutos y
son el resultado de la proyeccion maxima de 13 planos tomados cada 0,5um con el
microscopio de fluorescencia y dejando una baja intensidad de luz visible de fondo, que
permite visualizar el contorno de la célula.

En la figura 3.20 se observa que durante la profase meiética, en un silvestre el
nacleo va de un extremo a otro de la célula en intervalos de aproximadamente 2,5
minutos. En el caso de mug1y mug5, el nucleo, tras la cariogamia, mantiene una
forma redondeada en el centro de la célula. Cuando se expresan las subunidades
p50 (DCTN2) o p24 (DCTNS3) de la dinactina de mamiferos en un mutante mug1 y
mug5 respectivamente, aunque el movimiento de horse-tail no es completamente
normal, se observa que el nacleo adquiere una forma alargada y alcanza uno de
los extremos de la célula. Este movimiento es mas lento que en el silvestre, pero es

mayor del que tiene lugar en los mutantes (figura 3.20 y 3.21).

El rescate parcial puede deberse a las diferencias existentes entre las proteinas. La

secuencias de Mug1 y DCTN2 presentan alrededor de un 30% de homologia al
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igual que las secuencias de Mug5 y DCTN3. Es probable que los plegamientos
estructurales sean diferentes en cada caso, pero a pesar de ello la expresion de las
proteinas de mamiferos permite rescatar parcialmente el fenotipo de mug?y mug5.
Los datos de rescate del fenotipo de mug1y mug5 por parte de las proteinas p50 y
p24 de mamiferos, refuerzan la hip6tesis de que Mug1 y Mug5 son los homélogos
funcionales de la subunidades p50 y p24 de la dinactina de mamiferos en S.

pombe.

5.-Papel de factores transportados a lo largo del microtubulo

en el movimiento de horse-tail

Durante el estudio de la dinamica de microtubulos se pudo comprobar que cuando
los microtUbulos se dirigen a un extremo de la célula, varios llegan a una misma
zona del cértex antes de que uno de ellos se ancle en esa zona en concreto y tire
del nucleo (figura 3.22). Esta dinamica indica que quiza exista algin factor que esta
siendo transportado por los microtibulos y se acumule para marcar la zona de

anclaje, que en los mutantes no se esta posicionando correctamente.

Figura 3.22. Detalle de la dinamica de microtibulos durante el movimiento de horse-
tail en la cepa silvestre. Fotografias a lo largo del tiempo de un zigoto de una meiosis en
una cepa h” tras 20 horas de incubaciéon en MEA. Se visualizé la dinamica de microtibulos
observando al microscopio de fluorescencia la construccion Mal3:GFP que contiene la
cepa. Las flechas amarillas indican los microtubulos que contactan con el cértex antes de
que llegue uno y se ancle, indicado con una flecha azul.
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Con el objetivo de encontrar la causa por la cual en los mutantes los microtibulos
no se anclan al cértex, se llevd a cabo un analisis de diferentes factores que son
transportados a lo largo de los microtubulos para determinar su posible implicacién

en el anclaje de éstos durante el movimiento de horse-tail.

5.1.- Determinantes de polaridad

La forma cilindrica que presenta la levadura de fisibn es generada por el
crecimiento lineal polarizado de sus extremos celulares. Este crecimiento
polarizado viene determinado por el depoésito de determinadas moléculas,
transportadas por los microtibulos, en los polos. Uno de esos marcadores del
extremo celular es Teal, que es requerido para mantener el patron de crecimiento
lineal de la levadura, asi como para la retencién en los polos de otros marcadores
de polaridad como Tip1 y Tea2. Tea2 es una quinesina que participa en el
transporte de Teal y Tip1 en el extremo “mas” de los microtlbulos hacia los polos
celulares. Tip1 regula la catastrofe (despolimerizacién) de los microtibulos
inhibiéndola cuando éstos contactan con una parte de la célula que no es el
extremo celular, asegurando por tanto, que los microtibulos alcancen el polo y sea
alli donde liberen a Teal (Browning et al., 2000; Brunner and Nurse, 2000; Behrens
and Nurse, 2002; Browning et al., 2003; Busch et al., 2004; Sawin and Snaith,
2004; Snaith et al., 2005; revisado en Fischer et al., 2008).

Con el objeto de comprobar el transporte y la localizacion de Teal y Tip1 en los

mutantes, se construyeron fusiones de ambas proteinas con la GFP.

h*arp1

h* h*°mug1 h*® mugh

Teal:GFP

Tip1:GFP
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Figura 3.23. Localizacién de Tea1:GFP y Tip1:GFP en mug1, mug5y arp1. Se observa
la localizacién de las proteinas que marcan la polaridad celular en zigotos que provienen de
meiosis de cepas h™ tras 20 horas de incubacion en MEA. Las proteinas fueron
visualizadas con el microscopio de fluorescencia por las construcciones Teal:GFP y
Tip1:GFP que contienen las cepas. Las flechas indican el extremo donde existe un mayor
acumulo.

En la figura 3.23 se observa que en los mutantes mug1, mug5y arp1, Teal y Tip1
se acumulan en los polos celulares al igual que ocurre en la cepa silvestre. Puesto
que la localizacion y acumulacién de las proteinas son similares en los mutantes
que en la cepa silvestre, se puede concluir que ninguna de estas dos proteinas
esta determinando que en los mutantes no se produzca el anclaje de los

microtUbulos al cortex.

Como se observa en la figura 3.23, en la cepa silvestre se observa una pequefia
diferencia de cantidad de proteina entre un extremo y otro de la célula. Esta
pequefia diferencia viene determinada por la dinamica de los microtubulos que se
observa durante el movimiento de horse-tail, en el que en determinados momentos
hay un mayor nimero de microtubulos dirigiéndose hacia uno de los extremos.
Esto permite que haya un mayor acumulo de las proteinas transportadas por los
microtlbulos en ese extremo en determinados momentos. En los mutantes, esta
diferencia no es tan acusada debido a la dinamica de microtubulos que se observa

durante la profase meibtica.

Ademas, para determinar si Teal, Tip1 y/o la quinesina que participa en su
transporte, Tea2, ejercen algun papel en la produccion del movimiento de horse-tail
en S. pombe, se estudi6 el movimiento nuclear durante la profase meiotica en los
mutantes teat, tip1 y tea2 visualizando la construccién Hht2:GFP. Se comprob6
que estas proteinas no son necesarias para que el movimiento se produzca
correctamente ya que en los tres mutantes no se aprecia ninguna diferencia en
cuanto al movimiento de horse-tail al compararlo con la cepa silvestre (ver peliculas
hht2GFPteal, hht2GFPtip1 y hht2GFPtea2 en DVD adjunto).
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5.2.- Quinesinas

Finalmente se estudi6 si alguna quinesina, proteinas motoras importantes en gran
cantidad de procesos celulares incluidos mitosis y meiosis, transporte de vesiculas
y establecimiento y mantenimiento de polaridad celular, tenia algun papel en el
movimiento nuclear de la profase meibtica de S. pombe (Hirokawa et al., 1998;
Karcher et al., 2002).

El genoma de S. pombe codifica para 9 quinesinas distribuidas en siete
subfamilias. Se ha descrito que tres de esas subfamilias tienen efectos directos en
la dindmica y organizacion de microtubulos (Goldstein and Philp, 1999). S. pombe
expresa dos miembros de la subfamilia KAR3, plk1+y kip2+. Estas promueven el
desensamblaje de los microtibulos vy, junto con la dineina, son esenciales para
meiosis (Troxell et al., 2001). Ademas, S. pombe expresa tea2+, miembro de la
subfamilia KIP2, que promueve el crecimiento de los microtubulos (Cottingham and
Hoyt, 1997). KIp5 y klp6 son miembros de la familia KIP3 y se ha demostrado que
influyen en la morfologia celular promoviendo el desensamblaje de los microtubulos
(West et al., 2001). Ademas del estudio previo llevado a cabo con Tea2, decidimos
estudiar Kip2, Kip5 y Kip6.

KIp2 es una quinesina con actividad motora hacia el extremo “menos” de los
microtubulos que media el deslizamiento relativo de los extremos “menos” de unos
microtibulos citoplasmaticos con otros, proceso necesario para mantener la
polarizacion uniforme de los microtubulos de interfase (Troxell et al., 2001; Carazo-
Salas et al., 2005).

Klp5 y Kip6 tienen un papel importante en meiosis. Se ha descrito que en cruces de
mutantes de kip5 y/o kip6 se producen ascas con morfologias anormales que
producen esporas con baja viabilidad (West et al.,, 2001). Ambas presentan una
induccion de sus niveles de expresion durante meiosis. Ademas, Kip5 y Klp6 son
necesarias para una correcta segregacion de los cromosomas en mitosis. Se ha
visto que éstas tienen un papel en el movimiento cromosémico que precede al

alineamiento metafasico (West et al., 2002).
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Con el objeto de determinar si alguna de las quinesinas o alguno de los factores
transportados por ellas tiene un papel durante el movimiento de horse-tail, se
analiz6 el movimiento nuclear durante la profase meib6tica en los mutantes kip2,
kip5'y kip6. Se comprob6 que el movimiento nuclear durante la profase meittica se
producia de forma similar a la cepa silvestre, indicando por tanto que ni las
quinesinas, ni ninguno de los factores transportados por ellas, son necesarios para
el movimiento de horse-tail (Ver peliculas hht2GFPkIp2, hht2GFPkIp5 y
hht2GFP2kip6 en DVD adjunto).
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El trabajo expuesto en esta memoria se ha centrado en el estudio en dos genes,
mug1+y mug5+ que se inducen durante la meiosis y cuya delecién provoca un
claro defecto de recombinacion y de segregacion meibtica. Mug1 y Mug5 son
proteinas necesarias y esenciales para que se produzca el movimiento de horse-tail
del nucleo durante la profase meittica en la levadura S. pombe. Para que este
movimiento tenga lugar de forma correcta es necesario que se produzcan una serie
de eventos de forma adecuada, entre los que cabe destacar la organizacion del
SPB, la agrupacion de telébmeros, la organizacién de microtlbulos astrales...etc.
Tras analizar cada uno de estos fendmenos en los mutantes carentes de mug1+ o
de mug5+, los resultados han mostrado que todos ellos se llevan a cabo de forma

correcta salvo el anclaje de los microtubulos al cortex celular.

1.- Importancia del movimiento de horse-tail

El movimiento de horse-tail va precedido por el agrupamiento de los telomeros en
la proximidad del SPB para facilitar el apareamiento de los cromosomas
homoélogos. Se ha demostrado que el agrupamiento de los telémeros y el
movimiento nuclear facilitan el alineamiento de los cromosomas homologos y
promueven su apareamiento y recombinacion (Ding et al., 2004). El incorrecto
agrupamiento de telobmeros o la ausencia de movimiento de horse-tail resulta en
unos indices de recombinacion entre cromosomas homoélogos bajos y un
incremento de segregaciones incorrectas (Cooper, 2000; Yamamoto and Hiraoka,
2001). Esto indica que ambos procesos son esenciales para el correcto
apareamiento de los cromosomas homologos (Shimanuki et al., 1997; Cooper et
al., 1998; Nimmo et al., 1998). A pesar de ello, los mutantes defectivos en el
agrupamiento de telobmeros muestran a menudo movimiento nuclear aunque
aberrante (Nimmo et al., 1998; Hiraoka et al., 2000). Esto sugiere que el
agrupamiento de teldbmeros y el movimiento nuclear mediado por microtubulos son
eventos diferentes requeridos para el correcto apareamiento de los cromosomas
homologos (Yamamoto et al., 1999). El requerimiento de ambos procesos para un
apareamiento eficiente de los cromosomas hombélogos ha sido descrito
previamente (Chikashige et al., 1994; Kohli, 1994; Chikashige et al., 1997; Ding et
al., 1998). La dinamica nuclear produce movimiento cromos6mico por la fuerza de

tiro que ejercen los telomeros agrupados y este movimiento alinea los cromosomas
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homélogos para promover un apareamiento eficiente desde los telbmeros
promoviendo el contacto de los loci homélogos (Chikashige et al., 1994; Kohli,
1994; Hiraoka, 1998; Yamamoto et al., 1999; Yamamoto and Hiraoka, 2001). El
apareamiento de los cromosomas homoélogos conduce a la formacion de un Unico
grupo de centromeros. La dindmica nuclear, ademés, causa una elongaciéon del
nacleo y la reduccién del espacio contribuye al apareamiento de los cromosomas
homologos promoviendo el encuentro de éstos. Cuando el movimiento nuclear es
abolido, como en el mutante de la proteina motora de microtibulos (dineina), los
cromosomas homologos no se aparean porque se bloquea el alineamiento espacial
necesario, lo cual resulta en una recombinacibn meibética reducida y
frecuentemente fallan en formar un Gnico grupo de centromeros (Yamamoto et al.,
1999). Es posible que S. pombe haya desarrollado este mecanismo alternativo
para suplir la falta de Complejo Sinaptonémico que estabilice las interacciones

entre cromosomas homologos durante la recombinacion meiética.

Recientemente se han descrito en S. cerevisiae pequefios movimientos
cromosomicos en la profase mei6tica conducidos por los telomeros asociados al
citoesqueleto de actina a través de un complejo proteico localizado en la envuelta
nuclear. El movimiento continuo del citoesqueleto de actina en el citoplasma
produce el movimiento de los cromosomas. Este movimiento se inicia con la
profase meiobtica independientemente de la recombinacion, aunque esta regulado
por ella, y junto con el complejo sinaptonémico, balancea la disrupcion y
estabilizacion de las interacciones recombinogénicas regulando el
entrecruzamiento ademas de reducir los niveles de recombinacién ectopica (Koszul

et al., 2008; Conrad et al., 2008).

En humanos, una disminucién en los niveles de recombinacion mei6tica esta
asociado con la incorrecta segregacion de los cromosomas homélogos en meiosis |
(revisado en Hassold and Hunt, 2001). Los gametos aneuploides resultantes estan
relacionados con el 35% de nacimientos prematuros. Ademas, la aneuploidia,
incluida la trisomia del cromosoma 21 que resulta en sindrome de Down, es la
mayor causa de retraso mental y correlaciona con un aumento de la incidencia de
leucemia (Iselius et al., 1990; Lorber et al., 1992; Minelli et al., 2001). El

conocimiento de los mecanismos moleculares que promueven una correcta
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segregacion de cromosomas homoélogos en la meiosis podria ayudarnos a

entender el origen de la aneuploidia mei6tica humana.

2.- Dineina y dinactina

Estudios de localizacion subcelular han mostrado que la dinactina esta presente en
multiples lugares. En cultivos de células animales y en levaduras, la dinactina esta
principalmente concentrada en los centrosomas o SPB. En esta localizacién la
dinactina contribuye al anclaje de microtdbulos. La dinactina también se acumula
en los extremos de los microtibulos, donde podria regular la dinamica de
microtUbulos y/o reclutar otras estructuras. En algunas circunstancias, la dinactina
se asocia con el cortex celular, donde es importante para el posicionamiento del
huso mitético y la migracion nuclear. Ademas también se detecta en diferentes
endomembranas. Aunque la funcién exacta de la dinactina en cada una de las
localizaciones puede ser ligeramente diferente, en todos los casos se cree que
facilita o regula el anclaje o reclutamiento de la dineina. Se ha descrito que la
dinactina se une a la dineina, aumenta su procesividad (Kardon et al., 2009) y

estabiliza la unién de la dineina a sus cargos (revisado en Schroer, 2004).

2.1.- Migracién nuclear

Durante la profase meiotica en S. pombe se ha descrito que la proteina motora de
microtubulos, la dineina, se localiza en el SPB, a lo largo de los microtibulos
astrales, y en el punto donde los microtibulos contactan con el cortex celular
(Yamamoto et al., 1999). Dada la localizacién de la dineina y la polaridad de los
microtUbulos se han propuesto dos modelos para explicar la funcién de la dineina
en el movimiento de horse-tail. En el primer modelo, la dineina inmovilizada en el
cortex genera una fuerza de tiro (pull) (figura 4.1, A) desplazandose a lo largo de
los microtibulos astrales hacia su extremo menos (en el SPB). La acumulacion en
el punto donde los microtubulos contactan con el cortex cuando el nicleo se
aproxima es consistente con este modelo (Yamamoto et al., 1999). En el segundo
modelo, la actividad motora de la dineina en el SPB genera una fuerza de empuje
(push) (figura 4.1, B) al desplazarse hacia la direccibn menos de los microtubulos

que se extienden hacia el otro extremo. La localizaciéon de la dineina en el SPB es
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consistente con este modelo (Yamamoto et al., 1999). La contribucién de las
fuerzas de empuje para crear el movimiento nuclear habia sido propuesta
previamente, ya que el movimiento estaba asociado con los microtibulos que se
extienden por detras del nacleo (Ding et al., 1998). La realidad de la dinamica de
microtUbulos que se observa durante la profase meibtica, hace pensar que es la
combinacion de ambas fuerzas (tiro y empuje) la responsable de que se produzca
el movimiento de horse-tail (Yamamoto et al., 1999; Yamamoto et al., 2001). La
dineina que se localiza en el cortex parece que media la interaccién cortical de los
microtubulos y dirige el deslizamiento de los microtibulos a lo largo del cértex

moviéndose hacia el extremo menos de éstos (Yamamoto et al., 2001).

Figura 4.1. Fuerzas de tiro (pull) y empuje (push) durante la migracién nuclear en S.
pombe. A. El complejo dineina-dinactina localizado en el cortex genera una fuerza de tiro
(flecha naranja) del nucleo hacia el extremo celular caminando hacia el extremo menos de
los microtubulos que se extienden en esa direccion (flecha verde). B. El complejo dineina-
dinactina localizado en el SPB genera una fuerza de empuje (flecha morada) al caminar
hacia el extremo menos de los microtibulos que se extienden por detras del nucleo (flecha
verde).

Un modelo similar se ha propuesto para la funcién de la dineina en S. cerevisiae
(Carminati and Stearns, 1997; Cottingham and Hoyt, 1997; DeZwaan et al., 1997).
En este organismo la dineina y la dinactina median el anclaje de los microtubulos
con el cortex, lo que permite el arrastre del nucleo de la célula madre a la yema
hasta llegar al cuello. En ese estadio, la dineina conduce el deslizamiento cortical
de los microtubulos tanto en la célula madre como en la yema y genera fuerzas
opuestas que daran lugar a pequefas oscilaciones del nucleo entre la célula madre
y la yema. En este caso, no hay acumulacién cortical de la dineina como ocurre en
S. pombe. Este movimiento es esencial para una completa y correcta segregacion
de cromosomas entre la célula madre y la hija (revisado en Yamamoto and

Hiraoka, 2003). La diferencia principal entre este movimiento y del de horse-tail en
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S. pombe es que los microtibulos son dirigidos hasta los extremos celulares de
una manera dependiente de Kar9 a lo largo de los cables de actina y el
determinante de polaridad Budé que marca los sitios de interaccion de los
microtubulos en la yema (Huisman and Segal, 2005).

La migracién nuclear dependiente de dineina durante mitosis en S. cerevisiae y
durante meiosis en S. pombe, comparten algunas caracteristicas. Primero, ambos
tipos de movimiento estan conducidos por microtibulos astrales que interaccionan
con el cértex (Palmer et al.,, 1992, Sullivan and Huffaker, 1992; Carminati and
Stearns, 1997; Shaw et al., 1997; Ding et al., 1998). Segundo, ambos tipos de
movimiento son producidos por la dineina que se localiza en el SPB y/o en los
microtubulos astrales (Yeh et al., 1995; Shaw et al., 1997). Finalmente, ambos son
oscilatorios, aunque la amplitud de la oscilaciébn es mayor en S. pombe (Yeh et al.,
1995; DeZwaan et al., 1997). Estas similitudes sugieren que los movimientos
nucleares en los dos organismos divergentes evolutivamente estan conducidos por

mecanismos similares.

La dineina también estd implicada en la migracion nuclear que tiene lugar en
hongos filamentosos (A. nidulans, N. crassa, N. haematococca). Estos hongos
forman hifas multinucleadas en las que los nicleos se distribuyen uniformemente
migrando de una manera dependiente de dineina que se localiza en diferentes
puntos a lo largo de la hifa y que permite posicionar los nicleos gracias a la unién a
los microtubulos que se nuclean desde los SPB (Suelmann et al., 1997; Inoue et

al., 1998; revisado en Yamamoto and Hiraoka, 2003).

En hongos dimérficos, como Ustilago maydis. el nacleo se mueve desde la célula
madre a la yema antes de entrar en divisibn mitética de una forma dependiente

también de dineina (revisado en Yamamoto and Hiraoka, 2003).

2.2.- Posicionamiento y ensamblaje del huso

Ademas del papel de la dineina en la migraciéon nuclear, se ha descrito que también

es importante en el posicionamiento del huso mitético.

En S. pombe, en el mutante de la dineina aparecen desorganizados los SPB. En S.

cerevisiae, las fuerzas opuestas que se generan como resultado de la interaccion

119



Discusién

de los microtubulos con el cortex dependientes de dineina en la célula madre y la
yema, dan lugar a la orientaciéon del huso mit6tico a lo largo del eje celular y

contribuyen a la separacion de los SPB.

En eucariotas superiores se ha descrito un papel de la dineina y la dinactina en el
ensamblaje del huso mitético. Se ha visto que la disrupcion del complejo dineina-
dinactina, provoca la desorganizacién de los husos en las células en division. El
complejo dineina-dinactina es necesario para fijar los extremos menos de los
microtubulos al cinetocoro. Ademas, el hecho de que en eucariotas superiores la
dineina y la dinactina se localicen en el cinetocoro e interaccionen con proteinas
que forman parte de éste a través de la subunidad p50 de la dinactina, sugiere que
el complejo podria estar implicado en un mecanismo que retrasaria la anafase
hasta que los cromosomas tengan establecidas uniones bipolares asegurando de

esa forma la correcta segregacion cromosomica (Karki and Holzbaur, 1999).

2.3.- Transporte de organulos

La dineina fue inicialmente purificada de tejido neuronal y caracterizada como
proteina motora retrégrada de microtubulos (Vallee et al., 1988; Hirokawa et al.,
1990). Posteriormente se ha demostrado que el complejo dineina- dinactina tiene
un importante papel en el transporte rapido axonal retrégrado (Waterman-Storer et
al., 1995). Ademas de la migracion nuclear en los hongos filamentosos, la dineina
participa en el transporte retrébgrado de vesiculas dentro de las hifas importante
para el correcto transporte de componentes de la pared celular hacia el extremo de

la hifa (revisado en Yamamoto and Hiraoka, 2003).

En U. maydis la distribucion de endosomas cambia durante el ciclo celular. En el
estadio en el que ya aparece una pequefia yema, los endosomas se acumulan en
ella. En ese estadio los microtiubulos se nuclean desde esa pequefia yema. La
dineina juega un papel importante en el transporte de endosomas hacia el extremo
menos de los microtubulos permitiendo su acumulaciéon en la yema (revisado en
Yamamoto and Hiraoka, 2003). Ademas se ha descrito una funcién del complejo
dineina-dinactina en el transporte de las vesiculas pre-Golgi desde el reticulo

endoplasmatico hasta el aparato de Golgi (Karki and Holzbaur, 1999).
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2.4.- Otras funciones

Aunque en S. pombe la principal funcién de la dineina tiene lugar durante el
movimiento nuclear de la profase meiotica, ésta ademas tiene un importante papel
en el agrupamiento de telémeros previo al movimiento ya que en los mutantes
dhc1, éste agrupamiento no se produce de forma correcta. Ademas, se ha descrito
un papel de la dineina durante la cariogamia, ya que en el mutante dhc1, la fusion

nuclear esta retrasada (Yamamoto et al., 1999; Miki et al., 2002).

Se ha descrito que el complejo dineina-dinactina es importante en el crecimiento,
desarrollo y organizacion de neuritas (Ahmad et al.,, 1998). Mutaciones de la
subunidad p150 del complejo dinactina en Drosophila han permitido describir un
papel del complejo en el desarrollo neuronal, ya que la mutaciéon provoca defectos
de desarrollo del ojo y de las neuronas del l6bulo 6ptico de la mosca (Fan and
Ready, 1997; Karki and Holzbaur, 1999).

3.- Aplicabilidad del estudio

Dado que las funciones de la dineina estan conservadas en las células eucariotas,
la definicion de los mecanismos de los procesos dependientes de dineina en
hongos tendréd un impacto significativo en el entendimiento de las funciones

moleculares de este complejo proteico en otros organismos.

La regulacién de la dinamica de microtibulos podria ser una de las actividades
conservadas de la dineina citoplasmatica en células eucariotas, ya que la dineina
también afecta a la dindmica de microtibulos en otros organismos (Carminati and
Stearns, 1997; Koonce et al., 1999; Adames and Cooper, 2000; Han et al., 2001).
Parece que las migraciones nucleares y del huso dependientes de dineina en
muchas células eucariotas estan conducidas por mecanismos similares. El
entendimiento del mecanismo del movimiento de horse-tail en S. pombe
probablemente tendria una significativa contribuciéon en el entendimiento de los
principios béasicos de las migraciones nucleares o del huso en los eucariotas en
general (Yamamoto et al., 2001).

Las observaciones de defectos neuronales ligadas a mutaciones de la dineina y/o

dinactina sugieren también que éstas podrian estar implicadas en algunas
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neuropatologias humanas. Hay estudios que relacionan la dinactina con la
enfermedad de Huntington sugiriendo que el complejo podria actuar en el normal
funcionamiento, posicionamiento y transporte de una proteina clave en el desarrollo
de la enfermedad (Karki and Holzbaur, 1999). En S. cerevisiae la generacion de
una mutacion puntual en el dominio CAP-Gly de la subunidad p150Glued de la
dinactina, equivalente a la que en humanos y raton podria causar enfermedades
neurodegenerativas, tiene como efecto una migracion nuclear anormal. El
entendimiento del funcionamiento del complejo en levaduras, podria ser de gran
ayuda en el entendimiento de su funcionamiento en eucariotas superiores (Moore

et al., 2009).

4.- Modelo propuesto

Los estudios realizados en esta tesis para determinar la causa por la cual el
movimiento de horse-tail es deficiente en los mutantes mug1, mug5y arp1 sugieren
que los productos de estos genes son subunidades del complejo dinactina. Este
complejo participa en el movimiento nuclear de la profase meibtica de S. pombe
permitiendo el anclaje de los microtibulos al cortex celular a través de la proteina
motora de microtubulos, permitiendo de esa forma que se genere la tension
necesaria para que la dineina sea capaz de tirar del ndcleo. Segun los datos
obtenidos en esta tesis, parece ser que el complejo es activo Unicamente cuando
esta completo. La ausencia de alguna de sus subunidades hace que el complejo
sea incapaz de unirse al cortex a través de Mcp5 vy, por lo tanto, no se produce el
anclaje de los microtabulos que permitird generar la fuerza suficiente para tirar del

nlcleo.

Por otra parte, los estudios para determinar el factor que podria estar implicado en
marcar la zona de anclaje de los microtubulos al cértex, sugieren que este factor
podria ser el propio complejo dineina-dinactina. Cuando hay suficiente proteina
motora acumulada, ésta comienza a “tirar” del nucleo. Para que la proteina motora
(Dhc1) se acumule, es necesario que el complejo dineina-dinactina esté unido al
cortex a través de la dinactina.

En el modelo que se propone, el complejo dineina-dinactina viajaria con el

microtUbulo hasta el cértex celular, donde se iria acumulando. Cuando se haya
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acumulado suficiente proteina motora en un punto, la dinactina anclada al cértex a
través de la proteina Mcp5, permitiria generar la tensién necesaria para que la
dineina arrastre al nucleo hacia el extremo celular “caminando” por encima del
microtdbulo hacia su extremo menos. Esta fuerza de tiro se suma a la de empuje
que genera la dineina localizada en el SPB. Segun la dineina se va acercando al
nucleo, va dejando atras el extremo mas del microtabulo, que se desliza a lo largo
del cortex. Cuando el nucleo alcanza el extremo de la célula, ese microtibulo
comienza a despolimerizar, y nuevos microtibulos se nuclean desde el SPB hacia
el extremo celular opuesto. De la misma forma que antes, cuando se acumula
suficiente proteina motora, ésta comenzara a tirar del nicleo en esa direccién
gracias a la fuerza de tension que se genera por la unién del complejo al cortex
celular a través de la dinactina. La dineina situada en el SPB ejercera ahora la
fuerza de empuje en ese sentido. Esta oscilacion del nicleo de un extremo a otro
de la célula se repite durante un periodo de aproximadamente dos horas durante la

profase mei6tica en S. pombe (figura 4.2).

& Complejo Dineina-Dinactina —— Cromosoma materno
Mcp5 —— Cromosoma paterno
® SPB — Microtabulo

}‘\J Actividad motora de

jj))-\‘ \Dineina al SPB

Complejo
. Dineina-Dinactina
Fuerza de empuje

a la corteza celular

Figura 4.2. Modelo.
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Conclusiones

1.- Se han identificado nuevos reguladores meibticos de la levadura S. pombe.

2.- Mug1, Mug5 y Arp1 son proteinas esenciales para que se produzca el
movimiento nuclear de la profase meibtica (horse-tail) en S. pombe. Este
movimiento es necesario para un correcto alineamiento de los cromosomas

homélogos, esencial para que se produzca la recombinacion meiética.

3.- Las proteinas Mug1, Mug5 y Arp1 son esenciales para que los microtibulos se

anclen al cortex durante el movimiento nuclear de la profase meibtica.

4.- Mug1, Mug5 y Arp1 son subunidades del complejo multiproteico Dinactina.
Estas proteinas estan conservadas evolutivamente y sus ort6logos en mamiferos

son p50, en el caso de Mug1, y p24, en el caso de Mug5.

5.- El mecanismo que determina el movimiento nuclear de la profase meibtica es
una acumulacion del complejo dineina-dinactina en el punto de anclaje del
microtubulo al cortex. Cuando hay suficiente complejo, el microtubulo es capaz de

anclarse y tirar del nucleo hacia el extremo de la célula.
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Abreviaturas utilizadas

AN
ATP
CAPS
cDNA
CIAP
CS
DAPI
dCTP
DEPC
DHC
DIC
DIC
DLC
DLIC

DNA
dNTPs
DMSO
DSB
EDTA
EGTA
g
G418
GFP
HA
Horsetail
IF

Kb
KDa

I

LB
LiAc

M

mA
MEA
mg

Ml

MIl

ml

MM
mM
mm
MOPS
mRNA
mRFP
mug
NETO
uCi

ug

ul

Apertura numérica

Adenosina trifosfato

Acido 3-(ciclohexamino)-1-propanosulfonico

DNA complementario

Calf Intestine Alkaline Phosphatase (fostatasa alcalina)
Complejo sinaptonémico

4,6-diamidino-2-fenilindol

Desoxicitidina trifosfato

Dietilpirocarbonato

Dynein heavy chain (subunidad pesada de la dineina)
Microscopia de contraste interferencial

Dynein intermediate chain (subunidad intermedia de la dineina)
Dynein light chain (subunidad ligera de la dineina)
Dynein ligth intermediate chain (subunidad intermedia ligera de la
dineina)

Acido desoxiribonucleico

Desoxinucleétidos trifosfato

Dimetilsulféxido

Double Strand Break

Etilendiaminotetraacetato
Etilenglicol-bis(b-aminoetileter)N, N, N°, N, tetraacético
Gramo

Geneticina

Proteina verde fluorescente

Hemaglutinina

Cola de caballo

Inmunofluorescencia

Kilobase

Kilodalton

Litro

Medio Luria-Bertani

Acetato de Litio

Molar

Miliamperio

Extracto de malta agar

Miligramo

Meiosis |

Meiosis Il

Mililitro

Medio minimo

Milimolar

Milimetro

Acido 3-[N-Morfolino]propanosulfénico

RNA mensajero

Proteina roja fluorescente

Meiotically upregulated gene (Gen inducido en meiosis)
New end take off

Microcurio

Microgramo

Microlitro
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uM
um
N
NAT
ng
ORF
2p
pb
PBS
PCR

PEG
pM
RNA
RNasa
rpm
SDS
SPB
SUN
TCA
TE
Tris
uv

WB
YES
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Micromolar

Micrémetro

Nitrégeno

Nourseotricina

Nanogramo

Open Reading Frame (Fase de lectura abierta)
Fosforo 32

Pares de bases

Tampon fosfato salino

Polymerase Chain Reaction (Reaccion en cadena de la
polimerasa)

Polietilenglicol

Picomolar

Acido ribonucleico

Ribonucleasa

Revoluciones por minuto

Dodecil sulfato soédico

Spindle Pole Body (Cuerpo polar del huso)
Dominio Sad1p, UNC-84

Acido tricloroacético

Solucién de Tris con EDTA

Hidroximetil aminometano

Ultravioleta

Voltio

Western-blot

Extracto de levadura suplementado



Fe de erratas

En la pagina 111 se menciona “Ver peliculas hht2GFPkip2, hht2GFPkip5 y hht2GFP2kip6 en DVD
adjunto” y deberia mencionar “ver pelicula hht2GFPkIp2 como representacion en DVD adjunto” ya
que las peliculas de hht2GFPkIp5 y hht2GFPklp6 no se han adjuntado porque estan representadas
por la de hht2GFPkIp2 y son equivalentes al silvestre.

Las peliculas que se adjuntan en el DVD y no estan indicadas en el texto son las pertenecientes a
las figuras 3.20 y 3.21 (hht2GFPpREP3X-DCTN2mug? y hht2GFPpREP3X-DCTN3mug5)

correspondientes al rescate de los mutantes mug1y mug5 respectivamente.
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