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1. CICLO VITAL Y FISIOLOGIA DE Schizosaccharomyces pombe

S. pombe es un organismo eucariota unicelular que se encuentra en la
naturaleza formando colonias de células libres no méviles. Se divide por
biparticion, a diferencia de otras levaduras que se dividen por gemacion; por
esto se conoce también como levadura de fision (Egel 2000).

Frecuentemente se utiliza S. pombe como organismo modelo en ciencia
por varias razones. En primer lugar, por las caracteristicas de su ciclo vital que
consiste en una reproduccion vegetativa mediante mitosis y una meiosis casi
convencional. Estas caracteristicas o hacen especialmente apropiado para el
estudio del ciclo celular. Por otra parte, es muy manipulable en el laboratorio y
facilmente modificable genéticamente, lo cual convierte este organismo en una
buena herramienta para estudiar el funcionamiento celular. Recientemente ha
entrado en la era post-gendémica con la secuenciacion completa de su genoma
(Wood et al. 2002).

S. pombe es un organismo haploide que en condiciones favorables crece
mediante un ciclo mitotico. Sélo en condiciones de falta de nutrientes,
especialmente nitrégeno, se reproducird sexualmente. Dos células de diferente
sexo se fusionaran para formar un zigoto diploide e iniciar el ciclo meiético
(Egel 2000).

Las células de S. pombe, segin el sexo, pueden ser h* o h’. Esta
caracteristica viene determinada por el locus matl (Egel 1976). En células h*
se expresan en el locus matl dos genes de forma divergente: matl-Pc, el cual
controla la diferenciacion sexual (“mating type”) y matl-Pm, necesario para
iniciar la meiosis. En células h” se expresan matl-Mc que controla el “mating
type” y matl-Mm imprescindible para entrar en meiosis (Kelly et al. 1988). La
informacién genética del locus matl puede variar gracias a mat2-P y mat3-M.
Estos genes silenciados pueden cambiar por recombinacion la informacion del
locus matl, fendmeno conocido como “switching”. Los genes mat2 y mat3 se
encuentran en una zona de cromatina condensada, por esta razén nunca se
transcriben. En los extremos de estos genes se encuentran unas secuencias
homologas que también se encuentran en matl. Las secuencias homologas
permitiran la recombinacion y el cambio de informaciéon (“switching”) del locus
matl (Egel et al. 1980). Solo después de dos divisiones consecutivas se
produce el cambio de “mating type”. El inicio de la recombinacion que producira
el “switching” est4 en la formacion de una rotura en el DNA (SSB: single-
stranded break), durante la fase de sintesis del DNA, en el locus matl. La
rotura de una de las cadenas de DNA convertira una de las dos células hijas en
“switchable” o susceptible de cambiar el sexo (Arcangioli 1998). La célula
“switchable” durante la replicaciéon del DNA generara un DSB (double strand
break) que permitira la recombinacion en el locus matl y como consecuencia el
cambio de sexo (Kaykov et al. 2004).

Las cepas salvajes de S. pombe son homotalicas (h®). Células de estas
cepas pueden conjugar entre ellas porque el “mating type” sufre una variacion o
“switching” frecuente. Se denominan h*® porque aproximadamente el 90% de
las células de un cultivo conjugan y producen esporas cuando detectan déficit
nutricional. En estas cepas a partir de una célula h* o h™ se conseguira una
poblacion con igual proporcion de células h* y h™ capaces de cruzarse entre
ellas. Existen cepas heterotalicas que tienen el sexo invariable de manera que



no son fértiles consigo mismas y sélo podran cruzarse con cepas del sexo
contrario.

Cuando las condiciones del entorno cambian y las células detectan falta
de nutrientes en el medio empieza la diferenciacion celular que puede llevar a
la formacién de células en estado de latencia (GO o fase estacionaria) o a la
reproduccion sexual. La fase estacionaria es una forma de resistencia a
condiciones ambientales adversas que consiste en dejar de crecer y prepararse
para resistir en estado de latencia hasta que las condiciones mejoren y puedan
reiniciar el ciclo mitético.

Por otra parte, si el déficit nutricional se produce en una poblacion en la
que estan presentes los dos sexos (h* y hY), se iniciara la reproduccion sexual.
Dos células de sexo opuesto se reconoceran mediante el sistema de
comunicacion de las feromonas. A continuacion se producira el “shmooing”
consistente en la elongacion de las células en direccion a la fuente emisora de
feromonas del sexo contrario. Seguidamente las dos células se fusionaran,
este proceso conocido como conjugacién o “mating” producira un zigoto. El
zigoto es diploide y podria mantenerse en un ciclo mitético diploide si las
condiciones del medio mejoran en este punto del ciclo. Los diploides son muy
inestables y si las condiciones siguen siendo poco favorables empezaran
rapidamente la meiosis la cual culminara con la formacién de un asco con
cuatro esporas haploides en su interior. Las esporas germinardn y entraran
nuevamente en el ciclo mitotico cuando las condiciones ambientales lo
permitan, cerrandose asi el ciclo (Yamamoto et al. 1997) (Figural).
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Figura 1. Ciclo vital de S. pombe.



2. CICLO CELULAR VEGETATIVO

El ciclo celular consiste en una fase de sintesis del DNA (fase S), durante
la cual se replica el DNA y una fase M, mitosis, durante la cual las dos copias
del DNA se distribuyen a las dos células hijas. Estas dos fases estan
separadas por dos espacios o “gaps”: G1, entre la mitosis y la sintesis de DNA,
y G2 después de la sintesis y hasta la mitosis. Todo el proceso tarda
aproximadamente tres horas en medio rico y a 30°C, aunque puede alargarse
si las condiciones no son Optimas.

En S. pombe, a diferencia de otros organismos, la fase G1 es muy corta.
Por otra parte, la citoquinesis esta retrasada y coincide con la siguiente fase S;
de manera que las células hijas se separan en fase G2. Esto implica que al
analizar el contenido de DNA de las células de una poblacion creciendo en
ciclo mitético todas las células tienen un contenido de DNA de 2C, aunque se
trata de un organismo haploide (Figura 2).

Figura 2. Ciclo celular vegetativo en S. pombe.

El punto del ciclo celular en el cual las células deciden si prosiguen con el
ciclo mitético o empiezan la meiosis es conocido como Start. Esta decision se
produce al final de la fase G1 y el complejo MBF es el responsable. MBF (Mlul-
binding factor), también conocido como DSC1 (DNA synthesis complex), se
une a las cajas ACGCGT (Mlul cell cycle box) en la transicion G1/S,
induciendo la transcripcién de genes necesarios para la replicacion del DNA
como: cdc22, cdcl8, cig2, cdtl, rad21l, suc22, radll, ste9, mikl y cdt2
(Fernandez Sarabia et al. 1993; Kelly et al. 1993; Hofmann and Beach 1994;
Birkenbihl RP 1995; Nishitani and Nurse 1995; Harris P 1996; Parker et al.
1997; Ayte et al. 2001; Ng et al. 2001; Magbool Z 2003; Yoshida et al. 2003).



El ciclo celular est4 regulado por los complejos ciclina-Cdk. Las ciclinas
son proteinas cuya concentracion oscila durante el ciclo celular, regulando asi
la actividad quinasa de la Cdk (cyclin-dependent kinase). Otra proteina que
forma parte del complejo ciclina-Cdk, en S. pombe, es el adaptador Sucl. Esta
proteina de 13 kDa ayuda a estabilizar el complejo y facilita la interaccion y
fosforilacion de los sustratos (Patra and Dunphy 1998; Patra et al. 1999).

En S. pombe la Unica Cdk es Cdc2 y se encarga de regular todo el ciclo
celular. Su concentracion durante todo el ciclo es invariable pero su actividad
fluctia debido a multiples reguladores. La actividad de Cdc2 es necesaria para
la transicion G1-S pero el pico maximo de actividad se produce en la entrada
en fase M. Cuando empieza la anafase su actividad desaparece hasta el
siguiente ciclo (Nurse and Bissett 1981). La regulacién de Cdc2 se consigue a
través de las ciclinas, por fosforilacion/defosforilacion y mediante proteinas
inhibidoras.

2.1. Regulacién de Cdc2 mediante las ciclinas

La Unica ciclina esencial en S. pombe es Cdc13 (Fisher and Nurse 1996b;
Martin-Castellanos et al. 1996). Su funcién es preparar la célula para la mitosis
e impedir la repeticién de otra fase S (Hayles et al. 1994). Esta ciclina de tipo B
incrementa su concentracion durante la fase G2 y disminuye durante la mitosis
y la fase G1. La degradacion de Cdcl13 al final de la mitosis es importante para
inhibir la actividad del complejo Cdc2-Cdcl13, conocido como MPF (M-phase
promoting factor). La degradacion de Cdcl13 se produce por proteolisis cuando
se ubiquitiniza la ciclina en el dominio DB (destruction box) (Yamano et al.
1996).

Las ciclinas de tipo B encargadas de la transicion G1-S son Cigl y Cig2, y
su funcién es promover el inicio de la fase S. Estas ciclinas no son esenciales
porque Cdcl3 puede realizar su funciéon en su ausencia (Fisher and Nurse
1996a). El pico de actividad quinasa de Cig2-Cdc2 se produce en la transicion
G1/S. La falta de Cig2 alarga la fase G1 porque las células tienen problemas
para iniciar la sintesis de DNA y tienden a conjugar y entrar en meiosis mas
rapido que las células silvestres (Connolly and Beach 1994). La transcripcion
de cig2 depende del complejo MBF. Cig2 se autoregula negativamente;
mediante la fosforilacion de MBF inhibe su propia transcripcion (Ayte et al.
2001). La degradacion de Cig2 por proteolisis también esta regulada por su
dominio DB (Yamano et al. 2000).

Cigl, por otra parte, aparece y tiene la actividad maxima durante la fase
M aunque su funcién principal es promover la entrada en fase S (Fisher and
Nurse 1996a; Martin-Castellanos et al. 1996). Esta ciclina carece del dominio
DB que regula la degradacién de las ciclinas (Bueno et al. 1991). Cigl parece
tener un papel menor en la regulacion de la transicibn G1/S. Células
delecionadas para cdcl13 y cig2 son capaces de completar la fase S; mientras
que la ausencia de cdc13, cig2 y cigl simultaneamente impide la sintesis de
DNA (Fisher and Nurse 1996a). Por otra parte, la doble delecion de cigl y cig2
alarga la fase G1 (Bueno et al. 1991; Connolly and Beach 1994).



Otra ciclina que interacciona con Cdc2 es Pucl. Su funcién consiste en
acoplar la sintesis de DNA con el tamafio celular adecuado. La triple delecién
cigl, cig2, pucl, tiene la fase G1 prolongada y las células se dividen a un
tamafio mayor (Martin-Castellanos et al. 2000).

2.2. Regulacion de Cdc2 por fosforilacion

La fosforilacibn de la treonina 167 (T167) es imprescindible para la
actividad quinasa de Cdc2. Por otra parte la fosforilacion de la tirosina 15 (Y15)
produce complejos de Cdc2 inactivos (Gould and Nurse 1989).

La fosforilacion del residuo T167, en el T-loop, mejora la interaccion entre
la ciclina y Cdc2 y reordena el sitio de union al sustrato. La fosforilacion
activadora de este residuo depende de la CAK (Cdk activating kinase). En S.
pombe el complejo Crk1-Mcs2 es el responsable de la fosforilacion del residuo
T167 (Buck et al. 1995; Damagnez et al. 1995). Otra quinasa capaz de
fosforilar el residuo activador de Cdc2 es Cskl (CAKAK: CAK activating
kinase). Esta quinasa puede fosforilar el T-loop de Crk1 y de Cdc2 (Hermand et
al. 1998; Lee et al. 1999).

La defosforilacién del residuo Y15 es imprescindible para la entrada en
fase M (Gould and Nurse 1989). El checkpoint de dafio en el DNA impide la
entrada en mitosis mediante la fosforilacion de Cdc2 en el residuo Y15, esta
fosforilacion empieza a acumularse después de la transicion G1-S (Hayles and
Nurse 1995). Las quinasas responsables de la fosforilacion inhibidora son Mik1
y Weel. La quinasa Weel también puede fosforilar Cdc2 en el residuo T14,
inhibiendo asi su actividad (Den Haese et al. 1995). En ausencia de estas
quinasas no se inhibe la actividad de Cdc2 y las células sufren una catastrofe
mitética, ya que entran en fase M de forma descontrolada (Lundgren et al.
1991). Mik1 no es esencial para el ciclo mitético mientras que células sin Weel
presentan el fenotipo “wee”. Estas células se hacen mas pequefias debido a la
entrada prematura en mitosis (Gould and Nurse 1989).

Cdc25 es la fosfatasa encargada de eliminar la fosforilaciébn en Y15,
permitiendo asi la entrada en mitosis (Russell and Nurse 1986). Esta fosfatasa
se acumula justo antes de la entrada en mitosis y desaparece justo después
(Moreno et al. 1990). Las quinasas del “checkpoint” de dafio en el DNA inhiben
su funcién hasta que se pueda permitir la entrada en fase M.

2.3. Inhibidores de Cdc2

Rum1 es un inhibidor de complejos ciclina-Cdk que se expresa al final de
la mitosis e inhibe la actividad de los complejos Cdc2-Cdcl3 y Cdc2-Cig2
durante la fase G1 (Moreno and Nurse 1994; Correa-Bordes and Nurse 1995;
Benito et al. 1998). Ruml no es esencial para el ciclo mitético pero es
imprescindible para el bloqueo en G1 previo a la entrada en meiosis. Por lo
tanto células druml son estériles (Moreno et al. 1994). Sobreexpresar Rum1l



produce multiples rondas de sintesis de DNA ya que la inhibicion de los
complejos ciclina-Cdk impide la entrada en fase-M, en un fenémeno conocido
como endoreduplicacién (Moreno and Nurse 1994; Benito et al. 1998).

3. REPRODUCCION SEXUAL

Cuando las células de S. pombe detectan un déficit nutricional en el
medio empiezan un programa de diferenciacion que culminara con la formacion
de las esporas. Las esporas son las formas de resistencia que permitiran
sobrevivir a la condiciones adversas y germinar cuando las condiciones del
entorno vuelvan a ser favorables.

El primer paso cuando se detecta la falta de nutrientes es la conjugacion
de dos células de sexo opuesto. Una célula h™ y una h™ deben reconocerse,
acercarse Yy finalmente fusionarse. Mediante el sistema de comunicacion de las
feromonas se consigue la conjugacion de las dos células. Este proceso,
también conocido como “mating”, producira un zigoto con un contenido de DNA
de 2C. El zigoto puede crecer con un ciclo mitotico dipoide si las condiciones
nutricionales mejoran en este punto del proceso, pero suelen ser muy
inestables y entraran rapidamente en meiosis si los niveles nutricionales siguen
bajos. En primer lugar se producira un bloqueo transitorio en Gl vy
seguidamente la replicacion del DNA durante la fase S meiética. A continuacién
dos divisiones nucleares consecutivas, meiosis | y meiosis I, y finalmente la
esporulacion. La meiosis culminard con la formacion de un asco con cuatro
esporas en su interior (Yamamoto et al. 1997).

3.1. Regulacion de la entrada en meiosis

La falta de nutrientes en el medio es el factor determinante para la
regulacion de la entrada en meiosis. El factor mas importante es la baja
concentracion de nitrégeno en el medio. Niveles bajos de glucosa (por debajo
del 0.5%) facilitan la entrada en meiosis, aunque la falta de glucosa por si sola
induce inicialmente el arresto en G2.

Las vias encargadas de sefalizar la falta de nutrientes son la ruta del
cAMP, con la quinasa Pkal como efector, y la cascada de las MAPK de estrés.

La deteccion de bajas concentraciones de nutrientes en el medio tiene
dos efectos en las células:

-Bloqueo en G1: requisito indispensable para empezar la conjugacion.

-Induccion de stell: factor de transcripcion que juega un papel central en
la regulacidn de la conjugacion y la entrada en meiosis.



3.1.1. Bloqueo nutricional

Para el bloqueo en G1 se requiere la inhibicién de los complejos ciclina-
Cdk que inducen la sintesis de DNA. En S. pombe Cig2 es la principal ciclina
responsable de regular Cdc2 durante la fase S. En ausencia de esta ciclina,
Cdc13 puede realizar su funcion y permitir la progresion de la fase S (Fisher
and Nurse 1996a).

En un primer momento el mRNA de Ruml se estabiliza en ausencia de
nitrogeno. En condiciones normales este RNA mensajero es muy inestable
debido a su regién 3' UTR (untranslated region). Cuando baja el nitrogeno se
estabiliza permitiendo la inhibicion de los complejos ciclina-Cdk; asi se
consigue prolongar la fase G1 (Daga et al. 2003). Rum1l inhibe la actividad de
los complejos ciclina-Cdc2 de dos maneras. Por una parte inhibe directamente
el complejo ciclina-Cdk. Por otra parte, Rum1l facilita la degradacion mediada
por el APC (anaphase promoting complex), a través del adaptador Ste9 (Srwl)
(Correa-Bordes and Nurse 1995).

La bajada de nutrientes también induce la actividad del APC, con lo cual
aumenta la degradacion de las ciclinas Cig2 y Cdcl3. Pkal inhibe el APC;
cuando los niveles de cAMP disminuyen baja la actividad de Pkal y el APC se
activa (Yanagida et al. 1999).

Por otra parte, también se ha descrito que la traduccién del mRNA de
cig2, y en menor medida de cdcl3, se reduce en ausencia de nitrogeno. La
bajada en la traduccidén estad mediada por Dedl. Este factor de traduccion se
inactiva debido a la falta de nitrégeno reduciendo la traduccion de las ciclinas
de tipo B (Grallert et al. 2000).

Finalmente el sistema de comunicacion de las feromonas también
contribuye al bloqueo en G1 (Davey and Nielsen 1994). La sefial de la via de
las feromonas incrementa la degradacioén de Cig2 por el APC. La ausencia de
Cig2 enlentece la fase G1 y esto facilita la inhibiciébn de Cdc13-Cdc2 mediante
Ruml. La mayoria de los genes regulados por Stell de la via de las
feromonas se transcriben en G1, de manera que el enlentecimineto de la fase
G1 producido por la falta de nitrégeno facilita este bloqueo inducido por las
feromonas (Stern and Nurse 1998).

3.1.2. Stell

Stell es el factor de transcripcion necesario para iniciar el programa de
comunicacion de las feromonas y para la entrada en meiosis. Stell se une a
secuencias TR (T-rich box: TTTCTTTGTT) a través de su domino HMG-box
(high movility group). Células Astell son estériles y esporulan incorrectamente,
pero no tienen ningun defecto en el ciclo mitético. La sobreexpresion de Stell
produce la entrada en meiosis de forma ectépica incluso en medio rico
(Sugimoto et al. 1991).

La transcripcion de stell esta regulada por la ruta de la Pkal, por las
MAPK de estrés, por la via de las feromonas y también se autoregula mediante
una secuencia TR de su propio promotor, produciendo un “feedback” positivo.



Durante el ciclo mitético Stell tiene unos niveles de expresion muy bajos
y se localiza en el citoplasma de la célula. La quinasa Patl fosforila Stell en
los residuos Thr173 y Serl128. Rad24 se une a Stell fosforilado impidiendo la
localizacion nuclear. Asi se consigue inactivar completamente Stell durante el
crecimiento vegetativo anclandolo en el citoplasma (Kitamura et al. 2001). La
limitacion nutricional inicialmente y las feromonas a continuacién inducen la
transcripcion y la localizacion nuclear de Stell. La bajada de nutrientes
aumenta la transcripcion de stell iniciando el sistema de comunicacion de las
feromonas (Qin et al. 2003a). La via de las feromonas a través de la MAPK
Spkl inhibird Patl permitiendo la localizacion nuclear de Stell. Spkl también
activa Stell mediante fosforilacion (Kjaerulff et al. 2005a).

Entre los genes que dependen de Stell se encuentran:

-Los genes que definen el sexo: matl-Pc y matl-Mc.

-Genes necesarios para la via de las feromonas y el “mating” mfm1,

mfm2, mfm3, mam1, mam2, sxa2, mapl, ste4, ste6 y fusl.

-Genes involucrados en el inicio de la meiosis: Matl-Pm, Mat1-Mm, mei2

y repl.

3.1.2.1. Regulacion de Stell por la via de la PKA

La ruta de la PKA (proteina quinasa dependiente de cAMP) detecta,
sefaliza y responde a los cambios nutricionales del entorno. La glucosa del
medio se une al receptor Git3 que es un receptor del tipo 7TM (familia de
receptores con siete dominios transmembrana). Este receptor es el
responsable de detectar la presencia de glucosa en el medio y transmitir la
sefal activando Gpa2, subunidad G, de la proteina G (Isshiki et al. 1992). Las
subunidades Gg y Gy del complejo son Git5 y Gitll (Landry et al. 2000; Welton
and Hoffman 2000; Landry and Hoffman 2001). Otro receptor 7TM, Stml,
podria ser un receptor de nitrdgeno (Chung et al. 2001). La sefal activadora
finalmente se transmite a Cyrl (adenilato ciclasa) responsable de la generacion
de cAMP. Pdel es la fosfodiesterasa encargada de reducir los niveles de
cAMP, regulando negativamente la actividad de Pkal. El cAMP se une y
desplaza la subunidad reguladora de Pkal, Cgsl. Cuando se desacopla la
subunidad reguladora se activa Pkal (Maeda et al. 1994). La forma activa de
Pkal inhibe la transcripcion de stell a través del factor de transcripcion Rst2
(factor de transcripcion “zinc finger”) (Kunitomo et al. 2000). La fosforilacion por
parte de Pkal localiza Rst2 en el citoplasma impidiendo la transcripcion de
stell y fbpl (fructosa 1,6 bifosfatasa, gen importante para la gluconeogénesis
regulado por Pkal). Cuando se inactiva Pkal, Rst2 entra en el nucleo e induce
la transcripcion de stell y fbpl a través de los motivos STREP (CCCCTC)
(Higuchi et al. 2002).

Deleciones en genes como cyrl o pkal producen células hiperféritles ya
que tienen stell desreprimido. Estas células conjugan directamente con
células del sexo opuesto incluso en medio rico. La delecion de gpa2 tiene los
niveles de cAMP mas bajos que las células parentales de tipo salvaje, de
manera que tienden a conjugar incluso sin falta de nutrientes. Por el contrario la
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falta de cgsl o pdel implica que los niveles de cAMP sean mas altos con lo
que son células estériles y deficientes en meiosis.

Cuando los nutrientes del medio disminuyen se produce la bajada de
cAMP; con lo cual se inhibe la actividad de Pkal permitiendo la transcripcion de
stell. La expresion de Stell inicia el sistema de comunicacion de la
feromonas imprescindible para la conjugacion y la entrada en meiosis.

3.1.2.2. Regulacién de Stell por la cascada de MAPK  de estrés

Las bajas concentraciones de nutrientes en el medio también activan la
via de respuesta a estrés (Shiozaki and Russell 1995). La cascada esta
formada por las MAPKKK Wak1 y Winl (Shieh et al. 1998), la MAPKK Wisl y
la MAPK Styl (Millar et al. 1995). La regulacion de stell se produce por medio
del factor de transcripcién heterodimérico Atfl-Pcrl. Este heterodimero se une
a los elementos CRE (CAMP response elements). stell tiene elementos CRE
en su promotor, aunque la interaccién directa de Atfl-Pcrl en el promotor de
stell no se ha demostrado. Sin embargo, la delecién de Atfl impide la correcta
transcripcion de stell (Takeda et al. 1995).

3.2. Sistema de comunicacion por feromonas

La via de las feromonas permite a dos células de sexo diferente
comunicarse, reconocerse y conjugar para formar un zigoto diploide que
entrard en meiosis. El inicio del proceso esta en el locus de matl. Este locus
contiene dos genes divergentes: uno controla la diferenciacion sexual y la
conjugacion (matl-Pc, en células h*, o matl-Mc, en células h), y el otro
controla la entrada en meiosis (mat1-Pm, en células h*, o mat1-Mm, en células
h’). La transcripcion de los cuatro genes se induce en condiciones de pocos
nutrientes y es dependiente de Stell (Willer et al. 1995b; Christensen et al.
1997).

Matl-Mc es un factor de transcripcion con un dominio HMG-box
especifico de células h’. Este factor de transcripcion no es capaz de inducir la
transcripcion de los genes por si solo. Matl-Mc se une a un TR-box corto
(CTTTGTT) y recluta Stell a los promotores de los genes. Stell es el
responsable de activar la transcripcion de los genes necesarios para el
establecimiento de la via de comunicacion de las feromonas en una célula h’
(Kjaerulff et al. 1997).

La transcripcion de los genes especificos de las células h* depende del
heterodimero formado por Matl-Pc y Map1l (factor de transcripcion de la familia
MADS-box). Mapl también es necesario pero no imprescindible para la
transcripcion de genes especificos de las células h™ (Nielsen et al. 1996).

Genes del sistema de comunicacién de las feromonas especificos de
células h’:
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-mfm1, mfm2, mfm3: genes que codifican para el factor-M (feromona de
las células h") (Davey 1992).

-maml: codifica para un transportador de tipo ABC necesario para el
exporte extracelular del factor-M (Christensen et al. 1997).

-mam2: codifica para el receptor del factor-P (feromona de las células h*)
(Kitamura and Shimoda 1991).

-mama3: gen gue codifica para la aglutinina especifica de células h'.
-mam4: expresa una proteina necesaria para la modificacion
postraduccional del factor-M (Imai et al. 1997).

-sxa2: proteasa encargada de degradar el factor-P (Imai and Yamamoto
1992).

Genes del sistema de comunicacion de las feromonas especificos de
células h™:

-map2: gen que codifica para el factor-P (Imai and Yamamoto 1994).

-map3: codifica para el receptor del factor-M (Tanaka et al. 1993).

-map4: gen que expresa la aglutinina especifica de células h.

-sxal: proteasa que degrada el factor-M (Imai and Yamamoto 1992).

3.2.1. Produccion de las feromonas

El factor-M estd codificado por tres genes redundantes: mfml, mfm2 y
mfm3. La proteina resultante es un nonapéptido que sera modificado
postraduccionalmente (Davey 1992). Concretamente la cisteina carboxiterminal
sera carboximetilada mediante Mam4 y S-farnesilada. Posteriormente la
feromona madura serd transportada al exterior de la célula mediante el
transportador ABC dependiente de ATP, Mam1 (Christensen et al. 1997).

La feromona secretada por las células h* es el factor-P. Esta proteina esta
codificada por el gen map2, el cual contiene cuatro repeticiones de 23
aminoacidos flanqueadas por sitios reconocidos por la proteasa Krpl (Davey et
al. 1994; Imai and Yamamoto 1994). La proteasa liberara las cuatro copias que
seran modificadas en los extremos C-terminal y N-terminal y posteriormente
secretadas extracelularmente.

3.2.2. Cascada de las MAPK

Mam2 es el receptor del factor-P y se encuentra en las células h™ mientras
que Map3 es el receptor del factor-M de las células h*. Los receptores de
feromonas son receptores 7TM que tienen siete dominios transmembrana y
estan acoplados a proteina G (Kitamura and Shimoda 1991). El receptor se une
a la feromona y transmite la sefial a Gpal, subunidad a de la proteina G
acoplada a los receptores de feromonas (Obara et al. 1991). Cuando la
feromona se une al receptor se promueve el cambio de GDP por GTP en la
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proteina Gpal, con GTP la proteina se activa transmitiendo asi la sefial. Rgsl
es una GTPasa de Gpal, actua inhibiendo su actividad. Rgsl es inducido por
la via de las feromonas de manera que se produce un “feedback” negativo
(Pereira and Jones 2001).

La cascada de MAPK se activa mediante Pakl que transmite la sefal de
Gpal activo a Byr2. La MAPKKK de la cascada es Byr2. Byrl es la MAPKK de
la cascada y la MAPK es Spkl (Neiman et al. 1993). El factor de transcripcion
activado por la cascada podria ser Stell. Spkl fosforila Stell en los residuos
Thr305 y Thr317 activandolo. Spk1 también fosforila Patl inhibiéndola, de esta
forma Stell puede localizarse en el nucleo donde desarrollara su actividad
transcripcional (Kjaerulff et al. 2005a).

La cascada de MAPK esta regulada por Rasl. Esta proteina recibe
sefales del receptor de nutrientes Stm1. Rasl unido a GTP es la forma activa e
interacciona con Byr2 llevandolo a la membrana (Bauman et al. 1998). La
actividad GTPasa de Rasl convierte el GTP en GDP desactivandose. Para
pasar de GTP a GDP se requiere Gapl (GTPase activating protein). Ste6 es la
GEF (guanine nucleotide exchange factor) de Rasl (Hughes et al. 1990). Su
funcién es intercambiar el GDP de Rasl por un GTP. Ste6 depende de Stell
cuya transcripcion se estimula de forma dependiente de feromonas
produciéndose asi un “feedback” positivo de la ruta (Hughes et al. 1990).

rad24 y rad25 son genes homologos a los genes de mamifero de la
familia 14-3-3. Estos genes estan involucrados en el control de los
“checkpoints” y en la meiosis. Rad24 y Rad25 actuan regulando negativamente
Byr2. Estas proteinas forman complejos con Byr2 impidiendo su translocacion a
la membrana. La sobreexpresion de estos genes reduce el “mating” y la
esporulacion mientras que las deleciones aumentan la fertilidad (Ozoe et al.
2002).

Ste4 es una proteina con un dominio cremallera de leucina capaz de
interactuar con Byr2 (Barr et al. 1996) que estabiliza el complejo dimérico activo
(Tu et al. 1997), regulando positivamente la MAPKKK.

El factor de transcripcion Stell inducido por falta de nitrégeno regula
positivamente la cascada de las MAPK activando la transcripcion ste6
(activador de Rasl) (Hughes et al. 1990) y ste4 (Tu et al. 1997).

3.2.3. Efectos de la via de las feromonas

La ruta de las feromonas produce un bloqueo transitorio en G1. Se inhibe
la entrada en fase S reduciendo la actividad de los complejos ciclina-Cdk de
fase S. También se produce una elongacion de las células en direccion a la
fuente de feromonas (“shmooing”) (Fukui et al. 1986).

El primer signo de la estimulacion por feromonas en un cultivo homotélico
(h*°) es la agregacion celular mediada por las aglutininas. Este proceso evita
que las posibles parejas de sexo opuesto se separen en un medio liquido. Las
células h° empiezan el proceso directamente produciendo factor-M y la
aglutinina Mam3. Pero las células h* requieren la estimulacion por el factor-M
para producir el factor-P y su aglutinina Map4 (Yamamoto et al. 1997).
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Cuando las células estan agregadas se genera un centro organizador de
microtubulos (MTOC) en un extremo de la célula, este paso es importante para
la posterior fusion celular (Petersen et al. 1998).

Después de la aglutinacion la pared celular de las dos células que van a
fusionarse debe degradarse. Para este proceso es imprescindible Fusl
(Petersen et al. 1998). Cdcl13 y Cdc18 también son necesarios para la fusion
celular (Kurahashi et al. 2002).

El dltimo paso es la cariogamia o fusion de los nlcleos. Para este proceso
son imprescindibles los genes que codifican para las cadenas ligera y pesada
de la dineina, dicl y dhcl (Miki et al. 2002). Una vez completada la cariogamia
el zigoto diploide podra empezar la meiosis.

Por lo que respecta a la expresion génica inducida por las feromonas:

El factor-M induce la transcripcion en una célula h* de mat1-Pm.

El factor-P controla la transcripcion en una célula h™ de sxa2 (proteasa del
factor P) y mam3 (aglutinina).

La via de las feromonas también incrementa la transcripcion de genes
inicialmente inducidos en condiciones de falta de nutrientes como map2 (factor-
P), map4 (aglutinina), mamz2 (receptor del factor-P), ste6 (intercambiador de
nucleotidos de Rasl) y matl-Mm.

La ruta de las feromonas induce la expresion de Matl-Mm y Matl-Pm.
Estos dos factores de transcripcion son imprescindibles para la entrada en
meiosis. Se requiere la presencia de los dos factores de transcripcion en una
misma ceélula para iniciar la transcripcion de mei3, con la cual empieza la
meiosis. Mat1-Mm se expresa en células h”y Mat1-Pm en células h*. Solo en el
diploide se producen Matl-Mm y Matl-Pm, condicion indispensable para la
entrada en meiosis.

3.3. Lameiosis en S. pombe

La meiosis permite a S. pombe superar periodos en los que seria
imposible la supervivencia de la célula. Mediante la formacion de esporas como
forma de resistencia puede sobrevivir a condiciones ambientales adversas. La
elevada recombinacién que se produce durante la meiosis permite probar
nuevas combinaciones de genes mejorando asi la adaptacién de la especie a
largo plazo.

En general, para la entrada en meiosis es imprescindible que la célula sea
diploide, heterozigotica para el “mating type” y debe estar sefializando falta de
nutrientes. Estas caracteristicas se encuentran en los zigotos provinientes de la
conjugacion (meiosis zigotica) o en los diploides (meiosis azigotica); siempre
que los niveles nutricionales del medio sean bajos.

La meiosis empieza con un blogueo transitorio en G1 del diploide.
Posteriormente se produce la sintesis de DNA meiotica que culmina con un
contenido de DNA celular 4C. Justo después de la replicacion del DNA se
produce la recombinacion meibtica, responsable de generar la variabilidad
génica. A continuacion empiezan dos divisiones nucleares consecutivas la
meiosis | (MI) y la meiosis Il (MIl). En la MI, division reduccional, se separan los
cromosomas homologos. Esta division culmina con la formacion de dos ndcleos
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con un contenido 2C de DNA. Durante la MII, division ecuacional, se separan
las cromatidas hermanas y finaliza con cuatro nucleos en el interior de la célula,
cada uno con un contenido 1C de DNA. Finalmente la esporulacion completara
el proceso con la formacion de un asco con cuatro esporas haploides en su
interior (Yamamoto et al. 1997) (Figura 3).

AC— —— p»p2C——p 4C

BLOQUEO EN G1 SINTESIS DE MEIOSIS | - ESPORULACION
DNA

Q
©

OO OO

2h 5h 6h 8h

Figura 3. Progresion de la meiosis en S. pombe.

3.3.1. Regulacion transcripcional de la meiosis

Diferentes factores de transcripcion regulan los genes necesarios para las
distinas fases de la meiosis generando oleadas de transcripcion a lo largo de la
meiosis (Mata et al. 2002):

-Stell: regula los genes de respuesta a cambios nutricionales. Inicia el
sistema de comunicacion de las feromonas y la entrada en meiosis.

-Cdcl10, Res2, Repl: inducen los genes necesarios para la meiosis
temprana (sintesis de DNA meiética y recombinacion).

-Mei4: transcribe los genes involucrados en la meiosis media. Mei4 es un
factor de transcripcién de tipo “forkhead” imprescindible para completar la
meiosis | (Horie et al. 1998). Este factor de transcripcion de 53 kDa tiene el
dominio “forkhead” en el extremo N-terminal, mediante el cual se une a las
cajas FLEX (GTAAACACAAACA) regulando la transcripcion de genes
necesarios para completar la meiosis I. mei4 tiene una caja FLEX en su
promotor de manera que se autorregula con un “feedback” positivo (Abe and
Shimoda 2000). Mei4 activa la transcripcion de los genes: mdel-10 (Mei4
dependent gens), reml, mesl, spo3, spo4 y spo6. Células sin Mei4 son
capaces de realizar la sintesis de DNA meibtica pero se quedan bloqueadas
antes de finalizar la meiosis I, con un solo nucleo.

-Atf21, Atf31: factores de transcripcion de la meiosis tardia y la
esporulacion. Regulan un 55% de los genes implicados en completar la
meiosis; entre los cuales se encuentran: genes encargados de la regulacién del
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ciclo celular (weel y ste6), genes implicados en la sintesis de pared celular y
genes de la ruta del cAMP (Mata et al. 2002).

3.3.2. Inicio de la meiosis

Para empezar la meiosis es imprescindible la actividad de Mei2. La
activacion de esta proteina estd muy finamente regulada a través de varios
factores. La transcripcion de mei2 depende de Stell. Por otra parte, la quinasa
Patl inhibe la actividad de Mei2; con lo que la inactivacion de Patl es
indispensable para iniciar la meiosis. La inactivacion de Patl depende de Mei3
y la expresion de Mei3, a su vez, depende de los factores de transcripcion
Matl-Mm y Matl-Pm. Estos factores de transcripcion solo se transcriben
simultdneamente en un diploide. De manera que Unicamente en un diploide
(h*/h") se producira la entrada en meiosis. (Willer et al. 1995a) (Figura 4).

MAPK de estrés

Via de las feromonas @%

MEIOSIS

Figura 4. Inicio de la meiosis en S. pombe.

3.3.2.1. La quinasa Patl

Patl es una Ser/Thr quinasa tiene un papel clave en la regulacion de la
entrada en meiosis (Beach et al. 1985). Durante el ciclo vegetativo impide la
entrada en meiosis mediante la fosforilacion de Stell, factor de transcripcion
de mei2, inactivandolo parcialmente. Stell es fosforilado en los residuos
Thrl73 y Ser218 (Li and McLeod 1996). Rad24 se une a Stell fosforilado
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impidiendo su localizacién nuclear (Kitamura et al. 2001; Qin et al. 2003b). Patl
también fosforila Mei2 inactivandolo completamente durante el ciclo mitético
(Watanabe et al. 1997). Para la entrada en meiosis se requiere la inactivacion
total de Patl. Mediante la via de las feromonas se consigue una inhibicion
parcial de Patl. Spk1l fosforila Patl inhibiéndola y a Stel1 activandolo (Kjaerulff
et al. 2005b). La inactivacion definitiva depende de mei3. Mei3 es un
pseudosustrato de Patl que actla inhibiendo su actividad; se une al sitio
catalitico impidiendo la fosforilacion de sus sustratos (Li and McLeod 1996).
Para la transcripcion de mei3 son necesarios los factores de transcripcion
Matl-Mm y Matl-Pm, con lo cual la expresion de Mei3 requiere la previa
conjugacion de dos células de sexo opuesto (McLeod et al. 1987; Willer et al.
1995a).

Esta descrita una mutacion puntual en Patl (patl-114) que la hace
termosensible, o sea se inactiva a temperaturas altas. Células patl-114
realizan una meiosis ectopica incluso en células haploides, cuando la
temperatura es superior a los 34,5°C. Por lo tanto la inactivacion de Patl es
necesaria y suficiente para la entrada en meiosis.

3.3.2.2 Mei2

Otro factor determinante para la entrada en meiosis es Mei2. Esta
proteina tiene tres dominios RRM (RNA recognition motif) de union a RNA. La
transcripcion de mei2 depende de Stell y su actividad esta regulada por Patl.
Esta quinasa fosforila los residuos Ser438 y Thr527 de Mei2. La fosforilacion
permite la unién de Rad24 a Mei2 impidiendo asi la interaccion con meiRNA y
su localizacién nuclear (Watanabe et al. 1997). Por otra parte Mei2 fosforilado
es muy inestable, se ubiquitiniza y se degrada en el proteasoma (Kitamura et
al. 2001). Patl también fosforila Stell, factor de transcripcion de Mei2,
impidiendo parcialmente su actividad. Cuando en el diploide se expresa Mei3,
provoca la inactivacion de Patl y entonces Mei2 puede inducir la entrada en
meiosis.

La actividad de Mei2 es necesaria para iniciar la fase de sintesis de DNA
meiotica y para la meiosis |. Para el inicio de la fase S meiotica Mei2 debe
interaccionar con un RNA para ser transportado al nucleo. Para completar la
MI, Mei2 se une al meiRNA codificado por sme2. El gen sme2 es muy pequeio
y tiene solo pequefios ORF (open reading frame) de manera que sélo codifica
para un RNA, conocido como meiRNA. Células sin sme2 no pueden completar
la meiosis |. Mei2 se detecta en un punto del nucleo al inicio de la meiosis | y
colocaliza con meiRNA (Yamashita and Yamamoto 1998). Este punto se
encuentra en el brazo corto del cromosoma 2 donde se encuentra el gen que
codifica para sme2. La transcripcion del gen de sme2 parece reclutar Mei2
(Shimada et al. 2003). Sin embargo, poco se conoce sobre los mecanismos
moleculares mediante los cuales Mei2 inicia la meiosis. Receintemente se ha
descrito un mecanismo que podria explicar la importancia de este punto para
la meiosis. Para este mecanismo es importante Mmil, proteina implicada en la
degradacion de mRNAs de genes meidticos. Los RNAs mensajeros de genes
como mei4, meul, meu2, meu26 y spo5, entre otros, son degradados
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activamente a travées de Mmil durante el ciclo vegetativo. Cuando la célula
entra en meiosis, Mmil es reclutada al punto de Mei2 impidiendo asi su
actividad; de esta manera los mMRNAs de estos genes necesarios para la
meiosis se estabilizan permitiendo la entrada en meiosis (MASAYUKI
YAMAMOTO 2006).

3.3.3. Sintesis de DNA meidtica

La sintesis de DNA meidtica en un diploide empieza después del blogqueo
transitorio en G1. Los diploides durante la fase G1 tienen un contenido 2C de
DNA. En la fase S meidtica se replica el DNA y las células pasan a tener un
contenido de DNA celular 4C. La replicacion del DNA empieza con la actividad
de Mei2.

El inicio de la fase S meidtica también esta regulado de forma
independiente de Mei2 a través del complejo formado por Repl, Cdcl0 y Res2.
Durante el ciclo mitético, el complejo MBF (también conocido como DSC1)
transcribe genes imprescindibles para la fase S mitética (Lowndes et al. 1992;
Ayte 1995). Este complejo esté formado por Rep2, Cdc10, Resl y Res2. Como
consecuencia de la falta de nitrogeno el complejo MBF sufre algunos cambios
que permitiran la entrada en fase S meidtica. Por una parte Resl desaparece
del complejo (Ayte et al. 1997). Por otra parte Repl, cuya transcripcion
depende de Stell, sustituye a Rep2 (Nakashima et al. 1995). La transcripcidn
de res2 también se induce durante la meiosis. El complejo iniciador de la
sintesis meidtica de DNA queda formado por Repl, Cdcl0 y Res2 (Cunliffe et
al. 2004). Este complejo es el responsable de la transcripcion de genes
necesarios para la replicacion del DNA (cdc22 y cdcl8), genes para la
recombinacién meidtica (rec6, rec7, rec8, recl0, recll, recl2 y recl5) (Lin et
al. 1992; Lin and Smith 1994; Lin and Smith 1995), y genes necesarios para la
entrada en meiosis del locus matl (matl-Mc, matl-Pc, matl-Mm y matl-Pm)
(Ayte et al. 1997).

3.3.4. Recombinacién meidtica

La frecuencia de recombinacidbn meidtica es entre cien y mil veces
superior a la recombinacién mitética. Esta elevada recombinacién meiética
depende principalmente de los genes conocidos como rec y la transcripcion de
estos genes depende del complejo formado por Repl, Cdcl0 y Res2 a través
de las cajas MCB.

La correcta recombinacion meidtica en S. pombe depende principalmente
de los siguientes procesos:

En primer lugar la via responsable de generar roturas en el DNA (DSB:
double strand breaks), procesamiento y reparacion de estas roturas, durante la
meiosis. Genes implicados en este proceso cuyas deleciones presentan niveles
bajos de recombinacién son rec6, rec7, rec12, recl4 y reclb.
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recé es un gen que se expresa durante la fase S meidtica y su funcién
esta relacionada con la formacion de DSB en las fases iniciales de la meiosis
(Lin and Smith 1994).

Rec7 es una proteina que se expresa de forma dependiente de meiosis
implicada en la formacion de DSB. Células delecionadas para rec7 presentan
bajos niveles de recombinacién intragénica e intergénica en todas las regiones
cromosoémicas (Molnar et al. 2001).

Recl2 es una proteina meidtica y tiene homologia con la subunidad
catalitica de la topoisomerasa de tipo VI. Esta proteina es necesaria para la
formacion de DSB especificos de meiosis. De esta manera Rec12, homologo
del gen de S. cerevisae Spoll, seria el responsable del inicio de la
recombinacion. Sin Recl2 las células presentan niveles de recombinacion
meiotica parecidos a los detectados en ciclo mitético (Farah et al. 2005).

El gen recl4 codifica para una proteina de 302 aminoacidos que tiene
seis dominios WD. Se expresa también durante el ciclo mitético aunque su
ausencia solo presenta fenotipo en la recombinaciéon meiotica. Se cree que
puede ser un homologo funcional del gen de S. cerevisae rec103 (Evans et al.
1997).

La delecion de recl5 presenta un fenotipo que incluye malformaciéon de
los ascos, baja viabilidad de las esporas, una drastica reduccion en la
recombinacién meidtica y una prematura aparicion de los procesos iniciales de
la meiosis (sintesis de DNA, “horse-tail movement” y meiosis 1) (Doll et al.
2005).

Rec8 y Recll son cohesinas especificas de meiosis. Estas cohesinas a
parte de su funcion en la segregacion cromosémica meidtica son necesarias
para la correcta recombinacion; permitiendo la formacion de DSB por parte de
Recl2 en determinadas zonas (Ellermeier and Smith 2005). Las deleciones en
rec8 y recll presentan una baja recombinacion especialmente en zonas
proximas a los centromeros (Molnar et al. 2003a).

Otra caracteristica de la meiosis en S. pombe es la ausencia del complejo
singptico (SC). En su lugar aparecen unos elementos lineales (LE: linial
elements) que realizan su funcion (Olson et al. 1978; Hirata and Tanaka 1982).
Estos elementos se forman justo después de la sintesis de DNA y su funcién es
mantener la unidon entre las cromatidas hermanas, el mantenimiento del
quiasma, el apareamiento de los cromosomas homdlogos y permitir la
recombinacion (Bahler et al. 1993). Células deficientes en la correcta formacion
de los elementos lineales tienen bajos niveles de recombinacion y problemas
en el apareamiento de los cromosomas homologos (Molnar et al. 2003b). La
falta de Recl0 y Repl (Recl6) impide que las células puedan formar los
elementos lineales y la recombinacion esta severamente afectada (Molnar et al.
2003a).

Recl10 es una proteina relacionada con la proteina de S. cerevisae Redl.
Se localiza en los elementos liniales y su ausencia impide la formacion de estos
LE (Lorenz et al. 2004). Recl10 permite la formacion de DSB por parte de
Recl2 (Ellermeier and Smith 2005).

repl (rec16) codifica para un factor de transcripcion con un dominio “zinc
finger” responsable de la transcripcion de genes de la meiosis temprana (Ding
and Smith 1998). Entre otros induce la transcripcion de genes involucrados en
la recombinacion como rec6, rec7, rec8, recl0, recll, recl2 y recl4.
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Otro proceso implicado en la recombinacion especifico de S. pombe se
conoce como “horse-tail movement”. Después de la sintesis de DNA meidtica el
nucleo realiza unos movimientos conocidos como “horse-tail movement”
(Robinow 1977). El nucleo se desplaza de un extremo al otro de la célula
dirigido por los microtubulos (Chikashige et al. 1997). Al inicio de la profase, los
cromosomas se unen a través de los telomeros al SPB (spindle pole body) y en
un segundo paso los centrémeros se desenganchan. Este movimiento de los
cromosomas unidos por sus extremos ayuda al apareamiento, la
recombinacion y la correcta segregacion de los cromosomas homologos. La
delecion de genes necesarios para este proceso reduce la recombinacion.
Tazl es una proteina de union a los telomeros, Kmsl es necesaria para
agrupar los telémeros y para el correcto “horse-tail movement” (Cooper et al.
1998; Nimmo et al. 1998) y Dhcl es la cadena pesada de la dineina
responsable del movimiento a través de los microtibulos (Yamamoto et al.
1999). La falta de estas proteinas involucradas en el “horse-tail movement”
produce una bajada de entre dos y diez veces de los niveles de recombinacién
normales.

3.3.5. Meiosis |

La meiosis | es conocida como division reduccional. Durante esta division
se produce la separacion de los cromosomas homologos. Cada cromosoma
homdlogo contiene las de dos cromatidas hermanas duplicadas durante la
replicacion. El proceso culminara con la formacion de dos nucleos en el interior
de las células, con un contenido 2C de DNA cada nucleo (Figura 5).

Durante la profase | se produce el “horse-tail movement” que facilitara el
apareamiento y la segregacion de los cromosomas durante la meiosis |. A
continuacion el SPB se duplica, ensamblandose seguidamente el spindle
meidtico.

En la metafase se ordenan los cromosomas en el huso meiético. El
APC/C (anaphase promoting complex) es el responsable del inicio de la
anafase |. Este complejo se activa cuando el “checkpoint del spindle” determina
que los cromosomas estan correctamente alineados y puede empezar la
anafase. EI APC/C activo es el responsable de la degradacién de Cdcl13 por
proteolisis. Esta degradacion reduce la actividad quinasa del complejo MPF
(Cdc2-Cdcl3), condicion necesaria para empezar la anafase | (Chang et al.
2001). La actividad del complejo MPF no desaparece completamente debido a
la presencia de Mesl. Esta proteina impide la completa degradacion de Cdc13,
permitiendo la actividad del complejo MPF necesaria para iniciar la meiosis Il
(Izawa et al. 2005).
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Figura 5. Segregacion de los cromosomas durante la meiosis (A) y la
mitosis (B) en S. pombe. A. Segregacion de los cromosomas homologos
durante la meiosis I, divisibn reduccional, y posterior segregacion de las
cromatidas hermanas durante la meiosis I, division ecuacional. B. Segregacion
de las croméatidas hermanas durante la mitosis.
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Durante la anafase | se produce la separacion de los cromosomas
homologos hacia los extremos del SPB. Las crométidas hermanas se
mantienen unidas gracias a las cohesinas. Las cohesinas son complejos
proteicos encargados de mantener las croméatidas hermanas unidas hasta el
momento de la segregacion, durante la profase las cohesinas de los brazos de
los cromosomas se desenganchan pero las del centromero permanecen unidas
hasta la anafase (Waizenegger et al. 2000). Las cohesinas mitéticas contienen
en el complejo Rad21, Psml, Psm3 y Psc3 (Gruber et al. 2003). Durante la
metafase mitdtica los microtibulos del SPB se unen a las cromatidas
hermanas, en este momento se inactiva el “checkpoint del spindle” y el APC/C
se activa. EI APC/C activo proteolizaré la securina liberando asi la separasa .
La degradaciéon de Rad2l por la separasa al inicio de la anafase mitética
permite la liberacion de la cohesina del centrémero y la separacion de las
cromatidas hermanas. Las cohesinas meidticas contienen Rec8 en lugar de
Rad21. Rec8 no se degrada durante la meiosis | y asi se mantienen las
cromatidas hermanas unidas hasta la segunda divisibn meidtica (Watanabe
and Nurse 1999). La proteccion de la cohesina se consigue gracias a Sgol.
Sgol recluta al centromero PP2A (protein phosphatase 2A) protegiendo asi la
cohesina (Kitajima et al. 2004). Cdc5 (polo kinase) es responsable de fosforilar
Rec8, marcandolo para ser sustrato de la separasa. Sgol impide la
degradacion de Rec8 eliminando la fosforilacion por medio de PP2A (Kitajima
et al. 2006; Riedel et al. 2006).

3.3.6. Meiosis Il

Durante la divisibn meidtica ecuacional se separan las cromatidas
hermanas. Esta division meidtica es muy parecida a la divisibn mitética. Los
dos nucleos producidos durante la meiosis | se dividen de forma sincrénica de
manera que se generaran cuatro nucleos con un contenido 1C de DNA (Figura
5).

Para completar la meiosis Il es imprescindible la presencia de Mesl. La
transcripcion de este gen se activa entre la Ml y la MIl (Mata et al. 2002) de
forma dependiente de Mei4. Cepas delecionadas para mesl no son capaces
de completar la Mll y se bloguean con dos nucleos en su interior (Shimoda et
al. 1985). Mes1 permite la entrada en meiosis Il impidiendo la degradacion de
la ciclina Cdc13 por el complejo APC/C. Este complejo promueve la entrada en
anafase proteolisando Cdcl13, de manera que disminuye la actividad de MPF.
Mesl se une a Slpl (regulador del APC/C) impidiendo la degradacion de
Cdc13 (Izawa et al. 2005). La actividad del complejo MPF es necesaria para el
inicio de la meiosis |Il. Posteriormente la actividad desaparecera
completamente, debido a la proteolisis de Cdc13, para permitir la progresion de
la anafase II.

Otros genes implicados en completar correctamente la meiosis Il son
algunos de los conocidos como spo. Estos genes fueron inicialmente descritos
porque su deficiente esporulacion.

Spo4 es una quinasa necesaria para completar la meiosis Il. Células sin
Spo4 se quedan bloqueadas con dos nucleos. Esta quinasa tiene homologia
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con Cdc7, quinasa implicada en la replicacion del DNA activada por la
subunidad reguladora Dbf4. Spo6 también es necesario para completar la
meiosis Il. Esta proteina es la subunidad reguladora de Spo4 y su funcion es
potenciar su actividad. La delecion de este gen produce un bloqueo antes de
finalizar la meiosis 1l (Nakamura et al. 2002). Otro gen importante para
completar la meiosis Il es spo5. Células sin este gen se bloquean con dos
nucleos, antes de finalizar la meiosis Il. Spo5 es una proteina de 62,5 KDa con
dos dominios de unién a RNA, RRM.

3.3.7. Esporulacion

Mediante este proceso se conseguird la formacion de las cuatro esporas
haploides dentro del asco. Las esporas son formas de resistencia
metabdlicamente inhertes y con alta tolerancia a estreses ambientales fuertes.

La esporulaciéon empieza con la formacién de nueva membrana la cual
envolvera simultaneamente los cuatro nucleos formados durante las divisiones
meidticas. La membrana empieza a formarse al final de la metafase Il alrededor
del SPB. A continuacion se expande mediante la fusién de vesiculas hasta
envolver completamente el nudcleo, formando la preespora. Finalmente el
espacio que queda entre el nicleo y la membrana se rellena con materiales de
pared celular, principalmente lipidos y polisacaridos. Cuando las esporas ya
estan maduras se autolisa la pared del asco y se liberan las cuatro esporas.

Spol3 y Spol5 se localizan en el SPB y su ausencia implica una mala
estructura del SPB durante MIl; como consecuencia células sin estos genes no
forman esporas. Spol5 es el responsable de reclutar Spol3 al SPB y se
transcribe de forma constitutiva. La proteina Spol3 aparece solo después de la
primera division meiotica y desaparece justo después de la meiosis Il, parece
tener un papel central en la esporulacion ligando el final de la MII con el inicio
de la esporulacion (Ikemoto et al. 2000).

Otros genes importantes para la correcta esporulacion son spo3 y psyl.
Spo3 es una proteina con un “membrane-spanning domain” en el extremo N-
terminal, su transcripcion es dependiente de Mei4 y aparece sé6lo durante la
formacion de las esporas. Células carentes de Spo3 no pueden formar esporas
y acumulan vesiculas, estas células tienen problemas para fusionar las
vesiculas a la membrana de la preespora. Psyl también tiene su funcion en la
fusibn de vesiculas en la nueva membrana. Este gen se transcribe
constitutivamente pero se induce transcripcionalmente durante la meiosis. La
proteina Psyl tiene un “membrane-spanning domain” en la region C-terminal y
dos regiones “ahelical coiled-coil”. Se localiza hormalmente en la membrana
plasmatica pero después de la meiosis | se desplaza a la nueva membrana en
formacion (Nakamura et al. 2001).

Spol4 y Spo20 estan involucraos en el trafico de vesiculas y su ausencia
impide la correcta esporulacion. La delecion de spol4 es letal pero se ha
descrito una mutacion puntual que tiene problemas especificamente en la
esporulacion (d'Enfert et al. 1992). spol4 es homologo al gen de S. Cerevisae
secl2 (intercambiador GDP/GTP de Sarl). Secl2 y Sarl son imprescindibles
para el trafico de vesiculas entre el reticulo endoplasmético y el golgi
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(Nakamura-Kubo et al. 2003). Cepas sin Spo20 tienen esporas con formas
raras y mas pequefias de lo normal. spo20 es homélogo al gen de S. Cerevisae
secl4 que codifica para fosfatidil colina/fosfatidil inositol transfer, esencial para
la formacion de vesiculas en el golgi (Bankaitis et al. 1989).

El correcto funcionamiento de la via de generacion, transporte y fusiéon de
vesiculas es esencial para la esporulacion.

Para la formacién de la pared son necesarios genes implicados en la
sintesis de polisacaridos. bgs2 es un gen que codifica para la 1,3-B-glucan
sintasa cuya actividad es necesaria para la sintesis de del B-glucan (Martin et
al. 2000). Por otra parte chsl codifica para la chitina sintasa especifica de
esporulacion, requerida para la produccion de chitina durante la maduracion de
la espora (Arellano et al. 2000).

Otro gen importante para la estructura de la pared es isp3/meu4. Isp3 es
la proteina estructural mas abundante en la pared de las esporas, su expresion
aumenta durante la meiosis y la ausencia de este gen implica una esporulacion
reducida (Sato et al. 1994).

3.3.8. Germinacion

Cuando las esporas se encuentran en un entorno favorable para el
crecimiento vegetativo se produce la germinacién. Este proceso se induce por
la presencia de glucosa en el medio, aunque el posterior crecimiento requiere
otros nutrientes. La presencia de glucosa en el medio produce un incremento
en los niveles de AMPc intracelulares, con lo cual se activa Pkal y se inicia la
germinacion (Hatanaka and Shimoda 2001).

Como consecuencia de la germinacion la pared de las esporas sufre
cambios estructurales que implican la perdida de resistencia a los disolventes
organicos. Posteriormente las células se expandiran y a continuacion
empezaran el crecimiento polarizado. Después de la septacion entraran en el
ciclo vegetativo normal. A 30°C la germinacion tarda dos horas y diez horas
después del inicio del proceso se produce la primera replicacion del DNA. La
transicion GO-G1 es larga porque primero las células deben conseguir el
tamafo correcto para entrar en fase S.
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3.4. Ciclinas meidticas

La actividad quinasa de los complejos ciclina-Cdc2 es necesaria para
realizar la fase S meibtica, la meiosis | y la meiosis Il. La regulacion de la
actividad quinasa de Cdc2 durante la meiosis depende de las ciclinas Cig2 y
Cdc13 y de la fosforilacion inhibidora del residuo Y15.

Cig2 es la ciclina que regula Cdc2 durante la fase S meiotica. Cig2 se
expresa durante la sintesis de DNA meibtica y posteriormente tiene otro pico de
expresion entre la meiosis | y la meiosis Il. La regulacion transcripcional de cig2
durante la meiosis depende del complejo Repl, Res2, Cdcl0 para la fase S
meidtica y de Meid para el segundo pico de expresion. La transcripcion
dependiente de Mei4 produce un RNA mensajero de distinto tamafio debido a
la utilizacion de un tsp (transcription start point) alternativo. La degradacion de
Cig2 por proteolisis esta regulada por el dominio DB (Borgne et al. 2002).

La otra ciclina que regula la actividad quinasa de Cdc2 durante la meiosis
es Cdcl13. Esta ciclina forma con Cdc2 el complejo MPF necesario para iniciar
la meiosis | y la meiosis Il. Para empezar la anafase | la actividad quinasa de
Cdc2 debe disminuir, esto se consigue proteolizando Cdcl3 mediante el
complejo APC/C. La presencia de Mesl es importante para evitar la
degradacion total de Cdcl3 en esta fase del ciclo (Izawa et al. 2005). La
actividad del complejo MPF es imprescindible para iniciar la meiosis II.
Finalamente al inicio de la anafase Il se degradara definitivamente Cdcl13 por
medio del APC/C, permitiendo la correcta finalizacién de la meiosis.

La actividad quinasa de los complejos ciclina-Cdk meioticos esta inhibida
por fosforilacion entre la fase S meiédtica y la meiosis |; debido la fosforilacion
del residuo Y15, Cdc2 esta inactiva durante este periodo (Borgne et al. 2002).
El “checkpoint” de dafio en el DNA inhibe la fosfatasa Cdc25 y activa las
quinasas Weel y Mikl. Al inicio de la meiosis | Cdc25 elimina la fosforilacion
inhibidora de Cdc2, permitiendo la actividad del complejo MPF. La actividad de
Cdc25 también es necesaria para empezar la segunda divisibn meidtica
(Murakami and Nurse 2000).
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4. REGULACION DEL SPLICING EN S. pombe

El splicing consiste en la eliminacién de los intrones de un pre-mRNA
para poder traducir correctamente la proteina. Este procesamiento del mRNA
depende del spliceosoma formado por cinco snRNAs (small nuclear RNAs: U1,
U2, U4, U5, U6) y mas de ochenta proteinas (Burge et al. 1998). Un 40% de los
genes de S. pombe tiene intrones, muchos de los cuales tienen mdultiples
intrones. Las secuencias que definen estos intrones son (Burge et al. 1998):

-la secuencia 5'ss (splicing site): GUA®/yGU.

-la secuencia 3’ ss: YAG.

-el “branchpoint” CURAY.

En S. pombe la distancia entre el “branchpoint” y la secuencia 3'ss es
corta, once nucledtidos de media, y un 75% de los intrones tienen una region
rica en pirimidinas (Prabhala et al. 1992).

Para procesar el pre-mRNA y eliminar los intrones se requieren dos
reacciones de transesterificacion secuenciales. Primero el mRNA es
reconocido por el ShnRNP U1, el RNA de Ul reconoce y se une a la region 5’ss.
A continuacioén se forma el prespliceosoma mediante la unién del snRNP U2 al
“branchpoint”. El spliceosoma se completa con la incorporacién del complejo
U4/U6.U5 (tri-snRNP). Este complejo se forma inicialmente por la unién de U4
con U6 por reconocimiento de secuencia; seguidamente se une U5 mediante
interacciones proteina-proteina. Posteriomente el spliceosoma debe
reorganizarse para conseguir la actividad catalitica. EI snRNP Ul se
desengancha del 5'ss y en su lugar interacciona el U6. A continuacion el
complejo U5 interacciona con secuencias exonicas. También desaparece la
interaccion entre el sSnRNP U4 y el U6 permitiendo la union entre el U2 y el U6.
Estos cambios consiguen la formaciéon de un complejo U2/U6 cataliticamente
activo el cual producira las dos reacciones de transesterificaciéon (Burge et al.
1998) (Figura 6).

Spliceosome Assembly

Figura 6. premRNA splicing.
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Las funciones de reconocimiento de secuencia y las funciones cataliticas
del spliceosoma son realizadas basicamente por los ShnRNA pero las proteinas
del spliceosoma también realizan funciones importantes.

Muchos factores de splicing han sido identificados en S. pombe mediante
screenings: prpl, prp2, prp3 (pre-mRNA processing), (Potashkin et al. 1989),
prp4 (Rosenberg et al. 1991), prp5-prpl4, cdc5 (McDonald et al. 1999), dsk1,
prpl3/sppl3 (Bishop et al. 2000), spp42 (Kuhn and Kaufer 2003), bbpl, prpl0,
uap2, U2AF® (McKinney et al. 1997; Gozani et al. 1998)

prp2 codifica para la proteina homéloga a la subunidad grande de
mamifero del factor auxiliar del snRNP U2 (U2AF®). Esta proteina de S. pombe
se conoce como U2AF>® (Potashkin et al. 1993). El complejo U2AF esta
involucrado en el reconocimiento de la secuencia 3'ss. U2AF se une a la region
rica en pirimidinas mediante los dominios RRM facilitando la interaccion del
sSnRNP U2 con el “branchpoint” (Zamore and Green 1989).

Prp4 es una Ser/Thr quinasa involucrada en el premRNA splicing (Alahari
et al. 1993). Esta descrito que esta quinasa interacciona con Spp42, aunque no
se ha demostrado la fosforilacion. Se cree que Prp4 juega un papel importante
en la regulacion del spliceosoma a través de factores de splicing como Cdc5,
Prpl, Prp5 y Prpl0. Prp4 fosforila Prpl in vivo (Schwelnus et al. 2001) y las
proteinas de la familia SR: Srpl y Srp2 (Gross et al. 1997).

prp8/cdc28 produce una ATPasa dependiente de RNA de la familia
DEXD/H box. Este gen fue identificado independientemente por su intervencion
en el splicing y en el ciclo celular (Lundgren et al. 1996). Células sin cdc28 son
incapaces de entrar en fase M y se bloquean en G2. Su papel en la regulacion
del splicing aun esté por determinar.

Prpl2 es un homoélogo del factor de splicing humano asociado al sShRNP
U2 (SF3b130); Rsel en S. cerevisae (Habara et al. 2001).

Prp31/Sppl13 tiene homologia con el factor de splicing humano PRP31,
importante para la formacién del complejo tri-snRNP y para la activacion del
spliceosoma (Kuhn et al. 2002; Makarova et al. 2002).

Spp42 coordina muchas actividades de reorganizacion del RNA durante el
ensamblaje y la activacion del spliceosoma (Kuhn and Kaufer 2003), (Umen
and Guthrie 1996). Esta proteina forma parte del U5 snRNP. También tiene
importancia después de la primera transesterificacion organizando procesos
gue llevaran a la segunda reaccion de transesterificaciéon (Collins and Guthrie
1999; Siatecka et al. 1999).

Cdc5 fue inicialmente descrito por su implicacién en el ciclo celular;
concretamente durante la transicion G2/M. Esta proteina forma parte de un
complejo de 40S relacionado con el spliceosoma. Cdc5 esta asociado con los
SnRNP U2, U5 y U6. La delecién de cdc5 implica un déficit en el premRNA
splicing (McDonald et al. 1999).

Srpl y Srp2 también tiene un papel importante durante el splicing (Gross
et al. 1998; Lutzelberger et al. 1999). Estas proteinas de la familia SR se
caracterizan por tener dos dominios RBD (RNA binding domain) de union a
RNA y una regiéon C-terminal rica en dipéptidos arginina-serina. Srpl parece
intervenir en la formacion del spliceosoma (Gross et al. 1998). Se ha descrito la
interaccién entre Srpl y Srp2 modulada por fosforilacion. La fosforilacion por
parte de Dskl de estas proteinas inhibe su interaccion (Tang et al. 2002). Las
proteinas SR de mamiferos se regulan por fosforilacién y juegan un papel
importante en el splicing alternativo.
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Este trabajo consiste en la caracterizacion de la ciclina especifica de
meiosis Rem1, en S. pombe:

Se pretendia estudiar la funcion de esta nueva ciclina durante la meiosis:
Inicialmente nos centramos en el estudio del patron de transcripcion y
expresion, asi como su regulacion. También se quiso analizar el fenotipo de la
delecién y la sobreexpresion, determinar posibles interacciones genéticas con
otras ciclinas meidticas y sus funciones durante la progresion meiotica.
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RESULTADOS

33



34



1. Rem1 ES UNA CICLINA MEIOTICA

1.1. La ciclina Rem1

El objetivo inicial de este trabajo fue buscar nuevas ciclinas en
Schizosaccharomyces pombe que regulasen la transicion G1/S. El hecho que
la delecidn de las ciclinas que regulan la transicion G1/S (cigl y cig2) no impida
la replicacién del DNA (introduccion apartado 2.1) podia indicar que otra ciclina
era capaz de realizar esta funcion. Con este objetivo se buscaron en el genoma
de S. pombe secuencias que codificaran para posibles ciclinas de tipo B. De
esta forma se encontrd y posteriormente se clon6 reml1l (SPBC16E9.17c).

Rem1 (required for entry into meiosis) es una nueva ciclina de tipo B que
tiene una elevada homologia con las otras ciclinas de tipo B de S. pombe:
Cdc13, Cigly Cig2 (Figura 1 A). El gen rem1 consta de dos exones y un intrén.
Rem1 tiene un dominio ciclina codificado en el segundo exdn donde reside la
elevada homologia con las otras ciclinas de tipo B. En el primer exén se
encuentra un dominio DB (destruction box) el cual regula la degradacion de la
ciclina mediada por el proteasoma (introduccion apartado 2.1) (Figura 1 B).

En el inicio del intron hay un codon stop “in frame” de manera que para
expresar la proteina completa debe producirse el splicing del intron. Si no se
procesa el RNA mensajero el resultado es una proteina truncada sin el dominio
ciclina (Figura 1 B).

rem1
cig1
cig2
cdc13

rem1
cigl
cig2
cdc13

remi
cigl
cig2
cdc13

remi
cigl
cig2
cdc13

C viESE o N sHEW « DB de Rem1
I : <N BN <« DB consensus

Figura 1. La ciclina Reml. A. Alineamiento del dominio ciclina de Reml
con las otras ciclinas de tipo B de S. pombe. B. Estructura del gen reml. Se
indican la situacién del dominio DB (destruction box) y el dominio ciclina. C.
Secuencia del dominio DB de Reml comparada con la secuencia DB
consensus.
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1.2. Rem1 es una proteina nuclear

En primer lugar, para empezar la caracterizacion de la ciclina Reml
quisimos determinar su localizacion celular. Para ello se fusioné la secuencia
que codifica para la proteina GFP (green fluorescent protein) al final del gen de
reml en su propio locus (cepa JA82). Esta cepa permite expresar la proteina
de fusibn Reml1-GFP. Mediante miscroscopia de fluorescencia podemos
observar la fluorescencia emitida por la proteina GFP, la cual nos indica donde
se localiza Rem1-GFP. Los resultados obtenidos indican que Reml es una
proteina nuclear (Figura 2).

Figura 2. La proteina de fusion Rem1-GFP tiene localizacién nuclear. En
el panel de la derecha se observa la fluorescencia emitida por Rem1-GFP, en
la cepa JA82 que expresa la proteina de fusion Rem1-GFP. En el panel de la
izquierda las mismas células observadas con luz visible.

1.3. La expresion de Rem1 durante el ciclo vegetati  vo es toxica para
la célula

Con el objetivo de profundizar en el estudio de Rem1 decidimos analizar
el fenotipo de la sobreexpresién durante el ciclo mitético. Para ello se
transformd una cepa con un pladsmido pREP81x que expresa el cDNA de reml
a niveles bajos y de forma dependiente de tiamina. Seguidamente se analizé el
fenotipo de esta cepa induciendo la expresion de Reml. Muestras del cultivo a
diferentes tiempos fueron analizadas mediante citometria de flujo detectandose
un bloqueo inicial de las células en G1 y posteriormente, a partir de las
dieciséis horas de induccion, la presencia de células con un contenido de DNA
inferior a 1C. Este resultado indica que las células que sobreexpresan Reml1,
incluso a niveles muy bajos, tienen problemas para completar la sintesis de
DNA y se dividen sin haber replicado el DNA (Figura 3 A), fendmeno conocido
como catastrofe mitética. A continuacion se tifieron las células con DAPI (4',6'-
diamino-2-phenylindole), para poder observar los nucleos; a las dieciséis horas
de expresion se visualizan células con un fenotipo “cut” (Figura 3 B). Las

36



células se dividen sin haber replicado el DNA produciendo células inviables por
catastrofe mitoética.

La expresion de Rem1 durante el ciclo mitético es toxica para la célula ya
que inhibe la replicacion del DNA. Esto explicaria la necesidad de controlar
muy finamente la presencia de esta ciclina exclusivamente durante la meiosis,
cuando se requiere su funcion. La regulacién de rem1 mediante la transcripciéon
y el splicing impide la presencia de Rem1 durante el ciclo celular vegetativo.
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Figura 3. Reml es tdxica para la célula durante el ciclo mitético. A.
Andlisis del contenido de DNA por citometria de flujo. Muestras del cultivo se
analizaron a los tiempos indicados después de lavar la tiamina, induciendo asi
la expresion de Reml. B. Células a las dieciséis horas de induccion se tifieron
con DAPI, para localizar los nucleos celulares. Las flechas indican células con
catastrofe mitoética.

1.4. La expresion de Rem1 induce la degradacion de  Cdc18

La sobreexpresion de Rem1 en ciclo mitdtico es toxica para la célula; para
investigar los mecanismos moleculares que producen la letalidad por catastrofe
mitética en estas cepas planteamos el siguiente experimento. Sabemos que el
problema de las células que sobreexpresan Reml es que no puede completar
la fase S, de manera que se dividen sin haber duplicado el material genético
produciendo células inviables (resultados apartado 1.3). Con estos datos
preparamos un experimento para estudiar la expresiéon de genes necesarios
para el inicio de la replicacion del DNA, que podrian estar afectados por la
presencia de reml. Inicialmente pensamos en Cdcl8 como un posible
candidato ya que forma parte de la maquinaria de replicacion del DNA asi
como del “checkpoint” de sintesis de DNA.

Primero analizamos la estabilidad de Cdc18 en cepas que sobreexpresan
Rem1 en ciclo mitético. El experimento consiste en inducir la sobreexpresion de
Reml en un cultivo celular y determinar mediante “western blot” la presencia de
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Cdc18 durante el “time course” de veinte horas. Cdcl18 desaparece a partir de
las dieciséis horas de induccion de Rem1l coincidiendo con la aparicion del
fenotipo de catastrofe mitética (Figura 4 A). Células sin Cdcl18 son incapaces
de replicar su DNA vy por lo tanto la falta de Cdc18 debida a la sobreexpresion
de Rem1l explicaria el fenotipo de catastrofe mitética observado.

La desaparicion de Cdcl8 a partir de las dieciséis horas podia ser
consecuencia de la disminucion de la transcripciéon de cdcl8 o debida a la
degradacion de la proteina. Estudiando la presencia del mRNA de cdcl8 por
“northern blot” determinamos que Cdcl8 se estaba degradando. EI RNA
mensajero no varia su concentracion durante todo el “time course” con lo cual
la ausencia de proteina es debida a la degradaciéon proteica y no a la baja
transcripcion (Figura 4 B). Esta descrito que la degradacion de Cdc18 se regula
por fosforilacion: cuando Cdcl18 se fosforila en su extremo amino terminal se
induce su degradacion. Por lo tanto la actividad quinasa asociada a Reml
podria estar fosforilando Cdc18 induciendo asi su degradacion.

d Y <4 Cdc18

0 12 14 16 18 20 (h)

A 0 e S e el <€ Cdc18 MRNA
0 12 14 16 18 20 (h)

Figura 4. Reml induce la degradacion de Cdcl8. A. Muestras a los
tiempos indicados del “time course” de la sobreexpresion de Reml fueron
analizadas por “western blot” blot anti-Cdc18. B. Las mismas muestras fueron
analizadas por “northern blot” con sonda especifica para detectar el mRNA de
cdc18 durante la sobreespresion de Rem1.
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1.5. rem1 se expresa y tiene su actividad durante la meiosis I

El mRNA de reml es practicamente indetectable durante el ciclo
vegetativo. Para monitorizar la expresion de reml durante la meiosis se disefid
un experimento de meiosis sincrénica en una cepa patl-114 (h/h’), rem1-HA
(cepa JA95). Se prepararon extractos para estudiar la transcripcion y el splicing
del mMRNA de rem1, la expresién de la proteina y la actividad quinasa asociada
a la ciclina.

En primer lugar analizamos el contenido de DNA celular mediante
citometria de flujo para comprobar que las células se habian bloqueado en G1
después de toda la noche sin nitrdgeno; por citometria detectamos un
contenido de DNA celular 2C al inicio del experimento. Posteriormente durante
la fase S meidtica se replica el DNA produciendo un pico de células con un
contenido de DNA celular 4C.

Para analizar el patron de transcripcion y splicing del RNA mensajero de
reml se realizd la extraccion del mRNA del “time course” meidtico y a
continuacion se analizaron las muestras mediante RT-PCR. Utilizando oligos
especificos de reml situados a ambos lados del intron podemos amplificar por
PCR el cDNA de reml y detectar la presencia del mRNA procesado y sin
procesar. EI RNA mensajero sin splicing de rem1 aparece a partir de las dos
horas del inicio de la meiosis mientras que el mensajero procesado se observa
a partir de las tres horas y media de meiosis y desaparece a las cinco horas
(Figura 5 B).

También se determiné el patron de expresidbn de la proteina. Se
obtuvieron extractos proteicos y fueron analizados por “western blot” utilizando
anticuerpos anti-HA, para detectar la presencia de la proteina de fusion Rem1-
HA durante la meiosis. La aparicion de Rem1 coincide temporalmente con la
presencia del mMRNA procesado detectandose un pico de expresion entre las
cuatro y las cinco horas (Figura 5 C).

Finalmente analizamos la actividad quinasa del complejo Rem1-Cdk. Con
esta finalidad se prepararon extractos, se immunoprecipitaron con anticuerpos
anti-HA y se ensayd la actividad quinasa sobre histona H1. La actividad
quinasa del complejo ciclina-Cdk coincide con la expresion de la proteina; con
un méximo de actividad entre las cuatro y las cinco horas (Figura 5 D).
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Figura 5. Transcripcion, expresion y actividad quinasa de Rem1 durante
la meiosis. A. Contenido celular de DNA durante la meiosis, determinado por
citometria de flujo. B. RT-PCR del time course meiético. Se utilizaron oligos
para analizar los mRNA de reml, his3 y mesl. La banda superior de reml
corresponde al mMRNA sin splicing y la banda inferior al RNA mensajero
procesado. C. “Western blot” anti-HA de los extractos proteicos para detectar la
expresion de Reml-HA. Como control de carga se hibridaron las mismas
muestras con anticuerpos anti-Cdc2, panel inferior. D. Ensayo quinasa in vitro.
Se purificaron y se inmunoprecipitaron con anticuerpos anti-HA extractos
proteicos de la meiosis; la actividad quinasa asociada a Reml se ensayo6 sobre
histona H1. El eje de las ordenadas indica la actividad quinasa medida en
unidades arbitrarias.
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Posteriormente y para confirmar los resultados obtenidos en la meiosis
sincrénica con la cepa patl-114, se disefid un experimento de meiosis con una
cepa diploide. La meiosis partiendo de un diploide es mas fisiolégica aunque
menos sincrénica y mas lenta. Para este experimento se utilizd una cepa
diploide silvestre (h*/h") (cepa JA55).

Mediante citometria de flujo comprobamos la correcta progresion de la
meiosis. La meiosis partiendo de diploides es mas lenta y mas asincrénica que
en el “background” patl-114, pero mas fisiologica. El experimento empieza con
un cultivo diploide creciendo de forma asincronica de manera que las células
tienen un contenido en DNA de 4C. A continuacion se filtran y se dejan sin
nitrogeno de manera que inicialmente se bloquean temporalmente en G1,
detectandose un pico de células con un contenido en DNA celular de 2C.
Finalmente cuando las células completan la fase S meiética el pico se desplaza
a 4C, hasta el final de la meiosis el contenido de DNA ya no varia.

El patrén de transcripcion de reml se determiné mediante “northern blot”.
Los extractos de RNA obtenidos del “time course” meidtico fueron analizados
con una sonda especifica para el RNA mensajero de reml. Se observo la
presencia del mMRNA de reml a partir de las 2 horas, con un pico maximo de
expresion a las 5 horas, detectdndose practicamente hasta las 8 horas de
meiosis (Figura 6 B).

A continuacion el andlisis de las muestras mediante RT-PCR nos permitié
observar la presencia del mMRNA con y sin splicing. A las tres horas del inicio de
la meiosis se detecta el RNA mensajero sin procesar mientras que a las seis y
a las nueve horas practicamente todo mRNA esta procesado (Figura 6 C).

Finalmente utilizando anticuerpos policlonales anti-Rem1 determinamos el
patrén de expresion de la proteina. Se analizaron los extractos proteicos de la
meiosis, detectandose Rem1 desde las cuatro hasta las nueve horas (Figura 6
D).

Este experimento confirma que Reml se expresa durante la meiosis
media y la perfecta correlacion entre la deteccion mRNA procesado y la
presencia de la proteina.
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Figura 6. Patrén de transcripcion y expresion de reml en una meiosis
diploide. A. Contenido celular de DNA durante la meiosis, analizado por
citometria de flujo. B. Patron de transcripcion de reml analizado por “northern
blot”. Se purificaron los RNAs de la meiosis y se analizaron con una sonda
especifica para el mRNA de reml. C. RT-PCR del time course meibtico,
utilizando oligos especificos de reml para detectar los mRNA de reml
procesado (banda inferior) y sin procesar (banda superior). El panel inferior
muestra el control de la RT-PCR sin transcriptasa reversa. D. “Western blot”
anti-Rem1 de los extractos proteicos del “time course” meibtico.

1.6. El splicing de rem1 depende de Mei4

El siguiente objetivo que se planted fue estudiar la regulacion de la
transcripcion y el splicing de rem1 durante la meiosis. En primer lugar se disefio
un experimento utilizando mutantes que bloguean la meiosis en diferentes
puntos, para detectar posibles diferencias en el patrén de transcripcion y de
splicing de reml. Concretamente se utilizaron cepas delecionadas en mei4,
que son incapaces de completar la primera divisibn meiética (introduccion
apartado 3.3.1) y células delecionadas en mesl, que no pueden finalizar la
meiosis Il (introduccién apartado 3.3.6). Como se ha comentado
anteriormente, Mei4 es un factor de transcripcién del tipo “forkhead” que
induce la transcripcion de muchos genes necesarios para la primera division
nuclear. Mesl, por otra parte, es necesario para completar la segunda division
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meiotica; sin esta proteina las células se quedan blogueadas con dos nucleos y
no pueden completar la meiosis II.

El experimento consistia en analizar la transcripcion y el splicing de rem1
mediante RT-PCR en las cepas delecionadas para mei4 o para mesl; en
paralelo se analizé una cepa silvestre como control. Realizamos el experimento
de meiosis inicialmente en diploides y posteriormente en un “background” patl-
114 obteniendo resultados idénticos.

Las meiosis diploides fueron analizadas por citometria de flujo de manera
que podemos determinar el contenido de DNA celular durante las diferentes
fases de la meiosis. Las tres cepas presentan el mismo perfil de FACS ya que
los blogueos meidticos de las cepas Amei4/Amei4d (cepa JAL75) vy
Amesl/Amesl (cepa JA174) se producen después de la sintesis de DNA
meidtica (Figura 7 A).

Seguidamente se monitorizaron las meiosis por contaje nuclear. En este
caso se detectan las diferencias en las meiosis debidas a los bloqueos
meioticos. La cepa silvestre empieza la meiosis con la mayoria de la poblacion
con un solo ndcleo. Posteriormente las células pasan transitoriamente a tener
dos nucleos cuando completan la meiosis |, aunque es dificil observar el pico
de células con dos nucleos debido a que la meiosis diploide es muy
asincrénica. Cuando las células completan la meiosis Il se detectan las células
con cuatro nucleos; a las 9 horas del inicio de la meiosis casi todas las células
tienen cuatro nucleos. La cepa delecionada para mei4 tiene igualmente la
poblacidn inicial con un ndcleo. En esta cepa las células se bloquean antes de
finalizar la primera division nuclear de manera que nunca se observan células
con dos o cuatro nucleos. La cepa Amesl no puede completar la segunda
division meidtica esto implica que al final del “time course” todas las células del
cultivo tienen dos nucleos (Figura 7 B).

Una vez comprobado que los experimentos eran correctos se analizaron
por RT-PCR los mRNAs purificados de las 0, 3, 6 y 9 horas de los tres
experimentos. La cepa silvestre y la cepa delecionada para mesl tienen el
mismo patrén de transcripcion y splicing. Como esperdbamos, a las 3 horas
detectamos el mensajero sin splicing mientras que a las 6 y las 9 horas
practicamente todo el mMRNA esta procesado. Sorprendentemente la cepa sin
Mei4 no era capaz de procesar el mMRNA de reml, se detecta la forma sin
splicing des de las 3 a las 9 horas (Figura 7 C). Estos resultados indican que la
presencia de Mei4 es imprescindible para que el mMRNA de reml se procese
durante la meiosis.
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Figura 7. Mei4 es imprescindible para procesar el mMRNA de reml. A.
Perfil de FACS de las cepas wt (JA55), Amei4/Ameid (JA175) y Amesl/Amesl
JA174). B. Contaje de nucleos de las tres cepas utilizadas en el experimento.
El eje de ordenadas indica el porcentaje de células. Los circulos negros indican
el porcentaje de células con un ndcleo, las células con dos nucleos estan
representadas con los circulos blancos y los triAngulos negros corresponden al
porcentaje de células con 4 nucleos. C. “Northern blot” con una sonda
especifica para detectar el mMRNA de reml en las meiosis de las tres cepas. D.
Andlisis del patrén de splicing de rem1l mediante RT-PCR. La banda superior
corresponde al MRNA no procesado y la banda inferior corresponde al mRNA

procesado.

En el experimento realizado en cepas patl-114 se obtuvieron resultados
idénticos, demostrando que el splicing de reml es dependiente de Mei4. En la
cepa silvestre (JA247) y en la cepa delecionada para mesl (JA351)
detectamos mMRNA no procesado a las 2 horas, procesado a las 5 horas y
practicamente no se detecta RNA mensajero a las 8 horas de meiosis. En la
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cepa delecionada para mei4 (JA416), como esperabamos, no se observa en
ningin momento MRNA con splicing (Figura 8 D).
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Figura 8. EIl splicing del mRNA de reml depende de Mei4, en un
“background” patl-114. A. Analisis del contenido de DNA celular mediante
citometria de flujo de las cepas patl-114 wt (JA247), Amei4 (JA416) y Amesl
(JA351). B. Contaje de nucleos de las tres cepas utilizadas en el experimento.
El eje de las ordenadas indica el porcentaje de células. Los circulos negros
representan las células con un ndcleo, los circulos blancos representan las
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células con dos nucleos y los triangulos indican las células con cuatro nucleos.
C. “Northern blot” para detectar el mMRNA de rem1 en “time course” meidtico de
las tres cepas. D. Patron de splicing de rem1 analizado por RT-PCR. La banda
superior corresponde al MRNA no procesado y la banda inferior corresponde al
MRNA procesado.

1.7. reml se induce y se procesa durante la fase S meidtica
bloqueada con hidroxiurea

En el experimento anterior demostramos que el mensajero procesado de
reml depende de Mei4. A continuacion disefiamos un experimento para
determinar si este efecto sobre el RNA mensajero de reml era directo a través
de Mei4 o bien se trata de un efecto indirecto debido al bloqueo que esta
mutacion produce en la meiosis. El experimento consiste en bloquear las
células durante la fase S meidtica utilizando hidroxiurea y analizar el splicing de
reml. Si detectamos MRNA procesado en células blogueadas antes de la
primera division meiotica nos indicaria que el splicing depende de Mei4 y no del
blogueo meidtico.

Para este experimento se obtiene un cultivo de células diploides (cepa
JASS5), se filtran y se resuspenden en medio de meiosis con y sin hidroxiurea
(20 pg/ul). El cultivo sin hidroxiurea completara normalmente la meiosis pero en
el cultivo con hidroxiurea las células empezaran una sintesis de DNA meidtica
pero se quedaran blogueadas antes de completarla. A las cinco horas de
meiosis se afiadid mas hidroxiurea para asegurar el bloqueo, evitando que
algunas células escapen del blogqueo.

Tanto en el cultivo bloqueado con hidroxiurea como en el cultivo sin tratar
se detectdé RNA mensajero procesado a las 6 y a las 9 horas de meiosis (Figura
9). Los resultados obtenidos indican que el mMRNA de reml puede ser
procesado durante la fase S meidtica, si esta se prolonga. Ademas, se confirmo
que la ausencia de splicing de reml en las cepas Amei4 no es debido al
bloqueo meibtico, ya que blogueando las células en la fase S se seguia
procesando el mRNA, indicando que Mei4 podria ser el responsable del
splicing de rem1.
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Figura 9. EIl splicing de reml se produce durante la fase S meiotica
bloqueada con hidroxiurea. RT-PCR de las muestras a las 0, 3, 6 y 9 horas de
meiosis en células diploides tratadas (+HU) y sin tratar con hidroxiurea (-HU).

El splicing de reml depende de Mei4 (resultados apartado 1.6) y
detectamos splicing durante la fase S (resultados apartado 1.7), con lo cual
pensamos que Mei4 podria expresarse también durante la sintesis de DNA
meidtica boqueada con hidroxiurea. Con el objetivo de comprobar esta
hipotesis se realizdé un experimento de meiosis en una cepa patl-114, tratada y
sin tratar con hidroxiurea.

Los experimentos fueron analizados por citometria de flujo para
comprobar que el cultivo no tratado con hidroxiurea era capaz de completar la
sintesis de DNA meiotica, mientras que el cultivo tratado se quedaba
bloqueado sin completar la fase S meidtica (Figura 10 A). Posteriormente las
muestras del “time course” fueron analizadas por “northern blot” para detectar
el mRNA de reml y de mei4. En paralelo, se realizaron RT-PCRs para
determinar el splicing del mRNA de rem1. Los resultados obtenidos confirman
la presencia de Mei4 durante la fase S meidtica bloqueada con hidroxiurea. Se
detecta un pico de transcripcion de rem1 y mei4 a las cuatro horas en el cultivo
sin tratar con la droga, mientras que en el cultivo tratado no se detecta este
pico pero si la transcripcion de ambos genes a nivel moderado hasta el final del
experimento, debido al bloqueo meidtico (Figura 10 B). Si analizamos por RT-
PCR el splicing de reml observamos la perfecta correlacion entre la
transcripcion de mei4 y el splicing del mRNA de reml; se detecta RNA
mensajero procesado a las cinco horas en el experimento sin hidroxiurea y
cuando tratamos los cultivos detectamos mRNA procesado en menor cantidad
pero hasta el final del experimento (Figura 10 C). Podemos concluir que el
splicing del RNA mensajero de reml durante la fase S meiética bloqueada con
hidroxiurea es probablemente debido a la presencia de Mei4.
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Figura 10. EI splicing de reml durante la fase S bloqueada con
hidroxiurea depende de Mei4. A. Determinacion del contenido de DNA nuclear
por FACS de los experimentos de meiosis en una cepa patl-114 (JA247)
tratada (+HU) y sin tratar con hidroxiurea (-HU). B. Northerns para detectar los
MRNAs de reml y mei4 en los dos experimentos. C. RT-PCRs de los tiempos
indicados con oligos especificos de reml para detectar la forma procesada y
sin procesar.

Finalmente y para completar el estudio de la regulacién de la transcripcion
y el splicing de rem1 durante una fase S extendida quisimos investigar como se
regula rem1l en una cepa delecionada para mei4. Se disefié un experimento
incorporando una cepa patl-114 (JA247) y una cepa patl-114 Ameid (JA416)
tratadas y sin tratar con hidroxiurea.

Mediante citometria de flujo se comprobé el bloqueo en fase S meidtica
de los cultivos tratados con hidroxiurea (Figura 11 A). Seguidamente se analiz6
la presencia de los mRNAs de reml y mei4 de los cuatro experimentos. Se
observod la presencia del pico de transcripcion de mei4 y de reml a las cuatro
horas de la meiosis patl-114 sin tratar; por otra parte la cepa delecionada para
mei4 no presenta el pico de transcripcidbn pero mantiene una transcripcion
moderada de las 4 a las 8 horas de experimento. Los cultivos tratados con
hidroxiurea tampoco presentan el pico de transcripcién a las cuatro horas y
mantienen la transcripcion basal desde las 4 hasta el final del experimento,
debido al bloqueo en fase S meiética (Figura 11 B). Las RT-PCRs de las
mismas muestras de RNA muestran un pico de mRNA procesado de reml en
la cepa patl-114 sin tratar a las 4 horas coincidiendo que coincide con
expresion de Mei4d; también detectamos mMRNA procesado aunque en menor
abundancia y durante todo el experimento cuando las bloqueamos en fase S
meidtica, también coincidiendo con la menor pero prolongada transcripcion de
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meid4. Tanto en el cultivo tratado como en el cultivo sin tratar de la cepa
delecionada para mei4 no se detecta mRNA de rem1 procesado (Figura 11 C).
Estos resultados indican una vez mas que el splicing de reml es totalmente
dependiente de Meid4.
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Figura 11. Mei4 se expresa durante la fase S meidtica bloqueada con
hidroxiurea induciendo el splicing del mMRNA de reml1. A. Perfil de FACS de
los experimentos de meiosis con o sin hidroxiurea de las cepas patl-114
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(JA247) y patl-114 Ameid (JA416). B. Andlisis de los mRNAs de reml y mei4
por “northern blot” de los experimentos descritos en el apartado A. C. RT-PCRs
de las 2, 4 y 6 horas de experimento con oligos especificos de reml para
determinar su splicing.
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2. FUNCIONES DE LA CICLINA MEIOTICA Rem1
2.1. Fenotipo de la delecién de reml

Sabiendo que reml se expresa principalmente en la meiosis | (resultados
apartado 1.5) y con el objetivo de conocer las funciones de Rem1 decidimos
estudiar el fenotipo durante la meiosis de una cepa delecionada para reml.
Para ello se construyé una cepa Areml por insercion de un cassete ura’ en un
“background” patl-114 h'/h" (cepa JA180). A continuacién analizamos la
meiosis de esta cepa mediante contaje de nucleos. La tincion con DAPI
permite determinar el niumero de ndcleos por célula, con lo que se puede
monitorizar la progresion de la meiosis. En paralelo se analiz6 una cepa patl-
114 diploide (cepa JA66) para determinar si habia diferencias significativas
entre las dos cepas (Figura 12). Las células sin Reml son capaces de
completar la meiosis con normalidad; aunque se observa un ligero retraso en
completar la meiosis, concretamente la finalizacion de la primera division
meibtica se retrasa media hora.

100

% de células

100
80 A
601 patl-114
40 A

% de células

20 A

Figura 12. La ausencia de Rem1 produce un ligero retraso en la finalizacion
de la meiosis |. Contaje nuclear de las meiosis en una cepa patl-114 diploide (JA66)
y en una cepa patl-114 diploide Arem1 (JA180). Los circulos negros indican el
porcentaje de células con un nucleo, los circulos blancos indican el porcentaje de
células con dos nucleos (que ya han finalizado la Ml), y los triAngulos representan
las células con cuatro nucleos (con la MIl completada).
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El siguiente paso fue analizar el fenotipo de una cepa diploide
Arem1/Arem1 h'/h’. El experimento consiste en inducir la meiosis en las cepas
diploides silvestre (JA55) y delecionada para reml (JA65) y monitorizar la
progresion meidtica mediante contaje nuclear. Con este experimento se
pretendia determinar si la falta de Rem1 producia algun defecto en una meiosis
mas fisioldgica, partiendo de diploides. Se observa un sutil retraso en la cepa
delecionada para reml en completar la meiosis |; aunque las diferencias no son
tan aparentes como las observadas en las cepas patl-114. Probablemente
debido a que en una meiosis diploide, menos sincrénica, es mas complicado
apreciar el retraso (Figura 13).

% de células

% de células

Figura 13. Contaje nuclear de las meiosis en las cepas diploides
silvestre JA55 (wt) y delecionada para rem1 JA65 (Arem1l). Los circulos negros
indican el porcentaje de células con un nucleo, los circulos blancos representan
el porcentaje de células con dos nucleos y los triangulos las células con cuatro
nacleos.
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2.2. Reml tiene una funcion redundante con Cig2 en la fase S
meidtica

Dado que cepas sin Reml son capaces de completar la meiosis
pensamos que Reml podia tener una funcion redundante con alguna de las
otras ciclinas meioticas. Cig2 fue el primer candidato que investigamos. Es la
principal ciclina encargada de regular la actividad quinasa de Cdc2 durante la
fase S meidtica. Se expresa durante la sintesis de de DNA meiotica y también
tiene un segundo pico de expresion entre las dos divisiones meidticas
(introduccion apartado 3.4).

Se prepard un experimento para investigar una posible interaccion génica
entre reml y cig2. Para lo que se se realizaron meiosis en paralelo en cuatro
cepas diploides (h*/h): wt (cepa JA55), Arem1/Arem1 (cepa JA65), Acig2/Acig2
(cepa JA64) y Areml/Areml Acig2/Acig2 (cepa JA112). Analizamos el
contenido de DNA durante la meiosis mediante citometria de flujo y
observamos que las cepas que contenian deleciones simples eran capaces de
completar la meiosis de forma similar a la cepa silvestre: el perfil de FACS
muestra inicialmente las células con un contenido 4C de DNA, ya que se trata
de diploides creciendo en un ciclo mitético. Posteriormente las células se
bloquean transitoriamente en G1, hecho que es observable dado que en este
momento el contenido de DNA celular es de 2C. A continuacién se producira la
fase S meiodtica, en que las células replican el DNA de manera que vuelven a
tener un contenido de DNA de 4C. Curiosamente la cepa con la doble delecion
se quedaba blogueada antes de completar la sintesis de DNA meibtica.
Observando el perfil de FACS las células se bloquean en G1, con un contenido
de DNA de 2C, pero no son capaces de realizar la fase S meidtica (Figura 14).
Con estos resultados concluimos que Reml y Cig2 tienen una funcién
redundante y necesaria para completar la sintesis de DNA meiotica.
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Figura 14. La ausencia de Reml y Cig2 impide la sintesis de DNA
meidtica. Analisis del contenido de DNA celular por citometria de flujo de las
meiosis en las cepas diploides (h*/n): wt (JA55), Areml/Areml (JAG5),
Acig2/Acig2 (JA64) y Arem1/Areml Acig2/Acig2 (JA112).

2.2.1. El splicing de rem1 esta regulado negativamente por Cig2

La interaccion génica entre Reml y Cig2 en la fase S meidtica era dificil
de explicar porgue los picos de expresion de reml y cig2 son solapantes pero
no coincidentes (resultados apartado 1.5). Para buscar una explicacion a este
fenbmeno se disefi6 un experimento de meiosis diploide en una cepa
delecionada para cig2. Se pretendia analizar el patron de transcripcion y
splicing de rem1 en dicha cepa y determinar si se producia algin cambio que
explicara la funcion de Rem1 en la fase S meiotica.

Se purificaron los RNAs de las meiosis de la cepa diploide delecionada
para cig2 (JA64) y una cepa silvestre (JA55). Mediante RT-PCRs se estudio
como se regula la transcripcion y el splicing de rem1. Sorprendentemente en la
cepa delecionada para cig2 se detecta el RNA mensajero procesado de reml
practicamente desde el inicio de la meiosis (Figura 15 A).

Posteriormente quisimos comprobar que el hecho de encontrar mRNA
procesado en las primeras horas de la meiosis se correlacionaba con la
aparicion de la proteina. Se analizaron mediante “western blot” la presencia de
Reml en los extractos proteicos del “time course” y tal como esperabamos la
proteina también era detectable practicamente desde el inicio de la meiosis
presentando un pico maximo de expresion a las cuatro horas (Figura 15 B).
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Estos resultados indican que en ausencia de Cig2 la expresion de Reml
se induce al inicio de la meiosis; de esta manera Rem1 esta presente durante
la fase S meidtica y puede complementar la funcion de Cig2 en su ausencia,
permitiendo asi la progresion de la meiosis en estas células. Cuando la ciclina
Cig2 esta presente inhibe el splicing y la expresion de reml hasta que se ha
completado la sintesis de DNA meiética. De esta forma, la célula consigue la
aparicion ordenada temporalmente de las dos ciclinas.
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Figura 15. La expresion de Reml en una cepa diploide Acig2 se induce
durante la fase S meidtica. A. RT-PCR de reml de las cepas diploides wt
(JA55) y Acig2/Acig2 (JA64). Se utilizaron los oligos a ambos lados del intron
para detectar el mMRNA procesado y sin procesar (JA71y JA174). B. Patrén de
expresion de Reml analizado por “western blot” con anticuerpos policlonales
anti-Rem1 de las meiosis de las cepas wt (JA55) y Acig2/Acig2 (JA64).

2.2.2. Cig2 regula negativamente la expresion de  mei4

Como se demuestra en el apartado 1.4 de los resultados, el splicing de
reml depende de Mei4. Sin embargo, en las cepas diploides delecionadas para
cig2 detectamos mRNA de rem1 procesado a partir de las primeras horas de la
meiosis. Este hecho nos indujo a pensar en la posiblidad que Cig2 podria estar
modificando el patron de transcripcion y splicing de reml de forma indirecta a
través de Mei4. Con la finalidad de comprobar esta hipétesis se realizé un
experimento de meiosis con una cepa diploide wt (JA55) y otra delecionada
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para cig2 (JA64) y se monitorizé la presencia de mRNA de mei4 en las dos
cepas.

En la cepa delecionada para cig2 detectamos el RNA mensajero de mei4
a las primeras horas de la meiosis, mientras que en la cepa silvestre no se
detecta hasta las 3 0 4 horas (Figura 16). Por lo tanto, el splicing de rem1 esta
normalmente reprimido durante la fase S meiotica por Cig2 de forma indirecta
ya que Cig2 reula la expresion de Mei4. En cepas silvestres, Cig2 esta
inhibiendo la transcripcion de mei4 hasta que desaparece Cig2 al final de la
fase S meidtica. En las cepas sin Cig2, Mei4 se expresa al principio de la
meiosis induciendo el splicing de rem1 con lo cual se producira Rem1 pudiendo
complementar la falta de Cig2.
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Figura 16. Cig2 inhibe la transcripcion de mei4 durante la meiosis
temprana. “Northern blot” con una sonda especifica para analizar la presencia
del mMRNA de mei4 de las meiosis con la cepas diploides wt (JA55) (panel
superior) y la cepa delecionada para cig2 (JA64) (panel inferior).

2.2.3. Células delecionadas para mei4 y cig2 no pueden completar la
sintesis de DNA meidtica

Dado que el splicing del mMRNA de reml y por lo tanto la presencia de
Reml depende de Mei4 (apartado 1.4. de los resultados), quisimos investigar
el fenotipo de una cepa diploide delecionada para cig2 y mei4. Esta cepa no
tiene Cig2 y tampoco tiene Reml, porque no puede procesar el mRNA de
reml, de manera que deberia comportarse como una cepa Areml/Areml
Acig2/Acig2. Este experimento consistid en inducir cuatro meiosis diploides en
paralelo en las cepas: wt (JA55), Acig2/Acig2 (JA64), Ameid/Ameid (JAL75) y
Acig2/Acig2 Ameid/Ameid (JM137). Se recogieron muestras cada hora para
analizar el contenido de DNA celular mediante citometria de flujo y monitorizar
la meiosis. Tal y como esperabamos la cepa doble mutante no era capaz de
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realizar la fase S meibtica y se quedaba bloqueada en G1, presentando un
contenido de DNA celular 2C, mientras que las otras cepas completan
correctamente la sintesis de DNA meidtica (Figura 17 A). Posteriormente se
analizé por RT-PCR el splicing del mRNA de reml en la cepa wt y la doble
mutante demostrando que la cepa doble mutante no es capaz de procesar el
mensajero de reml (Figura 17 B). Con estos resultados se confirma que la
ausencia de las dos ciclinas (Cig2 y Rem1) impide la replicacion meidtica del
DNA.
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wt Acig2 Amei4 Amei4
Acig2

Figura 17. La doble delecion de mei4 y cig2 impide la sintesis de DNA
meidtica. A. Analisis del contenido de DNA celular mediante citometria de flujo
de las meiosis diploides de las cepas wt (JAS5), Acig2/Acig2 (JA64),
Ameid/Amei4d (JA175) y Acig2/Acig2 Amei4/Ameid (JM137). B. RT-PCRs de las
muestras a los tiempos indicados de la meiosis en la cepa silvestre (wt) y en
cepa Acig2/Acig2 Ameid/Ameid (Ameid Acig?2).
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2.3. La ciclina Reml es necesaria para la correcta  recombinacion
meidtica

Sabiendo que rem1 se transcribe y se procesa durante la fase S meidtica
(resultados apartado 1.7) pensamos que podria estar involucrado en la
recombinacién meiética. Con el objetivo de determinar si Rem1l tiene alguna
funcibn en la recombinacion meidtica se plantearon los siguientes
experimentos, con ellos pretendiamos comprobar si los niveles de
recombinacién en una cepa delecionada para reml eran diferentes a los de
una cepa silvestre.

2.3.1. rem1 no es necesaria para la recombinacion intergénica

En un primer experimento se estudié la recombinacion intergénica, es
decir la recombinacién que se produce entre diferentes genes. Concretamente
se analiz6 la recombinacion entre los genes matl y leul, entre los genes ade6
y argl, y entre lys3 y ural (Figura 18 A). Este experimento consiste en cruzar
dos cepas con genes cercanos modificados de manera que podamos seguir la
segregacion de los genes, en cepas silvestres y cepas delecionadas para
reml. A continuacion se analizan los fenotipos de las esporas obtenidas y con
estos resultados podemos calcular los eventos de recombinacion producidos
respecto al total de esporas emplacadas.

Para determinar la recombinacion en el intervalo matl-leul cruzamos las
cepas JA212 (leul-32 h*) y JA213 (ura4-294 h’), por una parte, y las cepas
JA313 (leul-32 reml::Kan h*) y JA316 (reml::Kan h’). Las esporas que no
recombinan en este cruce tienen el mismo fenotipo que las cepas parentales:
leu- h* o leu+ h’; mientras que las que han recombinado seran leu- h™ o leu+ h™.

El intervalo ade6-argl se analizé con las cepas JA128 (ade6-M52 leul-32
ura4-294 h*) y JM119 (ade6-M26 arg1-230 h’) y con las cepas JA139 (ade6-
M52 leul-32 ura4-294 remi::Kan h*) y IM131 (ade6-M52 arg1-230 rem1::Kan
h’) respectivamente. Las cepas con la mutacion ade6-M26 son de color rojo
cuando crecen en placas de YE4S (sin adenina) y las cepas con la mutacion
ade6-M26 son de color rosa, esto nos permite diferenciarlas. En este
experimento las esporas que no recombinan tendran el mismo fenotipo que las
cepas parentales: seran rojas en placas de YE4S y moriran sin arginina en el
medio (ade6-M26 arg’) o bien seran rosas en YE4S y sobreviviran sin arginina
(ade6-M52 arg’). Las esporas recombinantes seran rojas en YE4S vy
sobreviviran sin arginina (ade6-M26 arg+) o seran rosas en YE4S y moriran sin
arginina (ade6-M52 arg-).

Finalmente se determind la recombinacién en intervalo lys3-ural
cruzando las cepas JA438 (lys3-37 ural-61 h*) y JA363 (h), y las cepas JA444
(lys3-37 ural-61 reml:Kan h*) y JA445 (reml:Kan h’). Las esporas no
recombinantes en este caso seran lys+ ura+ o lys- ura-, mientras que las
recombinantes seran lys+ ura- o lys- ura+.

Se determiné el porcentaje de recombinacion entre estos intervalos
génicos de cepas silvestres y cepas delecionadas para reml y no se
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detectaron diferencias significativas (Figura 18). Estos resultados demuestran
que reml no es necesario para la recombinacion intergénica entre los
intervalos génicos analizados.
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Figura 18. La recombinacién intergénica no depende de reml. A.
Esquema de los tres cromosomas de S. pombe en el cual se muestran los
intervalos génicos analizados en este experimento. B. Porcentaje de
recombinacién en cepas silvestres (wt) y en cepas delecionadas para reml
(Areml) entre los genes matl y leul. C. Porcentaje de recombinacién en el
intervalo génico ade6-argl, en las cepas silvestres (wt) y delecionadas para
reml (Areml). D. Porcentaje de recombinacion en el intervalo génico lys3-ural,
en las cepas silvestres (wt) y delecionadas para reml (Areml).

2.3.2. rem1 es necesario para la correcta recombinacion intrag  énica

Posteriormente decidimos estudiar la recombinacién intragénica, o sea la
recombinacién que se produce dentro de un mismo gen, también conocida
como conversion génica. Disefiamos un experimento consistente en medir la
recombinacién entre dos mutaciones dentro de un mismo gen. El experimento
consiste en cruzar una cepa con una mutacion en el gen con otra que tenga
otra mutacion en el mismo gen, de manera que so6lo cuando se produce la
recombinacion intragénica entre las dos mutaciones se recupera la funcion del
gen. Unicamente las esporas que hayan recombinado podran crecer en el
medio selectivo. Con estos datos podemos calcular la recombinacién, sabiendo
del total de esporas que proporcidon ha recuperado la funcion del gen.

Dentro del gen ade6 se determiné la recombinacion entre las mutaciones
ade6-M26 y ade6-M210, y entre ade6-M26 y ade6-M52. La mutacion ade6-M26
produce un “hotspot”, es decir una zona en la que la recombinacién esta muy
aumentada. Las esporas que han recombinado entre las dos mutaciones
podran crecer en placas sin adenina mientras que las no recombinantes no
creceran en estas condiciones.

Las cepas utilizadas para determinar la recombinacion en el intervalo
ade6-M26 y ade6-M210 son la JA124 (ade6-M26 leul-32 ura4-D18 h’) y la JA7
(ade6-M210 leul-32 ura4-D18 h*) y las cepas delecionadas para reml: JA137
(reml::kan ade6-M26 leul-32 ura4-D18 h) y JA155 (reml:kan ade6-M210
leul-32 ura4-D18 h*). Para en intervalo ade6-M26-ade6-M52 se cruzaron las
cepas JA124 (ade6-M26 leul-32 ura4-D18 h’) con la JA128 (ade6-M52 leul-32
ura4-294 h*) y la JA137 (reml:kan ade6-M26 leul-32 ura4-D18 h’) con la
JA139 (reml::kan ade6-M52 leul-32 ura4-294 h").

Se observo una bajada considerable de la recombinacion en las cepas
Areml. Concretamente en los dos casos la recombinacion era
aproximadamente un tercio de la recombinacién en cepas silvestres (Figura 19
A).

Con el fin de descartar la posibilidad que se tratara de un efecto ligado al
“hotspot”, se analizé el intervalo comprendido entre las mutaciones ade6-M375
y ade6-M52: las cuales no incluyen ningun “hotspot”. En este caso se utilizaron
las cepas: JA125 (ade6-M375 leul-32 h) y la JA128 (ade6-M52 leul-32 ura4-
294 h") y las cepas delecionadas para reml JA138 (reml:kan ade6-M375
leul-32 h) y JA139 (reml::kan ade6-M52 leul-32 ura4-294 h*)
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Los resultados obtenidos confirman la baja recombinacion en las cepas
sin reml. La recombinacién entre estas mutaciones es mucho menor debido a
la ausencia del “hotspot”, pero se mantiene la bajada de la recombinacion en
las cepas delecionadas para reml a un tercio de los valores normales (Figura
19 B).

Para descartar un posible efecto a nivel local en el gen ade6 decidimos
analizar la recombinacién en el gen ural, el cual se localiza en el cromosoma
1. Se escogio el intervalo entre las mutaciones ural-61 y ural-171. Cruzamos
las cepas GP746 (ural-61 h) con la GP5021 (ural-171 ade6-3049 h") y las
mismas cepas delecionadas para rem1: JM182 (reml::Kan ural-61 h’) y IM183
(reml::Kan ural-171 ade6-3049 h"). Los resultados demuestran que la
recombinacion intragénica también esta afectada en este zona en las cepas
Areml; indicando que reml es necesario mantener los niveles de
recombinacion intragénica normales a escala global (Figura 19 C).
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Figura 19. Reml es necesaria para una correcta recombinacion
intragénica. A. Recombinacién intragénica medida en eventos de
recombinacion por millon de células, en cepas silvestres (wt) y en cepas
delecionadas para reml (Areml); entre los intervalos ade6-M26 y ade6-M210,
y entre ade6-M26 y ade6-M52. B. Recombinacion por millon de células, en
cepas “wild type” (wt) y Areml, entre las mutaciones ade6-M375 y ade6-M52.
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C. Recombinacion intragénica en el gen ural calculada en recombinaciones
por millén de células, entre ural-61 y ural-171, en sepas silvestres y en cepas
sin Rem1.

2.3.3. reml es necesario para la recombinacién intragénica per 0 no
para la recombinacion intergénica

Los resultados de los apartados 2.4.1 y 2.4.2 indican que reml esta
implicado en la recombinacion intragénica pero no en la intragénica. Con el
doble objetivo de confirmar la presencia de dos vias independientes de
recombinacion, una para la recombinacion intragénica y otra para la
intergénica, y la implicacion de reml exclusivamente en la recombinacion
intragénica; se diseid un experimento para analizar los dos tipos de
recombinacion simultdneamente.

El experimento consiste en analizar la recombinacion intragénica e
intergénica en el mismo fragmento génico simultaneamente; para ello se
utilizan las siguientes cepas: una cepa arg3-D4, ade6-469, tpsl16-23 y la otra
arg3-D4, ade6-M26, arg3-3A (Figura 20). La recombinacion intragénica se
calcula analizando la recombinacion dentro del gen ade6, concretamente entre
las mutaciones ade6-469 y ade6-M26. Para calcular la recombinacion
intergénica analizamos la recombinacion que se produce entre los “cassettes”
arg3-3A que permite a las células arg3-D4 sobrevivir en ausencia de arginina
en el medio y el “cassette” tps16-23 (células con este “cassette” no pueden
crecer a 37°C). Los dos “cassettes” insertados a ambos lados de ade6 permiten
analizar la recombinacién intergénica en el mismo intervalo que la
recombinacion intragénica.

Figura 20. Esquema genético de las cepas utilizadas para analizar la
recombinacion intragénica e intergénica en un mismo experimento.

Analizando la recombinacion intragénica entre las mutaciones ade6-416 y
ade6-M26 observamos diferencias significativas entre las cepas wt y las cepas
delecionadas para reml. Mientras que la recombinacion en las cepas silvestres
se encontraba alrededor de las 4000/10° recombinantes en las cepas sin rem1
la recombinacién baja hasta las 1500/10° recombinantes (Figura 21 A);
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confirmando que reml es necesario para obtener unos niveles de
recombinacion intragénica normales.

Seguidamente estudiamos la recombinacion intergénica utilizando las
mismas esporas que en el experimento anterior. Como esperdbamos, en este
caso, la recombinacibn no disminuye significativamente entre las cepas
silvestres y las delecionadas para reml. La recombinacion intergénica se
analiz6 por partes. Inicialmente estudiamos la recombinacion intergénica de las
esporas que habian recombinado intragénicamente dentro de ade6 y
posteriormente las que no habian recombinado. En los dos casos no se
observaron diferencias significativas entre las cepas silvestres y las
delecionadas para rem1 (Figura 21 By C).

Con este experimento concluimos que hay dos vias independientes que
intervienen en la recombinacion en S. pombe, una implicada en la
recombinacion intergénica y otra necesaria para la recombinacién intragénica.
reml interviene en la via de la recombinacion intragénica pero no en la
recombinacion intergénica.
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Figura 21. reml es necesario para la recombinacion intragénica pero no
para la recombinacion intergénica. A. Recombinacion intragénica entre las
mutaciones ade6-416 y ade6-M26, mostrada como recombinacién por 10° de
células, en cepas silvestres (wt) y delecionadas para reml (Areml). B.
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Porcentaje de recombinacién intergénica en el intervalo arg3-3A-tps16-23 de
las células que han recombinado dentro del gen ade6 en cepas wt (wt) y
delecionadas para reml (Areml). C. Pocentaje de recombinacion intergénica
de las células que no han recombinado intragénicamente, en el intervalo arg3-
3A-tps16-23.
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3. REGULACION DE LA TRANSCRIPCION Y EL SPLICING DE rem1

3.1. Secuenciacion de la region 5UTR de  rem1

Para determinar el tsp (transcription start point) de reml se realizé un
“primer extension” de la region 5 UTR (untranslated region). Inicialmente, se
prepararon los plasmidos necesarios para aumentar la cantidad de RNA de
reml. Se utilizaron un pREP41x cambiando el promotor inducible por tiamina
por 1 Kb del promotor de reml. Este pldsmido multicopia incluye la region
5UTR y 50 pb de la region codificante de reml (pAY212). También se
construyé un plasmido integrativo en el gen leul (pJK148) con la misma
construccion de reml (pAY213). Se transformo una cepa patl-114 (JA247) con
estos plasmidos, se indujeron las meiosis y se purific el RNA a las 4 horas y
media. Como control negativo del experimento se utilizd el RNA de una cepa
patl-114 durante el ciclo mitético. Con un oligo marcado radioactivamente con
la PNK4 (polinucleotide kinase) se extendio el oligo mediante la transcriptasa
reversa y los productos de extension fueron analizados en un gel de acrilamida
al 6% junto con marcadores de tamafio marcados radioactivamente para
determinar la longitud de la banda. Se utilizaron dos oligos diferentes para
confirmar los resultados: el oligo JA200 que contiene el ATG correspondiente al
inicio de la traduccién y el oligo JA44 de la region terminadora de la
transcripcion (que forma parte del plasmido), y que esta situado 104 pb por
debajo del ATG.

Utilizando el oligo JA200 obtuvimos una banda de 195 pb. Restando las
30 pb del oligo, el tsp se encuentra 165 pb por encima del ATG. Cuando
utilizamos el oligo JA44 aparecio una banda de 272 pb. Restando las 104 pb, el
tsp se encuentra 168 pb por encima del ATG (Figura 22). Mediante este “primer
extension” determinamos que el tsp de reml se encuentra aproximadamente
entre 165y 168 pb por encima del ATG.
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Figura 22. El tsp de reml se encuentra entre 165y 168 pb por encima del
ATG. A. “Primer extension” con los oligos JA200 (panel superior) y JA44
(panel inferior). Se utilizd6 el RNA a las 4,5 horas de meiosis de las cepas
transformadas con los plasmidos pAY212 y pAY213 respectivamente. Como
control negativo del experimento se purificé el RNA de una cepa patl-114 en
ciclo mitético (primer carril).

Con el objetivo de mapear exactamente el tsp de reml preparamos un
“primer extension” con un oligo marcado en su extremo 5' con un fluorocromo
(6-FAM). Obtuvimos RNA de la cepa transformada con el plasmido pAY212 a
las cuatro horas y media de meiosis. Seguidamente realizamos la reaccion de
RT con el oligo marcado, se purifico el DNA y se corrié conjuntamente con una
reaccion de secuenciacion con el mismo oligo sin marca fluorescente. De esta
manera sabemos exactamente en que posicion se encuentra el tsp de rem1. El
tsp se localiza en la T 167 pb por encima del ATG.

3.2. Secuenciacion de la region 3UTR de rem1

Con el objetivo de secuenciar la regiéon 3'UTR utilizamos una libreria de
cDNA de genes que se expresan durante la meiosis construida en un plasmido
pREP41x. Partiendo de esta libreria se amplificé utilizando un oligo especifico
de reml y un oligo del pldsmido. Seguidamente se clond en un pldsmido y se
secuenciaron los plasmidos provenientes de dos colonias independientes. El
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resultado obtenido indica que la transcripcion termina 88 pb por debajo de la
region codificante (Figura 23).
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Figura 23. El terminador del mRNA de rem1 se encuetra 88 pb por debajo
del ORF. Se cloné el producto de PCR amplificado a partir de una libreria de
cDNA meidtica. En la figura se muestra la secuenciacion de dos clones
independientes para determinar el terminador del mMRNA de rem1. También se
indican las secuencias correspondientes al plasmido, la cola de poli Ay
seguidamente el cDNA de reml, la flecha indica la posicion del terminador en
la C 88 pb por debajo del ORF.
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3.3. rem1 tiene dos mMRNAs

Una vez determinado el tsp del mMRNA de rem1 decidimos comprobar si
todo el mRNA de reml se transcribe partiendo del mismo origen de
transcripcion, o bién habia otro tsp. Planteamos esta hipotesis porque en los
“northern blots” de reml1 siempre aparecen dos bandas de diferente tamafio
(resultados apartado 1.7). Esta descrito que cig2 se transcribe durante la fase S
meiotica de forma dependiente del complejo MBF a partir de un tsp y durante la
meiosis Il se transcribe de forma dependiente de Mei4 utilizando otro origen de
transcripcion alternativo. Pretendiamos investigar la posibilidad que el gen de
reml tuviese algun fendémeno parecido y para ello se preparé un experimento
de meiosis en una cepa patl-114 (JA247) y cepas patl-114 Ameid (JA416). La
idea era analizar mediante RT-PCR la transcripciéon de reml utilizando oligos
situados mas lejos del tsp descrito; si todo el mMRNA se transcribe a partir del
tsp descrito no deberiamos amplificar la banda, mientras que si se utiliza un
origen de transcripcion alternativo, mas lejano del ATG, se amplificaria la
banda correspondiente al tamafio de los oligos utilizados.

Se realizaron las meiosis y se analizaron las muestras alas 0, 2,4y 6
horas. En la cepa patl-114 cuando utilizamos el par de oligos para comprobar
el splicing de reml (71-174) detectamos un pico de mRNA sin procesar a las 2
horas y un pico de mRNA procesado a las 4 horas. Curiosamente cuando
utilizamos los pares de oligos: 256-174 y 255-145, amplificamos la banda del
tamafio esperado sin splicing y el patron de transcripcion coincide
perfectamente con el patrén de la banda no procesada de los oligos 71-174
(Figura 24 B). En la cepa patl-114 Amei4 amplificamos bandas del tamafio
esperado y con el mismo patron utilizando los tres pares de oligos (Figura 24
C).

Estas observaciones implican que reml tiene dos RNA mensajeros. Un
primer mRNA se transcribe a partir del tsp descrito anteriormente (resultados
apartado 3.1). Este RNA mensajero tiene un pico de transcripcion durante las
divisiones meidticas, se procesa y su transcripcion depende de Mei4. El otro
MRNA es mas largo, menos abundante, tiene el pico de transcripcion a las 2
horas del inicio de la meiosis y su transcripcién no depende de Mei4.
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Figura 24. reml tiene un mRNA con splicing y un mRNA largo sin
splicing. A. Esquema del gen reml donde se indica la posicion de las cajas
FLEX de union de los factores de transcripcion de tipo “forkhead” (F1y F2), el
tsp descrito anteriormente (resultados apartado 3.1) y el ATG, asi como la
posicion de los oligos utilizados en este experimento. B. RT-PCR de la meiosis
en una cepa patl-114 (JA247). La reaccion de RT se realiz6 con oligo dT y la
PCR para amplificar el cDNA con los pares de oligos indicados en cada caso.
C. RT-PCR de la meiosis en la cepa patl-114 Amei4 (JA416). El cDNA se
obtuvo con oligo dT y para las PCRs se utilizaron los pares de oligos indicados.
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3.4. El mRNA largo de reml1 se transcribe “antisense”

El siguiente paso fue intentar determinar el tsp alternativo del mRNA
largo. Se intentaron varias aproximaciones sin éxito; esto junto con el hecho
que el mRNA largo nunca se procesa nos hizo pensar que este mensajero
podria transcribirse en sentido contrario, de esta manera nunca se procesaria 'y
seria imposible encontrar el tsp alternativo. Con el objetivo de comprobar esta
hipotesis decidimos utilizar ribosondas (sondas de RNA marcadas
radioactivamente) para detectar especificamente el mMRNA “sense” y el posible
“antisense” de reml.

En un primer experimento se realizé un northern con sondas especificas
para el mMRNA “sense” y “antisense” de reml en una cepa patl-114 (JA247)y
una cepa patl-114 Amei4 (JA416) (Figura 25.). Utilizando la sonda para
detectar el mMRNA “sense” detectamos el RNA mensajero de reml a las 3y las
5 horas en la cepa patl-114 y no detectamos mRNA sense en la cepa
delecionada para mei4. Cuando hibridamos las mismas muestras con la
ribosonda especifica para el RNA mensajero “antisense” detectamos mRNA
“antisense” de reml a las 3 horas de la cepa patl-114 y también se acumula
MRNA “antisense” en la cepa sin Mei4. Con este experimento demostramos
que reml tiene un mMRNA que se transcribe “antisense”. También podemos
concluir que el mMRNA “sense” de reml depende de Mei4 mientras que el
MRNA “antisense” es totalmente independiente de Mei4.

“northern blot”

- reml “sense”

reml “antisense

Oh 3h 5h Oh 5h

wt Amei4

Figura 25. reml tiene un mMRNA *“antisense”. “Northern blot” con
ribosondas especificas para detectar el mMRNA “sense” y el mMRNA “antisense”
de reml. Las muestras fueron recogidas a los tiempos indicados de la meiosis
en la cepa patl-114 (wt) y la cepa patl-114 Amei4 (Ameid).
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Sabiendo que reml tiene un MRNA “antisense” quisimos monitorizar el
patrén de transcripcion durante la meiosis. Se realiz6 un “northern blot” del
“time course” meidtico completo con ribosondas. EIl mRNA “antisense” se
detecta entre las dos y las tres horas, coincidiendo con la fase S meiotica, y se
acumula en cepas sin Mei4. Por lo que respeta al mMRNA “sense” tiene el pico
de transcripcién entre las cuatro y las cinco horas, se transcribe mucho mas
gue “antisense”, y no se detecta en cepas delecionadas para mei4 (Figura 26
A). Cuando hibridamos las mismas muestras con la sonda de rem1 el resultado
es la suma de los northerns especificos de hebra ya que con la sonda de DNA
detectamos el MRNA “sense” y “antisense”.

A “northern blot”

- reml “antisense”

Oh 1h 2h 3h 4h 5h 6h 7h Oh 5h

wt Amei4d

B “northern blot”

b ' reml

Oh 1h 2h 3h 4h 5h 6h 7h Oh 5h

wt Amei4d

Figura 26. El mRNA “antisense” se transcribe durante la meiosis
temprana. A. “Northern blot” con ribosondas especificas para detectar el
MRNA “sense” y “antisense” de rem1 en un “time course” meidtico completo de
una cepa patl-114. B. Las mismas muestras del experimento anterior
hibridadas con la sonda de rem1 de DNA.
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Seguidamente quisimos confirmar la ausencia de mRNA “sense” en la
cepa patl-114 Amei4. Decidimos analizar la presencia de mRNA “sense” en un
time course meidtico completo. En ninglin momento se detecta RNA mensajero
“sense” (Figura 27).

“northern blot”

- reml “sense”

Oh 4h Oh 1h 2h 3h 4h 5h 6h 7h

wt Amei4

Figura 27. El mRNA “sense” de reml depende de Mei4. “Northern blot”
con ribosonda especifica para detectar el mRNA “sense” de reml. Las
muestras provienen de la meiosis en una cepa patl-114 Amei4 (Amei4), como
controles se utilizaron muestras a las cero y a las cuatro horas de una cepa
patl-114 (wt).

Finalmente se investigo si realmente el MRNA “antisense” detectado con
las ribosondas correspondia al mMRNA largo detectado inicialmente en las RT-
PCRs (resultados apartado 3.2). Con este fin se realizaron RT-PCRs con oligos
especificos para generar el cDNA en ambos sentidos, amplificando
posteriormente con los oligos JA71 y JA174 para comprobar el “splicing”. De
esta manera podemos analizar el mMRNA “sense” y el “antisense” por separado.
Si utilizamos un oligo especifico de reml para detectar el mMRNA “sense”
(JA330) se observa mRNA procesado a las 3 y las 5 horas de meiosis. Con el
oligo especifico para detectar el mMRNA “antisense” (JA146) se observa una
banda de RNA mensajero sin procesar a las 3 horas de la meiosis que
posteriormente desaparece (Figura 28 B).

Posteriormente utilizamos la misma aproximacion para analizar el mRNA
“sense” y “antisense” en la cepa patl-114 Amei4. En este caso no se amplifica
la banda cuando utilizamos el oligo especifico para el mMRNA “sense” (Figura 28
C). Cuando utilizamos el oligo especifico para detectar el mMRNA “antisense”, se
detecta mMRNA sin procesar con un maximo a las 3 horas y se mantiene hasta
las 5 horas de meiosis (Figura 28 D).

Con estas observaciones podemos afirmar que el mMRNA “sense” se
transcribe durante la meiosis media, depende de Mei4 y siempre esta
procesado. Por otra parte, el mMRNA “antisense” es independiente de Mei4, se
transcribe durante la meiosis temprana y nunca se procesa; ya que los sitios
consensus de “splicing” cuando se transcriben en sentido contrario no son
reconocidos por la maquinaria de splicing.
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- 146 330
RT: 140 &
. 71 174
PCR: 5 <
B RT-PCR
= - — +RT
-RT

Oh 3h 5h Oh 3h 5h Oh 3h 5h

oligo dT oligo 330 oligo 146

C RT-PCR D RT-PCR
oligo 330 oligo 146
Oh 3h 5h Oh 3h 5h oh 3h 5h Oh 3h 5h
wit Amei4d wit Amei4

Figura 28. EI mRNA largo de reml se transcribe “antisense” y no se
procesa. A. Esquema de los oligos utilizados para generar el cDNA para
estudiar el mMRNA “sense” y “antisense” de reml por separado. JA146: oligo
para detectar exclusivamente el mMRNA “antisense”. JA330: oligo para detectar
el MRNA “sense”. También se indica la posicion de los oligos para amplificar el
cDNA vy detectar el splicing (71-174).. B. Las muestras de la meiosis en cepa
patl-114 fueron analizadas por RT-PCR, a los tiempos indicados. Utilizando
como oligos para obtener el cDNA el oligo dT, el oligo JA330 y el oligo JA146.
C. RT-PCRs con el oligo JA330 de las meiosis con la cepa patl-114 (wt) y
patl-114 Amei4 (Ameid). D. RT-PCRs de las mismas muestras del apartado C
utilizando el oligo JA146.

73



A continuacién decidimos estudiar el patron de transcripcion de los dos
MRNAs de reml durante la meiosis. Se prepararon las muestras del “time
course” meiodtico para analizarlas por RT-PCR con oligo dT y con oligo
especifico para el mRNA “sense”. Con oligo dT detectamos los dos mRNAs de
reml, el “antisense” se transcribe durante las primeras horas de la meiosis y es
menos abundante y el “sense” se transcribe durante la meiosis media y es mas
abundante. EI mRNA “sense” tiene el pico de transcripcion entre las 4 y las 5
horas y posteriormente desaparece progresivamente, este RNA mensajero
siempre se detecta procesado (Figura 29 B).

A
. 330
RT: 336
. 71 174
PCR: “ s
B RT-PCR
— S GES . G = | 0ligo dT: 71-174

S S e s | Oligo 330: 71-174

Oh 1h 2h 3h 4h 5h 6h 7h

Figura 29. El RNA “antisense” se induce durante la meiosis temprana y el
“sense” se transcribe durante la meiosis media. A. Esquema con los oligos
utilizados en este experimento. B. RT-PCRs del “time course” meidtico de una
cepa patl-114. Se utilizaron oligo dT y oligo 330 para producir el cDNA vy los
oligos 71-174 y 71-69 para determinar el splicing de rem1.

3.5. EI mRNA “antisense” de rem1 no depende del complejo MBF

El mRNA “antisense” se transcribe durante la meiosis temprana con un
pico de transcripcion entre las 2 y las 3 horas, este patron de expresion
coincide con los genes que se inducen durante la fase S meio6tica. Pensamos
que la transcripcion del RNA antisense de reml podria depender del complejo
MBF, formado por CdclO, Resl, Res2, Repl/Rep2 (introduccion apartado
3.3.3). Esta hipotesis se investigd utilizando un mutante de cdcl10, conocido
como cdcl0-C4 (JA194). Células con esta mutacion tienen el complejo MBF
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activo constitutivamente por debajo de los 25°C mientras que a 37°C el
complejo se inactiva completamente.

El experimento consiste en crecer el cultivo celular a 25°C, temperatura
permisiva, y posteriormente cambiar la temperatura a 16, 25 y 37°C
respectivamente durante 3 horas. A continuacién, mediante “northern blot”
analizamos la transcripcion de reml y como control cdcl8, gen que se induce
de forma MBF dependiente. La transcripcion de cdcl8, como esperabamos,
esta inducida a 16°C y a 25°C pero se inactiva completamente a 37°C. Por lo
que respeta a reml no se observa transcripcion de reml cuando se induce el
complejo MBF (Figura 30). Podemos concluir que la transcripcion del mRNA
“antisense” de reml1 no depende del complejo MBF.

“northern blo t”

’- cdc18

reml

16 25 37 °C

Figura 30. La transcripcion del RNA “antisense” de rem1 no depende del
complejo MBF. “Northern blot” de las muestras de la cepa cdc10-C4 (JA194).
Los cultivos fueron inducidos durante tres horas a 16, 25 y 37°C y analizados
con sondas para detectar cdc18 y rem1.
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3.6. La transcripcion del mMRNA de  rem1 maduro depende de Mei4

Sabemos que la transcripcion del mRNA corto y con splicing de reml
depende de Mei4. Estamos interesados en estudiar como se regula la
trasnscripcion a través de este factor de transcripcion. Mei4 se une a las cajas
a los promotores de los genes que regula a través de las cajas FLEX
(GTAAACAaaaca) (introduccion apartado 3.3.1). El promotor de rem1 tiene dos
cajas FLEX: la caja FLEX2 empieza 22 pb por encima del tsp y consiste en la
secuencia “consensus” completa (gtaaacaaaca) y la caja FLEX1 se encuentra
292 pb por encima del tsp, esté en sentido contrario y consta solo del nacleo de
la secuencia “consensus”: gtaaaca (Figura 31). Analizando el promotor de rem1
no se detectaron secuencias “consensus” para otros factores de transcripcion.

Promotor de reml

gatagtgggtagaagttaagtcgtagtaaacttgggatatcaagtaaatatgggaactgtaatatgatttaaagttgttgagttttcattttetttettittitit
tttttaaggaaattaaatcagatccttgacattgtatcaggcaatcctactttgcgaaaatcgatcaaaattagaagaaaggaatattccttatagcattgtata
agtgcagaagaaactttcgaagcaagtttgtagaaaaatcttagaataggagattctittcaattacatttcaatttgtttgattataataacttacgagaaggc
gtaaattaattattttttttaagcttgtttgatggttacctaatagaaaaaaagcttaattgtagcaagatttcttatgttcagttitcaatgattcgaaaacggt

aaaataatggaatgtttacaaccgatgagcgactgtaaaaactcatcaatacaaataataaaagagtttttgatcaaaatccttgetttactttgataacgttt
cgatcaacacaaaaacctatttcatgaattcgggeattgtitggaatttitaagcagcatgaattctgatatagtagaggtaaagtttagttttgggttgtgtttt

actttaaggttacgaccgttggtatatgtatatgggaaataaacaaacattttcaccatcaactttttgttgactcactgtaaacaaacagaacctgctaata
gcatactgccattttacaacaaaaagttcaagaaaacggtttgatttgattcccaatcattaaagagtaaaagcaattgtattgactgatacttgectacctaag
agcttggttgaaacaattaaagcgaccgtttcagcaacgagaaccaattcaaacATGAACTCTAACAACAAAAGAGTTGCGCTTCAAGAAA

tgtttac: FLEX1
gtaaacaaaca: FLEX2

Figura 31. Secuencia del promotor de reml en la que se indica: la
posicion de las dos cajas FLEX (FLEX1 y FLEX2), la secuencia que se
transcribe en azul y la secuencia codificante en mayusculas.

3.6.1. La caja FLEX1 no es imprescindible para lat ranscripcion del
MRNA maduro de reml

Pretendiamos estudiar a través de que cajas, Mei4 se une al promotor
de reml induciendo la transcripcion del mRNA procesado. Se prepararon dos
plasmidos integrativos en leucina (pJK148) que incorporan el gen de remly su
promotor truncado a diferentes distancias. El plasmido pAY248 incorpora las
dos cajas FLEX a partir de 556 pb por encima del ATG vy el plasmido pAY247
incorpora solo la caja FLEX2, empieza 315 pb por encima del ATG. Con estas
construcciones queriamos determinar la importancia de las dos cajas FLEX en
la regulacion de la transcripcion de reml. Los plasmidos se transformaron en
cepas patl-114 delecionadas para reml. Purificamos RNA de los “time couses”
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meidticos y analizamos mediante northern blot la transcripcion de mei4, remly
sus dos mMRNAs con ribosondas. No se observaron diferencias significativas
entre las dos cepas asi que consideramos que el FLEX1 no era importante
para la transcripcion de reml ya que con un promotor muy corto de 315 pb el
patron de transcripcion no se alteraba (Figura 32)

A “northern blot” B “northern blot”
0o 2 4 6 (h) (h)
C “northern blot”
reml . . ' i “sense”

- 1 “anti- sense”

024602460505 ()

F2 F1-F2 wt Ameid

Figura 32. La transcripcion del mRNA “sense” de rem1 no depende de la
caja FLEX1. A. “Northern blot” con una sonda especifica para detectar el
MRNA de mei4, en las cepas con los plasmidos que incorporan las dos cajas
FLEX y con el que incorpora Uunicamente la caja FLEX2. B. “Northern blot” con
una sonda especifica para detectar los mMRNAs de reml, en las cepas con los
plasmidos. C. “Northern blot” con ribosondas especificas para detectar por
separado el mRNA “sense” y el mRNA “antisense” de rem1, en las cepas con
las dos construcciones.
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3.6.2. La caja FLEX2 no es imprescindible para lat ranscripcion del
MRNA maduro de reml

Con los datos anteriores pensamos que la caja FLEX2 era la realmente
importante para regular la transcripcion del mRNA procesado de reml. Para
comprobar esta hipotesis decidimos probar una construccién con la caja FLEX2
delecionada. Se transformé la cepa patl-114 delecionada para reml con el
plasmido y se analiz6 la transcripcion y splicing de reml. Inesperadamente los
resultados mostraban que no habia diferencias entre el patron de transcripcion
y de splicing de rem1 entre la cepa con el plasmido wt (pAY168) y la cepa con
el plasmido sin la caja FLEX2 (pAY320) (Figura 33).

“northern blot” B RT-PCR

Figura 33. La caja FLEX2 no es imprescindible para la regulacion de la
transcripcion y el splicing de reml1. A. “Northern blot” anti-reml1 de las meiosis
de las cepas patl-114 Arem1 con el plasmido wt (pAY168) y sin la caja FLEX2
(pAY320).

3.6.3. La presencia de una de las dos cajas FLEX es  necesaria para
la transcripcion del mMRNA maduro de  rem1

Finalmente para investigar este fendmeno disefiamos un experimento
para sobreexpresar mei4 durante el ciclo mitdtico y analizar diferentes
construcciones con las cajas FLEX mutadas. Concretamente probamos
construcciones con las dos cajas sin mutar, con el FLEX1 mutado, con el
FLEX2 mutado, con el FLEX2 delecionado y con las dos cajas mutadas. Para
este experimento se utilizé una cepa delecionada para reml leu” ura. Se
transformd esta cepa con un plasmido pREP2xmei4 (pAY223) que permite
sobreexpresar mei4 en ausencia de tiamina y con un pladsmido integrativo en
leul (pJK148) con las diferentes construcciones del promotor de reml que
gueremos analizar. Después de inducir la expresion de mei4 lavando la tiamina
del medio se analizan las muestras por “northern blot” contra mei4 para
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comprobar si se ha inducido la transcripcion de mei4 y posteriormente
mediante RT-PCR se comprueba si se ha inducido la transcripcion del mRNA
de rem1 procesado en las diferentes construcciones.

Las cepas con las construcciones que tienen el FLEX2 mutado, el
FLEX2 delecionado y el FLEX1 mutado se comportan como la cepa que tiene
el promotor enddgeno; con tiamina no expresan Mei4 y no detectamos mRNA
de reml procesado mientras que sin tiamina se expresa Mei4 y detectamos
MRNA de reml procesado incluso en ciclo mitotico. Cuando analizamos la
cepa con las dos cajas FLEX mutadas no detectamos la presencia de RNA
mensajero de reml con splicing (Figura 34). La presencia de Mei4 y una de las
dos cajas FLEX es suficiente para inducir la transcripcion del mRNA procesado.

wt F2 mut AF2 F1 mut

i DO~
ki

F1/F2 mut

Figura 34. La transcripcion del mRNA procesado de reml depende de
Mei4 a través de las cajas FLEX. Las cepas utilizadas para el experimento
tienen el gen de reml enddgeno delecionado, el pldsmido que permite
sobreexpresar mei4 e integrado en leul las construcciones de reml con los
diferentes promotores: wt: construccion con las dos cajas FLEX enddgenas
(pPAY168), F2 mut: construccion con el FLEX2 mutado (pAY265), AF2:
construccion con el FLEX2 delecionado (pAY320), F1 mut: construccion con el
FLEX1 mutado (pAY264) y F1/F2 mut: construccion con las dos cajas FLEX
mutadas (pAY266). En el panel superior se muestran los “northern blots” con
sonda especifica anti mei4 de los cultivos con y sin tiamina. En el panel inferior
las RT-PCRs de las mismas muestras utilizando oligo dT para generar el cDNA
y amplificando con los oligos 71 y 174, para determinar el splicing de rem1.
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The meiotic cell cycle is modified from the mitotic cell cycle by huving a premeiotic S phase which leads to
high levels of recombination, a reductional pattern of chromosome segregation at the first division, and a
second division with no intervening DMNA synthesis. Cyclin-dependent kinases are essentinl for progression
thromgh the meiotic cell cyele, as for the mitotic cycle. Here we show that a fission yeast cyclin, Rem 1, i= prosent
anly during meiosis. Cells lacking Remi have impaired meiotic recombination, amd Reml is required for
premeiotic DNA synthesis when Cigl is not present. resed expression is regolated ot the level of hoth tran-
scription and splicing, with Meid as a positive and Cig2 a negutive factor of reml! splicing. This regulation
ensores the timely appearance of the different cyclins during medosis, which is regmired for the proper
progressien throogh the meiotic cell cycle. We propose that the mejosis-specific B-fype cyclin Remi has a
central role in bringing about progression through meiosis.

During it life oycle, the fssion yeast Schizasaccharonmees
parnbe can undergo either mitotic proliferation or sexual con-
jugation followed by meiosis. The decision between these two
developmental fates ccours in the G, phase of the cell oycle.
Fission yeast cells proliferate in a hapload state, and when the
nitrogen source becomes imiting they arrest n G, and conju-
gate with cells of the opposite mating type (11, 371, The path-
way controlling entry into meiosis is quite well understood in 5
pormbe. Mitrogen starvation induces the expression of several
genes, mcluding wei2, which encodes an RMA-binding protein
that is inactivated during mitotic growth by direct phosphory-
lation by the protein kinase Patl (25, 35, 4], and wei?, which
encodes an inhibitor of Patl protein kinase (26). The temper-
ature-sensitive parl-114 allzle inibiates meiosis at the restrictive
temperature (17, 25, 26, 29) and can be used 1o synchronoushy
induce meiosis, even 0 haploid cells.

When diploid rypotes proceed into meiosis, they transienthy
arrest in &, and then initiate one round of DMA replication
{premeiotic 5 phase), leading to cells with a 4C DMNA content.
Replication is followed by high levels of recombination, chro-
mosome pairing, ad two consecutive nuclear divisions, gen-
erating four nuclei with a 1€ DMNA content (for a Teview, see
reference 38), Premetotic S phase takes longer than mitotic 5
phese, although, at least in Seccharemyces cerevisiae, the same
replication origins are used and the replication forks move at
the same rate (2). Although many gene products essential for
mitotic TNA syathesis are also required for premeiotic S
phase (23), there are some exceptions. For example, in 5

* Cormsponding author. Mailing address for Paul Nosse: The Rock-
efeller University, 1230 York Avenus, New York, NY 10021, Phone:
512] 327 B0E0. Foo (212) 327 86000, E-mail: nusei@rockalelleredu.

ailing address for Josd Ayrd: Cell Signalling Unit, Universitat Pom-
pen Fabra, of Doctor Aiguader 80, Barcelona 08303, Spain. Phone: 34
03 542 2801, Fax 34 03 542 2802, E-mail: jose.apedupladu,

cawerisiae, two S-phase cycling, CLEBS and CLBG, are not re-
quired for completion of mitotic DNA synthesis but are essen-
tial for premeiotic 5 phase (343 These differences between
mitolic and meiotc DMNA synthesis might be related to the
pericd of high recombination that follows premeiotic 8§ phase.
In fact, DSBs (double-strand breaks) and thus meiotic recom-
bination do not ecour untill DMA has been replicated (4).

A cascade of transcription factors 15 requited for the com-
pletion of the meiotic program in 8 pembe (23). Med has a
central role in this transcrptional cascade, being a melosis-
specific transcription factor containing a forkhead DM A-bind-
ing domain in the MN-terminal regiom (151, Cells lacking Meid
arrest before the onset of meiosis T (3, 13, Mesl is one of the
many genes under the transcriptional control of Meid (200
mesl null cells are wiable but arrest as binucleated cells before
the cnsel of metosis 11 (18, 31}, Genetic and biochemical anal-
yses heve shown that the cyclin-dependent kinase Cdc2 s re-
quired for progression through the meiotic cell cycle (12, 163,
We have previously shown that the B-type cyclin Cig2 is in-
valved i the contral of premeiotic DNA replication (5) and,
together with Cdel 3, 1= required for efficient completion of
meiosis IT (10, 16, 28), We have now identified o new B-type
cyelin, Reml frequired for entry into meiosis), and shown that
it plays a crucial role in meiosis,

MATERIALS AND METHDDE

Srrains and medin: All §. powbe sirnins used are isogenic oo wildgpe %72 &7,
The sirains oeed in thit work are listed in Table L. Madin wers prepared as
described previousky (27), ond & pomibe was crandormed uring the lichium
mcetate method (243 Flow cyromeiry wes performed ax described previoushy (3.

Far £' & dinmidinc- 2-phenylindole {TAPL simining, 1 ml of cell coltore (1=
10 ta 2 % 107 cells) was centrifuged briefly, fivsd with T0% sthanal, and storsd.
Fifty micralibers of fved cells { —5 = L0 cellsh were then added i 1 ml of water,
centrifugsd, and resuspended with 10 pl of water, spotied onto slides, and fiesd
try heating. Nucle were sminsd with T3AFT (5 pg'ml).

Flucrescence microscapy was carried ool on a Nikon Eclipss EGX0 microscops
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VoL, 25, 2005 SPLICING REGULATION DURING MEIDSIS 6331

TABLE 1. List of strains used in this work
Genotype

o™ wmd -6
AT umd- 0T aded-3049
T B -3 DB ]-32 adet- M21iadet-M 206
LT adet-M210 leal-32 wmd-DI8
AT el iired foa 32 wrad- DIR aden-M 20
Che e linned e 32 wrad- DIS adet-M 210
e repnliirad fe 32 wrad-DIR ades-M2I0
Cheih s ciglieradlioipierad aded- M2 0 aded-M 216 bew d-320000 1-32 wrnd-D I8 wra d-D I8
et - reed veradiremad cenad bea 8-320ew d- 32 wrad-D0 Berad-D1 § aded-M210nded-M 210
Gl pend D dfpa <11 dewd-320e0 132 aded-M 21 Radec-M2 16
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ChT aded- M52 fen 132 wrad-204
LA el wdet-M2 Teui-32 wd-294
N e lskan eded-M2I0 lewl-32 wrad-DIS
T mes LE U2 mes I LEU 2 lew d-320lew I-32 adeo-M2I Maded-M216
LT meidvaradimeids umd urad- DISra # OIS el -320eu f-32 aded-M2 I Made 6 M2 1 6
AT pand -l L fpatl-1 14 vemndniradirem Diured wred-D I8ra 4-D 08 lewl-220eu-32 aded-M2 I0aded-M2I 6
e panl-104 leul-32
A pael-114 lead-32
Che aded-M216 lead-32 umd-DI8
ch parl-114 rem i-HA-king fel-32
A pael-11 4 eeidierad lew8-32 urad-DUIS
AT aded-M26 @rgl-230
AT adeteM26 g l-230
N el ihan edet-M26 argl- 290
Ch T el shan aded-M26 @ f- 250
ChTih T meidiaradimeidamd cip2ikamcip2 than erad-DI Ehendd-DUIE Tead-3 2ea [-32 aded- M2 1 0ladeo-M 210
AT e ik e 60
AT el han wena - 17T aded- 3040

al #1000 magnification. Images were captured by use of an Orea I dualscan
cooled chargs-coupled device camera (Hamamatsu), using Hamamaisu Aqua-
Cosmos 20 sodtware,

Svncliromons meioss, To obtain meiatic cultures in the diploid &8 - scrains,
single colanies were grawn in YE (27) 1o sarle stationary phee The cells were
diluted in minimal medium supplementsd with 100 pg'ml leucine and grown at
30°C with shaking 1o 1 % 107 1o 2 % 107 celly/ml Cultures were fili=red through
a Millipars membrane, washed with 2 volumes of medium withaut nicrag=n,
resuspendsd in medium without niirogen contaiming 50 pg'ml leocine and 05%
gluoose, and ploced in the shaker ai 30°C. When indica ted, hydrocyurea (20 mb)
wis added afver 2 and fi hin the mediom withowot nitrogen.

Far the paef-114 sirains, single oolomies were growm in YESS (27 to early
siatiooary phass. The cells were diluted in minimal medium supplemented with
100 pg'ml beocine aod grown at 257C 1o 1% 107 6a 2 % 107 cells/ml. The caltures
were filtered through a Millipore membrane, washed with 2 volumes of mediuvm
withooi nitrogen, and resuspended in mediom without mitregen coninining 50
wg/ml l=ncine, The concentration of the ced b wos adjusted to 4 0 10F 4o 6 =
10%ml and ipcubaied at 25'C overnight. NH,Cl and leucine wers added 1o the
culiures of 500 pg/ml and 50 pe'ml, respeciively, just befare the coltures wers
shifted io M°C io inducs meicsiz. When indicaied, hydromviirea (30 mbd) oy
added at the fime of the temperane shift and 4 b lxer.

Gene expression nonh=is RNA was preparsd by glass bead bais in the pres-
=noe of hot phenol, as described previcushy (7). Equal amounts of ENA (mea-
sured by opiical density ar 350 nm ) were ssparated in formaldebyde agarase gels
containing sthidium bromide (30}, to confirm =qoal leading by visunlizing TRIA,
ond transferred o GeneScresn Flus membranes (WEDN Life Science Prodoces).
Hyhbridization and warhes were performed as recommendsd by the mmnutsc-
turer ol and smeid probes conininsd the open resding frame of thess penes.

Far the reverss tramcription-PCRs (RT-FCERs), RNA v digested with
DifNase [ for 30 min ot 37°C, phenol extracied, and precipitated. Eight micro-
grams of rotal RN A was d=naiursd ar £5°C far 10 min and then chilled oo ice.
Feeverse trarscripiase reactions were carried aot (&0 min at 42°C, 30 minac 52°C,
and 3 min at 54°C) following the manuiscturer's guidelines (Promega) in the
presence ar absence of the enzyme. Oine microliter of the CDMNA was used in the
PCRe with primars JATL (5" CAAAGTCCTAATTOCAGTGTTICGS 3" and
JauTd (2. GGAGGATSGATCTCTTCATACTTGE 3",

The transcription start point of wend was detzrmined by primer extensicn
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using, the cligonuclectide JTALLS (3 GOGCAACTCTT TIGTIGTTAGAGTT
C.3") Inbeled at its ' end with the flucrochrome &FAM, as described else-
where. Briefly, the labeled primer, complementary © the mRNA template ot a
sits ZE bp downstream from the ATG codan of the open reading frame of meel,
was hybridized with total mRENA from 5. poesbe diploid cells grown for 4 b in che
absence of nitrogen Exieosion of the primer with AMV reverse tramacripinss
(Life Techoodogies) was carried ool Amalysis of the extended prodocts was
perfarmed in an nutomatic DA sequencer, loading together in the same well
ihe primer extensicn reaction product and the DMA fragmenis generaced in o
ssquencing reaction carrisd oot with the same but nonlabeled cligonucleatide.
The romcription start point was confirmed by ropid amplification of cD0NA
ends, cloning of the PCR prodoct, nnd sequendng of five different clones.

Protein extractinn. immunaprecipiintion, and in vitro kinase assay. Extracts
were prepared as previously described (21, For tbe Wesiern Blots, 50 pg of
emtract: were resobed in 10% rodium dodscyl rolfae-pobmaecrylimide gel slsc
trophoresis {Mx08 scrylamide:bisacrpdamids), iransferred o pobringlidene di-
fluaride membranss, and blotied with the indimesd aniibody.

Far the in vitro kinose assay, protzin extracts (30 pg) from cells expressing
hemagelutinin (HAjtagged Feml wers immunoprecipitaied with anti-HaA ar
antiCig? monacknal antibodies. Immunoprecipitaies were washed in NET-N
huffer (20 m Tris [pH &0, 100 md NaCl, 1 md EDTA, 0.5% NP0, 1 mM
dithiothreitol, 0.3 mM phenylmethylrulfonyl flueride, 5 pg'ml leupepiin, and 5
we'ml apratinin) followed by kinags buffer {100 mM HEFES, pH 7.5, 20 mM
MaCly, 4 mM EGT A, 2 mM dithiothreitel) and incobatsd with histane HL (1 ngh
amd 10 i of [ PJATF. After 20 min at 30°C, the reactions were stopped with
sample huifer, ond the prowins were separaved by 11% sodiom dodecy] sulfate-
polyncrvlamides gel slsctraphorszis,

RESULTS

rem! mRMA is spliced during meiosis. Reml (SPEC16E2,
17c) was imvestigated because it shows high sequence similarity
with other 8 pombe cyclins (Fig. LAY rond mEMNA was barcly
detectable during the mitotic cell oycle but was clearly acou-
mulated at the cnset of premeiobtc DMA synthesis i dipload
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FIG: 1. Beml k& a meicsi-specific cyclin. (A) Sequence alignment of Reml with other 5. sombe cychine. (B) Srachoonously indoced diplodd
(R~ ) petd- 114 cells (JASS ) were sampled and DINA content measured by flow cytometey. () Protein extracts were prepared from spachronous
meiosts of pad-104 cells (TA5S), and Reml-HA was detected by Wiestern bloring using anti-Ha anribodies. Antl-Cde2 antibodies were used as
a lcading control (bottom panely, 5, MIL aod MII indicate S phase, medosis I, and meiosis I1, respectively. (I In vitro Peml-associated kinase
AcHYiry (in arbitrary wnits) was measured in the same protein extracts, using histone H1 as the substrate. (E) Exracs (1 mg) prepared Fom
smchionons meksis in pad-I14 cells (JADS) ar the time indicated at the bottom were imomnoprecipitatsd with ant-HA (a-HA) antibody
(12CAS), The presence of Cdel in the immunoprecipitate was analyzed in a Western blot. WCE, whole-cell extract (F) BMA was isclated from
the cells rep resented in panel B, and remad, mesd, and Kis3 expression were monitored by RT-PCR. The faster-migrating form of rem ! corresponds

1o mamee mENA and the slow migrating form 1o onprocessed mB NA.

(B k") pacl-114 cells (Fig. 1B; also see below). Mevertheless,
Feml protein and its asociated kinase activity were induced
around the time of meiosis 1 onset (Fig. 1€ and D), Further-
more, we have identified Cde? as the catabytic subunit of the
complex, since this kinase coprecipitates with Reml {Fig. 1E).

While investigating the regulation of reml transcription dur-
ing meicss in the same stram, we found that its mBNA un-
dergoes meiosis-specific splicing before the onset of meiosis 1
(Fig. 1F3 (¢ = 3.3 h), which would explan the delay between
transcription and protein expression. Before this splicing oc-
curs, functional Rem] cannot be produced, because the ntron
encodes an in-frame stop codon. Interestingly, when the cDMNA
of remd was overcxpressed in vegelatively growing cclls using
the weak mreST promoter, cells arrested in the G, phase of the
cell cycle (Fig. 2A) and developed a typical “out™ phenotype,
with cells dividing without completing DMNA synthesis (Fig.
2E). Thus, Reml expresion impairs the onset of mitotic 5
phese and leads to a failure n cell oycle checkpoint control,
explaining why Reml has Lo be abesnt during the mitotic cell
oyele.

To farther investigate the meicsis-dependent regulation of
reml splicing, we tested mutants that block metotic progression
at s pecific slages during metosis, both in a padl-1 14 background
{data not shown) and in the more phy=siclogical &7/% ™ diploid

FIG. 2. Bem] induces a cell cycle armst io mitotically growing cells.
{A) Wild-type cells rransformed with rém [ ¢cDNA under the conirol of
a weak e promoter (pREPS1X) were grown to mid-exponential
phase in the presence of thiamine (promoter offy Thiamine was
washed out (promoter on), and DA content was measured by flow
cytometry at the times indicated at the eight. (B} Micrograph of DAPI-
atained cells from panel A after 16 h in the absence of thiamine.
Arrowheads indicate cells with mitotic catastrophe,
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F1G. 3. Splicing of reml mBENA is dependent on Meid. (A) In the
absence of nitrogen, diploid cells tranzsiently arrest in G, before pro-
ceading into premeiotic S phase and the wo noclear divisions. Meid is
required at the onset of meiosis T (MI), while Mes1 & required for
meinsis I {MID) completion. (B) Synchronously induced diploid &%
cells PM2Z30 {wi), JALTS (dmeid), and JALTE (Amesl) were sampled
and DNA content measured by flow cytometry. (C) Meiotic progres-
sion of the same coltutes was messnmd by miclear counting of DAPI-
stained cells. Closed circles are percentages of cells with one nuclens,
open circles, mvo micled; and closed rangles, three or four mcled.
(I RNA was lsclated, and rernt splicing was moniiomed by RT-PCR.
The faster-migeating form of rem ! corresponds 0 matue mENA ard
the slow-migrating form (o unprocessad mBNA.

background (Fig. 3). After nitrogen deprivation, cells harbor-
ing either a meid or a mes? deletion did not complete meiosis
1 or 1L, respectively (Fig. 2A and C). In all the strans, remi
transcription was induced 3 b after the cells were transferred to
sporulating media, which correlates with the tme at which
premeiobic S phase takes place in this genetic background (Fig.
3B}, However, in a wild-type or &mees] strain, remd mBEMNA wis
sphced, while splicing was not detected i dmea4 cells blocked
before meilosis T (Fig. 300,

Even though lack of Meid blocks meiosis at the onset of
meiosis I (13), we have observed that meid mRMA is already
present dunng premeictic S phase (see below). To determine
whether the lack of reme] mEMA splicing in the Ameid strain
was caused directly by the absence of Meid or was due to cells
being blocked in their meiotic progression, we examined splic-
ing during a premeictic S-phase block, parl-3i4 and pari-114
Ameid cells were nitrogen-starved to accumuolate cells in G,
phese, and the cultures were then shifted to the nonpermissive
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temperature to induce melosis. At the same time, cach culture
was sphit in two, and hydrosyurea was added o one of the
cultures, arresting cells before premeiotic 5 phase. The other
cilture progressed synchronously into meiosis, and premeiotic
S phase tock place 2 h after the cells were placed at the
nonpermissive temperature {Fig, 4A4). Aliquots of the cultures
were taken every hour, and RMA was isolated and analyzed for
remnl and meld expression. As shown in Fig, 4B, in the absence
of hydromyurea, the mRMA of both genes was detected at the
onsct of premeictic 5 phase mn the pard-114 cells, with the peak
of accummlation coccurring just before the first meiobc division
{Fig. 4B, 4 h). However, when meiotic progression was blocked
by hydromyures, transeripts of both genes were present
throughout the time course (Fig. 4B, +HU). Furthermore,
reml mBMA was fully spliced before meiosis I in the unireated
parl-1i4 culiure (Fig. 4C, 4 h, —HL and was also spliced
concomitantly with the peak of ranscript accumulation m cells
arrested in S phase, although mEMNA processing was only par-
tial {Fig. 4C, +HLI, 4 and & h}). This result, together with the
ahzence of splicing in a Ameid mutant, indicates that reml
splicing was dependent on mei function and, unexpectedly,
that such splicing can take place dunng S phase. It should also
be noted that in the presence of hydrosrurea, splicing is not as
effective as in its absence, since unprocessed mMENA could be
detected throughout the time course, which is consistent with
the fact that meid expression is alse decreased in the presence
of hydroxyurea (Fig. 4B). Similar results were obtained when
mieiosis was examined in diploid &%~ cells (data not shewn).

Reml is a eyclin required for normal levels of melotic re-
combination. Mext, we characterized the spores of zygotic asc
(37, 38) from both wild-type and Aremi cells. Arewnl mypotes
produced four-spore ascl with a level of viability similar to that
of wild-type cells (=909%), but ade gene conversion was three-
fold reduced relatee to that of wild-type cells (Fig, 5A), This
decrease in the ntragenic recombination was independent of
the W26 hot spot, since a decrease was also observed in the
absence of the ades-M26 allele (lower left panely and when
wrrl gene conversion was measured (lower night panel). We
observed a similar decrease in meiotic recombination (twe- o
fivefold) with other meiotic recombination mutants in 5
pornbe, includmg the 945, dmcl, and mips5 mutants (14; 1.
Malapeira and J. Ayte, unpublished data). We conclude that
Reml is required for normal levels of meiotic intragenic re-
combimation. Interestingly encugh, Reml was not required for
metotc crossing-over when two different intervals (maard-lend
and adeti-argd | were measured (Fig, 5B, indicating the pres-
cnce of two pathways of recombination during meiosis, with
and without crossing-over, with Eeml having arole only in the
latter. The existence of two different pathways was suggested
before for budding yeast (1) and the isolabon of a mutant
{ &rerndy that shows an mparment only in melotc gene con-
version keeping wild-type levels of meiotic crossing-over con-
firms the existence of two distinct pathways,

To further investigate the function of Rem], we deleted the
gene in a parf-114 background (25, 26, 29, In the absence of
Reml, patl-114 cells completed meiosis but wath a delay of 30
min in the onsel of meicsis [ and IT (Fig. 6A). We next
followed meiosis in dipload (5% ) cells, which undergo
melosis less synchronously than paeJ-774 cells but in a more
physiclogical manner (Fig. 6B). When placed in sporulating
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FIG. £ el ie expressed and spliced doring emended premeictic 5 phase. (A) Synchronous melosk was induced in baplodd pasl-104 (TA24T)
and pael- 114 Apeesd (1A416) cells in the presence (+HL) or absence (—HLD) of 20 mM hydroxyures, which was added when the culture was placsd
ar the restrictive temperatore and again £ h later to ersore that DNA schesis was blocked. DNA coment of the cells was measured by flow
cytomatsy. | B) RNA was isclared at the indicared times afier shift o the restrictive temperatume and analyzed for the expression of remJ and meeid.

() rewald splicing was monitored by RT-PCRL

media, diploid wild-brpe and Arem ! cells transiently arrested
in &, with a 2C DMA content proceeded mto premeiotic
DMA synthesis and then underwent meiosis Tand I, with no
noticeable difference between the two strains, probably due
to the lack of enough synchrony of the diploid & ~% ~ diploid
melosis. Since no cyclins have been identified as being es-
sential for premeiotic 5 phase in 5. pombe, and to further
characterize the phenotype produced by the absence of
remd, we tested if mutations in other cyclins might be syn-
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thetcally lethal with rem?. cig? has been described to have
a role controlling premeiotic S phase (53, and we thoought
that this cyclin might genetically interact with rersl. This was
cstablished when the &5 %~ AremI/Arem ! Acio2/Acig? dou-
ble mutant was found to become blocked before premeiotic
S phase (Fig. 6B), although the cells were committed to
mieiosis, since they had initiated at least part of the meiotic
transcriptional program (Le., the se 2, mael, and recd genes
were induced; 1. Malapeira and J. Ayte, unpublished data).
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FIG. 5. Beml is required for nomal levels of meiotic recombination. (A) Intragenic sded or eml recombination [gene comversion) was
measured in wild-type (wit) and Areml strains with the indicated aded or emaf alleles. Data ase Ade~ or Ura~ prototrophs10® viable sposes.
(B} Freqoencies of meiotk crossing-over of rwo different intervals {eaaed-leu! and adet-ergl) in wild-ype and Arem1 cells.
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FIG. & Reml is required for proper meictic progression. (A) Syn-
chronous meiceis of paed- 114 (JAGE) and pael-I14 dreend (JALS0) cells
was sampled, and meiotc muclear division was mondtored by DAPT
staining. Closed circles are percentages of cells with 1 mucleus; open
circles, mwo mucled; and closed triangles. three or four oucled. The
dotted ling indicates the timing ar which meicsis I 1akes place in pa!
cells. (B) Symhrorously induced melosis in diploid strains P23
(wi), Aremnd (JARS) Acip? (JASL), and Areent Acip? (JA11Z) was car-
ried out, and DMA content was measured by Aow gyrometry.

Furthermore, the cell cycle block could be rescued by a
plasmid containing a genomic copy of cither cig? orremd (1.
Malapeira and J. Ayté, unpublished data). Finally, since
rem] mEMA splicing depends on Meid, a Acig? Ameid dou-
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FIG. 7. dmeid Acig? cells are blocked before premelotic 8 phase.
[\Aisi]}rnchmm meiotic cultures of wild-type (wr) (PN230S), Ao
ALY, Ameid (JALTS), or Amedd Acig? (TM137) cells were sampled,
and DNA content was analyzed. (B) remal splicing was monirored by
RT-PCR. The faster-migrating form of ram/ corresponds 1o mature
mBMA and the slow-migrating form 1o unprocesssd mEMA.
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ble mutant should have the same phenctype as a Acig?
Aremn! mautant. This was confirmed when an &Hb— Acigs/
Acig? Ameid/Ameid double mutant was also found to be-
come blocked before premeiotic 5 phase (Fig, TA), since
these cells do not have Cig2 and are functionally depleted
for mature Reml (Fig. TB). We conclude that Eeml, in the
absence of Cig2, 1s required for premeiotic S phase.

Cig2 regulates the timing of remd splicing. We showed
above that Acig? Arem] cells arrested before premeiche S
phase (Fig 6B), even though Reml apparcnotly was not ex-
pressed until after premeiotc 5 phase in wild-type cells (Fig.
1C and 2I¥). Given this observation, we examined the regula-
tion of rernd during metosis in Acig? diploid cells. RNA was
imolated from wild-type and Acip? cells undergoing synchro-
nous meiosis { Fig. 6B), and rem ! mRMA splicing was analyzed.
As shown in Fig, 84, rem I mENA splicing was not detected
until 4 h after wild-type cells were placed in sporulating
media. In contrast, splicing in Acie? cells was induced ear-
lice, just 1 h after cells were nitrogen starved. Furthermore,
mature full-length Reml was not detected until 4 h after
imduction of wild-type meiosis (Fig, 8B, upper pancl) but
was detected as early as 1 h after induction of meiosis in
Acig? cells (Fig. 8B, lower panel). mei4 expression was also
mduced earlier mn &ig? cells (Fig. 8C). This observation
may cxplain how regulated splicing of rerm? ENA can com-
pensate for the lack of Cig2, becanse in the absence of Cig2
the carlier appearance of Reml allows the cells to proceed
through premeiotic DHA synthesis.

IDMSCUSSION

We report here that a novel oychin, Reml, is expressed only
during meiosis and is regulated by splicing. Reml provides the
first description of a oyclin involved exclus vely In meiosis, with
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FliG. & Beml is required for premedotic S phase in the absence of
Cil (Aj remal splicing was monitored by BT-PCR in diplodd sreains
PH230L fwr) and JAGL [Aci?) as they progressed inio meiosis,
(B Prote in extracts of wikd-type and Acig2 diplodd cells were prepared
from synchronowus meiotic culmees ar the indicated times. Reml was
detected by Western bloring using Feml antibodies. (C) RMA from
the same cultures was isolated, and the expression of meid was ana-
Iyzed by Morthem hybedizaticn
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no rale durmg the mitotic cell cycle, Other genes also undergo
meiosizspecific splicing, both in fission yeast (mes? [32]) and
budding yeast (SPO70, MER?, and MERS [33]). However, in
our hands, mesd 15 constitutively spliced throughout meiosis
(Fig. 1F). Constitutive splicing of mesd has been noticed elsz-
where (Averbeck, Wise, and Leatherwood, unpublished data;
and David Frendeway, personal communication), and we as-
sume Lhat these differences must be due to the vse of strains
with different genetic backgrounds.

Melcsis-spectfic splicing of remi = a regolatory mechanism
that helps ensure the absence of the mature protein in mitot-
ically growing cells, since even very low levels of Reml are
tooge in nonmeiotic cells (Fig. 2. Reml ensures that fission
yeast cells can progress through meiosis, even when the ather
premeiotic S-phase cyclin, Cig2, 15 absent (Fig. ), This is
specific to premeiotic S phase, simce in vegetatively growing
cells cig?, cigl, and puci (6, 9, 123 can be simultancously de-
leted with cnly minor effects on the mutotic cpele (221, In
wild-type cclls, Cig2 acts at the onset of premeiotic 5 phase,
whereas el mBEMNA splicing does not lake place untl later in
the meiotic cycle, when recombination usually takes place.
Hewever, the lack of Cig? can be complemented by REeml
becanse Acip? cells exhibit almost wild-type meicsis (they show
4 slight delay at the onset of premeiotic 5 phase), while Acig?
Arem] cells cannot complete premeiotic 8 phase (Fig. 6B).
remd mRMN A issphiced carlier during melosis in Acig? cells than
in wild-type cells, leading to the appearance of Reml at pre-
meiolic 5 phase, which bypasses the lack of Cig2. Thus, during
the cardy stages of meiosis, Cig? is a negative regulator of rem !
splicing, controlling the orderly appearance of both cyclins: in
the presence of Cig2, resad mRMA s not spliced, and Bem1 1=
not present untll Cig2 s downregulated. Cig2-associated ki-
nase activity might target a meiotic splicing factor for deara-
dation, as occurs with Cdel 8 during the mitotic cell grole (19,
21y, or Cig2-dependent phosphorylation could promote the
bmding of a yet-unknown protein to remf mBMA, blocking
splicing. Similar results are observed with another meiotcally
spliced gene, ol (Jo Ann Wise, personal communication,
p-:-mu.ng to a general mechanism of sphicing regulation during
meiosis in fission yeast that has the potential to be different
from the regulation of splicing in budding yeast, at least from
the mechanistic point of view.

Opposite to the role of Cig2, Meid appears to be a positive
modulator of rema! splicing. since in the absence of this tran-
seription factor, remd 15 not spliced, sugmesting that Meid pro-
modes the transcription of a gene whose product is required for
the timely splicing of remd (Fig. 93, In fact, Acig? Ameid cells
al=n arrest before premeiotic 5 phease (Fig, 7), in agreement
with the model depicted in Fig. 9: these cells are functionally
depleted for Reml and Cig2. Furthermore, inoa Acie? back-
ground, meisd expression is induced as soon as cells are placed
in sporulating media. accounting for the earhier splicing of
reml (Fig. 3C). Although meid is necessary for entry into the
first meiotic division {15}, it is transcribed early in S phase (Fig.
#C7 and 15 required for remd mEMNA splicing during premeiotic
DMNA synthesis {Fig. 300,

We conclude that Reml 35 required for normal levels of
metotic recombination and, together with Cig2, is essenbal for
the premeiotic 5 phase, Since even small amounts of Reml are
tosie for mitotically growing cells (Fig. 2. a very fine regulatory
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F1G. 9. Madel for the regulation of premeiotic 5 phase by Rem1
and Cig2. Either Bem1 or Cig2 is mequoired for premeiotic 5 phase.
repad is tranecibed in early premeiotic S phase, but the RMNA is not
spliced until late 5 phase. Splicing & indoced ty Meid, a trascription
factor that controls the meiotic expression of many genes, inchoding a
typothesized meiotic splicing faceor (M3F), which would be involved
in the splicing of nees ! mBNA. On the other hand, Rem] appearance
is inhibited by Cigl, either by blocking reml BEMA splicing or by
delaying the expression of meid.

mechanism must be m place to ensure the absence of mature
Feml in nommeiotic cells. This is achieved by a meiosis-specific
regulation of remed splicing working as a safe-lock over the
meiosis-specific transcription of remd, ensuring the timely ap-
pearance of the diferent cpclins dunng meiosis.
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1. METODOLOGIA
1.1. Tincion con DAPI

Esta técnica permite visualizar los nucleos ya que el DAPI (4’,6’-diamina-
2-phenylindole) tifie especificamente el DNA. Partimos de 1 ml de cultivo a una
concentracion de 107 células/ml (ODgyo de 0,5A). Se centrifuga a 1 minuto a
8000 rpm (revoluciones por minuto). A continuacion se elimina el sobrenadante
y se fijan las células con 0,5 ml de etanol al 70%. Se centrifugan 50 pl de las
células fijadas, 1 minuto a 8000 rpm y después de eliminar el sobrenadante se
resuspenden en 1 ml de agua. Se vuelven a centrifugar y se resuspenden en
un volumen de 100 pul. Finalmente se fijan mediante calor en el portaobjetos, se
afiade el DAPI (5 pg/ml) y se observan en el miscroscopio de fluorescencia. La
microscopia de fluorescencia se realizé con un microscopio Nikon Eclipse E600
a 100x aumentos y las imagenes se tomaron con una camara Hamamatsu y el
programa Hamamatsu Aquacosmos 2.0.

1.2. Citometria de flujo

Mediante esta técnica podemos cuantificar la cantidad de DNA celular.
Partimos de 100 pl de células fijadas con etanol al 70%. Se afiade a las
muestras 1 ml de citrato sodico (50 mM, pH7) y se vortea. Seguidamente
centrifugamos 5 minutos a 2000 rpm y descartamos el sobrenadante.
Afadimos 0,5 ml de citrato sédico con RNAsa (50 pg/ml) y se vortea. Las
muestras con RNAsa se incuban toda la noche a 37°C. Finalmente se afiade
0,5 ml de citrato sédico con ioduro de propidio, se vortean y se sonican las
muestras. En este punto las muestras estan listas para ser analizadas en el
citometro de flujo.

1.3. Transformacion de S. pombe

Para transformar células de S. pombe crecemos un cultivo celular en
medio rico hasta una concentracién de 10° células/ml (ODggo de 0,5A). Se
centrifuga el cultivo 1 minuto a 3000 rpm y se lava con 50 ml de agua estéril.
Posteriormente se pasa a un “eppendorf’ y se lava con 1 ml de acetato de litio
(LIAc-TE: 0,1 M acetato de litio, 10 mM Tris pH 7,5, 1 mM EDTA). Se
resuspenden las células en 0,5 ml de LiAc-TE. Mezclamos 100 pl de células
con 2 ul de DNA “carrier” (SIGMA Herring Sperm DNA (D-7290)) y hasta 10 pl
del DNA que se quiere transformar. Se incuba a temperatura ambiente durante
un minimo de 10 minutos, afiadimos 260 ul de PEG/LIAc-TE (LiAc-TE con 40%
PEG4000) y se incuba a 30°C durante 60 minutos (25°C para las cepas
temperatura sensibles). A continuacion se afladen 43 pl de DMSO, realizamos
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un “heat shock” de 5 minutos a 42°C. Finalmente se lavan las células dos
veces con 1 ml de agua y se emplacan 250 pul en placas de medio selectivo.

1.4. Meiosis sincrénica

Para obtener los cultivos necesarios para el experimento de meiosis en
una cepa diploide, se preparan preindculos crecidos hasta fase estacionaria en
medio rico (YE) partiendo de un colonia individual. A partir del preindculo se
preparan cultivos de medio minimo suplementado con leucina 100 pg/ml, los
cultivos se crecen hasta 10’ células/ml en agitacién a 30°C. El cultivo se filtra
utiizando membranas Millipore lavando dos veces con medio minimo sin
nitrégeno. Las membranas se resuspenden en medio minimo sin nitrdgeno con
una concentracion de 0,5% de glucosa, suplementado con 50 pg/ml de leucina,
y se dejan a 30°C, en este momento empieza el “time course” meidtico.

Para la meiosis sincronica con cepas patl-114, colonias individuales se
crecen hasta fase estacionaria a 25°C en medio rico (YE5S). El dia siguiente se
prepara el cultivo en medio minimo suplementado con leucina 100 pg/ml y se
crece hasta 10’ células/ml, el cultivo se filtra mediante una membrana Millipore,
se lava con dos volimenes de medio minimo sin nitrdgeno y se resuspende en
medio minimo sin nitrégeno con 50 pg/ml de leucina. La concentracion de
células se ajusta a 5x10° células/ml y se incuba a 25°C toda la noche, de
manera que las células se bloquean en G1. La mafana siguiente se afade
nitrdgeno a una concentracién final de 500 ug/ml y leucina a 50 ug/ml justo
antes de subir la temperatura a 34,5°C. En este momento se inactiva Patl y
empieza la meiosis de forma sincrénica.

1.5. Purificacion del RNA

Partimos de un “pellet” de células de 40 ml de cultivo a una concentracion
de 10’ células/ml. Afiadimos 400 pl de “buffer” AE (50 mM NaAcO pH 5.3,
10mM EDTA pH 8.0) y resuspendemos el "pellet". Seguidamente, afiadimos 40
pl de SDS 10%, 350 ul de fenol acido y 350 pl de cloroformo, se vortea y se
incuba 30 minutos a 65°C, vorteando las muestras cada 10 minutos. A
continuacion, centrifugamos 2 minutos a 14000 rpm, mientras se preparan
eppendorfs con 200 pl de fenol acido y 200 pl de cloroformo a los cuales
afiadimos el sobrenadante. Se repite este paso centrifugando los eppendorfs 2
minutos a 14000 rpm y pasando el sobrenadante otra vez a tubos con 200 ul de
fenol acido y 200 pl de cloroformo. Se centrifugan los eppendorfs 5 minutos a
14000 rpm y se precipita el RNA del sobrenadante pasandolo a tubos con 1000
ul de etanol al 100% y 40 pl de acetato sddico (3M pH5,3). Se dejan los RNAs
precipitando 30 minutos a -80°C, se centrifugan 30 minutos a 14000 rpm.
Descartamos el sobrenadante y resuspendemos en 50 pl de agua DEPC.
Finalmente se resuspende el "pellet" y se cuantifican los RNAs.
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1.6. "Northern blot"

Se corren 8 ug de las muestras de RNA en geles de agarosa con
formaldeido. La confirmacion de la carga se realiza por visualizacién de los
rRNAs. Se transfiere el gel a una membrana GeneScreen Plus (NEN Life
Science Products). La hibridacién y los lavados se realizan siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Las sondas de DNA para detectar los mMRNAs
de reml y mei4 incluyen el ORF de ambos genes y para marcar
radioactivamente las sondas se utiliza el "roche random primer labelling kit".

Las ribosondas se prepararon utilizando el "MAXIscript In vitro
Transcription Kit ", usando como molde para la ribosonda un plasmido BSSK
que contiene el promotor de la T7 RNA polimerasa y a continuacion la
secuencia de interés, rem1l en un sentido o en el contrario, para detectar el
MRNA "sense" y "antisense" respectivamente.

1.7. RT-PCR

Para la reaccion de RT-PCR se utilizan 8 pg de RNA previamente
tratado con DNAsa | durante 30 minutos a 37°C, purificado mediante
fenolizacion. A cada muestra de RNA se le afiade agua DEPC hasta 19 pl y se
calientan las muestras a 65°C durante 10 minutos. A continuacion se afiaden
los reactivos para la reaccion de la transcriptasa reversa (Reverse Transcription
System, Promega: 4 pl de buffer 10x, 1 yl de RNAsin, 8 pl de MgCl,, 4 pl de
10mM dNTPs y 2 ul de 100 mM oligo dT). La reaccién se realiza por duplicado
con y sin transcriptasa reversa (control negativo), siguiendo las indicaciones del
fabricante (60 minutos a 42°C, 30 minutos a 52°C y 3 minutos a 94°C). Para la
reaccion de PCR se utiliza 1 pl de cDNA y se amplifica utilizando los oligos
indicados en cada caso.

1.8. “Primer extension”

Mediante primer extension se determind el tsp (transcription start point)
de reml. Utilizando el oligo JA145 marcado en su extremo 5 con el
fluorocromo 6-FAM. Como sustrato para extender el oligo se purificaron RNAs
a las 4,5 horas de meiosis. Para extender el oligo se utilizé6 la AMV-RT (Life
Technologies). Finalmente se analiz6 el producto de extensibn en un
secuenciador de DNA automatico corriendo en el mismo pocillo una reaccién
de secuenciacién con el mismo oligo sin marcar.
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1.9. Extractos nativos de proteinas

Partimos de 40 ml de cultivo a una ODggo de 0,5A. Se obienen los "pellets”
y se resuspenden en 250 pl de "lysis buffer" (50 mM Tris HCI pH 7.5, 120 mM
KCIl, 5 mM EDTA) al cual afiadimo: PMSF 100 mM 10 ul, 1M DTT 1 pl/ml e
inhibidores de proteasas (leupeptina 10 pg/ml 1 pl/ml, aprotinina 10 wW/ml y
benzamidina 10 pl/ml), también se afiaden inhibidores de fosfatasa cuando sea
necesario (NaF 1M 4 pl/ml, vanadato sodico 0,2 M 0,5 pl/ml). Seguidamente se
afiaden las glass beads y se rompen las células en el ............ Se pasan a un
"eppendorf" nuevo perforando con una aguja incandescente y centrifugando
sobre este. Se repite la centrifugacion afadiendo 250 pl mas. Finalmente se
centrifugan las muestra 10 minutos a 13000 rpm, se obtiene el sobrenadante y
se cuantifica por "bradford".

1.10. Extractos hervidos de proteinas

Para obtener los extractos hervidos se parte del "pellet” de un cultivo a
una ODggo de 0,5A. Se aflade a la muestra 200 pl de "buffer" HB (25 mM MOPS
pH 7.2, 60 mM B-glycerol fosfato, 15 mM P-nitro fenil fosfato,15 mM MgCl,, 15
mM EGTA, 1% Triton X-100) al cual afladimos antes de usar 1 mM de DTT y
170 mg/l de PMSF. A continuacién se hierven durante seis minutos las
muestras y se rompen las células afiadiendo las "glass beads" y pasandolas
por el agitador. Posteriormente se pasan las muestras a un tubo "eppendorf"
nuevo perforando el anterior con una aguja incandescente, se centrifuga 1
minuto a 3000 rpm y se cuantifican los extractos mediante "bradford".

1.11. "Western blot"

Para detectar las proteinas mediante "western blot" se corren 50 pg de
cada muestra en un gel SDS-PAGE (10% sodium dodecyl sulfate-
polyacrilamide gel electrophoreis, 30:0.8 acrilamida:bisacrilamida), se transfiere
durante una hora a 400 mA a la membrana. Seguidamente se bloquea durante
media hora y se hibrida durante toda la noche con el anticuerpo indicado en
cada caso. La mafana siguiente se lavan las membranas con TBS-T y se
revelan con ECL.
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1.12. Ensayo quinasa "in vitro"

Se inmunoprcipitaron 50 pug de proteina provinientes de una cepa que
expresa la proteina de fusibn Rem1-HA, utilizando anticuerpos monoclonales
anti-HA. El inmunoprecipitado se lavo con el "buffer” NET-N ( 20 mM Tris pH8,
100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,5% NP-40, 1 mM ditiotreitol, 5 pg/ml de
leupeptina y 5 pg/ml de aprotinina. Seguidamente afladimos el "buffer" quinasa
(100 mM HEPES pH7.5, 20 mM MgCl,, 4 mM EGTA, 2 mM ditiotreitol) se
incuba con histona H1 (1 pg) y 10 pCi de y-**P ATP durante 20 minutos.
Finalmente se afade a las reacciones "sample buffer" para pararlas y se
resuelven en geles del 11% SDS-PAGE.

1.13. Experimentos de recombinacion

El experimento de recombinacion intergénica consiste en cruzar dos
cepas con genes cercanos modificados, de manera que se pueda analizar la
segregacion de los genes. A continuacién se analizan los fenotipos de las
esporas obtenidas y con estos resultados podemos calcular los eventos de
recombinacion producidos respecto al total de esporas emplacadas.

El experimento de recombinacién intragénica consiste en cruzar una cepa
con una mutacion en el gen que se pretende estudiar con otra que tenga otra
mutacion en el mismo gen.

Se crecen por separado las dos cepas en placas de medio minimo y
posteriormente se juntan en una placa de medio minimo sin nitrogeno, de
manera que las células conjugaran, entraran en meiosis y produciran esporas.
Las esporas obtenidas en los experimentos de recombinacién se tratan con 3 pl
de glusilasa para un volumen final de 700 ul de agua estéril, asi conseguimos
romper las paredes celuares liberando las esporas y eliminando las células que
no han conjugado. Se incuba toda la noche a 25 °C y se afiade 300 pul de
etanol al 100%, se incuba 3 minutos a temperatura ambiente. Tras la
incubacion se lavan tres veces con agua estéril y se emplacan en placas de
YESS, para determinar el nimero de esporas totales, y en placas de medio
selectivo, para determinar la proporcién de esporas que han recombinado. Se
emplacan, segun el experimento, las esporas necesarias para obtener entre 50
y 200 colonias por placa.

2. CEPAS
En la siguiente tabla se detallan los genotipos de las cepas utilizadas

para realizar este trabajo. Todas las cepas utilizadas son isogénicas con la
cepa silvestre de lavoratorio 972.

95



CEPA GENOTIPO SEXO
GP0746 ural-61 h-
GP5021 wural-171 ade6-3049 h
JAO007 ade6-M210 leul-32 ura4-D18 g
JA055 leul-32/leul-32 ade6-M210/ade6-M216 h/ ht
JAO64 cig2::urad/cig2::ura4 ura4-D18/ura4-D18 h/ ht
ade6-M210/ade6-M216
JAO065 reml:urad/reml::urad leul-32/leul-32 h-/ ht
ura4-D18/ura4-D18 ade6-M216/ade6-M210
JAO66 patl-114/patl-114 leul-32/leul-32 h-/h-
ade6-M210/ade6-M216
JAO082  cdc25-22 reml::rem1-GFP kan h
leul-32
JAO095 patl-114/patl-114 rem1l::rem1-HA kan/rem1 h-/h-
leul-32/leul-32 ade6-M210/ade6-M216
JA112 cig2::urad/cig2::uraleml::kan/reml::kan h-/ ht
ade6-M210/ade6-M216 leul-32/leul-32
ura4-D18 ura4-D18
JA124 ade6-M26 leul-32 ura4-D18 h-
JA125 ade6-M375 leul-32 h-
JA128 ade6-M52 leul-32 ura4-294 " h
JA138 reml:kan ade6-M375 leul-32 h
JA139 reml:kan ade6-M52 leul-32 ura4-294 " h
JA155 reml:kan ade6-M210 leul-32 ura4-D18 h*
JA174 mesl :LEU2/mesl ::LEUZ2 leul-32/leul-32 h/ ht
ade6-M210/ade6A216
JA175 meid::urad/meid::urad ura4-D18/ura4-D18 h/ ht
leul-32/leul-32 ade6-M210/ade6-M216
JA180  patl-114/patl-114 reml :ura/ reml ::ura h-/h-
ura4-D18/ura-D18 leul-32/leul-32
ade6-M210/ade6-M216
JA212 leul-32 h*
JA213 ura4-294 h-
JA247  patl-114 leul-32 h-
JA313 reml :kan leul-32 h
JA316 reml:kan h-
JA351 patl-114 mesl:LEU2 leul-32 h
JA363 h-
JA416 patl-114 meid ::urad leul-32 ura4-D18 A
JA438 ural-61 lys3-37 “h
JA445 reml::Kan h-
JA448 ade6-469 arg3-D4 ura4-D18 tps16-23 " h
JA449 ade6-M26 arg3-D4 arg3A ura4-D18 " h
JM119 patl-114 mesl ::LEU2 leul-32 ade6-M210 h
JM131 ade6-M52 argl-230 reml::Kan h-
JM137 reml:kan ade6-M26 leul-32 ura4-D18 h
JM182 reml:kan ural-61 h-
JM183 reml:kan ural-171 ‘h
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3. PLASMIDOS

A continuacion se detallan los plasmidos utilizados para la realizacion de
este trabajo. El plasmido pAY025 proviene del integrativo en leucina pJK148 al
cual se ha incorporado el promotor inducible por tiamina nmt clonando el
fragmento Pstl-Xhol. Para la construccion de los plasmidos integrativos de
reml con el promotor modificado partimos siempre del plasmido pAY168
(pJK148-reml 3 Kb). Las mutaciones puntuales para modificar las cajas FLEX
se obtuvieron mediante mutagénesis dirigida.

NUMERO DE PLASMIDO PLASMIDO
pAY025 pJK148 + nmt (Pstl/Xhol)
pPAY035 BSSK-reml
pAY168 pJK148-rem1 3kb
pAY212 pPpREP41x-reml1 5’ (Pstl/BamHI)
pAY213 pJK148 + nmt (pAY025)-rem1 5 (Pstl/BamH]I)
pAY223 pREP2X-mei4
PAY247 pJK148-reml (pAY168) desde el oligo 256 (F2)
pAY248 pJK148-reml (pAY168) desde el oligo 255 @=2)-
pAY264 pJK148-reml (pAY168)-FLEX1 mut
PAY265 pJK148-reml (pAY168)-FLEX2 mut
pPAY266 pJK148-reml (pAY168)-FLEX1 mut + FLEX2 mut
pAY320 pJK148-reml (pAY168AFLEX2
pAY332 BSSK-rem1 (Xhol(BamHI)-EcoRl), invertido al

pAY035
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DISCUSION
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1. Reml ES TOXICO PARA LAS CELULAS EN EL CICLO
VEGETATIVO

En este trabajo caracterizamos la nueva ciclina meiética Rem1. Este es el
primer ejemplo descrito de una ciclina involucrada exclusivamente en la
progresion meidtica y sin ninguna funcion durante el ciclo vegetativo.

La presencia de Rem1 incluso a niveles bajos durante el ciclo vegetativo
es toxica para la célula (resultados apartado 1.3), por este motivo su expresion
esta finamente regulada para inducirse exclusivamente durante la meiosis I.
Hemos descrito que la presencia de Reml durante el ciclo celular vegetativo
impide la fase S a causa de la proteolisis de Cdcl18 (resultados apartado 1.4).
Con estos resultados planteamos un modelo segun el cual la actividad quinasa
del complejo Rem1-Cdk seria responsable de la fosforilacion de Cdcl8
marcéndolo para su degradacion. La falta de Cdc18 impediria la replicacion del
DNA, como consecuencia la célula se dividiria sin haber duplicado el material
genético produciendo el fenotipo "cut" observado (Figura 1).

-

%

/D

Fase S

r’'e
Figura 1. Modelo de la expresion de Reml durante el ciclo vegetativo.
Cdc18 es responsable de iniciar la replicacion del DNA. Cuando se expresa

Reml su actividad quinasa asociada fosforilaria Cdcl18, de manera que se
proteolisaria, asi Rem1l impediria la fase S mitGtica.
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2. Reml SE EXPRESA DURANTE LA MEIOSIS | DE FORMA Me i4
DEPENDIENTE

El gen de rem1l tiene un codon stop en pauta de lectura en el intrén esto
implica que el mRNA debe procesarse para poder traducir la proteina. La
transcripcion y el splicing del mRNA "sense" procesado de reml dependen
exclusivamente del factor de transcripcion Mei4. En los experimentos del
apartado 1.5 y 1.6 demostramos la perfecta correlacion entre el patron del
MRNA procesado, la presencia de Reml y la actividad quinasa del complejo
ciclina-Cdk. La total dependencia de Mei4 queda confirmada por la inequivoca
presencia de mRNA maduro siempre que encontramos Mei4, por ejemplo: en
la meiosis diploide a partir de las cinco horas (resultados apartado 1.5), en la
meiosis en cepas patl-114 entre las cuatro y las cinco horas (resultados
apartado 1.5), durante la fase S bloqueada con hidroxiurea a partir de las
cuatro horas (resulatdos aprtado 1.7), en la cepa delecionada para cig2 desde
las primeras horas de la meiosis (resulatdos apartado 2.2.1) y en la
sobreexpresion de Mei4 en ciclo mitético (resultados apartado 3.4). En todos
estos casos la presencia de Mei4 implica encontrar mRNA de rem1 procesado,
por lo contrario en cepas delecionadas para mei4 en ningin caso se detecta el
splicing de reml (resultados apartado 1.6) ni mRNA "sense" (resultados
apartado 3.3). El hecho que la transcripcion del mMRNA maduro de reml
dependa de Mei4 implica que en cepas silvestres el pico de expresion de Rem1
se produce durante la meiosis I.
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3. Reml TIENE UNA FUNCION REDUNDANTE CON Cig2 DURAN TE
LA FASE S MEIOTICA

Cig2 y Reml tienen una funcién redundante e imprescindible para
completar la fase S meidtica (resulatados apartado 2.2). Segun nuestro
modelo, Rem1 puede suplir la falta de Cig2 durante la fase S meiética. Cig2
estaria en condiciones normales inhibiendo la transcripcion de mei4 (resultados
apartado 2.2.1 y 2.2.2). Cuando los niveles de Cig2 disminuyen después de la
fase S meidtica se desreprime la inhibicion de mei4 y se expresa el factor de
transcripcion Meid. La presencia de Mei4 induce la transcripcion del mRNA
maduro de reml, de esta manera se traducird la ciclina Reml durante la
meisosis |. Cuando Cig2 esta ausente, Mei4 esta desreprimido a las primeras
horas de la meiosis; esto podria explicar porqué las células delecionadas para
cig2 tienden a entrar rapidamente en meiosis cuando los nutrientes del medio
escasean. Por otra parte, la presencia de Mei4 induce la transcripcion del
MRNA procesado de reml a las primeras horas de la meiosis. Asi se consigue
la presencia de Reml en la fase S meiotica pudiendo realizar la funcion de
Cig2 (Figura 2).

Este sistema de control podria considerarse como un mecanismo de
seguridad. Cuando los nutrientes escasean, las células de S. pombe se
encuentran ante una situacion delicada y deben reaccionar de forma rapida y
precisa para asegurar su supervivencia. La correcta finalizacion de la meiosis
con la formacion de las cuatro esporas es fundamental para superar los
periodos adversos (introduccion apartado 3.3). De manera que, asegurar
mediante funciones redundantes la correcta replicacion meiotica del DNA
supondria una ventaja evolutiva para las células. Por esto, que Reml pueda
complementar la falta de Cig2 seria importante para asegurar la replicacion del
DNA incluso en condiciones de ausencia de Cig2. La falta de nutrientes implica
que la célula tiene un tiempo limitado para culminar un proceso complejo como
la meiosis, de manera que esta debe tener mecanismos que permitan superar
las situaciones criticas lo antes posible.

A Fase S meidtica
' N\
’ : \
/
/
N exonl | exon2
— /
exonl exon2
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Figura 2. Modelo explicativo de la regulacién de las ciclinas durante la
fase S. A. En condiciones normales, Cig2 es la ciclina que regula la sintesis de
DNA meidtica. Cig2 inhibe la transcripcion de mei4 manteniendo el programa
transcripcional de la meiosis media apagado hasta la desparicion de Cig2,
después de la fase S meiotica. Cuando no hay Cig2 en la célula mei4 esta
desinhibido, esto permite la transcripcion del RNA mensajero maduro de reml
y la funcion de Rem1l complementado la ausencia de Cig2 durante la fase S
meidtica. B. Esquema de la expresién de las ciclinas Cig2 y Rem1 en una cepa
silvestre y en una cepa delecionada para cig2. La linia continua indica la
expresion de Cig2 durante la meiosis y la linia discontinua indica la expresion
de Reml.

Estudiando globalmente los resultados podriamos hipotetizar un sistema
de regulacién de Mei4 basado en la ciclina de fase S, Cig2. La regulacion de
mei4 depende de la degradacion de su mMRNA mediada por Mmil. El RNA
mensajero de mei4 se transcribe constitutivamente pero se degrada de forma
dependiente de Mmil. Cuando en el inicio de la meiosis se recluta Mmil al
punto de Mei2, el mMRNA de mei4 se estabiliza permitiendo la aparicién de
Mei4. Entonces se produce un “feedback” positivo ya que mei4 tiene en su
promotor una caja FLEX, de esta manera se induce su transcripcion
produciendo el pico de expresion de Mei4 (introduccidon apartado 3.3.2.2). La
actividad del complejo Cig2-Cdc2 podria intervenir en algun punto de la via de
degradacion del mRNA de mei4 permitiendo su degradacion. En ausencia de
Cig2 el RNA mensajero de mei4 no se degradaria y podria inducir la
transcripcion de reml durante la fase S meidtica. El hecho de expresar Mei4
durante las primeras horas de la meiosis también explicaria el fenotipo de las
cepas delecionadas para cig2, que tienden a iniciar y progresar en la meiosis
muy rapidamente.
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4. reml ES NECESARIO PARA UNA CORRECTA RECOMBINACION
MEIOTICA

Analizando los resultados de recombinacién obtenidos podemos afirmar
gue reml es necesario para tener unos niveles de recombinacién intragénica
(conversion génica) normales, sin reml los niveles de recombinacion son
aproximadamente un tercio de los esperados (resultados apartado 2.3.2). Por
otra parte los niveles de recombinacion intergénica ("crossing over") no se ven
afectados por la ausencia de reml (resultados apartado 2.3.1). El experimento
del apartado de resultados 2.3.3, en el cual se analiza en un mismo
experimento la recombinacién intragénica y la inetrgénica, valida los resultados
anteriores.

Estos experimentos demuestran, por primera vez, la existencia de dos
vias independientes de recombinacion una para la recombinaciéon intragénica
en la cual interviene Reml y una para la recombinacion intergénica
independiente de Reml. La actividad quinasa asociada al complejo ciclina-Cdk
de Reml debe actuar sobre la maquinaria de recombinacion implicada en la
recombinacion, promoviendo la recombinacion intragénica.
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5. rem1 TIENE DOS RNAs

Inicialmente y debido a la técnica utilizada (RT-PCR con oligo dT) creimos
que reml tenia un splicing regulado dependiente de algun factor meiotico. La
presencia de un mRNA sin procesar al inicio de la meiosis y su procesamiento
posterior, dependiente de Mei4, nos indujeron a creer que la transcripcion y el
splicing de este RNA mensajero estaban desacoplados y que el splicing del
MRNA dependia de algun factor de splicing inducido por Mei4. No fue hasta la
utilizacion de oligos especificos para las RT-PCRs y el uso de ribosondas para
los "northern blots" que fuimos capaces de detectar la presencia de los dos
MRNAs.

En este trabajo hemos caracterizado el mMRNA "sense" de reml. Hemos
identificado el origen de transcripcion (tsp) el cual se encuentra 167 pb por
encima del ATG y el terminador de la transcripcidon que se encuetra 88 pb por
debajo de la region codificante. Sabemos que su transcripcion depende de
Mei4, a través de las cajas FLEX del promotor de reml, y tiene un pico de
induccion durante la meiosis |. Finalmente también hemos determinado que
este MRNA siempre se encuentra en su forma procesada de manera que
puede traducir la ciclina Rem1.

Por lo que respeta al RNA "antisense"” no hemos sido capaces de
determinar exactamente ni el tsp ni la region terminadora, probablemente
debido a que se transcribe mucho menos o a la no presencia de regiones
definidas de origen y final de este RNA. Aunque hemos determinado que el
origen de transcripcién se encuentra por debajo de la region codificante y el
terminador de la transcripcion por encima de la caja FLEX1. La induccion de
este RNA se produce a las primeras horas de la meiosis y no depende de Mei4
ni de MBF. Finalmente, este RNA es mas largo que el "sense" y se transcribe
en sentido contrario, por esto nunca se procesa.

Experimentos realizados recientemente en el laboratorio demuestran que
la regulacion del RNA “antisense” depende de la region promotora de reml.
Cuando se sustituye 1 Kb del promotor de un gen como cdc2 por 1 Kb del
promotor de reml. Este se regula exactamente igual que reml: se induce el
MRNA “sense” procesado durante la meiosis I, y se detecta RNA “antisense” a
las primeras horas de la meiosis. Con lo cual, curiosamente la regulacion no
depende de la secuencia promotora del RNA “antisense” sino del promotor de
reml, el cual es capaz por si mismo de inducir la transcripcion del RNA
“antisense”.

Poco sabemos sobre la funcion de este RNA "antisense". Podria tratarse
de un mecanismo para regular de forma muy precisa la expresiéon de reml,
mediante un mecanismo basado en el RNA interferente. La presencia del RNA
"antisense" durante las primeras horas de la meiosis impediria la transcripcion
de mMRNA "sense" impidiendo la expresion Reml hasta la meiosis |.
Posteriormente, el mRNA "antisense" desaparece, después de la fase S,
permitiendo el pico de induccidon del mRNA "sense" de reml de forma
dependiente de Mei4.
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CONCLUSIONES
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-Reml es una ciclina meidtica que se expresa y tiene su actividad durante la
meiosis I.

-La transcripcion del mMRNA maduro de rem1 depende de Mei4, a través de las
cajas FLEX del promotor de rem1.

-La expresion de Rem1 durante el ciclo mitético es téxica para la célula.
-Rem1 tiene una funcién redundante con Cig2 durante la fase S meidtica.

-Se requiere rem1 para tener una correcta recombinacion meiotica intragénica,
aunque la recombinacion meidtica intergénica no necesita rem1.

-rem1 tiene un RNA que se transcribe antisense durante la meiosis temprana.
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