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1.LADOBLE FUNCION DE MHF1 (CENP-S) Y MHF2 (CENP-X) EN LA ESTABILIDAD
GENOMICA

En este estudio se ha analizado la funcidon de dos proteinas de plegamiento tipo
histona que interaccionan fisicamente entre si formando complejos implicados en dos
procesos de gran relevancia fisiolégica como son la segregacién y la reparacion del DNA.

Estas proteinas fueron identificadas inicialmente en células de mamiferos como
componentes constitutivos de la regidn interna del cinetocoro y se las denominé CENP-S y
CENP-X (centromeric protein) (Amano et al., 2009; Foltz et al., 2006). En trabajos posteriores,
realizados también en células de mamiferos, se identificaron formando un complejo con
la DNA helicasa FANCM que participa en la ruta de reparacién de la Anemia de Fanconi,
denominandose MHF1 y MHF2 (FANCM- associated histone-fold protein) (Singh et al.,
2010; Yan et al., 2010). Asi pues en eucariotas superiores hablamos de estas proteinas
como CENP-S y -X si tratamos sobre la segregacion del material genético o como MHF1y 2,
respectivamente, si nos referimos a su actividad en la reparacién del DNA.

La estructura de estas proteinas, su interaccion fisica y su implicacion en los procesos
mencionados estan altamente conservados desde humanos hasta levaduras indicando su
importancia fisiolégica. Sin embargo, muchos datos acerca de su regulacién y actividad
son aun desconocidos. Debido a su alto grado de conservacion, su estudio en eucariotas
unicelulares como las levaduras facilitara la diseccion y el entendimiento de su funcidn.

2. Schizosaccharomyces pombe COMO ORGANISMO MODELO

El organismo elegido para realizar este trabajo ha sido la levadura de fisidén
Schizosaccharomyces pombe dado que presenta un centromero con una estructura mas
compleja que Saccharomyces cerevisiae y son bien conocidos sus mecanismos moleculares
de reparacién del DNA. Este organismo eucariota unicelular tiene forma cilindrica, crece de
forma polarizada y se divide por fisién generando dos células hijas de idéntico tamafio. El
tamano de su genoma es de 13,8 Mb con aproximadamente 4.800 genes repartidos en tres
cromosomas (I con 5,7 Mb, Il con 4,6 Mb y Ill con 3,5 Mb) (Wood et al., 2002).

En las ultimas décadas S. pombe se ha convertido en un organismo muy atractivo para
el estudio de multitud de procesos bioldgicos por varios motivos: i) es facil de manipular
en el laboratorio, ii) no es patogeno, iii) presenta un ciclo de vida de corta duracién, iv)
tiene un genoma haploide, lo que permite el aislamiento de mutaciones recesivas y facilita
el analisis genético, bien mediante genética clasica o genética molecular, y v) su genoma
estd completamente secuenciado lo que permite realizar estudios a nivel gendmico vy
protedmico (Wood et al., 2002).

La levadura de fision ha sido especialmente util en el estudio de procesos como el
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control del ciclo celular y su regulacién (Moser y Russell, 2000), la morfogénesis y polaridad
(Brunnery Nurse, 2000), y la estructura, organizacion y regulacién de la cromatina (Allshire,
2001) entre otros.

2.1. Ciclo de vida y ciclo celular de S. pombe

Al igual que el resto de eucariotas, S. pombe presenta un ciclo celular en el que el
crecimiento y la divisién celular estdn coordinados. Durante el crecimiento las células
mantienen el didametro constante y aumentan su longitud hasta alcanzar el tamafio
necesario para dividirse (alrededor de 14 um en medio rico). La reproduccién vegetativa se
produce por fisidn transversal, mediante la formacion de un septo que se disuelve tras la
citocinesis.

En condiciones de restriccidn de nutrientes, especialmente de nitrégeno, S. pombe
bloquea el ciclo celular en la fase G1 y puede permanecer en estado de quiescencia o iniciar
el proceso de conjugacion, en el que se produce la fusién de dos células de sexo opuesto
(hy h*) para formar un cigoto diploide. Estos cigotos inician la meiosis de forma inmediata
para dar lugar a un asca con cuatro esporas haploides, que germinan y reanudan el ciclo
de crecimiento vegetativo cuando las condiciones nutricionales vuelven a ser apropiadas.
Por otra parte, los cigotos pueden ser mantenidos como células diploides si se inoculan
inmediatamente en medio rico. Las células diploides presentan un tamafio mayor que las
haploides y son muy inestables, en medios pobres llevan a cabo inmediatamente la meiosis
formando ascas con cuatro esporas haploides (Figura 1A).

A B
Ciclo haploide cigoto Ciclo diploide @
@ ___________ . @ EE)
m conjugacion {//;nxg v%y
©) Gl
T v meiosis RM.—/ y é EE)
e @2y 0069
germinacion asca ¢ asca
cigética acigoética

Qo o

esporas

Figura 1. Esquema del ciclo de vida y del ciclo celular de S. pombe. A) Cuando los nutrientes se agotan
las células de tipo sexual opuesto conjugan y forman un cigoto diploide que entra en meiosis y esporula.
Si el cigoto diploide detecta condiciones favorables en el medio, entra en ciclo mitético. Cuando el medio
empobrece de nuevo, las células diploides entran en meiosis y esporulan. B) El ciclo celular de S. pombe se
caracteriza por tener una fase G1 corta y una fase G2 mds larga. En crecimiento en exponencial, la fase S
empieza antes de que haya terminado la citocinesis.

10
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En condiciones de crecimiento de laboratorio (en crecimiento exponencial en medio
rico), el ciclo celular de S. pombe se caracteriza por tener una fase G1 muy corta y una fase
G2 mas larga que llega a alcanzar el 70% del ciclo celular (Mitchison y Creanor, 1971). La
fase S comienza durante la divisidn celular, por lo que cuando se completa la citocinesis las
células ya estdn al inicio de la fase G2 del siguiente ciclo celular (Figura 1B). Esta levadura
permanece la mayor parte del tiempo con dos copias del material genético, sobrellevando
los riesgos de tener unasola copia (Nasmyth et al., 1979). Durante G2 las célulasincrementan
su masa hasta alcanzar un tamafo critico que depende de la disponibilidad de nutrientes
y es monitorizado en la transiciéon G2/M. Durante la fase M se produce la condensacion
de los cromosomas, se forma el huso mitdtico y se segregan las cromatidas hermanas.
S. pombe presenta una mitosis “semi-abierta” en la que la envuelta nuclear aumenta su
permeabilidad aunque mantiene su integridad (Asakawa et al., 2010). Tras la mitosis ocurre
la citocinesis gracias a la formacién y contraccién de un anillo de actomiosina y la formacion
de un septo primario que sigue al anillo en su contraccién (Marks et al., 1986). Tras la
divisién del citoplasma se forma un septo secundario, degradandose el septo primario lo
gue da lugar a la separacién de las dos células hijas (Figura 1B).

3. REGULACION DE LA SEGREGACION CROMOSOMICA

Los mecanismos que aseguran la distribucién equitativa de los cromosomas durante
la mitosis requieren el correcto ensamblaje de un enorme complejo multiproteico en el
centromero, conocido como cinetocoro. La funcién principal del cinetocoro es mediar
el anclaje de los cromosomas al extremo positivo de los microtubulos mitdticos. Los
cinetocoros estan asociados con la formaciéon de la heterocromatina en las regiones
pericentroméricas y el mantenimiento de la cohesidn entre las cromatidas hermanas hasta
elinicio de la anafase. Ademas participan en el reclutamiento de las proteinas del checkpoint
mitético o SAC (spindle assembly checkpoint), maquinaria que monitoriza las uniones
cinetocoro-microtubulo e impide la progresion por el ciclo celular si hay errores. Una vez
gue los cromosomas estan biorientados, la separacién de las dos cromatidas hermanas
marca el inicio de la anafase. Cualquier defecto en la estructura de los cinetocoros puede
desorganizar la interaccién cinetocoro-microtubulo provocando distribuciones asimétricas
de los cromosomas y dando lugar, por tanto, a aneuploidias. En los siguientes apartados se
detallan estos procesos.

3.1. Centromero

En la mayoria de eucariotas, el DNA centromérico varia enormemente tanto en
tamano (125 pb en S. cerevisiae, 0,5-4 Mb en humanos) como en secuencia. Su falta
de conservacion y el hecho de que no sea necesario ni suficiente para la formacién
de un centrémero funcional, sugiere que la funcidon centromérica estd determinada
epigenéticamente (revisado en Torras-Llort et al., 2009).

11
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Generalmente los centrémeros estan organizados en dos dominios distintos:
una region central y regiones de heterocromatina pericentromérica que flanquean esta
region central (He et al., 2014; Pluta et al., 1995). La regién central estd definida por la
incorporacién parcial de CENP-A (centromeric protein-A), una variante de la histona H3
especifica del centromero, responsable de la formaciéon y ensamblaje del cinetocoro
(Palmer et al., 1991). A la region central se unen multiples microtubulos, entre 20-40 en
células humanas (McDonald et al., 1992) y entre 2-4 en S. pombe (Winey et al., 1995). Por
su parte las regiones flanqueantes de heterocromatina son relevantes para la cohesién de
los centromeros hermanos (Bernard et al., 2001). Ambos dominios son requeridos para la
completa funcionalidad centromérica.
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Figura 2. Estructura centromérica de S. cerevisiae, S. pombe y H. sapiens (adaptado de Yamagishi et al.,
2014). S. cerevisiae presenta un centrémero puntual formado por un Unico nucleosoma que interacciona
con un unico microtibulo. S. pombe tiene un centrémero regional formado por una regién central en la
gue se ensambla el cinetocoro y que es capaz de unir varios microtubulos, y regiones pericentroméricas de
heterocromatina, de forma similar a centroméros de eucariotas superiores como el humano.

La organizacién centromérica de la levadura S. cerevisiae difiere con respecto la de la
mayoria de eucariotas, ya que posee un centrémero puntual de solamente 125 pb y est3
formado por elementos de secuencia de DNA conservados (CDE |, CDE Il y CDE Ill). Este
centrémero consiste en un Unico nucleosoma, con la variante centromérica de la histona H3
denominada Cse4 en esta levadura, que es capaz de interaccionar con un Unico microttubulo
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(Clarke y Carbon, 1980; Cottarel et al., 1989; Fitzgerald-Hayes et al., 1982; Hieter et al.,
1985; Hyman y Sorger, 1995) (Figura 2). Sin embargo, la estructura centromérica de S.
pombe se asimila mucho mas a la de los eucariotas superiores, haciendo de esta levadura
un sistema especialmente util en el entendimiento de la funcion centromérica (Allshire,
2001; Forsburg y Rhind, 2006; Steiner y Clarke, 1994) (Figura 2).

La levadura de fision posee tres centromeros con un rango de tamafio entre 40y 110
kb. Cada uno de estos centrémeros consiste en un dominio central (cnt, centromere core
domain) que abarca entre 4-7 kb con una homologia limitada entre ellos y que esta rodeado
por dos repeticiones invertidas largas. Inmediatamente flanqueando el dominio central
estan las repeticiones internas (imr, innermost repeats), que son especificas de cada uno
de los tres centrémeros de S. pombe, y flanqueando las regiones imr estan las repeticiones
externas (otr, outermost repeats), donde cada unidad de repeticidon estd compuesta por
dos subunidades denominadas dg y dh. La combinacién del cnt y las regiones imr presenta
un tamano aproximadamente constante de unas 15 kb, mientras que el tamafio de las
regiones otr varia en gran medida entre los distintos centrémeros de S. pombe (Baum et al.,
1994; Clarke et al., 1986; Fishel et al., 1988; Nakaseko et al., 1986; Nakaseko et al., 1987;
Steiner et al., 1993; Takahashi et al., 1992; Wood et al., 2002) (Figura 2).

La variante de la histona H3 especifica del centrémero en S. pombe esta codificada
por el gen cnpl*. La incorporacion de Cnp1l se produce en el dominio cnt y en gran parte
de las regiones imr, constituyendo la zona central del centrdmero donde se ensambla el
cinetocoro (Gaither et al., 2014; Partridge et al., 2000; Takahashi et al., 2000). Mientras
que las regiones otr forman la zona heterocromatica. Grupos de genes que codifican RNAs
de transferencia (tDNAs) embebidos en las regiones imr actian como barrera y forman
la interseccion entre los dos dominios. Las barreras formadas por las agrupaciones de
tDNAs impiden la propagaciéon de las marcas de heterocromatina desde las regiones
pericentroméricas a la regidn central, lo que afectaria a la deposicion de Cnp1l en esta zona
y, por tanto, a la correcta segregacion cromosémica (Scott et al., 2007; Takahashi et al.,
1991) (Figura 3).

tDNAs Cnp1 H3 tDNAs
Heterocromatina < region central— > Heterocromatina

Figura 3. Los tDNAs separan la region central de la heterocromatina en los centrédmeros de S. pombe
(adaptado de McGlynn y Lloyd, 2002).

En la levadura de fisidn, al igual que en eucariotas superiores, la heterocromatina
pericentromérica estd enriquecida en histona H3 metilada en la lisina 9 (H3K9me),
modificacion que es catalizada por la histona metiltransferasa Clr4 (SUV39H1 en
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vertebrados). La metilacion de la H3K9 es reconocida y unida por la proteina Swi6 (HP1
en vertebrados) y Chpl, que sirven como plataforma para el reclutamiento de otros
reguladores requeridos para el ensamblaje de la heterocromatina. Ademads Swi6 también
es la encargada del reclutamiento de la cohesina a las regiones pericentroméricas (Bernard
et al., 2001). Otra caracteristica de la heterocromatina en eucariotas es la deacetilacion de
sus histonas, que en S. pombe implica tres histona-deacetilasas: CIr3, Clr6 y Sir2.

3.2. Cinetocoro

El cinetocoro es una estructura proteica conservada evolutivamente que constituye la
plataforma de uniéon de la cromatina centromérica con los microtubulos mitéticos. Mas de
50 proteinas son ensambladas en los cinetocoros, que se organizan en médulos funcionales
y estructurales que a su vez dan lugar a dos regiones: el cinetocoro interno, cuyas proteinas
interaccionan con la cromatina centromérica, y el cinetocoro externo, cuyas proteinas
contribuyen a la interfaz de interaccién con los microtubulos (Cheeseman et al., 2006;
Cheeseman y Desai, 2008; Foltz et al., 2006; Obuse et al., 2004; Westermann y Schleiffer,
2013; Yamagishi et al., 2014).

En este apartado resumiremos las funciones conocidas de algunas de las proteinas
cinetocdricas mas relevantes.

3.2.1. Proteinas del cinetocoro interno
CENP-A

La organizacién del genoma esta sujeta al posicionamiento y modificacion de los
nucleosomas candnicos, que estan constituidos por un octdmero que contiene dos copias
de cada una de las histonas H2A, H2B, H3 y H4 alrededor de las cuales se enrollan 147 pb de
DNA. En todos los eucariotas existe una variante de la histona H3 especifica del centrémero
denominada CENP-A en vertebrados, Csed en S. cerevisiae y Cnpl en S. pombe, que es
necesaria para el ensamblaje del cinetocoro vy, por tanto, esencial para la viabilidad celular.

Los nucleosomas que contienen CENP-A poseen propiedades estructurales diferentes
a los nucleosomas canonicos. Los tetrameros (CENP-A-H4), son mas compactos y rigidos
que los tetrameros (H3-H4),. Ademas, al contrario que las histonas candnicas que son
depositadas durante la replicacién del DNA, generalmente CENP-A es incorporada en la
cromatinaindependientemente de la replicacion del DNA, de forma similar a otras variantes
de histonas (Ahmad y Henikoff, 2001; Shelby et al., 2000). En humanos la deposicion de
CENP-A ocurre durante la fase G1 (Hemmerich et al., 2008; Jansen et al., 2007). En S. pombe,
en la que la fase G1 es extremadamente corta, la deposiciéon de Cnpl tiene lugar en dos
momentos del ciclo celular: durante fase S, mediada por el factor de transcripcion Ams2,
y en G2 tardia, mediada en parte por la chaperona de histonas Hipl (Lando et al., 2012;
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Takayama et al., 2008). Los complejos centroméricos Mis6-Sim4 y Mis16-Mis18 se requieren
para la localizacién de Cnp1l en el centrémero (Hayashi et al., 2004; Pidoux et al., 2003;
Takahashi et al., 2000). Ambos complejos son necesarios para la localizaciéon centromérica
de Sim1 (Scm3), proteina que recibe en el centrémero a Cnp1l escoltada por la chaperona
de histonas Sim3 de la familia NASP (Dunleavy et al., 2007; Pidoux et al., 2003) (Figura 4).
La presencia de heterocromatina también es necesaria para la carga de Cnp1 aunque no
para su mantenimiento (Folco et al., 2008). La deposicion de Cnp1 es facilitada por Chd1,
un factor remodelador de cromatina que se une a la histona H3K9me (Walfridsson et al.,
2005). Muchos de los factores requeridos para la deposicion de Cnpl en el centrémero de
la levadura de fision, como Sim1/Scm3, Mis16 y Mis18, estan conservados a lo largo de la
evolucidén y son esenciales para la localizacidon centromérica de CENP-A en células humanas

(Stellfox et al., 2013).

Complejo Complejo\

Mis6-Sim4 Mis16-Mis18
Cnp1

Figura 4. Modelo de la carga de Cnp1l en el centrémero de S. pombe (adaptado de Pidoux et al., 2009). La
chaperona Sim3 escolta a Cnpl a la regidn central del centromero donde es recibida e incorporada por la

proteina Sim1 (Scm3). La localizacién centromérica de Sim1 (Scm3) depende de los complejos Mis6-Sim4 y
Mis16-Mis18.

CENP-T-W-S-X

Los centrémeros de vertebrados ademds de CENP-A contienen otros 16 componentes
constitutivos del cinetocoro interno, que son reclutados al centromero a través de CENP-Ay
forman un conjunto cominmente denominado CCAN (constitutive centromere-associated
network) (Foltz et al., 2006). La estructura cristalografica de cuatro de estos componentes,
CENP-T, -W, -S y -X, ha demostrado que poseen un plegamiento tipo histona, a través del
cual CENP-T y -W, y CENP-S y -X dimerizan. Ambos dimeros se combinan para formar un
heterotetramero in vitro que contiene una Unica copia de cada proteina, y que comparte
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tanto propiedades estructurales como funcionales de las histonas candnicas (Foltz y
Stukenberg, 2012; Nishino et al., 2012). Ademas, el complejo CENP-T-W-S-X es capaz de
unir y plegar una region de 100 pb de DNA, e introduce superenrollamiento positivo en el
DNA in vitro (Nishino et al., 2012; Takeuchi et al., 2014), sugiriendo que el tetramero CENP-
T-W-S-X forma un nucleosoma alternativo especificamente en el centrémero (Figura 5).

Microtubulo

Figura 5. CENP-S-X-T-W podria formar un nucleosoma alternativo especificamente en el centromero
(adaptado de Foltz y Stukenberg, 2012). Se ha postulado que en la regidn central del centromero pueden
coexistir nucleosomas candnicos, nucleosomas alternativos con CENP-A y los formados por CENP-T-W-S-X.

La tetramerizaciéon del complejo CENP-T-W-S-X es relevante para su localizacién
centromérica y para el ensamblaje funcional del cinetocoro (Foltz y Stukenberg, 2012;
Nishino et al., 2012). Ademas, células deficientes en CENP-T, -W, -S o -X muestran defectos
en mitosis y comprometen la correcta localizacién de componentes del cinetocoro externo
como Ndc80 (Amano et al., 2009; Hori et al., 2008; Nishino et al., 2013).

Al contrario que CENP-S, -X y -W, CENP-T es una proteina grande, que ademas del
dominio de plegamiento tipo histona en su regién C-terminal, posee una regién N-terminal
flexible que se extiende hacia el cinetocoro externo para interaccionar directamente
con Spc24-Spc25 del complejo Ndc80 (Gascoigne et al., 2011). La Cdk fosforila la regién
N-terminal de CENP-T regulando asi su interaccion con el complejo Ndc80 (Gascoigne et al.,
2011). Otra unién al complejo Ndc80 se produce a través de CENP-C que liga el nucleosoma
de CENP-A con Ndc80 a través del complejo Mis12 (Screpanti et al., 2011) (Figura 5).
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El ensamblaje del complejo CENP-T-W-S-X en el centrémero depende de CENP-Ay se
produce al final de la fase S y durante la fase G2 (Dornblut et al., 2014; Hori et al., 2008;
Prendergast et al., 2011). En mamiferos se ha postulado que la cromatina centromérica
cicla entre dos estados funcionalmente distintos. Segun este modelo, la carga de CENP-A
produciria una cromatina competente para la replicacién, que segregaria durante fase S,
mientras que la deposicion de CENP-T-W-S-X, que ocurre tras la replicacion del DNA, daria
lugar a una cromatina competente para el ensamblaje del cinetocoro (Dornblut et al., 2014)
(Figura 6).

J cromatina replicativa

\" fase S
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() CENP-A
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& CENP-T-W-s-X

Figura 6. Modelo de la alternancia entre la carga de CENP-A y la carga de CENP-T-W-S-X (adaptado de
Dornblut et al., 2014). CENP-A se carga en fase G1y se diluye durante la fase S, mientras que la deposicion de
CENP-T-W-S-X ocurre tras la replicacion del DNA.

El ortdlogo de CENP-T en levaduras es Cnnl en S. cerevisiae y Cnp20 en S. pombe, el
de CENP-W es Wipl y New1, respectivamente. Los ortélogos de CENP-S y -X se conocen
como Mhfl y Mhf2, respectivamente tanto en la levadura de gemacién como en la de
fision. En S. pombe Cnp20 es esencial para la viabilidad celular, al igual que la mayoria de
proteinas cinetocdricas (Tanaka et al., 2009).

CENP-C

CENP-C y sus ortdlogos en levaduras, Cnp3 en S. pombe y Mif2 en S. cerevisiae,
conectan directamente los nucleosomas de CENP-A/Cnp1l/Cse4 con el complejo Mis12
(Przewloka et al., 2011; Screpanti et al., 2011) (Figura 7). La localizacion de CENP-C/Cnp3/
Mif2 depende de CENP-A/Cnpl/Cse4 (Tanaka et al.,, 2009; Westermann et al., 2003).
Ademas, Cnp3 tiene una funcién en la deposicién centromérica del complejo condensina a
través del reclutamiento de Pcs1 y Mde4 (Tanaka et al., 2009).

3.2.2. Proteinas del cinetocoro externo

En vertebrados los componentes del cinetocoro externo se localizan en el centrdmero
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sélo durante mitosis. Sin embargo, en S. pombe sdélo el complejo DASH y algunas proteinas
como Alp14, Disl, y las kinesinas Klp5 y Klp6 se asocian transitoriamente al cinetocoro
durante mitosis, mientras que la red multiproteica KMN, que se compone por los complejos
Knl1, Mis12 y Ndc80, se localiza en el centrémero a lo largo de todo el ciclo celular.

Microtubulo
Complejo

DASH / Ska

Complejo
Ndc80

Cinetocoro
externo

Cinetocoro
interno

Figura 7. Esquema de la estructura del cinetocoro (adaptado de Yamagishi et al., 2014). El cinetocoro
interno estd compuesto por las proteinas del CCAN que incluyen a CENP-A, CENP-T-W-S-X y CENP-C. CENP-C
interaccciona directamente con el nucleosoma de CENP-A y con el complejo Mis12. El complejo Mis12 y
CENP-T se unen al complejo NDC80 que a su vez interacciona con el complejo DASH y con los microtubulos.
Knl1 también interacciona directamente con los microtubulos.

Complejo Ndc80

Aligual que en la mayoria de eucariotas, en S. pombe el complejo Ndc80 esta formado
por dimeros Ndc80-Nuf2 y Spc24-Spc25, que poseen un dominio globular que interacciona
directamente con los microtibulos y un largo dominio coiled-coil. La interaccién del
complejo Ndc80 con los microtubulos estd regulada mediante la fosforilacion de Ndc80
por la quinasa Arkl (Aurora B en vertebrados) (Cheeseman et al., 2006). Ademas, Ndc80
contribuye al reclutamiento de otros componentes del cinetocoro externo como el complejo
DASH, Alp14 y Dis1 (Tang et al., 2013; Zhang et al., 2012).

En vertebrados, el dominio globular del dimero Spc24-Spc25 conecta el complejo
Ndc80 con el cinetocoro interno a través de su interaccién directa con CENP-T o con el
complejo Mis12 (Gascoigne et al., 2011; Screpanti et al., 2011) (Figura 7).
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Complejo Mis12

Este complejo contiene cuatro subunidades Mis12, Mis13, Mis14 y Nnfl, y actla
como plataforma que conecta otros componentes del cinetocoro externo con el cinetocoro
interno a través de su unién directa con CENP-C y con el complejo Spc24-Spc25 (Screpanti
et al., 2011) (Figura 7).

Knll

Knl1, conocido como Spcl05 en S. cerevisiae y Spc7 en S. pombe, posee un dominio
de unidén a microtubulos cuya capacidad de interaccion es regulada por fosforilacion por
Aurora B (Cheeseman et al., 2006). Knll se une a la proteina fosfatasa PP1 (Dis2 en S.
pombe), reclutdndola a los cinetocoros. En células humanas la fosfatasa PP1 antagoniza
la fosforilacion dependiente de Aurora B en proteinas del cinetocoro, resultando en una
estabilizacion de la interaccion microtubulo-cinetocoro (Liu et al., 2010). En levaduras PP1
también juega un papel en el silenciamiento del checkpoint mitético o SAC (Meadows et al.,
2011). Ademas, Knl1 desempefia un papel esencial en la activacién del SAC al reclutar Bub1
y BubR1 (Mad3 en S. pombe) (Shepperd et al., 2012; Yamagishi et al., 2012).

Complejo DASH

El complejo Dam1 en S. cerevisiae o complejo DASH en S. pombe, forma un anillo
alrededor del microtubulo, cuya funcién es acoplar el movimiento del cromosoma con la
despolimerizacién del microtdbulo (Figura 7). Su localizacién depende de su interaccién
con Ndc80 (Sanchez-Pérez et al., 2005; Tang et al., 2013).

Al contrario que en la levadura de gemacioén, en S. pombe el complejo DASH no es
esencial para la viabilidad celular (Sanchez-Pérez et al., 2005). Aunque no se ha identificado
un ortdélogo directo de este complejo en eucariotas superiores, se ha propuesto el complejo
Ska como un ortdlogo funcional del complejo DASH en humanos (Jeyaprakash et al., 2012).

3.3. Unidn cinetocoro-microtubulos y orientacion de los cinetocoros

En las células en interfase de S. pombe los cinetocoros estan agrupados cerca del SPB
gracias a la proteina Csil que es capaz de interaccionar con la proteina Sad1 del SPB y con
la proteina cinetocérica Spc7 (Hou et al., 2012; Takahashi et al., 2000). Esta configuracion
llamada Rabl/ facilita la captura de los cinetocoros por parte de los micrutubulos en
metafase (Hou et al., 2013). Al principio de la mitosis los centromeros quedan libres hasta
gue son anclados por los microtubulos (Goshima et al., 1999). Para que la segregacion del
material genético ocurra correctamente, los cinetocoros hermanos deben ser capturados
por microtubulos procedentes de polos opuestos del huso mitético, produciendo uniones
anfitélicas, que dan lugar a la biorientacién de los cromosomas en el huso (Figura 8).
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Figura 8. Tipos de uniones cinetocoro-microtibulos (adaptado de Yamagishi et al., 2014). Las uniones
anfitélicas ocurren cuando cinetocoros hermanos son capturados por microtubulos procedentes de
polos opuestos del huso mitdtico, las uniones sintélicas implican que ambos cinetocoros estdn anclados a
microtubulos procedentes del mismo polo, en las uniones monotélicas sélo uno de los dos cinetocoros esta
anclado por microtubulos y las uniones merotélicas uno de los cinetocoros esta anclado por microtibulos
procedentes de polos opuestos.

El mecanismo de “busqueday captura” en el que los microtubulos exploran el espacio
nuclear mediante ciclos de polimerizacién-despolimerizacion hasta interaccionar con los
cinetocoros es un proceso azaroso, por lo que pueden ocurrir distintas uniones erréneas
que comprometan la fidelidad de la segregacién cromosdmica: interacciones monotélicas
en las que sélo uno de los dos cinetocoros esta anclado a microtubulos, sintélicas en las que
ambos cinetocoros estan anclados a microtibulos procedentes del mismo poloy merotélicas
en las que uno u ambos cinetocoros estan anclados por microtubulos procedentes de los
dos polos del huso (Silva et al., 2011) (Figura 8).

Las interacciones erréneas ocurren en cada mitosis y son detectadas por el checkpoint

mitdtico o SAC (spindle assembly checkpoint), que retrasa la transicion metafase-anafase
proporcionando a la célula un tiempo extra para corregir los errores.

3.4. Correccion de las uniones erroneas cinetocoro-microtubulos

La quinasa Aurora B junto con las proteinas INCENP, Survivina y Borealina (Ark1, Picl,
Birl y Nbll en S. pombe) forman el CPC (chromosomal passenger complex), que regula
multiples procesos mitéticos como la condensacidn cromosdémica, la correccidon de las
interacciones cinetocoro-microtubulos, la activacion del SAC o la contraccidn del anillo de
actomiosina (Leverson et al., 2002; Petersen y Hagan, 2003; Petersen et al., 2001).

En la Figura 9 se muestra que Aurora B, localizada entre los cinetocoros hermanos
durante profase y metafase, genera una gradiente de fosforilacion de forma que cuando
se producen anclajes incorrectos, en los que no hay suficiente tensién entre cinetocoros
hermanos, Aurora B es capaz de fosforilar a sus sustratos en el cinetocoro externo
desestabilizando su unién con los microtubulos y activando el SAC. Cuando se establece
una interaccién anfitélica la distancia entre Aurora B y sus sustratos se incrementa debido a
las fuerzas de traccion de los microtubulos procedentes de polos opuestos (Liu et al., 2009).
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Los sustratos del cinetocoro son desfosforilados por la fosfatasa PP1 (Dis2 en S. pombe),
reclutada a través de Knl1 (Liu et al., 2010), y la fosfatasa PP2A, que se une a los cinetocoros
via Bub1R (Mad3) (Foley et al., 2011).

Gradiente de actividad Unién anfitélica
de Aurora B (tension entre cinetocoros)

Q)" \Brr1
.
221 N (P

Figura 9. Modelo de la regulacién de la actividad de Aurora quinasa (adaptado de Jia, 2013). Cuando los
cinetocoros no estan bien capturados Aurora B es capaz de fosforilar proteinas del cinetocoro externo
desestabilizando su unién con los microtubulos y activando el SAC. Sin embargo, cuando se establece una
unién anfitélica, la tensidn entre los cinetocoros hermanos impide que Aurora B alcance a sus sustratos en el
cinetocoro externo, que son desfosforilados por la fosfatasa PP1.

Cinetocoro interno

Cinetocoro externo

3.5. Activacidn del checkpoint mitético o SAC

El SAC (spindle assembly checkpoint) o checkpoint mitdtico es una ruta de sefalizacién
que controla la unién de los cromosomas al huso mitdtico e inhibe la transicion metafase-
anafase en presencia de interacciones erroneas entre los cinetocoros y los microtubulos
(Figura 10). Los componentes del SAC son Mps1 (Mph1l en S. pombe), Mad1, Mad2, Mad3
(BubR1), Bub1y Bub3 que fueron inicialmente descritos en S. cerevisiae (Hoyt et al., 1991).
Estas proteinas estan conservadas evolutivamente y se acumulan en los cinetocoros no
unidos a microtubulos durante la prometafase de cada ciclo celular, asi pues el cinetocoro
desempeiia un papel esencial como plataforma para la activacion del SAC.

El SAC impide la activacién del complejo promotor de la anafase, APC/C (anaphase
promoting complex / cyclosome) mediante la inhibicién de su activador Cdc20 (Slp1 en S.
pombe). El APC/C posee actividad ubiquitina-ligasa, necesaria para la degradacién por el
proteasoma 26S de la securina (Cut2 en S. pombe), liberando asi a la separasa (Cutl en S.
pombe) que degrada la cohesina centromérica promoviendo la separacion de las cromatidas
hermanas, y de la ciclina B (Cdc13 en S. pombe) dando lugar a la salida de mitosis (Tatebe y
Yanagida, 2000) (Figura 10).

La quinasa Mps1/Mph1l actua por encima del resto de componentes del SAC, ya
gue en su ausencia ninguna de las demas proteinas de la ruta se localiza en el cinetocoro
y el SAC no se activa (Heinrich et al., 2012). La actividad de Arkl se requiere para la
localizacién centromérica de Mph1l vy, por tanto, para la activacion del SAC. Se postula que
los sustratos fosforilados de Arkl podrian generar sitios de unién para Mph1l (Heinrich et
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al., 2012). Mph1 promueve la unién del complejo Bub1-Bub3 a los cinetocoros mediante
la fosforilacion de Spc7 (Knl1) (Shepperd et al., 2012; Yamagishi et al., 2012). La asociacion
de Bub1-Bub3 en los cinetocoros es el primer paso para el reclutamiento de Mad3/Bub1R
y Mad1, que a su vez reclutan a Mad2 (Heinrich et al., 2012; Yamagishi et al., 2012) (Figura
10). La actividad quinasa de Bub1 no se necesita para este proceso (Rischitor et al., 2007).
Mad3 interacciona directamente con el complejo Bub1-Bub3 pero la asociaciéon de Mad1
al centrémero también requiere de Mph1, de hecho en S. pombe Bubl no es esencial
para la localizacién de Mad1 en el cinetocoro (Kadura et al., 2005). La unién del complejo
Bub1-Bub3 al centrdmero también inicia un proceso de retroalimentacién positiva ya que
la unidn de Aurora B al cinetocoro depende en parte de la fosforilacion de la histona H2A
mediada por Bub1 (Kawashima et al., 2010).

Prometafase Metafase Anafase
i_ i ® &

Degradacion

de la securina
Cut2

w Separacion de
Cut1 ? las cromatidas
\/ hermanas

El MCC bloquea la
activacion de APC/C ]
I

Cdc13 Salida de
@ ¥ — 7 mitosis
m Degradacion de la

ciclina Cdc13

Cinetocoro no unido a
microtubulo

Figura 10. Esquema de la regulacion del checkpoint mitético o SAC en S. pombe (adaptado de Lara-Gonzalez
et al., 2012; Yamagishi et al., 2014).

Mad2 junto con Mad1 y Mad3/Bub1R forman el MCC (mitotic checkpoint complex)
en S. pombe, que es esencial para inhibir totalmente la actividad de APC/C (Sudakin et al.,
2001) (Figura 10).
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Bubl presenta funciones adicionales como la fosforilacién de Cdc20 en células
animales (Tang et al., 2004). Bub1 también juega un papel en la localizacién del complejo
Sugosina-PP2A en el cinetocoro, que protege la cohesidn entre las cromatidas hermanas en
los centrémeros, e interviene en el reclutamiento de Aurora B (Kitajima et al., 2005; Rivera
y Losada, 2006; Watanabe y Kitajima, 2005).

3.6. Los complejos cohesina y condensina y su papel en la segregacion del DNA

La generacion de cohesidon entre cromatidas hermanas tiene lugar durante la
replicacién del DNA y se disuelve en la transicién metafase-anafase. El complejo cohesina
tiene forma de anillo y estd formado por dos proteinas SMC (Structural Maintenance of
Chromosomes), Scm1 y Scm3, y dos subunidades adicionales no SMC, Rad21 y Psc3. La
cohesion permite la biorientacidon de las cromatidas hermanas en el huso mitético y su
apropiada segregaciéon cuando la célula se divide. Ademas, de surelevancia en la segregacion
cromosdémica, la cohesina desempena papeles en la condensacidn, la reparacién del DNA 'y
la regulacién de la expresidon génica (revisado en Gartenberg, 2009).

En S. pombe la cohesina se acumula en las regiones pericentroméricas (Figura 11) de
forma dependiente de la formacidén de heterocromatina y se mantiene hasta el inicio de
la anafase, cuando su subunidad Rad21 es degradada por la separasa Cutl (Bernard et al.,

2001).
n Regidn pericentromérica

Region central

ﬁ . Condensina

Figura 11. Localizacion de los complejos cohesina y condensina a lo largo del centrémero de S. pombe
(adaptado de Yanagida, 2005). El complejo cohesina se acumula en la region pericentromérica, mientras que
el complejo condensina es reclutado a la zona central del centromero.

Por otra parte, la condensaciéon de cromosomas es un proceso de compactaciéon
estrictamente necesario para que el huso mitdtico capture y segregue los cromosomas de
forma apropiada. El complejo condensina consiste en dos subunidades estructurales SMC,
Cutl4 y Cut3 y tres subunidades reguladoras no SMC Cnd1, Cnd2 y Cnd3.
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La carga de la condensina a los cromosomas ocurre a lo largo de profase-metafase,
acumulandose en la regidon central del centromero (Figura 11) y en el rDNA, y culmina en
anafase (Nakazawa et al., 2008). La asociacion de la condensina a la cromatina depende
la fosforilaciéon de la subunidad Cnd2 por la Aurora quinasa, Arkl. La acumulacion
centromeérica de la condensina depende ademas de Pscl y Mde4, dos proteinas ortélogas
de subunidades del complejo monopolina de S. cerevisiae (Tada et al., 2011).

4. REPARACION DEL DNA
4.1. Recombinaciéon homdloga

La recombinacién homodloga (HR, homologous recombination) es un mecanismo
conservado de reparacién del DNA necesario para el mantenimiento de la estabilidad
gendmica. La HR se requiere para la correcta segregacién cromosdmica durante meiosis
y constituye una ruta clave para la reparacién de roturas de doble hebra (DSBs, double
strand breaks), gaps en el DNA, y uniones covalentes entre las dos hebras del DNA (ICLs,
interstrand crosslinks). Ademas la HR es relevante para la recuperacion de horquillas de
replicacién rotas o bloqueadas (revisado en Schwartz y Heyer, 2011).

Los detalles moleculares de la HR se entienden mejor en términos de la reparacidn
de DSB. Aunque en este contexto la HR compite con la reparacion mediante NHEJ (non-
homologous end joining) que se basa en religar los dos extremos de la rotura, un tipo de
reparacidén propenso a errores ya que puede estar sujeto a pérdida de informacion genética.
La HR normalmente da lugar a una reparacion libre de errores y comienza con la reseccidn
de la rotura del DNA para formar cadenas sencillas de DNA (ssDNA, single strand DNA) con
extremos 3’ protuberantes capaces de invadir una doble hélice de DNA homdlogo (revisado
en Raji y Hartsuiker, 2006). La union del complejo MRN (Mrel1, Rad50 y Nbs1) a la rotura
recluta la proteina Ctpl. Mrell junto con Ctpl son los responsables de la reseccién inicial
de la rotura, que es extendida posteriormente por la proteina Exol (Langerak et al., 2011).
Los extremos libres 3’ de ssDNA son rapidamente cubiertos por el complejo RPA (replication
protein A) (Parker et al., 1997); seguidamente la proteina Rad51, homdloga de la proteina
bacteriana RecA, se une a los extremos 3’ protuberantes compitiendo con RPA y formando
un filamento nucleoproteico capaz de invadir una doble hélice intacta de DNA homologo.
La unién de Rad51 es favorecida por su asociacion a proteinas como Rad54, Rad22 y Rtil
en S. pombe (Muris et al., 1993; Muris et al., 1997). El filamento nucleoproteico formado
por Rad51 desplaza una de las cadenas del DNA homdlogo, y se aparea con la otra sirviendo
como cebador para la sintesis de DNAy formando asi una estructura llamada D-loop. A partir
de este punto existen diversos mecanismos que difieren en cdmo se resuelve la estructura
formada y que pueden dar lugar a un entrecruzamiento reciproco del DNA que flanquea la
regién de la rotura (CO, crossovers) o a la conservacion de las moléculas parentales de DNA
(NCO, non-crossovers) (Szostak et al., 1983) (Figura 12).
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Figura 12. Esquema de las distintas rutas de reparacion por recombinacion homoéloga (adaptado de Whitby,
2010). Después de generarse una doble rotura (DSB) los extremos son procesados, generandose DNA de
cadena sencilla que invade la doble hélice de DNA homadlogo y desplaza una de las cadenas. Si el intermediario
se procesa a través de SDSA sélo podran formarse NCOs (A), pero si se forma un doble intermediario de
Holliday (dHJ) puede o bien procesarse a través de helicasas como Rgh1 dando lugar a productos NCOs (B), o
bien pueden resolverse mediante la actividad de endonucleasas especificas como Mus81-Emel lo que puede
dar lugar a productos COs y NCOs (C). COs, entrecruzamientos; NCOs, no entrecruzamientos.

Helicasas/traslocasas y endonucleasas especificas compiten para producir o no
entrecruzamientos (CO o NCO). Si el intermediario se procesa a través de la ruta SDSA
(synthesis-dependent strand annealing), tras la sintesis a partir del extremo 3’ invasor, la
cadena generada se separa de la doble hélice homodloga y anilla en el otro extremo libre de
la DSB gracias a la accién de helicasas como Srs2 y Fml1 en S. pombe. La sintesis se completa
y los extremos se ligan, dando lugar siempre a productos de no entrecruzamiento (Resnick,
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1976; Sun et al., 2008; Wang et al., 2001) (Figura 12A). Un mecanismo alternativo consiste
en que tras la invasidn, la sintesis se va extendiendo hasta que la cadena desplazada del
DNA invadido se enfrenta con el extremo 3’ protuberante del otro lado de la DSB, este es
capturado y comienza a sintetizarse DNA a partir del mismo. Cuando finaliza la sintesis
los extremos libres se ligan. La estructura formada se denomina doble intermediario de
Holliday (dHJ, double Holliday Junction) (Holliday, 1964). El dHJ puede disolverse mediante
la accion de helicasas como Rghl de S. pombe que estimula la migracion de la ramificacion
y la acopla a la resolucién dependiente de la topoisomerasa de tipo Il (Top3), impidiendo
la formacién de entrecruzamientos (Ahmad y Stewart, 2005; Laursen et al., 2003; Wu y
Hickson, 2003) (Figura 12B). Sin embargo, la dHJ también puede resolverse mediante la
acciéon de endonucleasas de estructura especifica como Mus81-Emel, y en este caso segun
la direccién de la resolucion o corte pueden generarse entrecruzamientos (COs) o no (NCOs)
(Hope et al., 2007; Osman et al., 2003; Szostak et al., 1983) (Figura 12C).

La formaciéon de entrecruzamientos (COs) es relevante durante meiosis para la
formacion de los quiasmas que ayudan a la correcta segregacion de los cromosomas
homalogos. Sin embargo, en las células mitéticas los entrecruzamientos son potencialmente
peligrosos si la recombinacidén ocurre entre cromosomas homadlogos o secuencias repetidas
de DNA, lo que podria provocar una pérdida de heterocigosidad o grandes reordenamientos
cromosémicos (GCR, gross chromosome rearrangement), repectivamente. Por esta razén
las rutas que no dan lugar a entrecruzamientos como la SDSA y la disolucién del dHJ se
encuentran favorecidas en células mitéticas (Lorenz et al., 2006).

La HR también es relevante durante la replicacién del DNA. Las enzimas que procesan
los D-loops o los dHJs tienen un papel importante en el procesamiento de horquillas
de replicacion perturbadas. Por ejemplo, Mus81-Emel puede cortar las horquillas
de replicacion bloqueadas para iniciar la reparacién por HR (Doe et al., 2002; Osman vy
Whitby, 2007). Las helicasas/traslocasas de DNA que pueden migrar la ramificacion del Hls
pueden catalizar también la reversion/regresion, convirtiendo una horquilla de replicacion
bloqueada en una estructura tipo “pata de pollo” (chicken foot) (Figura 13). Esto puede
utilizarse con diferentes fines como establecer una zona para facilitar el acceso de las
enzimas de reparacion, promover el bypass de la lesion mediante el intercambio de molde,
o promover la reanudacion de la replicacién dependiente de recombinacién (McGlynn y
Lloyd, 2002).
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Figura 13. Regresion de una horquilla de replicacién bloqueada (adaptado de Sun et al., 2008). Las helicasas/
traslocasas de DNA pueden catalizar la regresién de una horquilla de replicacién bloqueada dando lugar en
una estructura tipo “pata de pollo” (chicken foot).

4.2. El checkpoint de dafio en el DNA

El checkpoint de dafio en el DNA consiste en un conjunto de rutas de sefializacién
mediante las cuales el DNA dafiado o el DNA que no ha sido replicado correctamente es
detectado para activar respuestas celulares que garanticen la estabilidad del genoma.
Estas respuestas incluyen el bloqueo del ciclo celular, la estabilizacidon de las horquillas
de replicacién, la reparacién del DNA, la alteracidon del programa transcripcional, la
remodelacion de la cromatina y la apoptosis. El objetivo del checkpoint es, por tanto,
proporcionar el tiempo necesario para hacer frente a dafios en el DNA tanto enddgenos
como exdgenos y coordinar los mecanismos moleculares para solventarlos (Ciccia y Elledge,
2010).

En S. pombe existen dos rutas de sefializacion distintas que responden a dafio
en el DNA: el checkpoint de replicacién, que se activa cuando el DNA no es replicado
correctamente, y el checkpoint de dafio en el DNA, que responde a lesiones en el DNA
durante la fase G2.

Se ha postulado que una de las principales sefiales que desencadena la respuesta del
checkpoint es la presencia de DNA de cadena sencilla (ssDNA) recubierto por el complejo
RPA (Zou y Elledge, 2003). La formacion de ssDNA en las horquillas de replicacién se debe
a un desacoplamiento entre el desenrollamiento del DNA por la helicasa y la progresion de
la DNA polimerasa debido a la presencia de DNA molde dafiado o a la escasez de dNTPs
(Branzei y Foiani, 2009; Sogo et al., 2002). Mientras que el origen del ssDNA en el caso de
las DSBs se debe a la reseccion de una de las dos cadenas del DNA (Langerak et al., 2011).

Los principales elementos sensores del checkpoint que reconocen y son reclutados
al ssDNA recubierto de RPA es una quinasa tipo fosfatilinositol 3-quinasa (PI3K), que se
denomina Rad3 en S. pombe, Mecl en S. cerevisiae, y ATR en mamiferos (revisado en
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McGowan y Russell, 2004), y el complejo 9-1-1 formado por las proteinas Rad9, Radl y
Hus1. Ambos complejos se unen a los sitios de dafio en el DNA de forma independiente
(Melo et al., 2001). Las proteinas Rad9, Rad1 y Hus1 forman un complejo heterotrimérico
con una estructura tridimensional similar a la de PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen)
(Dore et al., 2009). La presencia del complejo 9-1-1 sirve para atraer a la zona del dafio a
determinados sustratos de Rad3 (Melo y Toczyski, 2002). La quinasa Rad3/Mec1/ATR se
asocia a una subunidad reguladora, Rad26 en S. pombe, Ddc2 en S. cerevisiae y ATRIP en
mamiferos, que presenta una gran afinidad por la proteina RPA y que media la interaccion
de la quinasa con el ssDNA (Zou y Elledge, 2003).

Ademads de Rad3/Mecl/ATR existe otra quinasa tipo PI3K denominada Tell en
levaduras y ATM en mamiferos. Sin embargo, en la levadura de fisidén la quinasa Tell tiene
un papel minoritario en la sefalizacidn del checkpoint excepto cuando la reseccion de los
extremos del DNA en las DSBs estd inhibida (Limbo et al., 2011), y su funcidn principal es el
mantenimiento de los telémeros (Nakamura et al., 2002).

En S. pombe la quinasa apical del checkpoint es Rad3 que fosforila y activa a las
quinasas efectoras Cds1y Chkl (Lopez-Girona et al., 2001; Tanaka y Russell, 2001). A pesar
de que las rutas del checkpoint estdn muy conservadas, existen importantes diferencias en
cuanto a las quinasas efectoras implicadas en el checkpoint de replicacion y dafo en los
distintos organismos. En levaduras la quinasa Chk1 participa en el checkpoint de dafio, pero
en vertebrados monitoriza la replicacion, mientras que en levaduras las quinasas Cds1 en S.
pombe y Rad53 en S. cerevisiae intervienen en el checkpoint de replicacidn.

Tabla 1. Proteinas de los checkpoints de integridad del DNA en levaduras y mamiferos.

Funcion S. pombe S. cerevisiae Mamiferos
Rad3 Mecl ATR
Sensores Tell Tell ATM
Rad26 Ddc2 ATRIP
Mrcl Mrcl CLASPINA
Adaptadores
Crb2 Rad9 -
. Cdsl Rad53 CHK2
Quinasas efectoras
Chk1 Chk1 CHK1

En la levadura de fisidn, el estrés replicativo y el daifio en el DNA ocurrido durante
fase S, cuando la reserva de dNTPs se vuelve limitante para la sintesis de DNA o cuando las
horquillas de replicacion se encuentran con lesiones en el DNA molde, llevan a la activacion
de Cds1 (Brondello et al., 1999; Lindsay et al., 1998; Murakami y Okayama, 1995), a través
del adaptador Mrcl que media la transduccidn de la sefial desde Rad3-Rad26 (Tanaka y
Russell, 2001; Zhao et al., 2003). Por otra parte, cuando el dafio en el DNA se produce
en la fase G2 se activa Chk1 (Brondello et al., 1999; Walworth et al., 1993), a través del
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adaptador Crb2 que conecta el complejo Rad3-Rad26 con Chk1 (Qu et al., 2012; Saka et al.,
1997). Ademas, el checkpoint de dafo también se activa en respuesta a horquillas dafiadas
o colapsadas, tras un procesamiento deletéreo de ciertas estructuras durante la fase S o
como resultado de una respuesta defectuosa del checkpoint de replicacion (Lindsay et al.,
1998; Martinho et al., 1998) (Figura 14).

Ambas rutas de sefializacion del checkpoint producen una parada del ciclo celular que
impide la entrada en mitosis de células con DNA dafiado o no replicado. Asi, la activacion de
Cds1y/o Chk1 llevan a la inhibicion de la fosfatasa Cdc25 y a la activacion de la quinasa Mik1
(Furnari et al., 1999; Furnari et al., 1997; Rhind et al., 1997; Rhind y Russell, 2001), lo que
incrementa la fosforilacidn inhibitoria en la Tyrl5 de Cdc2 y el correspondiente descenso de
la actividad Cdk necesario para evitar la entrada en mitosis (Figura 14).

replicativo @ ?
oD = oo
Dafio er> - @

DNA
ssDNA

Parada del ciclo celular

Figura 14. Inhibicion de la actividad del complejo Cdc2-Cdc13 en respuesta a estrés replicativo o a daio
en el DNA en fase G2. Rad3 se une al ssDNA a través de Rad26 y, segun si el ssDNA se produce por estrés
replicativo o por dafio en el DNA durante la fase G2, activa a Cds1 mediante Mrcl o a Chk1l mediante Crb2,
respectivamente. Estas quinasas efectoras activan a Mik1 e inactivan a Cdc25 dando lugar al bloqueo del ciclo
celular.

Se debe tener en cuenta que el bloqueo del ciclo celular no es la Unica respuesta
celular mediada por las quinasas efectoras una vez que el checkpoint estd activo. Estas
guinasas también juegan un papel importante en la estabilidad, reparacién y recuperacién
durante y después de la parada del checkpoint. Por ejemplo, Cds1 regula directamente la
maquinaria de recombinacion homaéloga para evitar procesos de recombinacion deletéreos
en condiciones de estrés replicativo (Froget et al., 2008; Kai et al., 2005; Willis y Rhind,
2009).

4.3. Regulacidn del tipo sexual en S. pombe

El tipo sexual de lalevadura de fisidn viene determinado por el cassette de informacién
genética, P (plus) o M (minus), que resida en el locus matl (Egel, 1989). Los transcritos
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codificados por el locus matl se inducen en condiciones de restriccion de nutrientes,
especialmente por la escasez de nitrégeno, y son necesarios para el apareamiento que da
lugar a un cigoto diploide, la meiosis y la esporulacién (Kelly et al., 1988). Las células de la
cepa homotalica h® de S. pombe son capaces de intercambiar eficientemente entre ambos
tipos sexuales, mientras que las células de las cepas heterotalicas son incapaces de este
intercambio. Las cepas heterotdlicas son h* o h- dependiendo de que se exprese de forma
estable el cassette P o M, respectivamente (revisado en Klar et al., 2014).

La regién mat esta en el brazo derecho del cromosoma Il y se compone de un cassette
matl que puede ser P o M, determinando asi el tipo sexual de la célula, y dos cassettes
donantes silenciados mat2-P y mat3-M que son fijos. La regidon espaciadora entre el
cassette matl y mat2-P se denomina L, y es una regién eucromatica de unas 17 kb en la
qgue hay genes, mientras que la regidén espaciadora entre mat2-P y mat3-M es una regién
heterocromatica de unas 11 kb en la que no hay genes que codifiquen proteinas. Cada
cassette (matl, mat2 y mat3) esta flanqueado por dominios de homologia denominados
H1 y H2 que son relevantes para el mecanismo de intercambio o switching. Los cassettes
mat2 y mat3 se mantienen silenciados por la formacién de heterocromatina. Este proceso
empieza internamente en la regién K en varios sitios de nucleacidn que guardan homologia
con las repeticiones pericentroméricas (Beach y Klar, 1984; Egel, 1977; Egel y Gutz, 1981;
Kelly et al., 1988) (Figura 15).

imp”-m/v

Figura 15. Representacion esquematica del locus mat de S. pombe. El cassette matl puede ser P o M, lo que
determina el tipo sexual de la célula. Los cassettes mat2-P y mat3-M son fijos y estan silenciados debido a la
region K heterocromatica (sombreado gris). H1 y H2 son regiones de homologia entre los distintos cassettes.
La region de la modificacién epigenética denominada imprint (estrella roja) esta en el locus mat1 cerca del
dominio de homologia H1.

Una modificacidén epigenética, llamada imprint, es necesaria para la recombinacién
acoplada a la replicacidon que conlleva el intercambio del tipo sexual en S. pombe (Beach
y Klar, 1984; Egel, 1977; Egel y Gutz, 1981; Kelly et al., 1988). El evento de recombinacién
actua copiando la informacién genética codificada por uno de los dos cassettes silenciados
mat2-P o mat3-M en el locus mat1, dando lugar a un cambio en el tipo sexual de la célula,
ya que el cassette mat1-P preferencialmente usa como molde el cassette mat3-M, mientras
gue mat1-M utiliza como molde el mat2-P (Thon y Klar, 1993). El mecanismo por el que se
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establece el imprint es denominado imprinting y estd intimamente ligado con la replicacién
del DNA. El Jocus mat1 se replica unidireccionalmente mediante horquillas de replicacién
iniciadas en un origen de replicacidon situado en la regién L (Dalgaard y Klar, 1999), lo que
dicta que siempre la misma hebra de DNA del mat1 actie como lider mientras que la otra
siempre sea la retardada. Para asegurar la unidireccionalidad de la replicacién existe un
sitio direccional de terminacion de la replicacion (RTS1, replication termination site) a 0,7
kb del mat1 que bloquea la replicacién procedente de la direccidn centromérica (Dalgaard
y Klar, 2001a) (Figura 15).

Durante la replicacién del DNA se produce el imprint de |la hebra retardada del mat1,
por tanto sélo una de las dos cromatidas hermanas llevara el imprint. La célula que herede el
cromosoma con el imprint sera una célula apta para el switching (s, “switchable”), mientras
que su hermana no (u, “unswitchable”). El switching ocurre con un patron especifico (Figura

oa_n oo n

16): la division celular de una célula “u” da lugar a una célula hija “s” y otra “u”, ambas del

u_n
S

tipo sexual de la célula parental, mientras que la divisidn celular de una célula da lugar
a una célula hija “u” del tipo sexual opuesto a la célula parental y una célula hija “s” del
mismo tipo sexual que la célula parental. Este patrdon da lugar a un Unico switch durante dos

generaciones a partir de una célula (Arcangioli, 1998; Dalgaard y Klar, 2001b; Egel, 1984).
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Figura 16. Patron especifico del switching de S. pombe (adaptado de Dalgaard and Klar, 2001b). Hay un Unico
cambio de tipo sexual cada dos generaciones a partir de una célula. s: switchable. u: unswitchable.

El imprint consiste en laincorporacién de dos ribonucleétidos, que forman una cadena
hibrida con el DNA en la interseccién del cassette mat1 con el dominio de homologia H1
(Figura 15). La regién del imprint abarca unas 300 pb (Arcangioli, 1998; Dalgaard y Klar,
1999; Vengrova y Dalgaard, 2004). Cuando el cromosoma con el imprint se replica, la
horquilla se bloquea en el sitio del imprinting resultando en la formacién de una DSB que
inicia el proceso de recombinacién requerido para el intercambio del tipo sexual (Dalgaard
y Klar, 1999; Kaykov et al., 2004; Vengrova y Dalgaard, 2004). Se ha propuesto que la DSB se
resuelve por HR a través de la ruta SDSA (Arcangioli y de Lahondes, 2000; Yamada-Inagawa
et al., 2007).

Las cepas heterotalicas utilizadas en este estudio h™ (plus-normal) y h* (minus-
stable) provienen de intercambios aberrantes por inserciéon o delecidn, respectivamente,
de la cepa homotdlica h*’. En la cepa h*™" el intercambio se produce sobre un cassette que
estd silenciado y no sobre el matl1-P que se expresa, ademas la frecuencia del imprinting
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esta reducida debido a la heterocromatizacién de la zona. En la cepa h* el cassette mat2-P
ha sido delecionado, de forma que aunque la frecuencia del imprinting en esta cepa no se
ve alterada, no puede haber un intercambio del tipo sexual (Beach y Klar, 1984; Leupold,
1950) (Figura 17).

Genotipo Organizacion del locus mat Frecuencia imprinting
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Figura 17. Representacion esquematica del locus mat de la cepa homotalica h*’ y las cepas heterotalicas
h*y h*" de S. pombe. La cepa h® se obtiene a partir de la delecién del locus mat2-P y no tiene afectada la
frecuencia del imprinting (estrella roja), mientras que la cepa h*" se obtiene a partir de una insercion que da
lugar a la heterocromatizacion (sombreado gris) del cassette en el que se produce el intercambio y de la zona
del imprint lo que provoca una frecuencia de imprinting reducida (estrella rosa).

4.4. El complejo FANCM-MHF y su funcidn en la reparacion del DNA

CENP-S y CENP-X, aunque originalmente fueron identificadas como proteinas
centroméricas, en estudios posteriores se encontraron asociadas con la DNA traslocasa
FANCM (Fanconi’s anemia complementation group M) en células humanas, y se les
asignaron los nombres alternativos MHF1 (FANCM-associated histone-fold protein 1)
y MHF2, respectivamente (Singh et al., 2010; Yan et al., 2010). Los ortélogos de estas
proteinas en levaduras se denominan Mhfl y Mhf2, tanto si se habla sobre su funcién en Ia
segregacion o en la reparacién del DNA.

FANCM fue identificada como un componente de la ruta de la Anemia de Fanconi
(FA, Fanconi Anemia) de reparacion del DNA, que preserva la estabilidad gendmica ya que
promueve el procesamiento de horquillas de replicacidn rotas y/o bloqueadas a través
de la coordinacién de la HR y la sintesis a través de la lesidn (TLS, trans-lesion synthesis)
(Meetei et al., 2005). Defectos en la ruta de la FA dan lugar a una enfermedad genética rara
homdnima, que se caracteriza por un fallo progresivo de la médula ésea, gran variedad
de anomalias en el desarrollo, una alta tasa de incidencia de cancer y a nivel celular
hipersensibilidad a agentes que provocan ICLs, como la mitomicina C (MMC) o el cisplatino
(revisado en Kee y D’Andrea, 2010; Whitby, 2010). Las ICLs son unas lesiones deletéreas
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del DNA que bloquean la transcripcidn y la replicacidn. Segun el modelo de activacién de
la ruta de la FA, las ICLs son directamente reconocidas por el complejo proteico formado
por FANCM, FAAP24, MHF1 y MHF2. Este complejo recluta el complejo central de la
ruta compuesto por las proteinas FANCA, FANCB, FANCC, FANCE, FANCF, FANCG, FANCL
y FAAP100, a través de la interaccion directa entre FANCM y FANCF. El complejo central
de la FA reclutado posee actividad E3 ubiquitina ligasa gracias a la subunidad FANCL, y
es responsable de la monoubiquitinacién del dimero FANCD2-FANCI en respuesta a dafio
en el DNA. La monoubiquitinacién de FANCD2-FANCI provoca su interaccion con FANCD1
(BRCA2), FANCN, FANCJ, BRCA1, RAD51C vy la nucleasa FAN1, promoviendo y coordinando
asi la reparacién del dano (revisado en Kee y D’Andrea, 2010) (Figura 18).

-2 %
N

Figura 18. Ruta de reparacion de la Anemia de Fanconi (FA) en vertebrados (adaptado de Kee y D’Andrea,
2010). La lesién es reconocida por elcomplejo FANCM-FAAP24-MHF (verde), que recluta el complejo central
de la ruta FA (azul) induciendo asi la monoubiquitinacién de FANCD2-FANCI (naranja), que a su vez recluta
proteinas que median en la reparacion de la lesién (violeta).
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La ruta de reparacién de la FA no parece estar conservada en levaduras, ya que
la mayor parte de sus componentes estan ausentes en estos organismos. Sin embargo,
FANCM, MHF1 y MHF2, pero no FAAP24, estan conservados también en levaduras. Los
ortélogos de FANCM son Mphl en S. cerevisiae y Fmll en S. pombe. La proteina FANCM
contiene un dominio helicasa tipo DEAH dependiente de actividad ATP-asa en la parte
N-terminal, mientras que en la parte C-terminal posee un dominio nucleasa ERCC4 que
no es funcional en vertebrados y un dominio “helix-hairpin-helix” (HhH), que permite la
homodimerizacion de la proteina. Los dominios nucleasa y (HhH), estan delecionados en
Mph1ly Fmll (revisado en Whitby, 2010) (Figura 19).

spFmit (NN TN = )834aa
Scvpht ( HENEEN TN = )9%3aa

GgFANCM (_ I T B 1773 aa
HsFANCM (_ I B==[])2048 aa
DNA helicasa Y X
nucleasa (HhH),
ERCC4

Figura 19. Representacion esquematica de la estructura de FANCM en distintos organismos (adaptado de
Whitby, 2010). Los ortdélogos de FANCM en levaduras sélo conservan el dominio DNA helicasa, pero no el
dominio nucleasa ni el dominio de homodimerizacién (HhH),.

FANCM también desempefia funciones independientes del reclutamiento del
complejo central de la FA, cuya caracterizacion ha sido facilitada por el estudio de sus
ortélogos en levaduras. Se ha propuesto que FANCM tiene dos papeles distintos en HR:

1. Facilitar la reanudacion de la replicacion dependiente de recombinacién (Figura

20A). Esta funcion se infiere de la capacidad para la reversién de horquillas de replicacidon
bloqueadas, generando un sustrato para el inicio de la HR (McGlynn y Lloyd, 2002). Los
datos claves que apoyan este modelo incluyen: la habilidad de FANCM/FmIl1/Mph1 para
catalizar de forma dependiente de su actividad ATP-asa la reversion de horquillas de
replicacién in vitro (Gari et al., 2008; Nandi y Whitby, 2012; Sun et al., 2008; Zheng et al.,
2011), la reduccion de la HR inducida por el bloqueo de la horquilla de replicacién en la
barrera RST1 en la levadura de fisién cuando fml/1 es delecionado o mutado de forma que
pierda su actividad ATP-asa (Nandi y Whitby, 2012; Sun et al., 2008), y el requerimiento de
FANCM para promover la estabilizacién y la reanudacién de las horquillas de replicacion
bloqueadas en células de mamifero (Blackford et al., 2012).

2. Evitar la formacidn de entrecruzamientos durante la reparacién de las DSBs (Figura

20B). Estafuncion hasido principalmenteinferida por los estudios de sus ortdlogos en plantas
y levaduras, que revelan un papel relevante en evitar la formacién de entrecruzamientos
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durante la reparacion de las DSBs tanto en células mitéticas como en células meidticas
(Crismani et al., 2012; Lorenz et al., 2012; Nandi y Whitby, 2012; Prakash et al., 2009; Sun
et al., 2008). Esta funcidn estd probablemente conservada en vertebrados, ya que células
DT40 deficientes en FANCM muestran un incremento espontaneo de intercambios entre
cromatidas hermanas inducidos por ICLs (Bakker et al., 2009; Rosado et al., 2009; Wang et
al., 2013b). Se ha visto que tanto Fml1 como Mph1 son capaces de disociar D-loops in vitro,
favoreciendo la reparacién a través de la ruta denominada SDSA, que evita la formacion de
entrecruzamientos (Lorenz et al., 2012; Prakash et al., 2009; Sun et al., 2008).

A B
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de recombinacion reparacién por
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Figura 20. Funciones del complejo FANCM-MHF en levaduras (adaptado de Osman y Whitby, 2013). A)
FANCM-MHF promueve la regresion de la horquilla de replicacién facilitando la reanudacion de la replicacion
a través de la HR. B) FANCM-MHF disocian D-loops participando en la ruta de reparacién SDSA que evita la
formacion de entrecruzamientos.

En vertebrados, la interaccién entre FANCM y MHF1-MHF2 es relevante tanto para la
monoubiquitinacion de FANCD2-FANCI como para la supresion de los intercambios entre
cromatidas hermanas (Singh et al., 2010; Yan et al., 2010). Estudios estructurales han
demostrado que dos heterodimeros MHF1-MHF2 pueden asociarse formando un tetramero
capaz de interaccionar con la region C-terminal inmediata al dominio helicasa de FANCM
(HsSFANCM®61-8%) jn yjtro (Tao et al., 2012; Wang et al., 2013a) (Figura 19). A través de esta
interaccion MHF1-MHF2 es capaz de estimular la actividad en la reversién de horquillas
de replicacién de FANCM in vitro (Tao et al., 2012; Yan et al., 2010). De forma similar en la
levadura de fisién, Mhfl y Mhf2 actian conjuntamente con Fml1 para promover la HR en
horquillas de replicacion bloqueadas y evitar la formacion de entrecruzamientos durante la
reparacion de las DSBs tanto en células mitéticas como en células meidticas (Bhattacharjee
et al., 2013; Lorenz et al., 2012; Yan et al., 2010) (Figura 20).
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Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es estudiar la funcién de las proteinas Mhfl y
Mhf2 en Schizosaccharomyces pombe. Para ello nos planteamos los siguientes objetivos:

1. Discernir la posible implicaciéon de Mhfl y Mhf2 en el ensamblaje y la funcionalidad
del cinetocoro.

2. Estudiar la relevancia fisioldgica de Mhfly Mhf2 junto con la DNA helicasa Fml1 en
la reparacién del DNA.
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1. ANALISIS DE LA LOCALIZACION CENTROMERICA DE Mhf1 Y Mhf2

CENP-S/MHF1 y CENP-X/MHF2 son dos proteinas de plegamiento tipo histona
altamente conservadas a lo largo de la evolucién que presentan una doble funcién, en la
segregacion cromosémica y en la reparacion del DNA. Cuando se inicié este trabajo no se
tenian datos de su funcidn en S. pombe, y la mayoria de la informacién de la que se disponia
sobre su funcionamiento se habia obtenido a partir de células de mamiferos. Nuestro
primer objetivo fue el estudio de la localizacidn de estas proteinas en la levadura de fision
S. pombe. En este apartado se describe la localizacion centromérica de Mhfl y Mhf2, y su
relacién con otras proteinas del centrémero como Cnp20 (CENP-T), Cnp1 (CENP-A), etc.

1.1. Localizacion de Mhf1 a lo largo del ciclo celular

Para determinar la localizacion subcelular de Mhfl en S. pombe se construyeron cepas
en las que se le fusioné una etiqueta EGFP y una etiqueta tdTomato (tdT) en el extremo
carboxilo en el locus endégeno del gen. Ambas cepas, mhf1:EGFP y mhf1:tdT, presentaron
un crecimiento y una morfologia similar a la de las células silvestres, lo que sugirid que
ambas proteinas de fusién eran funcionales (Figura S1 del Material Suplementario).

Tanto Mhf1:EGFP como Mhf1:tdT presentaron una sefial nuclear difusa y una sefial
discreta en la periferia del nucleo en células en interfase. En la cepa que expresa Mhfl:tdTy
Mis6:GFP se observo que la sefial discreta de Mhf1 colocalizaba con la proteina centromérica
Mis6. Tanto la localizacién centromérica de Mhfl como la nuclear se mantenian a lo largo
del ciclo celular (Figura 1Ay 1B).

1.2. Mhf1 colocaliza en el centrémero con Mhf2 y Cnp20 de forma interdependiente

Segln los datos obtenidos en eucariotas superiores CENP-S forma un dimero
con CENP-X, que a su vez interacciona con un dimero de CENP-T-W formando asi un
heterotetramero cuya integridad es esencial para la localizacion y funcién centromérica
de sus componentes (Foltz y Stukenberg, 2012; Nishino et al., 2012). Para comprobar si los
ortdlogos de estas proteinas en S. pombe, Mhfl (CENP-S), Mhf2 (CENP-X), Cnp20 (CENP-T) y
New1 (CENP-W), muestran un comportamiento similar, se estudié su localizacién subcelular.

Con este objetivo se construyeron cepas en las que se fusiond la etiqueta EGFP al
extremo carboxilo en el locus enddgeno de mhf2* y newl*, y la etiqueta tdT al locus de
cnp20°. En el caso de la cepa cnp20:tdT no se observaron diferencias con la cepa silvestre
sugiriendo que la proteina de fusidén era funcional. Sin embargo, en el caso de mhf2:EGFP
se observaron defectos que indicaban que la fusidn era parcialmente funcional (Figura S1
del Material Suplementario), mientras que la fusiéon de new1:EGFP resulté en una pérdida
total de la funcion de la proteina.
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Figura 1. Mhfl posee una localizacion centromérica a lo largo del ciclo celular. A) Imagenes tomadas de un
cultivo asincrono de la cepa mis6:GFP mhf1:tdT (S2463). Cada imagen de fluorescencia se corresponde con la
proyeccién maxima de una serie de imagenes a distintos z. La escala es de 5 um. B) Imagenes tomadas cada
dos minutos de la cepa mis6:GFP mhf1:tdT (5S2463) durante la mitosis. Cada imagen se corresponde con la
proyeccién mdaxima de varias secciones a distintos z.

Mis6

Mezcla

En primer lugar, se estudié la colocalizacion de Mhfl y Mhf2 analizando por
microscopia una mezcla de células que expresaban Mhfl:tdT, células que expresaban
Mhf2:EGFP y células que expresaban ambas proteinas de fusion. Mhf2:EGFP presentd una
sefal discreta que colocalizaba con la sefial centromérica de Mhf1, pero al contrario que
ésta no presentd la sefial difusa en el nicleo. Cuando Mhfl y Mhf2 estaban etiquetadas en
la misma cepa la intensidad de su sefial disminuia, de manera que incluso se perdia la seial
nuclear de Mhfl (Figura 2A).

Para estudiar la colocalizaciéon de Mhfl y Cnp20 se mezclaron células que expresaban
Mhf1:EGFP, células que expresaban Cnp20:tdT y células que expresaban ambas proteinas
de fusion y se estudid su sefial por microscopia. La construccion Cnp20:tdT, al igual que
Mhf2:EGFP, presentd una sefial discreta que colocalizaba con la sefial centromérica de
Mhfl y no presentd una localizacion difusa en el nucleo. En este caso no se observod una
disminucién de la sefial de Mhf1:EGFP en combinacién con Cnp20:tdT (Figura 2B).
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Colocalizacion

Colocalizacion

Figura 2. Colocalizacién centromérica de Mhfl con Mhf2 y Cnp20. A) Mezcla de las cepas mhf1:tdT (S2462),
mhf2:EGFP (S2464) y mhf1:tdT mhf2:EGFP (S2467). B) Mezcla de las cepas cnp20:tdT (S2465), mhf1:EGFP
(52461) y cnp20:tdT mhf1:EGFP (S2468). Cada imagen corresponde con la proyeccién maxima de una serie de
imagenes deconvolucionadas a distintos z superpuesta con la imagen de campo claro. La escala es de 5 um.

A continuacion, se comprobd la interdependencia de las localizaciones observadas.
Para lo cual, se revisé la localizacion de Mhf1:EGFP en ausencia de Mhf2 y viceversa.
Para ello se construyé un mutante de delecion mhf1A sustituyendo la ORF del gen por el
marcador de resistencia natMx6, y se utilizé el mutante de delecion mhf2A procedente de
la coleccién de mutantes nulos de Bioneer v3.0, previamente comprobado por PCR. De esta
manera se observd que la sefial de Mhfl, tanto la localizacion discreta como la nuclear,
desaparecia en un fondo delecionado para mhf2 y del mismo modo no se detectaba sefial
de Mhf2 en ausencia de Mhf1l (Figura 3A). Con el objetivo de comprobar si habia variacién
en la cantidad de proteina total se decidié realizar un western blot anti-GFP, pero debido a
problemas en la deteccion de la proteina se cambid de epitopo y se realizaron marcajes de
Mhfl y Mhf2 con 3FLAG. Tras comprobar la funcionalidad de estas cepas, que en el caso
de Mhf2 seguia siendo parcial (Figura S1 del Material Suplementario), se utilizaron para
detectar la cantidad de proteina total en los distintos fondos genéticos. De este modo se
observé que los niveles de Mhfl disminuian en ausencia de Mhf2, y que la cantidad total
de Mhf2 también disminuia en un fondo carente de Mhf1 (Figura 3B).

Por otra parte, la sefial centromérica de Cnp20:tdT se perdié casi totalmente en
ausencia de Mhfl, aunque al forzar la imagen se detectaron rastros de la sefal discreta
de la proteina y una sefial nuclear difusa (Figura 3C). Como cnp20* es un gen esencial,
se utilizé la cepa condicional cnp20-ts2 para comprobar la localizacién de Mhfl. Incluso
a la temperatura permisiva de 25°C, la sefial centromérica de Mhfl desaparecié en el
fondo mutante cnp20-ts2, incrementandose la sefial nuclear de la proteina (Figura 3C). Sin
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embargo, no se observaron diferencias en la cantidad de proteina total de Cnp20:3FLAG en
el fondo mhf1A, ni en la cantidad total de Mhf1:3FLAG en el fondo cnp20-ts2 (Figura 3D).
También se observo la deslocalizacion de Cnp20:tdT en los fondos mhf2A y mhf1A mhf24,
con resultados similares a los obtenidos para mhf1A.
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Figura 3. Interdependencias de las localizaciones de Mhf1, Mhf2 y Cnp20. A) Localizacién interdependiente
de Mhfly Mhf2. En el primer panel: mezcla de las cepas mhf1:EGFP (S2461) con las vacuolas tefiidas en rojo
con el colorante FM4-64 y mhf1:EGFP mhf2A (S2470). En el segundo panel: mezcla de las cepas mhf2:EGFP
(52464) con las vacuolas tefiidas en rojo con el colorante FM4-64 y mhf2:EGFP mhf1A (S2469). Se representa
la composicién de la proyeccion maxima de varias secciones a distintos z de cada canal superpuesta con la
imagen de campo claro. Las imagenes fueron deconvolucionadas. La escala es de 5 um. B) Western blot con
un anticuerpo anti-FLAG de las cepas mhf1:3FLAG (S2471), mhf1:3FLAG mhf2A (S2474), mhf2:3FLAG (S2472)
y mhf2:3FLAG mhf1A (S2475). La tubulina se utilizé como control de carga. C) Localizacién interdependiente
de Mhfly Cnp20. Se muestran las cepas cnp20:tdT (52465), cnp20:tdT mhf1A (S2466), mhf1:tdT cnp20-flag
(52478) y mhf1:tdT cnp20-ts2-flag (S2481). El mutante cnp20-ts2-flag y su control se crecieron a 25°C. Se
representa la proyeccion maxima de varias secciones a distintos z superpuesta con la imagen de campo claro.
Las imagenes fueron deconvolucionadas. Las imagenes se tomaron en las mismas condiciones de exposicion
y se procesaron de la misma manera para que fueran comparables. La escala es de 5 um. D) Western blot con
un anticuerpo anti-FLAG de las cepas cnp20:3FLAG (S2473), cnp20:3FLAG mhf1A (S2476), mhf1:3FLAG cnp20-
flag (S2479) y mhf1:3FLAG cnp20-ts2-flag (S2482). El mutante cnp20-ts2-flag y su control se crecieron a 25°C.
La tubulina se utilizd como control de carga. El * sefiala una banda inespecifica.
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Por tanto, la localizacién centromérica de Mhfl, Mhf2 y Cnp20 es interdependiente.
Sin embargo, la localizacidon nuclear de Mhfl depende de Mhf2 pero no de Cnp20. Los
resultados obtenidos sugieren que la interaccién entre Mhfl, Mhf2 y Cnp20 es requerida
para su localizacion centromérica, como se ha observado en eucariotas superiores. Ademas
la estabilidad de Mhfly Mhf2 parece depender de suinteraccidn. No obstante, la estabilidad
de Mhfly Cnp20 no parece estar asociada a la interaccién entre ambas, ni a su localizacién
centromérica.

1.3. Mhfl y Cnp20 se unen a la region central del centrémero independientemente
de Cnp1l

En este apartado se analizé la distribuciéon de Mhf1 (CENP-S) y Cnp20 (CENP-T) a lo
largo del centrémero de S. pombe y la posible interdependencia de su localizacién con la
proteina centromérica Cnp1 (CENP-A).

Para ello se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) y se
estudio el enriquecimiento de las distintas regiones centroméricas (cnt, imry otr) por PCR
cuantitativa (QPCR) utilizando oligonucledtidos especificos (Tabla 4 de Materialesy Métodos).
Seinmunoprecipitaron las proteinas Mhf1:3FLAG y Cnp20:3FLAG con anticuerpos anti-FLAG
y como control se inmunoprecipité Cnpl. Mhfl y Cnp20, al igual que Cnp1l, aparecieron
enriquecidas principalmente en el dominio cnt y parcialmente en las regiones imr, lo que
constituye la regidn central del centrémero responsable del ensamblaje del cinetocoro. No
se detectod enriquecimiento en las zonas pericentroméricas de heterocromatina, formadas
por las regiones otr (Figura 4A).

Debido a que Cnp1l es una proteina esencial se utilizé el mutante condicional cnp1-1
para comprobar si la localizacién centromérica de Mhfly Cnp20 dependia de Cnp1l. Incluso
después de 6 horas a la temperatura restrictiva no se produjeron cambios significativos en
la localizacion centromérica de Mhfl, ni en la de Cnp20 (Figura 4B). Asimismo, mediante
ChIP y gPCR, no se detectaron variaciones significativas en la cantidad de Cnp1 en la regién
cnt del centrémero en ausencia de Mhfl y Mhf2 (Figura 4C).

En S. pombe, Mhfl y Cnp20, de forma similar a Cnpl, se unen a la regién central del
centromero responsable del ensamblaje del cinetocoro. La localizacion centromérica de
Mhfly Cnp20 no depende de Cnpl, ni viceversa.
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Figura 4. Distribucion centromérica de Mhfl y Cnp20 e independencia de Cnpl. A) Representacion
esquematica del centrémero del cromosoma Il. qPCR con oligonucleétidos especificos de las distintas regiones
del centromero Il de ChiPs de las cepas mhf1:3FLAG (S2471) y cnp20:3FLAG (S2473) con un anticuerpo anti-
FLAG y de un silvestre (S2304) con un anticuerpo anti-Cnp1l. Se utilizaron oligonucledtidos de una region
intergénica como control. B) Localizacion de Mhf1:EGFP y Cnp20:tdT en un fondo silvestre (52461 y S2465) y
un fondo mutante ts para cnpl (S2483 y S2484) tras 6 horas a 36°C. Las imagenes se tomaron en las mismas
condiciones y se procesaron de la misma manera para que fueran comparables. La escala es de 5 um. C) gPCR
con dos parejas de oligonucledtidos especificos del dominio cnt del centrémero Il y una pareja de una region
intergénica como control. Las muestras se corresponden a 3 replicados biolégicos independientes de ChIP de
una cepa silvestre (52304) y un mutante mhf1A mhf2A (S2485) con un anticuerpo anti-Cnp1. Las barras de
error representan la desviacion estandar.

1.4. Mhf1 forma nucleosomas in vivo en la regién central del centromero

En eucariotas superiores se ha propuesto que CENP-S y -X conjuntamente con
CENP-T y -W pueden formar nucleosomas alternativos especificamente en el centrémero,
analogamente a los formados por CENP-A (Nishino et al., 2012). Sin embargo, todas las
evidencias obtenidas en esta direccién se han obtenido a partir de ensayos in vitro. Por
este motivo, nos propusimos estudiar si Mhfl podria formar parte de nucleosomas in vivo
en S. pombe.
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Para ello se obtuvieron mononucleosomas de la cepa mhf1:3FLAG (M128) mediante
el tratamiento con nucleasa micrococal, que digiere DNA no protegido por nucleosomas,
y seleccién por inmunoprecipitacion de cromatina (MNasa-ChlIP) con anticuerpos anti-
FLAG, anti-Cnp1 y anti-H3. Se purificd el material genético y se secuencié masivamente.
Los datos obtenidos fueron alineados, normalizados y representados en colaboracién con
Enrique Vazquez del laboratorio del Dr. Francisco Antequera. Como ejemplo, en la Figura
5 se representan los resultados obtenidos para el cromosoma Il (en las Figuras S2, S3, S4 y
S5 del Material Suplementario estan los datos correspondientes a los cromosomas |y Ill).
Tanto Mhf1l como Cnp1 se concentraron en la regidén centrémerica del cromosoma, y como
se habia visto por qPCR la distribucion a lo largo del centromero era similar para ambas
proteinas cuya localizacion se extiende por todo el dominio cnt y parte de las imrs hasta la
barrera formada por las agrupaciones de tDNAs. El perfil nucleosémico de la histona H3 se
extendio a lo largo de todo el cromosoma (Figura 5), como era de esperar.

Cromosomal ll
Mhf1
Cnp1
H3
200 kb
Centromero Il
Mhf1

do ol u“ J A X

Cnp1
i e lml.uhﬂ -

imr2L cnt2 imr2R

+—— Heterocromatina ———— tDNAs tDNAs

2 kb

Heterocromatina ———

Figura 5. Perfil de mononucleosomas de Mhfl, Cnpl y H3 en el cromosoma Il. Representacién del perfil
nucleosémico obtenido por secuenciacion masiva de la inmunoprecipitacion de mononucleosomas unidos a
Mhf1:3FLAG, Cnp1l y H3. Cada pico representa un nucleosoma, y la altura de los picos es relativa al nimero
de lecturas obtenidas indicando el enriquecimiento de cada posicidon. Diagrama de las distintas regiones
centromeéricas, las lineas rojas verticales representan las agrupaciones de tDNAs.

Mhf1 se posicioné en los mismos nucleosomas que Cnpl y H3, que fueron todos los
nucleosomas detectados en la regién central del centrémero (Figura 6). Al comparar los
perfiles obtenidos de los inmunoprecipitados con el perfil de nucleosomas totales (Soriano
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et al., 2013), se observé la ausencia de ciertos nucleosomas. Este sesgo se corresponde con
regiones ricas en AT que son mas labiles y pueden perderse con mayor facilidad durante
el tratamiento de las muestras inmunoprecipitadas (Figura 6). Este defecto se debe a
un artefacto de la técnica, ya que también se observd en el mapa de la histona H3, que
deberia estar presente en todos los nucleosomas candnicos del genoma. En los perfiles
de nucleosomas de Cnp1 publicados hasta el momento también aparecen estos huecos
(Lando et al., 2012; Yao et al., 2013).

Cnp1

Mhf1 1
I
I
I
I

imr2L cnt2 imr2R

Figura 6. Perfil de mononucleosomas de Mhfl, Cnp1, H3, mononucleosomas totales y perfil AT en la region
central del centrémero Il. En esta figura se han incorporado el perfil de mononucleosomas totales (Soriano et
al., 2013) y el perfil de AT >70%. Las flechas y lineas rojas discontinuas marcan el limite del enriquecimiento
de Mhfl y Cnpl que coinciden con las barreras de tDNAS representadas en el diagrama mediante lineas
verticales rojas.

A continuacién, se utiliz6 un programa desarrollado por Enrique Vazquez para
detectar la posible unién de Mhfly Cnp1 a regiones extracentroméricas. De esta manera se
identificaron 3 nucleosomas enriquecidos mas de dos veces en el perfil de Mhfl respecto al
control de la histona H3, que no eran explicables por posibles artefactos de la técnica (Figura
S6 del Material Suplementario). Dos de ellos localizaron en una regién intergénica cerca del
gen bfr1* que codifica un transportador transmembrana, y el tercero estaba en el promotor
del gen nab3* que codifica una proteina de unién a la cola poli A del RNA mensajero.
Cnp1l no parecia estar enriquecido en estas regiones. Por otra parte, se identificaron 914
nucleosomas enriquecidos mds de dos veces en el perfil de Cnp1 respecto al control de la
histona H3. En otros estudios se ha descrito que Cnp1 localiza en los promotores de algunos
genes (Choi et al., 2011). Vemos que estas regiones extracentroméricas enriquecidas en
Cnp1l son exclusivas de Cnpl y no se detecta union de Mhfl a las mismas (Figura S7 del
Material Suplementario). Se requieren experimentos adicionales para determinar si estos
datos encierran un significado biolégico.

En conjunto estos resultados sugieren que Mhfl forma parte de estructuras
nucleosémicas en la region central del centromero de S. pombe. Al igual que Cnpl, Mhfl se
detecta en todos los nucleosomas de la regidn central y su enriquecimiento esta delimitado
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por las barreras de tDNAs que separan la zona central en la que se ensambla el cinetocoro y
las zonas heterocromaticas flanqueantes. Al contrario que Cnp1 que se une a nucleosomas
en distintas regiones extracentroméricas, la deteccion de Mhfl parece mds restringida a la
zona centromérica y solo se detecta su interaccidn con un enriquecimiento limitado en tres
nucleosomas de todo el genoma extracentromérico.

1.5. La localizacion centromérica de Mhfl depende de Mis16 y Mis18

Como se describié en la introduccién (Figura 4 de la Introduccién), la carga
centromérica de Cnpl en S. pombe estd mediada, entre otros factores, por su unién a la
chaperona Sim3 de la familia NASP que la dirige al centromero donde es recibida por la
proteina Sim1 (Scm3), homdloga de HJURP en humanos, que esta unida al centrdmero a
través de una plataforma formada por los complejos Mis6-Sim4 y Mis16-Mis18. De forma
gue mutantes de cualquiera de estas proteinas presentan una disminucién de la localizacién
centromérica de Cnp1 (Pidoux et al., 2003; Pidoux et al., 2009).

Quisimos comprobar si los mecanismos de la carga centromérica de Mhfl son los
mismos que los de Cnpl. Para ello se analizé la localizacion de Mhfl:EGFP en mutantes
para los genes implicados en la carga de Cnpl. Todos estos genes son esenciales, por lo que
se utilizaron mutantes termosensibles: sim3-143, sim1-139 (mutante de Scm3), mis16-53y
mis18-262. El experimento se llevé a cabo a 25°C donde no se observaron diferencias en la
localizacién de Mhf1, y tras 6 horas a 36°C, donde se detectd la deslocalizacién centromérica
de Mhfl en los mutantes de mis16 y mis18. Ademas la seiial centromérica de Mhfl parecié
estar parcialmente afectada en el mutante sim1-139 y no se observaron diferencias en el
mutante sim3-143 incluso en condiciones restrictivas (Figura 7).

Mhf1:EGFP 36°C 6h
silvestre sim3-143 sim1-139 mis16-53 mis18-262

Figura 7. La localizacion centromérica de Mhfl depende de Mis16 y Mis18. Localizacién de Mhf1:EGFP
tras 6 horas a 36°C en los fondos genéticos: silvestre (52461), sim3-143 (S2486), sim1-139 (S2487) mis16-53
(52488) y mis18-262 (S2489). Cada imagen se corresponde con la proyeccidon maxima de varias secciones en
z que fueron deconvolucionadas y solapadas con la imagen de campo claro. Las imagenes se tomaron en las
mismas condiciones y se procesaron de la misma manera para que fueran comparables. La escala es de 5 um.

Por tanto, la localizacidn centromérica de Mhfl depende de Mis16 y Mis18 pero no
de Sim3 o Sim1 (Scm3), lo que indica que parte del mecanismo de la carga de Mhfly Cnpl
en el centromero es similar para ambas proteinas, pero que existen elementos especificos
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para la deposicion centromérica de cada una de estas histonas. Esta especificidad parece
venir dada en parte por la chaperona de histonas Sim3 que une a Cnp1ly la transporta hasta
el centrdmero. Por este motivo se realizd una busqueda de chaperonas de histonas y se
comprobd la localizacién centromérica de Mhfl en mutantes de delecién de todas ellas.
Pero Mhf1 se localizd apropiadamente en todos los mutantes testados: hip1, nap1, chz1y
mug183 (Figura S8 del Material Suplementario).

2. Analisis DE LA LOCALIZACION DE Mhf1 Y Mhf2 DURANTE LA REPARACION

CENP-S/MHF1 y CENP-X/MHF2, ademds de ser componentes estructurales del
centrémero, son capaces de formar un complejo con la DNA helicasa FANCM (Fml1 en S.
pombe) que esta conservado tanto en vertebrados como en levaduras y que desempefia
una funcion en la reparacion del DNA (Yan et al., 2010; Tao et al., 2012; Wang et al., 2013).
Sin embargo, en la levadura de fisidén existe poca informacion sobre la actividad de estas
proteinas in vivo. Por lo que decidimos estudiar la localizacién de estas proteinas en
condiciones basales y tras el tratamiento con agentes que dafian al DNA.

2.1. Localizacion nuclear de Fmll y su interdependencia con Mhfl

Para determinar la localizacion subcelular de Fmll en S. pombe se le fusiond una
etiqueta EGFP en el extremo carboxilo en su locus enddgeno. La cepa que expresaba
FmI1:EGFP presentd un crecimiento y una morfologia similar a la de las células silvestres, lo
que sugirio que la proteina de fusidn era funcional (Figura S1 del Material Suplementario).

FmI1:EGFP presentd una senal difusa nuclear débil similar a la sefal nuclear de Mhf1.
En algunas células también se observo una sefial discreta de Fml1 que con cierta frecuencia
correspondia con la sefial centromérica de Mhfl (Figura 8A). Con objeto de estudiar la
interdependencia de las sefiales de Mhfl y Fml1, se generd un mutante de delecion para
el gen fml1* sustituyendo la ORF del gen por el marcador de resistencia a higromicina
hphMx6. La seial nuclear de Mhfl disminuia considerablemente en células carentes de
Fml1 (Figura 8B). Del mismo modo, la tenue sefial nuclear de Fml1 se vio disminuida en un
mutante mhf1A (Figura 8C). También se observod una deslocalizacidon de Fml1 en un fondo
mhf24 pero no en un fondo mutante cnp20-ts2 (Figura S9 del Material Suplementario).

Para determinar los niveles de Fml1, se generd una fusién de Fmll con la etiqueta
3FLAG. Tras comprobar que FmI1:3FLAG era funcional, se estudid si habia variaciones
en la cantidad de proteina total. La Figura 8D muestra que los niveles de FmI1l no se
vieron afectados en ausencia de Mhf1, ni viceversa. El hecho de que disminuya la sefial
de la proteina sin que la cantidad total de la misma esté afectada puede deberse a una
relocalizacion de las proteinas o a que la unidn al DNA afecte a la intensidad de la sefial
emitida por las etiquetas.
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Mezcla Fmi1

E» Tubulina I:—_;]* Tubulina

Figura 8. Localizacion nuclear de Fml1 e interdependencia con Mhfl. A) Fml1 presenta una sefial nuclear
muy tenue que colocaliza con Mhf1. Se utiliz6 la cepa fml1:EGFP mhf1:tdT (S2490). B) La localizacidn nuclear
de Mhfl depende de Fml1l. Mezcla de las cepas mhf1:EGFP (S2461) con las vacuolas tefiidas en rojo con el
colorante FM4-64 y mhf1:EGFP fml1A (S2492). C) La localizacidn nuclear de Fml1 depende de Mhfl. Mezcla
de las cepas fml1:EGFP (S2494) con las vacuolas tefiidas en rojo con el colorante FM4-64 y fml1:EGFP mhf1A
(52491). Cada imagen se corresponde con la proyeccion maxima de una serie de imagenes deconvolucionadas
a distintos z. La escala es de 5 um. D) Western blot con un anticuerpo anti-FLAG de las cepas mhf1:3FLAG
(S2471), mhf1:3FLAG fml1A (S2495), fml1:3FLAG (S2497) y fml1:3FLAG mhf1A (S2496). La tubulina se utilizo
como control de carga.
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En resumen, FmI1l y Mhfl presentan una localizacién difusa en el nucleo que es
interdependiente. Lo que sugiere que la localizacién nuclear de Mhfl puede estar implicada
en la reparacion del DNA, y que Mhfl y Fml1 pueden estar formando un complejo en S.
pombe como ocurre en otros organismos.

2.2. Mhfl y Fml1 forman focos en presencia de MMS

Recientemente se ha publicado un escrutinio masivo en el que se ha identificado a
Fml1 como una proteina capaz de localizarse en roturas de doble cadena (DSB) producidas
porlaendonucleasa HO en S. pombe (Yu et al., 2013). Aunque Mhfl no fue identificado en el
escrutinio inicialmente, en este estudio se comprobd que también era capaz de localizarse
en los DSB producidos por la endonucleasa HO (Figura S10 del Material Suplementario).

Como Fml1 y Mhfl eran capaces de colocalizar en focos de reparacién producidos
por la endonucleasa HO y el mutante fm/1A se habia descrito que era sensible al agente
genotoxico MMS (Sun et al., 2008) y en este estudio se comprobdé que mhflA también
era sensible a MMS (Figura S11 del Material Suplementario), nos propusimos estudiar
la localizacion de estas proteinas tras la induccién de dafio exégeno con MMS. De esta
manera se observo que Fmll y Mhfl colocalizaban en focos que se formaban tras 4 horas
de exposicion a MMS 0,01% (Figura 9A). Ademas como no se produjo un incremento en la
cantidad de proteina total ni de Fml1 ni de Mhf1 (Figura 9B), la formacién de estos focos
debia provenir de la relocalizacién de estas proteinas.
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Figura 9. Localizacion y cantidad de Fml1 y Mhfl en presencia de MMS. A) Fml1 y Mhfl forman focos en
células crecidas 4 horas en YES con MMS 0,01% a 30°C. Se utilizé la cepa fml1:EGFP mhf1:tdT (S2490). Cada
imagen se corresponde con la proyeccion maxima de una serie de imagenes deconvolucionadas a distintos
z. La escala es de 5 um. Las flechas indican los focos formados en presencia de MMS. B) Los niveles de Fml1
y de Mhfl no variaron tras el tratamiento con MMS. Western blot con un anticuerpo anti-FLAG de las cepas
mhf1:3FLAG (S2471) y fml1:3FLAG (S2497) tras 0, 2 y 4 horas de exposicion a MMS 0,01%, en YES a 30°C. La
tubulina se utilizé6 como control de carga.

2.3. Los focos de Mhfl y FmlIl formados en presencia de MMS son
interdependientes

Con objeto de determinar si los focos de Mhfl formados tras el tratamiento con MMS
colocalizaban o no con el centromero y con focos de reparacién de forma dependiente de
Fml1, se generaron cepas que expresan Mhfl:tdT con Mis6:GFP (proteina centromérica)
y con Rad22:YFP (proteina de reparacién) tanto en un fondo silvestre como en un fondo
fml1A para analizar su comportamiento en presencia de dafio al DNA. De este modo se
comprobo que los focos de Mhfl formados tras un tratamiento de 4 horas con 0,01% de
MMS no colocalizaban con Mis6 y, por tanto, no se correspondian con el centrémero,
pero colocalizaban con focos de reparacidon formados por la proteina Rad22 en un fondo
silvestre. Mientras que en el mutante fml/14, Mhfl no colocalizaba con los focos de
reparacién de Rad22, de hecho no presentaba localizaciones adicionales y sélo mantenia
su sefial centromérica (Figura 10).

De forma similar se analizé si la localizacién de FmI1 en los focos de reparacién
dependia de Mhfl. Al contrario que en la cepa silvestre no se detectd la formacién de
focos de FmI1:EGFP tras el tratamiento con MMS en una cepa mhf1A. No obstante, la sefial
nuclear de FmI1:EGFP se incrementd en algunas células tras el tratamiento con MMS en
ausencia de Mhf1 (Figura 11). Este dato sugiere que el reclutamiento de Fml1 en los sitios
de dafo depende de Mhfl, aunque no totalmente.

Estos resultados indican que Fml1 y Mhfl colocalizan de forma interdependiente en
focos de reparacion del DNA producidos tras la exposicidon a un agente genotdxico como es
el MMS. Aunque, cabe destacar que la localizacién de Fml1 en presencia de dafio exdgeno
al DNA no depende totalmente de Mhf1.
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Figura 10. Mhf1l colocaliza con focos de reparacion inducidos por MMS de manera dependiente de Fml1.
Se utilizaron las cepas mhf1:tdT mis6:GFP (S2463), mhfl1:tdT mis6:GFP fml1A (S2504), mhf1:tdT rad22:YFP
(52503) y mhf1:tdT rad22:YFP fml1A (S2505). Imagenes tomadas tras 4 horas de tratamiento con MMS
0,01% en YES a 30°C. Cada imagen se corresponde con la proyeccidon maxima de una serie de imagenes
deconvolucionadas a distintos z. La composicion de los distintos canales esta superpuesta con la imagen de
campo claro. Las imagenes se tomaron en las mismas condiciones y se procesaron de la misma manera para
que fueran comparables. La escala es de 5 um. Las flechas indican los focos de reparacién.

control MMS 0,01%

silvestre

mhf1A

Figura 11. Fml1 forma focos en presencia de MMS que dependen en gran medida de Mhfl. Se utilizaron
las cepas fml1:EGFP (S2494) y fml1:EGFP mhf1A (S2491). Imagenes tomadas a tiempo 0 y tras 4 horas de
tratamiento con MMS 0,01% en YES a 30°C. Cada imagen se corresponde con la proyeccion maxima de una
serie de imagenes deconvolucionadas a distintos z. Las imagenes se tomaron en las mismas condiciones y se
procesaron de la misma manera para que fueran comparables. La escala es de 5 um. Las flechas indican los
focos de reparacion formados tras el tratamiento de MMS.
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2.4. Cnp20 no se localiza ni afecta a la localizacion de Mhfl en los focos de
reparacion del DNA

En células de mamiferos tanto CENP-A como CENP-T son reclutados a los focos de
reparaciéon producidos por DSBs, postulandose que pueden tener un papel en la reparacion
del DNA (Zeitlin et al., 2009). Con objeto de determinar si Cnp20 al igual que Mhf1 participa
en la reparaciéon del DNA en S. pombe, se comprobd la localizacion de Cnp20:tdT tras el
tratamiento con MMS 0,01% durante 4 horas, y se observé que Cnp20:tdT colocaliza
con Mis6:GFP en el centrédmero sin presentar sefiales adicionales (Figura 12A). También
se estudio la viabilidad de dos mutantes condicionales de Cnp20 en presencia de MMS,
y no manifestaron sensibilidad a la droga en las mismas condiciones en las que la cepa
mhfiA mhf2A silo era (Figura 12B). Ademas, Mhfl seguia siendo capaz de formar focos
de reparacion tras el tratamiento con MMS 0,01%, durante 4 horas a 30°C, en el mutante
termosensible cnp20-ts2 (Figura 12C).

Estosdatossugieren que pese aquelafuncién centromérica de Mhfl esté intimamente
relacionada con Cnp20, su funcién en la reparacién del DNA parece ser independiente.
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Figura 12. Al contrario que Mhfl, Cnp20 no parece participar en la reparacion del DNA. A) Cnp20 no forma
focos de reparacion en presencia de MMS. Se utilizd la cepa cnp20:tdT mis6:GFP (S2506). Las imagenes fueron
tomadas tras 4 horas de tratamiento con MMS 0,01% en YES a 30°C. Se representa la proyeccion maxima de
una serie de imagenes deconvolucionadas a distintos z. La escala es de 5 um. B) Los mutantes de Cnp20 no
son sensibles a MMS. Diluciones seriadas 1:10 de la cepa silvestre (S2304), dos mutantes condicionales de
Cnp20, cnp20-ts2 (S2480) y cnp20-ts4 (S2507), y del doble mutante mhfiA mhf2A (S2485), en YES como
control y YES con MMS 0,0075%. Las imdagenes se corresponden a las 72 horas de crecimiento a 28°C. C)
Los focos de reparacién de Mhfl son independientes de Cnp20. Se utilizaron las cepas mhf1:tdT (S2462) y
mhf1:tdT cnp20-ts2 (S2481). Las imagenes fueron tomadas a tiempo 0y tras 4 horas de tratamiento con MMS
0,01% en YES a 30°C. Se representa la proyeccion maxima de una serie de imagenes deconvolucionadas a
distintos z. Las imagenes se tomaron en las mismas condiciones y se procesaron de la misma manera para que
fueran comparables. La escala es de 5 um. Las flechas indican los focos formados tras el tratamiento de MMS.

3. ESTUDIO DEL FENOTIPO DE LA DELECION DE fml1*

FANCM junto con MHF1y MHF2 son componentes de la ruta de la Anemia de Fanconi
(FA) de reparacién del DNA, que promueve el procesamiento de horquillas de replicacidon
rotas y/o bloqueadas a través de la recombinacién homdloga (Meetei et al., 2005). Ademas,
FANCM desempeiia funciones independientes del reclutamiento del complejo central de la
FA que estdn conservadas en sus ortélogos en levaduras (Mphl en S. cerevisiae y Fmll
en S. pombe) como son la regresidon de horquillas de replicaciéon bloqueadas facilitando
la reanudacién de la replicacidon y la reparacién de roturas de doble cadena (DSBs) a
través de la ruta SDSA (synthesis-dependent strand annealing) evitando la formacion de
entrecruzamientos (Gari et al., 2008; Sun et al., 2008; Prakash et al., 2009; Zheng et al.,
2011; Lorenz et al., 2012; Nandi y Whitby, 2012).

En S. pombe la funcién y relevancia de Fml1 in vivo ha sido poco estudiada. Para
profundizar en la caracterizacion de la funcion de esta proteina se utilizé el mutante de
delecién fml1A, que se construyd reemplazando la ORF del gen por el marcador hphMx6
gue contiene resistencia a higromicina. La cepa deficiente para Fml1 fue viable y presenté
la misma tasa de crecimiento que la cepa silvestre entre 25°C y 36°C, de acuerdo con los
datos publicados por Sun et al., 2008. En este apartado estudiaremos la relacion entre Fml1l
y el checkpoint de dafo al DNA, asi como la posible funcion de FmI1 en la regulacion del
intercambio del tipo sexual de S. pombe.

3.1. Las células carentes en Fml1 presentan un retraso en la fase G2 del ciclo
celular producida por la activacion del checkpoint de daifo al DNA

Dado que FmI1 es una proteina que participa en la reparacion del DNA, quisimos
comprobar si las células carentes de Fml1l acumulan dafo enddgeno en el DNA. Para lo
cual se determiné el porcentaje de focos de reparacidon de Rad22 en una cepa fml/1A en
comparacién con una cepa silvestre en ausencia de dafio exégeno al DNA. En la cepa silvestre
el 15,99 + 2,64% de nucleos presentaban focos de Rad22 (media + desviacion estandar de
dos experimentos independientes con n>450 por experimento), la mayoria de los cuales
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aparecian en células en fase S 0 G2 temprana (células con septo o recién septadas) y soélo el
12,72 + 3,17% pertenecian a células en fase G2 mas tardia. Sin embargo, en la cepa fml1A
el 28,1 + 0,35% de los nucleos presentaban focos de Rad22 (media + desviacidon estandar
de dos experimentos independientes con n>850 por experimento), de los cuales el 38,44 +
10,88% pertenecian a células en fase G2 tardia (Figura 13).
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Figura 13. La delecidon de fml1* presenta un incremento de focos de reparacion de Rad22 fundamentalmente
en células en fase G2 tardia. A) Grafica de barras en la que se representa el porcentaje de nucleos con focos
de reparacién de Rad22 de la cepa silvestre rad22:YFP (S2508) y de la cepa rad22:YFP fmi1A (S2509). Se
distingue entre nucleos de células en fase S 0 G2 temprana y nucleos de células en fase G2 mas tardia. Las
barras de error representan la desviacion estandar entre dos experimentos independientes. B) Imagenes
de microscopia con las mismas cepas en las que se muestran los focos de Rad22:YFP sefialados con flechas.

Proyeccién maxima de varias secciones a distintos z superpuesta con la imagen de campo claro. La escala es
de 5 um.

Por otra parte, se observd que la cepa fml1A presentaba un tamafio medio en
septacion de 14,8 £ 2,49 um comparado con los 13,42 + 1,12 um de la cepa silvestre (n>100
y p-valor<0,0001) (Figura 14). Lo que indicaba que un porcentaje de las células mutantes
presentaba una fase G2 mas larga. Este retraso en la progresién por la fase G2 del ciclo
celular en el mutante fml1A podria ser debido a la activacion del checkpoint de dafio al
DNA, producida por la acumulacidn de focos de Rad22 en la fase G2 en este mutante. Para
comprobar esta hipotesis se midié el tamano medio en septacion del mutante fm/1A en
combinacidon con mutantes de las dos quinasas efectoras del checkpoint de dafio al DNA
Chk1 y Cdsl1. En la Figura 14 se muestran las medidas realizadas (n>100 para cada cepa),
observandose que el doble mutante chk1A fml/1A redujo su tamaio significativamente
a 12,14 + 1,43 um, mientras que el doble mutante cds1A fml/1A seguia presentando un
tamano mayor de 13,86 + 2 um comparado con el de cds1A 13,08 + 0,74 um.
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Figura 14. La delecidn de fml1* presenta un fenotipo alargado que depende de la activacion del checkpoint
de daio al DNA. A) Tincién con calcoflior de la cepa silvestre (52304) y de los mutantes: fm/1A (S2510),
chk1A (51013), fml1A chk1A (S2511), cds1A (S1363)y fml1A cdsl1A (S2512). La escala es de 5 um. B) Grafica
de puntos representando la longitud celular en septacion de los mutantes del apartado A (n>100 para cada
cepa).

Con objeto de comprobar bioquimicamente la activacidon del checkpoint de dafno al
DNA en el mutante fml1A se realizd un western blot para determinar el nivel de fosforilacion
de Chk1. Se observo una banda de fosforilacion de Chk1 en cuatro clones distintos de fm/1A
en ausencia de dafio exdgeno (Figura 15A). Sin embargo, no se observaron diferencias en la
movilidad de Cds1 entre la cepa fml1A vy la silvestre, pese a que se utilizdé un gel de Phos-tag
para separar las posibles bandas de fosforilacién (Figura 15B).

Estos resultados sugieren que en ausencia de fm/1* se acumula dafio enddgeno y se
dispara el checkpoint de daio en el DNA, el cual genera un retraso en la fase G2 del ciclo
celular.
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Figura 15. Chk1 pero no Cdsl se fosforila en células carentes de fml/1* en ausencia de dafo exégeno. A)
Western blot con un anticuerpo anti-HA de las cepas chk1:HA (S2513) y chk1:HA fml1A (S2516, S2517,
$2514 y S2515). La tubulina se utilizé como control de carga. B) Western blot de un gel de Phos-tag con un
anticuerpo anti-HA de las cepas cds1:HA (S2143) y cds1:HA fml1A (S2518 y S2519). Como control positivo de
la fosforilacion de Cds1 se muestra la cepa silvestre tratada con HU. Se utilizé la tincidon de Ponceau como
control de carga.

3.2. Las células carentes de fm/1* presentan una interaccion genética negativa
con mutantes del checkpoint de dafio al DNA en presencia de agentes genotdxicos

Analizamos si la funcionalidad del checkpoint de dano al DNA es necesaria para la
viabilidad celular en ausencia de Fml1 y viceversa. Para lo cual se generaron combinaciones
de la delecidn fml1A con los mutantes rad3A, chklA y cds1A, y se estudié su tasa de
crecimiento celular tanto en ausencia como en presencia de agentes genotdxicos. Fmll
presentd una interaccidn genética negativa fuerte con la quinasa apical del checkpoint,
Rad3, incluso en ausencia de dafio exdgeno al DNA. No obstante, esta interaccién fue mucho
menos severa con el doble mutante, chk1A cds1A, carente de ambas quinasas efectoras
del checkpoint (Figura 16A). Por tanto, el fenotipo observado en ausencia de Rad3 ha de
deberse a otras funciones de esta quinasa independientes del checkpoint de dafio al DNA.

Por otra parte, a dosis muy bajas de MMS la delecion de fm/1* fue letal en combinacién
con chk1A cds1A (Figura 16A). Para diseccionar qué via del checkpoint era necesaria para
la viabilidad del mutante fm/1A en presencia de agentes genotdxicos, se determiné la
sensibilidad de los dobles mutantes fml1A chk1A y fml1A cds1A a MMS y a hidroxiurea
(HU). El ensayo de gotas de la Figura 16B muestra que el doble mutante fm/1A chk1A crecia
peor que los parentales en ausencia de dafo exdgeno, ademds era incapaz de crecer a
la concentracién mas baja testada de MMS 0,001%, mientras que la viabilidad de ambos
parentales no se distinguia de la de la cepa silvestre en estas condiciones, de forma similar a
lo que ocurria con el triple mutante fm/1A chk1A cds1A. También se observé una reduccion
del crecimiento de la cepa fm/1A chk1A en presencia de HU, aunque mucho menos severa
que con el tratamiento con MMS. El doble mutante fm/1A cds1A crecia como un silvestre
en ausencia de dafo exdgeno y presentaba una interaccion genética negativa en MMS
0,0025% y HU 1 mM (Figura 16B).
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Figura 16. Interaccion genética de fml/1* con el checkpoint de dafio al DNA. A) Diluciones seriadas 1:10
de la cepa silvestre (S2304) y de los mutantes: fm/1A (S2510), rad3A (S2520), fml/1A rad3A (S2521), chk1A
cds1A (S1014) y chk1A cds1A fml1A (S2523), en YES como control y YES con MMS 0,001%. Las imagenes se
corresponden a las 72 horas de crecimiento a 28°C. B) Diluciones seriadas 1:10 de la cepa silvestre (52304) y
de los mutantes: fm/1A (S2510), chk1A (S1013), fml1A chk1A (S2511), cds1A (S1363)y fml1A cds1A (S2512),
en YES como control y en las condiciones de MMS e HU indicadas. Las imagenes se tomaron a las 72 horas de
crecimiento a 28°C. C) Fotografias de los mutantes anteriores tras 20 horas en crecimiento en placa de YES
como control y YES con MMS 0,0025% a 28°C.
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En general la exposicion a agentes genotoxicos produce la activacion del checkpoint
de dafio al DNA que se encarga de parar el ciclo y promover la reparacién del dafio. Por este
motivo las células expuestas a tratamientos con drogas como el MMS y la HU se alargan. En
la Figura 16C se observa que la cepa silvestre a una concentracion de MMS 0,0025% no se
alargaba mientras que el mutante fm/1A presentaba células mucho mas alargadas de forma
dependiente de Chk1.

En conjunto estos resultados sugieren que en el mutante fml/1A el checkpoint de
dano al DNA de G2 mediado por Chkl esta activo incluso en células no expuestas a dafio
exdgeno, lo cual provoca un retraso en la fase G2 del ciclo celular y el alargamiento de las
células del mutante. Ademas, en presencia de agentes genotdxicos como el MMS esta ruta
del checkpoint se vuelve esencial en ausencia de Fml1 y viceversa.

3.3. Fml1 puede jugar un papel en el cambio del tipo sexual en S. pombe

El tipo sexual de la levadura de fisién, h* o h, viene determinado por el cassette de
informacidn genética, P o M, que reside en el locus mat1 de la region mat del genoma
de S. pombe. La regidon mat se compone ademas de dos cassettes donantes silenciados
mat2-P y mat3-M que son fijos (Egel, 1989). En S. pombe el intercambio del tipo sexual se
produce por una modificacion epigenética denominada imprint que da lugar a una DSB,
durante la fase S, que se repara por recombinaciéon homaéloga (HR) copiando la informacién
genética codificada por uno de los dos cassettes silenciados mat2-P o mat3-M en el locus
matl (Dalgaard y Klar, 1999; Kaykov et al., 2004; Vengrova y Dalgaard, 2004). Las células
homotalicas h*° de S. pombe son capaces de intercambiar eficientemente entre ambos
tipos sexuales, mientras que las cepas heterotalicas no lo hacen. Las cepas heterotalicas
utilizadas en este estudio han sido la h™ en la que el intercambio se produce sobre un
cassette que esta silenciado y no sobre el mat1-P que se expresa, ademas la frecuencia del
imprinting esta reducida debido a la heterocromatizacion de la zona, y la h* en la que el
cassette mat2-P ha sido delecionado, de forma que aunque la frecuencia del imprinting en
esta cepa no se ve alterada, no puede haber un intercambio del tipo sexual (Beach y Klar,
1984; Leupold, 1950) (Figura 17A).

Al comparar la delecion de fml1* en los fondos h y h*" no se observaron diferencias
en la tasa de crecimiento. Sin embargo, las células h® fml1A presentaban una mayor
frecuencia de células aberrantes o muertas que las células h*" fml1A (Figura 17B), de hecho
al crecer las células carentes de fml/1* en presencia de floxina B, un compuesto que tifie de
rojo las células muertas, se tefiian de un rosa mas oscuro si eran h* que si eran h*V (Figura
17C). Para discernir si este fenotipo se debia al tipo sexual que expresaba cada cepa o a la
frecuencia del imprinting que es mayor en la cepa heterotdlica h® que en la h*", se generd
la delecién de fml1* en un fondo h*™. La cepa heterotalica h*™° tiene delecionada la zona
del imprinting de manera que es incapaz de generar el DSB necesario para el intercambio

63



Resultados

A

| Organizacién del locus mat | | Frecuencia imprinting |

h90

normal 4

h™

baja 4

hs - L _ normal 4

MEA

silvestre

fml1A

h*N

ilvest
silvestre A

hs

fmi1A|

silvestre

h-smto
fmil1A

Figura 17. Las células carentes de fm/1* muestran mayor letalidad en un fondo h*y una tasa de esporulacién
reducida en un fondo h%. A) Representacion esquematica de la region mat de la cepa homotiélica h*° y
las cepas heterotélicas h*™, h y h=m°, B) Fotografias de cultivos en fase exponencial en YES a 28°C de la
delecidn de fml1* en los fondos genéticos h*", h*y h*m. Las flechas sefialan células aberrantes o muertas.
C) Diluciones seriadas 1:10 de las cepas silvestres (52169, S2304 y S2594) y de los mutantes fm/1A (S2493,
$2595/52596 y S2597/52598) en YES con floxina B (YPhB). Las imdgenes corresponden a una placas tras 72
horas de crecimiento a 28°C. D) Ensayo de esporulacion. Diluciones 1:1, 1:4, 1:10, 1:20 y 1:50 en una placa de
MEA, provenientes de cultivos en fase exponencial crecidos en YES a 25°C de la cepa silvestre (52049) y de dos
clones del mutante fm/1A (52524 y S2525). Esta placa se incubd durante 3 dias a 25°C antes de la exposicidn
a los vapores de yodo.
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del tipo sexual en S. pombe (Styrkarsdottir et al., 1993) (Figura 17A). La cepa fml/1A h=m°
presentaba una menor tasa de células aberrantes o muertas que la cepa h* (Figura 17B) y
un tono de rosa similar al de la cepa silvestre en presencia de floxina B (Figura 17C).

Ademas, en células h*°, que son capaces de intercambiar el tipo sexual de S.
pombe (Figura 17A), el mutante fm/1A presentaba una tasa de esporulacién reducida en
comparaciéon con la cepa silvestre (Figura 17D). Este dato sugiere que la frecuencia del
intercambio del tipo sexual de S. pombe esta reducida en ausencia de Fml1.

Por tanto, Fml1 parece desempeiiar una funcion en el intercambio del tipo sexual de
S. pombe, que requerira de un andlisis mas detallado para su caracterizacion.

Cabe destacar que todos los fenotipos observados para fmllA: sensibilidad a
compuestos genotoéxicos, extensidn de la fase G2, activacidon de Chk1 en ausencia de dafio
exégeno al DNA vy la interaccidn genética con los mutantes del checkpoint de dafio al DNA,
han sido testados y fueron similares en ambos tipos sexuales h*y h*". Aunque la interaccion
genética con el mutante de rad3 fue mas fuerte en el fondo genético h*® que en el fondo
genético h*™" (Figura S12 del Material Suplementario).

4. ESTUDIO DEL FENOTIPO DE LAS DELECIONES DE mhf1* Y mhf2*

Para analizar el fenotipo de la ausencia de Mhfl y Mhf2 en S. pombe se construyé
un mutante de delecion mhf1A sustituyendo la ORF del gen por el marcador de resistencia
natMxe6, y se utilizé el mutante de delecién mhf2A procedente de la coleccién de mutantes
nulos de Bioneer v3.0. En general se observd que tanto el mutante mhf1A como el mutante
mhf2A crecian lentamente y presentaban células aberrantes (Figura 18A). Sin embargo,
al obtener las deleciones de novo a partir de una cepa diploide resulté evidente que la
ausencia de cualquiera de estas proteinas era practicamente letal (Figura 18B). Fenotipo
gue se corregia después de varios pases, lo cual sugiere que estos mutantes acumulan
supresores espontdneamente que mejoran el fenotipo inicial.

A B

silvestre mhFfiA

Figura 18. Las células del mutante mhf1A crecen lentamente y presentan tamafos y morfologias aberrantes.
A) Fotografias de las cepas silvestre (52304) y mhf1A (S2499) tras 20 horas de crecimiento en una placa de YES
a 25°C. B) Obtencidén del mutante nulo de mhf1*por diseccion de tétradas de una cepa diploide.

65



Resultados

4.1. La ausencia de Mhfl y/o Mhf2 provoca severos defectos de segregacion
e inestabilidad gendmica

Se analizaron los defectos de segregacién de cultivos asincrénicos de los mutantes
mhflA, mhf2A y el doble mutante mhfl1A mhf2A mediante una doble tincién con DAPI-
Calcofluor. Los mutantes sencillos y el doble mutante presentaban, alrededor del 50% de
células septadas y de células en anafase con defectos (Figura 19A). No se observé un efecto
aditivo entre las mutaciones sencillas. Los defectos observados en anafase, consistian en
la presencia de material genético sin repartir entre ambas células hijas durante anafase B.
Mientras que los defectos que se observaron en las células septadas se clasificaron en las
siguientes categorias: defectos de septacion (engrosamiento o malformacién del septo),
segregacion asimétrica, bien porque todo el material genético se encontrara a una parte
del septo o porque hubiera mds masa de material genético a una parte del septo que en
la otra, y fenotipo cut en la que la célula septa sin haber segregado el material genético.
La frecuencia de estas categorias en cada uno de los mutantes se representa en la Figura
19B. Estos mutantes también presentaron defectos de segregacién durante meiosis y una
elevada pérdida de viabilidad en las esporas (Figura S13 del Material Suplementario).
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Figura 19. Defectos de segregacion e inestabilidad gendmica de los mutantes de deleciéon de mhf1*y mhf2*.
A) Tabla que recoge los porcentajes de defectos de segregacion obtenidos de recuentos realizados sobre
tinciones con DAPI-Calcoflior de células en crecimiento vegetativo de un cultivo en fase exponencial de la
cepa silvestre (52304) y los mutantes mhf1A (S2499), mhf2A (S2500) y mhf1A mhf2A (S2485) en YES a 30°C.
B) Grafica que recoge los recuentos para las distintas categorias de defectos de células septadas en mitosis. C)
Ensayo de pérdida del minicromosoma Ch16. Imdagenes de colonias de la cepa silvestre (52526) y el mutante
mhflA mhf2A (S2527) crecidas en un medio con baja adenina durante 3 dias a 30°C.
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Para medir el grado de inestabilidad gendmica de estas cepas, se utilizé el ensayo
de pérdida del minicromosoma Ch16. El minicromosoma Ch16 es un cromosoma artificial
capaz de segregar como el resto de cromosomas de S. pombe, pero que no es esencial.
Este minicromosoma contiene el alelo ade6-M216 que complementa el alelo gendmico
ade6-M210, permitiendo a la célula crecer en medio sin adenina. Sin embargo, si la célula
pierde el minicromosoma se volvera ade-, con la particularidad de que las células ade-
forman colonias rojizas en medio con baja adenina. El ensayo del minicromosoma Ch16
nos permite calcular la frecuencia de pérdida cromosdmica de una cepa, siendo la de la
cepa silvestre de 10* (Niwa et al., 1989). La tasa de pérdida del minicromosoma Ch16 en las
cepas mutantes fue 100 veces superior a la de la cepa silvestre (Figura 19C).

A diferencia de Fml1, la ausencia de Mhfl y Mhf2 provoca segregaciones aberrantes
y una alta tasa de pérdida cromosdémica. Estos fenotipos son probablemente debidos a
defectos en la funcidén centromérica de estas proteinas, que no parece estar afectada en el
mutante fm/1A. La elevada inestabilidad gendmica en los mutantes mhfiAy mhf2A provoca
que acumulen supresores que pueden enmascarar sus fenotipos.

El hecho de que las proteinas Mhfl y Mhf2 participen en dos procesos fisioldgicos
distintos: la segregacién y la reparacién del DNA, y que su ausencia genere fenotipos
tan severos que provoque la acumulacién de supresores complica en gran medida su
caracterizaciéon funcional. Por este motivo decidimos realizar una mutagénesis, con el
objetivo de generar mutantes condicionales de la funcién centromérica, con tal de evitar
la aparicidon de supresores, y mutantes especificos de la funcién de reparacién que nos
permitan estudiar la implicacién de Mhfl y Mhf2 en esta ruta sin que los resultados sean
enmascarados por los graves defectos centroméricos.

5. MUTAGENESIS DIRIGIDA DE mhf1*

Como se ha comentado en la introduccion CENP-S/MHF1 y CENP-X/MHF2 son
dos proteinas altamente conservadas a lo largo de la evolucién. Ademas la estructura
tridimensional del tetrdmero de CENP-S-X-T-W ha sido resuelta en G. gallus y la del
tetramero (CENP-S-X), en S. cerevisiae, G. gallus y H. sapiens. Las estructuras obtenidas
demuestran que estas proteinas tienen dominios de plegamiento tipo histona y que forman
complejos comparables a los nucleosomas candnicos o los formados por CENP-A. Gracias a
los datos estructurales se han identificado los sitios de unién al DNA de estos complejos y
los residuos relevantes tanto para la formacién de los dimeros CENP-S-X y CENP-T-W como
para la formacion de los tetrameros CENP-S-X-T-W y (CENP-S-X), (Nishino et al., 2012; Tao
etal., 2012; Yang et al., 2012; Wang et al., 2013).

Aprovechando los datos estructurales disponibles y en colaboracién con el Dr. José
Antonio Manso y con el Dr. José Maria Pereda del Instituto de Biologia Molecular y Celular
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del Cancer (IBMCC) de Salamanca, se realizd el modelado de la estructura tetramérica de
Mhf1-Mhf2-Cnp20-New1 de S. pombe, que estaria asociada a la funcion centromérica de
estas proteinas, y de la estructura tetramérica (Mhf1-Mhf2), que se asocia a su papel en
la reparacién del DNA. Estos modelos nos permitieron identificar los residuos relevantes
para la formacion de ambos tetrameros. Finalmente, se llevé a cabo un estudio predictivo
in silico sobre el efecto de introducir mutaciones en estos residuos. De esta manera se
seleccionaron una serie de mutaciones que alteraban la estabilidad de los complejos, y las
introdujimos en S. pombe para caracterizar su efecto bioldgico.

5.1. Modelado de la estructura de los tetrameros de Mhfl-Mhf2-Cnp20-
Newl y (Mhf1-Mhf2), en S. pombe

CENP-S, -X, -T y -W son proteinas con dominios de plegamiento tipo histona. CENP-S
estd formada por cuatro hélices ay una cola C-terminal desestructurada rica en aminodcidos
basicos, principalmente lisinas, de la que no se ha resuelto la estructura tridimensional.
CENP-X y -W consisten en tres hélices a. CENP-T por su parte posee dos dominios, un
dominio N-terminal que se encarga de interaccionar con elementos del cinetocoro externo,
y un dominio C-terminal de plegamiento tipo histona. Solo se ha resuelto la estructura del
dominio C-terminal de CENP-T, que esta formado por cinco hélices a (Nishino et al., 2012)
(Figuras 20y 21).

Se ha descrito que la cola C-terminal de CENP-S es importante para la unién al DNA en
G. gallus y H. sapiens, y se corresponde con los 33 y 31 aminoacidos finales de la proteina,
respectivamente. De hecho, CENP-S-CtA, versidn truncada de CENP-S sin la cola C-terminal,
es una proteina parcialmente funcional que presenta defectos en su interaccidon con el DNA
en estos organismos (Nishino et al., 2012; Tao et al., 2012). Al contrario que S. cerevisiae,
la proteina Mhfl de S. pombe también tiene una regiéon C-terminal rica en aminodcidos
basicos, aunque mas corta que la presente en vertebrados (13 aminoacidos) (Figura 20A).

Para estudiar la importancia de esta region C-terminal en S. pombe, se generd un
mutante mhf1-CtA en el que a la proteina Mhfl le faltaban los ultimos 13 aminoacidos. La
proteina Mhf1-CtA se localizaba tanto en el centrémero como en el nucleo (Figura 22A),
ademas, el mutante mhf1-CtA no parecia tener afectada la funcion centromérica, ya que
Cnp20:tdT se localizaba en este fondo genético al igual que en una cepa silvestre (Figura
22B), y no presentaba defectos de segregacién (datos no mostrados). Ademas la cepa mhf1-
CtA tampoco parecia tener afectada significativamente la funcién de reparacién del DNA,
ya que so6lo presentaba una ligera sensibilidad a MMS 0,01% (Figura 22C). Estos resultados
sugieren que la cola C-terminal de Mhfl en S. pombe no juega un papel relevante en la
funcionalidad de la proteina.
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A
__________________ ] L1
Sp_Mhf1 3 SR MMEEERFKBEIFHVTQEVCNRTASELTESESRNVIVDELF 40
Sc_Mhf1 1----- MNDDEDRAQ- - - - LKBRLWIRVEERLQQVLS- - - - - - SEDIKYTPRF 37
Gg_CENP-S 1 - - -MEAAGGEQRELLIQRLRAAVHYTTGCLCQDVAE--- - - - DKGVLFSKQT 43
Hs_CENP-S 1 MEEEAETEEQQRFSYQQRLKAAVHYTVGCLCEEVAL-- - - - - DKEMQFSKQT 46
[ w2 B o3 pame o4 m
Sp_Mhf1 41 CVGVTEMVWE LBCCRRNEGEBYEIINN 92
Sc_Mhf1 38 INSLLELAYL GRGVVNKSPLMEYL OERVIQ 89
Gg_CENP-S 44 VAAISBITFR LARRSNSBLKYITQ 95
Hs_CENP-S 47 IAAISBLTFR) c LARRISNSELKYI D 98
Sp_Mhf1 93 FHKEYIKSK- - - -KKKKENSTTh -~~~ - - 110
Sc_Mhf1 o 2 ™
Gg_CENP-S 96 KSDELASSNMEQKEKKKKKSSAAKGRKTEENETPVTESEDSNMA 139
Hs_CENP-S 99 KSEETAQINLERKAQKKKKSEDGSKNSRQPAEAGVVESEN} - - - 138
B
--------- ol s a2 |
Sp_Mhf2 1 ME- -QESELLSLNTLARIBTLYFSSEKGTKITPSALELITQYMRIYS C50
Sc_Mhf2 1-------- MLSKEALIKIBSONEGGND-MKIADEVVPMIQKYWMDIEIDEAVL 43
Gg_CENP-X 1 ME-EREG-GFRKETVERLERLHFRDGR- TRVNGDALLLMAELBEKVEVR
Hs_CENP-X 1 MEGAGAGSGFRKELVSRLEHLHFKDDK - TKVSGDALQLMVELBKVE \% 51
[ 02 ] L2 I —
Sp_Mhf2 51 RAYEEKKNSIMSSSENEDIVLELEDLENGIARQEALBES 89
Sc_Mhf2 44 RSLOSHKDINGERGDKSPLELSHODLER - I LMBM - 80
Gg_CENP-X 50 R------- QAQAEDLEKVDIEHVEK - VLPOBLLBEV 80
Hs_CENP-X 52 RGVR------- QAQAEDALRVDVDQLEK - VLPOBLLDE - 81

Figura 20. Alineamientos de secuencia de CENP-S/Mhf1 (A) y CENP-X/Mhf2 (B) en S. pombe, S. cerevisiae, G.
gallus y H. sapiens. Los tonos de azul indican el grado de identidad. Se esquematiza la estructura secundaria.
Las cajas rojas delimitan las zonas relevantes en la tetramerizacion y las flechas sefialan los residuos implicados
(en rojo los aminoacidos importantes tanto en S. pombe como en vertebrados y en negro aquellos relevantes
sélo en vertebrados). En el caso de Mhf1 las cajas negras delimitan la region C-terminal desestructurada.
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A
[— L1
vy +
Sp_Cnp20 381 SSTLVLPETNIRKLANSYSQKKIAGSVIEELTTA---SELFFKQIANDLSAF | 430
Sc_Cnn1 272 -PLQIMDLKHLTRQFLNENRIILPKQTWSTIQEESLNIMDFLKQKIG------ 317

Gg_CENP-T 5 31 TREPEIASSLIKQIFSHYVKTPVTRDAYKIVEKC---SERYFKQIS[SDLEAYS| 580
Hs_CENP-T 454 DP-HKAGLSHYVKLFSFYAKMPMERKALEMVEKC- - -LDKYFQHLCODDLEVE | 502

L4
T T -

¥ vy +
Sp_Cnp20 431 PHAHRKEIDTQDVVLLMKRORKISEKKSLSSEMOQQYRSREIAPPAIKRT---- 479
Sc Cnn1 318|------ LOKQELVDSFIDMGIINNVDDMFEBRAHETL PL LOSRIESYLF--- 361
Gg__CENP-T 581 [QHAGR EMADVELLMRROGLVTDKMPLH ERH YRKLLIPIAVSGN 633
Hs_CENP-T 503 | HAGR KPEDLELLMRROGLVTDQVSLH ERHEPLEYRQLLIPCAYSGN 555

B
--------------------------- — T T
Sp_New1 1 - MSYPKARIRRFFRQHC---QRSLESSALDEVYLDY 32
Sc_Wip1 1 MDTEALANYL--LRQLSLDAEENKEHEDLLQRONEDQESSQEYNKKLELACGEF 50
Gg_CENP-W 1 - MRRTVPRGTLRKIIKKHK--PHLRLAANTDLEVHLSF 35
Hs_CENP-W 1 ---MALSTIVSQRKQIKRKAPRGFLKRVFKRKK--PQLRLEKSGDLEVHLNC 47
Sp_New1 33 CLFLQSILKEANIE KTGERRVQPEHVRS IQRKIBAQFKG 73
Sc_Wip1 51 QATLRKILLDARTRATAEGLREVYPYHIEAA Q-- 89
Gg_CENP-W 36 LLFLH EEARTNAFENKSKIIKPEHTIAAAKVI ISRG 76

Hs_CENP-W 48 LLFVH EESRTNACASKCRVINKERVLAAAKVI ISRG 88

Figura 21. Alineamientos de secuencia del dominio C-t de CENP-T/Cnp20 (A) y de CENP-W/New1 (B) en S.
pombe, S. cerevisiae, G. gallus y H. sapiens. Los tonos de azul indican el grado de identidad. Se esquematiza
la estructura secundaria. Las cajas rojas delimitan las zonas relevantes en la tetramerizacién vy las flechas
sefialan los residuos implicados.
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A B
Cnp20:tdT
Mhf1-CtA:tdT silvestre mhf1-CtA

Cc

control

MMS 0,005% MMS 0,01%

XXE

0

silvestre
mhfin [CKE)
iEe.© O © &

Figura 22. Caracterizacion del mutante de Mhf1l con la regién C-terminal truncada. A) Localizacién subcelular
en la cepa mhfl1-CtA:tdT (52528). B) Se utilizaron las cepas cnp20:tdT (S2465) y cnp20:tdT mhf1-CtA (52530).
Se representa la proyeccién mdaxima de una serie de imagenes deconvolucionadas a distintos z. La escala es
de 5 um. Las imagenes se tomaron en las mismas condiciones y se procesaron de la misma manera para que
fueran comparables. C) Diluciones seriadas 1:10 de la cepa silvestre (52304) y de los mutantes mhf1A (5S2499)
y mhf1-CtA (52529) en YES como control y YES con MMS 0,005% y 0,01%. Las imagenes se corresponden a las
72 horas de crecimiento a 28°C.

Con objeto de realizar el modelado, en primer lugar se realizd un alineamiento de
secuencia para determinar el grado de conservacion entre las proteinas de S. pombe y
las de S. cerevisiae, G. gallus y H. sapiens (los organismos en los que se han resuelto las
estructuras de estas proteinas). Las interfases de tetramerizacién de los complejos CENP-S-
X-T-Wy (CENP-S-X), estdn conservadas en S. pombe'y se localizan en la region C-terminal de
la hélice a2 y en la hélice a3 de CENP-Sy -T, y en la hélice a3 de CENP-Xy -W (Nishino et al.,
2012) (senaladas con cajas rojas en las Figuras 20 y 21). Se ha descrito que mutaciones que
alteran la tetramerizacién de estos complejos afectan a la funcionalidad de estas proteinas
(Nishino et al., 2012; Tao et al., 2012).

El programa Modeller 9.13 nos permitid realizar el modelado de la estructura del
tetrdmero Mhf1-Mhf2-Cnp20-New1 utilizando la estructura tridimensional de CENP-S-X-
T-W de G. gallus disponible (cédigo del PDB: 3VH5) como molde, y del tetrémero (Mhf1-
Mhf2), utilizando como molde las estructuras resueltas de (CENP-S-X), de G. gallus (cédigo
del PDB: 3B0OB) y de H. sapiens (cédigos del PDB: 4DRA, 4E44, ANE5 y 4NEG6). En la Figura 23
se representa la estructura tridimensional de los modelos que se obtuvieron, indicandose
la estructura secundaria y resaltdndose las interfases de interaccidon relevantes para la
tetramerizacion.
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Mhf1 {Chp20

&

Mhf2 New1

Figura 23. Modelos de la estructura tridimensional de los tetrameros (Mhf1-Mhf2), y Mhf1-Mhf2-Cnp20-
New1l de S. pombe. A) Representacion tipo cinta de la estructura tridimensional del tetrdmero (Mhf1-Mhf2)..
Las dos moléculas de Mhfl son de distintos tonos de color violeta y las de Mhf2 de azul. La intensidad de los
tonos de color diferencia a los dos dimeros. Se indican los elementos de la estructura secundaria y los extremos
de cada proteina. En linea discontinua se marca la que seria la posicidn de la cola C-terminal de Mhfl. Las
interfases de tetramerizacién aparecen sombreadas. B) Vista ortogonal de la estructura tridimensional del
tetrdmero (Mhf1-Mhf2),. C) Representacion tipo cinta de la estructura tridimensional del tetrémero Mhf1-
Mhf2-Cnp20-Newl. Mhfl estd en violeta, Mhf2 en azul, Cnp20 en naranja y New1 en verde. Se indican los
elementos de la estructura secundaria y los extremos de cada proteina. Las interfases de tetramerizacion
aparecen sombreadas. D) Vista ortogonal de la estructura tridimensional del tetrdmero Mhf1-Mhf2-Cnp20-
Newl.
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5.2. Identificacion de los residuos relevantes para la formacion de los
tetrameros Mhf1-Mhf2-Cnp20-New1 y (Mhf1-Mhf2), en S. pombe

Para identificar los residuos y las interacciones relevantes para la tetramerizaciéon de
cada complejo modelado de S. pombe en comparacidon con las estructuras resueltas se
utilizé el servidor PISA que realiza una prediccidn de los residuos que pueden interaccionar
entre las distintas subunidades de un complejo proteico. La proximidad de los extremos
carboxilos (hélices a3) de ambas moléculas de Mhf2 en el caso del tetrdmero (Mhfl-
Mhf2), y de Mhf2 y New1 en el tetramero Mhf1-Mhf2-Cnp20-New1 generaban un entorno
hidrofébico relevante para la tetramerizacién del complejo (Figura 23). Esto explicaria
por qué los etiquetados de las proteinas Mhf2 y New1 en el extremo carboxilo no fueron
funcionales.

En la interfase de interaccion entre Mhfl y Mhfl, y entre Mhfl y Cnp20 participaban
la hélices a2 y a3 de ambas proteinas (Figura 23). Los residuos relevantes en Mhfl para
su interaccién con Mhfl o Cnp20 fueron: D58, F62, H65, Q74, D75 y R81, y los residuos de
Cnp20 que participaban en la interaccion con Mhfl fueron: N424, D425, F429, H432, D442,
L445 y R449 (Figura 24).

Teniendo en cuenta las interacciones representadas en la Figura 24, la mutacién de
cualquiera de los residuos identificados de Mhf1l afectara en mayor medida a la estabilidad
del complejo (Mhf1-Mhf2), y por tanto a su funcién en reparacion, que al complejo Mhf1-
Mhf2-Cnp20-New1 responsable de la funcién centromérica, ya que el cambio realizado
estaria presente en las dos moléculas de Mhfl, mientras que en el complejo en el que
interviene Cnp20, ésta estaria intacta.

5.3. Disefio de los mutantes de tetramerizacion de Mhf1-Mhf2-Cnp20-New1
y (Mhf1-Mhf2), en S. pombe

Utilizando el algoritmo computacional FoldX se analizd el efecto de las mutaciones
en la estabilidad de las proteinas y los complejos (Mhf1-Mhf2), y Mhf1-Mhf2-Cnp20-
Newl de S. pombe. Para ello se mutd cada uno de los residuos de Mhfl esenciales para la
tetramerizacién a los 19 aminoacidos restantes. En total se construyeron 133 modelos para
cada complejo (Mhf1-Mhf2),y Mhf1-Mhf2-Cnp20-New1. FoldX proporciona una estimacion
de la estabilidad de la proteina y de la estabilidad del complejo para cada mutacién. La
estabilidad del complejo se refiere a la capacidad de las distintas subunidades que lo
conforman de permanecer unidas, mientras que la estabilidad de la proteina interpreta
al complejo como una Unica proteina independientemente de la interaccidn entre sus
subunidades.
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Figura 24. Interfase de interaccidon en los modelos de S. pombe de la estructura de los tetrdmeros (Mhf1-
Mhf2), y Mhfl-Mhf2-Cnp20-New1. A) Representacion tipo cinta de la estructura tridimensional de los
modelos (Mhf1-Mhf2), y Mhf1-Mhf2-Cnp20-New1 con la interfases de interaccion Mhf1-Mhf1 y Mhf1-Cnp20
sombreadas. B) El residuo Asp58 forma dos contactos polares con la Arg81 de la otra molécula de Mhfl y
viceversa. Mientras que en la interseccion Mhf1-Cnp20, el Asp58 de Mhfl forma un contacto polar con la
Argd49 de Cnp20y la Arg81 de Mhfl interacciona con el Asp425 y la Asn424 de Cnp20. C) La Asn74 y el Asp75
forman un contacto polar con la His65 de la otra molécula de Mhf1, y viceversa. En la interaccién Mhf1-Cnp20
la Asn74 y el Asp75 de Mhfl forman un contacto polar con la His432 de Cnp20 y la His65 de Mhfl forma
un contacto polar con el Asp442 de Cnp20. D) la Phe62 y la Leu78 de ambas moléculas de Mhfl forman un
entorno hidrofébico relevante para la estabilidad del complejo, asi como la Fen62 y la Leu78 de Mhf1 junto
con la Phe429 y la Leu445 de Cnp20. Los contactos polares entre los aminoacidos se representan con lineas
discontinuas.

Basandonos en estas predicciones se buscaron mutaciones que afectaran a la
estabilidad del complejo (Mhf1-Mhf2), sin afectar al tetramero Mhf1-Mhf2-Cnp20-New1,
para generar mutantes especificos de la funcidn de reparacion. Sélo se encontré un cambio
que cumplia este parametro, la mutacidon D58E que afectaba a la estabilidad del complejo
(Mhf1-Mhf2), pero no a la de la proteina (Tabla 1). Por otra parte, con tal de encontrar
mutaciones condicionales, se seleccionaron cambios que afectaban a la estabilidad de
la proteina pero no del complejo del tetramero Mhf1-Mhf2-Cnp20-New1, ya que se ha
descrito que la estabilidad de la proteina puede ser modulada por la temperatura. Se
encontraron 31 mutaciones que cumplian esta condicién, de las cuales se seleccionaron
las 7 mutaciones (F62V, F62l, F62E, D75L, D75W, L78D y L78E) que afectaban tanto a la
estabilidad del complejo como a la de la proteina del tetramero (Mhf1-Mhf2), (Tabla 1), por
lo que esperabamos que estos mutantes fueran deficientes en reparacién y condicionales
para la funcién centromérica.

Tabla 1. Estimacion obtenida con el algoritmo FoldX de la estabilidad de la proteina y del complejo para las
mutaciones de mhf1* seleccionadas. Se calcularon los diferenciales de energia libre comparando la energia
libre del complejo silvestre con la del complejo con cada una de las mutaciones posibles. Se representa la
media y la desviacion estdndar (SD) de 5 repeticiones, indicandose con fondo rojo los valores mayores a 0,8
(desestabilizacion).

(Mhf1-Mhf2), Mhf1-Mhf2-Cnp20-New1l

AAG proteina AAG complejo AAG proteina AAG complejo

Media SD Media SD Media SD Media SD
D58E 0,4576 0,576 00 0,429 0,4968 0,2661 0,626 0,122
F62V 8 0534 06 0,9139 98 0,4816 0,8961 0,4332
F62l 04 0,6768 8 0,9216 668 0,3894 0,1944 0,331
F62E 9 0,338 099 0,34 826 0 9 0,3882 0,358
D75L 4148 0,5089 40 0,474 0,7746 0,9222 0,5696
D75W 456 8,326 09 9,96 0,8144 0,6752 0,3164
L78D 8,766 0,209 0,2459 94 0,2764 -0,6166 0,3159
L78E 008 0,748 8 0,4169 038 0,0928 -0,0359 0,2939
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De las ocho mutaciones seleccionadas, cinco afectaban al entorno hidrofébico de
la interfase de tetramerizacion. Las mutaciones F62V y F62l representaban cambios
a aminodcidos apolares menos hidrofébicos que el original. Sin embargo, las demas
mutaciones (F62E, D75L, D75W, L78E y L78D) conllevaron un cambio drdstico en cuanto
a polaridad se refiere, impidiendo, en el caso de D75L y D75W, la formacién de contactos
polares esenciales para la interaccién (Figura 24C).

Del abordaje in silico se han seleccionado ocho posibles mutaciones de Mhfl (D58E,
F62V, F62l, F62E, D75L, D75W, L78E y L78D) que pueden alterar la estabilidad de los
tetrameros Mhf1-Mhf2-Cnp20-New1 y/o (Mhf1-Mhf2),. Sin embargo, es imprescindible el
estudio del efecto bioldgico de estas mutaciones para determinar su repercusion y utilidad
in vivo.

5.4. Construccion de los mutantes de mhfl* diseiiados en S. pombe

Para obtener los mutantes: mhf1-D58E, mhf1-F62V, mhfl-F62!, mhfl-F62E, mhf1-
D75L, mhf1-D75W, mhf1-L78D y mhf1-L78E, se clond el gen mhf1* en un plasmido con el
marcador de resistencia natMx6, que permitié seguir facilmente las mutaciones, y sobre
esta construccion se realizé la mutagénesis dirigida. Se transformd una cepa diploide por
reemplazamiento génicoy se generaron heterocigotos en los que el gen mutado estaba ensu
propio locus bajo su propio promotor. Los mutantes se obtuvieron mediante la segregacion
de los diploides, de manera que se evité la posible acumulacién de supresores. Todos los
mutantes testados fueron viables, sin embargo mhf1-F62Ey mhf1-D75W mostraron una tasa
de crecimiento similar a la de la delecion mhf1A (Figura S14 del Material Suplementario).

Como el marcador de resistencia de natMx6 quedd ligado al gen mhf1* en todos los
mutantes generados, se utilizé como control, ademas de la cepa silvestre, una cepa en la
gue el gen mhf1* silvestre estaba ligado al marcador natMx6 (mhf1:Nat).

5.5. Identificacion de mutantes termosensibles y sensibles a MMS de mhf1*

Con objeto de analizar el fenotipo de los mutantes generados se ensayé la viabilidad
de dos clones de cada mutante a distintas temperaturas 25°C, 28°C, 32°Cy 36°C en placas
de YES-floxina B (Figura 25). La cepa control mhf1:Nat se comportd como la cepa silvestre.
Las cepas mhf1-F62E y mhf1-D75W, como se habia visto al segregar los diploides (Figura
S14 del Material Suplementario), presentaban un retraso en el crecimiento incluso a 25°C
en comparacion con la cepa control, por lo que se descartaron. Los mutantes mhf1-D58E,
F62V, F621 y L78E no presentaban defectos de viabilidad a ninguna de las temperaturas
testadas. Sin embargo, se observé que el clon correspondiente al tipo sexual h* de las cepas
mhfl-F62V, F621y L78E presentaba un tono rosa oscuro (indicadas en la Figura 25 con un
asterisco), indicando una mayor tasa de muerte celular, al igual que ocurria en la delecién
de fml1*. Esta caracteristica no es compartida por la cepa mhf1-D58E. Los mutantes mhf1-
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D75L y mhf1-L78D eran termosensibles, ya que mostraban un crecimiento similar al de la
cepa silvestre a 25°Cy a 28°C, pero a 32°C presentaban una pérdida de viabilidad evidente
gue se agravaba a 36°C donde el mutante mhf1-D75L no crecia mientras que el mhf1-L78D
crecialigeramente. Estos mutantes, independientemente del tipo sexual y de latemperatura
testada, formaban colonias de un tono rosa mas intenso (Figura 25).

25°C 28°C

silvestre
mhfiA

Y

mhf1:Nat
mhf1-D58E
*
mhf1-F62V
*
mhf1-F62I
mhf1-F62E
mhf1-D75L
mhf1-D75W
mhf1-L78Li

mhf1-L78D

Figura 25. Ensayo de viabilidad a distintas temperaturas de los mutantes de la mutagénesis de mhf1*.
Diluciones seriadas 1:10 de la cepa silvestre (51348), mhf1A (5S2531), mhf1:Nat (52532 y S2533), mhf1-D58E
(52534 y S2535), mhf1-F62V (52536 y S2537), mhf1-F621 (52538 y S2539), mhf1-F62E (52540 y S2541), mhf1-
D75L (S2542 y $2543), mhf1-D75W (S2544 y S2545), mhf1-L78E (52546 y S2547) y mhf1-L78D (S2548 y $2549)
en YPhB. Las imagenes corresponden a placas después de 72 horas de crecimiento a 25, 28,32 y 36°C. Con un
asterisco se indican los clones que presentan una mayor letalidad al ser h=.

En resumen, se descartaron los mutantes mhf1-F62E y D75W por tener un fenotipo
muy severo. Las cepas mhf1-D75L y mhf1-L78D son termosensibles lo que sugiere que
tienen afectada la funcién centromérica de forma condicional. Los mutantes mhf1-D58E,
mhf1-F62V, mhfl-F621 y mhfl-L78E no presentan defectos de viabilidad por lo que no
parecen tener afectada la funcién centromérica de Mhfl.

Con objeto de determinar el grado de afectacién de la funciéon de reparacion de
los mutantes se realizd un ensayo de sensibilidad al agente alquilante MMS con los seis
mutantes no descartados a la temperatura semipermisiva de 28°C. Ademas de la cepa
silvestre y el control mhf1:Nat se llevaron en paralelo las deleciones mhf1Ay fml1A. La cepa
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control mhf1:Nat se comportd como la cepa silvestre. El mutante mhf1-D58E presentd una
sensibilidad sutil a la mayor concentracion de MMS testada, 0,01%. El resto de mutantes
no termosensibles mhf1-F62V, mhf1-F621 y mhf1-L78E mostraron el mismo rango de
sensibilidad a MMS, donde su crecimiento a 0,005% de MMS se vio ligeramente afectado
mientras que no crecian a 0,01%. Por otra parte, los mutantes termosensibles mhf1-D75L
y mhf1-L78D parecian ser mas sensibles a MMS que los anteriores, aunque podria ser un
efecto aditivo al ligero retraso en el crecimiento que tienen estas cepas de forma basal
(Figura 26).

MMS 0, 005%

control

MMS 0,01%
> @ -

mhf1-L78D ]

Figura 26. Ensayo de viabilidad a distintas concentraciones de MMS de los mutantes de la mutagénesis
de mhf1*. Diluciones seriadas 1:10 de la cepa silvestre (S1349), mhf1A (S2560), fml1A (S2561), mhfl:Nat
(52533), mhf1-D58E (S2535), mhf1-F62V (S2537), mhf1-F621 (S2539), mhf1-L78E (S2546), mhf1-D75L (S2542)
y mhf1-L78D (S2548) en YES, YPhB, YES con MMS 0,005% y 0,01%. Las imagenes corresponden a placas
después de 72 horas de crecimiento a 28°C.

Mediante mutagénesis dirigida hemos obtenido dos mutantes termosensibiies (mhf1-
D75L y mhf1-L78D) que, de acuerdo a lo que se habia predicho, a temperatura permisiva
parecen ser, ademds, mutantes de reparacién. También se han obtenido tres mutantes
de reparacion (mhf1-F62V, mhfl-F621 y mhfi-L78E) que aunque no tienen afectado su
crecimiento en comparacién con la cepa control son sensibles a MMS y presentan una
mayor tasa de muerte celular en un fondo genético h™ que en un fondo h*". Estos mutantes
representan una herramienta muy Util para la diseccién y caracterizacion funcional de Mhfl
en S. pombe.

6. CARACTERIZACION DE LOS MUTANTES CONDICIONALES DE mhf1*

Las mutaciones D75Ly L78D en mhf1 generan mutantes condicionales que resultaron
letales a altas temperaturas, lo cual sugiere que se afecta la funcién centromérica de Mhf1,
peroademadssondeficientesenlafuncién dereparacién del DNA de Mhfl conindependencia
de la temperatura. En este apartado se pretendié validar los mutantes mhf1-D75L y mhf1-
L78D como mutantes centroméricos de mhf1*y avanzar en la caracterizacién funcional de
Mhfl en S. pombe.
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6.1. Los mutantes mhf1-D75L y mhf1-L78D presentan defectos de segregacion
y sensibilidad a TBZ y MBC

Se cuantificaron los defectos de segregacion en mitosis de las cepas mhf1-D75L y
L78D a la temperatura permisiva de 25°Cy tras 4 y 6 horas de crecimiento a 36°C, mediante
tinciones con DAPI-Calcofluor. Los resultados se representan en la Figura 27.

A
Defectos en Defectos en
células septadas (%)| anafase (%)
control 6,5 (N=262) 2 (n=49)
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N
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Figura 27. Recuento de los defectos de segregacion de los mutantes mhf1-D75L y mhf1-L78D. A) Tabla en la
que se recogen los porcentajes de defectos de segregacion obtenidos de recuentos realizados sobre tinciones
con DAPI-Calcofluor de células en crecimiento vegetativo de un cultivo en fase exponencial de las cepas
mhfl:Nat (S2562), mhf1-D75L (S2563) y mhf1-L78D (S2564) en YES a 25°Cy tras 4 y 6 horas a 36°C. B) Grafica
que recoge los recuentos para las distintas categorias de defectos en células septadas.

A la temperatura permisiva los mutantes termosensibles mhfi-D75L y mhf1-L78D
presentaron un 18,1% y un 24,3%, respectivamente, de células septadas con defectos
de segregacion frente al 6,5% de la cepa control (mhf1:Nat). El porcentaje de células en
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anafase con defectos a 25°C es del 13,2% para el mutante mhf1-D75L y del 17,5% para
mhf1-L78D, respecto al 2% de la cepa control. Tras varias horas a la temperatura restrictiva
el porcentaje de defectos tanto en células septadas como en células en anafase de los
dos mutantes testados se incrementd hasta el 50%, aunque no varié significativamente
en la cepa control. El mutante mhf1-D75L respondid mdas intensamente al cambio de
temperatura, ya que a 25°C tenia menos defectos que el mutante mhf1-L78D pero tras 6
horas a 36°C acumuld un mayor porcentaje de células con segregaciones aberrantes (Figura
27A). De manera analoga a lo que ocurria con los mutantes nulos, los defectos en anafase,
consistian en la presencia de material genético sin repartir durante la anafase B. Ademas
las segregaciones aberrantes se clasificaron en distintas categorias tal y como se muestra
en la Figura 27B.

Las cepas mhfl-D75L y mhfl-L78D presentaron aproximadamente un 20% de
segregaciones aberrantes incluso a temperatura permisiva, indicando que la funcién
centromérica de Mhfl ya estaba comprometida en cierta medida en estas condiciones.
Por otra parte, aunque se ha estudiado en profundidad la segregaciéon durante meiosis en
estos mutantes, no se observé una reduccion significativa en la viabilidad de las esporas en
los cruces en los que participaban estas cepas, al contrario de lo que ocurria con las cepas
mhflAy mhf2A.

Para analizar la localizacién de Cnp20 en el fondo genético de estos mutantes, se
intenté combinar Cnp20:tdT con Mhf1-D75L y L78D, pero los dobles mutantes resultaron
ser sintéticos letales (Figura S15 del Material Suplementario). Esta interaccion genética es
consistente con que Mhfly Cnp20 formen un complejo esencial para la correcta segregacién
cromosdémica.

Por otra parte, para determinar si los mutantes condicionales de Mhf1l eran sensibles
a compuestos que despolimerizan microtubulos como lo son muchos de los mutantes
centromericos descritos, se realizé un ensayo de viabilidad en presencia de tiabendazol
(TBZ) y carbendacima (MBC). Tanto el mutante mhf1-D75L, como el mhf1-L78D fueron
sensibles a TBZ 15 pg/mly a MBC 4 pug/ml en comparacion con la cepa control. El mutante
termosensible de cnp20 también fue sensible a estos compuestos. Destacar que en las
condiciones testadas el mutante nulo de mhf1* no presenté fenotipo alguno (Figura 28).

En resumen, los mutantes condicionales mhf1-D75L y mhf1-L78E presentan viabilidad
reducida y acumulan células con segregaciones aberrantes a la temperatura restrictiva de
36°C. Ademas son sintéticos letales con cepas que expresan Cnp20 fusionado a tdT o 3FLAG
y son sensibles a compuestos que despolimerizan microtibulos como el TBZ o el MBC.
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control DMSO TBZ 15 pg/ml MBC 4 pug/ml

silvestre
mhf1A
mhf1:Nat
mhf1-D75L
mhf1-L78D

control

Figura 28. Sensibilidad a TBZ y MBC de los mutantes termosensibles de mhf1*. Diluciones seriadas 1:10 de
la cepa silvestre (S2169), mhflA (S2619), mhf1:Nat (S2562), mhf1-D75L (S2563), mhf1-L78D (S2564), control
cnp20* (S2477) y cnp20-ts2 (S2480) en YES con DMSO 0,5%, TBZ 15 ug/ml y MBC 4 pg/ml. Las imagenes
corresponden a placas después de 72 horas de crecimiento a 28°C para la placa control y con MBC y después
de 96 horas de crecimiento para la placa con TBZ.

6.2. Localizacion de los mutantes mhf1-D75L y mhf1-L78D

Para comprobar la localizacion subcelular de los mutantes termosensibles se
construyeron cepas en las que se fusiond la etiqueta GFP al extremo carboxilo terminal
de las proteinas mutantes Mhf1-D75L y Mhf1-L78D. La fusion de GFP a Mhf1-D75L
incrementaba sutilmente la termosensibilidad de esta cepa pero no hubieron diferencias
en el crecimiento a 25 o0 a 28°C (Figura S16 del Material Suplementario).

A temperatura permisiva tanto Mhf1-D75L:GFP como Mhf1-L78D:GFP presentaron
una sefial discreta en la periferia del nucleo de células en interfase y no se observé la
localizacién nuclear difusa caracteristica de Mhfl (Figura 29). Esto es consistente con que
ademads de mutantes condicionales para la funcién centromérica, sean deficientes para
la funcién de reparacion del DNA de Mhfl, que se asocia a su sefal nuclear. Ademas, la
sefal discreta fue mucho menos intensa en estas cepas que la de la proteina silvestre.
Después de crecer las células durante 6 horas a 36°C, no se detectd la sefial de Mhfl-
D75L:GFP, y la sefial de Mhf1-L78D:GFP disminuyd aunque pudo detectarse en algunas
células (Figura 29). Por tanto, la pérdida de la seial centromérica en estos mutantes se
correlaciond con la acumulacion de segregaciones aberrantes. Ademas, como se habia
comentado anteriormente el fenotipo de mhf1-L78D parece ser mas leve al igual que la
reduccién de su localizacidn centromérica. Por tanto, el mutante que presenta un fenotipo
mas claro fue mhf1-D75L.
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Figura 29. Localizacion de los mutantes termosensibles de mhf1*. A) Se muestran las cepa mhf1:GFP (S2565),
mhf1-D75L:GFP (S2566) y mhf1-L78D:GFP (52567). Cada imagen se corresponde con la proyeccion maxima de
una serie de imagenes deconvolucionadas a distintos z. Las imagenes se tomaron en las mismas condiciones
y se procesaron de la misma manera para que fueran comparables. La escala es de 5 um.

6.3. Progresion por mitosis y localizaciéon de la condensina centromérica en
mutante mhf1-D75L

Con objeto de caracterizar los defectos de segregacidon cromosdmica y los problemas
en mitosis de estos mutantes se realizaron experimentos de videomicroscopia de la
progresidn por mitosis de la cepa control (mhf1:Nat) y del mutante mhfi-D75L a 25°Cy tras
4 horas a 36°C. Debido a que la cepa mhf1-D75L presenté interacciones genéticas con otros
mutantes del centrédmero, se utilizaron como marcadores la proteina Cnd1, componente
del complejo condensina, fusionada con GFP, y la proteina Sid2, componente de los SPBs,
fusionada con tdT. Se calculd el tiempo de la transicion metafase-anafase, midiendo la
distancia entre los SPBs, y la longitud del huso mitético en metafase para cada cepa a 25
y a 36°C. Ademas, se observd la localizacién de la condensina, ya que se ha descrito que
cuando las células entran en mitosis Cnd1 se acumula en el nucleo, principalmente en el
DNA ribosémico (rDNA) y en la region central del centrémero. La localizacidon centromérica
de la condensina es relevante para la segregacién cromosémica y depende de algunos
elementos centroméricos como Cnp1 (Nakazawa et al., 2008).

A 25°C se observod un ligero retraso en la transicidn metafase-anafase en el mutante
mhf1-D75L cuya media es de 12,75 + 1,43 minutos (n=28 células) respecto a los 11,46 +
0,84 minutos (n=28 células) en la cepa control (Figura 30A). Ademas la longitud media del
huso mitdtico en metafase también fue ligeramente mayor 3,31 + 0,38 um en el mutante
con respecto a la del control 2,71 + 0,4 um (Figura 30B). De las 28 células analizadas en
la cepa mhf1-D75L cinco segregaron de forma asimétrica (17,9%). Sin embargo, estas
células no mostraron un retraso significativo de la entrada en mitosis, lo que sugeria que el
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checkpoint mitdtico no era totalmente funcional en la cepa mhf1-D75L. Ninguna célula del
control presentd defectos de segregacidn. No se observaron diferencias en la acumulacién
de condensina entre ambas cepas (Figura 31).

A 36°C el tiempo de transicion metafase anafase fue ligeramente superior en la cepa
mhf1-D75L (10,67 + 2,52 minutos con n=18 células) respecto a la cepa control (8,35 + 0,66
minutos con n=23 células) (Figura 30C). La longitud media del huso mitético en metafase
del mutante también fue sutilmente superior a la del control, 2,93 + 0,4 um frente a 2,65
+ 0,2 um (Figura 30D). En este caso, de las 18 células analizadas del mutante 15 mostraron
segregaciones asimétricas (84,2%), aunque la mayoria sélo tuvo un retraso de un par de
minutos en la entrada en anafase. Finalmente, a 36°C se siguié observando la acumulacion
de la subunidad Cnd1 de la condensina en la regién centromérica durante los estadios
iniciales de la mitosis (Figura 31).
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Figura 30. El mutante mhfi-D75L presenta un ligero retraso en la transicion metafase-anafase y un
alargamiento del huso mitético en metafase. A y C) Gréficas de barras que representan el porcentaje
de células de las cepas cnd1:GFP sid2:tdT mhfi:Nat (52602) y cnd1:GFP sid2:tdT mhf1-D75L (S2603) que
realizaron la transicién metafase-anafase (M-A) a un determinado tiempo a 25 y 36°C, respectivamente. By
D) Gréficas de puntos que muestran la longitud del huso mitdtico en metafase de las cepas cnd1:GFP sid2:tdT
mhfl:Nat (52602) y cnd1:GFP sid2:tdT mhf1-D75L (S2603) a 25 y 36°C, respectivamente.
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Figura 31. El mutante mhf1-D75L presenta segregaciones asimétricas aunque no retrase la entrada en
anafase y localiza correctamente a Cnd1 en el centrdmero. Imagenes tomadas cada 1 minuto de las cepas
cnd1:GFP sid2:tdT mhf1:Nat (52602) y cnd1:GFP sid2:tdT mhf1-D75L (S2603) durante mitosis. Cada imagen se
corresponde con la proyeccion maxima de varias secciones a distintos z. Las flechas indican la acumulacién de
Cnd1 en los centromeros durante prometafase. Los asteriscos indican el momento de la transicién metafase-
anafase.

El mutante condicional de mhf1-D75L muestra segregaciones aberrantes tanto a 25°C
como a 36°C sin retrasar significativamente su progresién por mitosis, ademas presenta una
ligera elongacion del huso mitdtico en metafase y no muestra defectos en la acumulacion

de Cnd1 del complejo de la condensina durante mitosis.

6.4. Interaccion genética del mutante condicional mhf1-D75L con mutantes
deficientes en el checkpoint mitético

Debido a que el mutante mhf1-D75L presentd segregaciones asimétricas sin retrasar
la entrada en anafase, nos propusimos determinar si el checkpoint mitético o SAC era
funcional en esta cepa. En primer lugar se generaron dobles mutantes de mhf1-D75L con
mutantes nulos de dos componentes del SAC, Mad2 y Bubl, y se ensayd su viabilidad a
distintas temperaturas. El mutante mhf1-D75L presenté una fuerte interacciéon genética
negativa con bub14, ya que el doble mutante practicamente no crecia a 25°C. Sin embargo,
la interaccion con el mutante nulo de mad2 fue débil y se observé principalmente a 32°C
(Figura 32).

bub1A mhf1-D75L @)

Figura 32. Interaccion genética entre la cepa mhf1-D75L y mutantes del SAC. Diluciones seriadas 1:10 de
la cepa silvestre (52169), mad2A (52604), mhf1-D75L (S2563), mad2A mhf1-D75L (52606), bub1A (S2605) y
bub1A mhfi1-D75L (S2607) en YPhB. Las imagenes corresponden a placas después de 72 horas de crecimiento
a 25, 28,32y 36°C.

Para comprobar si Mad2 era funcional en la cepa mhf1-D75L, se analizd la localizacién
de Mad2:GFP en células en prometafase del mutante mhfi-D75L a 25°C. En la cepa mutante
Mad2:GFP se acumuld en la region centromérica (entre ambos SPBs) y no se observaron
diferencias respecto a la cepa control (Figura 33).

85



Resultados

silvestre mhf1-D75L

Figura 33. Localizacion de Mad2 en la cepa mhf1-D75L a 25°C. Se muestra una célula en prometafase
representativa de las cepas mad2:GFP sid2:tdT (S2259) y mad2:GFP sid2:tdT mhf1-D75L (S2608). Cada imagen
se corresponde con la proyeccién maxima de varias secciones a distintos z. Las imagenes se tomaron en las
mismas condiciones y se procesaron de la misma manera para que fueran comparables.La escala es de 5 um.

MBC 50 pg/ml

silvestre

mhf1-D75L

Figura 34. El mutante mhf1-D75L retrasa su progresion por mitosis en presencia de MBC de forma similarala
cepa silvestre. Imagenes tomadas cada tres minutos de la progresion por mitosis de una célula representativa
de las cepas mad2:GFP sid2:tdT (S2259) y mad2:GFP sid2:tdT mhf1-D75L (52608) creciendo en YES con MBC
50 pug/ml a 25°C. Cada imagen de fluorescencia se corresponde con la proyeccién maxima de varias secciones
a distintos z. Las imagenes se tomaron en las mismas condiciones y se procesaron de la misma manera para
que fueran comparables. Se considera que las células han entrado en mitosis cuando Mad2 colocaliza con
Sid2 (t = 3 minutos). Las flechas indican la aparicion del septo en las imagenes de campo claro.

Mad2 - Sid2

Mad2 - Sid2
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Ademas se analizd la progresion por mitosis de una cepa control y del mutante mhf1-
D75L tras la adicion de MBC a una concentracion final de 50 pug/ml. Estas cantidades de
droga impiden que se forme el huso mitético. En estas condiciones las células son capaces,
gracias al SAC, de retrasar su progresion por mitosis unos 40 minutos a 25°C antes de que
ocurra la septacion (Castagnetti et al., 2010). De forma similar a la cepa control el mutante
mhf1-D75L fue capaz de retrasar la transicion metafase-anafase en presencia de MBC
(Figura 34).

Por tanto, el mutante condicional mhf1-D75L acumula defectos de segregacion sin
retrasar significativamente la transicién metafase-anafase. Sin embargo, el SAC, al menos a
la temperatura permisiva, parece ser funcional, ya que mhf1-D75L presenta una interaccion
genética negativa con bub1A pero no con mad2A4, y Mad2 parece localizarse correctamente
en los centromeros del mutante mhf1-D75L. Ademads esta cepa es capaz de retrasar la
progresion por mitosis en presencia de MBC.

7. CARACTERIZACION DE LOS MUTANTES DE REPARACION DE mhf1*

Las mutaciones F62V, F62| y L78E de Mhfl generaron mutantes que comprometian la
funcién de reparacién de Mhfl. Como las dos mutaciones en el residuo F62 parecian tener
el mismo fenotipo escogimos seguir trabajando con una de ellas, la F62V. Ademas, se vio
que las mutaciones D75L y L78D también generaban un fenotipo de reparacion, ademas
del centromérico. Por este motivo, con el objetivo de avanzar en la caracterizacion de la
funcién en la reparacién del DNA de Mhf1, se analizaron los mutantes mhf1-F62V, mhfl-
L78E y mhfl-D75L.

7.1. Funcidn centromérica en los mutantes mhf1-F62Vy mhf1-L78E

Para descartar que la funcion centromérica de la proteina Mhfl estuviera afectada
en los mutantes mhf1-F62V y mhfl-L78E, se comprobaron algunos fenotipos como
la tasa de defectos de segregacion, la localizacién de Cnp20 y la sensibilidad a agentes
despolimerizantes de microtubulos.

En una doble tincidon con Dapi-Calcoflior de cultivos en fase exponencial, no se
observaron segregaciones aberrantes en las cepas mhf1-F62Vy mhf1-L78E en comparacion
con el control (mhf1:Nat). Para estudiar la localizaciéon de Cnp20 en estos mutantes, se
combind Cnp20:tdT con Mhf1-F62V y Mhf1-L78E. La localizacién de Cnp20 en estas cepas
fue comparable a la de la cepa control (Figura 35A). Ademas, estos mutantes no mostraron
sensibibilidad a TBZ ni a MBC, en las condiciones testadas (Figura 35B).

En conjunto estos resultados parecen indicar que los mutantes mhf1-F62V y mhf1-
L78E no tienen afectada la funcion centromérica de Mhf1.
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Cnp20:tdT

control mhf1-F62V mhf1-L78E

control DMSO

TBZ 15 pglml

MBC 4 ug/ml

mhf1-L78E (O IR ‘ C} &

Figura 35. Funcion centromérica en los mutantes mhfi1-F62V y mhf1-L78E. A) Se utilizaron las cepas
cnp20:tdT mhfl:Nat (52570), cnp20:tdT mhf1-F62V (S2571) y cnp20:tdT mhf1-L78E (S2572). Cada imagen se
corresponde con la proyeccion maxima de una serie de imagenes deconvolucionadas a distintos z superpuesta
con laimagen de campo claro. La escala es de 5 um. Las imagenes se tomaron en las mismas condiciones y se
procesaron de la misma manera para que fueran comparables. B) Diluciones seriadas 1:10 de la cepa control
(S2562), mhf1-F62V (S2573) y mhf1-L78E (S2574) en YES con DMSO 0,5%, TBZ 15 pg/mly MBC 4 pg/ml. Las
imagenes corresponden a placas después de 72 horas de crecimiento a 28°C para la condicion control y de
MBC y después de 96 horas de crecimiento para la condicion de TBZ.

7.2. Localizacién de los mutantes de reparacion de mhf1* en ausencia y en
presencia de dafio exégeno al DNA

Para estudiar la localizacidn de las proteinas mutantes Mhf1-F62V y Mhf1-L78E se les
fusiond GFP al extremo carboxilo. Se comprobd que la etiqueta no alteraba ni la viabilidad
de las cepas a distintas temperaturas entre 25°Cy 36°C, ni su grado de sensibilidad a MMS
(Figura S16 del Material Suplementario).

La localizacién vy la intensidad de la sefial centromérica de las proteinas Mhfl-
F62V:GFP y Mhf1-L78E:GFP no parecia alterada respecto a la de la proteina silvestre. Sin
embargo, no se detectd la sefal nuclear difusa caracteristica de la implicacion de Mhfl
en la reparacién del DNA (Figura 36A). Se realizd un western blot anti-GFP en las mismas
condiciones que la microscopia, y no se observé variacion en la cantidad total de Mhfl con
las mutaciones F62V y L78E respecto la cepa silvestre (Figura 36B).
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Figura 36. Localizacion y cantidad de las proteinas Mhf1-F62V y Mhf1-L78E. A) Se muestran las cepa
mhf1:GFP (S2565), mhf1-F62V:GFP (S2569) y mhf1-L78E:GFP (S2568). Cada imagen se corresponde con la
proyeccién maxima de una serie de imagenes deconvolucionadas a distintos z superpuesta con la imagen
de campo claro. La escala es de 5 um. Las imagenes se tomaron en las mismas condiciones y se procesaron
de la misma manera para que fueran comparables. B) Western blot con un anticuerpo anti-GFP de las cepas
anteriores. La tubulina se utilizé como control de carga.

Posteriormente, para estudiar la localizacion de Fml1 en un fondo mhf1-F62V tanto
en ausencia como en presencia de dafio exdgeno al DNA, se construyd una cepa que
expresaba Fml1:tdT y Mhf1-F62V:GFP y se analizé por microscopia su localizacién a tiempo
0y tras 4 horas de tratamiento con MMS 0,01% en YES a 30°C. En ausencia de dafio exdgeno
al DNA, la sefal difusa nuclear de Fml1:tdT disminuyd significativamente en el fondo mhf2-
F62V con respecto a la cepa control (Figura 37A). Tras la exposicién al agente MMS, en el
mutante mhf1-F62V, Fml1:tdT no se localizd en focos de reparaciéon aunque se acumuld
sutilmente respecto a la condicion sin dafio (Figura 37B). Ademas Mhf1-F62V:GFP tampoco
fue capaz de localizarse en focos de reparacién en las mismas condiciones en que lo hacia
la proteina silvestre (Figura 37B).

El mutante de reparacidn mhf1-F62V sélo presenta la localizacidon centromérica de
Mhfly no la seiial difusa nuclear, ademas no es capaz de localizarse en focos de reparacidn
en presencia de MMS. Esto indica que el comportamiento de Mhf1-F62V es similar al de la
proteina Mhf1 silvestre en un fondo de delecién de fml/1*. Ademads, de forma andloga a la
delecién de mhf1* en el mutante mhf1-F62V disminuye la seial nuclear difusa de Fml1, que
tampoco es capaz de localizarse en focos de reparacion tras la exposicion a dano exégeno
en el DNA.
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Figura 37. La proteina Mhfl-F62V no se localiza en focos de reparacion y no es capaz de localizar
correctamente a Fml1 en presencia de MMS. Se utilizaron las cepas fml1:tdT mhf1:GFP (S2609) y fml1:tdT
mhf1-F62V:GFP (S2610). Cada imagen de fluorescencia se corresponde con la proyeccion maxima de una
serie de imagenes deconvolucionadas a distintos z. Las imagenes se tomaron en las mismas condiciones y se
procesaron de la misma manera para que fueran comparables. La escala es de 5 um. A) Cultivos crecidos en
YES a 30°C. B) Cultivos tras un tratamiento con MMS 0,01% durante 4 horas en YES a 30°C. Las flechas indican
los focos formados en presencia de MMS.

90



Resultados

7.3. Los mutantes de reparacion de mhf1* presentan una interaccion genética
negativa con mutantes del checkpoint de daino al DNA en presencia de agentes
genotoxicos

Anteriormente habiamos visto que el mutante nulo de fml/1* presentaba una
interaccidon genética negativa con mutantes del checkpoint de daino al DNA, principalmente
en presencia de dafio exdégeno al DNA (Figura 16 de Resultados). Por tanto, quisimos
comprobar si este fenotipo era similar en los mutantes de reparacién de Mhfl en los que
Fml1l estaba intacto. Con este objetivo, se generaron dobles mutantes de mhf1-F62V,
mhf1-L78E y mhf1-D75L en combinacién con las deleciones de rad3*y chk1”, y se ensayd su
viabilidad a distintas concentraciones de MMS (Figura 38).

MMS 0, 0005%

control

MMS 0,0025%

MMS 0, 001%

MMS 0,0005%

MMS 0,001% MMS 0 0025%
a7 N

chk1A mhf1-F62vV KERE,
mhf1-L78E (ORER
chk1A mhf1-L78E S
mhf1-D75L [CE)
chk1A mhf1-D75L (CIE

Figura 38. Interaccidon genética entre los mutantes de reparacion de mhfl* y mutantes del checkpoint de
daiio al DNA. A) Diluciones seriadas 1:10 de la cepa silvestre (52169), rad34 (S2520), fml1A (S2493), rad34
fml1A (S2522) mhfi:Nat (52562), rad3A mhfl:Nat (S2579), mhf1-F62V (S2573), rad34A mhf1-F62V (S2581),
mhf1-L78E (S2574), rad3A mhf1-L78E (S2582), mhf1-D75L (S2563) y rad3A mhf1-D75L (S2583) en YES, YES
con MMS a las concentraciones indicadas. Las imdgenes corresponden a placas después de 72 horas de
crecimiento a 28°C. B) Diluciones seriadas 1:10 de la cepa silvestre (52169), chk1A (5S1013), fml14 (S2493),
chk1A fml1A (S2580), mhfl:Nat (S2562), chk1A mhfl:Nat (S2584), mhf1-F62V (S2573), chk1A mhfl1-F62V
(52585), mhf1-L78E (S2574), chk1lA mhf1-L78E (S2586), mhf1-D75L (S2563) y chk1A mhf1-D75L (S2587) en
YES y YES con MMS a las concentraciones indicadas. Las imdgenes corresponden a placas después de 72 horas
de crecimiento a 28°C.
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La combinacién de rad3A con mhf1-D75L se comportd de la misma manera que
la combinacion de rad3A con fml1A. Ambas combinaciones presentaron un crecimiento
reducido en la placa control, eincluso ala concentracién mas baja de MMS testada, 0,0005%,
no crecian en absoluto. Por el contrario, los dobles mutantes de rad3A con mhf1-F62V'y
mhf1-L78E no mostraron un fenotipo deletéreo en la placa control y crecian ligeramente
en la concentraciéon de MMS 0,005%, aunque fueron inviables a concentraciones mayores
de MMS. La sensibilidad de la combinaciéon con mhf1-F62V fue ligeramente mayor que con
mhf1-L78E (Figura 38A). Los dobles mutantes de rad3A con mhf1-F62V o mhf1-L78E, sélo
presentaron una interaccién genética negativa sutil en ausencia de dafio exdgeno al DNA
en un fondo h* (Figura S12 del Material Suplementario).

De la misma manera se analizé la combinacién de los mutantes de mhf1* con la
delecion de chkl1*. En este caso la interaccion mas fuerte fue la de la combinacién fm/1A
chk1A, ya que no era capaz de crecer en ninguna de las concentraciones de MMS testadas y
su crecimiento se veia ligeramente afectado en la placa control. Las combinaciones de chk1A
con los mutantes de mhf1* mostraban un crecimiento en ausencia de droga comparable al
de la cepa control, y presentaban una interaccion negativa en presencia de MMS aunque
mas débil que la presentada por fml/1A. La interaccidén fue mds acusada en el caso del doble
mutante con mhf1-D75L que crecia ligeramente en MMS al 0,0005% y no en las sucesivas
concentraciones. Con mhf1-F62V se detectd un retraso sutil en el crecimiento en MMS
al 0,0005% y practicamente no crecié en MMS al 0,001%. Finalmente, con mhf1-L78E no
hubieron diferencias en MMS 0,0005% vy crecid ligeramente a MMS 0,001% (Figura 38B).

Por tanto, los mutantes mhf1-F62V y mhf1-L78E presentan una interaccion genética
negativa fuerte con mutantes del checkpoint de daifo al DNA en presencia de bajas
cantidades del agente genotdxico MMS, en un fondo silvestre para fm/1*. Sin embargo,
el fenotipo de estos mutantes de reparacién de Mhfl es mds débil que en el caso de la
delecién de fml1*, lo que es consistente con que Fml1 retenga parcialmente su funcién en
ausencia de Mhfl. Por otra parte, el mutante condicional mhf1-D75L manifestd un fenotipo
mas acusado que los mutantes mhf1-F62V y mhfi-L78E, lo cual podria deberse a que la
funcién centromérica de Mhf1 esté agravando de algin modo el fenotipo de los mutantes
del checkpoint de dafio al DNA.

7.4. ¢Podria Mhfl jugar un papel en el intercambio del tipo sexual en S.
pombe?

Como se ha visto anteriormente los mutantes de reparacién de mhf1* en un fondo
genético h™ formaron colonias de un rosa mas intenso en presencia de floxina B que un
fondo h*" (Figura 25 de Resultados), indicando una mayor tasa de muerte celular. Ademas,
en combinacidon con otros mutantes como rad3A presentaron una reduccion en el
crecimiento en un fondo genético h* en comparacion con un h*™" (Figura S12 del Material
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Suplementario). Por este motivo, con objeto de determinar si el fenotipo de mhf1-F62V en
el fondo h~ dependia del tipo sexual o de la producciéon de la DSB en la zona del imprinting
del locus mat, se generd el mutante mhf1-F62V en un fondo h*™° que tiene delecionada
la region del imprint. El mutante de reparacién mhf1-F62V presentd una tasa menor de
células aberrantes y muertas en el fondo h*™ que en el h* y un comportamiento en YPhB
comparable al de la cepa silvestre en el fondo h=™° (Figura 39A y 39B). Estos resultados son
similares a los que se habian observado para la delecién fm/1A (Figura 17 de Resultados).

Sin embargo, al analizar latasa de esporulacion de la cepa homatadlica h*’ en el mutante
mhf1-F62V, al contrario de lo que se observo para la delecion fml14, no se detectd una
reduccion en los niveles de esporulacién (Figura 39C). Asimisimo, la tasa de esporulacion
del mutante mhf1-D75L también fue similar a la de la cepa silvestre (Figura S17 del Material
Suplementario).

mhf1-F72V

MEA

silvestre

hs
fml1A

mhf1:Nat

h-smto

mhf1-F62V

Figura 39. La cepa mhf1-F62V muestra una mayor letalidad en un fondo h* pero una tasa de esporulacion
silvestre en un fondo h%. A) Fotografias de cultivos en fase exponencial en YES a 28°C de la cepa mhf1-F62V
en los fondos genéticos h*™, h™Sy h*™°, Las flechas sefialan células aberrantes o muertas. B) Diluciones seriadas
1:10 de las cepas silvestres (52304 y S2594), del mutante fml1A (S2595 y S2597) y del mutante mhf1-F62V
(S2599 y S2600) en YES con floxina B (YPhB). Las imagenes se corresponden a las 72 horas de crecimiento a
28°C. C) Ensayo de esporulacion. Diluciones 1:1, 1:4, 1:10, 1:20 y 1:50 en una placa de MEA, provenientes de
cultivos en fase exponencial crecidos en YES a 25°C de la cepa silvestre (52049), dos clones de fm/1A (S2524 y
S$2525), mhf1:Nat (S2588) y dos clones de mhf1-F62V (52591 y S2592). La placa de MEA se incubd durante 4
dias a 25°C antes de la exposicién a los vapores de yodo.
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Enresumen, la cepa mhf1-F62V presenta menor letalidad en fondos genéticos con una
frecuencia de imprinting reducida, indicando que Mhfl puede intervenir en la reparaciéon
de la DSB formada en el locus mat1 durante el intercambio del tipo sexual en S. pombe. No
obstante, curiosamente la tasa de esporulacidon del mutante mhf1-F62V en un fondo h*’ es
comparable a la de la cepa silvestre.

7.5. Interaccidn genética entre los mutantes de mhf1y fmi1

En eucariotas superiores FANCM y MHF1-MHF2 forman un complejo capaz de
desempenar diversas funciones en la reparaciéon del DNA (Yan et al., 2010; Singh et al.,
2013). Durante el desarrollo de este estudio, se ha propuesto que Fmll y Mhfl-Mhf2
pueden participar en la misma ruta de reparacion del DNA en la levadura de fisién al igual
gue sus ortélogos en vertebrados (Yan et al., 2010; Lorenz et al., 2012; Bhattacharjee et al.,
2013). En nuestras manos, la combinacién de la delecion de fm/1* y de mhf1* mostrd un
ligero incremento de la sensibilidad a MMS respecto a las cepas parentales (Figura S11 del
Material Suplementario). No obstante, estos resultados se obtuvieron utilizando el mutante
nulo de mhf1*, asi pues quisimos comprobar si existia una interaccion genética entre fm/1*
y los mutantes de reparacion generados para mhf1*.

La tasa de crecimiento de los dobles mutantes fml1A mhf1-F62V, fml1A mhf1-L78E y
fml1A mhf1-D75L en medio rico fue idéntica, sin embargo en presencia de MMS el doble
mutante con mhf1-D75L tenia una viabilidad reducida. En la Figura 40 se observa como
la cepa fml1A mhfi-D75L es sensible a MMS al 0,0025% a diferencia de los mutantes
sencillos. Los dobles mutantes de fm/1A con mhf1-F62V y con mhf1-L78E no manifiestan
esta interaccion genética, siendo su sensibilidad comparable a la de la delecidon fm/1A
(Figura 40).

control MMS 0,0025% MMS 0,005% MMS 0,01%
silvestre | y P
fml1A X: it »
mhf1:Nat oo 6& = ) & e
fml1A mhf1:Nat .. i
mhf1-F62V

fml1A mhf1-F62V
mhf1-L78E
fml1A mhf1-L78E
mhf1-D75L
fml1A mhf1-D75L

Figura 40. Interaccion genética entre los mutantes de mhf1*y la delecion de fmi/1*. Diluciones seriadas 1:10
de la cepa silvestre (S2169), fml1A (S2493), mhf1:Nat (S2562), fml1A mhf1:Nat (S2575), mhf1-F62V (S2573),
fml1A mhf1-F62V (S2576), mhf1-L78E (S2574), fml1A mhf1-L78E (S2577), mhf1-D75L (52563) y fml1A mhf1-
D75L (S2578) en YES, y YES con MMS 0,0025%, 0,005% y 0,01%. Las imagenes corresponden a placas tras 72
horas de crecimiento a 28°C.
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Para diferenciar si este efecto aditivo de la sensibilidad a MMS del mutante fm/1A
y del mutante mhf1-D75L se debia a un desacoplamiento parcial entre las funciones
de reparacion de Fmll y Mhfl, o una interaccidon genética negativa entre la funcidn de
reparacién de Fmll y la centromérica de Mhfl en presencia de compuestos que danan al
DNA, se analizé la viabilidad del doble mutante fm/1A cnp20-ts2 en presencia de MMS.
Curiosamente, la combinacion de la delecidn fml/1A con el mutante termosensible de cnp20
mostré una interaccion genética negativa similar a la del mutante mhf1-D75L en presencia
de MMS (Figura 41).

control MMS 0,0025%

cnp20-ts2 (OS]
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©
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=

Figura 41. Interaccion genética entre la delecidn de fml/1* y el mutante cnp20-ts2. Diluciones seriadas 1:10
de la cepa silvestre (52169), fml1A (S2493), cnp20-ts (S2480), cnp20-ts2 fml1A (S2611), mhf1-D75L (S2563) y
fml1A mhf1-D75L (S2578) en YES y YES con MMS 0,0025%. Las imdgenes corresponden a placas tras 72 horas
de crecimiento a 28°C.

Estos resultados sugieren que Fml1 y Mhf1l participan en la misma ruta de reparacion
del DNA, al igual que se ha postulado en otros trabajos en los que se utilizaron los mutantes
nulos de mhf1*. No obstante, fm/1A presenta una interaccién genética negativa con el
mutante condicional mhf1-D75L en presencia de MMS, que podria deberse al papel en
la segregacion cromosdmica de Mhfl y no a su funcidn en la reparacidon del DNA, ya que
se observa un fenotipo similar en la combinacién de fm/1A con el mutante termosensible
cnp20-ts2.
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1. FUNCION DE Mhfl (CENP-S) Y Mhf2 (CENP-X) EN LA SEGREGACION
CROMOSOMICA EN S. pombe

La correcta segregacién cromosdmica depende del ensamblaje en el centromero
de una maquinaria multiproteica muy conservada a lo largo de la evolucion denominada
cinetocoro, que media la interaccion entre los cromosomas y los microtubulos (revisado en
Yamagishi et al., 2014). La cromatina en esta regidn contiene nucleosomas formados por
una variante de la histona H3 denominada CENP-A en vertebrados y Cnpl en S. pombe,
que es esencial para el establecimiento de los cinetocoros y, por tanto, para el reparto
equitativo del material genético (Palmer et al., 1991).

Recientemente se han identificado como componentes constitutivos del cinetocoro
cuatro proteinas con dominios de plegamiento tipo histona, CENP-S, -X, -Ty -W, que forman
un heterotetramero capaz de empaquetar DNA in vitro, sugiriendo que puede formar un
nucleosoma alternativo especificamente en el centromero (Foltz et al., 2006; Foltz and
Stukenberg, 2012; Nishino et al., 2012). En este trabajo se ha estudiado la funcion de los
ortélogos de CENP-S y CENP-X, Mhfl y Mhf2 en S. pombe.

1.1. Mhf1 (CENP-S), Mhf2 (CENP-X) y Cnp20 (CENP-T) son proteinas centroméricas
en S. pombe

En este trabajo se ha visto que Mhfl, Mhf2 y Cnp20 localizan en los centrémeros de
S. pombe a lo largo del ciclo celular de forma interdependiente. Sin embargo, la localizacion
de estas proteinas no parece depender de Cnpl (CENP-A), ni al contrario. El etiquetado
de Newl (CENP-W) conllevd la pérdida total de la funcion de esta proteina, por lo que
no se pudo obtener informacién sobre su localizacién. Por otra parte, las interfases de
interaccidon entre CENP-S, CENP-X, CENP-T y CENP-W estan conservadas en sus ortdlogos de
S. pombey se ha obtenido el modelo de la estructura tridimensional de Mhf1l, Mhf2, Cnp20
y New1 formando un complejo. En conjunto estos datos sugieren que al menos Mhfl, Mhf2
y Cnp20 podrian formar un complejo en el centromero tal como se ha postulado para sus
ortélogos en vertebrados.

La localizacién centromérica de Mhfl y Cnp20 no parece relevante para la estabilidad
de estas proteinas, ya que los niveles de una no varian en ausencia de la otra. Sin embargo,
la estabilidad de Mhfl y Mhf2 parece estar asociada a la capacidad de estas proteinas
de formar un dimero, ya que Mhfl se degrada en ausencia de Mhf2 y viceversa. Estos
resultados concuerdan con la descripcion de la interaccidn fisica entre Mhfl y Mhf2
en eucariotas superiores (Amano et al., 2009) y se ven respaldados por publicaciones
posteriores en levaduras (Bhattacharjee et al., 2013; Yang et al., 2012). Ademds, en este
trabajo hemos visto que a nivel funcional el doble mutante mhfliA mhf2A no presenta
fenotipos adicionales a los mutantes simples, lo que es consistente con que Mhfl y Mhf2
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necesiten formar un complejo para estabilizarse, localizarse y desempeiiar su funcién.

1.2. Mhfl (CENP-S) puede formar parte de nucleosomas en la region central del
centréomero de S. pombe cuya carga es en parte independiente de los formados por Cnp1l
(CENP-A)

La obtencién de mapas de mononucleosomas enriquecidos en la region central del
centrémero a partir de la inmunoprecipitacién de Mhfl representa el primer dato in vivo
qgue indica que esta proteina puede formar parte o unirse directamente a nucleosomas
en dicha regidn. Los nucleosomas enriquecidos en Mhfl se distribuyen a lo largo de todo
el dominio cnt y parte de las imr, extendiéndose hasta las barreras formadas por los
tDNAs que marcan la interseccidn entre la region central del centromero, responsable del
ensamblaje del cinetocoro, y las regiones pericentroméricas. Este patrén de unidn es similar
al de Cnp1, de hecho tanto Mhfl como Cnp1 estan enriquecidos en todos los nucleosomas
detectados en la regidn central centromérica, y también se detecta la histona H3 en estas
posiciones. En trabajos anteriores, ya se habia descrito este comportamiento en los perfiles
de nucleosomas obtenidos para Cnpl (Lando et al., 2012; Yao et al., 2013). Al igual que
en el caso de Cnp1 y H3, se debe tener en cuenta que los perfiles de Mhfl se obtienen de
una poblacién celular, por lo que este resultado no implica que en cada célula Mhfl esté
posicionado en todos los nucleosomas de la regién central a la vez que Cnply H3 (Figura 1).

heterocromatina region central heterocromatina
tDNAs < > tDNAs

68 4 & & & 2 8 & & & & 2 & & 42 & 2

célula 1 Cnp1 Mhf1 H3

S8 & 2 & & 8 & & & & 2 2 & & 2 2 & o

célula 2

S & & 2 & & 8 & 5 & & 2 2 & & 2 = & 2

célula 3

S & ¢ 8 & 5 & = & & & & & & 5 4 2 2 2

célula 4

Figura 1. Modelo de la composicion de la cromatina en la region central de los centromeros de S. pombe.

La localizacién centromérica de Mhfl depende de Misl6 y Mis18, dos proteinas
centroméricas que intervienen en la deposicidon de Cnpl y mantienen el estado deacetilado
de las histonas de la regidon central del centrémero (Hayashi et al., 2004). Sin embargo, la
localizacién centromérica de Mhfl no se ve afectada significativamente por otras proteinas
que participan en la carga de Cnpl como son Sim1 (Scm3) y Sim3, sugiriendo que, al
menos en parte, los mecanismos de carga de Cnpl y Mhfl son independientes. Futuros
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experimentos permitirdn profundizar en el mecanismo de carga de Mhfl en el centrémero.

La independencia de la localizacién y de la carga centromérica de Mhfl y Cnpl en S.
pombe, asi como las evidencias en eucariotas superiores de que el complejo CENP-T-W-
S-X no interacciona directamente con los nucleosomas formados por CENP-A (Dornblut et
al., 2014; Hori et al., 2008; Prendergast et al., 2011), sugieren que estas proteinas podrian
formar complejos independientes también en S. pombe (Figura 1).

1.3. Mutantes condicionales de la funcion centromérica de Mhfl (CENP-S) e
inestabilidad genémica

Los mutantes de delecion de mhf1* y mhf2* presentan una frecuencia de pérdida
cromosémica mas de 100 veces superior a la de la cepa silvestre, y alrededor del 50% de
las células en anafase y de las células septadas con segregaciones aberrantes. La elevada
tasa de inestabilidad gendmica de los mutantes mhf1A y mhf2A facilita que acumulen
supresores que pueden enmascarar sus fenotipos. Por este motivo se decidié realizar una
mutagénesis dirigida para obtener mutantes condicionales de la funcién centromérica de
mhf1*. Estos mutantes fueron disefiados para alterar la interfase de tetramerizacion entre
Mhf1-Mhf2 y Cnp20-New1 de S. pombe.

Anteriormente se habia descrito en eucariotas superiores distintas combinaciones de
mutaciones en CENP-S, como por ejemplo F65E-H68E-L81R-R84E en G. gallus (Nishino et
al., 2012) o H71A-D81A en H. sapiens (Tao et al., 2012), que afectaban a la tetramerizacién
del complejo CENP-S-X-T-W y por tanto a su localizacién centromérica. Sin embargo, los
cambios de CENP-S que se han descrito hasta el momento no son condicionales y provocan
defectos graves, comparables a los producidos por la ausencia de la proteina (Nishino et al.,
2012; Tao et al., 2012).

En este trabajo se han obtenido dos mutantes de mhf1*, mhf1-D75L y mhf1-L78E, que
son condicionales para la funcién centromérica de Mhfl, aunque cabe destacar que también
tienen afectada su funcién en la reparacidén del DNA. La inestabilidad gendmica observada
en estos mutantes es consistente con que Mhfl y Mhf2 sean proteinas constitutivas del
centromero relevantes para formar un cinetocoro funcional, al igual que sus ortélogos en
vertebrados CENP-S y CENP-X. Futuros experimentos determinaran posibles defectos en la
localizacién de componentes del cinetocoro externo en los mutantes de Mhf1.

Mhfl con la mutacion D75L o L78D mantiene la localizacién centromérica a la
temperatura permisiva, pero la intensidad de la sefial en el centrdmero disminuye
notablemente (Figura 29 de Resultados), pese a que la funcionalidad de la proteina no esté
gravemente alterada. De forma similar a lo que ocurre con CENP-A en células humanas
(revisado en Torras-Llort et al., 2009), una pequeia cantidad de Mhf1 en el centrémero es
suficiente para mantener su funcion. Esto podria explicar el que no hayamos tenido éxito
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en generar mutantes condicionales de Mhfl y Mhf2 utilizando un apagado transcripcional
con el promotor nmt1-P81 o empleando un degrdén de auxina, con los que conseguiamos
disminuir la cantidad de la proteina en el centrémero pero no se observaban defectos
(observaciones no mostradas en resultados).

1.4. Segregacion asimétrica y activacion del SAC en el mutante mhf1-D75L

El mutante mhf1-D75L no muestra un retraso significativo en la transicion metafase-
anafase, peseaqueincluso alatemperatura permisiva cerca del 20% de las células en mitosis
presenten segregaciones andmalas. Ademas, la cepa mhf1-D75L es sensible a compuestos
que despolimerizan microtubulos como el MBC y el TBZ. Sin embargo, diversas evidencias,
obtenidas a partir del estudio de las proteinas Mad2 y Bub1, componentes del checkpoint
mitético, en el mutante mhf1-D75L, indican que el checkpoint mitético es funcional en
estas células a la temperatura permisiva: i) mhfi-D75L presenta una interaccion genética
negativa con bub1A aunque no con mad24, ii) Mad2:GFP se localiza en los centrémeros de
la cepa mhf1-D75L durante prometafase y iii) el mutante mhf1-D75L retrasa su progresion
por mitosis tras el tratamiento con MBC de forma similar a la cepa silvestre. Sin embargo,
para determinar si la funcidon centromérica de Mhf1l estd implicada o no en la activacion del
checkpoint mitético convendria estudiar la localizacién de Mad2 y Bub1l en la cepa mhf1-
D75L, asi como comprobar su capacidad de retrasar la transicion metafase-anafase a la
temperatura restrictiva.

Las células del mutante mhf1-D75L presentan un alargamiento del huso mitético en
metafase. Defectos en la funcion cinetocérica podrian generar desequilibrios en las fuerzas
de los microtubulos procedentes de ambos polos dando lugar al alargamiento observado,
como se ha descrito para los mutantes centroméricos de mis6 y mis12 (Goshima et al.,
1999).

Es posible que las segregaciones aberrantes de mhf1-D75L no sean detectadas por el
SAC, a pesar de que éste parece ser funcional, porque sean debidas a uniones merotélicas
(Figura 8 de la Introduccidn), en las que un Unico cinetocoro estd unido por microtubulos
procedentes de polos opuestos. En los mutantes centroméricos de mis6 y nuf2 se ha
descrito una elevada tasa de cromosomas retardados debido a uniones merotélicas, sin
dar lugar a un retraso en la transicion metafase-anafase. Sin embargo, cabe destacar que,
en estos mutantes, Mad2 no es capaz de localizarse correctamente en los cinetocoros
(Goshima et al., 1999; Saitoh et al., 2005). Las uniones merotélicas no son capaces de
activar eficientemente el SAC y son corregidas fundamentalmente por la actividad de
Aurora quinasa que desestabiliza las uniones cinetocoro-microtubulo (revisado en Cimini,
2007). Uno de los mecanismos del reclutamiento centromérico de Aurora quinasa es a
través de su interaccion con la Sugosina, que a su vez es reclutada mediante la fosforilacion
de la histona H2A por Bubl (Kawashima et al., 2010). El aparente incremento de uniones
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merotélicas y la interaccidn genética negativa del mutante mhf1-D75L con bub1A pero no
con mad2A, sugiere que la actividad de Aurora quinasa en estas células esta comprometida,
por lo que convendria estudiar la localizacién de Arkl en la cepa mhf1-D75L.

Por otra parte, se ha postulado que el reclutamiento del complejo condensina a la
region central del centromero limita la formacion de uniones merotélicas al agrupar los sitios
de anclaje a los microtubulos. De hecho, mutantes de diversas subunidades del complejo
condensina y los mutantes de Pcs1 y Mde4, proteinas reclutadas al centrdmero por Cnp3y
que estan implicadas en la carga de la condensina centrémerica durante mitosis, presentan
una elevada tasa de segregaciones aberrantes producidas por uniones merotélicas (Tada et
al.,2011). No obstante, al contrario que en mutantes de cnp1y mis6 en los que la condensina
no se acumula en la regién centromérica durante prometafase (Nakazawa et al., 2008), en
la cepa mhf1-D75L no se han observado defectos en la localizacién de la condensina. Sin
embargo, seria interesante estudiar si Mhfl puede participar de forma paralela a Cnp3 en
la localizacién centromérica de Pcs1 y Mde4.

2. FUNCION DE Mhf1 (CENP-S/MHF1), Mhf2 (CENP-X/MHF2) Y Fml1 (FANCM)
EN LA REPARACION DEL DNA EN S. pombe

CENP-S y CENP-X desempefan, ademas de la funcidon centromérica, un papel en la
reparacion del DNA, denomindndose en este caso MHF1 y MHF2, respectivamente (Singh
et al., 2010; Yan et al., 2010). En vertebrados se ha descrito que dos heterodimeros de
MHF1-MHF2 pueden asociarse formando un tetrdmero capaz de interaccionar in vitro con
la DNA helicasa FANCM (Tao et al., 2012; Wang et al., 2013). El complejo FANCM-MHF
estd muy conservado evolutivamente y en eucariotas superiores participa en la ruta de
reparacion de la Anemia de Fanconi (FA) y en la activacién del checkpoint de dafio al DNA
(Collis et al., 2008; Meetei et al., 2005). Ademas, el complejo FANCM-MHF tiene funciones
adicionales conservadas también en levaduras, como es la capacidad para promover la
reversién de horquillas de replicacién bloqueadas (McGlynn and Lloyd, 2002) y su papel en
la reparacién a través de la ruta denominada SDSA, que no da lugar a entrecruzamientos y
conserva intactas las moléculas de DNA parentales (McGlynn and Lloyd, 2002; Prakash et
al., 2009; Sun et al., 2008).

Los ortdlogos de estas proteinas en la levadura de fision son Fml1 (FANCM) y como se
ha descrito anteriormente Mhfl (MHF1) y Mhf2 (MHF2). Al inicio de este trabajo la mayor
parte de las evidencias sobre la funcidn de estas proteinas en la reparacién del DNA se
habian obtenido en experimentos realizados in vitro. Por lo que el estudio de la relevancia
fisiologica de la funcién en la reparacidon del DNA de estas proteinas ha sido uno de los
temas centrales de esta tesis.
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2.1. La sefial nuclear difusa de Mhfl (CENP-S/MHF1) y Fml1 (FANCM)

En este trabajo se ha visto que Mhfl y Fml1 localizan de manera difusa en el nucleo
a lo largo del ciclo celular y que esta localizacion es interdependiente, lo cual indica que
la sefal nuclear de Mhfl estd relacionada con la posible funciéon de esta proteina en la
reparacién del DNA y sugiere que ambas proteinas podrian formar un complejo también
en S. pombe. En el caso de Mhf2 no se detecta sefial difusa en el nucleo, no obstante,
esto podria deberse a que la fusién de esta proteina con EGFP no es totalmente funcional;
de hecho, la cepa que expresa la proteina de fusion Mhf2-EGFP es sensible a MMS y no
presenta la sefial nuclear de Mhfl. Por tanto, aunque en S. pombe Mhf2, al igual que
Mhf1, participa en la reparacion del DNA (Yan et al., 2010), en este trabajo el estudio de su
localizacién no ha aportado informacién concluyente.

La sefal centromérica de Mhfl no se ve afectada en ausencia de Fml1 y ademas, la
delecién de fml1* no conlleva pérdida de viabilidad, ni acumula inestabilidad gendmica
como ocurre con las deleciones de mhf1*y mhf2*. Asimismo, la sefial nuclear difusa de Mhf1l
no depende de Cnp20, ni de Cnp1l. Estos resultados indican que la funcion centroméricay la
funcidn en reparacion de Mhfl y Mhf2 son independientes y que Fml1 no estd implicado, al
menos significativamente, en la funcion centromérica de estas proteinas.

En paralelo al desarrollo de este trabajo, el grupo del Dr. Mathew Whitby en la
Universidad de Oxford publicd la localizacion subcelular de Mhfl y su dependencia con
Fml1, con resultados consistentes con los obtenidos en este estudio (Bhattacharjee et al.,
2013). Ademas en su articulo se demuestra la interaccion fisica entre Fml1l y Mhfl y Mhf2
en S. pombe (Bhattacharjee et al., 2013).

Hasta el momento no se ha descrito la localizacidén subcelular de Fml1l en S. pombe.
Cabe destacar que, ademas de la sefial nuclear difusa, en los nucleos de algunas células se
observa una seial discreta. La aparicidn de estas sefiales no esta asociada a ninguna fase del
ciclocelularenconcreto. Encélulashumanasse hadescritoque FANCM es capazdelocalizarse
en los centrémeros de forma dependiente de CENP-S (Tao et al., 2012). Sin embargo, en
la levadura de fisidn la sefial discreta de Fml1 sélo colocaliza con la sefial centromérica de
Mhf1 en algunos casos. Por otra parte, también se ha observado la colocalizacién de Fml1
con focos de reparacion formados por la proteina Rad22, pero tampoco en todos los casos.
Mediante secuenciacion masiva de una inmunoprecipitacion de Fml1:3FLAG, tampoco se
ha detectado la unidn de esta proteina a ninguna regién especifica del genoma que pudiera
dar pistas sobre su localizacién fisioldgica (observaciones no mostradas en resultados).
Futuros experimentos deberian ir encaminados a identificar las secuencias de DNA en las
que se localiza Fml1.

104



Discusion

2.2. Mhf1 (CENP-S/MHF1) y Fml1 (FANCM) localizan en focos de reparacion del DNA

Por otra parte, Mhfl y FmlI1 colocalizan en focos de reparacién generados tras la
exposicion al compuesto genotéxico MMS de manera interdependiente. Aunque, la
localizacién de Fml1 en presencia de dafio exdgeno al DNA no depende totalmente de Mhf1,
lo que es consistente con que la sensibilidad a MMS del mutante fm/1A sea mayor que la del
mutante mhf1A mhf2A. Estos datos sugieren que FmIl es capaz de retener parcialmente
su funcion en la reparacion del DNA en ausencia de Mhfl y Mhf2, hipdtesis que también
ha sido propuesta recientemente por Bhattacharjee et al., 2013. Por otra parte, los niveles
de proteina de Mhfl y de FmI1 no varian tras el tratamiento con MMS, lo que indica que
la sefial observada en los focos de reparacion debe provenir de la relocalizacién nuclear de
estas proteinas.

En células humanas se ha descrito que CENP-A y CENP-T son reclutados a sitios de
roturas de doble cadena del DNA (Zeitlin et al., 2009). Sin embargo, en S. pombe diversas
evidencias apuntan a que Cnp20 (CENP-T) no participa en la reparacién del DNA: i) Cnp20-
tdT no presenta sefiales adicionales en presencia de MMS, ii) los mutantes de cnp20 no
son sensibles a MMS, iii) la localizacién nuclear de Mhfly de Fml1 no depende de Cnp20,
y iv) Mhfl es capaz de localizarse en focos de reparacion tras el tratamiento con MMS en
mutantes de cnp20. Aunque no se puede descartar que Cnp20 tenga alguna funcién en
reparacion, al menos la funciéon de Mhfl en la reparacién del DNA no parece depender de
Cnp20 en S. pombe.

2.3. Fmlly el checkpoint de daino al DNA

La delecién de fml/1* presenta un mayor porcentaje de nucleos con focos de reparacion
de Rad22 en ausencia de dafio exégeno (un 28% frente a un 16% de la cepa silvestre). Este
fenotipo podria deberse a la generacidn de dafio espontdaneo o a que el dafio producido
durante la replicacion del DNA tarde mas en repararse en ausencia de Fml1. Cabe destacar
que en el mutante fml1A cerca del 40% de los focos contabilizados pertenecen a células
en fase G2 tardia, mientras que en la cepa silvestre sélo un 10% de los focos corresponden
a células en fase G2 tardia y el resto estdn en fase S-G2 temprana. Este dato sugiere que
el incremento de focos de reparacién observado en fml1A puede deberse a que el dafio
producido en fase S tarda mas en repararse y se mantiene hasta bien avanzada la fase G2
del ciclo celular.

El mutante fm/1A presenta un tamafio celular mayor que la cepa silvestre que es
dependiente de Chkl, pero no Cdsl. Ademas, Chkl pero no Cdsl esta fosforilado en la
cepa fml1A en ausencia de dafo exdgeno. Estos datos indican que un porcentaje de células
del mutante fm/1A presentan una fase G2 mas larga debido a la activacion del checkpoint
de dafio al DNA especifico de fase G2, lo que es consistente con la acumulacién de focos
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de reparacion de Rad22 en células en fase G2 carentes de fml/1*. El doble mutante chk1A
fml1A muestra una leve interaccidn genética negativa en ausencia de dafio exdgeno, pero
es sintético letal a bajas concentraciones de MMS. En cambio el doble mutante cdsiA
fml1A sélo muestra una interaccidn leve en presencia de dafio. Por tanto, la actividad del
checkpoint de G2 es esencial para la viabilidad celular en ausencia de Fml1l y en presencia
de dosis bajas de MMS vy viceversa.

Curiosamente, fm/1A presenta una interaccién genética negativa muy fuerte con
rad3A incluso en ausencia de dafio exdgeno al DNA. Esta interacciéon no se observa al
combinar fm/1A con el doble mutante chk1A cds1A, por lo que se debe a funciones de
Rad3 independientes de la activacidon del checkpoint de dafio al DNA. Este fenotipo se
ha descrito también en los mutantes de reparacion de rqghl y srs2 (Kearsey et al., 2007;
Yasuhira, 2009). En estos casos este fenotipo se ha explicado por la capacidad de Rad3 de
fosforilar la subunidad Rad21 del complejo de la cohesina, que es independiente de Chk1
y Cds1. Esta fosforilacion regula la degradacion de Rad21 en la zona de la lesion, lo que
es relevante para la reparacion del dafio (Nagao et al., 2004). Sin embargo, no se puede
descartar que Rad3 posea otras funciones independientes del checkpoint que aun no han
sido caracterizadas.

En eucariotas superiores FANCM es fosforilada por ATR (Rad3 en S. pombe) en el
residuo S1045, y esta fosforilacidn es necesaria tanto para la localizacién de FANCM en los
sitios de dano como para la eficiente activacién del checkpoint a través de CHK1 (Singh et
al., 2013). Con los datos de los que disponemos no se puede descartar una posible funcién
de Fml1 en la activacién de Cds1, ortélogo funcional del CHK1 de vertebrados. Sin embargo,
se ha de tener en cuenta que el residuo S1045 de FANCM no esta conservado en S. pombe,
aunque a lo largo de los 834 aminoacidos de Fml1 existen 7 sitios (S/T)Q que podrian ser
fosforilados por Rad3. Ademads, se ha observado que en ausencia de Rad3, Fml1 es capaz
de localizarse en focos de reparacion incluso en ausencia de dafio exdgeno (observaciones
no mostradas en resultados), y que la combinacién de la delecién fml1A con rad3A o con
chk1A, aunque a distintos niveles, produce fenotipos aditivos. Estos datos sugieren que, al
contrario de lo que sucede en vertebrados, en S. pombe Fml1 y el checkpoint de dafio al
DNA partcipan en rutas diferentes.

2.4. Fmlly el tipo sexual en S. pombe

Las células de S. pombe carentes de fml1* presentan mayor letalidad en un fondo
genético h™ que en un fondo h*". Este fenotipo se debe a la diferencia en la frecuencia del
imprinting entre ambos fondos genéticos, ya que el fenotipo deletéreo observado en la
cepa h® fml1A se rescata en un fondo h*™°, que no es capaz de producir el imprinting v,
por tanto, la DSB en el locus mat1 requerida para el intercambio del tipo sexual (mating
type switching) en S. pombe (Styrkarsdottir et al., 1993). Los mutantes rad22A, rph51A y
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rph54A son letales en un fondo genético h™ pero viables en un fondo h*™°, lo que indica
que las proteinas principales de la recombinacion homadloga (HR) son esenciales para el
intercambio del tipo sexual en la levadura de fision (Ostermann et al., 1993; Roseaulin
et al., 2008). Aunque el defecto observado en fml1A en fondo h* sea sutil, sugiere que
esta DNA helicasa podria estar implicada en la reparacion de la DBS formada durante el
intercambio del tipo sexual en S. pombe. Esta hipdtesis concuerda con que la ruta SDSA sea
el mecanismo de reparacién postulado para este proceso (Yamada-Inagawa et al., 2007).

Por otra parte, la cepa homotalica h*° carente de fm/1* presenta una reduccion de la
tasa de esporulacidn, lo que sugiere defectos en el intercambio del tipo sexual en la levadura
de fision. En estudios genéticos previos se han identificado 11 mutantes que reducen la
frecuencia del intercambio del tipo sexual en S. pombe. Estos mutantes se han agrupado en
tres tipos y se les ha denominado mutantes swi. Los genes del tipo | (swil, swi3 y swi7) se
requieren para la formacién de la DSB en la zona del imprinting, los genes del tipo Il (swi2,
swi5 y swi6) no afectan a la formacion de la DSB pero se necesitan para su reparacion por
conversién génica, y los genes de tipo Il (swi4, swi8, swi9, swil0y rad22) tampoco afectan
a la produccién de la DSB pero se requieren para su reparacion impidiendo que se generen
reordenamientos gendmicos en el locus mat dando lugar a un incremento en la proporcién
de progenie heterotalica (revisado en Haruta et al., 2008). En el caso del mutante fml1A,
con los datos de los que se disponen, se podria asumir que la carencia de fm/1* no afecta
a la formacién de la rotura en la zona del imprinting pero si a la reparacién de la misma.
Futuros experimentos permitirdn concretar el mecanismo por el que en ausencia de Fmil
disminuye la tasa de esporulacion de la cepa homotdlica h*. Sin embargo cabe destacar,
que este fenotipo no se ha observado en mutantes de otras DNA helicasas como son srs2,
fbh1ly rghl en los que no se detectan defectos en el intercambio del tipo sexual de S.
pombe (Roseaulin et al., 2008).

2.5. Mutantes especificos de la funcion de reparacion de Mhfl

Como se ha comentado anteriormente, los mutantes de delecién de mhf1*y mhf2*
muestran fenotipos graves debido a su papel en la segregacién del material genético. Por
este motivo se han generado mutantes de mhf1*especificos de su funcién en la reparacién
del DNA. Estos mutantes han sido disefiados en la interfase de tetramerizacién entre dos
dimeros Mhf1-Mhf2 de S. pombe. Cabe destacar que los residuos relevantes para esta
interaccion coinciden con los residuos relevantes para la tetramerizacion del complejo
Mhf1-Mhf2-Cnp20-New1.

En este trabajo se han identificado tres cambios en Mhfl (F62V, F621 y L78E) que
dan lugar a mutantes especificos en su papel en la reparacién del DNA. La funcién de
Mhfl con cualquiera de estos cambios en la segregacién del material genético no parece
afectada ya que los mutantes mhf1-F62V, mhf1-F621 y mhf1-L78E: i) tienen una tasa de
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crecimiento comparable a la de la cepa silvestre tanto a 25°C como a 36°C, ii) no presentan
un incremento en la tasa de segregaciones aberrantes en comparacion con la cepa
silvestre, iii) Cnp20:tdT se localiza correctamente en estos mutantes, iv) no son sensibles a
compuestos despolimerizantes de microtubulos como el MBCy el TBZ y v) la sefial de Mhfl
en el centrémero en estos mutantes es similar a la de la cepa silvestre tanto a 25°C como
a 36°C.

Por otra parte, las cepas mhf1-F62V, mhfl-F621 y mhf1-L78F tienen afectada la
funcidén en la reparacion del DNA de Mhf1, ya que: i) son sensibles a MMS, ii) no presentan
una localizacidn nuclear difusa, iii) no se localizan en focos de reparacion tras el tratamiento
con MMS, vy iv) la localizacién de FmIl en estos mutantes tanto en presencia como en
ausencia de dafio exdégeno, es similar a la que posee en la cepa mhfiA. Cabe destacar
que las tres mutaciones (F62V, F62| y L78E) muestran fenotipos comparables. Por tanto,
para profundizar en el estudio de la implicacion de Mhfl en la reparacién del DNA se han
utilizado los mutantes mhf1-F62V y mhf1-L78E, asi como el mutante condicional mhfi-
D751 que, también tiene afectada la funcién de reparacion de Mhfl.

2.6. Mutantes de reparacion de mhfi*y el checkpoint de dafo al DNA

Los mutantes de reparacion mhfi-F62V y mhfi-L78E y el mutante condicional mhf1-
D75L presentan una interaccion genética negativa con el mutante rad3A y con el mutante
chk1A a bajas concentraciones de MMS. En ausencia de dafio exdgeno sélo se detecta una
interaccion significativa en la combinacidon del mutante mhf1-D75L con rad3A. El mutante
mhf1-D75L tiene un fenotipo mas grave que los mutantes de reparacidén pero mas ligero
que el de la delecidn fml1A. Estos datos sugieren que, de forma similar a como ocurre con
Fml1, en presencia de dafio exdgeno los mutantes de reparacion de Mhfl requieren de
la actividad del checkpoint de fase G2. Futuros experimentos determinaran el estado de
activacion del checkpoint de daio al DNA en los mutantes de reparacién de Mhf1.

2.7. Mutantes de reparacion de mhfi*y el tipo sexual en S. pombe

Al igual que la delecion de fml1*, los mutantes mhf1-F62V, mhf1-F621 y mhf1-L78E
presentan una mayor letalidad en un fondo genético h* que en un fondo h*™" o h*™°, Aunque
el defecto observado sea sutil sugiere que Mhfl podria cooperar con Fml1 en la reparacién
de la rotura del DNA formada en la zona del imprinting del locus mat de S. pombe.

Sin embargo, curiosamente en los mutantes de reparacién de mhfl* no se ha
observado una disminucién de la tasa de esporulacion de la cepa homotalica h*°, como
si ocurre en un mutante fml1A. Este dato sugiere que aunque la funcidn en la reparacién
del DNA de la proteina Mhfl parezca estar implicada en la reparacién de la DBS formada
durante el intercambio del tipo sexual de S. pombe, su carencia no produce defectos en
dicho intercambio. En ausencia de la funcién en reparaciéon del DNA de Mhfl puede que
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la funcidn remanente de Fml1 sea suficiente para que el intercambio de tipo sexual en S.
pombe se produzca de forma apropiada.

2.8. Interaccion genética entre fml14 y el mutante centromérico mhf1-D75L

El doble mutante mhf1-D75L fml1A es mas sensible a MMS que los mutantes sencillos.
Esta interaccidn no se detecta para los mutantes de reparacién mhf1-F62V y mhf1-L78E.
Una posible explicacién para este fenotipo es que Fmll y Mhfl posean algunas funciones
independientes en la reparacién del DNA y que la cepa mhf1-D75L tenga mas afectada
la funcién de reparacién que los mutantes mhf1-F62V y mhf1-L78E. Sin embargo, como
cnp20-ts2 también presenta una interaccidon genética negativa con la delecién fml1A en
presencia de MMS, se sugiere que los defectos de la funcidn centromérica en ausencia de
Fml1 pueden ser la causa de la interaccidn observada con el mutante mhf1-D75L.

Recientemente, se ha identificado un mutante de cnp20 que presenta un incremento
en la frecuencia de traslocaciones y de la conversion génica entre las repeticiones
invertidas del centrémero, sugiriendo que Cnp20 puede desempefar una funcién en el
mantenimiento de la estabilidad centromérica (datos no publicados del grupo de Nakagawa,
2015). Convendria comprobar si el mutante condicional mhf1-D75L también muestra este
tipo de reordenamientos ya que podria explicar porqué presenta fenotipos mas fuertes
que los mutantes de reparacién. Por otra parte, una posible implicacion de la habilidad de
Fml1 para disociar D-loops en eventos de recombinacidon en zonas centroméricas podria
explicar la interaccién entre cnp20-ts2 y fml1A en presencia de dafio al DNA. Futuros
experimentos determinaran la posible implicacion de Fml1l en la recombinacién de las
regiones centroméricas.
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1. Mhf1 (CENP-S), Mhf2 (CENP-X) y Cnp20 (CENP-T) son componentes constitutivos de
lacromatinacentroméricaenS. pombe.Sulocalizaciéon en el centrémero esinterdependiente
y su carga depende del complejo Mis16-Mis18, pero no de la variante de la histona H3
especifica del centrémero, Cnp1 (CENP-A), o de otras proteinas que intervienen en la carga
de Cnpl como Sim1 (Scm3) o Sim3.

2. El perfil de mononucleosomas de Mhfl es similar al de Cnpl. Los nucleosomas
enriquecidos en Mhf1 se distribuyen a lo largo de todo el dominio cnt y parte de las imr,
extendiéndose hasta las barreras formadas por los tDNAs que marcan la interseccion entre
la regidn central del centrémero, responsable del ensamblaje del cinetocoro, y las regiones
pericentroméricas.

3. En este estudio se ha obtenido el mutante termosensible mhfi-D75L que es
condicional para la funcién centromérica de mhf1*. El mutante mhf1-D75L, a la temperatura
restrictiva de 3629C, se deslocaliza del centrdmero y presenta una alta pérdida de viabilidad
y un incremento de la tasa de segregaciones aberrantes. Ademas, las células del mutante
mhf1-D75L con defectos de segregacién no muestran un retraso en la transicion metafase-
anafase, aunque el checkpoint mitdtico parece funcional, lo que podria indicar la presencia
de interacciones merotélicas entre los cinetocoros y los microtubulos.

4. Mhfl y la DNA helicasa FmI1 son reclutados a focos de reparacion de dafio en
el DNA de forma interdependiente, aunque Fmll es capaz de retener parcialmente su
funcién en ausencia de Mhfl. Mhfl y Fml1 parecen estar implicados en la misma ruta de
reparacidén del DNA, si bien la ausencia de Fml1 da lugar a fenotipos mads graves. Por otra
parte, la delecion de fml1* presenta una interacciéon genética negativa con los mutantes
centroméricos de mhf1y cnp20.

5. En esta trabajo se han obtenido los mutantes mhf1-F62V y mhf1-L78E que tienen
afectada la funcién de reparacion del DNA pero no la funcidn centromérica de Mhfl.

6. Tanto la actividad de FmI1l como la funcién en la reparacion del DNA de Mhfl
son esenciales en ausencia del checkpoint de dano de la fase G2, cuando las células son
expuestas a bajas concentraciones del agente genotéxico MMS.

7. Las proteinas Fml1 y Mhf1 podrian estar implicadas en la reparacién de la rotura de
doble cadena formada en el locus mat durante el intercambio del tipo sexual en S. pombe.
Sin embargo, sélo Fml1 parece ser relevante para que el intercambio del tipo sexual ocurra
con la frecuencia apropiada.
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1. MICROORGANISMOS UTILIZADOS

Materiales y Métodos

Este trabajo se realizd principalmente con cepas de la levadura de fisién

Schizosaccharomyces pombe (Tabla 1). Para los trabajos de clonacién molecular se utilizé la

estirpe DH5a de Escherichia coli (Tabla 2).

Tabla 1. Cepas de Schizosaccharomyces pombe.

Nombre Genotipo Procedencia
$2049 h?° 968 S. Moreno
$2304 h 972 S. Moreno
$2169 h* 975 S. Moreno
$2594 hsm0 O. Nielsen
S2461 h* mhf1:EGFP:KanMx6 Este trabajo
$2462 h* mhf1:tdT:HphMx6 Este trabajo
$2463 h* mis6-GFP:Kan mhf1:tdT:HphMx6 Este trabajo
S2464 h* mhf2:EGFP:KanMx6 Este trabajo
$2465 h* cnp20:tdT:HphMx6 Este trabajo
$2466 h* cnp20:tdT:HphMx6 mhf1::NatMx6 Este trabajo
S2467 h* mhf1:tdT:HphMx6 mhf2:EGFP:KanMx6 Este trabajo
$2468 h’ cnp20:tdT:HphMx6 mhf1:EGFP:KanMx6 Este trabajo
$2469 h? mhf1::NatMx6 mhf2:EGFP:KanMx6 Este trabajo
$2470 h? mhf2::HphMx6 mhfl:EGFP:KanMx6 Este trabajo
$2471 h-mhf1:3FLAG:KanMx6 Este trabajo
$2472 h>mhf2:3FLAG:KanMx6 Este trabajo
$2473 h™ cnp20:3FLAG:KanMx6 Este trabajo
$2474 h* mhf2::HphMx6 mhf1:3FLAG:KanMx6 Este trabajo
$2475 h* mhfl::HphMx6 mhf2:3FLAG:KanMx6 Este trabajo
$2476 h* mhf1::HphMx6 cnp20:3FLAG:KanMx6 Este trabajo
$2477 h* cnp20:FLAG:Kan Y. Watanabe
$2478 h’ cnp20:FLAG:Kan mhf1:tdT:HphMx6 Este trabajo
$2479 h’? cnp20:FLAG:Kan mhf1:3FLAG:KanMx6 Este trabajo
$2480 h* cnp20-ts2:FLAG:Kan Y. Watanabe
$2481 h? cnp20-ts2:FLAG:Kan mhf1:tdT:HphMx6 Este trabajo
$2482 h’ cnp20-ts2:FLAG:Kan mhf1:3FLAG:KanMx6 Este trabajo
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Nombre Genotipo Procedencia
$2254 h sid2:tdT:Nat mis6-GFP:Kan ade- leu- ura- R. Daga
$2483 h’ cnp1-1 mhf1:EGFP:KanMx6 Este trabajo
$2484 h’ cnp1-1 cnp20:tdT:HphMx6 Este trabajo
$2284 h cnpl-1 M. Yanagida
$2485 h mhf2::HphMx6 mhfl::NatMx6 Este trabajo
$2486 h sim3-143 mhf1:EGFP:KanMx6 Este trabajo
$2487 h* sim1-139 mhf1:EGFP:KanMx6 Este trabajo
$2488 h* mis16-53 mhf1:EGFP:KanMx6 Este trabajo
$2489 h* mis18-262 mhf1:EGFP:KanMx6 Este trabajo
$2414 h sim3-143 ade6-210 hisi—)?l ura4-D18 arg3-D4 leul- R. Allshire
$2415 h sim1-1139 ade6-210 hisé—ZDl ura4-D18 arg3-D4 leul- R. Allshire
$2417 h mis16-53 ade6-210 ura4-D18 arg3-D4 leul1-32 R. Allshire
$2418 h"mis18-262 ade6-210 arg3-D4 his3-D1 R. Allshire
$2490 h* mhf1:tdT:HphMx6 fml1:EGFP:KanMx6 Este trabajo
$2491 h’ mhf1::NatMx6 fml1:EGFP:KanMx6 Este trabajo
$2492 h’ fml1::HphMx6 mhf1:EGFP:KanMx6 Este trabajo
$2493 h* fml1::HphMx6 Este trabajo
$2494 h* fml1:EGFP:KanMx6 Este trabajo
$2495 h fml1::HphMx6 mhf1:3FLAG:KanMx6 Este trabajo
$2496 h>mhf1::HphMx6 fml1:3FLAG:KanMx6 Este trabajo
$2497 h fml1:3FLAG:KanMx6 Este trabajo

h leul-32 his3-D1 ura4-294 arg3::HOsite-NatMx
e TLEmMLOMS) UL,
2CFP::HphMx

h-mhf2:YFP (leul+) leul-32 his3-D1 ura4-294

$2287 arg3::HOsite-NatMx ars1::P41nmt1-HO (his3+) lys- L L Du
131::Pdis1-mCherry-Lacl (lys+) erg7-ter::lacO repeat
(urad4+) rad52-2CFP::HphMx

h fml1:YFP (leul+) leul-32 his3-D1 ura4-294

2788 arg3::HOsite-NatMx ars1::P41nmt1-HO (his3+) lys- L L Du

131::Pdis1-mCherry-Lacl (lys+) erg7-ter::lacO repeat
(urad+) rad52-2CFP::HphMx
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Nombre Genotipo Procedencia
h>mhf1:YFP:KanMx6 leul-32 his3-D1 ura4-294
uss IO Naks P IO e e vaba
(ura4+) rad52-2CFP::HphMx

$2499 h>mhf1::NatMx6 Este trabajo
$2500 h- mhf2::HphMx6 Este trabajo
$2501 h* mhfl::NatMx6 fml1::HphMx6 Este trabajo
$2502 h* mhf2::HphMx6 fml1::HphMx6 Este trabajo
$2503 h rad22:YFP:Kan mhf1:tdT:HphMx6 Este trabajo
$2504 h? mis6-GFP:Kan mhf1:tdT:HphMx6 fml1::HphMx6 Este trabajo
$2505 h’ rad22:YFP:Kan mhf1:tdT:HphMx6 fml1::HphMx6 Este trabajo
$2506 h? mis6-GFP:Kan cnp20:tdT:HphMx6 Este trabajo
$2507 h* cnp20-ts4:FLAG:Kan Y. Watanabe
$2508 h rad22:YFP:Kan Este trabajo
$2509 h* rad22:YFP:Kan fml1::HphMx6 Este trabajo
$2510 h fml1::HphMx6 Este trabajo
§2511 h fml1::HphMx6 chk1::ura4+ ura4- Este trabajo
$2512 h” fml1::HphMx6 chk1::ura4+ ura4- Este trabajo
$1013 h chk1::ura4+ ura4- K. Powell
$1363 h™ cds1::urad+ ura4- K. Powell
$2513 h* chk1:HA T. Carr
S$2514 h chk1:HA fml1::HphMx6 Este trabajo
$2515 h  chk1:HA fml1::HphMx6 Este trabajo
S$2516 h* chk1:HA fml1::HphMx6 Este trabajo
$2517 h* chk1:HA fml1::HphMx6 Este trabajo
$2143 h™ cds1:HA:ura4+ ura4-D18 T.Carr
$2518 h cds1:HA:urad+ fml1::HphMx6 ura4-D18 Este trabajo
$2519 h* cds1:HA:ura4+ fml1::HphMx6 ura4-D18 Este trabajo
$2520 h™ rad3::KanMx4 N. Rhind
$2521 h rad3::KanMx4 fml1::HphMx6 Este trabajo
$2522 h* rad3::KanMx4 fml1::HphMx6 Este trabajo
$1014 h™ cds1::ura4+ chk1::ura4+ ura4- ade- leu- K. Powell

119



Materiales y Métodos

120

Nombre Genotipo Procedencia
$2523 h cds1::urad+ chkl::uraé/l;ufgvll::thMx6 ura4- ade? Este trabajo
$2524 h?° fml1::HphMx6 Este trabajo
$2525 h*° fml1::HphMx6 Este trabajo
$2526 h  Ch16 (ade6-M216) ade6-M210 S. Moreno
$2527 h-mhf1::NatMx6 mhgfl;'gfl)\;)%)f Ch16 (ade6-M216) Este trabajo
$2528 h mhfl—CtA:th:H;:JiLI\ijb;?ég:x;;li?)n de las ultimas 39 i s
$2529 h mhfl-CtA:Nathge(;crguer:]c;f’iT?;;:le las ultimas 39 pb Este trabajo
s THECENING GG SS90 e b
$1348 h ade6-M210 leul-32 ura4-D18 S. Moreno
$2531 h- mhfl::HphMx6 ade6-M210 leul-32 ura4-D18 Este trabajo
$2532 h” mhf1:NatMx6 ade6-M210/6 leul-32 ura4-D18 Este trabajo
$2533 h* mhf1:NatMx6 ade6-M210/6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo
$2534 h" mhf1-D58E:NatMx6 ade6-M210/6 leul-32 ura4-D18 Este trabajo
S$2535 h* mhf1-D58E:NatMx6 ade6-M210/6 leul-32 ura4-D18 Este trabajo
$2536 h- mhfi-F62V:NatMx6 ade6-M210/6 leul-32 ura4-D18 Este trabajo
$2537 h* mhf1-F62V:NatMx6 ade6-M210/6 leul-32 ura4-D18 Este trabajo
S$2538 h" mhf1-F62I:NatMx6 ade6-M210/6 leul-32 ura4-D18 Este trabajo
$2539 h* mhf1-F62I:NatMx6 ade6-M210/6 leul-32 ura4-D18 Este trabajo
$2540 h mhf1-F62E:NatMx6 ade6-M210/6 leul-32 ura4-D18 Este trabajo
S$2541 h” mhf1-F62E:NatMx6 ade6-M210/6 leul-32 ura4-D18 Este trabajo
$2542 h* mhf1-D75L:NatMx6 ade6-M210/6 leul-32 ura4-D18 Este trabajo
$2543 h" mhf1-D75L:NatMx6 ade6-M210/6 leul-32 ura4-D18 Este trabajo
$2544 h mhf1-D75W:NatMx6 ade6-M210/6 leul-32 ura4- Este trabajo

D18
$2545 h- mhf1-D75W:NatMx6 ade6-M210/6 leul-32 ura4- ETTT
D18
$2546 h* mhf1-L78E:NatMx6 ade6-M210/6 leul-32 ura4-D18 Este trabajo
$2547 h" mhfi1-L78E:NatMx6 ade6-M210/6 leul-32 ura4-D18 Este trabajo
$2548 h" mhf1-L78D:NatMx6 ade6-M210/6 leul-32 ura4-D18 Este trabajo
$2549 h" mhf1-L78D:NatMx6 ade6-M210/6 leul-32 ura4-D18 Este trabajo
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Nombre Genotipo Procedencia

$2394 h*/h ura4-d18/ura4-d18 leul-32/leul-32 ade6-M210/ S. Moreno
ade6-M216

h*/h-mhf1*/mhf1:NatMx6 ura4-d18/ura4-d18 leul-32/ .

52550 leu1-32 ade6-M210/ade6-M216 il
h*/h-mhf1*/mhf1-D58E:NatMx6 ura4-d18/ura4-d18 .

52551 leu1-32/leu1-32 ade6-M210/ade6-M216 Este trabajo
h*/h-mhf1*/mhf1-F62V:NatMx6 ura4-d18/ura4-d18 .

52552 leu1-32/leul-32 ade6-M210/ade6-M216 =562 Ul e
h*/h-mhf1*/mhf1-F62I:NatMx6 ura4-d18/ura4-d18 .

52553 leu1-32/leul-32 ade6-M210/ade6-M216 Este trabajo
h*/h-mhf1*/mhf1-F62E:NatMx6 ura4-d18/ura4-d18 .

52554 leu1-32/leul-32 ade6-M210/ade6-M216 R IR
h*/h-mhf1*/mhf1-D75L:NatMx6 ura4-d18/ura4-d18 .

52555 leu1-32/leu1-32 ade6-M210/ade6-M216 Este trabajo
h*/h-mhf1*/mhf1-D75W:NatMx6 ura4-d18/ura4-d18 .

52556 leu1-32/leu1-32 ade6-M210/ade6-M216 HRUEIEE
h*/h-mhf1*/mhf1-L78E:NatMx6 ura4-d18/ura4-d18 .

52557 leu1-32/leu-32 ade6-M210/ade6-M216 Este trabajo
h*/h-mhf1*/mhf1-L78D:NatMx6 ura4-d18/ura4-d18 .

52558 leu1-32/leul-32 ade6-M210/ade6-M216 T E]
$2559 h* ade6-M210 leu1-32 ura4-D18 S. Moreno

$2560 h* mhf1::HphMx6 ade6-M210 leul-32 ura4-D18 Este trabajo

$2561 h* fml1::HphMx6 ura4-D18 Este trabajo

$2562 h* mhf1:NatMx6 Este trabajo

$2563 h* mhf1-D75L:NatMx6 Este trabajo

S$2564 h* mhf1-L78D:NatMx6 Este trabajo

$2565 h* mhf1-GFP:KanMx6 Este trabajo

$2566 h* mhf1-D75L-GFP:KanMx6 Este trabajo

S2567 h* mhf1-L78D-GFP:KanMx6 Este trabajo

$2568 h* mhf1-L78E-GFP:KanMx6 Este trabajo

$2569 h* mhf1-F62V-GFP:KanMx6 Este trabajo

$2570 h* cnp20:tdT:HphMx6 mhf1:NatMx6 Este trabajo

$2571 h* cnp20:tdT:HphMx6 mhf1-F62V:NatMx6 Este trabajo

$2572 h* cnp20:tdT:HphMx6 mhf1-L78E:NatMx6 Este trabajo

$2573 h* mhf1-F62V:NatMx6 Este trabajo

S$2574 h* mhf1-L78E:NatMx6 Este trabajo

$2575 h* mhf1:NatMx6 fml1::HphMx6 Este trabajo
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Nombre Genotipo Procedencia
S$2576 h* mhf1-F62V:NatMx6 fml1::HphMx6 Este trabajo
$2577 h* mhf1-L78E:NatMx6 fml1::HphMx6 Este trabajo
$2578 h* mhf1-D75L:NatMx6 fml1::HphMx6 Este trabajo
$2579 h* mhf1:NatMx6 rad3::KanMx4 Este trabajo
$2580 h* fml1::HphMx6 chk1::ura4+ ura4- Este trabajo
$2581 h* mhf1-F62V:NatMx6 rad3::KanMx4 Este trabajo
$2582 h* mhf1-L78E:NatMx6 rad3::KanMx4 Este trabajo
$2583 h* mhf1-D75L:NatMx6 rad3::KanMx4 Este trabajo
$2584 h- mhf1:NatMx6 chk1::ura4+ ura4- Este trabajo
$2585 h* mhf1-F62V:NatMx6 chkl1::ura4+ ura4- Este trabajo
$2586 h* mhf1-L78E:NatMx6 chk1::ura4+ ura4- Este trabajo
$2587 h* mhf1-D75L:NatMx6 chk1::ura4+ ura4- Este trabajo
$2588 h*° mhf1:NatMx6 Este trabajo
$2589 h*® mhf1:NatMx6 Este trabajo
$2590 h*° mhf1-F62V:NatMx6 Este trabajo
$2591 h*° mhf1-F62V:NatMx6 Este trabajo
$2592 h*® mhf1-D75L:NatMx6 Este trabajo
$2593 h*® mhf1-D75L:NatMx6 Este trabajo
$2595 h fml1::HphMx6 Este trabajo
$2596 h fml1::HphMx6 Este trabajo
$2597 h=m fml1::HphMx6 Este trabajo
$2598 h=mt fm|1::HphMx6 Este trabajo
$2599 h mhf1-F62V:NatMx6 Este trabajo
$2600 h=m% mhf1-F62V:NatMx6 Este trabajo
$2601 h* mhf1::HphMx6 Este trabajo
$2602 h* cnd1-GFP:urad* sid2:tdT:Nat mhf1:NatMx6 ura4-d18 Este trabajo
$2603 h* cnd1-GFP:ura4* sid2:tdT:Nat mhf1-D75L:NatMx6 G i e

ura4-di8
S$2604 h-mad2::urad+ ura4-d18 R. Daga
$2605 h bubl::urad+ ura4-d18 R. Daga
$2606 h* mhf1-D75L:NatMx6 mad2::ura4+ ura4-d18 Este trabajo
$2607 h* mhf1-D75L:NatMx6 bubl::ura4+ ura4-d18 Este trabajo
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Nombre

Genotipo

Procedencia

$2259

$2608

$2609
$2610
$2611
$2612
$2613
S2614
$2615
$2616
$2617
$2618
$2619

h* sid2:tdT:Nat mad2-GFP:Kan ade- leu- ura-

h* sid2:tdT:Nat mad2-GFP:Kan mhf1-D75L:NatMx6
ade- ura-

h* fml1:tdT:HphMx6 mhf1-GFP:KanMx6
h* fml1:tdT:HphMx6 mhf1-F62V-GFP:KanMx6
h* cnp20-ts2:FLAG:Kan fml1::HphMx6
h™ mhf1:tdT:HphMx6
h? mhf1:tdT:HphMx6 hip1::KanMx4 ade-? leul-? ura4-?
h” mhf1:tdT:HphMx6 napl::KanMx4

h™ mhf1:tdT:HphMx6 chz1::KanMx4 ade-? leul-? ura4-?

h? mhf1:tdT:HphMx6 mug183::KanMx4
h’ fml1:EGFP:KanMx6 mhf2::HphMx6 leul-32 ura4-d18

h? cnp20-ts2:FLAG:kan fml1:EGFP:kanMx6
h* mhf1::HphMx6

Tabla 2. Cepas de Escherichia coli.

R. Daga
Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

Nombre

Genotipo

Procedencia

DH5a

F— ®80lacZAM 15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endA1l
hsdR17 (rk—, mK+) phoA supE44 A— thi-1 gyrA96 relA1l

2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

2.1. Cultivos de S. pombe

IBFG

Los medios de cultivo que se utilizaron para el crecimiento y mantenimiento de S.

pombe son los descritos por Moreno et al., 1991. Las células se crecieron en medio rico YES

(extracto de levadura suplementado) y medio minimo (MM o EMM). Cuando fue necesario,

el MM se suplementd con 225 pg/ml de adenina, uracilo, histidina, arginina, leucina y/o

lisina dependiendo de las auxotrofias de cada cepa. Para el crecimiento en placas, se

utilizaron los mismos medios suplementados con 2% de agar. Como medio de esporulacidn

se utilizé6 MEA (extracto de malta agar). Para comprobar la sensibilidad a la temperatura y

la tasa de muerte celular se utilizé YES-agar con floxina B (YPhB) a una concentracién final

de 5 pg/ml.

La seleccidon de las cepas resistentes a antibidticos se realizé afladiendo a los medios de
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cultivo (YES-agar) geneticina (G-418) a una concentracion final de 100 pug/ml, nourseotricina
(ClonNat) a una concentracion final de 75 pug/ml y/o higromicina B a una concentracién
final de 50 ug/ml a partir de soluciones stock esterilizadas por filtracion (Tabla 3).

La represion de los genes controlados por el promotor nmt1 se realizé en MM con
tiamina 15 uM. Para inducir la expresion de genes regulados por este promotor las células
se lavaron 2 veces con MM fresco sin tiamina, se resuspendieron en medio fresco sin
tiamina y se incubaron de 12 a 16 horas.

Cuando fue necesario los medios empleados para el crecimiento de S. pombe se
suplementaron con diversos compuestos como hidroxiurea (HU), metil metano sulfonato
(MMS), carbendacima (MBC) y tiabendazol (TBZ). Todos ellos se afiadieron al medio a la
concentracién final indicada en cada experimento a partir de soluciones mas concentradas.
En estos casos tanto las soluciones stock de las drogas, como los medios con las drogas ya
incorporadas se prepararon inmediatamente antes de la realizacion del experimento.

Las soluciones stock de los distintos compuestos afadidos a los medios de cultivo se
describen en la Tabla 3.

Tabla 3. Soluciones stock de los compuestos ailadidos a los medios de cultivo.

Producto Solucidén stock Origen
G-418 100 mg/ml en agua DUCHEFA
ClonNat 100 mg/ml en agua Werner BioAgents
Higromicina B 50 mg/ml en PBS Roche
Floxina B 5 mg/ml en agua Sigma
Tiamina 20 mg/ml en agua Sigma
HU 1M en agua Sigma
MMS > 99% liquido Sigma
MBC 2 mg/ml en DMSO Sigma
TBZ 4 mg/ml en DMSO Sigma

Los células de S. pombe se incubaron a una temperatura comprendida entre 25 y
36°C, dependiendo del experimento y de las caracteristicas de la cepa. Cada vez que se
inicié un nuevo ensayo, las cepas fueron estriadas desde un stock de glicerol a -80°C en
placas de YES-agar, en ningln caso se mantuvieron guardadas a 4°C. Los experimentos se
realizaron siempre con cultivos en fase exponencial, DO
4-8x10° células/ml.

sosnm €Ntre 0,4y 0,8 equivalente a

2.2. Cultivos de E. coli

La cepa de E. coli se cultivd siguiendo los protocolos descritos por Sambrook et al.,
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1989. Los cultivos de la bacteria se crecieron en medio LB (Luria-Bertani) a 37°C, que se
suplementd con 50-100 pg/ml de ampicilina (Roche) para la seleccion de clones resistentes.

3. TECNICAS GENERALES DE BIOLOGIA MOLECULAR
3.1. Analisis de acidos nucleicos
3.1.1. Extraccién de DNA gendmico de S. pombe

Para extraer el DNA gendmico se recogieron 10 ml de cultivo en fase estacionaria. Las
células se resuspendieron en 1 ml de una solucidn de citrato/fosfato 50 mM, EDTA 40 mM,
sorbitol 1,2 M a la que se la habia afladido 2,5 mg de Zimoliasa 20T (Seikagaku Corporation),
que degrada la pared celular de la levadura. La mezcla se incubd a 37°C durante 30 minutos.
A continuacidn, se recogieron las células y se resuspendieron en 550 ul de TE con SDS 1%.
Las células se incubaron en esta solucidon durante 15 minutos a 65°C. Para precipitar las
proteinas, se afiadid 175 pl de acetato potdsico 5 My se incubd en hielo durante 5 minutos.
Seguidamente, se centrifugd durante 15 minutos a 4°Cy se recupero el sobrenadante.

Para precipitar los acidos nucleicos, se afiadié un volumen de isopropanol y se
mantuvo a -20°C durante 1-2 horas. A continuacion, se centrifugd a 10.000 rpm durante 15
minutos a 4°C y se lavd el precipitado con 500 pl de etanol 70% frio. Para eliminar el RNA,
se resuspendio el precipitado en 350 pl de TE con 50 pug/ml de RNasa (Roche) y se incubé a
65°C durante 10 minutos. A continuacion, se hicieron dos extracciones con fenol utilizando
un volumen de fenol: cloroformo 1:1. El DNA se precipité con 1/10 volumenes de acetato
sodico 3 My 2,5 volumenes de etanol 100% frio y se mantuvo a -20°C durante varias horas.
Por ultimo, se centrifugé a 10.000 rpm a 4°C durante 10 minutos, se lavé el precipitado de
DNA con 1 ml de etanol al 70% vy se dejo secar. El DNA se resuspendio en 50 ul de TE.

3.1.2. Extraccién de DNA plasmidico de E. coli

Para extraer el DNA plasmidico de E. coli, en el caso que el DNA se fuera a emplear
para secuenciar, transformar o clonar, se utilizaron columnas Quiaprep Spin Miniprep
(Quiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Cuando no fue necesario que el DNA fuera de alta calidad, se siguid el protocolo
“miniprep boiling” (Holmes y Quigley, 1981; Sambrook et al., 1989).

3.1.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacion de fragmentos de DNA mediante PCR se llevé a cabo en un
termociclador T3000 de Biometra. Las condiciones de reaccién dependieron del tamafio de
lasecuencia, lasrecomendaciones del fabricante de la DNA polimerasay los oligonucleétidos
utilizados. La mezcla de reaccidén contenia DNA molde en cantidad variable segun si fuese
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gendmico, plasmidico o proviniese de masa celular, ademas de 250 uM de cada dNTP, 1 uM

de cada oligonucleotido, MgCl, 1,5 mM, 0,25 U de DNA polimerasa y el tampon de reaccion

suministrado con la enzima, en un volumen de 50 pl. Para las PCRs de comprobacién se

utilizé la DNA polimerasa Biotag™ de Bioline, para la construccidon de cepas se utilizo la

DNA polimerasa con actividad de correccidn de errores High Fidelity de Roche.

Los oligonucledtidos empleados en este trabajo fueron suministrados por Thermo

Scientific o Sigma. Sus secuencias y utilidad se describen en la Tabla 4.

Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados en este trabajo.

Construccion de cepas

Nombre

Secuencia

Utilidad

(M5) mhf1-D1

(M6) mhf1-D2

(M19) mhf1-F2

(M36) mhfi-
F(FLAG)

(M22) mhf2-D2

(M21) mhf2-F2

(M37) mhf2-
F(FLAG)

cnp20-F2
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5’-ATTTAATTATAAGGAGAC-
TACTTATCTTAACTTTTAGTAACGTATTATTAC-
GAAAATTAATAAAAAGTAATCAAAGTTATCG-
TACGCTGCAGGTCGAC-3’

5’- AATCTATGTAATAGAAAGTTATTAACGATAA-
CACAGCGTTGAAAATGAGCTATAATCACTG-
TACCCACAATGGATGTGCAATCGATGAATTCGA-
GCTCG-3’

5’- AAGGATTATATGAGATTATCAATAATTTTCA-
CAAAGAATCGATCAAATCTAAAAAGAAAAAGA-
AAGAAAACAGTACAACACGGATCCCCGGG-
TTAATTAA-3’

5’- AAGGATTATATGAGATTATCAATAATTTTCA-
CAAAGAATCGATCAAATCTAAAAAGAAAAAGA-
AAGAAAACAGTACAACAGGGGGAGGCGGGGG-
TGGA-3’

5’- CGTTGCTTATCACATACTGTTT-
CAATAACATTTCGTTCTATCACA-
AAGCTTTATTAAAAACGTCTCCATTTAGTATCAG-
CATCGATGAATTCGAGCTCG-3’

5’- CTTCTGAAAATGAAGATATTGTTTTAGA-
ATTAGAAGATTTGGAAAATGGCATCGCAGCT-
CAACTAGCCCTTGACTTTAGTCGGATCCCCGGG-
TTAATTAA-3’

5’- CTTCTGAAAATGAAGATATTGTTTTAGAATTA-

GAAGATTTGGAAAATGGCATCGCAGCTCAACTA-

GCCCTTGACTTTAGTGGGGGAGGCGGGGGTG-
GA-3’

5’- TAAGTGAGAAAAAATCCCTATCCTCTCTAAT-
GCAGCAATATTTATCGCGTGAAATTGCACCTC-
CGGCAATTAAGAGAACCCGGATCCCCGGG-
TTAATTAA-3’

Deleciéon de mhf1*

Delecién y marcaje del gen
mhf1*

Marcaje del gen mhf1* con
EGFP y tdT

Marcaje del gen mhf1* con
3FLAG

Marcaje del gen mhf2*

Marcaje del gen mhf2* con
EGFP

Marcaje del gen mhf2* con
3FLAG

Marcaje del gen cnp20* con
tdT
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Construccion de cepas

Secuencia Utilidad
5’- AAAAAATCTTAACATCCAAAGAGGTAAAAC-
n520.02 GATGAAAAAAATTCTAATATACAGGGATGAAT- Marcae del sen cnp20*
P GTAAAGGAGAAGTACGCAGAATTCGAGCTCG- J€ aelgen cnp
TTTAAAC-3’

5’- TAAGTGAGAAAAAATCCCTATCCTCTCTAATG-
CAGCAATATTTATCGCGTGAAATTGCACCTCCGG-
CAATTAAGAGAACCGGGGGAGGCGGGGGTG-
GA-3’
5’-CGAAACGAAGTACCTTAGCAAAATTCG-

TTTTTAAGTAATTCCAGCTAAATTTTTGCTAACA- g .
(M9) fml1-D1 T AAATCATTGATAAGGCGTACGCTGCAGGTC- DB e
GAC-3’
5'- ATGGAATGCTACGAATATCTTTTTGAGTTAGA: |\
CTACAAATTGAAAACGTTGTAGGCTATTTCTAAA- y fmit Je dete
CACTATTTAATTCTATCGATGAATTCGAGCTCG-3’

5’- AGACAAAACCATTTGACGACCGACAACA-
ACGCCTTCAGCAACTCGTAGAGAAAAGGA-
(M17) fml1-F2 AACGTATGAAAGGAATGCTGATTCGGATCCC-
CGGGTTAATTAA-3’

5’- AGACAAAACCATTTGACGACCGACAACA-
ACGCCTTCAGCAACTCGTAGAGAAAAGGA-

Nombre

Marcaje del gen cnp20* con

(M51) cnp20-
3FLAG

F(FLAG)

(M10) fml1-D2

Marcaje del gen fm/1* con
EGFPy tdT

Marcaje del gen fm/1* con

(M50) fml1-
F(FLAG) AACGTATGAAAGGAATGCTGATTGGGGGA- 3FLAG
GGCGGGGGTGGA-3’
5’- AACCACAGGATGTGCTTTTATGTTGTC-
(M39) mhf1i- GAAGAAATGAAGGATTATATGAGATTATCA- Truncacion de las ultimas 39
CtA-D1 ATAATTTTCACAAAGAATCGATCTAACGTACGCT- pb del gen mhf1*
GCAGGTCGAC-3’
5’- AACCACAGGATGTGCTTTTATGTTGTC- Truncacion de las dltimas 39
(M46) mhfi- GAAGAAATGAAGGATTATATGAGATTATCA- b del gen mhf1* y marcaje
CtA-F2 ATAATTTTCACAAAGAATCGATCCGGATCCC- P fon : dTomZto J
CGGGTTAATTAA-3’
Cambio del marcador de
Swi-F 5’-GACATGGAGGCCCAGAATAC-3’ resistencia de la delecion de
mhfl*y mhf2*
Cambio del marcador de
Swi-R 5’-TGGATGGCGGCGTTAGTATC-3’ resistencia de la delecion de
mhfl*y mhf2*
Comprobacidn de cepas
Nombre Secuencia Utilidad
(M7) mhf1-C1 5'- AGCTTTAGCATCCTCAACAG-3’ Comprobacion de la delecion
y del marcaje de mhf1*
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Comprobacion de cepas

Nombre

Secuencia

Utilidad

(M8) mhf1-C2

(M20) mhf1-11

(M13) mhf2-C1

(M14) mhf2-C2

(M23) mhf2-11

cnp20-11

cnp20-C2

(M11) fmi1-C1

(M12) fml1-C2

5’- CTGCTGCTATTGATGAAGTG-3’

5’- GGTTTGGGAACAAATACGTG-3’

5’- TCAAGTGGAGATTTACGGCG-3’

5’- TCACCCCAAAGCACTTATCC-3’

5- AGAGGCAGTTTGGTAAGGGC-3’

5’- TTTGCAGACCATGCTCATCG-3’

5- AGCGTTCTTGCATAGGTTGC-3’

5’- ACTTCCGACAATAAAGGACG-3’

5’- GTTATCCACAATGGCGATAG-3’

Comprobacién de la delecién
y del marcaje de mhf1*

Comprobacion de la delecién
y del marcaje de mhf1*

Comprobacidn de la delecién
y del marcaje de mhf2*

Comprobacién de la delecidn
y del marcaje de mhf2*

Comprobacion de la delecién
y del marcaje de mhf2*

Comprobacidon del marcaje
del gen cnp20*

Comprobacién del marcaje
del gen cnp20*

Comprobacion de la delecién
de fml1*

Comprobacidn de la delecién
y del marcaje de fml/1*

Comprobacidn de la delecién
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(M18) fml1-I11 5’- GGATGACAACTTTGAAAAGG-3’ .
y del marcaje de fml/1*
Mutagénesis
Nombre Secuencia Utilidad
(M156) mhfl-  5’-TTTTTTAATTAAGGTCGCAATGGTTAACTTCT-  Amplificacion de mhf1* con
Pacl-F GC-3’ sitio de restriccién para Pacl
(M158) mhf1- 5’ -TTTTTTAATTAATTATGTTGTACTG- Amplificacidn de mhf1* con
Pacl-R TTTTCTTTC-3’ sitio de restriccion para Pacl
(M186) mhf1- 5'-GGTTTGGGAACAAATACGTGTATTAGC- Mutagénesis de mhf1* con el
D58E-F TAAAGAGATTGAGGCT-3’ cambio D58E
(M187) mhfl- 5’-AGCCTCAATCTCTTTAGCTAATACACGTATTTG- Mutagénesis de mhf1* con el
D58E-R TTCCCAAACC-3’ cambio D58E
(M188) mhf1- 5-ATTGAGGCTGTTGCAGAGTACGCTCTTGAT-  Mutagénesis de mhf1* con el
F62V-F GG-3’ cambio F62V
(M189) mhf1- 5’-CCATCAAGAGCGTACTCTGCAACAGCCTCA-  Mutagénesis de mhf1* con el
F62V-R AT-3’ cambio F62V
(M190) mhf1- 5’-GACATTGAGGCTATTGCAGAGTACGCTCTT-  Mutagénesis de mhf1* con el
F62I-F GATGG-3’ cambio F62I
(M191) mhfl- 5’-CCATCAAGAGCGTACTCTGCAATAGCCTCAAT- Mutagénesis de mhf1* con el
F62I-R GTC-3’ cambio F62I
(M192) mhf1- 5’-GCTAAAGACATTGAGGCTGAGGCAGAG- Mutagénesis de mhf1* con el
F62E-F TACGCTCTTGATGG-3’ cambio F62E
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Mutagénesis

Nombre Secuencia Utilidad
(M193) mhfl- 5-CCATCAAGAGCGTACTCTGCCTCAGCCTCAAT- Mutagénesis de mhf1* con el
F62E-R GTCTTTAGC-3’ cambio F62E
(M194) mhf1- 5’- CGGAAAACGGTTCAACCACAGCTTGT- Mutagénesis de mhf1* con el
D75L-F GCTTTTATGTTGTCG-3’ cambio D75L
(M195) mhfl-  5- CGACAACATAAAAGCACAAGCTGTGGTTGA- Mutagénesis de mhfl* con el
D75L-R ACCGTTTTCCG-3’ cambio D75L
(M196) mhf1- 5’- CGGAAAACGGTTCAACCACAGTGGGT- Mutagénesis de mhf1* con el
D75W-F GCTTTTATGTTGTCG-3’ cambio D75W
(M197) mhfl-  5’- CGACAACATAAAAGCACCCACTGTGGTTGA- Mutagénesis de mhf1* con el
D75W-R ACCGTTTTCCG-3’ cambio D75W
(M198) mhfl-  5- CGGTTCAACCACAGGATGTGCTTGACTGTT- Mutagénesis de mhf1* con el
L78D-F GTCGAAGAAATGAAGG-3’ cambio L78D
(M199) mhf1- 5’- CCTTCATTTCTTCGACAACAGTCAAG- Mutagénesis de mhf1* con el
L78D-R CACATCCTGTGGTTGAACCG-3’ cambio L78D
(M200) mhfl-  5’- CAACCACAGGATGTGCTTGAATGTTGTCGA- Mutagénesis de mhf1* con el
L78E-F AGAAATGAAGG-3’ cambio L78E
(M201) mhf1- 5’- CCTTCATTTCTTCGACAACATTCAAG- Mutagénesis de mhf1* con el
L78E-R CACATCCTGTGGTTG-3’ cambio L78E
PCR cuantitativa
Nombre Secuencia Utilidad

(M69) cnt2-1-F

(M70) cnt2-1-R

(M71) cnt2-2-F

(M72) cnt2-2-R

(M67) imr2-F

(M68) imr2-R

(M63) otr2-F

(M64) otr2-R

5’- CGACGAGTTTTTAGCATCAA-3’

5’- ATCACAAAGCAGTACATGTG-3’

5’- AACAGCCAAAGGTCTCAGCT-3’

5’- GACAATTAAAGCAGTTGACG-3’

5’- ACCGAGAGCATTCACTTAAT-3’

5’- CCTACAATTTTGCCATTACTT-3’

5’- CGAACAGAAGGGTATGTATG-3’

5’- ACTCAAGTCCAATCGCACCAT-3’

PCR cuantitativa de la regién
central del centrémero I

PCR cuantitativa de la regién
central del centrémero Il

PCR cuantitativa de la regién
central del centrémero I

PCR cuantitativa de la region
central del centrémero Il

PCR cuantitativa de las re-
giones repetidas internas del
centrémero |l

PCR cuantitativa de las re-
giones repetidas internas del
centrémero |l

PCR cuantitativa de las regio-
nes repetidas externas del
centromero |l

PCR cuantitativa de las regio-
nes repetidas externas del
centrémero Il
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PCR cuantitativa

Nombre Secuencia Utilidad

PCR cuantitativa de una re-

(M73) Int1-F 5’- AACTTTTTAGAAATTAGCTC-3’ gion intergénica cerca del
gen SPCC320.08

PCR cuantitativa de una re-

(M74) Int1-R 5 - TTAATTTTGATGGCTTGTAA-3’ gién intergénica cerca del

gen SPCC320.08
3.1.4. Electroforesis de fragmentos de DNA

La separacion por tamanos de las moléculas de DNA se llevd a cabo mediante
electroforesis en geles de agarosa. En funcién del tamafio de las moléculas a separar, se
prepararon geles entre el 0,8% y el 2% de agarosa (Seakem® LE). Para preparar el gel y
el tampdn de electroforesis se utilizé TAE (Tris-acetato 40 mM pH 8, EDTA 1 mM). Al gel
se le afiadié Midori Green (Nippon Genetics) 1/20.000 para la visualizacion del DNA bajo
la irradiacion con luz UV. Los tamafos de las moléculas se estimaron comparando con el
marcador de tamano molecular 1 kB plus DNA ladder (Invitrogen). Se emplearon cubetas
de Apelex y fuentes para electroforesis de BioRad. Las separaciones electroforéticas se
hicieron a voltaje constante (90 V).

3.1.5. Purificacion, cuantificacion y secuenciacién de fragmentos de DNA

Para la extraccion de DNA de los geles de agarosa y para la purificacion de los
productos de PCR se utilizaron los kits JETquick Gel Extraction Spin (Genomed) y JETquick
PCR Purification (Genomed), respectivamente.

La concentracion de DNA se estimd midiendo la absorbancia a 260 nm en un
espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific), considerando una relacién de
absorbancia 260/280 de 1,8 como estimacion del grado de pureza del DNA.

La secuenciacién de DNA plasmidico y productos de PCR se llevé a cabo en el servicio
de Gendmica del IBMCC, con un secuenciador ABI Prism 3100 (Applied Biosystem).

3.2. Técnicas de transformacion
3.2.1. Transformacidn de S. pombe

Para transformar células de S. pombe se siguié una modificacion del método del
acetato de litio (LiAc) descrito por Bahler et al., 1998. En cada transformacion se emplearon
2x10?2 células de un cultivo en crecimiento exponencial y entre 10-20 ug de DNA. En primer
lugar, se centrifugaron los cultivos durante 5 minutos a 3000 rpm, las células se lavaron
con el mismo volumen de agua estéril y se resuspendieron en una solucién de LiAc 100
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mM, Tris-HCl 10 mM pH 7,5, EDTA 1 mM y sorbitol 1 M. Las células se incubaron en dicha
solucién durante 30 minutos a temperatura ambiente y se concentraron en un volumen de
100 ul por centrifugacién. A este volumen se le afiadio 4 ul de DNA de esperma de salmdn
previamente desnaturalizado y el DNA transformante en un volumen no superior a 10 pl.
Se incubd la mezcla durante 10 minutos a temperatura ambiente, y a continuacion se le
anadieron con 260 pl de una solucidon de PEG 3350 40%, LiAc 100 mM Tris-HCl 10 mM pH
7,5y EDTA 1 mM. Las células se incubaron durante 45-60 minutos a temperatura ambiente
y tras este periodo se les anadié 43 ul de DMSO y fueron sometidas a un pulso de calor de
5 minutos a 42°C. A continuacidn, se lavaron, se resuspendieron en 500 ul de agua estéril y
se sembraron en dos o tres placas de YES-agar. Tras 18-20 horas fueron replicadas a medio
selectivo (YES con G-418, ClonNat o Higromicina B) y se incubaron durante 3-4 dias.

3.2.2. Transformacion de E. coli

Se siguid el protocolo descrito por Kushner, 1978. Las células competentes se
descongelaron en hielo, se les afiadié el DNA y se incubaron en hielo durante 20 minutos.
Seguidamente, se aplicd un pulso de calor de 90 segundos a 42°C, inmediatamente, se
transfirieron a hielo durante 1-2 minutos. Se les afiadié 4 volumenes de medio de cultivo LB
y se incubaron en agitacidon durante 1 hora a 37°C. Finalmente, las células se resuspendieron
en un volumen pequeio y se sembraron en placas de LB con el antibidtico frente al cual
confiere resistencia el plasmido introducido, en este estudio ampicilina.

4. CONSTRUCCION DE CEPAS DE S. pombe

Tanto para la delecién de genes como para el marcaje de proteinas con epitopos se
siguieron los procedimientos descritos por Bahler et al., 1998.

4.1. Delecion de genes

El cassette de resistencia al antibidtico deseado, kanamicina, nourseotricina o
higromicina, fue amplificado por PCR a partir del pldsmido correspondiente pFA6a-
kanMX6, -natMx6 o -hphMx6, respectivamente (Bahler et al., 1998; Hentges et al., 2005;
Sato et al., 2005) (Tabla 5) utilizando los oligonucleétidos genX-D1 y genX-D2 (Tabla 4).
Los 80 nucledtidos del extremo 5’ de genX-D1 y genX-D2 son las secuencias que quedan
inmediatamente antes del coddn de inicio o inmediatamente después del codén de
parada del genX a delecionar, respectivamente, y los restantes 20 nucledtidos anillan en
el plasmido uno a cada lado del cassette de resistencia. Este producto de PCR fue utilizado
para transformar S. pombe. Los 80 pb de los extremos son suficientes para que se produzca
recombinacién homadloga y el gen diana sea sustituido por el marcador de resistencia. Para
seleccionar aquellos clones en los que el reemplazamiento se habia producido de forma
correcta, se llevaron a cabo reacciones de PCR de colonia que amplifican los extremos de la
delecidn, con los oligonucledtidos genX-C1 y genX-C2 (Tabla 4), que anillan sobre los 200-
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300 nucledétidos inmediatamente anteriores al coddn de inicio o posteriores al codén de
parada del gen correspondiente, en combinacion con los oligonucledtidos kanC1 y kanC2
qgue anillan en el promotor y terminador, respectivamente, del marcador de resistencia. En
algln caso también se realizé un intercambio del marcador de resistencia, para lo que se
utilizaron los oligonucledtidos swi-F y swi-R (Tabla 4).

De esta manera se construyeron las deleciones de mhf1*y fml1*. Ademads, éste fue
el método utilizado para la construccion de la cepa mhfl-CtA y de los mutantes de la
mutagénesis de mhf1*.

4.2. Marcaje de proteinas en su extremo carboxilo

El epitopo deseado junto con un marcador de resistencia fue amplificado a partir del
pldsmido correspondiente (Tabla 5) con los oligonucleétidos genX-F y genX-D2 (Tabla 4).
Los 80 nucledtidos del extremo 5’ del genX-F corresponden a la secuencia inmediatamente
anterior al coddn de parada. De forma que tras la transformacién, se produjo un delecién
del coddn de parada y se fusiond el epitopo deseado al extremo carboxilo del gen
correspondiente. Los transformantes obtenidos fueron comprobados mediante PCR y los
clones positivos se comprobaron por secuenciacién para confirmar que la integracién de la
etiqueta se habia producido de forma correcta y que no se habian introducido mutaciones
durante la reaccidén de amplificacién. Con este fin se utilizé un oligonucleétido interno del
gen correspondiente (genX-11) y oligonucledtidos de la etiqueta (Tabla 4).

Tabla 5. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Nombre Descripcion Aplicaciones Procedencia

Marcaje de los genes mhf1*,

p1138 pFA6a-mEGFP-KanMx6 mhf2* y fml1* con EGFP T. Pollard
Marcaje de los mutantes de

p1156 pFA6a-mGFP-KanMx6 la mutagénesis de mhf1*con J. Bahler

GFP

) Marcaje de los genes mhf1*,

plie3 pFA6a:tdTomato-HphMx6 cnp20* y fmi1* con tdT |. Hagan

Marcaje de los genes mhf1?,

p1155  pFAGA-6XGLY-3XFLAG-KanMx6 — mhf2",cnp20°y fmit* con 'V Fukanakoshiy

M. Hochstrasser

3FLAG
p1134 pFA6a-natMx6 Dielizdten ol el e J. Pearce
mhf1*
Delecidn del gen fml1*y cam-
p1135 pFA6a-hphMx6 bio de marcador de las dele- J. Pearce
ciones de mhf1*y mhf2*
p1217 pFA6a-mhf1*-natMx6 Mutagénesis de mhf1* Este estudio
p1218 pFA6a-mhf1-D58E-natMx6 Mutagénesis de mhf1* Este estudio
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Nombre Descripcion Aplicaciones Procedencia
p1219 pFA6a-mhf1-F62V-natMx6 Mutagénesis de mhf1* Este estudio
p1220 pFA6a-mhf1-F62I-natMx6 Mutagénesis de mhf1* Este estudio
pl1221 pFA6a-mhf1-F62E-natMx6 Mutagénesis de mhf1* Este estudio
p1222 pFA6a-mhf1-D75L-natMx6 Mutagénesis de mhf1* Este estudio
p1223 pFA6a-mhf1-D75W-natMx6 Mutagénesis de mhf1* Este estudio
pl224 pFA6a-mhf1-L78D-natMx6 Mutagénesis de mhf1* Este estudio
p1225 pFA6a-mhf1-L78E-natMx6 Mutagénesis de mhf1* Este estudio

De esta manera se construyeron los alelos de mhf1:EGFP, mhfl1:tdT, mhfi:YFP,
mhf1:3FLAG, mhf2:EGFP, mhf2:3FLAG, cnp20:tdT, cnp20:3FLAG, newl1:EGFP, fml1:EGFP,
fml1:tdT, fml1:3FLAG, mhf1-F62V-GFP, mhf1-L78E-GFP, mhf1-D75L-GFP y mhf1-L78D-GFP.
En la Figura S1 del Material Suplementario se muestra la comprobacion de la funcionalidad
de estas construcciones.

4.3. Cruces genéticos

Para combinar mutaciones, las cepas parentales de tipo sexual opuesto se cruzaron
en placas del medio de esporulacion MEA y se incubaron a 25°C durante 2-4 dias. Tras este
periodo, se comprobd al microscopio la formacién de ascas cigdticas como producto de una
conjugacion apropiada. En la mayoria de casos las esporas se separaron ordenadamente
con un micromanipulador (Singer Instruments) sobre placas de YES-agar. En otros casos,
en los que las esporas procedentes del cruce tenian baja viabilidad o en los que estaban en
juego mas de cuatro marcadores, las esporas se analizaron al azar tratando las ascas con
glucuronidasa (Sigma), que destruye las células vegetativas y la pared de las ascas pero
no la de las esporas. Para ello, se trataron las células del cruce con 20 ul de una dilucidn
1:10 de la glucuronidasa en 1 ml de agua y se incubd a 25°C durante 12-14 horas. Las
esporas se sembraron en placas de YES-agar. Mediante cualquiera de los dos métodos,
una vez las esporas germinaron y dieron lugar a colonias, sus genotipos se analizaron por
replica a distintos medios, por PCR, por microscopia y/o por termosensibilidad, segliin cada
mutacion.

4.4. Mutagénesis dirigida: construcciéon de los mutantes mhf1-D58E, mhf1-F62V,
mhf1-F62I, mhf1-F62E, mhf1-D75L, mhf1-D75W, mhf1-L78D y mhf1-L78E

4.4.1. Clonaje mhf1* en pFA6a-natMx6

En primer lugar, a partir de DNA gendmico se amplificd un fragmento de cerca de
1000 pb, que contenia la ORF de mhf1* (428 pb) y unas 500 pb aguas arriba. La reaccion de
PCR se realizd empleando oligonucledtidos que incluyeron el sitio de restriccidon Pacl en el
extremo 5" (Tabla 4). A continuacion, se purificé por columna el producto de PCR (JETquick
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PCR Purification, Genomed) y se verificd su tamafio en un gel de agarosa del 1%. Para
clonar el fragmento de DNA en el plasmido pFA6a-natMx6 (Tabla 5) se digirieron el vector
y el inserto con Pacl (New England Biolabs) a 37°C durante 15-18 horas. Se separaron las
moléculas resultantes en geles de agarosa y se purificd el DNA necesario para la ligacion
(JETquick Gel Extraction Spin, Genomed). Para evitar la religacion del vector, antes de
purificarlo se traté con fosfatasa alcalina (CIAP 20 U/ul, Roche) siguiendo las instrucciones
delfabricante. Paralaligacion, se empled la enzima DNA ligasa T4 (1 U/ul, Thermo Scientific).
Las reacciones se incubaron a 16°C durante 15-18 horas. Se empled la mitad de la reaccidn
para transformar las células competentes de E. coli. Se extrajo el DNA plasmidico de los
transformantes obtenidos y se comprobd mediante cortes con enzimas de restriccidon si
contenian el inserto. Asimismo, se secuenciaron aquellos clones positivos empleando 200
ng de DNA en cada reaccion.

4.4.2. Mutagénesis

Para la mutagénesis puntual del gen mhf1* se empled el Kit QuikChange Il XL Site-
Directed Mutagenesis (Agilent Technologies) siguiendo las instrucciones del fabricante. En
cada reaccion de mutagénesis, se empled, como DNA molde 10 ng del vector pFA6a-mhf1*-
natMx6 (Tabla 5) y 125 ng de los oligonucledtidos mhf1-XXX-F y mhf1-XXX-R que contenian
la mutacion deseada (Tabla 4), en un volumen de 50 pul. Posteriormente, los productos de
PCR mutados, se trataron con la endonucleasa de restriccién Dpnl (Agilent Technologies)
para degradar el DNA plasmidico metilado parental y a continuacién se transformaron
células competentes de E. coli con 1/10 de la reaccién de mutagénesis. Finalmente, se
extrajo el DNA plasmidico de los transformantes que se comprobaron mediante digestiones
con enzimas de restriccion y secuenciacion (Tabla 5).

4.4.3. Integracioén en el genoma de S. pombe

En primer lugar, se obtuvo el DNA para la transformaciéon amplificando por PCR cada
DNA plasmidico mutado con los oligonucleétidos mhf1-C1 y mhf1-D2. Para estas PCRs se
utilizé la DNA polimerasa Long Template de Roche y se siguieron las recomendaciones del
fabricante. Con el material que se obtuvo, se transformaron células diploides de S. pombe
(52394), en las que ambas copias del gen mhfl* estaban intactas. Se decidié realizar la
transformacion utilizando una estirpe diploide, para evitar la acumulacién de mutaciones
supresoras. Se seleccionaron los clones resistentes a nourseotricina, se comprobaron
por PCR de colonia y se secuenciaron para confirmar que se habia integrado la mutacidn
correspondiente y que no habia ningln cambio adicional. Los transformantes que se
obtuvieron, eran diploides heterocigotos que tenian integrado el gen mhf1* con la mutacién
correspondiente en su propio locus bajo su promotor enddgeno. Las cepas haploides con las
distintas mutaciones de mhf1* se obtuvieron por esporulacion de los diploides (Figura S14
del Material Suplementario). Los haploides generados se seleccionaron por su resistencia a
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nourseotricina, y se comprobaron por PCR de colonia y secuenciacion.
5. ENSAYOS DE VIABILIDAD EN PLACAS

Para comparar la tasa de crecimiento entre diferentes cepas de S. pombe a distintas
condiciones se realizaron ensayos de viabilidad en placa. A partir de cultivos en fase
exponencial se recogieron 107 células que se resuspendieron en 50 pl de agua estéril y
se hicieron cinco diluciones seriadas 1/10. De cada dilucién se sembraron 5 pl con una
micropipeta multicanal (Finnpipette, Thermo scientific). Los medios que se utilizaron, y las
temperaturas de incubacion se especifican en cada experimento. Para seguir la tasa de
crecimiento, las placas fueron escaneadas cada 24 horas después de las 48 horas hasta
como maximo las 144 horas, segln el experimento.

5.1. Ensayo de esporulacién con vapores de yodo

Para comprobar la tasa de esporulacién de distintos mutantes de S. pombe se trabajé
en un fondo genético homotilico, h*°. A partir de cultivos de YES a 25°C en fase exponencial
se recogieron 5x10° células que se lavaron 2 veces en agua y se resuspendieron en 500 pl
de agua estéril. A partir de esta suspension celular se realizaron diluciones seriadas 1:1,
1:4, 1:10, 1:20 y 1:50. De cada dilucidén se sembraron 5 pl con una micropipeta multicanal
sobre placas de MEA que se incubaron a 25°C. Tras varios dias (entre 3 y 5 dias), las colonias
formadas se expusieron a vapores de yodo durante unos 20 minutos y se escanearon.
Los vapores de yodo tifien las paredes de las esporas pero no las células vegetativas,
otorgandoles a las colonias mas esporuladas un color marrén intenso.

6. ENSAYOS DE PERDIDA DEL MINICROMOSOMA Ch16

Para medir la estabilidad genédmica de los mutantes nulos de mhf1*y mhf2*, se utilizé
el ensayo de pérdida del minicromosoma Ch16. El minicromosoma Ch16 es un cromosoma
artificial capaz de segregar como el resto de cromosomas de S. pombe, pero que no es
esencial. Este minicromosoma contiene el alelo ade6-M216 que complementa el alelo
gendmico ade6-M210, permitiendo a la célula crecer en medio sin adenina. Sin embargo, si
la célula pierde el minicromosoma se volvera ade-, con la particularidad de que las células
ade- forman colonias rojizas en medio con baja adenina. El ensayo del minicromosoma
Ch16 nos permite calcular la frecuencia de pérdida cromosdmica de una cepa (Niwa et al.,
1989).

En primer lugar se obtuvieron cultivos en fase exponencial en MM liquido (sin
adenina y, por tanto, con presién selectiva) de las cepas correspondientes. En este
punto se plaquearon las células de tiempo 0 en placas de MM con baja adenina (7 pg/
ml). Los cultivos de MM liquido se cambiaron a YES y se incubaron a 30°C durante 8
generaciones (sin presidn selectiva), tras esto las células se plaquearon en placas de MM
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con baja adenina (7 ug/ml). Estas placas se incubaron a 30°C durante 3 dias y se dejaron
a 4°C durante 2 dias, posteriormente se realizaron los recuentos de colonias blancas
(conservaban el minicromosoma Ch16), rojas (habian perdido el minicromosoma Ch16
durante su crecimiento en YES) y con sectores (habian perdido el minicromosoma durante
su crecimiento en la placa).

La tasa de pérdida cromosdmica de cada cepa se obtuvo a partir de la férmula: 1-
(F/1)N, en la que F representd el porcentaje de colonias no rojas a N=0, | representd el
porcentaje de colonias no rojas a N=8 y N representd el nimero de generaciones en medio
no selectivo.

7. INMUNOPRECIPITACION DE CROMATINA (ChIP)
7.1. ChIP a partir de material sonicado

Se recogieron para cada muestra 5x108 células en fase exponencial y se fijaron con
formaldehido 36,5-38% (Sigma) a una concentracion final del 1% en YES, durante 20 minutos
a 30°C a 100 rpm de agitacién. Las células se trataron con glicina 125 mM (a partir de un
stock a 2,5 M) durante 10 minutos. Tras lavarlas dos veces con TBS 1x frio, se guardaron a
-80°C sin sobrenadante durante 15-18 horas.

Tras este periodo, las células se descongelaron en hielo y se les afadié 400 pl de
tampodn de lisis frio (HEPES-KOH 50 mM pH 7,5, NaCl 140 mM, EDTA 1 mM pH 8, Triton
X-100 1% y Na-DOC 0,1%) suplementado con PMSF 2 mM y una tableta de inhibidores
de proteasas (Roche)/ 50 ml. La ruptura de la pared celular se hizo con un volumen de
bolas de vidrio en una Fast-prep (Bio-101), en tres ciclos de 45 segundos a potencia 5,5
con descansos de 2 minutos en hielo. La mezcla se transfirié a un tubo limpio haciendo un
agujero en la base del tubo y centrifugando 30 segundos a 3.000 rpm. Seguidamente, el
lisado se sonicd en un sonicador de bafio Bioruptor® Plus (Diagenode) en frio, a potencia
maxima, con 4 repeticiones de 10 ciclos de 30 segundos encendido y 30 segundos apagado
con descansos de 5 minutos entre cada repeticion. Tras la sonicacién, el extracto se
clarificé por centrifugacion a maxima velocidad durante 30 minutos, a 4°C. Se recupero el
sobrenadante, se cuantificé la cantidad de proteina y se ajusté a 10 pg/ul con tampdn de
lisis. Tras esto, el lisado se incubd durante 1 hora a 4°C en una noria de rotacién con 150 pl
de la Proteina A/G Plus-Agarosa (Santa Cruz), previamente equilibradas en tampodn de lisis.
Seguidamente, se centrifugd durante 1 minuto a 5.000 rpm a 4°C para retirar la Proteina
A/G Plus-Agarosa y se separaron las muestras del extracto total y de la fragmentacion de
la cromatina.

Para la inmunoprecipitacion se incubaron 400 pl del extracto proteico con el
anticuerpo correspondiente (Tabla 6) en rotacion durante 15-18 horas a 4°C. A continuacién,
para recoger el anticuerpo se incubd la inmunoprecipitacién con 80 pl de la Proteina A/G
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Plus-Agarosa durante 1 hora en rotacién a 4°C. Se recuperd la Proteina A/G Plus-Agarosa
por centrifugacion durante 1 minuto a 5.000 rpm a 4°C y se lavaron 5 veces con 1 ml de
tampon RIPA (Tris-HCI 50 mM pH 8, NaCl 150 mM, NP-40 1%, SDS 0,1%, Na-DOC 0,5%),
5 veces con 1 ml de tampdn de LiCl (Tris-HCI 10 mM pH 8, LiCL 250 mM, NP-40 0,5%,
Na-DOC 0,5%, EDTA 1 mM pH 8) y 3 veces con con 1 ml de TE 1x. Posteriormente, para
la elucidn de la inmunoprecipitacion se resuspendid el precipitado en 350 pl de tampon
TES (Tris-HCl 10 mM pH 8, SDS 1% y EDTA 1 mM pH 8) y se incubd en rotacidn durante 30
minutos a temperatura ambiente. Tras esto se descarto la Proteina A/G Plus-Agarosa y se
incubd la muestra durante 15-18 horas a 65°C con 350 rpm de agitacién para revertir el
entrecruzamiento DNA-proteina. La muestra se tratd con 15 pl de proteinasa K 20 mg/ml
(Roche) durante 2 horas a 37°C, a 350 rpm de agitacion. Durante todo el proceso se llevé
en paralelo un control sin anticuerpo. La adicidn del tampdn TES, la incubacién a 65°C vy el
tratamiento con proteinasa K también se realizé para la muestra del extracto total y la de la
fragmentacién de la cromatina.

Las muestras del extracto total, de la inmunoprecipitacién y del control sin anticuerpo
se purificaron por columna (JETquick PCR Purification, Genomed) y se resuspendieron en
50 ul de agua estéril. La muestra de la fragmentacion de la cromatina se purificé mediante
un tratamiento con fenol-cloroformo, se precipitdé con EtOH-AcNa y se comprobd en
geles de agarosa la distribucion de tamafios de la cromatina sonicada y la reversion del
entrecruzamiento DNA-proteinas.

El andlisis de los resultados se realizé por PCR cuantitativa.

Tabla 6. Anticuerpos utilizados en este trabajo.

Anticuerpo Organismo Tipo Condiciones Procedencia
anti-FLAG raton monoclonal IP 1:100 o/n? 4°C Agilent
anti-Cnp1 oveja policlonal IP 1:50 o/n? 4°C R. Allshire

anti-H3 conejo policlonal IP 1:100 o/n% 4°C Abcam
anti-HA ratéon monoclonal WB 1:5000 2 h RT! Roche
anti-FLAG-peroxi- . ) q .
dasa (HRP) ratéon monoclonal WB 1:1000 1 h RT Sigma
antl-T.:':"z)(tubu- raton monoclonal WB 1:3000 2 h RT! K. Gull
anti-GFP (JL-8) raton monoclonal WB 1:3000 o/n? 4°C Clontech

RT (room temperature), temperatura ambiente  20/n (overnight), durante una noche
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7.2. PCR cuantitativa

Los experimentos de PCR cuantitativa se realizaron en el termociclador CFX96 de
Biorad, empleando SYBR-Green como fluorocromo.

Cada PCR se realizd en un volumen final de 20 pl de reaccion total, con SYBR Premix
Ex Taq (Takara) 1x y 0,2 uM de cada oligonucledtido (Tabla 4). Cada PCR se realizd por
triplicado. Las condiciones de las PCRs fueron las siguientes: 30 segundos a 95°C, 40 ciclos
de 5 segundos a 95°C, 20 segundos a 54°Cy 15 segundos a 72°C, y una curva de separacién
de hebras desde 65°C hasta 95°C, tomando medidas cada medio grado para determinar el
numero de amplicones.

Para calcular el enriquecimiento de los ChlPs se hicieron las PCRs de los extractos
totales, de las inmunoprecipitaciones y de los controles sin anticuerpo, y se empled la
férmula: % del extracto total = 2 (ctettot=CtiP) sjendo Ct el nimero de ciclos en que la curva
de la PCR se cruza con la linea umbral, obtenido con el programa Biorad CFX manager.

7.3. ChIP a partir de nucleosomas (MNasa-ChlP, Figura 1)

Se recogieron para cada muestra 500 ml de cultivo en YES en fase exponencial a
DO, de 0,7, equivalente a 7x10° células/ml, y se fijaron con formaldehido 36,5-38%
(Sigma) a una concentracién final del 1,5%, durante 20 minutos a 25°C, a 60 rpm de
agitacion. Las células se trataron con glicina 125 mM (a partir de un stock a 2,5 M) durante
10 minutos. Tras lavarlas dos veces con TBS 1x frio, se resuspendid el precipitado en 20
ml de solucion de preincubacion (0,084 g de acido citrico, 0,0568 g de Na,HPO,, 1,6 ml
de EDTA 0,5 M pH 8 y agua hasta un volumen final de 20 ml, antes de su uso se le afadid
42 ul de B-mercaptoetanol 13 M) y se incubé 10 minutos a 30°C a 200 rpm de agitacion.
La mezcla se centrifugd a 3.000 rpm durante 5 minutos a 4°C, y el precipitado celular se
resuspendié en 10 ml de un tampdn Sorbitol/Tris (2,083 ml de sorbitol 2,4 M, 0,5 ml de
Tris-HCI pH 7,5 y agua hasta un volumen final de 10 ml, antes de su uso se le afiadié 7 pl
de B-mercaptoetanol 13 M), se afiadieron 25 mg de Zimoliasa 20T (Seikagaku Corporation)
por cada 200 ml de cultivo y se incubd durante 30 minutos a 30°C a 200 rpm de agitacion.
A continuacién, se centrifugd a 3.000 rpm durante 5 minutos a 4°C y se lavd con 40 ml
del tampdn Sorbitol/Tris sin B-mercaptoetanol (mezclando por inversion). El precipitado
celular se resuspendié en 3 ml de tampdn NP (3 ml de sorbitol 2,4 M, 22,5 pl de NaCl 5 M,
75 pl de Tris-HCI 1 M pH 7,5, 37,5 ul de MgCl, 1 M, 7,5 ul de CaCl, y agua hasta un volumen
final de 7,5 ml, antes de su uso se le afiadié 7,5 pl de B-mercaptoetanol 1 M) suplementado
con una tableta de inhibidores de proteasas sin EDTA (Roche)/ 50 ml. A la mezcla se le
afiadid nucleasa micrococal (MNasa, Thermo Scientific), que digiere el DNA no protegido
por nucleosomas, a una concentracion final de 200 U/ml (2 pl en 3 ml) y se incubé durante
1 hora a 37°C sin agitacion, mezclando por inversion de vez en cuando.
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De la reaccién se separaron 600 ul para comprobar la digestion por la MNasa, a los
gue se les anadio 80 pl de SDS 5%/EDTA 50 mM y 80 ul de proteinasa K 20 mg/ml (Roche)
y se incubd la mezcla durante 3 horas a 65°C. Para la comprobacién de la digestién de la
MNasa, se realizé una extraccion con fenol/cloroformo, una precipitacion con EtOH/AcNa
y se comprobé en geles de agarosa del 2% la fraccion de mononucleosomas que debe ser
de al menos un 80%.

Al resto de la reaccidn, 2,4 ml, se le afiadié 48 ul de EDTA 0,5 M pH 8 e inhibidores
de proteasas (PMSF 2 mM y una tableta de inhibidores de proteasas (Roche)/ 50 ml). Se
realizaron alicuotas de 600 ul de la muestra, a cada alicuota se le anadié 200 ul de tampdn de
lisis 4x suplementado con inhibidores de proteasas. Tras esto, el lisado se incubé durante 1
hora en rotacién a 4°C con 150 pl de la Proteina A/G Plus-Agarosa (Santa Cruz), previamente
equilibrada en tampdn de lisis. Seguidamente, se retiraré la Proteina A/G Plus-Agarosa por
centrifugacién durante 1 minuto a 5.000 rpm a 4°C y se tomd la muestra del extracto total.

Entrecruzamiento DNA-proteina con formaldehido
Mhf1 H3 Cnp1 |

Digestion con nucleasa micrococal

\/
\ ' v \ ' v v ' v v ' v v
ssessssegess

Inmunoprecipitacion

th1/ Cnp1l H3\

l Purlflcaclon del DNA l

Secuenciacion masiva y obtencién de mapas de mononucleosomas

\] \]
4 W1 Al Abid

Mhf1 Cnp1

Figura 1. Esquema del protocolo de ChIP a partir de nucleosomas (MNasa-ChlP) y secuenciacion masiva.
Las flechas rojas sefialan los sitios preferentes de corte de la nucleasa micrococal (MNasa) en las regiones
espaciadoras entre los nucleosomas.
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A partir de este punto, la inmunoprecipitacién, los lavados, la reversién del
entrecruzamiento DNA-proteinas y la purificacion del DNA se realizé tal y como se ha
descrito en el apartado 7.2. ChlP a partir de material sonicado.

7.4. Secuenciacion masiva y analisis de los datos

El DNA obtenido a partir del MNasa-ChlP con anticuerpos anti-H3, anti-Cnp1 y anti-
FLAG (Tabla 6) de la cepa mhf1:3FLAG (S2471) se remitié al servicio de Gendmica del CNIO
de Madrid para su secuenciacién. En primer lugar, generaron librerias (lllumina) en las que
ligaron adaptadores especificos para cada muestra en los extremos de cada fragmento
mediante 13 ciclos de amplificacion que permitieron obtener la cantidad de material
necesario para la secuenciacidon. A continuacién, purificaron el DNA mononucleosémico
a partir de la banda de gel de 270 pb (150 pb de los mononulesomas y 80 pb de los
adaptadores) y lo secuenciaron utilizando un ultrasecuenciador lllumina Genome Analyzer
lIx. Se obtuvieron aproximadamente 14x10° de lecturas sencillas de 40 nucleétidos de
longitud para cada muestra que fueron alineadas sobre el genoma de referencia de S.
pombe, normalizadas y representadas en colaboracion con Enrique Vazquez del laboratorio
del Dr. Francisco Antequera. A partir de los datos del alineamiento se utilizé la herramienta
computacional NUCWave (Quintales et al., 2015) para la representacién de los mapas de
mononucleosomas. Los perfiles de mononucleosomas obtenidos se visualizaron en el
programa IGB 6.7.3 (Nicol et al., 2009).

Para estudiar la unién de Cnpl y Mhfl a regiones extracentroméricas se utilizé un
programa desarrollado por Enrique Vazquez que compara perfiles de mononucleosomas
permitiendo detectar diferencias en cuanto a la presencia-ausencia de picos y la variacion
en la altura de los mismos. En primer lugar, se normalizaron los perfiles frente a las regiones
gendmicas excluyendo el DNA ribosémico y los centrémeros para que fueran comparables.
A continuacion, se consideraron como diferencias picos con una altura dos veces superior a
la media y con un factor de posicionamiento de 0,25 sobre 1, que estuvieran enriquecidos
mas de 2 veces en el mapa de Cnpl o Mhfl que en el de la histona H3.

8. MICROSCOPIA Y TINCIONES
8.1. Microscopia de campo claro

Se utilizéd un microscopio Olympus BX60 con el objetivo LMPlanFl 20x para observar
las células durante los experimentos, estudiar el crecimiento de colonias en placa y para
hacer recuentos de esporas en cdmara Thoma. Para obtener imagenes se empled una
camara digital Olympus C-5050 acoplada al microscopio.
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8.2. Microscopia de contraste interferencial (DIC) y fluorescencia
8.2.1. Tinciéon de nucleos y septos con DAPI-Calcofltor

Se realizaron tinciones con DAPI-Calcoflior para la cuantificacién de los defectos
de segregacién de los mutantes nulos y de la mutagénesis de mhf1*. Para cada muestra
se recogidé un volumen de cultivo en fase exponencial correspondiente a 107 células. Tras
centrifugar y lavar una vez con agua destilada, las células se fijaron con 1 ml de etanol frio
al 70% y se guardaron a 4°C hasta su procesamiento. De cada muestra, se tomaron 60 ul de
las células fijadas, que se rehidrataron lavandolas con PBS, y se resuspendieron en 4 pul de
una solucién de 2 ul DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol; Sigma) 0,1 mg/mly 2 ul de Calcofldor
(Bayer) 50ug/ml. Se extendié la muestra sobre un portaobjetos y se observd la tincion al
microscopio de fluorescencia.

Para capturar las imagenes de la doble tincidn DAPI-Calacoflior se utilizé un
microscopio Leica DM RXA equipado con un sistema de iluminacion halégenay un equipo de
fotografia digital (ORCA ER, Hamamatsu). Las imagenes fueron capturadas con el programa
MetaMorph® (Molecular Devices).

8.2.2. Medicion del tamano celular in vivo mediante tincion con Calcofltor

Para la tincion con Calcofluor se tomaron 400 pl de un cultivo en fase exponencial
(DO, .. entre 0,4y 0,8 equivalente a 4-8x10° células/ml). Se lavaron las células con PBS,
se elimind el sobrenadante y se resuspendieron en 3 pl de Calcofldor 50 pug/ml (Bayer).
La muestra, se extendié sobre un portaobjetos y se observod la tincion al microscopio de
fluorescencia. Una vez adquiridas las imagenes, se determind el tamafio celular midiendo
la longitud de las células septadas, ya que las células de S. pombe en mitosis y citoquinesis
presentan una longitud celular constante. Los valores de la media y la desviacién estandar

se determinaron midiendo mas de 100 células.

Para capturar las imagenes de las mediciones del tamafio celular se utilizd6 un
microscopio Nikon Eclipse 90i equipado con un sistema de iluminacién halégena y un
equipo de fotografia digital (ORCA ER, Hamamatsu). Las imagenes fueron capturadas con el
programa MetaMorph® (Molecular Devices).

8.2.3.Visualizacién de lalocalizacion subcelular de proteinas etiquetadas con epitopos
fluorescentes (GFP, EGFP, tdT, YFP...)

Para visualizar la localizacion de proteinas etiquetadas con epitopos fluorescentes

se obtuvieron cultivos en fase exponencial (DO entre 0,4 y 0,8 equivalente a 4-8x10°

595 nm
células/ml) en MM suplementado con 225 pg/ml de adenina, uracilo, histidina, leucina

y lisina, ya que este medio da lugar a menos autofluorescencia que el YES. Se recogieron
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500 pl del cultivo, se centrifugd a 3.000 rpm durante 2 minutos, se retiré gran parte del
sobrenadante y el concentrado celular se extendid sobre un portaobjetos y se observo al
microscopio.

En los experimentos en los que se realizé un tratamiento con MMS, los cultivos se
realizaron en YES, ya que la droga funciona mejor en este medio, y las células se lavaron dos
veces en medio sin droga antes de observarlas al microscopio.

En los ensayos en los que se mezclaron dos cepas para comparar su fluorescencia, uno
de los cultivos se tifié con el colorante FM4-64 (Biotium). Se recogieron 500 ul de cultivo
en fase exponencial de una de las dos cepas y se incubaron 5 minutos en hielo. Las células
se precipitaron por centrifugacién y se resuspendieron en 50 pyl de MM suplementado
con 5 pl de una dilucién 1:5 del stock de FM4-64 10 mM. La mezcla se incubd durante 5
minutos a 30°C, a continuacidén se lavaron las células, se resuspendieron en 50 pl de MM
y se incubaron durante 30 minutos a 30°C en oscuridad. Tras esto se mezclaron células
de un cultivo tefiido con otro cultivo sin tefir, se extendieron sobre un portaobjetos y se
observaron al microscopio.

Para capturar las imagenes se utilizé un equipo Personal DeltaVision (Applied
Precision, LLC) controlado mediante el software softWoRx® Resolve 3D. Las imagenes
fueron capturadas con una cdmara CoolSNAP HQ2 (Photometrics) acoplada al microscopio.
Las imdagenes de proteinas marcadas mostradas en esta memoria se corresponden a
proyecciones mdaximas de entre 10 y 14 imagenes deconvolucionadas tomadas a distintos
zde entre 0,2 y 0,4 um de distancia entre ellos.

8.2.4. Ensayos de videomicroscopia

Para seguir el comportamiento in vivo de las mitosis de diversas cepas en este
estudio se realizaron ensayos de videomicroscopia, en los que se utilizaron cultivos en
fase exponencial (DO,  entre 0,4 y 0,8 equivalente a 4-8x10° células/ml) en YES. Se
dispensaron 300 pul del cultivo en un pocillo de una cdamara de 8 pocillos (Ibidi) previamente
tratado e incubado durante 20 minutos con 7 pl de lectina 10 mg/ml (Sigma). Las células
sedimentaron sobre la lectina del pocillo durante 3 minutos, seguidamente se lavaron dos
veces con 300 ul del cultivo sin células. Finalmente, se le anadié al pocillo 300 ul del cultivo
sin células, y se tomaron imagenes en el microscopio cada minuto durante 90 minutos. Las
imagenes de videomicroscopia mostradas en esta memoria se corresponden a proyecciones
maximas de 14 planos en z con una distancia entre ellos de 0,3 um. Durante los ensayos
de videomicroscopia se mantuvo la temperatura controlada, seglin se especifica en cada

experimento.

Para capturar las imagenes se utilizé un microscopio confocal Spinning Disk (Roper
Scientific-Photometrics) controlado por el programa MetaMorph® (Molecular Devices).
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Las imagenes fueron capturadas con una camara EVOLVE (Photometrics) acoplada al
microscopio.

9. ANALISIS DE PROTEINAS
9.1. Inmunodeteccion por western blot
9.1.1. Preparacion de extractos proteicos en condiciones desnaturalizantes

Se empled acido tricloroacético (TCA) siguiendo una modificacién del método descrito
por Foiani et al., 1994.

Para preparar los extractos de proteinas, se recogieron 2x108 células de S. pombe y
se lavaron con 1 ml de TCA 20% frio. Las células se resuspendieron en 50 pl de TCA 20%
y se congelaron a -20°C. En el momento de la preparacion de los extractos, las células
se descongelaron en hielo, se les afiadié 500 ul de bolas de vidrio (4 mm; Sartorius) y se
rompieron en una Fast-prep (Bio-101) mediante tres ciclos de 15 segundos a potencia 5,5.
A la suspensidn de células rotas, se le afadié 400 pl de TCA 5% y se homogenizd con el
vortex. La mezcla se transfirié a un tubo limpio haciendo un agujero en la base del tubo y
centrifugando 10 segundos a 7.000 rpm. Seguidamente, se centrifugd a 3.000 rpm durante
10 minutos y se descarto el precipitado. Se afiadié una solucién de SDS-Tris base (60 pl de
SDS 10%, 40 pl Tris-base 1 M y 100 ul de agua destilada). Finalmente, se hirvié la mezcla
durante 5 minutos, se recuper6 el sobrenadante centrifugando 2 minutos a velocidad
maxima y se congeld a -20°C.

9.1.2. Valoracién de la concentracién de proteina en los extractos totales

Antes de congelar se separd 1 pl del extracto para valorar la concentracion de las
proteinas. En este caso, se empled el kit Pierce ™ BCA Protein Assay (Thermo Scientific).
Se elabordé una recta patrén utilizando concentraciones conocidas de BSA y se determiné
mediante una reaccién colorimétrica la concentracién de las reacciones problema. Las
lecturas de absorbancia se realizaron a 562 nm utilizando un espectrofotometro Hitachi
U-2001.

9.1.3. Electroforesis de proteinas en SDS-PAGE

La separacidon de moléculas de proteinas se llevo a cabo en geles de poliacrilamida.
Segun el peso molecular, se prepararon geles entre el 8% y el 15% de poliacrilamida, con
una mezcla de Protogel 30% acrilamida:bisacrilamida 37,5:1 (National Diagnostics). Antes
de la carga del gel, los extractos proteicos se hirvieron durante 5 minutos y se centrifugaron
durante 2 minutos a maxima velocidad. Se cargaron 50 pg de proteina total de cada extracto
en un volumen final 15 pl xon SB 2x (Tris-HClI 80 mM pH 6,8, DTT 5 mM, SDS 2%, glicerol 7,5
%, EDTA 5 mM vy azul de bromofenol 0,002%). Para la electroforesis se emplearon cubetas
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Mini-Protean Il (BioRad) y una solucion de Tris-HCl 25 mM pH 8,3, Glicina 192 mM y SDS
0,1% como tampon de carrera. El apilamiento de las proteinas se llevd a cabo a un voltaje
constante de 100 Vy la separacién de las proteinas a un amperaje constante de 20 mA. Para
estimar el peso molecular, se usé el marcador molecular PageRuler™ Prestained Protein
Ladder (Thermo Scientific).

9.1.4. Analisis por western blot en membranas de PVDF

Una vez separadas las proteinas fueron transferidas a una membrana de polifluoruro
de vinilideno (PVFD), empleando como tampdn de transferencia, una solucién de CAPS 10
mM pH 11y etanol 10%. El tiempo de transferencia fue de 1 hora y 40 minutos a un amperaje
constante de 320 mA. Toda la transferencia se llevd a cabo sobre una cama de hielo. Una
vez finalizada, se tifieron las membranas con el colorante Ponceau (BioRad) durante 10
minutos para evaluar la calidad de la transferencia. A continuacién, se bloquearon las
membranas con leche 5% (Sveltesse, Nestlé), TBS 1x y Tween 0,05% durante 1 hora a
temperatura ambiente. Parala deteccidn de las proteinas se empled un anticuerpo primario,
y dependiendo del anticuerpo la solucién y el tiempo de incubacidn variaron (Tabla 6). En
el caso de ser necesario, se lavd el anticuerpo primario tres veces con TBS-Tween 0,05%, se
expusieron las membranas al anticuerpo secundario correspondiente, ligado a la peroxidasa
de rabano y se incubaron 45 minutos a temperatura ambiente. Seguidamente, se retird el
exceso de anticuerpo lavando tres veces con TBS-Tween 0,05%. Para la deteccidn de la
sefal, se emplearon los kits Armersham (ECL™ Western blotting Detection reagents, GE
Healthcare) y Advansta (Western Bright ™ Quantum Western blotting detection) y peliculas
de revelado Agfa.

9.2. Electroforesis de proteinas en geles de Phos-tag

Para comprobar el estado de fosforilacion de Cds1 en el mutante fml/1A se utilizaron
geles de Phos-tag. El Phos-tag es un compuesto que se une a los grupos fosfato de las
proteinas fosforiladas, retrasando de esta manera su migracion. Los extractos de proteinas
y su cuantificacién se realizaron como en los apartados 9.1.1. y 9.1.2., pero hubieron
ciertas variaciones en la realizacion de los geles y en la electroforesis, que se detallan a
continuacion.

Los geles de poliacrilamida se realizaron con una mezcla de acrilamida:bisacrilamida
29:1 (BioRad), que se suplementd con Phos-tag (Wako Pure Chemical Industries) a una
concentracion final de 37,5 uMy con MnCl, a una concentracion final de 75 pM. Se cargaron
40 pg de proteina total de cada extracto en un volumen final 15 ul de SB 2x sin EDTA. La
separacion de proteinas en geles de Phos-tag se ve favorecida a una menor cantidad de
proteina total, y el EDTA distorsiona los carriles ya que quela el Phos-tag, por este motivo
los marcadores de peso molecular de proteinas, que por lo general llevan EDTA, deben
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cargarse alejados del resto de muestras. La electroforesis se realizd a un voltaje constante
de 100 V. Tras la separacion de las proteinas el gel de poliacrilamida se incubd durante 10
minutos con tampdn de transferencia (Tris 25 mM, glicina 192 mM y etanol 10%) al que se
le habia afiadido EDTA a una concentracién final de 1 mM, para quelar el Phos-tag, luego
se lavo el gel dos veces con el mismo tampdn sin EDTA, y se prosiguid con el western blot
segun se ha descrito anteriormente.

10. DISENO DE LOS MUTANTES DE LA MUTAGENESIS DE mhf1*

El disefio de los distintos mutantes de mhf1* se realizd en colaboracién con el Dr. José
Antonio Manso y con el Dr. José Maria Pereda del Instituto de Biologia Molecular y Celular
del Cancer (IBMCC) de Salamanca.

10.1. Modelado de la estructura de los tetrdmeros de Mhf1-Mhf2-Cnp20-New1l vy
(Mhf1-Mhf2), de S. pombe

Para el disefio de los mutantes de mhfl* fue necesario modelar la estructura
tridimensional de los tetrameros Mhf1-Mhf2-Cnp20-New1 y (Mhf1-Mhf2), de S. pombe.
El modelado de estas estructuras se llevé a cabo mediante homologia de secuencia de
proteinas de estructura conocida utilizando el programa Modeller 9.13 (https://salilab.org/
archives/modeller_usage/2014/msg00023.html).

Para determinar las estructuras con cierto grado de homologia de secuencia con
las proteinas a estudio (Mhfl, Mhf2, Cnp20 y Newl de S. pombe) se llevaron a acabo
alineamientos de secuencia frente a la base de datos de estructuras de proteinas PDB
(protein data bank) utilizando el servidor FFAS (fold and function assigment) (http://ffas.
sanfordburnham.org/ffas-cgi/cgi/ffas.pl). Como resultado de la busqueda se identificaron
las estructuras resueltas de CENP-S-X-T-W de G. gallus (cddigos del PDB: 3VH5 y 3VH6) y las
estructuras resueltas de (CENP-S-X), de S. cerevisiae (codigo del PDB: 3V9R), G. gallus (cédigo
del PDB: 3B0OB) y H. sapiens (cédigos del PDB: 4NDY, 4NE1, 4DRA, 4E44, ANE5 y 4NE6). Se
obtuvieron varios modelos utilizando como entrada los alineamientos obtenidos y distintas
combinaciones de las estructuras disponibles como molde. Finalmente, se descartaron los
modelos que incluian como moldes las estructuras resueltas con peor resolucion (cédigos
del PDB: 3VH6, 3V9R, 4NDY y 4NE1) y se selecciond el modelo del tetramero Mhf1-Mhf2-
Cnp20-New1 que utilizé como molde la estructura tridimensional de CENP-S-X-T-W de G.
gallus disponible (cédigo del PDB: 3VH5), y del tetramero (Mhf1-Mhf2), utilizando como
moldes las estructuras resueltas de (CENP-S-X), de G. gallus (c6digo del PDB: 3BOB) y de H.
sapiens (cédigos del PDB: 4DRA, 4E44, ANES y 4NE6).

Los modelos se obtuvieron en formato PDB. La manipulacién de los modelos en
cuanto a la numeracion de los residuos y asignacion de las cadenas, de acuerdo con S.
pombe, se llevd a cabo mediante el programa phenix.pdbtools correspondiente a la suite
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PHENIX (https://www.phenix-online.org/documentation/reference/pdbtools.html). Para la
visualizacion y representacion grafica de los modelos se utilizé el programa Pymol (https://
www.pymol.org/).

10.2. Identificacion de los residuos relevantes para la formacion de los tetrameros
Mhf1-Mhf2-Cnp20-New1 y (Mhf1-Mhf2), de S. pombe y disefio de mutantes

El servidor PISA (http://www.ebi.ac.uk/pdbe/pisa/) realiza una prediccion de los
residuos que pueden interaccionar entre las distintas subunidades de un complejo proteico
teniendo en cuenta la formacidon de puentes salinos, puentes de hidrégeno, el entorno
hidrofébico, etc. Este servidor se utilizd para identificar los residuos y las interacciones
relevantesparalatetramerizaciondeloscomplejos Mhf1-Mhf2-Cnp20-New1y (Mhf1-Mhf2),
de S. pombe utilizando como entrada los modelos realizados. Se analizaron principalmente
las interacciones entre las subunidades Mhf1-Mhfl y Mhf2-Mhf2 del tetrdmero (Mhf1-
Mhf2), y las interacciones entre las subunidades Mhf1-Cnp20 y Mhf1-New1 del tetrdmero
Mhf1-Mhf2-Cnp20-New1 que eran las responsables de la tetramerizacién de los complejos.

Los residuos relevantes en Mhfl para su interaccidn tanto con Mhfl como con Cnp20
fueron: D58, F62, H65, Q74, D75 y R81, y los residuos de Cnp20 que participaban en la
interaccién con Mhfl fueron: N424, D425, F429, H432, D442, L445 y R449. Se comprobd
que estos residuos estaban conservados a lo largo de la evolucién y eran relevantes
también para la tetramerizacion de los complejos CENP-S-X-T-W y (CENP-S-X), de eucariotas
superiores.

Utilizando el algoritmo computacional FoldX (http://foldx.crg.es/) se probaron cada
uno de los 19 posibles cambios para cada uno de los siete residuos de Mhf1 identificados
como esenciales para la tetramerizacion en ambos complejos, Mhf1-Mhf2-Cnp20-New1 y
(Mhf1-Mhf2),. Este algoritmo generdé un modelo a partir de los modelos obtenidos de S.
pombe para cada una de las mutaciones (266 modelos) y proporcioné una estimacion de
la estabilidad de la proteina y de la estabilidad del complejo para cada uno de los modelos
generados. La estabilidad del complejo se refiere a la capacidad de las distintas subunidades
que lo conforman de permanecer unidas, mientras que la estabilidad de la proteina
interpreta al complejo como una Unica proteina independientemente de la interaccién
entre sus subunidades. Estas estimaciones se basan en cédlculos de diferenciales de energia
libre comparando la energia libre del complejo silvestre con la del complejo con cada una
de las mutaciones posibles. AAG = AG (proteina mutante) — AG (proteina silvestre). De
manera que si AAG es > 0 la mutacion causa desetabilizacién y si es < 0 estabilizacidn.

Se realizaron 5 repeticiones de cada estimacion y se calculd la media y la desviacidon
estandar. Se considerd que valores mayores a 0,8 predecian una desestabilizacion de la
proteina o del complejo, segln corresponda, y que valores inferiores a -0,8 implicaban un
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incremento de la estabilidad. Los valores intermedios no presentarian cambios significativos
en la estabilidad. Este rango se estimd en base a trabajos anteriores en los que se testaba
este algoritmo (Guerois et al., 2002). En la Tabla S1 del Material Suplementario esta el
analisis de los datos obtenidos para todos los cambios realizados. Teniendo en cuenta estas
predicciones se seleccionaron 8 mutaciones de Mhfl: D58E, F62V, F62l, F62E, D75L, D75W,
L78E y L78D, que podrian afectar a la formacion de los tetrdmeros Mhf1-Mhf2-Cnp20-New1
y/o (Mhf1-Mhf2), en S. pombe.

11. TRATAMIENTO INFORMATICO DE LOS DATOS
11.1. Analisis de secuencias

Las secuencias de DNAy proteina se obtuvieron de las bases de datos Pombase (Wood
et al., 2002) y UniProt (http://www.uniprot.org/), y se analizaron utilizando los programas
4Peaks (Mekentosj), Segman (DNASTAR Inc.) y Serial Cloner 1-3 (http://serialbasics.free.fr/
Softwares.html). Para el alineamiento de las secuencias de proteina se empled el programa
Clustal W2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) y los alineamientos se visualizaron
con el programa Jalview 15.0 (http://www.jalview.org/).

11.2. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizé el programa Prism 6 para Mac (GraphPad
Softwware, Inc.) y el Excel 2011 para Mac (Microsoft Corportation).

11.3. Presentacion de datos

Para las presentaciones graficas se emplearon Excel 2011 para Mac (Microsoft
Corportation) y lllustrator CS5 (Adobe). Las imagenes de microscopia se procesaron con
el programa Imagel (http://rsbweb.nih.gov/ij/) y se editaron utilizando Illustrator CS5
(Adobe). Las referencias bibliograficas se obtuvieron desde la base de datos Pubmed-NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) y se organizaron con el programa EndNote X6
(Thomson Reuters). Para procesar los textos y la maquetacion se utilizaron los programas
Word 2011 para Mac (Microsoft Corportation) e InDesign CS5 (Adobe).
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Figura S1. Funcionalidad de las etiquetas de Mhfl, Mhf2 y Fml1. A) Diluciones seriadas 1:10 de la cepa
silvestre (52304), mhf1A (52499), mhf1:EGFP (S2461), mhf1:tdT (S2462), mhf2A (S2500), mhf2:EGFP (S2464),
mhf1:tdT mhf2:EGFP (S2467), fml1A (S2493), fml1:EGFP (S2494) y mhf1:tdT fml1:EGFP (S2490). B) Diluciones
seriadas 1:10 de la cepa silvestre (52304), chk1A (S1013), mhflA (S2619), mhf1:3FLAG (S2471), mhf1:3HA
(M285), mhf24 (S2500), mhf2:3FLAG (S2472), mhf2:3HA (M289), fml1A (S2493) y fml1:3FLAG (S2497). Las
imagenes corresponden a placas control de YES después de 72 horas de crecimiento a 28°Cy a placas de YES
con MMS a las concentraciones indicadas después de 96 horas de crecimiento a 28°C.
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Figura S2. Perfil de mononucleosomas de Mhfl, Cnply H3 en el cromosoma I. Representacién del perfil de
mononucleosomas obtenido por secuenciacién masiva de la inmunoprecipitacion de nucleosomas unidos
a Mhf1:3FLAG, Cnpl y H3. Diagrama de las distintas regiones centroméricas, las lineas rojas verticales
representan las agrupaciones de tDNAs.

Figura S3. Perfil de mononucleosomas de Mhf1, Cnp1, H3 y mononucleosomas totales en la region central
del centromero . Se ha incorporado el perfil de mononucleosomas totales en dicha regién (Soriano et al.,
2013). Las flechas y lineas rojas discontinuas marcan el limite del enriquecimiento de Mhfl y Cnpl que
coinciden con las barreras de tDNAS representadas en el diagrama mediante lineas rojas verticales.
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Figura S4. Perfil de mononucleosomas de Mhfl, Cnpl y H3 en el cromosoma lll. Representacién del perfil
de mononucleosomas obtenido por secuenciacién masiva de la inmunoprecipitacién de nucleosomas unidos
a Mhf1:3FLAG, Cnpl y H3. Diagrama de las distintas regiones centroméricas, las lineas rojas verticales

representan las agrupaciones de tDNAs.

Figura S5. Perfil de mononucleosomas de Mhf1, Cnp1, H3 y mononucleosomas totales en la region central
del centrémero Ill. Se ha incorporado el perfil de mononucleosomas totales en dicha regién (Soriano et
al., 2013). Las flechas y lineas rojas discontinuas marcan el limite del enriquecimiento de Mhfl y Cnp1 que
coinciden con las barreras de tDNAS representadas en el diagrama mediante lineas rojas verticales.
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Figura S6. Mononucleosomas extracentroméricos enriquecidos en Mhfl. A) Perfil de mononucleosomas
de Mhf1, Cnpl, H3 y mononucleosomas totales en la region del gen bfr1*. B) Perfil de mononucleosomas
de Mhfl, Cnpl, H3 y mononucleosomas totales en la region del gen nab3*. Las cajas rojas contienen los
mononucleosomas extracentroméricos enriquecidos en Mhfl.
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Figura S7. Ejemplos de mononucleosomas extracentroméricos enriquecidos en Cnpl. A) Perfil de
mononucleosomas de Mhfl, Cnp1, H3 y mononucleosomas totales en la region de los genes nsp1*y dph1*. Se
muestra el mismo perfil con dos umbrales distintos para la altura de los picos. B) Perfil de mononucleosomas
de Mhf1, Cnp1, H3 y mononucleosomas totales en la region de los genes gtil*y loc1*. Se muestra el mismo
perfil con dos umbrales distintos para la altura de los picos. Las cajas rojas contienen los mononucleosomas

extracentroméricos enriquecidos en Cnp1.
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Mhf1:tdT

silvestre hip1A nap1A chz1A mug183A

Figura S8. Mhf1 se localiza correctamente en los mutantes hip1A, nap1A, chz1A y mug183A. Imagenes de
las cepas mhf1:tdT (S2612), mhf1:tdT hiplA (S2613), mhf1:tdT naplA (S2614), mhf1:tdT chz1A (S2615) y
mhf1:tdT mug183A (S2616) crecidas a 28°C. Cada imagen se corresponde con la proyeccién maxima de varias
secciones en z que fueron deconvolucionadas y solapadas con la imagen de campo claro. Las imagenes se
tomaron en las mismas condiciones y se procesaron de la misma manera para que fueran comparables. La
escala esde 5 um.

FmI1:EGFP

FmI1:EGFP
25°C 36°C

silvestre

cnp20-ts2

Figura S9. La sefial de Fml1l depende de Mhf2 pero no de Cnp20. A) Imagenes de las cepas fml1:EGFP
(52494) con las vacuolas tefiidas en rojo con el colorante FM4-64 y fml1:EGFP mhf2A (S2617). Cada panel se
corresponde con la proyeccion maxima de una serie de imagenes deconvolucionadas a distintos z. La escala
es de 5 um. B) Localizacidn de FmI1:EGFP en un fondo silvestre (52494) y un fondo cnp20-ts2 (52618) a 25°C
y tras 6 horas a 36°C. Cada imagen se corresponde con la proyeccién mdaxima de una serie de imagenes
deconvolucionadas a distintos z. Las imdagenes se tomaron en las mismas condiciones y procesaron de la
misma manera para que fueran comparables. La escala es de 5 um.
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Mezcla Sitio-HO Rad22 Fml1

Mezcla Sitio-HO Rad22 Mhf1

Figura S10. Localizaciéon de Fml1 y Mhfl en las DSB producidas por la endonucleasa HO. Imagenes de la
cepas fml1:YFP (S2288) y mhf1:YFP (S2498). Las flechas indican los sitios de corte de la endonucleasa HO con
focos de reparacién de Rad22 en los que se localizan Fml1 o Mhf1 segun el caso. Cada imagen se corresponde
con la proyeccién maxima de una serie de imagenes deconvolucionadas a distintos z. La escala es de 5 um.
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Figura S11. Las deleciones mhfi1A, mhf2A y fml1A son sensibles a MMS. Diluciones seriadas 1:10 de la cepa
silvestre (52304) y los mutantes: fm/1A (S2493), mhf1A (52499), fml1A mhf1A (S2501), mhf2A (S2500), fml1A
mhf2A (S2502) y mhfl1A mhf2A (S2485). Las fotografias corresponden a placas de YES utilizadas como control
y de YES con MMS 0,005% y 0,01% después de 96 horas de crecimiento a 28°C.
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Figura S12. La interaccion genética negativa entre la delecion fm/1A o los mutantes mhf1-F62V o mhfi-
L78E con rad3/A es mas fuerte en un fondo genético h*. A) Diluciones seriadas 1:10 de la cepa silvestre
(52304) y de los mutantes: rad3A (52520), fml1A (S2510) y rad3A fml1A (S2521 y S2522, respectivamente).
Las imagenes se corresponden a las 72 horas de crecimiento en YES a 28°C. B) Diseccion de tétradas de los
cruces de la cepa rad3A (S2520) con mhf1-F62V (S2573) y mhf1-L78E (S2574). Las imagenes corresponden
a placas después de 72 horas de crecimiento a 32°C. Los dobles mutantes se indican con un circulo de linea
continua si son h* o discontinua si son h*".
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esporas de distinto tamaiio
40 |
silvestre 4.1 0
(72} —
mhf1A x mhf1A 1,3 27 §
mhf1A x mhf1A 2,5 18,1 S @ Q
- 0*%
0

Sij)) Ve S t"e
mlif 7, A
"”)f?A

Figura S13. Defectos de segregacion en meiosis de los mutantes nulos de mhfi* y mhf2*. A) Tabla en la
que se recogen los porcentajes de ascas con 2-3 esporas 0 ascas con esporas de tamafios heterogéneos. Los
recuentos se realizaron a partir de tinciones con DAPI-Calcofldor de ascas de cruces en homocigosis de la cepa
silvestre (52304 y S2169) y de los mutantes mhf1A (S2560 y S2531) y mhf2A (M152 y M154) en MEA tras 48
horas a 25°C. B) Gréfica que recoge los recuentos para las distintas categorias de defectos de segregacion en
meiosis (reparto no equitativo del material genético entre las distintas esporas, bien porque haya esporas sin
material genético, o porque las masas de material genético sean desiguales entre ellas, y ascas con esporas
con nucleos fragmentados) de los cruces en homocigosis mencionados. El cruce en homocigosis de mhf1A
tiene un 29,18% de defectos (n>200) y el de mhf24 un 32,6% (n>200) frente al 2,56% (n=195) del cruce de la
cepa silvestre.
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mhf1:Nat mhf1A mhf1-DS8E mhf1-F62V mhf1-F62]

mhf1-F62E mhf1-D75L mhf1-D75W mhf1-L78E mhf1-L78D

Figura S14. Obtenciéon de los mutantes de la mutagénesis de mhf1* a partir de cepas diploides. Diseccion
de tétradas de las cepas diploides en heterocigosis mhf1:Nat (S2550), mhf1A (M1000), mhf1-D58E (S2551),
mhf1-F62V (S2552), mhf1-F621 (S2553), mhf1-F62E (S2554), mhf1-D75L (S2555), mhf1-D75W (S2556), mhf1-
L78E (S2557) y mhf1-L78D (S2558). Las imdagenes corresponden a placas después de 72 horas de crecimiento
a 28°C. Las colonias mutantes se indican con un circulo.

cnp20:tdT x cnp20:tdT x
mhf1-D75L mhf1-L78D

cnp20:3FLAG x ¢cnp20:3FLAG x
mhf1-D75L mhf1-L78D

Figura S15. Los mutantes condicionales mhf1-D75L y mhf1-L78D son sintéticos letales con cnp20:tdT y
con cnp20:3FLAG. Diseccion de tétradas de los cruces cnp20:tdT (M872) x mhf1-D75L (S2563), cnp20:tdT
(M872) x mhf1-L78D (S2564), cnp20:3FLAG (S2477) x mhf1-D75L (S2563) y cnp20:3FLAG (S2477) x mhf1-L78D
(52564). Las imagenes corresponden a placas después de 5 dias de crecimiento a 25°C. Los dobles mutantes
se indican con un circulo.
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28°C
36°C control MMS 0,005% MMS 0,01%

/
silvestre [ig} @)
mhf1:Nat (GRS

mhf1:GFP O RCR XK

mhf1-F62V SR,
mhf1-F62V:GFP JgK

mhf1-L78E (ORE,
mhf1-L78E:GFP XN i

28°C
32°C control MMS 0,005%

B

silvestre

Figura S16. Funcionalidad de la fusion de los mutantes de la mutagénesis de mhf1* con GFP. A) Diluciones
seriadas 1:10 de la cepa silvestre (52169), mhf1:Nat (52562), mhf1:GFP (S2565), mhf1-F62V (S2573), mhf1-
F62V:GFP (S2569), mhf1-L78E (S2574) y mhf1-L78E:GFP (S2568). Las imagenes se corresponden a placas de
YES como control a 28°Cy a 36°Cy a placas de YES con MMS 0,005% y 0,01% a 28°C después de 72 horas de
crecimiento. B) Diluciones seriadas 1:10 de la cepa silvestre (52169), mhf1:Nat (S2562), mhf1:GFP (S2565),
mhf1-D75L (S2563), mhf1-D75L:GFP (S2566), mhf1-L78D (S2564) y mhf1-L78D:GFP (S2567). Las imagenes se
corresponden a placas de YES como control a 28°Cy a 32°Cy a placas de YES con MMS 0,005% y 0,01% a 28°C
después de 72 horas de crecimiento.

MEA

mii @GP S ¢ B
mirtnet @ @ @ @ D
mhf1-D75L m— ® ;

Figura S17. El mutante mhf1-D75L no afecta a la tasa de esporulacion de la cepa h*°. Ensayo de esporulacidn.
Diluciones 1:1, 1:4, 1:10, 1:20 y 1:50 en una placa de MEA, provenientes de cultivos en fase exponencial
crecidos en YES a 25°C de las cepas fml1A (S2525), mhfl:Nat (52589) y dos clones de mhf1-D75L (52592 y
$2593). La placa de MEA se incubo durante 4 dias a 25°C antes de la exposicion a los vapores de yodo.
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Tabla S1. Estimacion obtenida con el algoritmo FoldX de la estabilidad de la proteina y del complejo para
distintas mutaciones de mhf1*. Se predijeron los 19 posibles cambios para cada uno de los siete residuos
de Mhfl esenciales para la tetramerizacidn (D58, F62, H65, Q74, D75, L78 y R81) en los complejos, (Mhf1-
Mhf2), y Mhf1-Mhf2-Cnp20-New1. Se calcularon los diferenciales de energia libre comparando la energia
libre del complejo silvestre con la del complejo con cada una de las mutaciones posibles. Se realizaron 5
repeticiones de cada estimacidn. En la tabla se representa la media y la desviacién estandar (SD) de estas
repeticiones. Se indican en un fondo rojo los valores mayores a 0,8 (desestabilizacion) y en un fondo verde
los valores inferiores a -0,8 (estabilizacidn). Los valores intermedios no presentarian cambios significativos en

la estabilidad.

D58G
D58L
D58V
D58l
D58P
D58R
D58T
D58S
D58C
D58M
D58K
D58E
D58Q
D58A
D58N
D58W
D58Y
D58F
D58H

(Mhf1-Mhf2),

Mhf1-Mhf2-Cnp20-New1

AAG proteina

AAG complejo

AAG proteina

AAG complejo

F62G
F62L
F62V
F62I

F62P
F62R
F62T
F62S
F62C

Media

0,2322

1,0303

1,3051
0,9902

0,1992
0,4576
0,1811
0,1669
-0,9977
-0,7766
-0,248
-1,1515
0,5865

SD

0,2515

0,3995

0,6217
0,3983

0,9475
0,576
0,5362
0,168
0,288
1,7338
0,1953
0,5526
0,5267

Media SD
-0,2395 0,3004
-0,3602 0,9524
-0,2697 0,3041
-0,0373 0,3249

0,0168 0,201
-0,2611 0,8142
-0,4303 0,5367

2,13E-03 0,3135
-0,3609 0,5347
-0,4107 0,566

-0,152 1,0937
-1,0651 0,6475
0,0574 0,1697
-1,0364 0,4376
-1,6302 1,1385
0,1883 0,1422
-1,2247 0,5213
0,2384 0,345
-0,161 0,4964
0,9075 0,1559
1,1592 0,5712
-0,0441 0,2499

Media

-0,7881
0,5236
0,0949

0,5503
0,2686

1,153
-0,859

0,4968
0,4157
0,2376

0,7331
2,2377
1,5052
0,5314

SD

0,3784
0,7097
0,3703

0,1283
0,1602
0,5584
0,9061

0,2661
0,3498
0,3912

0,5374
3,0446
2,1582
0,3899

Media

0,8815

0,3132
1,0111
0,6681

0,626

-0,141
0,9151
2,3925
1,0496
0,6611

0,699
0,8961
0,1944

SD

0,2241

0,2743
0,2663
0,3359

0,122

0,2122
0,4568
3,3122

2,01
0,3031

0,4215
0,4332
0,331
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(Mhf1-Mhf2), Mhf1-Mhf2-Cnp20-New1
AAG proteina AAG complejo AAG proteina AAG complejo
Media SD Media SD Media SD Media SD
-0,5131 0,2097 | 0,1567 0,072| -0,6814 0,1608

F62K 0,8237 1,5034

F62Q

F62A

F62N

o

-0,6858  0,7911

H65G
H65L
H65V
H65I

H65P
H65R
H65T

0,2593  0,0281

-0,8353 0,0405
0,5379 0,0466
-0,3265

-0,7683 0,1298

0,564 0,0537
-0,1847 0,2365

0,1195 0,0486

-9,36E-03 0,0142
-0,9863 1,3956

H65S

H65C
H65M
H65K
H65E
H65Q
H65A
H65N
H65W
H65Y
H65D

-0,5657 0,0525

1,2049 1,3583

1,1502 0,3836 0,8204 0,3582

1,2225 1,0793 0,412 0,1488

Q74G 0,5507  0,0169

-0,614 0,1066

Q74L 0,0599  0,0447
-0,0157  0,4452
0,1745  0,0869
0,0938  0,3895

-0,832  0,8034
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(Mhf1-Mhf2),

Mhf1-Mhf2-Cnp20-New1

AAG proteina AAG complejo

AAG proteina AAG complejo

Media SD Media SD

Q74s

Q74C

Q74M

Q74K -0,4435 0,2618
Q74E -0,2442 0,0818
Q74H

Q74A 0,6443 0,0363
Q74N

Q74W 0,3717

Q74Y 0,1192

Q74D 0,9695

0,1666

D75G

D75L

D75V -0,4573 0,2704
D75l -0,3578 0,2899
D75P

D75R 0,3521
D75T 0,3995
D75S 0,4115
D75C 0,2785
D75M 0,6093
D75K 0,6528
D75E

D75H -0,9118 0,4856
D75A -0,9167 0,3428
D75N

D75W

D75Y 0,967
D75Q 1,1815

0,7674
L78G
L78D

Media SD Media SD

0,7426 0,0632| -0,2218  0,1255

0,8284 0,0507 0,4268  0,0563

0,5499 0,0546 0,045 0,0262
-0,7515 0,0306| -0,0251 0,075
-0,1772 0,0401| -0,0531 0,0753
-0,3468 0,0503| -0,8736 0,1789
0,6597 0,2399| 6,32E-03 0,3188
0,4017 0,0807 0,4084  0,0695
0,3033 0,5099| -0,2084 0,4376
0,3083 0,0525 0,5748  0,0791
-0,7449 0,4455
-0,2936 0,0515
-0,2406 0,4767

0,213 0,1998
0,9222 0,5696
0,3939 0,0834
0,3985 0,0658
0,4022 0,1256
0,7892 0,1893
0,7344  0,0747
0,3685 0,19
0,2497  0,0626
0,8491 0,4956
0,6434  0,2574

-0,8412 0,1114
0,6646  0,2225
0,2244  0,1232

-0,0823 0,2374

0,8099  0,2486

-0,6166
0,7551
0,5735

0,3159
0,0638
0,0276
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(Mhf1-Mhf2),

Mhf1-Mhf2-Cnp20-New1

AAG proteina

AAG complejo

AAG proteina

AAG complejo

Media

SD Media

0,6433 0,2414

-0,0116
1,0047

0,3933

0,4598

1,9979

-0,012
-0,535
0,0988

0,4691

-0,0317
0,5146

0,0797

0,2073

1,5766

SD

0,103

0,0952

0,4597
0,1693
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Media SD

0,3374 0,0878

0,9024  0,2607

Media SD

-0,5316 0,561

0,0223  0,5372

0,5659 0,0337

0,4291 0,0275
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