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1. CICLO VITAL Y FISIOLOGÍA DE Schizosaccharomyces pombe 
 
 
S. pombe es un organismo eucariota unicelular que se encuentra en la 

naturaleza formando colonias de células libres no móviles. Se divide por 
bipartición, a diferencia de otras levaduras que se dividen por gemación; por 
esto se conoce también como levadura de fisión (Egel 2000).  

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

S. pombe es un organismo haploide que en condiciones favorables crece 
mediante un ciclo mitótico. Sólo en condiciones de falta de nutrientes, 
especialmente nitrógeno, se reproducirá sexualmente. Dos células de diferente 
sexo se fusionarán para formar un zigoto diploide e iniciar el ciclo meiótico 
(Egel 2000).  

Las células de S. pombe, según el sexo, pueden ser h+ o h-. Esta 
característica viene determinada por el locus mat1 (Egel 1976). En células h+ 
se expresan en el locus mat1 dos genes de forma divergente: mat1-Pc, el cual 
controla la diferenciación sexual (“mating type”) y mat1-Pm, necesario para 
iniciar la meiosis. En células h- se expresan mat1-Mc que controla el “mating 
type” y mat1-Mm imprescindible para entrar en meiosis (Kelly et al. 1988). La 
información genética del locus mat1 puede variar gracias a mat2-P y mat3-M. 
Estos genes silenciados pueden cambiar por recombinación la información del 
locus mat1, fenómeno conocido como “switching”. Los genes mat2 y mat3 se 
encuentran en una zona de cromatina condensada, por esta razón nunca se 
transcriben. En los extremos de estos genes se encuentran unas secuencias 
homólogas que también se encuentran en mat1. Las secuencias homólogas 
permitirán la recombinación y el cambio de información (“switching”) del locus 
mat1 (Egel et al. 1980). Sólo después de dos divisiones consecutivas se 
produce el cambio de “mating type”. El inicio de la recombinación que producirá 
el “switching” está en la formación de una rotura en el DNA (SSB: single-
stranded break), durante la fase de síntesis del DNA, en el locus mat1. La 
rotura de una de las cadenas de DNA convertirá una de las dos células hijas en 
“switchable” o susceptible de cambiar el sexo (Arcangioli 1998). La célula 
“switchable” durante la replicación del DNA generará un DSB (double strand 
break) que permitirá la recombinación en el locus mat1 y como consecuencia el 
cambio de sexo (Kaykov et al. 2004).  

Las cepas salvajes de S. pombe son homotálicas (h90). Células de estas 
cepas pueden conjugar entre ellas porque el “mating type” sufre una variación o 
“switching” frecuente. Se denominan h90 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 conseguirá una 
población con igual proporción de células h+ y h- capaces de cruzarse entre 
ellas. Existen cepas heterotálicas que tienen el sexo invariable de manera que 
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no son fértiles consigo mismas y sólo podrán cruzarse con cepas del sexo 
contrario.   

Cuando las condiciones del entorno cambian y las células detectan falta 
de nutrientes en el medio empieza la diferenciación celular que puede llevar a 
la formación de células en estado de latencia (G0 o fase estacionaria) o a la 
reproducción 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 mitótico. 

Por otra parte, si el déficit nutricional se produce en una población en la 
que están presentes los dos sexos (h+ y h-), se iniciará la reproducción sexual. 
Dos células de sexo opuesto se reconocerán mediante el sistema de 
comunicación de las feromonas. A continuación se producirá el “shmooing” 
consistente en la elongación de las células en dirección a la fuente emisora de 
feromonas del sexo contrario. Seguidamente las dos células se fusionarán, 
este proceso conocido como conjugación o “mating” producirá un zigoto. El 
zigoto es diploide y podría mantenerse en un ciclo mitótico 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 empezarán 
rápidamente la meiosis la cual culminará con la formación de un asco con 
cuatro esporas haploides en su interior. Las esporas germinarán y entrarán 
nuevamente en el ciclo mitótico cuando las condiciones ambientales lo 
permitan, cerrándose así el ciclo (Yamamoto et al. 1997) (Figura1). 

  
 

 
 
 
Figura 1.  Ciclo vital de S. pombe. 
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2. CICLO CELULAR VEGETATIVO 
 
 
El ciclo celular consiste en una fase de síntesis 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 están 
separadas por dos espacios o “gaps”: G1, entre la mitosis y la síntesis de DNA, 
y G2 después de la síntesis 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 óptimas.  

En S. pombe, a diferencia de otros organismos, la fase G1 es muy corta. 
Por otra parte, la citoquinesis está 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 población creciendo en 
ciclo mitótico 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 mitótico o empiezan la meiosis es conocido como Start. Esta decisión se 
produce al final de la fase G1 y el complejo MBF es el responsable. MBF (Mlu1-
binding factor), también conocido como DSC1 (DNA synthesis complex), se 
une a las cajas ACGCGT (Mlu1 cell cycle box) en la transición G1/S, 
induciendo la transcripción de genes necesarios para la replicación del DNA 
como: cdc22, cdc18, cig2, cdt1, rad21, suc22, rad11, ste9, mik1 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; Maqbool Z 2003; Yoshida et al. 2003).  
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El ciclo celular está regulado por los complejos ciclina-Cdk. Las ciclinas 
son proteínas cuya concentración oscila durante el ciclo celular, regulando así 
la actividad quinasa de la Cdk (cyclin-dependent kinase). Otra proteína que 
forma parte del complejo ciclina-Cdk, en S. pombe, es el adaptador Suc1. Esta 
proteína de 13 kDa ayuda a estabilizar el complejo y facilita la interacción y 
fosforilación de los sustratos (Patra and Dunphy 1998; Patra et al. 1999).  

En S. pombe la única Cdk es Cdc2 y se encarga de regular todo el ciclo 
celular. Su concentración durante todo el ciclo es invariable pero su actividad 
fluctúa debido a múltiples reguladores. La actividad de Cdc2 es necesaria para 
la transición G1-S pero el pico máximo 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 regulación de Cdc2 se consigue a 
través de las ciclinas, por fosforilación/defosforilación y mediante proteínas 
inhibidoras. 

 
 
 
2.1. Regulación de Cdc2 mediante las ciclinas 
 
 
La única ciclina esencial en S. pombe es Cdc13 (Fisher and Nurse 1996b; 

Martin-Castellanos et al. 1996). Su función es preparar la célula para la mitosis 
e impedir la repetición de otra fase S (Hayles et al. 1994). Esta ciclina de tipo B 
incrementa su concentración durante la fase G2 y disminuye durante la mitosis 
y la fase G1. La degradación de Cdc13 al final de la mitosis es importante para 
inhibir la actividad del complejo Cdc2-Cdc13, conocido como MPF (M-phase 
promoting factor). La degradación de Cdc13 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 transición G1-S son Cig1 y Cig2, y 
su función es promover el  inicio de la fase S. Estas ciclinas no son esenciales 
porque Cdc13 puede realizar su función en su ausencia (Fisher and Nurse 
1996a). El pico de actividad quinasa de Cig2-Cdc2 se produce en la transición 
G1/S. La falta de Cig2 alarga la fase G1 porque las células tienen problemas 
para iniciar la síntesis de DNA y tienden a conjugar y entrar en meiosis más 
rápido que las células silvestres (Connolly and Beach 1994). La transcripción 
de cig2 depende del complejo MBF. Cig2 se autoregula negativamente; 
mediante la fosforilación de MBF inhibe su propia transcripción (Ayte et al. 
2001). La degradación de Cig2 por proteolisis también está regulada por su 
dominio DB (Yamano et al. 2000).  

Cig1, por otra parte, aparece y tiene la actividad máxima durante la fase 
M aunque su función 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 degradación de las ciclinas (Bueno et al. 1991). Cig1 parece 
tener un papel menor en la regulación de la transición G1/S. Células 
delecionadas para cdc13 y cig2 son capaces de completar la fase S; mientras 
que la ausencia de cdc13, cig2 y cig1 simultáneamente impide la síntesis de 
DNA (Fisher and Nurse 1996a). Por otra parte, la doble deleción de cig1 y cig2 
alarga la fase G1 (Bueno et al. 1991; Connolly and Beach 1994).  
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Otra ciclina que interacciona con Cdc2 es Puc1. Su función consiste en 
acoplar la síntesis de DNA con el tamaño celular adecuado. La triple deleción 
cig1, cig2, puc1, tiene la fase G1 prolongada y las células se dividen a un 
tamaño mayor (Martin-Castellanos et al. 2000).  

 
 
 
2.2. Regulación de Cdc2 por fosforilación 
 
 
La fosforilación de la treonina 167 (T167) es imprescindible para la 

actividad quinasa de Cdc2.  Por otra parte la fosforilación de la tirosina 15 (Y15) 
produce complejos de Cdc2 inactivos (Gould and Nurse 1989). 

La fosforilación del residuo T167, en el T-loop, mejora la interacción entre 
la ciclina y Cdc2 y reordena el sitio de unión al sustrato. La fosforilación 
activadora de este residuo depende de la CAK (Cdk activating kinase). En S. 
pombe el complejo Crk1-Mcs2 es el responsable de la fosforilación del residuo 
T167 (Buck et al. 1995; Damagnez et al. 1995). Otra quinasa capaz de 
fosforilar el residuo activador de Cdc2 es Csk1 (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 defosforilación del residuo Y15 es imprescindible para la entrada en 
fase M (Gould and Nurse 1989). El checkpoint  de daño en el DNA impide la 
entrada en mitosis mediante la fosforilación de Cdc2 en el residuo Y15, esta 
fosforilación empieza a acumularse después de la transición G1-S (Hayles and 
Nurse 1995). Las quinasas responsables de la fosforilación inhibidora son Mik1 
y Wee1. La quinasa Wee1 también puede fosforilar Cdc2 en el residuo T14, 
inhibiendo así su actividad (Den Haese et al. 1995). En ausencia de estas 
quinasas no se inhibe la actividad de Cdc2 y las células sufren una catástrofe 
mitótica, ya que entran en fase M de forma descontrolada (Lundgren et al. 
1991). Mik1 no es esencial para el ciclo mitótico mientras que células sin Wee1 
presentan el fenotipo “wee”. Estas células se hacen mas pequeñas debido a la 
entrada prematura en mitosis (Gould and Nurse 1989).  

Cdc25 es la fosfatasa encargada de eliminar la fosforilación en Y15, 
permitiendo así 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 daño en el DNA inhiben 
su función 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-Cdc13 y Cdc2-Cig2 
durante la fase G1 (Moreno and Nurse 1994; Correa-Bordes and Nurse 1995; 
Benito et al. 1998). Rum1 no es esencial para el ciclo mitótico pero es 
imprescindible para el bloqueo en G1 previo a la entrada en meiosis. Por lo 
tanto células ∆rum1 son estériles (Moreno et al. 1994). Sobreexpresar Rum1 
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produce múltiples rondas de síntesis de DNA ya que la inhibición de los 
complejos ciclina-Cdk impide la entrada en fase-M, en un fenómeno conocido 
como endoreduplicación (Moreno and Nurse 1994; Benito et al. 1998). 

 
   
 
 
3. REPRODUCCIÓN SEXUAL 
 
 
Cuando las células de S. pombe detectan un déficit nutricional en el 

medio empiezan un programa de diferenciación que culminará con la formación 
de las esporas. Las esporas son las formas  de resistencia que permitirán 
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 conjugación 
de dos células de sexo opuesto. Una célula h+ y una h- deben reconocerse, 
acercarse y finalmente fusionarse. Mediante el sistema de comunicación de las 
feromonas se consigue la conjugación de las dos células. Este proceso, 
también conocido como “mating”, producirá un zigoto con un contenido de DNA 
de 2C. El zigoto puede crecer con un ciclo mitótico dipoide si las condiciones 
nutricionales mejoran en este punto del proceso, pero suelen ser muy 
inestables y entrarán rápidamente en meiosis si los niveles nutricionales siguen 
bajos. En primer lugar se producirá un bloqueo transitorio en G1 y 
seguidamente la replicación del DNA durante la fase S meiótica. A continuación 
dos divisiones nucleares consecutivas, meiosis I y meiosis II, y finalmente la 
esporulación. La meiosis culminará con la formación de un asco con cuatro 
esporas en su interior (Yamamoto et al. 1997).    

  
    
 
3.1. Regulación de la entrada en meiosis 
 
 
La falta de nutrientes en el medio es el factor determinante para la 

regulación de la entrada en meiosis. El factor más importante es la baja 
concentración de nitrógeno 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 vías encargadas de señalizar la falta de nutrientes son la ruta del 
cAMP, con la quinasa Pka1 como efector, y la cascada de las MAPK de estrés. 

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

-Bloqueo en G1: requisito indispensable para empezar la conjugación. 
-Inducción de ste11: factor de transcripción que juega un papel central en 

la regulación de la conjugación y la entrada en meiosis. 
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3.1.1. Bloqueo nutricional 
 
 
Para el bloqueo en G1 se requiere la inhibición de los complejos ciclina-

Cdk que inducen la síntesis 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 función y permitir la progresión de la fase S (Fisher 
and Nurse 1996a). 

En un primer momento el mRNA de Rum1 se estabiliza en ausencia de 
nitrógeno. En condiciones normales este RNA mensajero es muy inestable 
debido a su región 3’ UTR (untranslated region). Cuando baja el nitrógeno se 
estabiliza permitiendo la inhibición de los complejos ciclina-Cdk; así se 
consigue prolongar la fase G1 (Daga et al. 2003). Rum1 inhibe la actividad de 
los complejos ciclina-Cdc2 de dos maneras. Por una parte inhibe directamente 
el complejo ciclina-Cdk. Por otra parte, Rum1 facilita la degradación mediada 
por el APC (anaphase promoting complex), a través del adaptador Ste9 (Srw1) 
(Correa-Bordes and Nurse 1995). 

La bajada de nutrientes también induce la actividad del APC, con lo cual 
aumenta la degradación de las ciclinas Cig2 y Cdc13. Pka1 inhibe el APC; 
cuando los niveles de cAMP disminuyen baja la actividad de Pka1 y el APC se 
activa (Yanagida et al. 1999). 

Por otra parte, también se ha descrito que la traducción del mRNA de 
cig2, y en menor medida de cdc13, se reduce en ausencia de nitrógeno. La 
bajada en la traducción está mediada por Ded1. Este factor de traducción se 
inactiva debido a la falta de nitrógeno reduciendo la traducción de las ciclinas 
de tipo B  (Grallert et al. 2000). 

Finalmente el sistema de comunicación de las feromonas también 
contribuye al bloqueo en G1 (Davey and Nielsen 1994). La señal de la vía de 
las feromonas incrementa la degradación de Cig2 por el APC. La ausencia de 
Cig2  enlentece la fase G1 y esto facilita la inhibición de Cdc13-Cdc2 mediante 
Rum1. La mayoría de los genes regulados por Ste11 de la vía de las 
feromonas se transcriben en G1, de manera que el enlentecimineto de la fase 
G1 producido por la falta de nitrógeno facilita este bloqueo inducido por las 
feromonas (Stern and Nurse 1998).  

 
 
 
3.1.2. Ste11 
 
 
Ste11 es el factor de transcripción necesario para iniciar el programa de 

comunicación de las feromonas y para la entrada en meiosis. Ste11 se une a 
secuencias TR (T-rich box: TTTCTTTGTT) a través de su domino HMG-box 
(high movility group). Células ∆ste11 son estériles y esporulan incorrectamente, 
pero no tienen ningún defecto en el ciclo mitótico. La sobreexpresión de Ste11 
produce la entrada en meiosis de forma ectópica incluso en medio rico 
(Sugimoto et al. 1991). 

La transcripción de ste11 está regulada por la ruta de la Pka1, por las 
MAPK de estrés, por la vía de las feromonas y también se autoregula mediante 
una secuencia TR de su propio promotor, produciendo un “feedback” positivo. 
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Durante el ciclo mitótico Ste11 tiene unos niveles de expresión muy bajos 
y se localiza en el citoplasma de la célula. La quinasa Pat1 fosforila Ste11 en 
los residuos Thr173 y Ser128. Rad24 se une a Ste11 fosforilado impidiendo la 
localización nuclear. Así se consigue inactivar completamente Ste11 durante el 
crecimiento vegetativo anclándolo en el citoplasma (Kitamura et al. 2001). La 
limitación nutricional inicialmente y las feromonas a continuación inducen la 
transcripción y la localización nuclear de Ste11. La bajada de nutrientes 
aumenta la transcripción de ste11 iniciando el sistema de comunicación de las 
feromonas (Qin et al. 2003a). La vía de las feromonas a través de la MAPK 
Spk1 inhibirá Pat1 permitiendo la localización nuclear de Ste11. Spk1 también 
activa Ste11 mediante fosforilación (Kjaerulff et al. 2005a).  

Entre los genes que dependen de Ste11 se encuentran: 
-Los genes que definen el sexo: mat1-Pc y mat1-Mc. 
-Genes necesarios para la vía de las feromonas y el “mating”: mfm1, 
mfm2, mfm3, mam1, mam2, sxa2, map1, ste4, ste6 y fus1. 
-Genes involucrados en el inicio de la meiosis: Mat1-Pm, Mat1-Mm, mei2 
y rep1. 
  
 
 
3.1.2.1. Regulación de Ste11 por la vía de la PKA 
 
 
La ruta de la PKA (proteína quinasa dependiente de cAMP) detecta, 

señaliza 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 
señal activando Gpa2, subunidad Gα de la proteína G (Isshiki et al. 1992). Las 
subunidades Gβ y Gγ del complejo son Git5 y Git11 (Landry et al. 2000; Welton 
and Hoffman 2000; Landry and Hoffman 2001). Otro receptor 7TM, Stm1, 
podría ser un receptor de nitrógeno (Chung et al. 2001). La señal activadora 
finalmente se transmite a Cyr1 (adenilato ciclasa) responsable de la generación 
de cAMP. Pde1 es la fosfodiesterasa encargada de reducir los niveles de 
cAMP, regulando negativamente la actividad de Pka1. El cAMP se une y 
desplaza la subunidad reguladora de Pka1, Cgs1. Cuando se desacopla la 
subunidad reguladora se activa Pka1 (Maeda et al. 1994). La forma activa de 
Pka1 inhibe la transcripción de ste11  a través del factor de transcripción Rst2 
(factor de transcripción “zinc finger”) (Kunitomo et al. 2000). La fosforilación  por 
parte de Pka1 localiza Rst2 en el citoplasma impidiendo la transcripción de 
ste11 y fbp1 (fructosa 1,6 bifosfatasa, gen importante para la gluconeogénesis 
regulado por Pka1). Cuando se inactiva Pka1, Rst2 entra en el núcleo e induce 
la transcripción de ste11 y fbp1 a través de los motivos STREP (CCCCTC) 
(Higuchi et al. 2002). 

Deleciones en genes como cyr1 o pka1 producen células hiperféritles ya 
que tienen ste11 desreprimido. Estas células conjugan directamente con 
células del sexo opuesto incluso en medio rico. La deleción de gpa2 tiene los 
niveles de cAMP más 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 cgs1 o pde1 implica que los niveles de cAMP sean más 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 Pka1 permitiendo la transcripción de 
ste11. La expresión de Ste11 inicia el sistema de comunicación de la 
feromonas imprescindible para la conjugación y la entrada en meiosis.  

 
 
 
3.1.2.2. Regulación de Ste11 por la cascada de MAPK  de estrés 
 
 
Las bajas concentraciones de nutrientes en el medio también activan la 

vía de respuesta a estrés (Shiozaki and Russell 1995). La cascada está 
formada por las MAPKKK Wak1 y Win1 (Shieh et al. 1998), la MAPKK Wis1 y 
la MAPK Sty1 (Millar et al. 1995). La regulación de ste11 se produce por medio 
del factor de transcripción heterodimérico Atf1-Pcr1. Este heterodímero se une 
a los elementos CRE (cAMP response elements). ste11 tiene elementos CRE 
en su promotor, aunque la interacción directa de Atf1-Pcr1 en el promotor de 
ste11 no se ha demostrado. Sin embargo, la deleción de Atf1 impide la correcta 
transcripción de ste11 (Takeda et al. 1995). 

 
 

 
3.2. Sistema de comunicación por feromonas 
 
 
La vía de las feromonas permite a dos células de sexo diferente 

comunicarse, reconocerse y conjugar para formar un zigoto diploide que 
entrará en meiosis. El inicio del proceso está en el locus de mat1. Este locus 
contiene dos genes divergentes: uno controla la diferenciación sexual y la 
conjugación (mat1-Pc, en células h+, o mat1-Mc, en células h-), y el otro 
controla la entrada en meiosis (mat1-Pm, en células h+, o mat1-Mm, en células 
h-). La transcripción de los cuatro genes se induce en condiciones de pocos 
nutrientes y es dependiente de Ste11 (Willer et al. 1995b; Christensen et al. 
1997).  

Mat1-Mc es un factor de transcripción con un dominio HMG-box 
específico de células h-.  Este factor de transcripción no es capaz de inducir la 
transcripción de los genes por si solo. Mat1-Mc se une a un TR-box corto 
(CTTTGTT) y recluta Ste11 a los promotores de los genes. Ste11 es el 
responsable de activar la transcripción de los genes necesarios para el 
establecimiento de la vía de comunicación de las feromonas en una célula h- 

(Kjaerulff et al. 1997). 
La transcripción de los genes específicos de las células h+ depende del 

heterodímero formado por Mat1-Pc y Map1 (factor de transcripción de la familia 
MADS-box). Map1 también es necesario pero no imprescindible para la 
transcripción de genes específicos de las células h- (Nielsen et al. 1996). 

 
Genes del sistema de comunicación de las feromonas específicos de 

células h-: 
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-mfm1, mfm2, mfm3: genes que codifican para el factor-M (feromona de 
las células h-) (Davey 1992). 
-mam1: 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). 
-mam3: gen que codifica para la aglutinina específica de células h-. 
-mam4: expresa una proteína necesaria para la modificación 
postraduccional del factor-M (Imai et al. 1997). 
-sxa2: proteasa encargada de degradar el factor-P (Imai and Yamamoto 
1992). 
 
 
 Genes del sistema de comunicación de las feromonas específicos 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 específica de células h+.  
-sxa1: proteasa que degrada el factor-M (Imai and Yamamoto 1992). 
 
 
 
3.2.1. Producción de las feromonas 
 
 
El factor-M está codificado por tres genes redundantes: mfm1, mfm2 y 

mfm3. La proteína resultante es un nonapéptido que será modificado 
postraduccionalmente (Davey 1992). Concretamente la cisteína carboxiterminal 
será carboximetilada mediante Mam4 y S-farnesilada. Posteriormente la 
feromona madura será 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 proteína está 
codificada por el gen map2, el cual contiene cuatro repeticiones de 23 
aminoácidos flanqueadas por sitios reconocidos por la proteasa Krp1 (Davey et 
al. 1994; Imai and Yamamoto 1994). La proteasa liberará las cuatro copias que 
serán 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 
están acoplados a proteína G (Kitamura and Shimoda 1991). El receptor se une 
a la feromona y  transmite la señal a Gpa1, subunidad α de la proteína 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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proteína Gpa1, con GTP la proteína se activa transmitiendo así la señal. Rgs1 
es una GTPasa de Gpa1, actúa inhibiendo su actividad. Rgs1 es inducido por 
la vía de las feromonas de manera que se produce un “feedback” negativo 
(Pereira and Jones 2001).  

La cascada de MAPK se activa mediante Pak1 que transmite la señal de 
Gpa1 activo a Byr2. La MAPKKK de la cascada es Byr2. Byr1 es la MAPKK de 
la cascada y la MAPK es Spk1 (Neiman et al. 1993). El factor de transcripción 
activado por la cascada podría ser Ste11. Spk1  fosforila Ste11 en los residuos 
Thr305 y Thr317 activándolo. Spk1 también fosforila Pat1 inhibiéndola, de esta 
forma Ste11 puede localizarse en el núcleo donde desarrollará su actividad 
transcripcional (Kjaerulff et al. 2005a).  

La cascada de MAPK está regulada por Ras1. Esta proteína recibe 
señales del receptor de nutrientes Stm1. Ras1 unido a GTP es la forma activa e 
interacciona con Byr2 llevándolo a la membrana (Bauman et al. 1998). La 
actividad GTPasa de Ras1 convierte el GTP en GDP desactivándose. Para 
pasar de GTP a GDP se requiere Gap1 (GTPase activating protein). Ste6 es la 
GEF (guanine nucleotide exchange factor) de Ras1 (Hughes et al. 1990). Su 
función es intercambiar el GDP de Ras1 por un GTP. Ste6 depende de Ste11 
cuya transcripción se estimula de forma dependiente de feromonas 
produciéndose así un “feedback” positivo de la ruta (Hughes et al. 1990). 

rad24 y rad25 son genes homólogos a los genes de mamífero de la 
familia 14-3-3. Estos genes están involucrados en el control de los 
“checkpoints” y en la meiosis. Rad24 y Rad25 actúan regulando negativamente 
Byr2. Estas proteínas forman complejos con Byr2 impidiendo su translocación a 
la membrana. La sobreexpresión de estos genes reduce el “mating” y la 
esporulación mientras que las deleciones aumentan la fertilidad (Ozoe et al. 
2002).  

Ste4 es una proteína 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 transcripción Ste11 inducido por falta de nitrógeno regula 
positivamente la cascada de las MAPK activando la transcripción ste6 
(activador de Ras1) (Hughes et al. 1990)  y ste4 (Tu et al. 1997). 

 
 
 
3.2.3. Efectos de la vía 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 elongación de las células en dirección a la 
fuente de feromonas (“shmooing”) (Fukui et al. 1986). 

El primer signo de la estimulación por feromonas en un cultivo homotálico 
(h90) es la agregación celular mediada por las aglutininas. Este proceso evita 
que las posibles parejas de sexo opuesto se separen en un medio líquido. Las 
células h- empiezan el proceso directamente produciendo factor-M y la 
aglutinina Mam3. Pero las células h+ requieren la estimulación por el factor-M 
para producir el factor-P y su aglutinina Map4 (Yamamoto et al. 1997). 
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Cuando las células están agregadas se genera un centro organizador de 
microtúbulos (MTOC) en un extremo de la célula, este paso es importante para 
la posterior fusión celular (Petersen et al. 1998).  

Después de la aglutinación la pared celular de las dos células que van a 
fusionarse debe degradarse. Para este proceso es imprescindible Fus1 
(Petersen et al. 1998). Cdc13 y Cdc18 también son necesarios para la fusión 
celular (Kurahashi et al. 2002).  

El último paso es la cariogamia o fusión de los núcleos. Para este proceso 
son imprescindibles  los genes que codifican para las cadenas ligera y pesada 
de la dineina, dlc1 y dhc1 (Miki et al. 2002). Una vez completada la cariogamia  
el zigoto diploide podrá empezar la meiosis.  

Por lo que respecta a la expresión génica inducida por las feromonas: 
El factor-M induce la transcripción en una célula h+ de mat1-Pm.  
El factor-P controla la transcripción en una célula h- de sxa2 (proteasa del 

factor P) y mam3 (aglutinina). 
La vía de las feromonas también incrementa la transcripción de genes 

inicialmente inducidos en condiciones de falta de nutrientes como map2 (factor-
P), map4 (aglutinina), mam2 (receptor del factor-P), ste6 (intercambiador de 
nucleótidos de Ras1) y mat1-Mm. 

La ruta de las feromonas induce la expresión de Mat1-Mm y Mat1-Pm. 
Estos dos factores de transcripción son imprescindibles para la entrada en 
meiosis. Se requiere la presencia de los dos factores de transcripción en una 
misma célula para iniciar la transcripción 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 Mat1-Mm y Mat1-Pm, condición indispensable para la 
entrada en meiosis. 

 
 

 
3.3. La meiosis en S. pombe 

 
 

La meiosis permite a S. pombe  superar períodos en los que sería 
imposible la supervivencia de la célula. Mediante la formación de esporas como 
forma de resistencia  puede sobrevivir a condiciones ambientales adversas. La 
elevada recombinación que se produce durante la meiosis permite probar 
nuevas combinaciones de genes mejorando así la adaptación de la especie a 
largo plazo.     

En general, para la entrada en meiosis es imprescindible que la célula sea 
diploide, heterozigótica para el “mating type” y debe estar señalizando falta de 
nutrientes. Estas características se encuentran en los zigotos provinientes de la 
conjugación (meiosis zigótica) o en los diploides (meiosis azigótica); siempre 
que los niveles nutricionales del medio sean bajos.  

La meiosis empieza con un bloqueo transitorio en G1 del diploide. 
Posteriormente se produce la síntesis de DNA meiótica que culmina con un 
contenido de DNA celular 4C. Justo después de la replicación del DNA se 
produce la recombinación meiótica,  responsable de generar la variabilidad 
génica. A continuación empiezan dos divisiones nucleares consecutivas la 
meiosis I (MI) y la meiosis II (MII). En la MI, división reduccional, se separan los 
cromosomas homólogos. Esta división culmina con la formación de dos núcleos 
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con un contenido 2C de DNA. Durante la MII, división ecuacional, se separan 
las cromátidas hermanas y finaliza con cuatro núcleos en el interior de la célula, 
cada uno con un contenido 1C de DNA. Finalmente la esporulación completará 
el proceso con la formación de un asco con cuatro esporas haploides en su 
interior (Yamamoto et al. 1997) (Figura 3). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.  Progresión de la meiosis en S. pombe. 
 
 
 
3.3.1. Regulación transcripcional de la meiosis 
 
 
Diferentes factores de transcripción regulan los genes necesarios para las 

distinas fases de la meiosis generando oleadas de transcripción a lo largo de la 
meiosis (Mata et al. 2002): 

-Ste11: regula los genes de respuesta a cambios nutricionales. Inicia el 
sistema de comunicación de las feromonas y la entrada en meiosis. 

-Cdc10, Res2, Rep1: inducen los genes necesarios para la meiosis 
temprana (síntesis de DNA meiótica y recombinación). 

-Mei4: transcribe los genes involucrados en la meiosis media. Mei4 es un 
factor de transcripción de tipo “forkhead” imprescindible para completar la 
meiosis I (Horie et al. 1998). Este factor de transcripción de 53 kDa tiene el 
dominio “forkhead” en el extremo N-terminal, mediante el cual se une a las 
cajas FLEX (GTAAACACAAACA) regulando la transcripción 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 transcripción de los genes: mde1-10 (Mei4 
dependent gens), rem1, mes1, spo3, spo4 y spo6. Células sin Mei4 son 
capaces de realizar la síntesis de DNA meiótica pero se quedan bloqueadas 
antes de finalizar la meiosis I, con un solo núcleo.  

-Atf21, Atf31: factores de transcripción de la meiosis tardía y la 
esporulación. Regulan un 55% de los genes implicados en completar la 
meiosis; entre los cuales se encuentran: genes encargados de la regulación del 
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ciclo celular (wee1 y ste6), genes implicados en la síntesis 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 

activación de esta proteína está muy finamente regulada a través de varios 
factores. La transcripción de mei2 depende de Ste11. Por otra parte, la quinasa 
Pat1 inhibe la actividad de Mei2; con lo que la inactivación de Pat1 es 
indispensable para iniciar la meiosis. La inactivación de Pat1 depende de Mei3 
y la expresión de Mei3, a su vez, depende de los factores de transcripción 
Mat1-Mm y Mat1-Pm. Estos factores de transcripción sólo se transcriben 
simultáneamente en un diploide. De manera que únicamente en un diploide 
(h+/h-) se producirá la entrada en meiosis. (Willer et al. 1995a) (Figura 4).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.  Inicio de la meiosis en S. pombe. 
 
 
 
3.3.2.1. La quinasa Pat1 
 
 
Pat1 es una Ser/Thr quinasa tiene un papel clave en la regulación de la 

entrada en meiosis (Beach et al. 1985). Durante el ciclo vegetativo impide la 
entrada en meiosis mediante la fosforilación de Ste11, factor de transcripción 
de mei2, inactivándolo parcialmente. Ste11 es fosforilado en los residuos 
Thr173 y Ser218 (Li and McLeod 1996). Rad24 se une a Ste11 fosforilado 
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impidiendo su localización nuclear (Kitamura et al. 2001; Qin et al. 2003b). Pat1 
también fosforila Mei2 inactivándolo completamente durante el ciclo mitótico 
(Watanabe et al. 1997). Para la entrada en meiosis se requiere la inactivación 
total de Pat1.  Mediante la  vía de las feromonas se consigue una inhibición 
parcial de Pat1. Spk1 fosforila Pat1 inhibiéndola y a Ste11 activándolo (Kjaerulff 
et al. 2005b). La inactivación definitiva depende de mei3. Mei3 es un 
pseudosustrato de Pat1 que actúa inhibiendo su actividad; se une al sitio 
catalítico impidiendo la fosforilación de sus sustratos (Li and McLeod 1996). 
Para la transcripción de mei3 son necesarios los factores de transcripción 
Mat1-Mm y Mat1-Pm, con lo cual la expresión de Mei3 requiere la previa 
conjugación de dos células de sexo opuesto (McLeod et al. 1987; Willer et al. 
1995a).  

Está descrita una mutación puntual en Pat1 (pat1-114) que la hace 
termosensible, o sea se inactiva a temperaturas altas. Células pat1-114 
realizan una meiosis ectópica incluso en células haploides, cuando la 
temperatura es superior a los 34,5°C. Por lo tanto la inactivación de Pat1 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 

proteína tiene tres dominios RRM (RNA recognition motif) de unión a RNA. La 
transcripción de mei2 depende de Ste11 y su actividad está regulada por Pat1. 
Esta quinasa fosforila los residuos Ser438 y Thr527 de Mei2. La fosforilación 
permite la unión de Rad24 a Mei2 impidiendo así la interacción con meiRNA y 
su localización 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). Pat1 también fosforila Ste11, factor de transcripción de Mei2, 
impidiendo parcialmente su actividad. Cuando en el diploide se expresa Mei3, 
provoca la inactivación de Pat1 y entonces Mei2 puede inducir la entrada en 
meiosis.   

La actividad de Mei2 es necesaria para iniciar la fase de síntesis de DNA 
meiótica y para la meiosis I. Para el inicio de la fase S meiótica Mei2 debe 
interaccionar con un RNA para ser transportado al núcleo. Para completar la 
MI, Mei2 se une al meiRNA codificado por sme2. El gen sme2 es muy pequeño 
y tiene solo pequeños ORF (open reading frame) de manera que sólo codifica 
para un RNA, conocido como meiRNA. Células sin sme2 no pueden completar 
la meiosis I. Mei2 se detecta en un punto del núcleo al inicio de la meiosis I 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 transcripción 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 podría explicar la importancia de este punto para   
la meiosis. Para este mecanismo es importante Mmi1, proteína implicada en la 
degradación de mRNAs de genes meióticos. Los RNAs mensajeros de genes 
como mei4, meu1, meu2, meu26 y spo5, entre otros, son degradados 
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activamente a través de Mmi1 durante el ciclo vegetativo. Cuando la célula 
entra en meiosis, Mmi1 es reclutada al punto de Mei2 impidiendo así su 
actividad; de esta manera los mRNAs de estos genes necesarios para la 
meiosis se estabilizan permitiendo la entrada en meiosis (MASAYUKI 
YAMAMOTO 2006). 

 
 

 
3.3.3. Síntesis de DNA meiótica 
 
 
La síntesis de DNA meiótica en un diploide empieza después del bloqueo 

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

El inicio de la fase S meiótica también está regulado de forma 
independiente de Mei2 a través del complejo formado por Rep1, Cdc10 y Res2. 
Durante el ciclo mitótico, el complejo MBF (también conocido como DSC1) 
transcribe genes imprescindibles para la fase S mitótica (Lowndes et al. 1992; 
Ayte 1995). Este complejo está formado por Rep2, Cdc10, Res1 y Res2.  Como 
consecuencia de la falta de nitrógeno el complejo MBF sufre algunos cambios 
que permitirán la entrada en fase S meiótica. Por una parte Res1 desaparece 
del complejo (Ayte et al. 1997). Por otra parte Rep1, cuya transcripción 
depende de Ste11, sustituye a Rep2 (Nakashima et al. 1995). La transcripción 
de res2 también se induce durante la meiosis. El complejo iniciador de la 
síntesis meiótica de DNA queda formado por Rep1, Cdc10 y Res2 (Cunliffe et 
al. 2004). Este complejo es el responsable de la transcripción de genes 
necesarios para la replicación del DNA (cdc22 y cdc18), genes para la 
recombinación meiótica (rec6, rec7, rec8, rec10, rec11, rec12 y rec15) (Lin et 
al. 1992; Lin and Smith 1994; Lin and Smith 1995), y genes necesarios para la 
entrada en meiosis del locus mat1 (mat1-Mc, mat1-Pc, mat1-Mm y mat1-Pm) 
(Ayte et al. 1997).     

 
 
 
3.3.4. Recombinación meiótica  

 
 
La frecuencia de recombinación meiótica es entre cien y mil veces 

superior a la recombinación mitótica. Esta elevada recombinación meiótica 
depende principalmente de los genes conocidos como rec y la transcripción de 
estos genes depende del complejo formado por Rep1, Cdc10 y Res2 a través 
de las cajas MCB.  

La correcta recombinación meiótica en S. pombe depende principalmente 
de los siguientes procesos: 

En primer lugar la vía responsable de generar roturas en el DNA (DSB: 
double strand breaks), procesamiento y reparación de estas roturas, durante la 
meiosis. Genes implicados en este proceso cuyas deleciones presentan niveles 
bajos de recombinación son rec6, rec7, rec12, rec14 y rec15.  
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rec6 es un gen que se expresa durante la fase S meiótica y su función 
está relacionada con la formación de DSB en las fases iniciales de la meiosis 
(Lin and Smith 1994). 

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

Rec12 es una proteína meiótica y tiene homología con la subunidad 
catalítica de la topoisomerasa de tipo VI. Esta proteína es necesaria para la 
formación de DSB específicos de meiosis. De esta manera Rec12, homólogo 
del gen de S. cerevisae Spo11, sería el responsable del inicio de la 
recombinación. Sin Rec12 las células presentan niveles de recombinación 
meiótica parecidos a los detectados en ciclo mitótico (Farah et al. 2005).  

El gen rec14 codifica para una proteína de 302 aminoácidos que tiene 
seis dominios WD. Se expresa también durante el ciclo mitótico aunque su 
ausencia solo presenta fenotipo en la recombinación meiótica. Se cree que 
puede ser un homólogo funcional del gen de S. cerevisae rec103 (Evans et al. 
1997). 

La deleción de rec15 presenta un fenotipo que incluye malformación de 
los ascos, baja viabilidad de las esporas, una drástica reducción en la 
recombinación meiótica y una prematura aparición de los procesos iniciales de 
la meiosis (síntesis de DNA, “horse-tail movement” y meiosis I) (Doll et al. 
2005). 

Rec8 y Rec11 son cohesinas específicas de meiosis. Estas cohesinas a 
parte de su función en la segregación cromosómica meiótica son necesarias 
para la correcta recombinación; permitiendo la formación de DSB por parte de 
Rec12 en determinadas zonas (Ellermeier and Smith 2005). Las deleciones en 
rec8 y rec11 presentan una baja recombinación especialmente en zonas 
próximas a los centrómeros (Molnar et al. 2003a). 

Otra característica de la meiosis en S. pombe es la ausencia del complejo 
sináptico (SC). En su lugar aparecen unos elementos lineales (LE: linial 
elements) que realizan su función  (Olson et al. 1978; Hirata and Tanaka 1982). 
Estos elementos se forman justo después de la síntesis de DNA y su función es 
mantener la unión entre las cromátidas hermanas, el mantenimiento del 
quiasma, el apareamiento de los cromosomas homólogos y permitir la 
recombinación (Bähler et al. 1993). Células deficientes en la correcta formación 
de los elementos lineales tienen bajos niveles de recombinación y problemas 
en el apareamiento de los cromosomas homólogos (Molnar et al. 2003b). La 
falta de Rec10 y Rep1 (Rec16) impide que las células puedan formar los 
elementos lineales y la recombinación está severamente afectada (Molnar et al. 
2003a). 

Rec10 es una proteína relacionada con la proteína de S. cerevisae Red1. 
Se localiza en los elementos liniales y su ausencia impide la formación de estos 
LE (Lorenz et al. 2004). Rec10 permite la formación de DSB por parte de 
Rec12 (Ellermeier and Smith 2005). 

rep1 (rec16) codifica para un factor de transcripción con un dominio “zinc 
finger” responsable de la transcripción de genes de la meiosis temprana (Ding 
and Smith 1998). Entre otros induce la transcripción de genes involucrados en 
la recombinación como rec6, rec7, rec8, rec10, rec11, rec12 y rec14. 
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Otro proceso implicado en la recombinación específico de S. pombe se 
conoce como “horse-tail movement”. Después de la síntesis de DNA meiótica el 
núcleo realiza unos movimientos conocidos como “horse-tail movement” 
(Robinow 1977). El núcleo se desplaza de un extremo al otro de la célula 
dirigido por los microtúbulos (Chikashige et al. 1997). Al inicio de la profase, los 
cromosomas se unen a través de los telómeros al SPB (spindle pole body) y en 
un segundo paso los centrómeros se desenganchan. Este movimiento de los 
cromosomas unidos por sus extremos ayuda al apareamiento, la 
recombinación y la  correcta segregación de los cromosomas homólogos. La 
deleción de genes necesarios para este proceso reduce la recombinación. 
Taz1 es una proteína de unión a los telómeros, Kms1 es necesaria para 
agrupar los telómeros y para el correcto “horse-tail movement” (Cooper et al. 
1998; Nimmo et al. 1998) y Dhc1 es la cadena pesada de la dineina 
responsable del movimiento a través de los microtúbulos (Yamamoto et al. 
1999). La falta de estas proteínas involucradas en el “horse-tail movement” 
produce una bajada de entre dos y diez veces de los niveles de recombinación 
normales. 

 
 
 
3.3.5. Meiosis I 
 
 
La meiosis I es conocida como división reduccional. Durante esta división 

se produce la separación de los cromosomas homólogos. Cada cromosoma 
homólogo contiene las de dos cromátidas hermanas duplicadas durante la 
replicación. El proceso culminará con la formación de dos núcleos en el interior 
de las células, con un contenido 2C de DNA cada núcleo (Figura 5). 

Durante la profase I se produce el “horse-tail movement” que facilitará el 
apareamiento y la segregación de los cromosomas durante la meiosis I. A 
continuación el SPB se duplica, ensamblándose seguidamente el spindle 
meiótico.  

En la metafase se ordenan los cromosomas en el huso meiótico. El 
APC/C (anaphase promoting complex) es el responsable del inicio de la 
anafase I. Este complejo se activa cuando el “checkpoint del spindle” determina 
que los cromosomas están correctamente alineados y puede empezar la 
anafase. El APC/C activo es el responsable de la degradación de Cdc13 por 
proteolisis. Esta degradación reduce la actividad quinasa del complejo MPF 
(Cdc2-Cdc13), condición necesaria para empezar la anafase I (Chang et al. 
2001). La actividad del complejo MPF no desaparece completamente debido a 
la presencia de Mes1. Esta proteína impide la completa degradación de Cdc13, 
permitiendo la actividad del complejo MPF necesaria para iniciar la meiosis II 
(Izawa et al. 2005). 
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A                     meiosis                                   B                 mitosis 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
Figura 5.  Segregación de los cromosomas durante la meiosis (A) y la 

mitosis (B) en S. pombe. A. Segregación de los cromosomas homólogos 
durante la meiosis I, división reduccional, y posterior segregación de las 
cromátidas hermanas durante la meiosis II, división ecuacional. B. Segregación 
de las cromátidas hermanas durante la mitosis.  
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Durante la anafase I se produce la separación de los cromosomas 
homólogos hacia los extremos del SPB. Las cromátidas hermanas se 
mantienen unidas gracias a las cohesinas. Las cohesinas son complejos 
proteicos encargados de mantener las cromátidas hermanas unidas hasta el 
momento de la segregación, durante la profase las cohesinas de los brazos de 
los cromosomas se desenganchan pero las del centrómero permanecen unidas 
hasta la anafase (Waizenegger et al. 2000). Las cohesinas mitóticas contienen  
en el complejo Rad21, Psm1, Psm3 y Psc3 (Gruber et al. 2003). Durante la 
metafase mitótica los microtúbulos del SPB se unen a las cromátidas 
hermanas, en este momento se inactiva el “checkpoint  del spindle” y el APC/C 
se activa. El APC/C activo proteolizará la securina liberando así la separasa . 
La degradación de Rad21 por la separasa al inicio de la anafase mitótica 
permite la liberación de la cohesina del centrómero y la separación de las 
cromátidas hermanas. Las cohesinas meióticas contienen Rec8 en lugar de 
Rad21. Rec8 no se degrada durante la meiosis I y así se mantienen las 
cromátidas hermanas unidas hasta la segunda división meiótica (Watanabe 
and Nurse 1999). La protección de la cohesina se consigue gracias a Sgo1. 
Sgo1 recluta al centrómero PP2A (protein phosphatase 2A) protegiendo así la 
cohesina (Kitajima et al. 2004). Cdc5 (polo kinase) es responsable de fosforilar 
Rec8, marcándolo para ser sustrato de la separasa. Sgo1 impide la 
degradación de Rec8 eliminando la fosforilación por medio de PP2A (Kitajima 
et al. 2006; Riedel et al. 2006).  
 

 
 

3.3.6. Meiosis II 
 
 
Durante la división meiótica ecuacional se separan las cromátidas 

hermanas. Esta división meiótica es muy parecida a la división mitótica. Los 
dos núcleos producidos durante la meiosis I se dividen de forma sincrónica de 
manera que se generaran cuatro núcleos con un contenido 1C de DNA (Figura 
5).  

Para completar la meiosis II es imprescindible la presencia de Mes1. La 
transcripción de este gen se activa entre la MI y la MII (Mata et al. 2002) de 
forma dependiente de Mei4. Cepas delecionadas para mes1 no son capaces 
de completar la MII y se bloquean con dos núcleos en su interior (Shimoda et 
al. 1985). Mes1 permite la entrada en meiosis II impidiendo la degradación de 
la ciclina Cdc13 por el complejo APC/C. Este complejo promueve la entrada en 
anafase proteolisando Cdc13, de manera que disminuye la actividad de MPF. 
Mes1 se une a Slp1 (regulador del APC/C) impidiendo la degradación de 
Cdc13 (Izawa et al. 2005). La actividad del complejo MPF es necesaria para el 
inicio de la meiosis II. Posteriormente la actividad desaparecerá 
completamente, debido a la proteolisis de Cdc13, para permitir la progresión de 
la anafase II.  

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

Spo4 es una quinasa necesaria para completar la meiosis II. Células sin 
Spo4 se quedan bloqueadas con dos núcleos. Esta quinasa tiene homología 
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con Cdc7, quinasa implicada en la replicación del DNA activada por la 
subunidad reguladora Dbf4. Spo6 también es necesario para completar la 
meiosis II. Esta proteína es la subunidad reguladora de Spo4 y su función es 
potenciar su actividad. La deleción de este gen produce un bloqueo antes de 
finalizar la meiosis II (Nakamura et al. 2002). Otro gen importante para 
completar la meiosis II es spo5. Células sin este gen se bloquean con dos 
núcleos, antes de finalizar la meiosis II. Spo5 es una proteína de 62,5 KDa con 
dos dominios de unión a RNA, RRM. 

 
 

 
3.3.7. Esporulación 
 
 
Mediante este proceso se conseguirá la formación de las cuatro esporas 

haploides dentro del asco. Las esporas son formas de resistencia 
metabólicamente inhertes y con alta tolerancia a estreses ambientales fuertes.  

La esporulación empieza con la formación de nueva membrana la cual 
envolverá simultáneamente los cuatro núcleos formados durante las divisiones 
meióticas. La membrana empieza a formarse al final de la metafase II alrededor 
del SPB. A continuación se expande mediante la fusión de vesículas hasta 
envolver completamente el núcleo, formando la preespora. Finalmente el 
espacio que queda entre el núcleo y la membrana se rellena con materiales de 
pared celular, principalmente lípidos y polisacáridos. Cuando las esporas ya 
están maduras se autolisa la pared del asco y se liberan las cuatro esporas. 

Spo13 y Spo15 se localizan en el SPB y su ausencia implica una mala 
estructura del SPB durante MII; como consecuencia células sin estos genes no 
forman esporas. Spo15 es el responsable de reclutar Spo13 al SPB y se 
transcribe de forma constitutiva. La proteína Spo13 aparece solo después de la 
primera división meiótica y desaparece justo después de la meiosis II, parece 
tener un papel central en la esporulación ligando el final de la MII con el inicio 
de la esporulación (Ikemoto et al. 2000).  

Otros genes importantes para la correcta esporulación son spo3 y psy1. 
Spo3 es una proteína con un “membrane-spanning domain” en el extremo N-
terminal, su transcripción es dependiente de Mei4 y aparece sólo durante la 
formación de las esporas. Células carentes de Spo3 no pueden formar esporas 
y acumulan vesículas, estas células tienen problemas para fusionar las 
vesículas a la membrana de la preespora. Psy1 también tiene su función en la 
fusión de vesículas en la nueva membrana. Este gen se transcribe 
constitutivamente pero se induce transcripcionalmente durante la meiosis. La 
proteína Psy1 tiene un “membrane-spanning domain” en la región C-terminal y 
dos regiones “αhelical coiled-coil”. Se localiza normalmente en la membrana 
plasmática pero después de la meiosis I se desplaza a la nueva membrana en 
formación (Nakamura et al. 2001). 

Spo14 y Spo20 están involucraos en el tráfico de vesículas y su ausencia 
impide la correcta esporulación. La deleción de spo14 es letal pero se ha 
descrito una mutación puntual que tiene problemas específicamente en la 
esporulación (d'Enfert et al. 1992). spo14 es homólogo al gen de S. Cerevisae 
sec12 (intercambiador GDP/GTP de Sar1). Sec12 y Sar1 son imprescindibles 
para el tráfico de vesículas entre el retículo endoplasmático y el golgi 
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(Nakamura-Kubo et al. 2003). Cepas sin Spo20 tienen esporas con formas 
raras y más pequeñas de lo normal. spo20 es homólogo al gen de S. Cerevisae 
sec14 que codifica para fosfatidil colina/fosfatidil inositol transfer, esencial para 
la formación de vesículas en el golgi (Bankaitis et al. 1989).  

El correcto funcionamiento de la vía de generación, transporte y fusión de 
vesículas es esencial para la esporulación. 

Para la formación de la pared son necesarios genes implicados en la 
síntesis de polisacáridos. bgs2 es un gen que codifica para la 1,3-β-glucan 
sintasa cuya actividad es necesaria para la síntesis de del β-glucan (Martin et 
al. 2000). Por otra parte chs1 codifica para la chitina sintasa específica de 
esporulación, requerida para la producción de chitina durante la maduración de 
la espora (Arellano et al. 2000).  

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

 
 

 
3.3.8. Germinación 
 
 
Cuando las esporas se encuentran en un entorno favorable para el 

crecimiento vegetativo se produce la germinación. 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 Pka1 y se inicia la 
germinación (Hatanaka and Shimoda 2001).  

Como consecuencia de la germinación la pared de las esporas sufre 
cambios estructurales que implican la perdida de resistencia a los disolventes 
orgánicos. Posteriormente las células se expandirán y a continuación 
empezarán el crecimiento polarizado. Después de la septación entrarán en el 
ciclo vegetativo normal. A 30°C la germinación tarda dos horas y diez horas 
después del inicio del proceso se produce la primera replicación del DNA. La 
transición G0-G1 es larga porque primero las células deben conseguir el 
tamaño correcto para entrar en fase S. 
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3.4. Ciclinas meióticas 
 
 
La actividad quinasa de los complejos ciclina-Cdc2 es necesaria para 

realizar la fase S meiótica, la meiosis I y la meiosis II. La regulación de la 
actividad quinasa de Cdc2 durante la meiosis depende de las ciclinas Cig2 y 
Cdc13 y de la fosforilación inhibidora del residuo Y15.  

Cig2 es la ciclina que regula Cdc2 durante la fase S meiótica. Cig2 se 
expresa durante la síntesis de DNA meiótica y posteriormente tiene otro pico de 
expresión entre la meiosis I y la meiosis II. La regulación transcripcional de cig2 
durante la meiosis depende del complejo Rep1, Res2, Cdc10 para la fase S 
meiótica y de Mei4 para el segundo pico de expresión. La transcripción 
dependiente de Mei4 produce un RNA mensajero de distinto tamaño debido a 
la utilización de un tsp (transcription start point) alternativo. La degradación de 
Cig2  por proteolisis está regulada por el dominio DB (Borgne et al. 2002). 

La otra ciclina que regula la actividad quinasa de Cdc2 durante la meiosis 
es Cdc13. Esta ciclina forma con Cdc2 el complejo MPF necesario para iniciar 
la meiosis I y la meiosis II. Para empezar la anafase I la actividad quinasa de 
Cdc2 debe disminuir, esto se consigue proteolizando Cdc13 mediante el 
complejo APC/C. La presencia de Mes1 es importante para evitar la 
degradación total de Cdc13 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 II se degradará definitivamente Cdc13 por 
medio del APC/C, permitiendo la correcta finalización de la meiosis.   

La actividad quinasa de los complejos ciclina-Cdk meióticos está inhibida 
por fosforilación entre la fase S meiótica y la meiosis I; debido la fosforilación 
del residuo Y15, Cdc2 está inactiva durante este periodo (Borgne et al. 2002). 
El “checkpoint” de daño en el DNA inhibe la fosfatasa Cdc25 y activa las 
quinasas Wee1 y Mik1. Al inicio de la meiosis I Cdc25 elimina la fosforilación 
inhibidora de Cdc2, permitiendo la actividad del complejo MPF. La actividad de 
Cdc25 también es necesaria para empezar la segunda división meiótica 
(Murakami and Nurse 2000).  
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4. REGULACIÓN DEL SPLICING EN S. pombe 
 

 
El splicing consiste en la eliminación de los intrones de un pre-mRNA  

para poder traducir correctamente la proteína. Este procesamiento del mRNA 
depende del spliceosoma formado por cinco snRNAs (small nuclear RNAs: U1, 
U2, U4, U5, U6) y más de ochenta proteínas (Burge et al. 1998). Un 40% de los 
genes de S. pombe tiene intrones, muchos de los cuales tienen múltiples 
intrones. Las secuencias que definen estos intrones son (Burge et al. 1998):  

-la secuencia 5’ss (splicing site): GUAA/UGU. 
-la secuencia 3’ ss: YAG. 
-el “branchpoint”: CURAY.  
En S. pombe la distancia entre el “branchpoint” y la secuencia 3’ss es 

corta, once nucleótidos de media, y un 75% de los intrones tienen una región 
rica en pirimidinas (Prabhala et al. 1992).  

Para procesar el pre-mRNA y eliminar los intrones se requieren dos 
reacciones de transesterificación secuenciales. Primero el mRNA es 
reconocido por el snRNP U1, el RNA de U1 reconoce y se une a la región 5’ss. 
A continuación se forma el prespliceosoma mediante la unión del snRNP U2 al 
“branchpoint”. El spliceosoma se completa con la incorporación del complejo 
U4/U6.U5 (tri-snRNP). Este complejo se forma inicialmente por la unión de U4 
con U6 por reconocimiento de secuencia; seguidamente se une U5 mediante 
interacciones proteína-proteína. Posteriomente el spliceosoma debe 
reorganizarse para conseguir la actividad catalítica. El snRNP U1 se 
desengancha del 5’ss y en su lugar interacciona el U6. A continuación el 
complejo U5 interacciona con secuencias exónicas. También desaparece la 
interacción entre el snRNP U4 y el U6 permitiendo la unión entre el U2 y el U6. 
Estos cambios consiguen la formación de un complejo U2/U6 catalíticamente 
activo el cual producirá las dos reacciones de transesterificación (Burge et al. 
1998) (Figura 6). 

                 
 
                  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

Figura 6.  premRNA splicing. 
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Las funciones de reconocimiento de secuencia y las funciones catalíticas 
del spliceosoma son realizadas básicamente por los snRNA pero las proteínas 
del spliceosoma también realizan funciones importantes.  

Muchos factores de splicing han sido identificados en S. pombe mediante 
screenings: prp1, prp2, prp3 (pre-mRNA processing), (Potashkin et al. 1989), 
prp4 (Rosenberg et al. 1991), prp5-prp14, cdc5 (McDonald et al. 1999), dsk1, 
prp13/spp13 (Bishop et al. 2000), spp42 (Kuhn and Kaufer 2003), bbp1, prp10, 
uap2, U2AF23 (McKinney et al. 1997; Gozani et al. 1998)  

prp2 codifica para la proteína homóloga a la subunidad grande de 
mamífero del factor auxiliar del snRNP U2 (U2AF65). Esta proteína de S. pombe 
se conoce como U2AF59 (Potashkin et al. 1993). El complejo U2AF está 
involucrado en el reconocimiento de la secuencia 3’ss. U2AF se une a la región 
rica en pirimidinas mediante los dominios RRM facilitando la interacción del 
snRNP U2 con el “branchpoint” (Zamore and Green 1989). 

Prp4 es una Ser/Thr quinasa involucrada en el premRNA splicing (Alahari 
et al. 1993). Está descrito que esta quinasa interacciona con Spp42, aunque no 
se ha demostrado la fosforilación. Se cree que Prp4 juega un papel importante 
en la regulación del spliceosoma a través de factores de splicing como Cdc5, 
Prp1, Prp5 y Prp10. Prp4 fosforila Prp1 in vivo (Schwelnus et al. 2001) y las 
proteínas de la familia SR: Srp1 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 intervención 
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 regulación 
del splicing aun está por determinar.  

Prp12 es un homólogo del factor de splicing humano asociado al snRNP 
U2 (SF3b130); Rse1 en S. cerevisae (Habara et al. 2001). 

Prp31/Spp13 tiene homología con el factor de splicing humano PRP31, 
importante para la formación del complejo tri-snRNP y para la activación del 
spliceosoma (Kuhn et al. 2002; Makarova et al. 2002). 

Spp42 coordina muchas actividades de reorganización del RNA durante el 
ensamblaje y la activación del spliceosoma (Kuhn and Kaufer 2003), (Umen 
and Guthrie 1996). Esta proteína forma parte del U5 snRNP. También tiene 
importancia después de la primera transesterificación organizando procesos 
que llevarán a la segunda reacción de transesterificación (Collins and Guthrie 
1999; Siatecka et al. 1999).  

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

Srp1 y Srp2 también tiene un papel importante durante el splicing (Gross 
et al. 1998; Lutzelberger et al. 1999). Estas proteínas de la familia SR se 
caracterizan por tener dos dominios RBD (RNA binding domain) de unión a 
RNA y una región C-terminal rica en dipéptidos arginina-serina. Srp1 parece 
intervenir en la formación del spliceosoma (Gross et al. 1998). Se ha descrito la 
interacción entre Srp1 y Srp2 modulada por fosforilación. La fosforilación por 
parte de Dsk1 de estas proteínas inhibe su interacción (Tang et al. 2002). Las 
proteínas SR de mamíferos se regulan por fosforilación y juegan un papel 
importante en el splicing alternativo.  
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Este trabajo consiste en la caracterización de la ciclina específica de 
meiosis Rem1, en S. pombe: 

Se pretendía estudiar la función de esta nueva ciclina durante la meiosis: 
Inicialmente nos centramos en el estudio del patrón de transcripción y 
expresión, así como su regulación. También se quiso analizar el fenotipo de la 
deleción y la sobreexpresión, determinar posibles interacciones genéticas con 
otras ciclinas meióticas y sus funciones durante la progresión meiótica.  
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1. Rem1 ES UNA CICLINA MEIÓTICA 
 

1.1. La ciclina Rem1 
 
 
El objetivo inicial de este trabajo fue buscar nuevas ciclinas en 

Schizosaccharomyces pombe que regulasen la transición G1/S. El hecho que 
la deleción de las ciclinas que regulan la transición G1/S (cig1 y cig2) no impida 
la replicación del DNA (introducción apartado 2.1) podía indicar que otra ciclina 
era capaz de realizar esta función. Con este objetivo se buscaron en el genoma 
de S. pombe secuencias que codificaran para posibles ciclinas de tipo B. De 
esta forma se encontró y posteriormente se clonó rem1 (SPBC16E9.17c). 

Rem1 (required for entry into meiosis) es una nueva ciclina de tipo B que 
tiene una elevada homología con las otras ciclinas de tipo B de S. pombe: 
Cdc13, Cig1 y Cig2 (Figura 1 A). El gen rem1 consta de dos exones y un intrón. 
Rem1 tiene un dominio ciclina codificado en el segundo exón donde reside la 
elevada homología con las otras ciclinas de tipo B. En el primer exón se 
encuentra un dominio DB (destruction box) el cual regula la degradación de la 
ciclina mediada por el proteasoma (introducción apartado 2.1) (Figura 1 B).  

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

 
 
 
        A 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
         B 

 
 
 
C 
 
 

 
Figura 1.  La ciclina Rem1. A. Alineamiento del dominio ciclina de Rem1 

con las otras ciclinas de tipo B de S. pombe. B. Estructura del gen rem1. Se 
indican la situación del dominio DB (destruction box) y el dominio ciclina. C. 
Secuencia del dominio DB de Rem1 comparada con la secuencia DB 
consensus. 
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1.2. Rem1 es una proteína nuclear 
 
 
En primer lugar, para empezar la caracterización de la ciclina Rem1 

quisimos determinar su localización celular. Para ello se fusionó la secuencia 
que codifica para la proteína GFP (green fluorescent protein) al final del gen de 
rem1 en su propio locus (cepa JA82). Esta cepa permite expresar la proteína 
de fusión Rem1-GFP. Mediante miscroscopía de fluorescencia podemos 
observar la fluorescencia emitida por la proteína GFP, la cual nos indica donde 
se localiza Rem1-GFP. Los resultados obtenidos indican que Rem1 es una 
proteína nuclear (Figura 2).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.  La proteína de fusión Rem1-GFP tiene localización nuclear. En 

el panel de la derecha se observa la fluorescencia emitida por Rem1-GFP, en 
la cepa JA82 que expresa la proteína de fusión Rem1-GFP. En el panel de la 
izquierda las mismas células observadas con luz visible. 

 
 

 
1.3. La expresión de Rem1 durante el ciclo vegetati vo es tóxica para 

la célula 
 
 
Con el objetivo de profundizar en el estudio de Rem1 decidimos analizar 

el fenotipo de la sobreexpresión durante el ciclo mitótico. Para ello se 
transformó una cepa con un plásmido pREP81x que expresa el cDNA de rem1 
a niveles bajos y de forma dependiente de tiamina. Seguidamente se analizó el 
fenotipo de esta cepa induciendo la expresión de Rem1. Muestras del cultivo a 
diferentes tiempos fueron analizadas mediante citometría de flujo detectándose 
un bloqueo inicial de las células en G1 y posteriormente, a partir de las 
dieciséis horas de inducción, la presencia de células con un contenido de DNA 
inferior a 1C. Este resultado indica que las células que sobreexpresan Rem1, 
incluso a niveles muy bajos, tienen problemas para completar la síntesis de 
DNA y se dividen sin haber replicado el DNA (Figura 3 A), fenómeno conocido 
como catástrofe mitótica. A continuación se tiñeron las células con DAPI (4’,6’-
diamino-2-phenylindole), para poder observar los núcleos; a las dieciséis horas 
de expresión se visualizan células con un fenotipo “cut” (Figura 3 B). Las 
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células se dividen sin haber replicado el DNA produciendo células inviables por 
catástrofe mitótica.  

La expresión de Rem1 durante el ciclo mitótico es tóxica para la célula ya 
que inhibe la replicación del DNA. Esto explicaría la necesidad de controlar 
muy finamente la presencia de esta ciclina exclusivamente durante la meiosis, 
cuando se requiere su función. La regulación de rem1 mediante la transcripción 
y el splicing impide la presencia de Rem1 durante el ciclo celular vegetativo.    
 

 
    

            A 
                                                                                B 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Figura 3.  Rem1 es tóxica para la célula durante el ciclo mitótico. A. 

Análisis del contenido de DNA por citometría de flujo. Muestras del cultivo se 
analizaron a los tiempos indicados después de lavar la tiamina, induciendo así 
la expresión de Rem1. B. Células a las dieciséis horas de inducción se tiñeron 
con DAPI, para localizar los núcleos celulares. Las flechas indican células con 
catástrofe mitótica.   

 
 
 
1.4. La expresión de Rem1 induce la degradación de Cdc18 
 
 
La sobreexpresión de Rem1 en ciclo mitótico es toxica para la célula; para 

investigar los mecanismos moleculares que producen la letalidad por catástrofe 
mitótica en estas cepas planteamos el siguiente experimento. Sabemos que el 
problema de las células que sobreexpresan Rem1 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 expresión de genes necesarios 
para el inicio de la replicación del DNA, que podrían estar afectados por la 
presencia de rem1. Inicialmente pensamos en Cdc18 como un posible 
candidato ya que forma parte de la maquinaria de replicación del DNA así 
como del “checkpoint” de síntesis de DNA.   

Primero analizamos la estabilidad de Cdc18 en cepas que sobreexpresan 
Rem1 en ciclo mitótico. El experimento consiste en inducir la sobreexpresión de 
Rem1 en un cultivo celular y determinar mediante “western blot” la presencia de 

2C 1C 
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Cdc18 durante el “time course” de veinte horas. Cdc18 desaparece a partir de 
las dieciséis horas de inducción de Rem1 coincidiendo con la aparición del 
fenotipo de catástrofe mitótica (Figura 4 A). Células sin Cdc18 son incapaces 
de replicar su DNA y por lo tanto la falta de Cdc18 debida a la sobreexpresión 
de Rem1  explicaría el fenotipo de catástrofe mitótica observado. 

La desaparición de Cdc18 a partir de las dieciséis horas podía ser 
consecuencia de la disminución de la transcripción de cdc18 o debida a la 
degradación de la proteína. Estudiando la presencia del mRNA de cdc18 por 
“northern blot” determinamos que Cdc18 se estaba degradando. El RNA 
mensajero no varía su concentración durante todo el “time course” con lo cual 
la ausencia de proteína es debida a la degradación proteica y no a la baja 
transcripción (Figura 4 B). Está descrito que la degradación de Cdc18 se regula 
por fosforilación: cuando Cdc18 se fosforila en su extremo amino terminal se 
induce su degradación. Por lo tanto la actividad quinasa asociada a Rem1 
podría estar fosforilando Cdc18 induciendo así su degradación. 

 
 
 
                A      
 
 
 
 
 
                B      
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Rem1 induce la degradación de Cdc18. A. Muestras a los 

tiempos indicados del “time course” de la sobreexpresión de Rem1 fueron 
analizadas por “western blot” blot anti-Cdc18. B. Las mismas muestras fueron 
analizadas por “northern blot” con sonda específica para detectar el mRNA de 
cdc18 durante la sobreespresión de Rem1. 
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1.5. rem1 se expresa y tiene su actividad durante la meiosis  I 
 
 
El mRNA de rem1 es prácticamente indetectable durante el ciclo 

vegetativo. Para monitorizar la expresión de rem1 durante la meiosis se diseñó 
un experimento de meiosis sincrónica en una cepa pat1-114 (h-/h-), rem1-HA 
(cepa JA95). Se prepararon extractos para estudiar la transcripción y el splicing 
del mRNA de rem1, la expresión de la proteína y la actividad quinasa asociada 
a la ciclina.  

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

Para analizar el patrón de transcripción y splicing del RNA mensajero de 
rem1 se realizó la extracción del mRNA del “time course” meiótico y a 
continuación se analizaron las muestras mediante RT-PCR. Utilizando oligos 
específicos de rem1 situados a ambos lados del intrón podemos amplificar por 
PCR el cDNA de rem1 y detectar la presencia del mRNA procesado y sin 
procesar. El 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 determinó el patrón de expresión de la proteína. Se 
obtuvieron extractos proteicos y fueron analizados por “western blot” utilizando 
anticuerpos anti-HA, para detectar la presencia de la proteína de fusión Rem1-
HA durante la meiosis. La aparición de Rem1 coincide temporalmente con la 
presencia del mRNA procesado detectándose un pico de expresión 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 ensayó la actividad quinasa sobre histona H1. La actividad 
quinasa del complejo ciclina-Cdk coincide con la expresión de la proteína; con 
un máximo de actividad entre las cuatro y las cinco horas (Figura 5 D).  
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Figura 5.  Transcripción, expresión y actividad quinasa de Rem1 durante 
la meiosis. A. Contenido celular de DNA durante la meiosis, determinado por 
citometría de flujo. B. RT-PCR del time course meiótico. Se utilizaron oligos 
para analizar los mRNA de rem1, his3 y mes1. La banda superior de rem1 
corresponde al mRNA sin splicing y la banda inferior al RNA mensajero 
procesado. C. “Western blot” anti-HA de los extractos proteicos para detectar la 
expresión de Rem1-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 Rem1 se ensayó 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 
sincrónica con la cepa pat1-114, se diseñó un experimento de meiosis con una 
cepa diploide. La meiosis partiendo de un diploide es mas fisiológica aunque 
menos sincrónica y más lenta. Para este experimento se utilizó una cepa 
diploide silvestre (h+/h-) (cepa JA55).  

Mediante citometría de flujo comprobamos la correcta progresión de la 
meiosis. La meiosis partiendo de diploides es más lenta y más asincrónica que 
en el “background” pat1-114, pero más fisiológica. El experimento empieza con 
un cultivo diploide creciendo de forma asincrónica de manera que las células 
tienen un contenido en DNA de 4C. A continuación se filtran y se dejan sin 
nitrógeno de manera que inicialmente se bloquean temporalmente en G1, 
detectándose un pico de células con un contenido en DNA celular de 2C. 
Finalmente cuando las células completan la fase S meiótica el pico se desplaza 
a 4C, hasta el final de la meiosis el contenido de DNA ya no varía. 

El patrón de transcripción de rem1 se determinó mediante “northern blot”. 
Los extractos de RNA obtenidos del “time course” meiótico fueron analizados 
con una sonda específica para el RNA mensajero de rem1. Se observó la 
presencia del mRNA de rem1 a partir de las 2 horas, con un pico máximo de 
expresión a las 5 horas, detectándose prácticamente hasta las 8 horas de 
meiosis (Figura 6 B).  

A continuación el análisis de las muestras mediante RT-PCR nos permitió 
observar la presencia del mRNA 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 prácticamente todo mRNA está procesado (Figura 6 C).  

Finalmente utilizando anticuerpos policlonales anti-Rem1 determinamos el 
patrón de expresión de la proteína. Se analizaron los extractos proteicos de la  
meiosis, detectándose Rem1 desde las cuatro hasta las nueve horas (Figura 6 
D).    

Este experimento confirma que Rem1 se expresa durante la meiosis 
media y la perfecta correlación entre la detección mRNA procesado y la 
presencia de la proteína. 
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A                                       B  “norther n blot” 

 
                                                                                                           
 
 
 

                                         C   RT-PCR 
 
 
 
 

 
 
 
                              D   “western blot” 

                         
 
 
 
 
 

 
Figura 6. Patrón de transcripción y expresión de rem1 en una meiosis 

diploide. A. Contenido celular de DNA durante la meiosis, analizado por 
citometría de flujo. B. Patrón de transcripción de rem1 analizado por “northern 
blot”. Se purificaron los RNAs de la meiosis y se analizaron con una sonda 
específica para el mRNA de rem1. C. RT-PCR del time course meiótico, 
utilizando oligos específicos de rem1 para detectar los mRNA de rem1 
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” meiótico. 

 
 
 

1.6. El splicing de rem1 depende de Mei4 
 
 
El siguiente objetivo que se planteó fue estudiar la regulación de la 

transcripción y el splicing de rem1 durante la meiosis. En primer lugar se diseñó 
un experimento utilizando mutantes que bloquean la meiosis en diferentes 
puntos, para detectar posibles diferencias en el patrón de transcripción y de 
splicing de rem1. Concretamente se utilizaron cepas delecionadas en mei4, 
que son incapaces de completar la primera división meiótica (introducción 
apartado 3.3.1) y células delecionadas en mes1,  que no pueden finalizar la 
meiosis II (introducción apartado 3.3.6). Como  se ha comentado 
anteriormente, Mei4 es un factor de transcripción del tipo “forkhead”  que 
induce la transcripción de muchos genes necesarios para la primera división 
nuclear. Mes1, por otra parte, es necesario para completar la segunda división 
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meiótica; sin esta proteína las células se quedan bloqueadas con dos núcleos y 
no pueden completar la meiosis II. 

El experimento consistía en analizar la transcripción y el splicing de rem1 
mediante RT-PCR en las cepas delecionadas para mei4 o para mes1; en 
paralelo se analizó una cepa silvestre como control. Realizamos el experimento 
de meiosis inicialmente en diploides y posteriormente en un “background” pat1-
114 obteniendo resultados idénticos. 

Las meiosis diploides fueron analizadas por citometría 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 bloqueos meióticos de las cepas ∆mei4/∆mei4 (cepa JA175) y 
∆mes1/∆mes1 (cepa JA174) se producen después de la síntesis de DNA 
meiótica (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 
meióticos. La cepa silvestre empieza la meiosis con la mayoría de la población 
con un sólo núcleo. Posteriormente las células pasan transitoriamente a tener 
dos núcleos cuando completan la meiosis I, aunque es difícil observar el pico 
de células con dos núcleos debido a que la meiosis diploide es muy 
asincrónica. Cuando las células completan la meiosis II se detectan las células 
con cuatro núcleos; a las 9 horas del inicio de la meiosis casi todas las células  
tienen cuatro núcleos.  La cepa delecionada para mei4 tiene igualmente la 
población inicial con un núcleo. En esta cepa las células se bloquean antes de 
finalizar la primera división nuclear de manera que nunca se observan células 
con dos o cuatro núcleos. La cepa ∆mes1 no puede completar la segunda 
división meiótica esto implica que al final del “time course” todas las células del 
cultivo tienen dos núcleos (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 mes1 tienen el 
mismo patrón de transcripción y splicing. Como esperábamos, a las 3 horas 
detectamos el mensajero sin splicing mientras que a las 6 y las 9 horas 
prácticamente todo el mRNA está procesado. Sorprendentemente la cepa sin 
Mei4 no era capaz de procesar el mRNA de rem1, 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 mRNA de rem1 se procese  
durante la meiosis.   
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Figura 7. Mei4 es imprescindible para procesar el mRNA de rem1.  A. 

Perfil de FACS de las cepas wt (JA55), ∆mei4/∆mei4 (JA175) y ∆mes1/∆mes1 
JA174). B. Contaje de núcleos de las tres cepas utilizadas en el experimento. 
El eje de ordenadas indica el porcentaje de células. Los círculos negros indican 
el porcentaje de células con un núcleo, las células con dos núcleos están 
representadas con los círculos blancos y los triángulos negros corresponden al 
porcentaje de células con 4 núcleos. C. “Northern blot” con una sonda 
específica para detectar el mRNA de rem1 en las meiosis de las tres cepas. D. 
Análisis del patrón de splicing de rem1 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 pat1-114 se obtuvieron resultados 

idénticos, demostrando que el splicing de rem1 es dependiente de Mei4. En la 
cepa silvestre (JA247) y en la cepa delecionada para mes1 (JA351) 
detectamos mRNA no procesado a las 2 horas, procesado a las 5 horas y 
prácticamente no se detecta RNA mensajero a las 8 horas de meiosis. En la 

2C 4C           2C 4C           2C 4C      
0h    

3h    

6h    

9h     
wt    ∆mes1     ∆mei4    

0   

20    

60      

100          

0 2 4 6 8

 

0 2 4 6 8
0     

20     

60    

100     

      

(h)      3     6     9     3     6    9    3    6    9     0     0    0     

wt      ∆∆∆∆ mes1     ∆∆∆∆ mei4     

0 2 4 6 8 0

20      
60     

100     
     

 wt               

    ∆∆∆∆mei4             

   ∆∆∆∆mes1            

0    9    6      3       (h) 

(h)

(h)

(h)



 45

cepa delecionada para mei4 (JA416), como esperábamos, no se observa en 
ningún momento mRNA con splicing (Figura 8 D).   
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Figura 8. El splicing del mRNA de rem1 depende de Mei4, en un 
“background” pat1-114.  A. Análisis del contenido de DNA celular mediante 
citometría de flujo de las cepas pat1-114 wt (JA247), ∆mei4 (JA416) y ∆mes1 
(JA351). B. Contaje de núcleos de las tres cepas utilizadas en el experimento. 
El eje de las ordenadas indica el porcentaje de células. Los círculos negros 
representan las células con un núcleo, los círculos blancos representan las 
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células con dos núcleos y los triángulos indican las células con cuatro núcleos. 
C. “Northern blot” para detectar el mRNA de rem1 en “time course” meiótico de 
las tres cepas. D. Patrón 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. rem1 se induce y se procesa durante la fase S meiótica 
bloqueada con hidroxiurea 

 
 
En el experimento anterior demostramos que el mensajero procesado de 

rem1 depende de Mei4. A continuación diseñamos un experimento para 
determinar si este efecto sobre el RNA mensajero de rem1 era directo a través 
de Mei4 o bien se trata de un efecto indirecto debido al bloqueo que esta 
mutación produce en la meiosis. El experimento consiste en bloquear las 
células durante la fase S meiótica utilizando hidroxiurea y analizar el splicing de 
rem1. Si detectamos mRNA procesado en células bloqueadas antes de la 
primera división meiótica nos indicaría que el splicing depende de Mei4 y no del 
bloqueo meiótico.   

Para este experimento se obtiene un cultivo de células diploides (cepa 
JA55), se filtran y se resuspenden en medio de meiosis con y sin hidroxiurea 
(20 µg/µl). El cultivo sin hidroxiurea completará normalmente la meiosis pero en 
el cultivo con hidroxiurea  las células empezarán una síntesis de DNA meiótica 
pero se quedarán bloqueadas antes de completarla. A las cinco horas de 
meiosis se añadió más hidroxiurea para asegurar el bloqueo, evitando que 
algunas células escapen del bloqueo. 

Tanto en el cultivo bloqueado con hidroxiurea como en el cultivo sin tratar 
se detectó RNA mensajero procesado a las 6 y a las 9 horas de meiosis (Figura 
9). Los resultados obtenidos indican que el mRNA de rem1 puede ser 
procesado durante la fase S meiótica, si esta se prolonga. Además, se confirmó 
que la ausencia de splicing de rem1 en las cepas ∆mei4 no es debido al 
bloqueo meiótico, ya que bloqueando las células en la fase S se seguía 
procesando el mRNA, indicando que Mei4 podría ser el responsable del 
splicing de rem1. 
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                                           RT-PCR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 9. El splicing de rem1 se produce durante la fase S meiótica 
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 rem1 depende de Mei4 (resultados apartado 1.6) y 

detectamos splicing durante la fase S (resultados apartado 1.7), con lo cual 
pensamos que Mei4 podría expresarse también durante la síntesis de DNA 
meiótica boqueada con hidroxiurea. Con el objetivo de comprobar esta 
hipótesis se realizó un experimento de meiosis en una cepa pat1-114, tratada y 
sin tratar con hidroxiurea.  

Los experimentos fueron analizados por citometría de flujo para 
comprobar que el cultivo no tratado con hidroxiurea era capaz de completar la 
síntesis de DNA meiotica, mientras que el cultivo tratado se quedaba 
bloqueado sin completar la fase S meiótica (Figura 10 A). Posteriormente las 
muestras del “time course” fueron analizadas por “northern blot” para detectar 
el mRNA de rem1 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 meiótica bloqueada con hidroxiurea. Se 
detecta un pico de transcripción 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 sí la transcripción de ambos genes a nivel moderado hasta el final del 
experimento, debido al bloqueo meiótico (Figura 10 B). Si analizamos por RT-
PCR el splicing de rem1 observamos la perfecta correlación entre la 
transcripción de mei4 y el splicing del mRNA de rem1; 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 rem1 durante la fase S meiótica bloqueada con 
hidroxiurea es probablemente debido a la presencia de Mei4.  

 
 

 
 
 

3     6    9     (h)      0      

     -HU                                        

    +HU                                       



 48

A                                                    B    “northern blot” 
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Figura 10. El splicing de rem1 durante la fase S bloqueada con 

hidroxiurea depende de Mei4. A. Determinación del contenido de DNA nuclear 
por FACS de los experimentos de meiosis en una cepa pat1-114 (JA247) 
tratada (+HU) y sin tratar con hidroxiurea (-HU). B. Northerns para detectar los 
mRNAs de rem1 y mei4 en los dos experimentos. C. RT-PCRs de los tiempos 
indicados con oligos específicos de rem1 para detectar la forma procesada y 
sin procesar. 

 
 
Finalmente y para completar el estudio de la regulación de la transcripción 

y el splicing de rem1 durante una fase S extendida quisimos investigar como se 
regula rem1 en una cepa delecionada para mei4. Se diseñó un experimento 
incorporando una cepa pat1-114 (JA247) y una cepa pat1-114 ∆mei4 (JA416) 
tratadas y sin tratar con hidroxiurea.  

Mediante citometría de flujo se comprobó el bloqueo en fase S meiótica 
de los cultivos tratados con hidroxiurea (Figura 11 A). Seguidamente se analizó 
la presencia de los mRNAs de rem1 y mei4 de los cuatro experimentos. Se 
observó la presencia del pico de transcripción de mei4 y de rem1 a las cuatro 
horas de la meiosis pat1-114 sin tratar; por otra parte la cepa delecionada para 
mei4 no presenta el pico de transcripción pero mantiene una transcripción 
moderada de las 4 a las 8 horas de experimento. Los cultivos tratados con 
hidroxiurea tampoco presentan el pico de transcripción a las cuatro horas y 
mantienen la transcripción basal desde las 4 hasta el final del experimento, 
debido al bloqueo en fase S meiótica (Figura 11 B). Las RT-PCRs de las 
mismas muestras de RNA muestran un pico de mRNA procesado de rem1 en 
la cepa pat1-114 sin tratar a las 4 horas coincidiendo que coincide con 
expresión de Mei4; también detectamos mRNA procesado aunque en menor 
abundancia y durante todo el experimento cuando las bloqueamos en fase S 
meiótica, también coincidiendo con la menor pero prolongada transcripción de 
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mei4. 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 más que el splicing de rem1 es totalmente 
dependiente de Mei4.  

 
 
 
A 
                                                                                    C  RT-PCR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                            
 
 
 
                        B    “northern blot” 
 
 
               
            pat1-114      
 
 
 
 
 
 pat1-114 ∆∆∆∆mei4         
 
 
 
 
 

 
Figura 11. Mei4 se expresa durante la fase S meiótica bloqueada con 

hidroxiurea induciendo el splicing del mRNA de rem1.  A. Perfil  de FACS de 
los experimentos de meiosis con o sin hidroxiurea de las cepas pat1-114 
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(JA247) y pat1-114 ∆mei4 (JA416). B. Análisis de los mRNAs de rem1 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 específicos de rem1 para 
determinar su splicing. 
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2. FUNCIONES  DE LA CICLINA MEIÓTICA Rem1 
 
 

2.1. Fenotipo de la deleción de rem1  
 
 
Sabiendo que rem1 se expresa principalmente en la meiosis I (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 rem1. 
Para ello se construyó una cepa ∆rem1 por inserción de un cassete ura+ en un 
“background” pat1-114 h-/h- (cepa JA180). A continuación analizamos la 
meiosis de esta cepa mediante contaje de núcleos. La tinción con DAPI  
permite determinar el número de núcleos por célula, con lo que se puede 
monitorizar la progresión de la meiosis. En paralelo se analizó una cepa pat1-
114 diploide (cepa JA66) para determinar si había diferencias significativas 
entre las dos cepas (Figura 12). Las células sin Rem1 son capaces de 
completar la meiosis con normalidad; aunque se observa un ligero retraso en 
completar la meiosis, concretamente la finalización de la primera división 
meiótica se retrasa media hora. 

 
 

 
 

Figura 12. La ausencia de Rem1 produce un ligero retraso en la finalización 
de la meiosis I. Contaje nuclear de las meiosis en una cepa pat1-114 diploide (JA66) 
y en una cepa pat1-114 diploide ∆rem1 (JA180). Los círculos negros indican el 
porcentaje de células con un núcleo, los círculos blancos indican el porcentaje de 
células con dos núcleos (que ya han finalizado la MI), y los triángulos representan 
las células con cuatro núcleos  (con la MII completada). 
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El siguiente paso fue analizar el fenotipo de una cepa diploide 
∆rem1/∆rem1 h+/h-. El experimento consiste en inducir la meiosis en las cepas 
diploides silvestre (JA55) y delecionada para rem1 (JA65) y monitorizar la 
progresión meiótica mediante contaje nuclear. Con este experimento se 
pretendía determinar si la falta de Rem1 producía algún defecto en una meiosis 
más fisiológica, partiendo de diploides. Se observa un sutil retraso en la cepa 
delecionada para rem1 en completar la meiosis I; aunque las diferencias no son 
tan aparentes como las observadas en las cepas pat1-114. Probablemente 
debido a que en una meiosis diploide, menos sincrónica, es más complicado 
apreciar el retraso (Figura 13). 

 
 
 
 

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Contaje nuclear de las meiosis en las cepas diploides 

silvestre JA55 (wt) y delecionada para rem1 JA65 (∆rem1). Los círculos negros 
indican el porcentaje de células con un núcleo, los círculos blancos representan 
el porcentaje de células con dos núcleos y los triángulos las células con cuatro 
núcleos. 
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2.2. Rem1 tiene una función redundante con Cig2 en la fase S 
meiótica 

 
 
Dado que cepas sin Rem1 son capaces de completar la meiosis  

pensamos que Rem1 podía tener una función redundante con alguna de las 
otras ciclinas meióticas. Cig2 fue el primer candidato que investigamos. Es la 
principal ciclina encargada de regular la actividad quinasa de Cdc2 durante la 
fase S meiótica. Se expresa durante la síntesis de de DNA meiótica y también 
tiene un segundo pico de expresión entre las dos divisiones meióticas 
(introducción apartado 3.4).  

Se preparó un experimento para investigar una posible interacción génica 
entre rem1 y cig2. Para lo que se se realizaron meiosis en paralelo en cuatro 
cepas diploides (h+/h-): wt (cepa JA55), ∆rem1/∆rem1 (cepa JA65), ∆cig2/∆cig2 
(cepa JA64) y ∆rem1/∆rem1 ∆cig2/∆cig2 (cepa JA112). Analizamos el 
contenido de DNA durante la meiosis mediante citometría de flujo y 
observamos que las cepas que contenían 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 mitótico. 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 continuación se producirá la 
fase S meiótica, 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 deleción 
se quedaba bloqueada antes de completar la síntesis de DNA meiótica. 
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 meiótica (Figura 14). 
Con estos resultados concluimos que Rem1 y Cig2 tienen una función 
redundante y necesaria para completar la síntesis de DNA meiótica.   
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 Figura 14. La ausencia de Rem1 y Cig2 impide la síntesis de DNA 
meiótica. Análisis del contenido de DNA celular por citometría de flujo de las 
meiosis en las cepas diploides (h+/h-): wt (JA55), ∆rem1/∆rem1 (JA65), 
∆cig2/∆cig2 (JA64) y ∆rem1/∆rem1 ∆cig2/∆cig2 (JA112).   
 
 
 

2.2.1. El splicing de rem1 está regulado negativamente por Cig2 
 
 

La interacción génica entre Rem1 y Cig2 en la fase S meiótica era difícil 
de explicar porque los picos de expresión de rem1 y cig2 son solapantes pero 
no coincidentes (resultados apartado 1.5). Para buscar una explicación a este 
fenómeno se diseñó un experimento de meiosis diploide en una cepa 
delecionada para cig2. Se pretendía analizar el patrón de transcripción y 
splicing de rem1 en dicha cepa y determinar si se producía algún cambio que 
explicara la función de Rem1 en la fase S meiótica.  

Se purificaron los RNAs de las meiosis de la cepa diploide delecionada 
para cig2 (JA64) y una cepa silvestre (JA55). Mediante RT-PCRs se estudió 
cómo se regula la transcripción y el splicing de rem1.  Sorprendentemente en la 
cepa delecionada para cig2 se detecta el RNA mensajero procesado de rem1 
prácticamente 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 
aparición de la proteína. Se analizaron mediante “western blot” la presencia de 
Rem1 en los extractos proteicos del “time course” y tal como esperábamos la 
proteína también era detectable prácticamente desde el inicio de la meiosis 
presentando un pico máximo de expresión a las cuatro horas (Figura 15 B).  
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Estos resultados indican que en ausencia de Cig2 la expresión de Rem1 
se induce al inicio de la meiosis; de esta manera Rem1 está presente durante 
la fase S meiótica y puede complementar la función de Cig2 en su ausencia, 
permitiendo así la progresión de la meiosis en estas células. Cuando la ciclina 
Cig2 está presente inhibe el splicing y la expresión de rem1 hasta que se ha 
completado la síntesis de DNA meiótica. De esta forma, la célula consigue la 
aparición ordenada temporalmente de las dos ciclinas.   
 
 
 
    A    RT-PCR 

 
 
 
      
 
 
          B    “western blot” 
             
 
 
 
 
 
 
 
 
                                        
 
 
 
Figura 15. La expresión de Rem1 en una cepa diploide ∆cig2 se induce 

durante la fase S meiótica. A. RT-PCR de rem1 de las cepas diploides wt 
(JA55) y ∆cig2/∆cig2 (JA64). Se utilizaron los oligos a ambos lados del intrón 
para detectar el mRNA procesado y sin procesar (JA71 y JA174). B. Patrón de 
expresión de Rem1 analizado por “ western blot” con anticuerpos policlonales 
anti-Rem1 de las meiosis de las cepas wt (JA55) y ∆cig2/∆cig2 (JA64).  
 

 
 

2.2.2. Cig2 regula negativamente la expresión de mei4 
 
 
Como se demuestra en el apartado 1.4 de los resultados, el splicing de 

rem1 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 podría estar 
modificando el patrón de transcripción y splicing de rem1 de forma indirecta a 
través de Mei4. Con la finalidad de comprobar esta hipótesis se realizó un 
experimento de meiosis con  una cepa diploide wt (JA55) y otra delecionada 
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para cig2 (JA64) y se monitorizó 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 o 4 horas (Figura 16). Por lo tanto, el splicing de rem1 está 
normalmente reprimido durante la fase S meiótica por Cig2 de forma indirecta 
ya que Cig2 reula la expresión de Mei4. En cepas silvestres, Cig2 está 
inhibiendo la transcripción de mei4 hasta que desaparece Cig2 al final de la 
fase S meiótica. En las cepas sin Cig2, Mei4 se expresa al principio de la 
meiosis induciendo el splicing de rem1 con lo cual se producirá Rem1 pudiendo 
complementar la falta de Cig2. 
 
 
 
                      “northern blot” 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 16. Cig2 inhibe la transcripción de mei4 durante la meiosis 
temprana. “ Northern blot” con una sonda específica para analizar la presencia 
del mRNA 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 

síntesis de DNA meiótica 
 
 
Dado  que el splicing del mRNA de rem1 y por lo tanto la presencia de 

Rem1 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 Rem1, porque no puede procesar el mRNA de 
rem1, de manera que debería comportarse como una cepa ∆rem1/∆rem1 
∆cig2/∆cig2. Este experimento consistió en inducir cuatro meiosis diploides en 
paralelo en las cepas: wt (JA55), ∆cig2/∆cig2 (JA64), ∆mei4/∆mei4 (JA175) y 
∆cig2/∆cig2 ∆mei4/∆mei4 (JM137). Se recogieron muestras cada hora para 
analizar el contenido de DNA celular mediante citometría de flujo y monitorizar 
la meiosis. Tal y como esperábamos la cepa doble mutante no era capaz de 
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realizar la fase S meiótica y se quedaba bloqueada en G1, presentando un 
contenido de DNA celular 2C, mientras que las otras cepas completan 
correctamente la síntesis de DNA meiótica (Figura 17 A). Posteriormente se 
analizó por RT-PCR el splicing del mRNA de rem1 en la cepa wt y la doble 
mutante demostrando que la cepa doble mutante no es capaz de procesar el 
mensajero de rem1 (Figura 17 B). Con estos resultados se confirma que la 
ausencia de las dos ciclinas (Cig2 y Rem1) impide la replicación meiótica del 
DNA.   
 
 
A                        
 
 
 
 
 
                                                                             B    RT-PCR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 17. La doble deleción de mei4 y cig2 impide la síntesis de DNA 
meiótica. A. Análisis del contenido de DNA celular mediante citometría de flujo 
de las meiosis diploides de las cepas wt (JA55), ∆cig2/∆cig2 (JA64), 
∆mei4/∆mei4 (JA175) y ∆cig2/∆cig2 ∆mei4/∆mei4 (JM137). B. RT-PCRs de las 
muestras a los tiempos indicados de la meiosis en la cepa silvestre (wt) y en 
cepa  ∆cig2/∆cig2 ∆mei4/∆mei4 (∆mei4 ∆cig2). 
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2.3. La ciclina Rem1 es necesaria para la correcta recombinación 
meiótica 

 
 
Sabiendo que rem1 se transcribe y se procesa durante la fase S meiótica 

(resultados apartado 1.7) pensamos que podría estar involucrado en la 
recombinación meiótica. Con el objetivo de determinar si Rem1 tiene alguna 
función en la recombinación meiótica se plantearon los siguientes 
experimentos, con ellos pretendíamos comprobar si los niveles de 
recombinación en una cepa delecionada para rem1 eran diferentes a los de 
una cepa silvestre.  

 
 
 

2.3.1. rem1 no es necesaria para la recombinación intergénica 
 
 
En un primer experimento se estudió la recombinación intergénica, es 

decir la recombinación que se produce entre diferentes genes. Concretamente 
se analizó la recombinación entre los genes mat1 y leu1, entre los genes ade6 
y arg1, y entre lys3 y ura1 (Figura 18 A).  Este experimento consiste en cruzar 
dos cepas con genes cercanos modificados de manera que podamos seguir la 
segregación de los genes, en cepas silvestres y cepas delecionadas para 
rem1. A continuación se analizan los fenotipos de las esporas obtenidas y con 
estos resultados podemos calcular los eventos de recombinación producidos 
respecto al total de esporas emplacadas.  

Para determinar la recombinación en el intervalo mat1-leu1 cruzamos las 
cepas JA212 (leu1-32 h+) y JA213 (ura4-294 h-), por una parte, y las cepas 
JA313 (leu1-32 rem1::Kan h+) y JA316 (rem1::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 serán leu- h- o leu+ h+. 

El intervalo ade6-arg1 se analizó con las cepas JA128 (ade6-M52 leu1-32 
ura4-294 h+) y JM119 (ade6-M26 arg1-230 h-) y con las cepas JA139 (ade6-
M52 leu1-32 ura4-294 rem1::Kan h+) y JM131 (ade6-M52 arg1-230 rem1::Kan 
h-) respectivamente. Las cepas con la mutación ade6-M26 son de color rojo 
cuando crecen en placas de YE4S (sin adenina) y las cepas con la mutación 
ade6-M26 son de color rosa, esto nos permite diferenciarlas. En este 
experimento las esporas que no recombinan tendrán el mismo fenotipo que las 
cepas parentales: serán rojas en placas de YE4S y morirán sin arginina en el 
medio (ade6-M26 arg-) o bien serán rosas en YE4S y sobrevivirán sin arginina 
(ade6-M52 arg+). Las esporas recombinantes serán rojas en YE4S y 
sobrevivirán sin arginina (ade6-M26 arg+) o serán rosas en YE4S y morirán sin 
arginina (ade6-M52 arg-). 

Finalmente se determinó la recombinación en intervalo lys3-ura1 
cruzando las cepas JA438 (lys3-37 ura1-61 h+) y JA363 (h-), y las cepas JA444 
(lys3-37 ura1-61 rem1::Kan h+) y JA445 (rem1::Kan h-). Las esporas no 
recombinantes en este caso serán  lys+ ura+ o lys- ura-, mientras que las 
recombinantes serán lys+ ura- o lys- ura+. 

Se determinó el porcentaje de recombinación entre estos intervalos 
génicos de cepas silvestres y cepas delecionadas para rem1 y no se 
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detectaron diferencias significativas (Figura 18). Estos resultados demuestran 
que rem1 no es necesario para la recombinación intergénica entre los 
intervalos génicos analizados. 
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Figura 18. La recombinación intergénica no depende de rem1. A. 
Esquema de los tres cromosomas de S. pombe en el cual se muestran los 
intervalos génicos analizados en este experimento. B. Porcentaje de 
recombinación en cepas  silvestres (wt) y en cepas delecionadas para rem1 
(∆rem1) entre los genes mat1 y leu1. C. Porcentaje de recombinación en el 
intervalo génico ade6-arg1, en las cepas silvestres (wt) y delecionadas para 
rem1 (∆rem1). D. Porcentaje de recombinación en el intervalo génico lys3-ura1, 
en las cepas silvestres (wt) y delecionadas para rem1 (∆rem1).   

 
 

 
2.3.2. rem1 es necesario para la correcta recombinación intrag énica 
 
 
Posteriormente decidimos estudiar la recombinación intragénica, o sea la 

recombinación que se produce dentro de un mismo gen, también conocida 
como conversión génica. Diseñamos un experimento consistente en medir la 
recombinación entre dos mutaciones dentro de un mismo gen. El experimento 
consiste en cruzar una cepa con una mutación en el gen con otra que tenga 
otra mutación en el mismo gen, de manera que sólo cuando se produce la 
recombinación intragénica entre las dos mutaciones se recupera la función del 
gen. Únicamente las esporas que hayan recombinado podrán crecer en el 
medio selectivo. Con estos datos podemos calcular la recombinación, sabiendo 
del total de esporas que proporción ha recuperado la función del gen. 

Dentro del gen ade6 se determinó la recombinación entre las mutaciones 
ade6-M26 y ade6-M210, y entre ade6-M26 y ade6-M52. La mutación ade6-M26 
produce un “hotspot”, es decir una zona en la que la recombinación está muy 
aumentada. Las esporas que han recombinado entre las dos mutaciones 
podrán crecer en placas sin adenina mientras que las no recombinantes no 
crecerán en estas condiciones.  

Las cepas utilizadas para determinar la recombinación en el intervalo 
ade6-M26 y ade6-M210 son la JA124 (ade6-M26 leu1-32 ura4-D18 h-) y la JA7 
(ade6-M210 leu1-32 ura4-D18 h+) y las cepas delecionadas para rem1: JA137 
(rem1::kan ade6-M26 leu1-32 ura4-D18 h-) y JA155 (rem1::kan ade6-M210 
leu1-32 ura4-D18 h+). Para en intervalo ade6-M26-ade6-M52 se cruzaron las 
cepas JA124 (ade6-M26 leu1-32 ura4-D18 h-) con la JA128  (ade6-M52 leu1-32 
ura4-294 h+) y la JA137 (rem1::kan ade6-M26 leu1-32 ura4-D18 h-) con la 
JA139  (rem1::kan ade6-M52 leu1-32 ura4-294 h+).  

Se observó una bajada considerable de la recombinación en las cepas 
∆rem1. Concretamente en los dos casos la recombinación era 
aproximadamente un tercio de la recombinación en cepas silvestres (Figura 19 
A).  

 
 
Con el fin de descartar la posibilidad que se tratara de un efecto ligado al 

“hotspot”, se analizó el intervalo comprendido entre las mutaciones ade6-M375 
y ade6-M52: las cuales no incluyen ningún “hotspot”. En este caso se utilizaron 
las cepas: JA125 (ade6-M375 leu1-32 h-) y la JA128 (ade6-M52 leu1-32 ura4-
294 h+) y las cepas delecionadas para rem1 JA138 (rem1::kan ade6-M375 
leu1-32 h-) y JA139  (rem1::kan ade6-M52 leu1-32 ura4-294 h+)  
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Los resultados obtenidos confirman la baja recombinación en las cepas 
sin rem1. La recombinación entre estas mutaciones es mucho menor debido a 
la ausencia del “hotspot”, pero se mantiene la bajada de la recombinación en 
las cepas delecionadas para rem1 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 recombinación en el gen ura1, el cual se localiza en el cromosoma 
1. Se escogió el intervalo entre las mutaciones ura1-61 y ura1-171. Cruzamos 
las cepas GP746 (ura1-61 h-) con la GP5021 (ura1-171 ade6-3049 h+) y las 
mismas cepas delecionadas para rem1: JM182 (rem1::Kan ura1-61 h-) y JM183 
(rem1::Kan ura1-171 ade6-3049 h+). Los resultados demuestran que la 
recombinación intragénica también está afectada en este zona en las cepas 
∆rem1; indicando que rem1 es necesario mantener los niveles de 
recombinación intragénica normales a escala global (Figura 19 C).  
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Figura 19. Rem1 es necesaria para una correcta recombinación 

intragénica. A. Recombinación intragénica medida en eventos de 
recombinación por millón de células, en cepas silvestres (wt) y en cepas 
delecionadas para rem1 (∆rem1); entre los intervalos ade6-M26 y ade6-M210, 
y entre ade6-M26 y ade6-M52. B. Recombinación por millón de células, en 
cepas “wild type” (wt) y ∆rem1, entre las mutaciones ade6-M375 y ade6-M52. 
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C. Recombinación intragénica en el gen ura1 calculada en recombinaciones 
por millón de células, entre ura1-61 y ura1-171, en sepas silvestres y en cepas 
sin Rem1.  
 

 
 
2.3.3. rem1 es necesario para la recombinación intragénica per o no 

para la recombinación intergénica 
 
 

Los resultados de los apartados 2.4.1 y 2.4.2 indican que rem1 está 
implicado en la recombinación intragénica pero no en la intragénica. Con el 
doble objetivo de confirmar la presencia de dos vías independientes de 
recombinación, una para la recombinación intragénica y otra para la 
intergénica, y la implicación de rem1 exclusivamente en la recombinación 
intragénica; se diseñó un experimento para analizar los dos tipos de 
recombinación simultáneamente. 

El experimento consiste en analizar la recombinación intragénica e 
intergénica en el mismo fragmento génico simultáneamente; para ello se 
utilizan las siguientes cepas: una cepa arg3-D4, ade6-469, tps16-23 y la otra 
arg3-D4, ade6-M26, arg3-3A (Figura 20). La recombinación intragénica se 
calcula analizando la recombinación  dentro del gen ade6, concretamente entre 
las mutaciones ade6-469 y ade6-M26. Para calcular la recombinación 
intergénica analizamos la recombinación 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 recombinación intergénica en el mismo intervalo que la 
recombinación intragénica. 

    
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

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

 
 

 
Analizando la recombinación intragénica entre las mutaciones ade6-416 y 

ade6-M26 observamos diferencias significativas entre las cepas wt y las cepas 
delecionadas para rem1. Mientras que la recombinación en las cepas silvestres 
se encontraba alrededor de las 4000/106 recombinantes en las cepas sin rem1 
la recombinación baja hasta las 1500/106 recombinantes (Figura 21 A); 

ade6-469 tps 16-23 arg3-D4 
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confirmando que rem1 es necesario para obtener unos niveles de 
recombinación intragénica normales. 

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

Con este experimento concluimos que hay dos vías independientes que 
intervienen en la recombinación en S. pombe, una implicada en la 
recombinación intergénica y otra necesaria para la recombinación intragénica. 
rem1 interviene en la vía de la recombinación intragénica pero no en la 
recombinación intergénica.    
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Figura 21.  rem1 es necesario para la recombinación intragénica pero no 

para la recombinación intergénica. A. Recombinación intragénica entre las 
mutaciones ade6-416 y ade6-M26, mostrada como recombinación por 106 de 
células, en cepas silvestres (wt) y delecionadas para rem1 (∆rem1). B. 
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Porcentaje de recombinación 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 rem1 (∆rem1). C. Pocentaje de recombinación intergénica 
de las células que no han recombinado intragénicamente, en el intervalo arg3-
3A-tps16-23. 
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3. REGULACIÓN DE LA TRANSCRIPCIÓN Y EL SPLICING DE rem1 
 
 

3.1. Secuenciación de la región 5’UTR de rem1 

 

 
Para determinar el tsp (transcription start point) de rem1 se realizó un 

“primer extension” de la región 5’ UTR (untranslated region). Inicialmente, se 
prepararon los plásmidos necesarios para aumentar la cantidad de RNA de 
rem1. Se utilizaron un pREP41x cambiando el promotor inducible por tiamina 
por 1 Kb del promotor de rem1. Este plásmido multicopia incluye la región 
5’UTR y 50 pb de la región codificante de rem1 (pAY212). También se 
construyó un plásmido integrativo en el gen leu1 (pJK148) con la misma 
construcción de rem1 (pAY213). Se transformó una cepa pat1-114 (JA247) con 
estos plásmidos, se indujeron las meiosis y se purificó el RNA a las 4 horas y 
media. Como control negativo del experimento se utilizó el RNA de una cepa 
pat1-114 durante el ciclo mitótico. Con un oligo marcado radioactivamente con 
la PNK4 (polinucleotide kinase) se extendió el oligo mediante la transcriptasa  
reversa y los productos de extensión fueron analizados en un gel de acrilamida 
al 6% junto con marcadores de tamaño 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 traducción y el oligo JA44 de la región terminadora de la 
transcripción (que forma parte del plásmido),  y que está 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 apareció 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 rem1 se encuentra aproximadamente 
entre 165 y 168 pb por encima del ATG. 
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                                  A    “Primer exte nsion” 
 
 
 
 
 
 
 
 

               
            
          B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. El tsp de rem1 se encuentra entre 165 y 168 pb por encima del 

ATG.  A. “ Primer extension” con los oligos JA200 (panel superior) y JA44 
(panel inferior). Se utilizó el RNA a las 4,5 horas de meiosis de las cepas 
transformadas con los plásmidos pAY212 y pAY213 respectivamente. Como 
control negativo del experimento se purificó el RNA de una cepa pat1-114 en 
ciclo mitótico (primer carril).  

 
 
 
Con el objetivo de mapear exactamente el tsp de rem1 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 plásmido pAY212 a 
las cuatro horas y media de meiosis. Seguidamente realizamos la reacción de 
RT con el oligo marcado, se purificó el DNA y se corrió conjuntamente con una 
reacción de secuenciación con el mismo oligo sin marca fluorescente. De esta 
manera sabemos exactamente en que posición se encuentra el tsp de rem1. El 
tsp se localiza en la T 167 pb por encima del ATG. 
 
 

 
3.2. Secuenciación de la región 3’UTR de rem1 
 
 
Con el objetivo de secuenciar la región 3’UTR utilizamos una librería de 

cDNA de genes que se expresan durante la meiosis construida en un plásmido 
pREP41x. Partiendo de esta librería se amplificó utilizando un oligo específico 
de rem1 y un oligo del plásmido. Seguidamente se clonó en un plásmido y se 
secuenciaron los plásmidos provenientes de dos colonias independientes. El 
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resultado obtenido indica que la transcripción termina 88 pb por debajo de la 
región codificante (Figura 23).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23. El terminador del mRNA de rem1 se encuetra 88 pb por debajo 

del ORF. Se clonó el producto de PCR amplificado a partir de una librería de 
cDNA meiótica. En la figura se muestra la secuenciación de dos clones 
independientes para determinar el terminador del mRNA de rem1. También se 
indican las secuencias correspondientes al plásmido, la cola de poli A y 
seguidamente el cDNA de rem1, la flecha indica la posición del terminador en 
la C 88 pb por debajo del ORF. 
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3.3. rem1 tiene dos mRNAs 
 
 
Una vez determinado el tsp del mRNA de rem1 decidimos comprobar si 

todo el mRNA de rem1 se transcribe partiendo del mismo origen de 
transcripción, o bién había otro tsp. Planteamos esta hipótesis porque en los 
“northern blots” de rem1 siempre aparecen dos bandas de diferente tamaño 
(resultados apartado 1.7). Está descrito que cig2 se transcribe durante la fase S 
meiótica de forma dependiente del complejo MBF a partir de un tsp y durante la 
meiosis II se transcribe de forma dependiente de Mei4 utilizando otro origen de 
transcripción alternativo. Pretendíamos investigar la posibilidad que el gen de 
rem1 tuviese algún fenómeno parecido y para ello se preparó un experimento 
de meiosis en una cepa pat1-114 (JA247) y cepas pat1-114 ∆mei4 (JA416). La 
idea era analizar mediante RT-PCR la transcripción de rem1 utilizando oligos 
situados mas lejos del tsp descrito; si todo el mRNA se transcribe a partir del 
tsp descrito no deberíamos amplificar la banda, mientras que si se utiliza un 
origen de transcripción alternativo, más lejano del ATG, se amplificaría la 
banda correspondiente al tamaño de los oligos utilizados.  

Se realizaron las meiosis y se analizaron las muestras  a las 0, 2, 4 y 6 
horas. En la cepa pat1-114 cuando utilizamos el par de oligos para comprobar 
el splicing de rem1 (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 
tamaño esperado sin splicing y el patrón de transcripción coincide 
perfectamente con el patrón de la banda no procesada de los oligos 71-174 
(Figura 24 B).  En la cepa pat1-114 ∆mei4  amplificamos bandas del tamaño 
esperado y con el mismo patrón utilizando los tres pares de oligos (Figura 24 
C). 

Estas observaciones implican que rem1 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 transcripción durante las 
divisiones meióticas, se procesa y su transcripción depende de Mei4. El otro 
mRNA es más largo, menos abundante, tiene el pico de transcripción a las 2 
horas del inicio de la meiosis y su transcripción no depende de Mei4.   
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                      B 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
                       C 
                          
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24. rem1 tiene un mRNA con splicing y un mRNA largo sin 

splicing. A. Esquema del gen rem1 donde se indica la posición de las cajas 
FLEX de unión de los factores de transcripción de tipo “forkhead” (F1 y F2), el 
tsp descrito anteriormente (resultados apartado 3.1) y el ATG, así como la 
posición  de los oligos utilizados en este experimento. B. RT-PCR de la meiosis 
en una cepa pat1-114 (JA247). La reacción de RT se realizó 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 pat1-114 ∆mei4 (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 rem1 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 
podría transcribirse en sentido contrario, de esta manera nunca se procesaría y 
sería imposible encontrar el tsp alternativo. Con el objetivo de comprobar esta 
hipótesis decidimos utilizar ribosondas (sondas de RNA marcadas 
radioactivamente) para detectar específicamente el mRNA “sense” y el posible  
“antisense” de rem1.  

En un primer experimento se realizó un northern con sondas específicas 
para el mRNA “sense” y “antisense” de rem1 en una cepa pat1-114 (JA247) y 
una cepa pat1-114 ∆mei4 (JA416) (Figura 25.). Utilizando la sonda para 
detectar el mRNA “sense” detectamos el RNA mensajero de rem1 a las 3 y las 
5 horas en la cepa pat1-114 y no detectamos mRNA sense en la cepa 
delecionada para mei4.  Cuando hibridamos las mismas muestras con la 
ribosonda específica para el RNA mensajero “antisense” detectamos mRNA 
“antisense” de rem1 a las 3 horas de la cepa pat1-114 y también se acumula 
mRNA “antisense” en la cepa sin Mei4. Con este experimento demostramos 
que rem1 tiene un mRNA que se transcribe “antisense”. También podemos 
concluir que el mRNA “sense” de rem1 depende de Mei4 mientras que el 
mRNA “antisense” es totalmente independiente de Mei4.    

 
 

                            “northern blot” 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. rem1 tiene un mRNA “antisense”. “Northern blot” con 

ribosondas específicas para detectar el mRNA “sense” y el mRNA “antisense” 
de rem1. Las muestras fueron recogidas a los tiempos indicados de la meiosis 
en la cepa pat1-114 (wt) y la cepa pat1-114 ∆mei4 (∆mei4). 
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Sabiendo que rem1 tiene un mRNA “antisense” quisimos monitorizar el 
patrón de transcripción durante la meiosis. Se realizó un “northern blot” del 
“time course” meiótico completo con ribosondas. El mRNA “antisense” se 
detecta entre las dos y las tres horas, coincidiendo con la fase S meiótica, y se 
acumula en cepas sin Mei4. Por lo que respeta al mRNA “sense” tiene el pico 
de transcripción entre las cuatro y las cinco horas, se transcribe mucho más 
que “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 específicos de hebra ya que con la sonda de DNA 
detectamos el mRNA “sense” y “antisense”.   

 
 
 
 A    “northern blot” 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 B    “northern blot” 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 26. El mRNA “antisense” se transcribe durante la meiosis 

temprana. A. “ Northern blot” con ribosondas específicas para detectar el 
mRNA “sense” y “antisense” de rem1 en un “time course” meiótico completo de 
una cepa pat1-114. 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 pat1-114 ∆mei4. Decidimos analizar la presencia de mRNA “sense” en un 
time course meiótico completo. En ningún momento se detecta RNA mensajero 
“sense” (Figura 27). 

 
 
             “northern blot” 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Figura 27. El mRNA “sense” de rem1 depende de Mei4. “Northern blot” 

con ribosonda específica para detectar el mRNA “sense” de rem1. Las 
muestras provienen de la meiosis en una cepa pat1-114 ∆mei4 (∆mei4), como 
controles se utilizaron muestras a las cero y a las cuatro horas de una cepa 
pat1-114 (wt). 

 
 
  
Finalmente se investigó si realmente el mRNA “antisense” detectado con 

las ribosondas correspondia al mRNA largo detectado inicialmente en las RT-
PCRs (resultados apartado 3.2). Con este fin se realizaron RT-PCRs con oligos 
específicos 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 mRNA “sense” y el “antisense” por separado. 
Si utilizamos un oligo específico de rem1 para detectar el mRNA “sense” 
(JA330) se observa mRNA procesado a las 3 y las 5 horas de meiosis. Con el 
oligo específico para detectar el mRNA “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 aproximación para analizar el mRNA 
“sense” y “antisense” en la cepa pat1-114 ∆mei4. En este caso no se amplifica 
la banda cuando utilizamos el oligo específico para el mRNA “sense” (Figura 28 
C). Cuando utilizamos el oligo específico para detectar el mRNA “antisense”, se 
detecta mRNA sin procesar con un máximo a las 3 horas y se mantiene hasta 
las 5 horas de meiosis (Figura 28 D).  

Con estas observaciones podemos afirmar que el mRNA “sense” se 
transcribe durante la meiosis media, depende de Mei4 y siempre está 
procesado. Por otra parte, el mRNA “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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    C      RT-PCR                                        D      RT-PCR 
             oligo 330                                              oligo  146 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 28. El mRNA largo de rem1 se transcribe “antisense” y no se 
procesa. A. Esquema de los oligos utilizados para generar el cDNA para 
estudiar el mRNA “sense” y “antisense” de rem1 por separado. JA146: oligo 
para detectar exclusivamente el mRNA “antisense”. JA330: oligo para detectar 
el mRNA “sense”. También se indica la posición de los oligos para amplificar el 
cDNA y detectar el splicing (71-174).. B. Las muestras de la meiosis en cepa 
pat1-114 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 pat1-114 (wt) y 
pat1-114 ∆mei4  (∆mei4). D. RT-PCRs de las mismas muestras del apartado C 
utilizando el oligo JA146. 
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A continuación decidimos estudiar el patrón de transcripción de los dos 
mRNAs de rem1 durante la meiosis. Se prepararon las muestras del “time 
course” meiótico para analizarlas por RT-PCR con oligo dT y con oligo 
específico para el mRNA “sense”. Con oligo dT detectamos los dos mRNAs de 
rem1, 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 más 
abundante. El mRNA “sense” tiene el pico de transcripción entre las 4 y las 5 
horas y posteriormente desaparece progresivamente, este RNA mensajero 
siempre se detecta procesado (Figura 29 B).  
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B       RT-PCR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
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” meiótico de una 
cepa pat1-114. Se utilizaron oligo dT y oligo 330 para producir el cDNA y los 
oligos 71-174 y 71-69 para determinar el splicing de rem1. 

 
 
 
3.5. El mRNA “antisense” de rem1 no depende del complejo MBF 
 
 
El mRNA “antisense” se transcribe durante la meiosis temprana con un 

pico de transcripción entre las 2 y las 3 horas, este patrón de expresión 
coincide con los genes que se inducen durante la fase S meiótica. Pensamos 
que la transcripción del RNA antisense de rem1 podría depender del complejo 
MBF, formado por Cdc10, Res1, Res2, Rep1/Rep2 (introducción apartado 
3.3.3). Esta hipótesis se investigó utilizando un mutante de cdc10, conocido 
como cdc10-C4 (JA194). Células con esta mutación 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 continuación, mediante “northern blot” 
analizamos la transcripción de rem1 y como control cdc18, gen que se induce 
de forma MBF dependiente. La transcripción de cdc18, como esperábamos, 
está inducida a 16°C y a 25°C pero se inactiva completamente a 37°C. Por lo 
que respeta a rem1 no se observa transcripción de rem1 cuando se induce el 
complejo MBF (Figura 30). Podemos concluir que la transcripción del mRNA 
“antisense” de rem1 no depende del complejo MBF.  

 
 
                                      “northern blo t” 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
Figura 30.  La transcripción 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 transcripción del mRNA de rem1 maduro depende de Mei4 
 
 
Sabemos que la transcripción del mRNA corto y con splicing de rem1 

depende de Mei4. Estamos interesados en estudiar cómo se regula la 
trasnscripción a través de este factor de transcripción. Mei4 se une a las cajas 
a los promotores de los genes que regula a través de las cajas FLEX  
(GTAAACAaaaca) (introducción 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, está en sentido contrario y consta sólo del núcleo de 
la secuencia “consensus”: gtaaaca (Figura 31). Analizando el promotor de rem1 
no se detectaron secuencias “consensus” para otros factores de transcripción.  
 

 
 
Promotor de rem1 
 

gatagtgggtagaagttaagtcgtagtaaacttgggatatcaagtaaatatgggaactgtaatatgatttaaagttgttgagttttcattttctttcttttttttt
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gtaaattaattattttttttaagcttgtttgatggttacctaatagaaaaaaagcttaattgtagcaagatttcttatgttcagttttcaatgattcgaaaacggt

aaaataatggaatgtttacaaccgatgagcgactgtaaaaactcatcaatacaaataataaaagagtttttgatcaaaatccttgctttactttgataacgttt
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actttaaggttacgaccgttggtatatgtatatgggaaataaacaaacattttcaccatcaactttttgttgactcactgtaaacaaacagaacctgctaata
gcatactgccattttacaacaaaaagttcaagaaaacggtttgatttgattcccaatcattaaagagtaaaagcaattgtattgactgatacttgcctacctaag

agcttggttgaaacaattaaagcgaccgtttcagcaacgagaaccaattcaaacATGAACTCTAACAACAAAAGAGTTGCGCTTCAAGAAA 
 
 
 
 
 
 
Figura 31. Secuencia del promotor de rem1 en la que se indica: la 

posición de las dos cajas FLEX (FLEX1 y FLEX2), la secuencia que se 
transcribe en azul y la secuencia codificante en mayúsculas.  
 
  
 
 3.6.1. La caja FLEX1 no es imprescindible para la t ranscripción del 
mRNA maduro de rem1 
 

 
Pretendíamos estudiar a través de que cajas, Mei4 se une al promotor 

de rem1 induciendo la transcripción del mRNA procesado. Se prepararon dos 
plásmidos integrativos en leucina (pJK148) que incorporan el gen de rem1 y su 
promotor truncado a diferentes distancias. El plásmido pAY248 incorpora las 
dos cajas FLEX a partir de 556 pb por encima del ATG y el plásmido pAY247 
incorpora sólo la caja FLEX2, empieza 315 pb por encima del ATG. Con estas 
construcciones queríamos determinar la importancia de las dos cajas FLEX en 
la regulación de la transcripción de rem1. Los plásmidos se transformaron en 
cepas pat1-114 delecionadas para rem1. Purificamos RNA de los “time couses” 

tgtttac: FLEX1                     
gtaaacaaaca: FLEX2 
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meióticos y analizamos mediante northern blot la transcripción de mei4, rem1 y 
sus dos mRNAs con ribosondas. No se observaron diferencias significativas 
entre las dos cepas así que consideramos que el FLEX1 no era importante 
para la transcripción de rem1 ya que con un promotor muy corto de 315 pb el 
patrón de transcripción no se alteraba (Figura 32) 

 
 
 

   A        “northern blot”                             B      “northern blot” 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     C        “northern blot” 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 32. La transcripción del mRNA “sense” de rem1 no depende de la 

caja FLEX1. A. “Northern blot” con una sonda específica para detectar el 
mRNA de mei4, en las cepas con los plásmidos que incorporan las dos cajas 
FLEX y con el que incorpora únicamente la caja FLEX2. B. “Northern blot” con 
una sonda específica para detectar los mRNAs de rem1, en las cepas con los 
plásmidos. C. “Northern blot” con ribosondas específicas 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 la t ranscripción del 
mRNA maduro de rem1 

 
 
Con los datos anteriores pensamos que la caja FLEX2 era la realmente 

importante para regular la transcripción del mRNA procesado de rem1. Para 
comprobar esta hipótesis decidimos probar una construcción con la caja FLEX2 
delecionada. Se transformó la cepa pat1-114 delecionada para rem1 con el 
plásmido y se analizó la transcripción y splicing de rem1. Inesperadamente los 
resultados mostraban que no había diferencias entre el patrón de transcripción 
y de splicing de rem1 entre la cepa con el plásmido wt (pAY168) y la cepa con 
el plásmido sin la caja FLEX2 (pAY320) (Figura 33). 

 
 
 

A    “northern blot”                               B    RT-PCR 
                                                        
                                                             
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 33.  La caja FLEX2 no es imprescindible para la regulación de la 

transcripción y el splicing de rem1. A. “Northern blot” anti-rem1 de las meiosis 
de las cepas pat1-114 ∆rem1 con el plásmido wt (pAY168) y sin la caja FLEX2 
(pAY320). 

 
 
 
3.6.3. La presencia de una de las dos cajas FLEX es  necesaria para 

la transcripción del mRNA maduro de rem1 
 
 
Finalmente para investigar este fenómeno diseñamos un experimento 

para sobreexpresar mei4 durante el ciclo mitótico 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 utilizó una cepa delecionada para rem1 leu- ura-. Se 
transformó esta cepa con un plásmido pREP2xmei4 (pAY223) que permite 
sobreexpresar mei4 en ausencia de tiamina  y con un plásmido integrativo en 
leu1 (pJK148) con las diferentes construcciones del promotor de rem1 que 
queremos analizar. Después de inducir la expresión 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 transcripción de mei4 y posteriormente 
mediante RT-PCR se comprueba si se ha inducido la transcripción 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 endógeno; con tiamina no expresan Mei4 y no detectamos mRNA 
de rem1 procesado mientras que sin tiamina se expresa Mei4 y detectamos 
mRNA de rem1 procesado incluso en ciclo mitótico. Cuando analizamos la 
cepa con las dos cajas FLEX mutadas no detectamos la presencia de RNA 
mensajero de rem1 con splicing (Figura 34). La presencia de Mei4 y una de las 
dos cajas FLEX es suficiente para inducir la transcripción del mRNA procesado.  

  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Figura 34. La transcripción del mRNA procesado de rem1 depende de 

Mei4 a través de las cajas FLEX. Las cepas utilizadas para el experimento 
tienen el gen de rem1 endógeno delecionado, el plásmido que permite 
sobreexpresar mei4 e integrado en leu1 las construcciones de rem1 con los 
diferentes promotores: wt: construcción con las dos cajas FLEX endógenas 
(pAY168), F2 mut: construcción con el FLEX2 mutado (pAY265), ∆F2: 
construcción con el FLEX2 delecionado (pAY320), F1 mut: construcción con el 
FLEX1 mutado (pAY264) y F1/F2 mut: construcción con las dos cajas FLEX 
mutadas (pAY266). En el panel superior se muestran los “northern blots” con 
sonda específica 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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1. METODOLOGÍA 
 

 
1.1. Tinción con DAPI 
 
 
Esta técnica permite visualizar los núcleos ya que el DAPI (4’,6’-diamina-

2-phenylindole) tiñe específicamente el DNA. Partimos de 1 ml de cultivo a una 
concentración de 107 células/ml (OD600 de 0,5A). Se centrifuga a 1 minuto a 
8000 rpm (revoluciones por minuto). A continuación se elimina el sobrenadante 
y se fijan las células con 0,5 ml de etanol al 70%. Se centrifugan 50 µl 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 µl. Finalmente se fijan mediante calor en el portaobjetos, se 
añade el DAPI (5 µg/ml) y se observan en el miscroscopio de fluorescencia. La 
microscopia de fluorescencia se realizó con un microscopio Nikon Eclipse E600 
a 100x aumentos y las imágenes se tomaron con una cámara Hamamatsu y el 
programa Hamamatsu Aquacosmos 2.0. 

 
 
 
1.2. Citometría de flujo 
 
 
Mediante esta técnica podemos cuantificar la cantidad de DNA celular. 

Partimos de 100 µl de células fijadas con etanol al 70%. Se añade a las 
muestras 1 ml de citrato sódico (50 mM, pH7) y se vortea. Seguidamente 
centrifugamos 5 minutos a 2000 rpm y descartamos el sobrenadante. 
Añadimos 0,5 ml de citrato sódico con RNAsa (50 µg/ml) y se vortea. Las 
muestras con RNAsa se incuban toda la noche a 37°C. Finalmente se añade 
0,5 ml de citrato sódico con ioduro de propidio, se vortean y se sonican las 
muestras. En este punto las muestras están listas para ser analizadas en el 
citómetro de flujo. 

 
 
 
1.3. Transformación de S. pombe 
 
 
Para transformar células de S. pombe crecemos un cultivo celular en 

medio rico hasta una concentración de 107 células/ml (OD600 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 µl de células 
con 2 µl de DNA “carrier” (SIGMA Herring Sperm DNA (D-7290)) y hasta 10 µl 
del DNA que se quiere transformar. Se incuba a temperatura ambiente durante 
un mínimo de 10 minutos, añadimos 260 µl 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 continuación se añaden 43 µl 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 µl en placas de medio selectivo. 

 
 
 
1.4. Meiosis sincrónica 
 
 
Para obtener los cultivos necesarios para el experimento de meiosis en 

una cepa diploide, se preparan preinóculos crecidos hasta fase estacionaria en 
medio rico (YE) partiendo de un colonia individual. A partir del preinóculo se 
preparan cultivos de medio mínimo suplementado con leucina 100 µg/ml, los 
cultivos se crecen hasta 107 células/ml en agitación a 30°C. El cultivo se filtra 
utilizando membranas Millipore lavando dos veces con medio mínimo sin 
nitrógeno. Las membranas se resuspenden en medio mínimo sin nitrógeno con 
una concentración de 0,5% de glucosa, suplementado con 50 µg/ml de leucina, 
y se dejan a 30°C, en este momento empieza el “time course” meiótico.   

Para la meiosis sincrónica con cepas pat1-114, colonias individuales se 
crecen hasta fase estacionaria a 25°C en medio rico (YE5S). El dia siguiente se 
prepara el cultivo en medio mínimo suplementado con leucina 100 µg/ml y se 
crece hasta 107 células/ml, el cultivo se filtra mediante una membrana Millipore, 
se lava con dos volúmenes de medio mínimo sin nitrógeno y se resuspende en 
medio mínimo sin nitrógeno con 50 µg/ml de leucina. La concentración de 
células se ajusta a 5x106 células/ml y se incuba a 25°C toda la noche, de 
manera que las células se bloquean en G1. La mañana siguiente se añade 
nitrógeno a una concentración final de 500 µg/ml y leucina a 50 µg/ml justo 
antes de subir la temperatura a 34,5°C. En este momento se inactiva Pat1 y 
empieza la meiosis de forma sincrónica. 

 
 

 
1.5. Purificación del RNA 

 
 

Partimos de un “pellet” de células de 40 ml de cultivo a una concentración  
de 107 células/ml. Añadimos 400 µl de “buffer” AE (50 mM NaAcO pH 5.3, 
10mM EDTA pH 8.0) y resuspendemos el "pellet". Seguidamente, añadimos 40 
µl de SDS 10%, 350 µl de fenol ácido y 350 µl de cloroformo, se vortea y se 
incuba 30 minutos a 65°C, vorteando las muestras cada 10 minutos. A 
continuación, centrifugamos 2 minutos a 14000 rpm, mientras se preparan 
eppendorfs con 200 µl de fenol ácido y 200 µl de cloroformo a los cuales 
añadimos el sobrenadante. Se repite este paso centrifugando los eppendorfs 2 
minutos a 14000 rpm y pasando el sobrenadante otra vez a tubos con 200 µl de 
fenol ácido y 200 µl de cloroformo. Se centrifugan los eppendorfs 5 minutos a 
14000 rpm y se precipita el RNA del sobrenadante pasandolo a tubos con 1000 
µl de etanol al 100% y 40 µl de acetato sódico (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 µl de agua DEPC. 
Finalmente se resuspende el "pellet" y se cuantifican los RNAs. 
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1.6. "Northern blot"  
 
 
Se corren 8 µg de las muestras de RNA en geles de agarosa con 

formaldeido. La confirmación de la carga se realiza por visualización de los 
rRNAs. Se transfiere el gel a una membrana GeneScreen Plus (NEN Life 
Science Products). La hibridación y los lavados se realizan siguiendo las 
recomendaciones del fabricante. Las sondas de DNA para detectar los mRNAs 
de rem1 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 plásmido BSSK 
que contiene el promotor de la T7 RNA polimerasa y a continuación la 
secuencia de interés, rem1 en un sentido o en el contrario, para detectar el 
mRNA "sense" y "antisense" respectivamente. 

 
 
 
1.7. RT-PCR 
 
 

Para la reacción de RT-PCR se utilizan 8 µg de RNA previamente 
tratado con DNAsa I durante 30 minutos a 37°C, purificado mediante 
fenolización. A cada muestra de RNA se le añade agua DEPC hasta 19 µl y se 
calientan las muestras a 65°C durante 10 minutos. A continuación se añaden 
los reactivos para la reacción de la transcriptasa reversa (Reverse Transcription 
System, Promega: 4 µl de  buffer 10x, 1 µl de RNAsin, 8 µl de MgCl2, 4 µl de 
10mM dNTPs y 2 µl de 100 mM oligo dT). La reacción 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 
reacción de PCR se utiliza 1 µl de cDNA y se amplifica utilizando los oligos 
indicados en cada caso. 

 
 
 

1.8. “Primer extension” 
 
 
Mediante primer extension se determinó el tsp (transcription start point) 

de rem1. 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 utilizó la AMV-RT (Life 
Technologies). Finalmente se analizó el producto de extensión en un 
secuenciador de DNA automático corriendo en el mismo pocillo una reacción 
de secuenciación con el mismo oligo sin marcar. 
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1.9. Extractos nativos de proteínas 
 
 

Partimos de 40 ml de cultivo a una OD600 de 0,5A. Se obienen los "pellets" 
y se resuspenden en 250 µl de "lysis buffer"  (50 mM Tris HCl pH 7.5, 120 mM 
KCl, 5 mM EDTA) al cual añadimo: PMSF 100 mM 10 µl, 1M DTT 1 µl/ml  e 
inhibidores de proteasas (leupeptina 10 µg/ml 1 µl/ml, aprotinina 10 µ/ml y 
benzamidina 10 µl/ml), también se añaden inhibidores de fosfatasa cuando sea 
necesario (NaF 1M 4 µl/ml, vanadato sódico 0,2 M 0,5 µl/ml). Seguidamente se 
añaden 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 centrifugación añadiendo 250 µl más. Finalmente se 
centrifugan las muestra 10 minutos a 13000 rpm, se obtiene el sobrenadante y 
se cuantifica por "bradford". 
 
 
 

 1.10. Extractos hervidos de proteínas 
  
 
 Para obtener los extractos hervidos se parte del "pellet" de un cultivo a 
una OD600 de 0,5A. Se añade a la muestra 200 µl de "buffer" HB (25 mM MOPS 
pH 7.2, 60 mM β-glycerol fosfato, 15 mM P-nitro fenil fosfato,15 mM MgCl2, 15 
mM EGTA, 1% Triton X-100) al cual añadimos antes de usar 1 mM de DTT y 
170 mg/l de PMSF. A continuación se hierven durante seis minutos las 
muestras y se rompen las células añadiendo las "glass beads" y pasándolas 
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 proteínas mediante "western blot" se corren 50 µg 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 mañana 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 µg de proteína provinientes de una cepa que 
expresa la proteína de fusión Rem1-HA, utilizando anticuerpos monoclonales 
anti-HA. El inmunoprecipitado se lavó con el "buffer" NET-N ( 20 mM Tris pH8, 
100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,5% NP-40, 1 mM ditiotreitol, 5 µg/ml de 
leupeptina y 5 µg/ml de aprotinina. Seguidamente añadimos el "buffer" quinasa 
(100 mM HEPES pH7.5, 20 mM MgCl2, 4 mM EGTA, 2 mM ditiotreitol) se 
incuba con histona H1 (1 µg) y 10 µCi de γ-32P ATP durante 20 minutos. 
Finalmente se añade a las reacciones "sample buffer" para pararlas y se 
resuelven en geles del 11% SDS-PAGE. 
 
 
 
 1.13. Experimentos de recombinación 
 
 

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

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

Se crecen por separado las dos cepas en placas de medio mínimo y 
posteriormente se juntan en una placa de medio mínimo sin nitrógeno, de 
manera que las células conjugarán, entrarán en meiosis y producirán esporas. 
Las esporas obtenidas en los experimentos de recombinación se tratan con 3 µl 
de glusilasa para un volumen final de 700 µl de agua estéril, así 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 añade 300 µl de 
etanol al 100%, se incuba 3 minutos a temperatura ambiente. Tras la 
incubación se lavan tres veces con agua estéril y se emplacan en placas de 
YE5S, para determinar el número de esporas totales, y en placas de medio 
selectivo, para determinar la proporción de esporas que han recombinado. Se 
emplacan, según 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. 
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CEPA GENOTIPO SEXO 
GP0746 ura1-61                                                                        h- 
GP5021 ura1-171 ade6-3049                                                    h+ 
JA007 ade6-M210 leu1-32 ura4-D18                                    h+ 
JA055 leu1-32/leu1-32 ade6-M210/ade6-M216    h-/ h+ 
JA064 cig2::ura4/cig2::ura4 ura4-D18/ura4-D18  

ade6-M210/ade6-M216                 
h-/ h+ 

JA065 rem1::ura4/rem1::ura4 leu1-32/leu1-32  
ura4-D18/ura4-D18 ade6-M216/ade6-M210                           

h-/ h+ 

JA066 pat1-114/pat1-114 leu1-32/leu1-32   
ade6-M210/ade6-M216                

h-/h- 

JA082 cdc25-22 rem1::rem1-GFP kan 
leu1-32                                                                       

h- 

JA095 pat1-114/pat1-114 rem1::rem1-HA kan/rem1 
leu1-32/leu1-32 ade6-M210/ade6-M216             

h-/h- 

JA112 cig2::ura4/cig2::ura4 rem1::kan/rem1::kan 
ade6-M210/ade6-M216 leu1-32/leu1-32  
ura4-D18 ura4-D18                                             

h-/ h+ 

JA124 ade6-M26 leu1-32 ura4-D18     h- 
JA125 ade6-M375 leu1-32      h- 
JA128 ade6-M52 leu1-32 ura4-294     h+ 
JA138 rem1::kan  ade6-M375 leu1-32    h- 
JA139 rem1::kan ade6-M52 leu1-32 ura4-294   h+ 
JA155 rem1::kan  ade6-M210 leu1-32 ura4-D18        h+ 
JA174 mes1 ::LEU2/mes1 ::LEU2 leu1-32/leu1-32  

ade6-M210/ade6-M216                                                                    
h-/ h+ 

JA175 mei4::ura4/mei4::ura4 ura4-D18/ura4-D18  
leu1-32/leu1-32  ade6-M210/ade6-M216                                    

h-/ h+ 

JA180  pat1-114/pat1-114 rem1 ::ura/ rem1 ::ura  
ura4-D18/ura-D18 leu1-32/leu1-32  
ade6-M210/ade6-M216 

h-/h- 

JA212 leu1-32                                      h+ 
JA213 ura4-294                                       h- 
JA247 pat1-114 leu1-32                                                        h- 
JA313 rem1 ::kan leu1-32                                                     h+ 
JA316 rem1::kan                                                                                                   h- 
JA351 pat1-114 mes1::LEU2 leu1-32                                   h+ 
JA363                                                                                     h- 
JA416 pat1-114 mei4 ::ura4 leu1-32 ura4-D18                    h+ 
JA438 ura1-61 lys3-37      h+ 
JA445 rem1::Kan       h- 
JA448 ade6-469 arg3-D4 ura4-D18 tps16-23   h+ 
JA449 ade6-M26 arg3-D4 arg3A ura4-D18    h+ 
JM119 pat1-114 mes1 ::LEU2 leu1-32 ade6-M210   h- 
JM131 ade6-M52 arg1-230 rem1::Kan                                  h- 
JM137 rem1::kan ade6-M26 leu1-32 ura4-D18   h- 

JM182 rem1::kan ura1-61                                                      h- 
JM183 rem1::kan ura1-171                                                    h+ 
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 3. PLÁSMIDOS 
 

 
 A continuación se detallan los plásmidos utilizados para la realización de 
este trabajo. El plásmido pAY025 proviene del integrativo en leucina pJK148 al 
cual se ha incorporado el promotor inducible por tiamina nmt clonando el 
fragmento PstI-XhoI. Para la construcción de los plásmidos integrativos de 
rem1 con el promotor modificado partimos siempre del plásmido pAY168 
(pJK148-rem1 3 Kb). Las mutaciones puntuales para modificar las cajas FLEX 
se obtuvieron mediante mutagénesis dirigida.  
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

NÚMERO DE PLÁSMIDO PLÁSMIDO 
pAY025 pJK148 + nmt (PstI/XhoI) 
pAY035 BSSK-rem1  
pAY168 pJK148-rem1 3kb 
pAY212  pREP41x-rem1 5’ (PstI/BamHI) 
pAY213 pJK148 + nmt (pAY025)-rem1 5’ (PstI/BamHI) 
pAY223 pREP2X-mei4 
pAY247 pJK148-rem1 (pAY168) desde el oligo 256 (F2) 
pAY248 pJK148-rem1 (pAY168) desde el oligo 255 (F1-F2) 
pAY264 pJK148-rem1 (pAY168)-FLEX1 mut 
pAY265 pJK148-rem1 (pAY168)-FLEX2 mut 
pAY266 pJK148-rem1 (pAY168)-FLEX1 mut + FLEX2 mut 
pAY320 pJK148-rem1 (pAY168) ∆FLEX2 
pAY332 BSSK-rem1 (XhoI(BamHI)-EcoRI), invertido al 

pAY035 
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1. Rem1 ES TÓXICO PARA LAS CÉLULAS EN EL CICLO 
VEGETATIVO 

 
 
En este trabajo caracterizamos la nueva ciclina meiótica Rem1. Este es el 

primer ejemplo descrito de una ciclina involucrada exclusivamente en la 
progresión meiótica y sin ninguna función durante el ciclo vegetativo.  

La presencia de Rem1 incluso a niveles bajos durante el ciclo vegetativo 
es tóxica para la célula (resultados apartado 1.3), por este motivo su expresión 
está finamente regulada para inducirse exclusivamente durante la meiosis I. 
Hemos descrito que la presencia de Rem1 durante el ciclo celular vegetativo 
impide la fase S a causa de la proteolisis de Cdc18 (resultados apartado 1.4). 
Con estos resultados planteamos un modelo según el cual la actividad quinasa 
del complejo Rem1-Cdk sería responsable de la fosforilación de Cdc18 
marcándolo para su degradación. La falta de Cdc18 impediría la replicación del 
DNA, como consecuencia la célula se dividiría sin haber duplicado el material 
genético produciendo el fenotipo "cut" observado (Figura 1). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Modelo de la expresión de Rem1 durante el ciclo vegetativo. 

Cdc18 es responsable de iniciar la replicación del DNA. Cuando se expresa 
Rem1 su actividad quinasa asociada fosforilaría Cdc18, de manera que se 
proteolisaría, así Rem1 impediría la fase S mitótica. 
 

Fase S 

P

Rem1 

Cdc18 

Cdc18 
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2. Rem1 SE EXPRESA DURANTE LA MEIOSIS I DE FORMA Me i4 
DEPENDIENTE 

 
 
El gen de rem1 tiene un codón stop en pauta de lectura en el intrón esto 

implica que el mRNA debe procesarse para poder traducir la proteína. La 
transcripción y el splicing del mRNA "sense" procesado de rem1 dependen 
exclusivamente del factor de transcripción Mei4. En los experimentos del 
apartado 1.5 y 1.6 demostramos la perfecta correlación entre el patrón del 
mRNA procesado, la presencia de Rem1 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 pat1-114 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 
sobreexpresión de Mei4 en ciclo mitótico (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 ningún caso se detecta el 
splicing de rem1 (resultados apartado 1.6) ni mRNA "sense" (resultados 
apartado 3.3). El hecho que la transcripción del mRNA maduro de rem1 
dependa de Mei4 implica que en cepas silvestres el pico de expresión de Rem1 
se produce durante la meiosis I. 
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3. Rem1 TIENE UNA FUNCIÓN REDUNDANTE CON Cig2 DURAN TE 
LA FASE S MEIÓTICA 

 
 
Cig2 y Rem1 tienen una función redundante e imprescindible para 

completar la fase S meiótica (resulatados apartado 2.2). Según nuestro 
modelo, Rem1 puede suplir la falta de Cig2 durante la fase S meiótica. Cig2 
estaría en condiciones normales inhibiendo la transcripción de mei4 (resultados 
apartado 2.2.1 y 2.2.2). Cuando los niveles de Cig2 disminuyen después de la 
fase S meiótica se desreprime la inhibición de mei4 y se expresa el factor de 
transcripción Mei4. La presencia de Mei4 induce la transcripción del mRNA 
maduro de rem1, de esta manera se traducirá la ciclina Rem1 durante la 
meisosis I. Cuando Cig2 está ausente, Mei4 está desreprimido a las primeras 
horas de la meiosis; esto podría explicar porqué las células delecionadas para 
cig2 tienden a entrar rápidamente en meiosis cuando los nutrientes del medio 
escasean. Por otra parte, la presencia de Mei4 induce la transcripción del 
mRNA procesado de rem1 a las primeras horas de la meiosis. Así se consigue 
la presencia de Rem1 en la fase S meiótica pudiendo realizar la función de 
Cig2 (Figura 2).  

Este sistema de control podría considerarse como un mecanismo de 
seguridad. Cuando los nutrientes escasean, las células de S. pombe se 
encuentran ante una situación delicada y deben reaccionar de forma rápida y 
precisa para asegurar su supervivencia. La correcta finalización de la meiosis 
con la formación de las cuatro esporas es fundamental para superar los 
períodos adversos (introducción apartado 3.3). De manera que, asegurar 
mediante funciones redundantes la correcta replicación meiótica del DNA 
supondría una ventaja evolutiva para las células. Por esto, que Rem1 pueda 
complementar la falta de Cig2 sería importante para asegurar la replicación 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 críticas lo antes posible.   
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                 B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Modelo explicativo de la regulación de las ciclinas durante la 

fase S. A. En condiciones normales, Cig2 es la ciclina que regula la síntesis de 
DNA meiótica. Cig2 inhibe la transcripción de mei4 manteniendo el programa 
transcripcional de la meiosis media apagado hasta la desparición de Cig2, 
después de la fase S meiótica. Cuando no hay Cig2 en la célula mei4 está 
desinhibido, esto permite la transcripción del RNA mensajero maduro de rem1 
y la función de Rem1 complementado la ausencia de Cig2 durante la fase S 
meiótica. B. Esquema de la expresión de las ciclinas Cig2 y Rem1 en una cepa 
silvestre y en una cepa delecionada para cig2. La linia continua indica la 
expresión de Cig2 durante la meiosis y la linia discontinua indica la expresión 
de Rem1. 

 
 

 Estudiando globalmente los resultados podríamos hipotetizar un sistema 
de regulación de Mei4 basado en la ciclina de fase S, Cig2. La regulación de 
mei4 depende de la degradación de su mRNA mediada por Mmi1. El RNA 
mensajero de mei4 se transcribe constitutivamente pero se degrada de forma 
dependiente de Mmi1. Cuando en el inicio de la meiosis se recluta Mmi1 al 
punto de Mei2, el mRNA de mei4 se estabiliza permitiendo la aparición de 
Mei4. Entonces se produce un “feedback” positivo ya que mei4 tiene en su 
promotor una caja FLEX, de esta manera se induce su transcripción 
produciendo el pico de expresión de Mei4 (introducción apartado 3.3.2.2). La 
actividad del complejo Cig2-Cdc2 podría intervenir en algún punto de la vía de 
degradación del mRNA de mei4 permitiendo su degradación. En ausencia de 
Cig2 el RNA mensajero de mei4 no se degradaría y podría inducir la 
transcripción de rem1 durante la fase S meiótica. El hecho de expresar Mei4 
durante las primeras horas de la meiosis también explicaría el fenotipo de las 
cepas delecionadas para cig2, que tienden a iniciar y progresar en la meiosis 
muy rápidamente.  
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4. rem1 ES NECESARIO PARA UNA CORRECTA RECOMBINACIÓN 
MEIÓTICA 

 
 
Analizando los resultados de recombinación obtenidos podemos afirmar 

que rem1 es necesario para tener unos niveles de recombinación intragénica 
(conversión génica) normales, sin rem1 los niveles de recombinación son 
aproximadamente un tercio de los esperados (resultados apartado 2.3.2). Por 
otra parte los niveles de recombinación intergénica ("crossing over") no se ven 
afectados por la ausencia de rem1 (resultados apartado 2.3.1). El experimento 
del apartado de resultados 2.3.3, en el cual se analiza en un mismo 
experimento la recombinación intragénica y la inetrgénica, valida los resultados 
anteriores.  

Estos experimentos demuestran, por primera vez, la existencia de dos 
vías independientes de recombinación una para la recombinación intragénica 
en la cual interviene Rem1 y una para la recombinación intergénica 
independiente de Rem1. La actividad quinasa asociada al complejo ciclina-Cdk 
de Rem1 debe actuar sobre la maquinaria de recombinación implicada en la 
recombinación, promoviendo la recombinación intragénica. 
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5. rem1 TIENE DOS RNAs 
 
 
Inicialmente y debido a la técnica utilizada (RT-PCR con oligo dT) creímos 

que rem1 tenía un splicing regulado dependiente de algun factor meiótico. 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 transcripción y el 
splicing de este RNA mensajero estaban desacoplados y que el splicing del 
mRNA dependía de algún factor de splicing inducido por Mei4. No fue hasta la 
utilización de oligos específicos 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 mRNA "sense" de rem1. Hemos 
identificado el origen de transcripción (tsp) el cual se encuentra 167 pb por 
encima del ATG y el terminador de la transcripción que se encuetra 88 pb por 
debajo de la región codificante. Sabemos que su transcripción depende de 
Mei4, a través de las cajas FLEX del promotor de rem1, y tiene un pico de 
inducción durante la meiosis I. 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 región 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 transcripción se encuentra por debajo de la región codificante y el 
terminador de la transcripción por encima de la caja FLEX1. La inducción de 
este RNA se produce a las primeras horas de la meiosis y no depende de Mei4 
ni de MBF. Finalmente, este RNA es más largo que el "sense" y se transcribe 
en sentido contrario, por esto nunca se procesa.  

Experimentos realizados recientemente en el laboratorio demuestran que 
la regulación del RNA “antisense” depende de la región promotora de rem1. 
Cuando se sustituye 1 Kb del promotor de un gen como cdc2 por 1 Kb del 
promotor de rem1. Este se regula exactamente igual que rem1: 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 regulación no 
depende de la secuencia promotora del RNA “antisense” sino del promotor de 
rem1, el cual es capaz por si mismo de inducir la transcripción del RNA 
“antisense”.  

Poco sabemos sobre la función de este RNA "antisense". Podría tratarse 
de un mecanismo para regular de forma muy precisa la expresión de rem1, 
mediante un mecanismo basado en el RNA interferente. La presencia del RNA 
"antisense" durante las primeras horas de la meiosis impediría la transcripción 
de mRNA "sense" impidiendo la expresión Rem1 hasta la meiosis I. 
Posteriormente, el mRNA "antisense" desaparece, después de la fase S, 
permitiendo el pico de inducción del mRNA "sense" de rem1 de forma 
dependiente de Mei4.  
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-Rem1 es una ciclina meiótica que se expresa y tiene su actividad durante la 
meiosis I. 
 
-La transcripción del mRNA maduro de rem1 depende de Mei4, a través de las 
cajas FLEX del promotor de rem1. 
 
-La expresión de Rem1 durante el ciclo mitótico es tóxica para la célula. 
 
-Rem1 tiene una función redundante con Cig2 durante la fase S meiótica. 
 
-Se requiere rem1 para tener una correcta recombinación meiótica  intragénica, 
aunque la recombinación meiótica intergénica no necesita rem1.  
 
-rem1 tiene un RNA que se transcribe antisense durante la meiosis temprana. 
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