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RESUMEN

La expresion de un gen puede ser afectada por su posicidn en el cromosoma,
con mayor susceptibilidad a inactivacion genética en los teldbmeros de
eucariontes, un fenbmeno conocido como efecto de posicion telomérica (TPE).
Los estudios de las regiones subteloméricas en Saccharomyces cerevisiae
proporcionan informacion relevante sobre los mecanismos de la formacién de
heterocromatina y el papel de la epigenética en el silenciamiento de genes, sin
embargo aun no hay una descripcion clara de como se origina el TPE en

diversas regiones subteloméricas y los factores involucrados.

En este proyecto realizamos una caracterizacion cuantitativa del silenciamiento
transcripcional que presentan diversas regiones subteloméricas a nivel de
células individuales. Desarrollamos un método de microscopia y analisis de
imagenes para detectar diferencias en los niveles de expresibn de un gen
reportero fluorescente integrado en quince regiones teloméricas distintas.
Nuestros resultados muestran una amplia variacibn de patrones de
silenciamiento en las diferentes regiones analizadas. Ademas, observamos
efectos diferenciales del efecto de mutaciones en genes que podrian contribuir
al silenciamiento subtelomérico, entre ellos los relacionados a modificaciones
post-traduccionales de histonas. Este trabajo representa un enfoque para
describir el silenciamiento subtelomérico de forma cuantitativa y tiene
implicaciones en el entendimiento de problemas biolégicos como la
organizacion del genoma, el silenciamiento epigenético, mecanismos de

supervivencia y efecto en patogenicidad.
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ABSTRACT

The expression of a gene can be affected by its position on a chromosome,
notoriously by the susceptibility to inactivation of genes near the eukaryotic
telomeres, named the telomere position effect (TPE). Studies in subtelomeric
regions in Saccharomyces cerevisiae have provided valuable insights into the
mechanisms of heterochromatin formation and epigenetic gene silencing, but
we are still lacking a general picture of the way in which different subtelomeric
regions and silencing factors underlie TPE.

Here, we present a quantitative characterization at single-cell resolution of the
transcriptional silencing at diverse subtelomeric regions. We developed a
microscopy method and image analysis pipeline to detect the fluorescence
intensity differences of a reporter integrated at fifteen subtelomeric positions.
Our results show widespread variation of silencing patterns at different
subtelomeric loci. Furthermore, we observed differential effect of the way in
which subtelomeric silencing is affected by mutations in genes that could
mediate this phenomenon. Our study provides a framework to quantitatively
describe the subtelomeric silencing and sheds light on a wide range of
biological problems associated to epigenetic gene silencing, including genome

organization, survival mechanisms, pathogenesis, aging, and disease.
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1. INTRODUCCION

1.1. El silenciamiento transcripcional en S. cerevisiae

La localizacion fisica de un gen en un cromosoma tiene un efecto sobre su
expresion. Las primeras observaciones sobre este fenbmeno fueron en 1984
en Drosophila melanogaster con el gen White (Gehring et al, 1984), cuando
este gen se localiza en la regidbn eucromatica, su expresion da origen al
fenotipo de ojos rojos, pero cuando se localiza en la region heterocromatica por
efecto de rearreglos cromosdmicos inducidos por rayos X, el fenotipo es ojos
blancos con regiones de células rojas. En este organismo, el silenciamiento se

denomin6 Variegacion por Efecto de Posicion (PEV por sus siglas en inglés).

Anhos mas tarde, por serendipia Gottschling et al en 1990 al intentar generar
telomeros marcados en Saccharomyces cerevisiae, insertaron el gen URA3 en
el cromosoma VII brazo izquierdo en el sitio del gen ADH4, observaron la
naturaleza metaestable de la integracion al observar que 20-60% de las células
crecieron en la presencia de acido 5-fluorobtico (5-FOA) que es una sustancia
toxica para células que expresan Ura3. Con estas observaciones se acuno el
término de Efecto de Posicibn Telomérica (TPE por sus siglas en inglés).
Posteriormente, se observd un fenbmeno similar en colonias de S. cerevisiae
con el gen ADE2, gen codificante de una enzima que participa en la via de
produccion de alanina. La posicion de este gen en eucromatina origina colonias
color blanco, pero al relocalizar este gen a la zona subtelomérica, las colonias

presentan color segmentado, blanco y rojo (Figura 1).

ADE2 ADEZ2

4 B

Telémero Telémero
Figura 1. Expresion variegada en poblaciones celulares de levadura por efecto

del TPE vy localizacion del gen ADE2 en cromosomas de S. cerevisiae (imagen
modificada de Buhler M. y Susan M., 2009).
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1.1.1 El efecto de posiciéon telomérica ( TPE)

El TPE se define como el silenciamiento transcripcional que se origina en la
posicion subtelomérica. Actualmente sabemos que este proceso esta presente
en diversos organismo eucariontes, predominantemente en patbgenos porque
en estos, la expresion variegada de los genes de localizacion subtelomérica
proporciona variedad antigénica a nivel poblacional debido a que dichos genes
codifican para proteinas de membrana externa (Li B., 2012).

Algunos ejemplos de importancia biologica son los genes de adhesion EPA en
Candida glabrata, los genes codificantes de glicoproteinas VSG en
Tripanosoma brucei y los mas de 100 genes MSG que codifican proteinas de
superficie en Pneumocystis carinii (Tham W. et al, 2002; Merrick C. y Manoj T.,
2006). En el caso de nuestro organismo modelo, Saccharomyces cerevisiae,
los genes subteloméricos codifican para enzimas de aprovechamiento de
fuentes alternas de carbono, resistencia a rapamicina, respuesta a estrés y
para floculacion por los genes FLO. Se dice que en general, en esta levadura
los genes subteloméricos le proporcionan ventajas adaptativas y nutricionales.

La primera explicacion molecular del silenciamiento subtelomérico en S.
cerevisiae fue sobre el complejo de genes SIR. La heterocromatina telomérica
se origina porque la proteina Rap1 reconoce la secuencia de repetidos TG, ,,
reclutando a las proteinas Sir2, Sir3 y Sir4 (Figura 2). La enzima Sir2 tiene la
actividad de desacetilasa de histonas, por lo tanto la eliminacion del grupo
acetilo de la lisina 16 de la histona H3 origina compactacion de la
heterocromatina. Cuando este mecanismo de silenciamiento via el complejo
SIR se propaga al interior del cromosoma, son susceptibles a silenciamiento los
genes mas cercanos al telbmero, en la region denominada subtelomérica
(Grunstein M., 1997).

Irapuato, Gto 11



Subtelomero

Nuclesomas

Figura 2. Estructura del telbmero en Saccharomyces cerevisiae. Rap1
(Repressor Activator Protein 1) se une a las secuencias teloméricas de doble
cadena y recluta a las proteinas Sir que se propagan hacia la regiébn
subtelomérica. Ademéas Rap1 se une a Rif1 y Rif2, proteinas que controlan la

longitud del telomero (Imagen modificada de Auriche C. et al, 2008).

1. 2 Estudio del TPE en S. cerevisiae

Los primeros estudios del TPE en levadura mostraban diferentes resultados
sobre el silenciamiento porque los resultados no eran reproducibles en
cromosomas distintos. Cuando se inici6 el estudio del TPE, también se observd
este fenbmeno en el telomero derecho del cromosoma V (V-z; R significa brazo
derecho y L brazo izquierdo) y el telobmero izquierdo del cromosoma XV (XV-;
Tham W. et al, 2002).

Si observamos el genoma de Saccharomyces cerevisiae, los 16 cromosomas
son muy variables (Figura 3). Los telomeros de levadura tienen la caracteristica
de estar compuestos de repetidos heterogéneos abreviados como TG, ; de
250-400pb de largo y terminan con un fragmento corto de cadena sencilla (12 a
14 nucleobtidos). Ademas un teldmero tipico de levadura tiene una longitud de
300pb, pero este numero puede incrementar o disminuir espontaneamente
debido a efectos opuestos de replicacion y actividad de la telomerasa (Venditti
S. et al, 2000).

En el genoma de levadura hay diferentes tipos de elementos subteloméricos
repetidos: elemento X, elemento Y’, secuencias repetidas subteloméricas
(SRRs) y los repetidos TG, ;(Tham W. et al, 2002). Todos estos elementos, en
numero y longitud de pares de bases originan telébmeros distintos en los 16
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cromosomas del genoma. De forma importante, los elementos Y’ y X permiten
clasificar a los teldbmeros en tipo X y tipo X-Y’, ya que todos los telomeros
tienen elemento X, pero sbélo algunos tienen elemento Y’ (Chany Tye, 1983). El
elemento Y’ contiene el repetido de anti-silenciamiento subtelomérico (STAR) y
funciona como una barrera para la propagacion del mecanismo via el complejo
SIR (Fourel et al, 1999).

| 1 L - |
I _ > i |
11| [} . 1
vV [} e
\Y
VI 1 & I
VIl I L 3 i
VI | Y 1 |
X | L Il
X | ® | -
X| | ° .I Elemento X
i ' Elemento Y
Xy g —eo— 11 E
i TG 1-3
X1 I 1 & 1
XIV | 1 ' Centrémero
® } Secuencias
XV | 9 | Repetidas
Subteloméricas
XVI * (SRSs)

Figura 3. Estructura de los principales elementos subteloméricos repetidos en
el genoma de S. cerevisiae. Cada uno de los telobmeros en levadura tiene una

composicion especifica de estos elementos.

Aunque los telébmeros de levadura tienen solo dos tipos de repetidos
subteloméricos X y Y’, estos son bastante diversos, o que ocasiona que cada
telobmero sea distinto. Por lo tanto, se postula que los 32 telbmeros tienen una
identidad Unica (Zakian y Blanton, 1988).

Otra de las caracteristicas del silenciamiento transcripcional en levadura que

indican que este fenbmeno es diferente segun el telobmero en que se describa

son los estudios en teldmeros truncos. En estos, se describid que en una
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misma cepa de fondo, el silenciamiento en el telbmero V brazo derecho resultd
ser diez veces mas bajo (~4%) que en el telomero VIl brazo izquierdo (~33%;
Gottschling et al, 1990).

No se ha encontrado una relacion directa ente la longitud del telomero y el
TPE. De forma muy general, se observé que genes localizados a -4.9kpb del
telomero estan sujetos a efecto de posicion, mientras que no se detectd
silenciamiento en un locus a -20kpb (Gottschling et al, 1990). En teoria, los
telomeros largos deberian tener un TPE mayor comparado con telbmeros
cortos porque Rap1 es la proteina encargada de unirse al DNA que inicia el
mecanismo de silenciamiento por reclutar a las proteinas Sir (Kyrion et al,
1993).

1.3 El papel de las marcas epigenéticas en la represion subtelomerica

La principal caracteristica de la cromatina telomérica y la regién subtelomérica
constituida por elementos subteloméricos y nucleosomas, es la carencia de
acetilacidbn y metilacion de histonas, debidas a la actividad de desacetilasa
dependiente de NAD* de Sir2 y posiblemente por la actividad de desmetilasa
de Jhd2. Este ultimo dato es sugerido por el ligero aumento de silenciamiento
subtelomérico en cepas jdh2A (Auriche C. et al, 2008).

Otros estudios explican las diferencias en silenciamiento subtelomérico por el
tipo de marcas de histonas en los genes subteloméricos. La combinacion de
modificaciones quimicas en las histonas determina el nivel de compactacion de
la cromatina y el por qué algunas regiones son mas susceptibles a la
desacetilacion de histonas por Sir2. En un estudio sobre SIR3, en el brazo
izquierdo del cromosoma VIl se demostrd que no es suficiente la union de Sir3
en nucleosomas del telobmero para explicar la regulacion transcripcional en esa

regibn gendmica (Kitada T. et al, 2012).
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En Saccharomyces cerevisiae se sabe que la metilacion de histonas solo
afecta a la histona 3 en las lisinas: 4, 36 y 79, que son metiladas por

metiltransferasas especificas (Set1, Set2 y Dot1, respectivamente).

La desmetilacion en S. cerevisiae ocurre en la Lys4 por Jhd2, Lys36 por Jhd1 y
Rph1, excepto en la Lys79 que esta localizada en el core de la histona
(Ottaviani A. et al, 2008).

Se sabe que la proteina Sir3p tiene preferencia por las regiones cromosbémicas
no metiladas en la lisina 79 en la histona 3 (H3K79) y no acetiladas en la lisina
16 de la histona 4 (H4K16). Incluso, algunas marcas se han caracterizado
como de anti-silenciamiento, tal es el caso de la acetilacion en la H4K16 y la
metilacion de H3K4 y H3K79, ambas modificaciones quimicas impiden la
propagacion del silenciamiento. El cambio de histonas por la variante H2A.Z
también evita la propagacion del complejo de silenciamiento (Kitada T. et al,
2012).

En un analisis de asociacion al genoma completo se observd que la falta de
metilacion de H3K79 afecta la union del complejo SIR en algunos sitios
teloméricos, entre ellos COS12 y no afecta a otros sitios como el sitio del gen
YFRO57w. Ademas en el mismo estudio determinaron que la perdida de la
metiltransferasa Dot1 (cataliza la mono- di- y tri-metilacion de H3K79) no afecta
la union de Sir2 o Sir3 en la region subtelomérica, por lo tanto se sugiere que
ademas de la metilacibn en H3K79, existen mas factores para regular la
presencia de Sir2 y Sir3 en la region subtelomérica (Takahashi Y. et al, 2011).

1.4 El TPE como un mecanismo adaptativo

En el caso de la heterogeneidad de telébmeros, existe la idea de que esta
variabilidad no se debe a un efecto secundario de las rutas moleculares
asociadas al mantenimiento del telbmero, sino que los mecanismos fueron
seleccionados porque proporcionan heterogeneidad (Tomaska L. y Nosek J.,

2009). La idea es que la heterogeneidad representa poblaciones flexibles, por
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ejemplo cuando se expresa mas RNA telomerasa (TER) en S. cerevisiae, los
telbmeros son mas estables, cortos y menos heterogéneos, por lo tanto

disminuyen los beneficios poblacionales.

Ademas de la complejidad de la informacion que hay en las secuencias de
DNA, la organizacion epigenética influye en las funciones del genoma, la
arquitectura de la cromatina controla el ambiente nuclear para asegurar la
expresion genética apropiada (Ottaviani A. et al, 2008). Esta idea indica que la
regulacion transcripcional requiere un analisis desde diferentes perspectivas
mas alla de los factores transcripcionales que promueven o evitan la expresion

genética.

Se sabe que el silenciamiento subtelomérico es un fenbmeno general en
levadura para los genes que son transcritos por la RNA polimerasa Il, entre
ellos HIS3, TRP1 y ADE2. Ademas, en estudios de asociacion al genoma
completo en S. cerevisiae, se determin6 que aproximadamente 267 genes
localizados a menos de 20kb del telbmero muestran un nivel de expresion
promedio que es apenas el 20% de la expresion promedio de genes no
teloméricos (Tham W. et al, 2002; Ottaviani A. et al, 2008).

Por otra parte, el hecho de que las mutantes nulas SIR3 o SIR4 causen
acortamiento de los repetidos en los telomeros o inestabilidad de los
cromosomas (Huang Y., 2002), sugiere que las proteinas que participan en el
silenciamiento contribuyen al mantenimiento e integridad de los cromosomas y

que posiblemente el silenciamiento subtelomérico es un efecto secundario.

1.5 Los modelos moleculares que explican el TPE

Estudios recientes establecen dos modelos para explicar el silenciamiento

transcripcional:

- Modelo clasico de represion via el complejo SIR que actla por propagacion

de las proteinas efectoras del silenciamiento Sir2, Sir3 y Sir4 del telbmero hacia
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la regibn subtelomérica. Este modelo toma en cuenta que la region
subtelomérica es una zona de represion transcripcional con subdominios que

son permisivos a la transcripcion (Fourel et al, 1999; Prydee y Louis, 1999).

- Modelo de expresion genética basada en cambios quimicos inherentes a las
histonas de la regibn subtelomérica donde se establece que las marcas de
acetilacibn o metilacion tienen mayor importancia para regular la expresion de

genes de localizacién subtelomérica (Mukhopadhyay S. y Sengupta A., 2013).

En el caso del primer modelo, estudios de asociaciobn al genoma completo
sugieren que el TPE regula la expresion genética via el complejo SIR en los
telomeros: I-R, lll-L, IV-R, V-L, VI-L, VI-R, VII-L, VIII-L, IX-R, X-R, XIlI-R, XIV-L,
XIV-R, XV-L, y XVI-R (Wyrick et al, 1999), aunque no se han caracterizado
todos los telomeros.

1.6 Variacion estocastica y ruido en la expresion genética

La variacion estocastica en la expresion genética contribuye en las diferencias
fenotipicas y por lo tanto esto explica la variabilidad celular dentro de una
poblacion. El ruido en términos de expresion genética se refiere al nivel de
variaciobn en la expresion genética medible entre células dentro de una
poblacibn supuestamente idéntica, como por ejemplo en una misma cepa o
linea celular. El ruido puede llegar a ser suficiente para cambiar de un estado
celular a otro, ya sea en los casos de diferenciacion celular o por la

supervivencia en ambientes fluctuantes. (Raser J. y O’Shea E., 2005).

En cuanto al ruido genético, las fuentes que lo causan son las propiedades
fisicas de las célula, la variacibn en la concentracion de una proteina de una
célula a otra y la probabilidad de que sucedan las reacciones quimicas que
fundamentan la expresion de genes (Kilfoil M. et al, 2009). Estos factores
contribuyen al estudio del TPE porque las regiones subteloméricas contienen
genes de expresion baja y mayor ruido genético comparado con genes de

localizacion eucromatica.
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Experimentos realizados en 1989 por Pillus y Rine sobre la naturaleza
epigenética de células sirt A demostraron que el silenciamiento es una

propiedad de células y no una regla fijja para un locus, por lo tanto es
importante realizar estudios a nivel de células individuales para observar el

silenciamiento subtelomeérico.

El establecimiento del silenciamiento es estocastico y metaestable porque la
represibn progresa a través del ciclo celular e incluso perdura varias
generaciones, ademas de presentar estados intermedios de expresion. Estos
estados intermedios no son el resultado de diferentes estado epigenéticos, solo
significan que pueden existir estados de heterocromatina parcialmente activos
(Xu E. et al, 2006). Esta informaciébn es relevante porque la interpretacion del
silenciamiento puede depender del ciclo celular y no todas las células en una
poblacibn actuan de forma sincronizada.

El ruido en la expresion genética es detectable cuando se analizan células
individuales y dependera de algunos factores, entre ellos el ambiente porque
se ha observado que el crecimiento de levaduras en medio liquido representa
un ambiente uniforme y que al compararlo con crecimiento en medio sélido, la
variacion es mayor en este ultimo porque la poblacioén se deriva de una o pocas
células (Anderson M. et al, 2014).
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo general

Estudiar cémo el silenciamiento subtelomérico es regulado
genéticamente en diferentes regiones teloméricas en Saccharomyces

cerevisiae.

2.2 Objetivos particulares

i. Establecer el nivel de silenciamiento en diversas regiones

subteloméricas en levadura.

ii. Describir la forma en que el silenciamiento subtelomérico es afectado

por la falta de elementos importantes para su regulacion.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material
3.1.1 Cepas

Para desarrollar este trabajo utilizamos la cepa parental Y8205 cuyo genotipo
es el siguiente:
MAT o his3A 1 leu2A0 met15A0 ura3A0cant A::STE2pr-Sp_his5 lyp1 A::STE3pr-
LEU2

Ademas la cepa parental tiene una integracion del gen mCherry en el locus ho
(hod::mCherry) que origina expresion constitutiva con proposito de facilitar el

analisis de las imagenes obtenidas por microscopia.

Coleccion de mutantes knock-out BY4741 MATa provenientes del proyecto de
delecion del genoma de Saccharomyces cerevisiae.

3.1.2 Construcciones Genéticas

Se utilizb un gen reportero URA3-GFP construido en nuestro laboratorio, el cual
consiste de los genes URA3 y GFP fusionados traduccionalmente, bajo el
control del promotor URAS3y con el terminador ADH1.

Puss URA3 GFP ADHI1

terminador

Figura 4. Gen reportero dual utilizado para este proyecto, fusion traduccional
de los genes URA3y GFP.

3.2 Méetodos y procedimientos experimentales

3.2.1 Ensayo de goteo en placa

- Poner pre inbculos en 5mL de YPD en tubos de ensayo de 11x15 cm.
- Incubar a 30°C durante una noche.
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- Medir D.O. con 100 uL de cultivo y 900 mL de YPD en la celda para
espectrofotometro.
- Llevar todos los cultivos a D.O. = 1, ajustando con agua estéril.

Dado que la absorbancia es directamente proporcional (y lineal en el intervalo
de medicién) a la concentracion.
A,= D.0O. medida x 100 factor de

AV,=A,V, dilucion
A= 1
V,=(AV,)/A, V,= 800 uL

V,=8/D.0. medida y V,,,= 800-V1
Realizar diluciones seriadas en una placa de 96 pozos, las filas corresponden a

cada cepa y las columnas a la dilucion en base 10.

3.2.2 Transformacioén de levadura

Soluciones utilizadas
PEG 50% (W/V): Almacenar en oscuridad, disolver por agitacion y
esterilizar por filtracion.
Acetato de litio 1M
ssDNA 2mg/mL: Preparado en Tris 10mM o en TE.

Agua destilada: Alicuotas de 25mL para hacer lavado de células.

Procedimiento
- Inocular 5mL de YPD con la cepa de levadura a transformar en incubar
toda la noche (overnight).
- Inocular 30mL de YPD con 3mL del cultivo overnight en un matraz.
Esta cantidad es para 6 transformaciones.
- Incubar a 30°C con agitacion por 4h.
- Transferir a tubos Falcon de 50 mL y centrifugar a 2500rpm por 5min.
Desechar el medio.
- Lavar con 25 mL de agua destilada, resuspender en vortex de forma

lenta. Centrifugar a 25000 rpm 5 min. Desechar agua.
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- Resuspender en 1mL de acetato de litio 0.1M vy transferir a tubo
Eppendorf.
- centrifugar a 13000rpm 20s. Desechar el sobrenadante y resuspender
en 300uL de acetato de litio 0.1M.
- Preparar el DNA para transformar. En un volumen final de 50uL de TE,
por ejemplo 10uL de reaccion de digestion + 40uL de TE.
- Adicionar 321uL del preparado de transformacion a los tubos
anteriores, este preparado contiene:

Para 6 reacciones:

PEG 50% 1440uL

ssDNA 2mg/mL 270uL

Acetato de litio 1.0M 216uL

Mantener el preparado de transformacion en hielo y sacarlo antes de
usarlo. El tubo de ssDNA debe hervir en agua a ebullicibn 100°C por

5min y pasarlo rapidamente a hielo con agua. Dejarlo un par de minutos.

- Anadir 50uL de células a cada tubo con el DNA para transformar.
Mezclar ligeramente en vortex.

- Incubar a 30°C por 30min.

- Dar choque térmico a 42°C en termobloque durante 30min.

- Centrifugar a 6000rpm por 20s. Quitar el PEG residual con micropipeta.
- Resuspender en 500uL de agua.

- Inocular 200uL de las células por caja de medio. Esparcir las células
con perlas de vidrio.

3.2.3 Extraccion rapida de DNA genbmico de levadura

- Picar una colonia de levadura y suspender las células en un tubo Eppendorf
de 50 uL con 100 uL de solucion de Acetato de litio 200mM — SDS 1%.

- Incubar a 70°C por 15 min.

- Transferir el contenido a un tubo de 0.6 mL y agregar 300 uL de etanol 96%,
mezclar en vortex.

- Centrifugar para obtener el DNA por 3 min a 13000 rpm.
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- Lavar el pellet con etanol 70% y repetir este paso una vez mas.
- Disolver el DNA precipitado en 100 uL de soluciébn amortiguadora TE.
- Centrifugar para eliminar restos celulares.

- Separar el sobrenadante (DNA en solucion) y conservar en refrigeracion 4°C.

3.2.4 Microscopia de fluorescencia, técnica confocal

a) Preparacion de muestra
- Inocular 3mL de medio YPAD fresco con 300uL de cultivo overnight
(relacidbn 1:10) e incubar a 30°C con agitacion de 200rpm, hasta
crecimiento exponencial (D.O.4,,=0.6-0.9).
- Tomar 1.5mL del cultivo en fase exponencial y colectar en tubo
Eppendorf.
- Centrifugar por 5 min a 1000 rpm.
- Desechar sobrenadante y resuspender con vortex en 1 mL de solucion
amortiguadora PBS 1X (ver seccién Soluciones) (Lavado 1).
- Centrifugar por 3min a 1000rpm.
- Desechar sobrenadante y resuspender con vortex en 1 mL de solucion
amortiguadora PBS 1X (Lavado 2).
- Agregar 150uL de soluciébn amortiguadora PBS 1X y resuspender con
vortex.
- Agregar 150uL de solucion fijadora de paraformaldehido 4% (ver
seccion Soluciones)
- Incubar a 30°C por 15min, con agitacién 200rpm.
- Centrifugar por 3min a 1000rpm, desechar el sobrenadante y eliminar
todos los residuos con pipeta.
- Resuspender en 300uL de solucion de sorbitol (ver seccion
Soluciones).

- Aimacenar muestra a 4°C.
b) Montaje de muestra.

- Derretir agarosa 1.5% (preparada con TAE1X).
- Colocar 3uL de muestra en el portaobjetos.
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- Agregar 3uL de agarosa encima de la muestra e inmediatamente
colocar cubreobjetos.
- Dejar secar la agarosa por 1min y sellar bordes con esmalte

transparente.

c) Observacion
Se utilizd el Microscopio Confocal invertido FV1000 Olympus del
Laboratorio Nacional de Microscopia Avanzada en el Instituto de
Biotecnologia de la UNAM. Los laseres utilizados para la excitacion de
proteinas fluorescente fueron Argon 488nm y HeNe 561nm.

Los detectores utilizados fueron:
i) EGFP: Excitacion 488nm y Emision 507nm
ii) Alexa Flbor 568: Excitacion 579 Emision 603nm

Se adquirieron imagenes en el canal rojo (Alexa Fluor 568) para deteccion de
mCherry y en el canal verde (EGFP) para deteccion de GFP.

3.2.5 Arreglo Sintético Genético (SGA)

El procedimiento para realizar este protocolo esta divido en semanas debido a

tiempos de incubacion.

Semana 1
- Inocular 150uL de medio liquido YPAD+G418+Ap con las cepas

blanco (coleccidn de mutantes), crecer overnight 30°C.

Cepas mutantes
DX::GA18r G418

Figura 5. Cepa de S. cerevisiae de la coleccibn de mutantes para el arreglo

sintético genético (SGA) y su respectivo medio de crecimiento.
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- Inocular 10mL de medio liquido YPAD+clonNAT+Ap con las cepas
query (cepa con integracion del gen reportero), crecer overnight
30°C.

clonNAT
hoA::mCherry-NATr

cos8A::URA3-GFP
Cepa Query

Figura 6. Cepa query de S. cerevisiae para el arreglo sintético genético (SGA)

y su respectivo medio de crecimiento.

- Con el medio de cultivo de la cepa query, esparcirlo en medio solido
YPAD+clonNAT+Ap en cajas OmniTray, de forma que quede
uniformemente distribuido(césped de levaduras). Si quedan zonas
sin cepa, alli no habra apareamiento, crecer overnight 30°C.

- Tomar inoculo de las cepas blanco con pinner de 96 piezas y
depositar células sobre medio sbélido YPAD+G418+Ap, crecer
overnight 30°C.

Esterilizacion del pinner

Se necesita 1 caja con solucién de hipoclorito de sodio 10%, 2
cajas con agua (la segunda con mas agua que la primera y la
primera con igual agua que la caja de hipoclorito de sodio) y una
caja con etanol (con mas nivel que la segunda caja de agua).

- Sumergir el pinner en caja con hipoclorito de sodio 10%, dejar
reposar 2 minutos y pasar a la primera caja con agua.

- Pasar a la segunda caja con agua.

- Pasar a la caja con etanol.

- Pasar el pinner por la flama, cuidando que no chorree etanol.

- Dejar enfriar al menos 1 minuto.
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Apareamiento
En una caja OmniTray con medio YPAD+Ap inocular con la
ambas cepas, usando pinner tomar cepa blanco, esterilizar pinner
y enseguida inocular con pinner la cepa query.
Dejar incubar a temperatura ambiente por 1 dia.

ax =

YPAD
Cepa Query Cepa blanco

Figura 7. Cruza de cepas para el arreglo sintético genético (SGA) y su

respectivo medio de crecimiento.

Seleccion de diploides
Con el pinner tomar células de la caja de apareamiento e inocular
medio sblido YPAD+G418+clonNAT+Ap. Incubar a 30°C por 2
dias.

hoA::mCherry-NATr \‘%‘:\"ﬁ%l

AX::G418r
cos8A::URA3-GFP clonNAT + G418

Figura 8. Cepas resultantes del apareamiento durante el arreglo sintético

genético (SGA) y su respectivo medio de crecimiento.

Semana 2
Esporulacion
Preparar cajas OmniTray con medio solido de esporulacion (ver
seccion Medios de cultivo). Incubar 8 dias a 22°C.

=

Medio SPO

Figura 9. Resultado del proceso de esporulacién durante el arreglo sintético

genético (SGA) y su respectivo medio de crecimiento.
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Semana 3
Germinacién — seleccion haploides MATa
Pasar cepas de la caja de esporulacion a medio de germinacion,
este paso es una seleccion de haploides MATa con la integracion
del gen reportero (clonNAT resistente), sean o no G418
resistentes y moriran las diploides remanentes. Incubar a 30°C

por 2 dias.

hoA::mCherry-NATr \‘H\\\%“\H_%I.

canlA::STE2pr-His3

lyp1A::STE3pr-Leu2 SD - Leu/Arg/Lys
ura3A,his3A,leu2A +canavanina +tialisina +Ura
+clonNAT

Figura 10. Selecciobn de cepas haploides MATa durante el arreglo sintético

genético (SGA) y su respectivo medio de crecimiento.

Seleccion en medio de resistencia clonNAT/G418 (ver seccion Medios
de cultivo).
Pasar cepas de la seleccibn anterior a caja con medio de
resistencia clonNAT/G418, este paso es una seleccion de
haploides MATa con la integracion del gen reportero (clonNAT
resistente) y la mutacion knock-out (G418 resistentes). Incubar 2
dias a 30°C.

hoA::mCherry-NATr .\'\%‘%\% .

AX::G418r
canlA::STE2pr-His3
lyp1A::STE3pr-Leu2
ura3A,his3A,leu2A

SD - Leu/Arg/Lys
+canavanina +tialisina +Ura
+clonNAT +G418

Figura 11. Seleccion de cepas haploides MATa con la integracion del gen
reportero y mutante para el gen blanco durante el arreglo sintético genético

(SGA) y su respectivo medio de crecimiento.

Semana 4
Seleccion en medio de resistencia clonNAT/G418/URA3 (ver seccion
Medios de cultivo).
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Figura 12.

- Pasar cepas de la seleccion anterior a caja con medio de
resistencia clonNAT/G418/URAS3, este paso es una seleccion de
haploides MATa con la integracion del gen reportero (clonNAT
resistente), la mutacibn knock-out (G418 resistentes)y la
expresion del gen URAS.

AX::G418r
canlA::STE2pr-His3
lyplA::STE3pr-Leu2
ura3A,his3A,leu2A

hoA::mCherry-NATr \xﬁi‘:%%-

SD - Leu/Arg/Lys
+canavanina +tialisina
+clonNAT +G418

Seleccibn de cepas finales como resultado del arreglo sintético

genético (SGA) y su respectivo medio de crecimiento.

Inocular placa de 96 pozos (150uL de medio YPD + clonNAT+
G418 en cada pozo) con el pinner, tomando cada cepa de la
seleccibn anterior.

- Incubar con agitaciobn a 30°C durante una noche.

- Agregar glicerol 60% y almacenar a 80°C.

3.3 Medios de cultivo

3.3.1 Medio YPD

Peptona 20 g

Extracto de levadura 10g

Agua destilada aforar a 940 mL
Glucosa 40% 50 mL

3.3.2 Medio sintético completo sin uracilo (SC-URA)

Irapuato, Gto

Esterilizar en autoclave 20 g de glucosa disuelta en 50 mL.
Esterilizar en autoclave 20 g de agar disuelto en 700 mL de agua
destilada.

Esterilizar por filtracibn una solucion de 250 mL de Yeast Nitrogen
Base (YNB) 6.7 g y de Dropout-URA 1.926 g.
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a) Dropout-URA

Tabla 1. Férmula de aminoéacidos que componen un Dropout-URA.

Reactivo Cantidad (g) Reactivo Cantidad (g)
Adenina 0.5 Leucina 10.0
Alanina 2.0 Lisina 2.0
Arginina 2.0 Metionina 2.0
Asparagina 2.0 Acido para-

Acido Aspartico 2.0 aminobenzbico 0.2
Cisteina 2.0 Fenilalanina 2.0
Glutamina 2.0 Prolina 2.0
Acido Glutamico 2.0 Serina 2.0
Glicina 2.0 Treonina 2.0
Histidina 2.0 Triptofano 2.0
Inositol 2.0 Tirosina 2.0
Isoleucina 2.0 Valina 2.0

3.3.3 Preparacion de cajas de cultivo 5-FOA

Se preparan por separado las soluciones Ay B. Indicaciones para 1L de medio.

Solucién A — Esterilizar en autoclave esta solucion por 20min:

- Agar 20g

- Casaminoacidos 69

- Agua destilada 400mL
Solucion B — Agitar hasta la mayor disolucion posible los siguientes
componentes:

- Sulfato de amonio 59

- Uracilo 0.05¢g

- Agua destilada 600mL

Calentar 1min en microondas la solucion B y anadir 5-FOA 0.85g, calentar 15s

mas y seguir disolviendo.

Anadir YNB 1.7g y 50mL de glucosa 40%. Esterilizar la solucion B por filtracion.

Cuando la solucion A tenga una temperatura adecuada, adicionarle B

lentamente. Mezclar y vaciar en cajas.
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3.3.4 Medio de esporulacion
Para 1 L de medio

Acetato de potasio 10g

Extracto de levadura 1g

Glucosa 0.5¢g

Suplemento para medio SPO 0.1g

Agar 20g

Disolver todo en 900 mL de agua destilada.
Agregar 250 uL de solucion G418.

3.3.5 Medio de germinacién para SGA
SD-LEU/ARGI/LYS + canavalina/tialisina/clonNAT

Para preparar 1L:

YNB sin aminoacidos y sulfato de amonio 1.7g

Acido glutamico monosodico 1g

Mezcla drop-out — Leu/Arg/Lys/URA 1.6g

Agar 20g

Disolver en 800 mL de agua destilada.

Después de esterilizar en autoclave, mezclar el drop-put con agar y agregar
100mL de glucosa 20%.

Agregar 500 uL de solucién canavanina, 500 uL de soluciéon de tialisina, 1 mL
de solucién de clonNAT y solucién de URA.

3.3.6 Medio de resistencia 1 para SGA
SD-LEU/ARG/LYS + canavalina/tialisina/clonNAT/G418.

Para preparar 1L:

YNB sin aminoacidos y sulfato de amonio 1.7g

Acido glutamico monosodico 1g

Mezcla drop-out — Leu/Arg/Lys/URA 1.69g

Agar 20g

Disolver en 700 mL de agua destilada.

Después de esterilizar en autoclave, mezclar el drop-put con agar y agregar
100mL de glucosa 20%.
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Agregar 500 uL de solucién canavanina, 500 uL de soluciéon de tialisina, 1 mL

de solucion de clonNAT, 1mL de solucion G418 y solucion de URA.

3.3.7 Medio de resistencia 2 para SGA
SD-LEU/ARG/URA/LYS + canavalina/tialisina/clonNAT/G418.

Para preparar 1L:

YNB sin aminoacidos y sulfato de amonio 1.7g

Acido glutamico monosodico 1g

Mezcla drop-out — Leu/Arg/Lys/URA 1.6g

Agar 20g

Disolver en 700 mL de agua destilada.

Después de esterilizar en autoclave, mezclar el drop-put con agar y agregar
100mL de glucosa 20%.

Agregar 500 uL de soluciobn canavanina, 500 uL de solucion de tialisina, 1 mL

de solucion de clonNAT, 1mL de solucion G418.

3.4 Soluciones

3.4.1 Solucién amortiguadora PBS 1X

Tabla 2. Férmula para preparacién de solucion amortiguadora de fosfatos

(PBS). PBS (1X)
Sal Concentracion | Concentracion
(mmol/L) (g/L)
NaCl 137 8.0
KCI 2.7 0.2
Na,HPO, 10 1.44
KH,PO, 1.8 0.24

3.4.2 Solucién fijadora de paraformaldehido 4%
Preparacion:

1. Disolver paraformaldehido al 4% (equivalente a 10% formalina) en agua
destilada precalentada a 55-60°C.

2. Ahadir unas gotas de NaOH 1M y agitar hasta disolver totalmente.

3. Enfriar hasta temperatura ambiente (RT). Ahadir PBS hasta 1X y ajustar
pHa7.4.
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4. Utilizar esta solucion fresca, con no mas de 1 semana a RT.

3.4.3 TAE 50X

Colocar los siguientes reactivos en un vaso de precipitados de 2L.
Tris Base 242 g (0.5 mM)

Acido acético glacial 57.1 mL (40 mM)

Na,EDTA(2H,0) 37.2 g (2 mM)

H,O destilada para 1L.

3.4.4 Antibibticos

Noursetricina (Nat): concentracion final 100ug/mL, solucion stock 100mg/mL
Geneticina (G418): concentracion final 200ug/mL, solucion stock 200mg/mL
Ampicilina (Ap): concentracion final 50ug/mL, solucién stock 50mg/mL
Higromicina (Hyg): concentracion final 200ug/mL, solucién stock 50mg/mL
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4. RESULTADOS

Los resultados de este trabajo estan organizados en dos secciones, cada una
relacionada al desarrollo de cada objetivo especifico.

4.1 Primera parte: Establecer el nivel de silenciamiento en diversas

regiones subteloméricas

4.1.1 Desarrollo de método de microscopia y analisis de imagen

Para resolver este objetivo la primer estrategia fue desarrollar el método de
microscopia y se utilizd como gen reportero la construccion P g.,-URA3-GFP-

terapmi.
4.1.1.1 Funcionalidad del gen reportero

El primer experimento fue probar su funcionalidad en tres cepas: cepa parental
(control negativo), cepa con integraciobn del reportero en un locus no
subtelomérico (control positivo) y cepa con integracion del reportero en un
locus subtelomérico. Como control de fluorescencia, la cepa parental expresa
la proteina mCherry de forma constitutiva, por lo tanto todas las cepas

analizadas expresan esta proteina fluorescente.

Las siguientes imagenes muestran fotos de células de levadura en los canales

verde y rojo para deteccion de GFP y mCherry, respectivamente (14).

Después de comprobar la funcionalidad de nuestro gen reportero de GFP, se

adquirieron imagenes con microscopio de fluorescencia, técnica Confocal.

La microscopia confocal tiene algunas ventajas sobre la microscopia de
epifluorescencia convencional importantes para este trabajo, con la incidencia
del laser de forma localizada y en secciones, el efecto de fotoblanqueo se
reduce y por lo tanto la fluorescencia no decae drasticamente con el tiempo, lo

cual es de gran impacto para la cuantificacion de proteinas fluorescentes y
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comparaciobn de muestras. Ademas el equipo que utilizamos, FV1000 Olympus
permite la automatizacion en la toma de imagen, lo cual hace mas precisa la
adquisicidbn y mas homogénea entre diferentes campos dentro de una muestra.

a) Control negativo
Cepa parental

b) Locus no subtelomérico

cuP9

— —e

) Locus subtelomérico
COS8

I iH—e

Figura 13. Funcionalidad del gen reportero GFP en tres diferentes posiciones
genbmicas. a) cepa parental Y8205 hoA::mCherry, b) integracion del gen
reportero en posicion no subtelomérica, locus CUP9 (hoA::mCherry cup9A:gfp),
c) integracion del gen reportero en posicion subtelomérica, locus COS8

(hoA::mCherry cos8A:gfp).

4.1.1.2 Analisis de imagenes

Utilizamos el programa CellProfiler 2.1.1, desarrollado por el Broad Institute
para analisis de imagenes celulares y que permite medir fenotipos

cuantitativamente en cientos de imagenes.

Para este proyecto escribimos un pipeline que permite el analisis de imagenes

(ver Figura 14).
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CellProfiler Pipeline

Modulo de

e TS Imagenes en escala de grises
P oce Alineamiento
de imagen

de objetos Filtracion de objetos

Modulo de ) )
mediciones Intensidad de objetos
Herramientas para Mostrar histogramas
M datos Mostrar datos sobre imagen
Mk

Modulo de Identificacion de objetos
procesamiento Poner capas

Exportar a base de datos

Figura 14. Esquema del pipeline para anélisis de imagenes en el programa
CellProfiler que consiste en cuatro modulos para la cuantificacion de GFP en

células individuales.

El pipeline consiste en cuatro médulos:

Médulo 1 — Procesamiento de imagenes
En este mbdulo el programa identifica las imagenes en formato .tiff de
ambos canales rojo y verde, relaciona ambas imagenes para saber que
es la misma muestra, convierte a escala de grises las imagenes y alinea

ambos canales para tener concordancia entre objetos.

Médulo 2 — Procesamiento de objetos
A partir de la imagen en el canal rojo, se realiza la segmentacion por el
método de Otsu porque este método calcula un umbral al separar dos
clases de pixeles (primer y segundo plano) y considera que los pixeles
de fondo pueden variar entre cada imagen. Todos los objetos
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identificados representan “células”, a partir de estos objetos se extrae
una plantilla con los bordes de las células. Esta plantilla se encima sobre
la imagen en canal verde como una capa, esto permite que las células
que no son fluorescentes en el canal verde sean identificadas como un
objeto presente en la imagen. A partir de la imagen en canal verde con
la capa de bordes se identifican de nuevo los objetos. Finalmente se
filtran los objetos que son identificados en ambas imagenes, es decir los
objetos tanto de la imagen en canal rojo original y los objetos de la
imagen en canal verde con la capa de bordes.

Médulo 3 — Mediciones
Se obtiene la media de las intensidades de todos los pixeles dentro de
cada objeto en una imagen para el canal verde.

Mbédulo 4 — Herramientas para datos
Para asegurar que la identificacion de objetos es la misma en ambos
canales, se muestra el conteo de células sobre las imagenes de los dos
canales. Es posible obtener histogramas de la intensidad de pixeles por
célula y se exportan los datos de expresion a un archivo en formato .xls
donde se muestran el numero de objetos por imagen y su

correspondiente media de las intensidades de pixeles en cada objeto.

Para mejorar la explicacion y fundamentos del analisis de imagenes realizado
con nuestro pipeline, a continuacion se describe a detalle cada uno de los
pasos realizados utilizando como ejemplo imagenes de una cepa con

integracion del gen reportero en una region subtelomérica denominada COSS8.

4.1.1.3 Ejemplo de analisis de imagenes

1 — Se obtuvieron imagenes por microscopia confocal de la cepa con la
integracion del reportero de GFP en el locus COSS8, para tener valores de
expresion de GFP en un minimo 1000 células.
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A partir de las imagenes en formato .tiff en canal rojo (mCherry) y verde (GFP),
el programa CellProfiler utiliza el primer moédulo de nuestro pipeline para
convertir las imagenes a escala de grises (Figura 15).

mCherry GFP
Locus subtelomérico

cos8

H—e

Campo claro
(T2l e Al

|

%0 5N mCherry (grises) GFP (grises)
Q@

5 2
o

'jo%cgé D

Figura 15. Primer paso en el analisis de imagenes. Conversibn a escala de

grises.

2- Se identifican las células de levadura, esto es en la imagen en canal rojo
porque todas las células expresan mCherry constitutivamente (Figura 16).

Imagen original

Bordes de células

Figura 16. Identificacion de células en el canal mCherry.

3 — Utilizando la imagen con los bordes de células, estos bordes se enciman en
la imagen de GFP (Figura 17).

Imagen original

Capa de borde
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Figura 17. Creacibn de una capa de bordes que representan todas las células

presentes en la imagen.

4 — |dentificacion de objetos en la imagen de GFP con los bordes (Figura 18).
Capa de bordes Células GFP

i -
4

Figura 18. Identificacibn de objetos en la nueva imagen creada al encimar la

capa de bordes en la imagen proveniente del canal GFP.

5 — Filtrar los objetos identificados en ambos canales, comparando los objetos
identificados en la imagen de mCherry original denominada “Células”, con los

objetos identificados en la imagen denominada “Células GFP” (Figura 19).

Objetos filtrados

Figura 19. Objetos identificados en ambos canales que seréan utilizados para la

medicion de pixeles.

6 — A partir de los objetos filtrados obtenemos informacion sobre la expresion
de GFP en cada célula (Tabla 3).

De la tabla de mediciones, nos interesa analizar la mediana de la intensidad de
expresion, que es medida en intensidad de los pixeles dentro de cada objeto
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Tabla 3. Datos obtenidos en el modulo de medicion de nuestro pipeline en el
programa CellProfiler.

Numero de Intensidad Maxima Mediana de la
objeto integrada intensidad intensidad
1 0.2482 0.0084 0.0008
2 0.4775 0.0097 0.0015
3 1.4316 0.0188 0.0028
4 0.4451 0.0066 0.0005
5 0.5910 0.0073 0.0010
6 0.9181 0.0182 0.0014
7 1.9131 0.0219 0.0022
8 0.2593 0.0066 0.0005
9 0.1083 0.0087 0.0021
10 0.2213 0.0099 0.0007

1000 0.5507 0.0110 0.0010

7 — Para corroborar que los objetos identificados estan presentes en el mismo
orden en ambos canales, obtenemos la numeracion de los objetos en ambas

imagenes (Figura 20).

zramientas pdra ‘,3:‘,“7‘“

mCherry (grises) GFP (grises)

Figura 20. Comprobacion de la identificacion de objetos en ambos canales.

Igual numeracion de objetos en ambos canales de fluorescencia.
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4.1.2 Integracion del gen reportero en diversas regiones subteloméricas

Una vez establecido el método de microscopia y analisis de imagen, es posible
determinar el nivel de silenciamiento en una cepa con integracion del gen

reportero en una posicion gendmica especifica.

Realizamos la construccibn de cepas con un gen reportero integrado en

diferentes regiones subteloméricas para caracterizar su perfil de silenciamiento.

4.1.2.1 Localizacioén del gen reportero en el genoma de S. cerevisiae

Para poder estudiar el silenciamiento subtelomérico en diversas zonas del
genoma de levadura, seleccionamos la localizacion de una familia multigénica
subtelomérica DUP380 con 18 miembros (Despons L. et al, 2006) y de los seis
genes de floculacibn FLO (Govender P. et al, 2010). Estos genes no son
esenciales para la supervivencia de la levadura e incluso una cepa mutante de

todos estos genes sobrevive con un fenotipo igual a la cepa silvestre.

Dentro de esta familia de genes encontramos genes relacionados a trafico
vesicular denominados COS, pseudogenes y reliquias génicas que es un
término para nombrar un tipo de pseudogenes o remanentes de secuencias de

lo que pudo ser un gen (Lafontaine I. et al, 2004).

Para tener una buena representacion de diversas regiones subteloméricas
seleccionamos 24 loci para integrar el reportero, sin embargo, debido a las
caracteristicas fisicas de estas zonas por la compactacion de Ila
heterocromatina, la recombinaciébn homéloga no se presenta en alto grado y no
fue posible obtener todas las integraciones. Se intentaron tres
transformaciones independientes para obtener cada integracion, de las cuales
obtuvimos con éxito 14 integraciones subteloméricas y una integracibn no

subtelomérica (Figura 21).

Dentro de las integraciones no obtenidas, estan todos los sitios de genes de
floculacion FLO, se sabe que estos genes son muy variables entre cepas e
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incluso dentro de la misma poblacién en una colonia de levadura, por lo tanto

es posible que la cepa de nuestro laboratorio carece de los genes de

floculacibn o también que las condiciones de compactaciobn de cromatina no

permitieron obtener integracion en estas zonas.

En la Figura 21 podemos observar la distribucion del gen reportero en los 16

cromosomas de Saccharomyces cerevisiae, en la que cada integracion

corresponde a una cepa distinta.

Vi
VI
VI

X

XI
x|

Xl
XIV
XV

XVI

Figura 21. Localizacion del gen reportero GFP en los 16 cromosomas de
Saccharomyces cerevisiae. El sentido de la flecha representa la direccion del
gen, los circulos negros el centrobmero y los recuadros en escala de grises un
tipo de repetido subtelomérico distinto. Las distancias a las que se encuentra la

flecha son aproximadas y sélo reflejan su distancia relativa al telomero.
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4.1.2.2 Estrategia de integracion del gen reportero GFP.

El método para realizar las integraciones en todos los sitios seleccionados fue

el siguiente.

3000 bp.__ =~

Amplificacibn por PCR del gen reportero (Figura 22). Se utiliz6 el
plasmido pAJ69, que consiste de el plasmido pUC19 con la insercion
de la fusion traduccional URA3-GFP en los sitos de corte Hindlll y
EcoRl.

G\?/’L
ogz“gé\
b o S oD b RORSRAIN
VA Q_b-‘afa(_)ze‘:»o%qfno")o‘o qu\,\,o\,\,v
LA Q Q¢S VYV« < &
f LIS C FE F«
3000 bp. i
- —_ ----------‘--------
v -

Figura 22. Amplificacion del gen reportero URA3-GFP por PCR. Se observan

las amplificaciones de todas las integraciones subteloméricas planeadas, que

incluye aquellas que al final no fue posible obtener transformacién positiva.

Con el producto de PCR que se observa en la imagen del gel de
electroforesis anterior, se transformoé a la cepa parental por el método
de choque térmico. La integracion del gen reportero se produce
mediante recombinacibn homéloga entre secuencia hombloga del
genoma con regiones idénticas disenadas en el producto de PCR

(Figura 23). Recombinacién homéloga

Xi |

GFP =

pUﬂA 3

Figura 23. Representacion de la recombinacion homoéloga para insertar el gen

reportero en la posicion genbmica deseada. En este esquema observamos la

insercion en el brazo izquierdo del cromosoma trece (XIII-L).
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- Confirmamos la integracion del cassette de expresion por PCR rio
arriba y rio debajo del gen reportero. Utilizando DNA cromosomal
extraido por el método de Looke et al, 2011. Los oligonuclebtidos de
confirmacion fueron disehados para que un par amplifique la region
rio arriba y el gen URA3y el otro par amplifica rio abajo y el gen GFP
(Figura 24). En esta confirmacion incluimos controles negativos que
consisten en todos los componente de la reaccion de PCR excepto el
DNA de la cepa.

xi O —e—e I
COS5A :: GFP o &
0 PR o TSN
¢ o U o
Confirmacion de cepa 5 .
por PCR 500 bp— il -

(rio arriba y rio abajo)

Figura 24. Confirmacion de la integracion subtelomérica por PCR rio arriba y
rio abajo del reportero GFP. En este ejemplo observamos la comprobacion de
la integracion del gen reportero en el locus COS5 y el producto de PCR en un

gel de agarosa con el peso molecular esperado.

Los primeros estudios realizados para reportar niveles de silenciamiento fueron
basados en analisis de genética clasica como la evaluacion de crecimiento en
medio 5-FOA.

El ensayo 5-FOA se basa en la utilizacion del compuesto quimico acido 5-fluoro
orbtico. Una cepa silvestre con sintesis de la enzima Ura3 transforma este
compuesto quimico en 5-fluorodeoxiuridina que es un compuesto tbxico para
las células y causa su muerte (Figura 25). Por lo tanto, en una cepa con
integracion de un gen reportero URA3 en la region subtelomérica, donde es
susceptible a silenciarse, es posible evaluar si el gen URAS3 fue silenciado por
el crecimiento de la cepa a nivel de colonia en medio de cultivo que contiene el
compuesto quimico 5-FOA (Tham W. et al, 2002).
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Acido 5-Fluoro Orético 5-Fluorodeoxiuridina

Figura 25. El método 5-FOA se basa en la formaciobn del compuesto 5-
fluorodeoxiuridina que es toxico para las células, este compuesto es formado

con el substrato acido 5-fluoro orético y accion de la enzima Ura3.

En las siguientes fotografias observamos los resultados del ensayo 5-FOA para
cada una de las 15 cepas que tiene una integracion del gen reportero URAS3-
GFP en posicidbn genbmica distinta.

YPAD SC-URA 5-FOA

LNS-sirBA
LNS-ku70A

COS12
COS12-sir3A
COS12-ku70A

COSS8
COS8-sir3A
COS8-ku70A

YFRO57W
YFRO57W-sir3A
YFRO57W-ku70A

Figura 26. Analisis 5-FOA. Se observa el crecimiento en diluciones seriadas de
colonias en tres condiciones: control de crecimiento en YPAD, expresion de
Ura3 en el medio SC-URA y silenciamiento en 5-FOA. LNS — Locus No
Subtelomérico (cup9A:gfp), loci subteloméricos: COS12, COS8y YFRO57W.
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El primer analisis fue realizado con un locus no subtelomérico (LNS) y tres loci
subteloméricos denominados COS8, COS12y YFRO57W. El control negativo
es la cepa parental a partir de la que se realizaron todas las construcciones.
Para poder visualizar el mayor efecto posible de no represion subtelomérica
utilizamos cepas mutantes para los genes SIR3 y KU70, que son dos genes
tedricamente indispensables para originar la compactacion de heterocromatina.

La Figura 26 es el resultado de analizar los cuatro loci: LNS, COS12, COS8y
YFRO57W, cada uno con su mutante para SIR3 y KU70. Se evalu6 el
crecimiento de cada cepa en medio rico YPAD, sintético completo sin uracilo
(SC-URA) y medio 5-FOA. El primero medio es de utilidad para evaluar que la
cantidad de inéculo es homogénea entre muestras y por dilucion, el segundo
medio SC-URA es para observar la expresion de URA3 que se debe a la
expresion del gen reportero y el medio con 5-FOA contraselecciona la
expresion de URAS3 a partir de un nivel no definido.

Observamos que el control negativo efectivamente no crece en ninguna
dilucién en medio SC-URA porque la cepa parental carece del gen URA3y que
en medio 5-FOA se observa crecimiento hasta la Gltima dilucion, asi que el
compuesto quimico no evita el crecimiento normal en la cepa parental. En el
locus no subtelomérico, observamos que la cepa expresa URAS a un nivel que
le permite crecer incluso hasta la Gltima dilucién y en 5-FOA practicamente no

hay crecimiento de la cepa en ninguna dilucion.

Los loci subteloméricos muestran diferentes comportamientos. Cepas con el
gen reportero integrado en el locus COS12 tienen una expresion de URA3 que
crece en medio SC-URA de forma parecida a la cepa LNS, pero también crece
en 5-FOA, esto se puede deber a que dentro de la poblacion de levaduras,
existen los dos estados, células expresando URA3 y células que lo reprimen.
Cuando vemos las mutantes SIR3y KU70, ambas muestran buen crecimiento
en SC-URA, pero en 5-FOA poco crecimiento, lo cual sugiere que estos genes
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son necesarios para mantener el locus reprimido, siendo mayor el efecto de

SIR3 porque la mutante evitd el silenciamiento del gen reportero.

En COS8 observamos que el locus tiene expresion intermedia de URA3 porque
se observa crecimiento hasta la dilucion media, pero en 5-FOA observamos
total represion del reportero, esto puede deberse a que predominan ambos
estados en la poblacién. En las cepas mutantes, la mutante de SIR3 origina
que ninguna de las células exprese URA3 y crezca en este medio, en cambio
KU?70 si evita la represion de la zona, el medio 5-FOA indica que ambas cepas
tienen reprimido el gen reportero. Con esta informacion es posible que ambas
mutantes estén reprimiendo el gen reportero, pero a dos niveles distintos, con
SIR3 practicamente todas las células lo reprimen y con KU70 permanecen

algunas células sin reprimirlo.

El locus YFRO57W muestra un fenotipo no silenciado en las colonias de medio
SC-URA porque el crecimiento es parecido al silvestre, pero en 5-FOA

practicamente no hay crecimiento.

Una vez analizados los cuatro loci anteriores y la informacion obtenida con este
ensayo, realizamos el mismo ensayo para los once loci subteloméricos

restantes.

En la Figura 27 observamos el crecimiento de la cepa parental como control
negativo, de nuevo la cepa LNS y la cepa LNS mutante en el gen SIR3y KU70
como referencia de la no represion. En los once loci subteloméricos podemos
observar que practicamente todos tienen buen crecimiento en medio SC-URA,
lo cual indica que todos expresan el gen URA3 a un nivel suficientemente alto
para mostrar crecimiento a nivel de colonia. En el medio 5-FOA vemos que la
mayoria estan no silenciados, a excepcion de dos casos notorios, el locus
COS1 y locus COS7 donde vemos crecimiento a una mayor dilucion

comparado con los loci restantes.
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Figura 27. Analisis del nivel de represion transcripcional en diferentes
integraciones subteloméricas por ensayos de crecimiento. Se observa el
crecimiento de colonias en tres condiciones: control de crecimiento en medio
YPAD, expresion de Ura3 en el medio SC-URA y silenciamiento en 5-FOA. LNS
— Locus No Subtelomérico (cup9A:gfp), loci subteloméricos: COS7, COS1,
COS10, gr6, COS2, COS5, gr7, gr5, COS4, grd y pse2.

Con este ensayo podemos observar tendencias de silenciamiento de regiones
subteloméricas, pero carece de la sensibilidad y precisibn para establecer
niveles de silenciamiento, es decir, que si dos regiones alcanzan el minimo de
expresion de URA3 necesario para que la célula sea viable, sin importar si una

tiene mas expresion que otra, en ambas se observara crecimiento de colonias.
Los primeros estudios sobre el silenciamiento subtelomérico se basan en el uso

de este ensayo para describir y caracterizar diversas regiones subteloméricas

en levadura. Parte del fundamento de este proyecto es establecer un método
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cuantitativo que permita establecer niveles de silenciamiento, lo cual no es

posible con el ensayo 5-FOA.

4.1.2.3 Analisis por microscopia confocal

Evaluamos cada cepa con integracion del gen reportero en una posicion del
genoma distinto por microscopia (Figura 28). Se tomaron las imagenes

necesarias para tener un equivalente a datos de expresion de 1000 células

minimo por cepa.

Locus No Subtelomérico COS2A::GFP COS4A::GFP
- -

COS5A::GFP COS7A::GFP COS8A::GFP
- -

COS10A::GFP COS12A::GFP gr4A::GFP

gr5A::GFP gréA::GFP gr7A::GFP

pse2A::GFP COS1A::GFP YFRO57A::GFP

Figura 28. Imagenes muestra obtenidas por microscopia confocal de cada cepa
con una integracion subtelomérica distinta. En el anexo de este trabajo se

encuentran fotos muestra de las tomas de cada cepa en el canal rojo y verde.
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Procesamos las imagenes de la misma forma como se explica en la primera
parte de este trabajo con el pipeline escrito en el programa CellProfiler y con
los datos de expresion de GFP obtuvimos la siguiente informacion.

La expresion de GFP esta representada por el logaritmo de la mediana de las
intensidades de pixeles dentro de cada célula en unidades arbitrarias (u.a.). En
el primer grafico evaluamos como cambia la mediana de expresion de acuerdo

a las diferentes posiciones genébmicas.

Para comparar la expresibn de GFP y mCherry en las mismas células,
graficamos la expresion de ambos reporteros. Cuando hay expresion del gen, a
nivel poblacional se observa ruido extrinseco derivado del tamano celular y
fluctuaciones de los componentes biosintéticos (Xu A. et al, 2006). Es posible
observar estas variaciones en la expresion por las caracteristicas de las células
dentro de la poblacion, pero al ser similar en ambos canales de fluorescencia,
se sugiere que no hay variacion estocastica relacionada a las construcciones

por si mismas.

locus no subtelomérico
10%

1070-5
1074

10-1.5. .

sefial mCherry (u.a.)

102

1025 T v v "
102 1015 107 1005 100

sefial GFP (u.a.)

Figura 29. Expresion de la mediana de expresion de los genes reporteros
mCherry y GFP en una misma célula. Estan representados los valores para

1000 células en la cepa con integracién no subtelomérica (cup9A:gfp).

Irapuato, Gto 49



También analizamos el nUmero de objetos que son detectados con el programa
CellProfiler en las imagenes del canal mCherry y canal de GFP para observar
el porcentaje de objetos totales en los que se miden los pixeles. En la Tabla 4
observamos los objetos que son detectados para diez imagenes de la cepa con
integracion no subtelomérica (LNS) y en la cepa parental sin integracion del

gen reportero (control negativo).

Observamos que a partir de los objetos en el canal mCherry, aproximadamente
el 94% de esos objetos se conservan al detectar en el canal GFP y después de
la filtracion el 91% de los objetos son utilizados para cuantificacion de pixeles,
de forma similar en el control negativo se detectan 96.3% de objetos en el
canal mCherry y al final 94.6% se conservan después de la deteccion en el
canal de GFP. Esto indica que la deteccibn de objetos no esta relacionada a la
expresion de GFP, por lo tanto nuestro pipeline detectara los objetos de forma

equitativa en las diferentes cepas con niveles variables de expresion de GFP.

Tabla 4. Comprobacién de la identificacion de objetos (células) en los canales
mCherry y GFP para cepas con expresion de GFP (LNS) y sin expresion de
GFP (control -).

LNS Control -
Numero de Objetos Objetos Objetos Objetos  Objetos Objetos
Imagen en canal en canal filtrados en canal en canal filtrados
mCherry GFP mCherry GFP
1 166 154 149 145 148 140
2 166 156 150 219 218 206
3 146 137 133 119 114 109
4 219 187 187 182 181 178
5 169 145 145 159 148 153
6 206 194 193 148 136 140
7 186 185 180 174 168 160
8 206 201 196 219 196 196
9 177 178 172 184 178 176
10 212 198 181 229 225 224
Promedio 185.3 173.5 168.6 177.8 171.2 168.2
Porcentaje* 93.6 91.0 96.3 94.6

* El porcentaje es calculado con respecto al promedio de objetos en el canal mCherry.
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Después de utilizar el método de microscopia con todas las cepas con
integracion subtelomérica, observamos que efectivamente la integracion no
subtelomérica (LNS) tiene la mayor mediana de expresiobn de GFP y que la
mayoria de los loci evaluados tienen una baja expresion del gen reportero, sin
embargo, es evidente que no es comparable el nivel de expresion esperado
para una integraciobn con localizacion subtelomérica con respecto a una
posicion que no lo es.
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Figura 30. Boxplot del logaritmo de expresion de GFP en unidades arbitrarias
(u.a.) de todas las cepas con integracion del gen reportero. En cada locus se
muestra el percentil 5y 95.

Para considerar el ruido bioldgico de la expresion del reportero de GFP en
cada muestra, consideramos el coeficiente de variacion robusto (CVR),
obtenido con la siguiente ecuacion:

(75th percentil—25th percentil)
a mediana

CVR
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En la Figura 31 mostramos la relacion de la mediana de expresion de GFP en
unidades arbitrarias versus su coeficiente de variacion, ambos en escala

logaritmica, en cada integracion subtelomérica.
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Figura 31. Variacion de la mediana de expresidon de GFP en las posiciones
gendmicas con integracion del gen reportero. Control negativo - cepa parental

Y8205 sin integracion del gen GFP, LNS - locus no subtelomérico.

Observamos que la mayoria de los loci de baja expresion tienen mayor
variabilidad o ruido en su expresion, a excepcion del locus COS7 que tiene

expresion casi nula y similar a la cepa parental.

La posicion que tiene mayor expresion de GFP es la no subtelomérica (LNS) y

esta dentro de las localizaciones gendmicas con menor ruido en la expresion.
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4.2 Segunda parte: Describir la forma en que el silenciamiento
subtelomeérico es afectado por mutaciones en genes relacionados a este

fenomeno.

Una vez que caracterizamos las diferentes posiciones genémicas teniamos la
informacion necesaria para desarrollar la parte central de este proyecto para
observar como el silenciamiento subtelomérico es afectado por mutaciones en
genes relacionados a este fenbmeno y observar la especificidad de diversos
factores trans por diferentes regiones subteloméricas.

Seleccionamos tres posiciones gendomicas basados en los resultados de
expresion de GFP mostrados en la parte anterior de esta seccion de resultados
(Figura 30 y 31) y porque existen algunos trabajos previos que han descrito

poca informacion sobre estos sitios gendémicos.

Consideramos las posiciones genbmicas siguientes:

COS12 como una regibn en mayoria silenciada, YFR057 como una region en
mayoria no silenciada y COS8 como una region de expresion intermedia entre
los dos loci anteriores. COS8 también fue seleccionado porque las células con
esta integracion visualmente en microscopio presentan fuerte alta intensidad de
GFP.

En el caso de YFR0O57W se reportd como un ORF de funcién desconocida pero
que es sujeto a silenciamiento telomérico. Se sabe que se desreprime en
ausencia de SIR2, 3 y 4. Existen varias caracteristicas que lo hacen susceptible
a silenciamiento, entre ellas que esta a menos de 1kb del core X ARS (las
proteinas Sir se propagan hasta ~3kb del extremo telomérico en el brazo
derecho del cromosoma VI) y ademas no contiene el elemento STAR de anti-
silenciamiento (Tham W. et al, 2002).

La primer mutante que observamos fue SIR3 (Figura 32). La mediana de

expresion en la mutante SIR3 tiene un cambio significativo menor para el locus
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COS8, pero tiende a aumentar la expresion en las mutantes en los loci COS12
y YFRO57W. Este resultado sugiere un efecto diferencial de este factor en las

tres regiones subteloméricas estudiadas.
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Figura 32. Efecto de la mutante en el gen S/R3 sobre el silenciamiento de las
regiones subteloméricas COS8, COS12 y YFRO57W (prueba estadistica
Wilcoxon, P<0.05)

Para analizar con mas detalle el efecto de algunos genes sobre el
silenciamiento en los loci de estudio, seleccionamos un grupo de 22 genes con
base en diferentes criterios (Figura 34). Nos basamos en diferentes categorias,
por ejemplo elementos del mecanismo del complejo de silenciamiento en
telbmeros, genes que intervienen en la localizacion de los telbmeros en la
periferia nuclear, factores de la via de sintesis de NAD* por ser la molécula
para realizar la funcion de desacetilacion de histonas de S/IR2 (Figura 33) y en
genes relacionados a la modificacién post-traduccional de histonas (metilacion,

acetilacion y variantes de histonas).
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Figura 33. Sintesis de NAD* por la via de salvamento y sintesis de novo. La
sintesis de novo comienza con triptofano (Trp), se procesa y BNA1 lo convierte
a semialdehido 2-amino-3-carboximuconico (2Ac), que por mas reacciones
quimicas llega origina &cido nicotinico mononuclebtido (NaMN). En la via de
salvamento, el Nam producido por Sir2 se convierte en NaMN por PNC1 vy
NPT1. Ademas NPT1 puede utilizar acido nicotinico (Na) que se importa a la
célula, a través de la permeasa de acido nicotinico (Tnal; Imagen modificada
de Sandmeier J. et al, 2001)

Principales Localizacion

Acetilacién . . Via de Metilacién
de histonas glemgntgs de telomérica NAD* de histonas
silenciamiento nuclear
SAS2
SAS4 SET2
SAS5 NPT1
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YAF9 TNA1
HAT1 Variante de
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HDA2 HTZ
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Figura 34. Factores seleccionados para evaluar su efecto en el nivel de
silenciamiento subtelomérico y su agrupacion de acuerdo a la categoria de
participacion.

Para obtener las cepas con integracion subtelomérica GFP ( en los loci COS12,
COS8 o YFR057W) y también mutante de cada uno de los genes de la lista
anterior, utilizamos la metodologia Synthetic Genetic Array (SGA) o arreglo

sintético genético, que consiste en la cruza de las cepas de la coleccion de
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mutantes knock-out con cada una de las cepas con la integracion

subtelomérica (ver métodos SGA).

En las siguientes tres graficas observamos los resultados de la mediana de
expresion de GFP en cada una de las tres posiciones subteloméricas y sus

respectivas mutantes.

En la Figura 35 vemos la grafica del locus COS12, donde observamos en la
interseccion de lineas color gris la expresion de GFP en la cepa con soélo la
integracion subtelomérica (WT) y todos los demas puntos representan las
cepas mutantes. Observamos que la Unica mutacibn que no incrementa la
expresibon de GFP es RIF1, que es un factor global del mecanismo de
silenciamiento. La mutante con mayor efecto de no represion es YKU70 que si
es uno de los elementos fundamentales para la formacion de heterocromatina.
Podemos observar la agrupacion o efectos similares en las tres acetilasas de
histonas SAS2, SAS4y SAS5. Con menor efecto vemos agrupadas a los dos
factores de posicion en periferia nuclear ESC1 y MLP2. Finalmente también
vemos agrupacion por su nivel de expresion de las desacetilasas de histonas
HDA1, HDA2y HDAS.

En el caso del locus YFRO57W vemos que los efectos en las mutantes son
distintos, consideramos a este locus como mayoria de células en estado no
silenciado por su nivel de expresion de GFP. En el grafico siguiente
observamos con lineas en color gris su expresibn en la cepa con soélo la
integracion del reportero (WT). La mutaciébn con mayor efecto es YKU70 de
forma similar al locus anterior. Observamos que por nivel de efecto en la no
represion, contintan de forma agrupada los genes ESC1y MLP2, es decir la
pérdida de estos factores impacta de forma importante el nivel de expresion en
este locus. De forma relevante, no observamos agrupacion del grupo de
desacetilasas HDA, tienen el mismo efecto HDA1, HDA2 y HDAS3
desreprimiendo este locus. En este locus es posible observar que la mutante
RIF1 mantiene la represion del locus.
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Figura 35. Efecto de las mutantes por delecién para los genes seleccionados
sobre 3 fondos genéticos distintos. Observamos la mediana de la expresion de
GFP en escala logaritmica versus el logaritmo del coeficiente de variacién
robusto. a) Integracion en locus COS712 considerado como silenciado, b)
integracion en locus YFR057W considerado como no silenciado y c) integracion
en locus COS8 considerado como parcialmente silenciado.

Para el locus COS8 tenemos observaciones relevantes. Comparado con los
loci anteriores, la mutante en YKU70 tiene el efecto totalmente opuesto porque
la ausencia de este gen no desreprime este locus, permanece silenciado al
igual que con la mutaciébn en TNA1, HDA3y MLP2. Globalmente, vemos que
los niveles de expresion no son tan altos, pero si se observa la tendencia de
agrupacion por nivel de efecto y categoria en las acetilasas de histonas SAS2,
SAS4y SASS.
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5. DISCUSION

En este trabajo logramos describir el nivel de silenciamiento transcripcional en
regiones subteloméricas de la levadura Saccharomyces cerevisiae con un
método de microscopia de fluorescencia y analisis de imagen. El método
establecido permite reportar la mediana del nivel de expresion de GFP con una
resolucion de células individuales y proporciona informacion cuantitativa sobre
cambios en el estado transcripcional por efecto de mutaciones en algunos

genes involucrados en la regulacion del efecto de posicion telomérica.

El conocer como se regulan estas zonas teloméricas permite entender la
regulacion epigenética en levadura y podria tener implicaciones aplicadas en la
regulacion especifica de genes de importancia comercial. Por ejemplo, los
genes subteloméricos FLO son importantes para la produccion de vino y
cerveza porque se requieren cepas floculantes en estos procesos. Incluso por
la conservacion de los mecanismos de regulacion transcripcional en telomeros
en eucariontes patbgenos, entender este silenciamiento en S. cerevisiae podria
contribuir al entendimiento de mecanismos de patogenicidad en otros

organismos.

5.1 Aspectos relevantes de este trabajo

En nuestro estudio, el analisis de imagenes involucra la cuantificacion de
pixeles por célula y representa una medida de expresion de GFP, por lo tanto
la precision es mayor en comparacion con el ensayo convencional de
resistencia a 5-FOA. En la Figura 30 ordenamos el nivel de silenciamiento en
orden decreciente, considerando la mediana de expresion de GFP. Con este
grafico podemos observar que hay cambios sutiles de expresion en cada locus.
Dichos datos nos permiten establecer diferencias entre los niveles de expresion
en diferentes sitios teloméricos, lo cual no es posible realizar con el ensayo 5-
FOA.
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Con base en el ensayo 5-FOA, se concluye que los loci COS7, COS1y COS12
estan silenciados. Este ensayo ha sido utilizado para reportar porcentajes de
silenciamiento; sin embargo la precision de este método es reducida y la
informacion deberia ser considerada sblo de manera cualitativa. De hecho, en
un estudio se demostr6 que el ensayo URAS3-FOA identifica falsos positivos
cuando se usa para detectar mutantes que afectan el silenciamiento y que es

necesario confirmar por RT-PCR cuantitativo (Rossnmann et al, 2011).

Obtuvimos los datos de la mediana de expresiobn de GFP y mCherry de cada
cepa en un minimo de 1000 células por muestra. Para evaluar si hay una
variacion estocastica relacionada a las construcciones genéticas, graficamos la
sehal de GFP versus la sehal de mCherry en la misma célula y podemos ver
que no hay variacién relacionada a los genes reporteros (Figura 29). La
variacion observada puede deberse a que la mediana es afectada por la
presencia de componentes celulares como la vacuola y que no tienen

fluorescencia.

Para estudiar el ruido extrinseco en cada una de estas regiones
subteloméricas, utilizamos el coeficiente de variacion robusto (CVR), que es un
parametro utilizado por los programas de analisis de datos de citometria de
flujo para poblaciones que no tienen una distribucibn normal. El ruido
extrinseco es derivado del tamaho celular y las fluctuaciones en los
componentes biosintéticos que contribuyen en la produccion de las proteinas
fluorescentes. En la Figura 31 observamos que, en general, los genes con
menor expresion tienen un alto valor en CVR. Se sabe que los genes
subteloméricos tienen un nivel de baja expresion, pero con el método utilizado
podemos observar diferencias pequenhas en el ruido extrinseco de estas

regiones genbmicas.

En la literatura se ha reportado que los genes esenciales tienen bajos niveles
de ruido, mientras que en genes relacionados a estrés se observan altos
niveles de ruido (Bar-Even B. et al, 2006). Debido a que en los loci

subteloméricos de S. cerevisiae encontramos genes que codifican para
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proteinas relacionadas a funciones de ventajas nutricionales o adaptativas
(Smith et al, 2011), es posible que el nivel de varianza alto observado se deba

precisamente a que no desempenan ninguna funciébn esencial.

Para saber qué genes podrian tener efecto en el silenciamiento subtelomérico,
nos basamos en el segundo modelo de represion transcripcional
(Mukhopadhyay S. y Sengupta A., 2013). En este modelo se da un gran valor a
las modificaciones post-traduccionales de las histonas y a la forma en que
dichas marcas influyen en la represion transcripcional que caracteriza a los

genes subteloméricos.

5.2 Efectos diferenciales en los loci subtelomericos

En el locus COS12 (Figura 35a) observamos que la mutacion de KU70 elimina
el silenciamiento, lo cual era de esperar debido a que Yku70 estéa involucrada
en localizacion del telomero en el nucleo, en el alargamiento del telomero y en
el silenciamiento subtelomérico (Mondoux M., 2006). En segundo lugar, vemos
agrupados a los genes SAS cuyo papel de acetilasas de histonas indica que la
acetilacibn es importante, ya que su ausencia desreprime esta regibn
subtelomérica. También se agrupan los efectos de los genes de posicibn
telomérica en el nucleo ESC1y MLP2 con efecto notorio de desrepresion, esto
se explica por la importancia de la arquitectura nuclear en la regulacion
genética. En el otro extremo, el gen RIF1 tiene poco efecto porque se postula
que Rap1 compite con las proteinas Sir por la unibn con Rap1, entonces en
rif1A, el complejo SIR actla con libertad y la represibn aumenta (Mondoux M.,
2006). También vemos agrupaciobn de los genes HDA codificantes de
desacetilasas de histonas H3 y H4, al no estar presentes deberian tener un
efecto antisilenciamiento, pero se ha reportado que en realidad promueven la
extension de Sir83 (Huang Y., 2002). En resumen, este locus tiene un
comportamiento fuerte de silenciamiento via SIR, en el que el efecto en las
mutantes de los genes analizados se explica por involucrar al complejo SIR.
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En el locus YFRO57W (Figura 35b) tenemos el mismo efecto en ku70A con
aumento en la expresion de GFP y dicho nivel se agrupa con el de MLP2'y
ESC1, posiblemente porque los tres genes estan involucrados en la posicion
del telobmero en la periferia nuclear (Mondoux M., 2006). La asociacibn de que
la periferia nuclear promueve el TPE surge del hecho de que proteinas del
silenciamiento y sitios cromosomales de represion transcripcional tienen
localizacion periférica (Tham W. et al, 2002), por lo que se sugiere que este
locus estéa regulado fuertemente por la arquitectura fisica. Observamos que los
genes SAS practicamente no tienen efecto en cambios de expresion de GFP,
lo cual sugiere que la falta de acetilacion de la H3K4 no tiene gran impacto en
esta region del genoma. En el caso opuesto, de nuevo vemos que la carencia
de Rif1 promueve el silenciamiento probablemente por extension de Sir3 en la
regibn subtelomérica y de forma resaltante la mutante en YAF9 reduce
dramaticamente la expresion de GFP. Se sabe que el producto de este gen
participa en la acetilaciobn de H4 y su carencia podria estar promoviendo la
compactacion de heterocromatina (Takahashi Y., 2011). De igual forma la
ausencia de la variante de histonas H2A.Z que es un elemento barrera para el

silenciamiento favorece el silenciamiento (Ottaviani A. et al, 2008).

Como caso patrticular, el locus COS8 muestra efectos totalmente distintos a lo
esperado por el mecanismo via SIR. Como vemos en la Figura 35c, genes
relacionados a localizacion nuclear (KU70, ESC1 y MLP2) no causan
desrepresion, por lo tanto este locus podria estar regulado preferencialmente
por otras causas como las modificaciones de histonas. El mayor efecto de
desilenciamiento observado es en la mutante RTT109, cuya funcion es la
acetilacion de la H3K56, una marca importante para asegurar la localizacion
nuclear durante fase S (Hiraga S. et al, 2008). También se observa un
incremento en la expresion de GFP en la mutante en NPT1, que es parte de la
via de salvamento de NAD*, que es un substrato usado por desacetilasas que
es el gen reportado con mayor efecto en silenciamiento comparado con otros
genes relacionados de la misma via (Sandmeier J. et al, 2001). Ademas la
carencia de Gcn5, enzima encargada de acetilacion de H2B y H3, aumenta la
expresion de GFP, por otra parte este gen se ha relacionado a efectos de
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variegacion porque origina células silenciadas y no silenciadas (Mano Y. et al,
2013). En este locus observamos efectos por mutantes en genes diferentes a
los de los loci COS12y YFRO57W que muestran un silenciamiento via SIR, por
lo tanto es probable que esta posicibn subtelomérica tenga regulacion
transcripcional independiente de SIR.

Los resultados mostraron que cada regibn telomérica puede tener una
regulacion transcripcional distinta, apoyando los dos mecanismos reportados
en levadura, el mecanismo via SIR y el mecanismo de modificaciones en
histonas. Consideramos que ambos mecanismos tienen impacto en la
regulacion de la expresion genética y que no son mutuamente excluyentes, sin
embargo para algunas regiones gendOmicas algunas marcas epigenéticas

pueden tener mayor impacto que el observado por el mecanismo SIR.

5.3 Particularidades de silenciamiento en el locus COS8

Con el ensayo convencional de resistencia a 5-FOA observamos que el locus
COS8 tiene un comportamiento particular, ya que al evaluar el crecimiento de
la cepa en el medio 5-FOA indica silenciamiento y en medio SC-URA la
mutante sirBA no presenta crecimiento. Estos resultados pueden explicarse
porque el nivel de expresion de URA3 no es suficiente para su crecimiento en
el medio SC-URA vy si la carencia de SIR3 no tiene el efecto esperado, su

regulacion posiblemente es via independiente del complejo SIR.

Los estudios recientes indican que SIR no es el Unico factor que afecta la
expresion de los genes subteloméricos. De hecho, los genes FLO son
silenciados por una via independiente de Sir, a través de homélogos de Sir2,
Hst1 y Hst2 (Ottaviani A. et al, 2008). Asimismo, en un contexto natural, dentro
de las familias de genes teloméricos, los genes SUC y MAL no son regulados
por los genes SIR (Zakian V.,1996).
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Las observaciones de COS8 pueden interpretarse como un ensamblaje
estocastico de heterocromatina en un locus formalmente eucromatico. Se
podria llamar heterocromatina facultativa porque tiene un comportamiento
similar a genes que estan silenciados en un subgrupo de células pero que

pueden expresarse en algun momento (Richards y Elgin, 2002).

5.4 Limitaciones del estudio

Todas las regiones teloméricas que se generarcon con éxito en este trabajo
pertenecen a la familia DUP380. Obtuvimos sbélo estas integraciones del gen
reportero de todas las planeadas posiblemente por la dificultad de integracion
por recombinaciobn homobloga en regiones con alta compactacion de la
heterocromatina. Ademas, en el caso de los genes subteloméricos FLO, se
sabe que no todas las cepas son floculantes y puede ser que algunas cepas no
contengan ningun gen FLO, mientras que otras codifiquen para un gran
numero de ellos (Govender P., 2010). La cepa que usamos, derivada de la
S288C, se sabe que no es floculante porque los genes FLO estan
transcripcionalmente inactivos, a diferencia de su ancestro, la cepa EM93 que
muestra gran capacidad de floculacion (Smukalla et al, 2008), por lo tanto es
posible que la heterocromatina compactada en estas regiones no permitio
integrar el gen reportero. De hecho, la poca representacion de mutantes en
genes FLO en la coleccion sistematica de mutantes en la cepa S288C (Giaever

et al, 2002) sugiere que éste es el caso.

A pesar de que tenemos un método de cuantificacion del nivel de
silenciamiento por microscopia de fluorescencia, no fue posible observar efecto
de variegacion en las poblaciones celulares de las cepas con integracion del
gen reportero en diferentes regiones subteloméricas. Visualmente observamos
la variegacion sOlo en imagenes particulares obtenidas por microscopia
confocal, tal como la que se muestra en la Figura 27, en donde observamos
algunas células con expresiobn de GFP y otras células que no expresan. Es

importante resaltar que la variegacion subtelomérica, un proceso estocastico y
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metaestable de la compactacion de la heterocromatina, es poco frecuente y se
ha descrito en levadura principalmente a nivel de colonia y técnica de
microscopia “time-lapse” (Buhler M. y Susan M., 2009). En este estudio
posiblemente este fendbmeno no fue observado con microscopia de
fluorescencia confocal posiblemente por la deteccibn de los estados de

transcripcion intermedios que producen gradientes de niveles de expresion.

Ademas tenemos que considerar que una limitante intrinseca en el estudio de
estas regiones subteloméricas es su bajo nivel de expresibn y que las

metodologias desarrolladas tendran un limite de deteccion.

Otro factor que afecta el estudio del silenciamiento subtelomérico es la
variabilidad segun el telomero. Por ejemplo, en los estudios iniciales sobre el
tema, la insercion del reportero URA3 en el brazo izquierdo del cromosoma VIi
o en el extremo derecho del cromosoma V en la misma cepa dio un
rendimiento variable, entre ~33% y ~4% de células resistentes a 5-FOA,
respectivamente. (L. Sandell, K. Runge y V. Zakian, 1992).

6. CONCLUSIONES

En este proyecto logramos obtener un método de analisis cuantitativo del
silenciamiento subtelomérico en levadura que se basa en la microscopia

confocal y analisis de imagenes.

Caracterizamos 15 regiones gendmicas de levadura respecto a su nivel de
silenciamiento por un método cualitativo (ensayo 5-FOA) y nuestro método
cuantitativo (microscopia confocal). Determinamos que el método desarrollado
en este trabajo permite obtener datos con mayor precision y observar cambios
minimos en la expresion de GFP debido a que las regiones subteloméricas

contienen genes de baja expresion.
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El analisis de mutantes en algunos genes relacionados a modificaciones
epigenéticas apoya el modelo de silenciamiento independiente via SIR en el
locus COS8, donde observamos efectos distintos en las mutantes knock-out
con respecto a sus equivalentes observados en la regulacion de los loci COS12
y YFR0O57W, que también implican un efecto diferencial de los factores trans.

7. PERSPECTIVAS

El estudio de la expresibn genética involucra diversos factores, entre ellos
resaltan los factores transcripcionales, las modificaciones epigenéticas, la

arquitectura nuclear y el ambiente de crecimiento.

Consideramos que la expresion genética es el resultado del efecto de todos
estos factores, por lo tanto el caracterizar una region subtelomérica requiere

diversas perspectivas de estudio.

En el presente proyecto logramos caracterizar el nivel de silenciamiento
subtelomérico en diversas regiones del genoma de levadura, sin embargo para
corroborar el efecto de las mutaciones, se requiere analizar las modificaciones
pos-traduccionales de las histonas en los loci analizados para aseverar la

importancia de esas marcas epigenéticas.

Otra perspectiva es indagar en el efecto de variegacion dependiente de la
posicion, en el locus COS8, que en nuestro estudio muestra efectos fuertes a
nivel de células individuales en la expresibn de GFP y analizar que genes

posiblemente favorecen su variegacion.
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9. ANEXO

9.1 Oligonucleotidos utilizados para integraciones subtelomeéricas

Locus

relic380.1

YBR302c
relic380.3
YDL248w
relic380.4
relic380.5
YFLO62w

YGR295¢

YHLO43w-
YHLO42w

YIR044c-
YIR043c

YJR161c

YKL219w
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Simbolo
genético

Gene
relic

cos2

Gene
relic

COoS7

Gene
relic

Gene
relic

COS4

COS6

Pseudo-
gene

Pseudo-
gene

COS5

COS9

Nombre

JHV-del1FW

JHV-del1RV

JHV-del2FW

JHV-del2RV

JHV-del3FW

JHV-del3RV

JHV-del4FW

JHV-del4RV

JHV-del5sFW

JHV-del5RV

JHV-del6FW

JHV-del6RV

JHV-del7FW

JHV-del7RV

JHV-del8FW

JHV-del8RV

JHV-deloFW

JHV-del9RV

JHV-del1OFW

JHV-del10RV

JHV-del11FW

JHV-del11RV

JHV-del12FW

JHV-del12RV

SECUENCIA

TCTTCTTTCTAAGTGGGATTTTTCTTAATCCTTGGA
TTCTCCAGCTGAAGCTTCGTACGC
CATCATAAAGTAGCTTTCCGGATCACTAGCTCATT
ATCTCGATGAATTCGAGCTCGTT
TGTAATGGTAAAAAGTAGTCTCGTTTTGGTAATTC
GCAGCCCAGCTGAAGCTTCGTACGC
AAGAGAATGAACTTAAAAATGAGAAGAGTGTAGAT
GTATTTCGATGAATTCGAGCTCGTT
AACGAAACAAGCCATTGATTCTGCAGCATATTGC
GACCAACCAGCTGAAGCTTCGTACGC
CATGTAGCTTCTAAGTCAAAAGAAATGTCTCTATC
TTTATTCGATGAATTCGAGCTCGTT
ATGTACCCGCATTAAAGTTTTGTAAATTCGTTATTA
CGATTATTGCCAGCTGAAGCTTCGTACGC
TGAGCTGGTAAGATGAGGATATTGTAGAATAGCA
TTTTTGCTCTTATGTCGATGAATTCGAGCTCGTT
GCCTTGTGGAACCAGTTTTTTTCTATCGAGAGGAA
ATTCTCCAGCTGAAGCTTCGTACGC
TGTTAAACACTTATACCTAGTAAATATTCTGTGGC
AGGGGTCGATGAATTCGAGCTCGTT
TTTTGTTGAATTACTACCCAATCATTAATATTGAAG
ATGTCCAGCTGAAGCTTCGTACGC
GAATGAGTATTATCAGTAAATGATGAAGATGTATT
TTACTTCGATGAATTCGAGCTCGTT
CGAATAAAAAACCCCTCGAACTGCCATCTCATTAC
CGAAACCAGCTGAAGCTTCGTACGC
AAACTACAAAATATATAAATTGAAAAAGTTGTATTT
ATCTTCGATGAATTCGAGCTCGTT
ATCGGAAATGAAATGGATGCCCTTTTCGAATAGTA
AAGTTTCTGTGCCCCAGCTGAAGCTTCGTACGC
CTACTGATGCGTGGAGCAAGCCACGCCATGTGAT
TAACCTTGCTTGTCGATGAATTCGAGCTCGTT
GTAACTGCAAAAAAATGTCACCGGGACGATATCA
TCACAACCAGCTGAAGCTTCGTACGC
GCAGAATTATTTTTCAAACCAAAGGCAAACTTCAG
TAGTTTCGATGAATTCGAGCTCGTT
TTAACCCACCTTTTAGGTTGAAAAAAACATGTTCA
CTTTTCCAGCTGAAGCTTCGTACGC
TGAATAAAAAAACCTCGAACTGCCATCTCACTACC
AAATGTCGATGAATTCGAGCTCGTT
CGCAAGAGATATAAAAATTTATAATAAACGTACGT
TATGCCCCAGCTGAAGCTTCGTACGC
CGCATTAAAGTTTTGTAAATTCGTTATTACGATTAT
CGTCGATGAATTCGAGCTCGTT
GATACGCCCGCTTGGCGGCTTTTTCTTTCCGACT
ATATAACCAGCTGAAGCTTCGTACGC
TAAACTACACGATCTATAAATTGAAAAGGCATGCT
TGTTCTCGATGAATTCGAGCTCGTT
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relic380.12

YML132w

YNL336w

YNRO75w

relic380.15

relic380.16

YALO063C

YARO50W

YER109C

YHR211W

YIR019C

YKR102W

Gene
relic

COoS3

COS1

COS10

Gene
relic

Gene
relic

FLO9

FLO1

FLOS

FLO5

FLO11

FLO10

JHV-del13FW

JHV-del13RV

JHV-del14FW

JHV-del14RV

JHV-del15FW

JHV-del15RV

JHV-del16FW

JHV-del16RV

JHV-del17FW

JHV-del17RV

JHV-del18FW

JHV-del18RV

JHV-del19FW

JHV-del19RV

JHV-
del120FW

JHV-del20RV

JHV-del21FW

JHV-del21RV

JHV-
del122FW

JHV-del22RV

JHV-
del123FW

JHV-del23RV

JHV-del24FW

JHV-del24RV

ATGAAACAAGCCATTGACTCTGCAGCATATTGCG
ACCAAACCAGCTGAAGCTTCGTACGC
ATTTTATTTTAAAAATGTTCTCTAGGAAAGGTGTAT
TAATTCGATGAATTCGAGCTCGTT
ATACAGAATCTCAAAACAAGCGGGAGAAGTGCTA
ATTACCCAGCCAGCTGAAGCTTCGTACGC
ATTCGCATTTTCCTATAAAGCTCTACCTGGGACTG
CATCGATGAATTCGAGCTCGTT
GCTGGTCGCACCTTAAATGTAAACCAACGTTACC
AGCTGAAGCTTCGTACGC
AGTAGTCTCGTTTTGGTTATTCGCAGCTGACAAAC
TACTCGATGAATTCGAGCTCGTT
TTACGTACCTCATAACATTAATGTGAAATACACTAT
ATTGCCAGCTGAAGCTTCGTACGC
CCTTGTAGCTTCTAAGTCAAAATAAATGTTTCTATC
TTTATCGATGAATTCGAGCTCGTT
TACTCCTTGTAGCTTCTACGTCAAAAGAAATGTCT
CTATCCCAGCTGAAGCTTCGTACGC
TTTTTTGGTATGGAAAAGGAACTGTATTTCATGGG
TTTAGTCGATGAATTCGAGCTCGTT
GTGGATATGTGAATACTCATGCTGACACTGAAGG
ATTATTCCAGCTGAAGCTTCGTACGC
TAAGAGAACATCAATGAGATTTTTTTGAGAAATTG
ATGAATCGATGAATTCGAGCTCGTT
AGAAAAGATACACAGATACGTAAAAAGAACGCGA
ATTTTACCAGCTGAAGCTTCGTACGC
GCAATTTAAAAAGAACAATTGTACAATAAAAGCCC
CAAAATCGATGAATTCGAGCTCGTT
TATTTTTAATTCTTGTCACCAGTAAACAGAACATCC
AAAACCAGCTGAAGCTTCGTACGC
AGAAAAGATACACAGATACGTAAAAAGAACGCGA
ATTTTATCGATGAATTCGAGCTCGTT
AAGAGTTTTTATTTTTTATTATAATACTCAACACGT
GACTCCAGCTGAAGCTTCGTACGC
TTATAGACATAAATAAAGAGGAAACGCATTCCGTG
GTAGATCGATGAATTCGAGCTCGTT
CAAATGATTTTCTTTAAATTGATTAGCACCACTAAA
AAAACCAGCTGAAGCTTCGTACGC
AGAAAAGATACACAGATACGTAAAAAGAACGCGA
ATTTTATCGATGAATTCGAGCTCGTT
AACATCGTAATGAAGAAACGAACATGTTGGAATTG
TATCACCAGCTGAAGCTTCGTACGC
ATATACTTTTGTAGGCCTCAAAAATCCATATACGC
ACACTTCGATGAATTCGAGCTCGTT
TTTGTTTTAGGGTGCTTAATCAAAGAACAACAAAT
AAAAACCAGCTGAAGCTTCGTACGC
AGACGCAGAAGTATCAATCCAAAGGATATTTCTGC
ACCTATCGATGAATTCGAGCTCGTT
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Nombre

Secuencia

Nombre

9.2 Oligonucleotidos utilizados para comprobacion de integracion

Secuencia

JHV-Diag_Fw1
JHV-Diag_Fw2
JHV-Diag_Fw3
JHV-Diag_Fw4
JHV-Diag_Fw5
JHV-Diag_Fw6
JHV-Diag_Fw7
JHV-Diag_Fw8
JHV-Diag_Fw9

JHV-Diag_Fw10

JHV-Diag_Fw11

JHV-Diag_Fw12
JHV-Diag_Fw13
JHV-Diag_Fw14
JHV-Diag_Fw15
JHV-Diag_Fw16
JHV-Diag_Fw17
JHV-Diag_Fw18
JHV-Diag_Fw19
JHV-Diag_Fw20
JHV-Diag_Fw21
JHV-Diag_Fw22
JHV-Diag_Fw23
JHV-Diag_Fw24

GGTAATGAGACAAGTTGATA
CACAAACCATCGTTCAGAAT
CGTTTATTGTTCTTCTCTAC
CTACTAGATGTTTACACA
GAAATATTAGGTACCAAAAG
GGGACTAGACTTTTTTCACT
CGAATAGTAGAGTTTCTGTG
CGGTAAAGGCTTTCATAAGC
GCATTGTCCATTTTTGAGCC
GAATAATTATGGAGCGTGTC
GGCAAACGATCCTTCACCTA
CCGACTTGCAATACTAAACG
GTTTGATACGTTTATTGTTC
CTGTACTCTATAGTCATA
CGTAGGACAGACTCTTCCTG
CGAAACTGCTCGAAGCTGTT
CTCTACACAGAGGGAAATAT
CCTTGGATTATTCCATCTCC
CGTTTTCTTTATGATACATA
CGCATACTTACGCTGTAGGA
CACAAAACAAATATCCTAAA
GGTCAAATTTTCATGGGAGA
GTAAAAGATAATTTTTGAAG
CGAATGATTCATGGTTTAAC

JHV-Diag_Rv1
JHV-Diag_Rv2
JHV-Diag_Rv3
JHV-Diag_Rv4
JHV-Diag_Rv5
JHV-Diag_Rv6
JHV-Diag_Rv7
JHV-Diag_Rv8
JHV-Diag_Rv9
JHV-Diag_Rv10
JHV-Diag_Rv11
JHV-Diag_Rv12
JHV-Diag_Rv13
JHV-Diag_Rv14
JHV-Diag_Rv15
JHV-Diag_Rv16
JHV-Diag_Rv17
JHV-Diag_Rv18
JHV-Diag_Rv19
JHV-Diag_Rv20
JHV-Diag_Rv21
JHV-Diag_Rv22
JHV-Diag_Rv23
JHV-Diag_Rv24

ATTCTTACTTGCTTCCAAAA
TATTGTTGCCCTTTTTCTA
CAGTTCGTAGTAGCAGTATT
ACAATACTGGAAAATCACTC
GGTTTTGTGTAATGAAACAT
GCCACACTAAATGCATCGCG
CGTTCAGAATATGCATGGAA
CCATGTGATAATGAAATTCT
ACGTGTGTTATAAACGTAAAC
CCGGAAATGAAATGGATGCC
GTGACAGCTACGTCTATTTT
CTATTTATTGCAATTTATTC
GATGTTCAAAGTATCGTGTA
CCTTCGGATTAAGTGAGGCG
CCTTGCTTGATAAAAACACC
CCTTGTAGCTTCTAAGTCAA
CATATGTTTTTGGATGACGA
CTTTTAAGATTTCCCGAGTA
GCTAAAAAATTTTTTCTCTT
CATGGATTTTTGTTGCCTAA
GGTTTGAGACCGGTACTGAT
GGATTTTTGTTGCCTAAGAC
CTGCGCTCTCTTCTAGTTCA
CATAGAGAAAACATAGAGAT
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9.3 Graficas del efecto de mutantes knock-out

En estas graficas se eliminaron los datos pertenecientes a aquellas muestras

con niveles de fluorescencia similares al minimo de deteccion.
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Figura 36. Nivel de fluorescencia versus coeficiente de correlacion del gen
reportero GFP en las posiciones teloméricas evaluadas en este estudio.
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Figura 37. Efecto de las mutantes por delecion. Observamos la mediana de la

expresion de GFP en escala logaritmica versus el logaritmo del coeficiente de

variacion robusto. a) Integracibn en locus COS12, b) integracibn en locus
YFRO57W, c) integracion en locus COS8.
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9.4 Graficas de comparacion del efecto de las mutantes por delecion entre

loci.
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Figura 38.

Observamos el valor de la mediana de expresion de GFP entre dos loci en cada

gréafica.
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9.5 Fotos de microscopia — Integraciones subtelomericas

Fotos de microscopia confocal de cada cepa con una integracion subtelomérica
diferente. Nota: Las imagenes estan ordenadas en orden creciente de
expresion de GFP (u.a.).

Control positivo: integracion en locus no subtelomérico (CUP9)
GFP mCher

Control negativo: cepa parental Y8205 ho4::mCherry
GFP mCherr

Integracion del gen reportero en locus: COS7
GFP mCherry
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Integracion del gen reportero en locus: COS1
GFP

Integracion del gen reportero en locus: COS12
GFP

Integracion del gen reportero en locus: gr6
GFP
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mCherry

mCherry

mCherry
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Integracion del gen reportero en locus: COS8
GFP mCherry

Integracion del gen reportero en locus: COS5
GFP mCherry

Integracion del gen reportero en locus: COS4
GFP mCherry
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Integracion del gen reportero en locus: COS2
GFP mCherry

Integracion del gen reportero en locus: COS10
GFP mCherry

Integracion del gen reportero en locus: gr5
GFP mCherry
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Integracion del gen reportero en locus: yfr057w
GFP mCherry

Integracion del gen reportero en locus: gr7
GFP mCherry

Integracion del gen reportero en locus: gr4
GFP mCherry
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Integracion del gen reportero en locus: pse2
GFP mCherry

9.6 Fotos de microscopia — Mutantes knock-out

A continuacion se muestran algunas de las fotos de microscopia confocal de
las cepas con una de las tres integraciones subteloméricas y al mismo tiempo
mutante knock-out para genes seleccionados.

Nota: Las imagenes que se muestran fueron seleccionadas como los casos
mas representativos para cada locus, como los casos de expresion mas baja y
mas alta.

Mutantes para la cepa con integracion en el locus COS12

yku70A COS12A::GFP
GFP mCherry
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sas4A
GFP

sas5A
GFP

sas2A
GFP

COS12A::GFP
mCherry

COS12A::GFP
mCherry

COS12A::GFP
mCherry
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GFP

jhd2A COS12A::GFP
GFP mCherr

rifiIA COS12A::GFP
mCherr

yaf9A COS12A::GFP

GFP mCherr
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hda3A
GFP

hda2A
GFP

hdaiA
GFP

COS12A::GFP

COS12A::GFP

COS12A::GFP

mCher

mCherr

mCherr
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Mutantes para la cepa con integracion en el locus COS8

rit109A COS8A::GFP
GFP mCherr

gen5A COSS8A::GFP
GFP mCherry

npt1A COS8A::GFP
GFP mCherry
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GFP

GFP

GFP

yaf9A COS8A::GFP
mCherr

tnalA COSS8A::GFP
mCherr

esc1A COS8A::GFP
mCherr
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GFP

GFP

GFP

hda3A

mip2A

ku70A

COS8A::GFP
mCherry

COS8A::GFP
mCherry

COS8A::GFP
mCherry
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Mutantes para la cepa con integracion en el locus yfr057w

ku70A yfrO57wA::GFP
GFP mCherry

pnci1A yfrO57wA::GFP
GFP mCherry

mip2A yfr057wA::GFP
GFP mCherry

Irapuato, Gto
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GFP

GFP

GFP

esc1A yfrO57wA::GFP
mCherry

yaf9A yfr057wA::GFP
mCherry

rifiA  yfrO57wA::GFP
mCherry
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GFP

GFP

GFP

hizA  yfr057wA::GFP
mCherry

hda2A yfr057wA::GFP
mCherry

hda3A yfrO57wA::GFP
mCherry
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9.7 Informacion adicional sobre las mutaciones estudiadas

Para entender los resultados del efecto de las mutaciones knock-out en los

genes que seleccionamos sobre la expresion en los tres loci que analizamos, a

continuaciébn proporcionamos la informacién de cada producto de los genes

relacionados al TPE.

Sir3

Yku70

Sas?2

Tiene una preferencia especifica por regiones no metiladas en la H3K79
y no acetiladas en H4K16. (Auriche C. et al 2008).

Se une a elementos X, pero no a elementos Y’ (Zhu Xuefend y Claes G.,
2009).

Con varias sehales de estrés como carencia de nutrientes, choque
térmico o tratamiento quimico, se induce hiperfosforilacion de Sir3p y
como resultado decrece el TPE en el brazo izquierdo del teldbmero
truncado VIl (Ottaviani A., et al. 2008).

Se sabe que la mutacion SirBA no elimina completamente el
silenciamiento. Incluso en el locus HMR en cepas Y55 la mutante Sir3A
no desreprime este locus (E. Louis, observaciones personales).

Como un complejo con Yku80 promueve el alargamiento de teldmeros
por interaccion con TLCH.

Se requiere para localizacion periférica de algunos teldmeros y participa
en la reparacion del DNA ( Boulton y Jackson 1998).

Sas2 (Something About Silencing) es una acetiltransferasa para H4K16,
por lo tanto deberia aumentar la represion de la transcripcion cuando se
elimina, sin embargo se observd que la delecion de Sas2 en realidad
reduce la represion y de forma especial cuando se elimina junto con Sir1
(Ottaviani A., et al 2008).
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Mutantes de delecion de Sas2 tienen un incremento en el TPE y Sir3p
se propaga de 3 a 15 kb en el brazo derecho del telomero truncado en
el cromosoma VI (Kimura et al. 2002).

H2.A.Z

Set?2

Jhd2

Esc1

Npt1

La variante de histonas H2A.Z, codificada por HTZ1, tiene
enriquecimiento en las zonas subteloméricas.

La delecion del gen HTZ1 provoca aumento del silenciamiento y
propagacion de Sir3p (Ottaviani A., et al. 2008).

Es una metiltransferasa que metila la lisina 36 de la histona 3.

Es una desmetilasa de histonas. La delecion del gen codificante origina
un aumento del silenciamiento subtelomérico, que correlaciona con el
hecho de que una caracteristica de la cromatina telomérica es la

carencia de metilacion de histonas (Auriche C. et al 2008).

Sirdp es reclutada hacia la periferia nuclear a través de la interaccibn
con Escl1, que se localiza entre los poros nucleares. En fase S, el
anclaje de yKu también depende de la presencia de Esc1p (Ottaviani., et
al 2008; Andrulis et al. 2012).

La pérdida de yKu y Escip elimina la propiedades de anclaje de los
telomeros y por lo tanto se altera el TPE. Cuando se altera el TPE se

aumenta el silenciamiento en el locus HM.

NPT1 participa en la via de salvamento de NAD, cataliza la formacion de
NaMN a partir de Na.

Mutaciones en este gen debilitan el silenciamiento y reducen el nivel de
NAD intracelular.
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Pnc1

Tnat

Rif1

Hda1

Pnc1p participa en la via de salvamento de NAD, cataliza la formacion
de Na utilizando como substrato Nam, éste Ultimo es producto de la
reaccion catalizada por Sir2p.

Mutaciones en el gen originan un defecto menos severo en el
silenciamiento y no reducen significativamente la concentracion de NAD

intracelular.

El gen codifica para el transportador de acido nicotinico (Na) a partir del
medio de crecimiento hacia el interior celular.

Su delecion causa un ligera desrepresion del silenciamiento telomerico.

RIF1 (RAP1-Interacting Factor) se identifico en un ensayo de doble
hibrido como un factor que interactia con RAP1. Interesantemente, RIF1
y SIR3 interaccionan con la misma secuencia carboxilo terminal de
RAP1. Por lo tanto, podrian competir por la misma secuencia. Ademas,
RIF1 y las proteinas SIR tienen efectos opuestos sobre el silenciamiento
por la formacion de heterocromatina y sobre la regulacion en la longitud
del telbmero (Kyrion et al. 1993).

Aunque telobmeros largos con ausencia de RAP1 disminuyen la
frecuencia del silenciamiento, telomeros largos con RAP1 sin cambios
en una mutante de RIF1 mejoran la frecuencia de silenciamiento

comparado con la cepa silvestre (Ottavani A., et al. 2008)

De forma extraha, las mutaciones en las desacetilasas de histonas
HDA1 y RPD3 que deacetilan H3 y H4, que se esperaria afectaran la
extension del silenciamiento telomérico, en realidad mejoran el

silenciamiento por extension de Sir3p (Huang Y. 2002).
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Mip2

- El efecto de las proteinas MIp esta en disputa porque un grupo reportd
que la deleciébn de mip1 y mIp2 provoca una reduccion de 100 veces el
TPE en el brazo corto del telomero VIl (Galy et al. 2000). Otros dos
grupos encontraron niveles normales de TPE en células con las mismas
deleciones al estudiar los telébmeros truncados del brazo izquierdo
cromosoma VIl y el brazo derecho del cromosoma V, resultados que
comprobaron en dos cepas de fondo y utilizando dos genes reporteros
(Hediger et al. 2002).

Yaf9
- Es una proteina de dominio YEATS involucrada en el silenciamiento de
genes asociados a telomero, se sabe que afecta a genes localizados en

algunos extremos teloméricos (Takahashi Y., 2011).
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