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Lista de abreviaturas

Abreviatura Significado

AGI
CO
Col
MRN
DAPI
dHJ
DSB
FISH
HR
KD
KO
LB
LP
MPA1

NCO
NOR
PCR
PMC
RP
RT-PCR

T-DNA
UTR
Ws
WT
ZMM

Arabidopsis Genome Initiative.

Crossover, Sobrecruzamiento.

Ecotipo Columbia.

MRE11/RAD50/NSB1.

4,6-diamino-2-fenilindol.

Double Holliday Junction, Doble Union de Holliday.

Double-Strand Break, Rotura de Doble Cadena.

Fluorescence In Situ Hybridisation, Hibridacién In Situ con Fluorescencia.
Homologous Recombination. Recombinacion Homologa.

Knock Down, mutante hipomorfo.

Knock Out, mutante nulo.

Left Border T-DNA Primer, Cebador del borde izquierdo del T-DNA.

Left T-DNA Primer, Cebador izquierdo del DNA flanqueante al T-DNA.
MEIOTIC PROPHASE AMINOPEPTIDASE 1, Aminopeptidasa 1 de la
Profase Meiética.

Non-Crossover, No sobrecruzamiento.

Nucleolus Organizing Region, Region Organizadora del Nucleolo.
Polymerase Chain Reaction, Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

Pollen Mother Cell, Célula Madre del Polen.

Right T-DNA Primer, Cebador derecho del DNA flanqueante al T-DNA.
Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction. Reaccion en cadena de la
polimerasa con transcriptasa inversa.

DNA transferente.

Untranslated Region, Regién no Traducida.

Ecotipo Wassilewskija.

Wild Type, Genotipo silvestre.

ZIP4, MER3, MSH4, MSH5.



Resumen

Las proteasas son enzimas esenciales para la regulacion del ciclo celular, especialmente las
aminopeptidasas. En el caso de Arabidopsis thaliana, especie modelo en genética vegetal,
estas proteinas son mayoritariamente metaloenzimas y su funcién es el corte de enlaces
peptidicos localizados en los extremos N-terminales, afectando a una region clave para las
modificaciones postraduccionales. Las metalopeptidasas de la familia M1 se encuentran en
todos los eucariotas y son imprescindibles para su correcto crecimiento y desarrollo. En
plantas se ha descrito ademas su implicacion en la division meidtica, la division celular
especializada que conduce a la formacion de los gametos. En A. thaliana, la ausencia de
funcion de la aminopeptidasa MPA1 (MEIOTIC PROPHASE AMINOPEPTIDASE 1),
metalopeptidasa sensible al antibiotico puromicina, produce problemas de fertilidad como
consecuencia de la formacion de un elevado porcentaje de granos de polen inviables. El
analisis de la meiosis masculina en el mutante nulo mpal-1 ha revelado deficiencias en la
formacion de los quiasmas, las conexiones debidas a intercambios reciprocos de ADN entre
los cromosomas homdlogos que permiten su correcta segregacion en anafase 1. En el presente
estudio se han caracterizado diferentes alelos mutantes producidos por inserciones de T-DNA
localizadas en distintas regiones del gen. Aunque no se han encontrado problemas de
viabilidad de polen en las correspondientes lineas, la caracterizacion citoldgica de la meiosis
ha puesto de manifiesto un descenso en la frecuencia media de quiasmas con respecto al
genotipo silvestre. Los resultados obtenidos permiten profundizar en el analisis de la funcion
de MPAL1 en la meiosis de A. thaliana, para tratar de dilucidar su papel en el proceso de

recombinacion homdloga, responsable de la formacién de los quiasmas.

Palabras Clave: Aminopeptidasa, Meiosis, Quiasma, Recombinacién Homologa, Sinapsis.

Abstract

Proteases are essential enzymes for the regulation of the cell cycle, especially
aminopeptidases. In the model species for genetic studies Arabidopsis thaliana, most of them
are metalloenzymes and their function is to cleave N-terminal peptide bonds, affecting a key
region for post-translational modifications. M1 metalloproteases are present in all Eukaryotes
and are indispensable for their correct growth and development. In plants, it has been reported
their involvement in meiotic division, the specialised cellular division that leads to the gamete
formation. In A. thaliana, the absence of the aminopeptidase MPA1 (MEIOTIC PROPHASE
AMINOPEPTIDASE 1), a puromycin-sensitive metallopeptidase, produces fertility problems
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due to the formation of a high proportion of inviable pollen grains. The characterisation of the
male meiosis in the knockout mutant mpal-1 has revealed severe defects in chiasma
formation, the connections produced between homologous chromosomes as consequence of
reciprocal exchanges of DNA that are essential for their correct segregation at anaphase I. In
the present study different mutant alleles, corresponding to several lines with T-DNA
insertions located in different regions of the gene, have been characterised. Although inviable
pollen grains have not been detected in these lines, the meiotic cytological characterization
has revealed a decrease in the mean chiasma frequency respect to the wild type line. The
results obtained allow a deeper analysis of the meiotic role of MPAL in A. thaliana, in order
to determine its implication during homologous recombination, the pathway responsible of

chiasma formation.

Keywords: Aminopeptidase, Chiasmata, Homologous Recombination, Meiosis, Synapsis.

1. Introduccion

1.1 Proteasas

Las proteasas son enzimas cuya funcion es el corte de los enlaces peptidicos establecidos
entre los aminoacidos que forman parte de las cadenas polipeptidicas. De esta manera
participan en la regulacion de multiples procesos, como el mantenimiento de la homeostasis
celular, el crecimiento y desarrollo o la respuesta a diferentes tipos de estrés. Puesto que
cumplen funciones relacionadas con el recambio de proteinas y la regulacién de la actividad
de las mismas, su funcién es fundamental durante el ciclo celular. Estas enzimas pertenecen a
diferentes familias, presentan especificidad de sustrato y estan sujetas a un estricto control
temporal y espacial (van der Hoorn, 2008). Las proteasas pueden clasificarse en funcién del
lugar de corte del enlace en la cadena polipeptidica. Si actdan sobre un enlace interno se las
clasifica como endoproteasas, mientras que si cortan enlaces en los extremos de las cadenas
polipeptidicas se denominan exoproteasas. Dentro de este Gltimo grupo podemos distinguir
entre carboxipeptidasas, que son aquéllas que actian sobre el extremo C-terminal de la
cadena polipeptidica; y aminopeptidasas, proteasas que actuan sobre el extremo N-terminal,
una zona clave para las modificaciones postraduccionales (Walling, 2006). La proteina objeto

de estudio de esta memoria, MPAL, pertenece a esta Ultima categoria.

Las proteasas son abundantes en el genoma de Arabidopsis thaliana, que codifica para
méas de 800 (van der Hoorn, 2008). En funcion de su mecanismo catalitico las proteasas

pueden clasificarse en cuatro grupos principales: aspartil, serin, cistein y metaloproteasas,
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grupo en el que se incluye MPAL. El proceso de catélisis de las metaloproteasas comienza
con la unién de la cadena polipetidica al centro activo, lo que desencadena la aparicion de una
carga parcial positiva en el carbono del enlace peptidico debido a la estabilizacion del oxigeno
en un bolsillo polar de la proteina. A continuacion, este &tomo de carbono, vulnerable al estar
polarizado, sufre el ataque de un nucledfilo como el agua, que previamente ha sido activado
por un ion metalico (Figura 1). Como resultado se produce la rotura del enlace peptidico entre
los dos aminoéacidos de la cadena polipeptidica (van der Hoorn, 2008).

Nucledfilo
l Enlace peptidico

H 5 | H Sustrato

- = C C Ne= Comm= o= e
I
3 101 &
~~: "
Bolsillo Bolsillo Bolsillo
apolar polar apolar

Figura 1. Esquema representativo del mecanismo catalitico de las metaloproteasas. Modificado de van der
Hoorn (2008).

1.2 Metaloproteasas de la familia M1: MPAL

MPAL1 es una metaloproteasa perteneciente a la familia M1, cuyos miembros suelen tener
actividad aminopeptidasa. Las metaloproteasas de la familia M1 poseen una region catalitica
formada por dos dominios, el dominio GXMXN, de unién al sustrato, con actividad
exopeptidasa, y el dominio HEXXH[X]1sE, que participa en la union del ion metalico. En la
region N-terminal generalmente presentan dominios hidrofobicos, capaces de formar
anclajes a membranas o de interaccionar con otras proteinas. Por ultimo, en su region C-
terminal suelen mostrar dominios hidrofébicos de interaccion con otras proteinas (Figura
2). Las metaloproteasas de esta familia suelen funcionar como homodimeros o como

oligbmeros si se asocian a otras proteinas (Peer, 2011).

Figura 2. Estructura general de las metaloproteasas de la familia M1. Se muestran los dominios
hidrofébicos de la regién N-terminal (rojo), los dominios de la region catalitica (azul), y los dominios de
interaccion con otras proteinas de la region C-terminal (morado). Modificado de Peer (2011).

Las metaloproteasas de la familia M1 se caracterizan por presentar sensibilidad al
antibiotico puromicina, que provoca la parada del ciclo celular en las fases G2 y M. Ademas,

suelen ser multifuncionales ya que combinan su actividad aminopeptidasa con funciones no



proteoliticas y de regulacion durante el ciclo celular, participando tanto en mitosis como en
meiosis. Por ejemplo, la aminopeptidasa APN humana y la aminopeptidasa PSA de raton
estan implicadas en la regulacién de la mitosis (Peer, 2011). Por otro lado, en C. elegans la
aminopeptidasa PAM-1 participa en la salida de la meiosis (Lyczak et al., 2006). En plantas,
concretamente en A. thaliana, APML1 tiene funciones en mitosis (Hosein et al., 2010) y
MPAL juega un papel fundamental durante la meiosis (Sanchez-Morén et al., 2004).

1.3 El proceso de division meiética y la recombinacion homologa

La meiosis es un proceso de division celular especializado que conduce a la formacion de los
gametos y que tiene como objetivo la reduccion del numero cromosémico a la mitad,
permitiendo la restauracion del numero diploide tras la fecundacion. Genera ademas
variabilidad génica, gracias al proceso de recombinacion asociado a ella. Esta division
consiste en una unica ronda de replicacion, seguida de dos rondas sucesivas de segregacion: la
primera division meidtica es reduccional, durante ella tiene lugar el proceso de
recombinacién homéloga (HR, Homologous Recombination) y supone la separacion de los
cromosomas homdlogos; y la segunda division es ecuacional, al implicar la separacion de las

cromatidas hermanas.

Para que sea posible la correcta segregacion de los cromosomas homélogos debe
formarse entre ellos al menos un quiasma (conocido como quiasma obligatorio). Los
guiasmas son la expresion citologica de los sobrecruzamientos (CO, Crossovers) que se
forman gracias al proceso de HR (Figura 3) y son el resultado de los intercambios reciprocos
de DNA entre los cromosomas homologos. Este proceso comienza al inicio de la profase I,
con la formacion de roturas de doble hebra (DSB, Double Strand Break) programadas
mediante la actuacién de la topoisomerasa SPO11 (Grelon et al., 2001). Las DSB son
procesadas posteriormente por el complejo MRN (MRE11/RAD50/NBS1), el cual genera
extremos 3’ de cadena sencilla, que invadiran la croméatida homologa con la ayuda de las
recombinasas RAD51 y DMC1 (Pradillo et al., 2014; Mercier et al., 2015). Tras la formacion
de una serie de intermediarios de recombinacion la DSB puede derivar en la formacion de CO
0 de no sobrecruzamientos (NCO, Non Crossovers), en el caso de que el intercambio de DNA
entre los cromosomas homdélogos no sea reciproco. Los CO pueden formarse a partir de dos
rutas principales (Figura 3). La primera da lugar a la formacion de CO de clase I, sensibles a
interferencia positiva, fendmeno por el cual la presencia de un CO impide la formacion de

otro en su proximidad (Sturtevant, 1913). En este caso se forma previamente un intermediario

conocido como doble unién de Holliday (dHJ, Double Holliday Junction), estabilizado por las
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proteinas del grupo ZMM (ZIP4, MER3, MSH4 y MSH5) y resuelto por accion de las
proteinas MLH1 y MLH3 (Jackson et al., 2006). La segunda ruta estd mediada por la proteina
MUSB81 y da lugar a la formacion de CO de clase 11, insensibles a interferencia y distribuidos
al azar (Hollingsworth y Brill, 2004; Higgins et al., 2008).

Formacion de DSBs
SPO11-1,SPO11-2

Reseccion

Complejo MRN
Invasion de hebra
/__><_ RADS51/DMC1
dHJ
e
* _ bi
. . r . Antirecombinasa
Disolucion de dHJ Resolucion de dHJ — FANCMI
]
Proteinas ZMM
MLH1/MLH3 MUss1
Y Y Y
NCO NCO CO clasel CO clase IT NCO
(sensible a (insensible a
interferencia) interferencia)

Figura 3. Pasos principales en la ruta de recombinacion meiética en A. thaliana. Modificado de Pradillo et
al. (2014).

Los distintos organismos son dependientes de las dos rutas de CO de forma variable.
Hay organismos en los que sélo hay CO de clase I, otros en los que s6lo hay CO de clase 1l 'y
otros en los que aparecen ambas clases. Concretamente, en la especie objeto de estudio de este
trabajo, A. thaliana, los CO de clase | representan un 85% del total, mientras que los de clase

Il se estima que representen alrededor de un 15% (Higgins et al., 2008).
1.4 La funcion de MPAL en meiosis

El alelo mpal-1 fue descubierto en un escrutinio realizado con el objetivo de buscar mutantes
de fertilidad reducida a partir de una coleccion de lineas de insercién de T-DNA (Sanchez-

Moréan et al., 2004). EI mutante mpal-1 destacé por mostrar un descenso en fertilidad en



comparacion con el genotipo silvestre (WT, Wild-type), debido a la presencia de silicuas de
tamafio pequefio, con un numero reducido de semillas. Este descenso en fertilidad se
demostré que era debido a una baja viabilidad del polen (Figura 4). Ademas, el analisis
citoldgico de las células madre del polen (PMC, Pollen Mother Cell) revelé que la reduccion
en fertilidad tenia su origen en anomalias durante la meiosis masculina. El mutante presentaba
una gran proporcion de univalentes en metafase I, es decir, ausencia del quiasma obligatorio,
lo que daba lugar a problemas en la segregacién de los cromosomas homdlogos y a la

formacion de poliadas en lugar de tétradas al finalizar la meiosis (Figura 4).

mpal-1

Figura 4. Problemas de fertilidad y anomalias meioticas en mpal-1. (A-C) Genotipo silvestre. (D-F) mpal-
1. (A) y (D) Silicuas maduras, puede apreciarse que son de menor longitud en mpal-1. (B) y (E) Estudio de la
viabilidad del polen mediante tincion de Alexander. Se observan granos de polen de tamafio variable e inviables
(con tincién azulada) en el caso de mpal-1. (C) y (F) Metafase I. En la planta WT se observan cinco bivalentes,
correspondientes a la asociacidn de los cromosomas homélogos mediante quiasmas, mientras que en mpal-1 tan
solo hay un bivalente, apareciendo el resto de cromosomas como univalentes. Modificado de Sanchez-Moran et
al. (2004).

Por otro lado, el tratamiento de plantas WT con puromicina reveld6 que MPA1 era
sensible a este antibiotico, dado que las plantas tratadas con él presentaron el mismo fenotipo

meiotico que las plantas mpal-1 (Sanchez-Morén et al., 2004).
1.5 Objetivos e hipotesis de trabajo

El principal objetivo de este trabajo es profundizar en la caracterizacion de la funcion de la
aminopeptidasa MPA1 en meiosis, siendo nuestra hipotesis principal que las mutaciones

inducidas por la insercion de T-DNA en distintas regiones del gen generan distintos fenotipos



durante esta division. Con el fin de comprobar dicha hipdtesis se determinaron los siguientes
objetivos parciales:

e La descripcion detallada del fenotipo meidtico del alelo nulo (KO, Knock Out) mpal-
1.

e EIl estudio de la meiosis y de viabilidad del polen en nuevos mutantes mpal,

presuntamente correspondientes a alelos hipomorfos (KD, Knock Down).

2. Materiales y métodos

2.1 Materiales

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh es una planta perteneciente a la familia de las cruciferas
(Fam. Brassicaceae). Esta especie es organismo modelo en estudios de meiosis debido a una
serie de caracteristicas: i) Ciclo de vida breve, proporciona hasta ocho generaciones al afio;
i) Numerosa descendencia, cada planta es capaz de producir en torno a 10.000 semillas; iii)
Numero reducido de cromosomas (2n=10), lo que facilita la identificacion de los
cromosomas mediante la técnica de hibridacion in situ con fluorescencia (FISH, Fluorescence
in situ hybridisation) con sondas de rDNA; iiii) Genoma completamente secuenciado
(Arabidopsis Genome Initiative, 2000), lo que permite que se hayan obtenido abundantes
colecciones de mutantes para diferentes genes. Estas colecciones se han obtenido por

mutagénesis al azar por insercion de T-DNA mediado por Agrobacterium tumefaciens.

En el presente estudio se ha analizado el gen MPA1 (Atlg63770) a través de la
caracterizacion de cinco lineas mutantes de insercion de T-DNA (Tabla 1): dos de ellas,
mpal-1y mpal-3, pertenecen al ecotipo Wassilewskija (Ws), mientras que los tres restantes,
mpal-2, mpal-6 y mpal-8, tienen como fondo genético el ecotipo Columbia (Col). El gen
MPAL comprende 8,96 Kb con 31 exones y 21 intrones en su secuencia codificante (Figura

5). Ademas, MPAL posee numerosas variantes de splicing.

MPA1(At1g63770)

mpal-8 mpal-2 mpal-1

l
-

mpal-3 mpal-6

Figura 5. Representacién esquematica del gen MPAL (Atlg63770). En gris aparecen esquematizadas las
regiones transcritas no traducidas (UTR, Untranslated Region), en negro los exones y los intrones se muestran
como una linea entre éstos. Los triangulos indican los puntos de insercién de los T-DNA de cada una de las



lineas mutantes analizadas. La presencia de exones en la regidn determinada como 3"UTR (cuadro gris) se debe
a la existencia de diversas variantes de splicing. La barra representa una longitud de 1 Kb.

En el caso del alelo mpal-1 las semillas proceden de una coleccion espafiola del INIA
de mutantes de T-DNA (Sanchez-Moran et al., 2004), mientras que el resto de lineas fueron

suministradas por el NASC (Nottingham Arabidopsis Stock Centre).
2.2 Condiciones de cultivo

Las semillas se sembraron en una mezcla estéril de tierra abonada y vermiculita (3:1), y se
mantuvieron en camara de cultivo a 19°C, 60% de humedad y con un fotoperiodo de 16 horas

de luz y 8 de oscuridad.
2.3 Andlisis de la viabilidad del polen

La determinacion de la viabilidad del polen se llevo a cabo mediante la tincion de Alexander
(Alexander, 1969; Peterson et al., 2010). Previamente se fijaron inflorescencias con botones
maduros en etanol al 70%, al menos un dia antes. Una vez fijados, los botones se
diseccionaron para extraer las anteras, a las cuales se les afiadid una gota de reactivo de
Alexander (5 mL de agua destilada; 2,5 ml de glicerina; 1 mL de etanol absoluto; 0,5 mL de
fucsina acida 1% en H20; 0,1 mL de verde malaquita al 1% en etanol absoluto; 0,5 mL de
orange G al 1% en H>O y 0,25 mL de acido acético). Después las anteras se mantuvieron a
60°C durante 30 minutos, para posteriormente incubarlas en cdmara hiumeda a 37°C durante
12 horas. Por ultimo, se colocd un cubreobjetos sobre las anteras tefiidas, aplastandolas

ligeramente y se procedio6 a su observacion al microscopio optico.
2.4 Genotipado

Extraccion de DNA gendémico

Se realizaron extracciones mediante el lisado en frio del tejido vegetal con ayuda del equipo
Tissue Lyser (Qiagen®). El tejido vegetal se macerd en seco durante 4 minutos a 30.000 rpm,
posteriormente se afiadieron a cada muestra 40 uL de tampdn de extraccion (100 mM Tris-
HCI pH 9,5; 250 mM KCI, 10 mM EDTA), y se volvié a macerar durante 1 minuto. A
continuacion, se aplicd un choque térmico a 95°C durante 10 minutos, tras el cual, se
mantuvieron las muestras en hielo durante 5 minutos. Por Gltimo, se afiadieron 40 uL de

tampon de dilucion (3% BSA) vy se centrifugaron las muestras, que fueron conservadas a 4°C.
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Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR, Polymerase Chain Reaction)

El genotipado de las lineas suministradas por el NASC se llevo a cabo mediante PCR. De esta
manera se seleccionaron las plantas homocigotas para las diferentes inserciones de T-DNA.
Para cada linea estudiada se emplearon tres cebadores en la PCR (RP, LP y LB, ver Tabla 1).
La pareja de cebadores RP y LP hibrida con secuencias que flanquean el punto de insercion
del T-DNA, dando lugar a un producto de amplificacién en torno a ~1000 pb (en el caso de
que el T-DNA no esté presente). Por otro lado, el cebador LB se une al borde izquierdo del T-
DNA, y amplifica un producto de ~500 pb con el cebador RP, en el caso de que el T-DNA
esté presente. La diferencia de tamafio de ambos productos de amplificacion hace que puedan
separarse facilmente en una electroforesis, de manera que podrian distinguirse plantas WT
(una Unica banda ~1000 pb), plantas heterocigotas para la insercion (dos bandas, una banda

~1000 pb y otra ~500 pb) y plantas homocigotas para la insercion (una Unica banda ~500 pb).

La mezcla de reaccion de PCR se prepar6 para un volumen final de 10 pL, (5 pL de
Tagq; 4,2 pL de H20 MilliQ®; 0,2 puL de cada cebador y 4 pL del extracto de DNA). La Tag-
polimerasa (Biotools®) utilizada contiene tanto la mezcla de dNTPs como el MgCly,
necesarios para la reaccion. Tras la preparacion de las mezclas de reaccion, éstas se
sometieron al siguiente programa de amplificacion: [1x (94°C-5 min.)] - [35x (94°C-30 seg.,
55°C-1 min., 72°C-2 min.)] - [1x (72°C-10 min.)].

Tabla 1. Lineas mutantes analizadas en el presente estudio. Se indican su correspondiente c6digo NASC, su
ecotipo y los cebadores utilizados en la reaccién de PCR. *La linea mpal-1, procedente de la coleccion de mutantes de
T-DNA del INIA, no precisé de genotipado ya que se encuentra en homocigosis al haber sido aislada en estudios
previos llevados a cabo en el laboratorio (Sanchez-Moréan et al., 2004).

Alelo Cddigo NASC | Ecotipo | Insercién | Cebadores (5'-3")

mpal-1* - Ws Exon 30 -

RP | GCGAGAACAGAGCAGAGAATG

mpal-2 SALK_006826 Col Exon20 [LP |TTTTCCTCTCTCTGGCAGATG

LB |ATTTTGCCGATTTCGGAAC

RP | TTCCCTGTCCAATTGTGAAAG

mpal-3 FLAG_434C01 Ws Exon 10 [LP |TTTCTGCACACAGTGTGAAGC

LB |[CTACAAATTGCCTTTTCTTATCGAC

RP |ATGCAGACGGGTACTCAAATG

mpal-6 SALK_079316 Col 3’UTR |LP |CTAGCCAAGGTAAATAGCCCG

LB |ATTTTGCCGATTTCGGAAC

RP | TTGCATGAGCTGTTTGCATAG

mpal-8 SALK_062487 Col Intron 8 |LP | ACATCCTCATCCCACTTCATG

LB |ATTTTGCCGATTTCGGAAC
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Electroforesis en gel de agarosa

A los productos de la amplificacion por PCR se les afiadio 2 puL de tampon de carga (azul de
bromofenol al 0,25%; sacarosa al 40%) con el fin de aumentar la densidad de la muestra y
evitar su dispersion durante la carga y para marcar el avance del frente durante el proceso. Las
muestras se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (p/v) en TBE 0,5x (44,5
mM Tris-borato; 1 mM EDTA pH 8), al cual se afiadié6 SYBR-Green para la visualizacién de
las muestras con luz UV en un transiluminador. Se utilizé un marcador de peso molecular con

una diferencia de tamarfio entre bandas de 100 pb.

2.5 Analisis citoldgico

Preparaciones citolégicas de células madre de polen

Los botones florales se fijaron en solucion Carnoy (etanol:cloroformo:acido acético glacial en
proporcion 6:3:1), cambiando el fijador tras 24 horas y almacenandolos a 4°C. Para el analisis
citologico de PMC, se aplicé la técnica de esparcido (Ross et al., 1996). Los botones florales
fijados se lavaron tres veces en solucion de etanol:acido acético (3:1), a continuacion, se
lavaron otras tres veces en tampén citrato (citrato sodico 10 mM, pH 4,5), tras lo cual se
procedio a la digestion de los botones mediante una mezcla enzimatica (celulasa 0,3% p/v;
pectinasa 0,3% p/v y citohelicasa 0,3% p/v, todas ellas de Sigma®) en tampon citrato (citrato
sodico 10 mM, pH 4,5), a 37°C durante 2 horas en cdmara himeda, parando la reaccion con

tampon citrato frio transcurrido ese tiempo.

Para realizar las preparaciones citoldgicas, se tomaron los botones de uno en uno y se
colocaron sobre un portaobjetos para proceder a su maceracion con una aguja. Tras
homogeneizar el botén en tampdn citrato se afiadieron 13 pL de acido acético 60% (v/v), y se
mantuvieron sobre una placa térmica a 42°C durante 1 minuto. Por Gltimo, se afiadieron otros
13 pL de acido acético 60% y se lavaron las preparaciones con 200 pL de solucién de
etanol:acido acético (3:1), dejandolas secar a temperatura ambiente. Para la observacion de las
preparaciones con microscopia de fluorescencia, éstas se tifieron con el agente intercalante
DAPI (4,6-diamino-2-fenilindol; Sigma®), un fluorocromo que emite luz azul, disuelto en el

medio de montaje Vectashield (Vector®) a una concentracion de 10 ug/mL.

Hibridacién in situ con fluorescencia (FISH)

Para la identificacién de cada uno de los cromosomas del complemento de A. thaliana se
aplico la técnica de FISH (Figura 6). Esta técnica permite la deteccion de una secuencia diana

a través de la hibridacion de la misma con una sonda de DNA marcada con un compuesto
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guimico que es reconocido por un anticuerpo unido a un fluoréforo. En este caso se utilizaron
sondas de rDNA correspondientes a las secuencias 5S (gen 5S de A. thaliana clonado en el
plasmido pCT4.2; Campell et al., 1992) y 45S (gen 45S de Triticum aestivum clonado en el
plasmido pTa71; Gerlach y Bedbrook, 1979). Las regiones de rDNA 45S se corresponden con
las regiones organizadoras del nucleolo (NOR, Nucleolar Organising Region) (Fransz et al.,
1998).

Columbia (Col) Wassilewskija (Ws)
B rDNA 45S (NOR)
8 DNA 58

| II ° Centrémero
1

j
1 2 3 4 5 2 3 4 5

Figura 6. Idiograma de los ecotipos Col y WSs. Se muestran en verde las regiones correspondientes a los NOR
(rDNA 45S) y en rojo las correspondientes al rDNA 5S. Barras de 0,5 pm.

Antes de la hibridacion se realizé un pretratamiento de las preparaciones obtenidas por
el protocolo de esparcido. Estas se desmontaron manteniéndolas en solucion 4T (4xSCC; 5%
Tween 20; pH 7) durante al menos 3 horas. A continuacion, se realizé un lavado de 10
minutos en tampon 2xSSC (0,3 M NaCl; 0,03 M citrato sodico; pH 7), tras el cual se sometio
a las preparaciones a un tratamiento de 90 segundos con pepsina a 37°C. Después, se realizo
un segundo lavado de 10 minutos en 2xSSC, seguido de 2 lavados de 5 minutos en agua
destilada, para finalmente deshidratar las preparaciones mediante lavados de 2 minutos en
etanol 70%, 90% y 100% (v/v), dejandolas secar a temperatura ambiente al menos durante 30
minutos.

Antes de la hibridacion las sondas se marcaron por Nick Translation, utilizando
digoxigenina-dUTP en el caso de la sonda de rDNA 45S y biotina-dUTP en el caso de la
sonda rDNA 5S. A continuacion, se prepar6 la mezcla de reaccién, con un volumen de 20 pL
por cada preparacion. La mezcla se realizd diluyendo 3 pL de cada sonda en 14 uL de la
mezcla de hibridacion (5 mL formamida desionizada; 1 mL de 20x SSC; 1 g de sulfato de
dextrano; pH 7). A continuacion, se desnaturalizo la mezcla (80°C durante 10 minutos) y se
mantuvo 5 minutos en hielo antes de su utilizacion. Para la hibridacion, se afiadieron 19 pL de

la mezcla previamente desnaturalizada a cada preparacién. Posteriormente las preparaciones
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con la sonda afiadida se mantuvieron durante 4 minutos a 72°C para desnaturalizar el DNA.
Por Gltimo, las preparaciones se hibridaron en camara himeda a 37°C durante 24 h.

Tras la hibridacion se realizaron: tres lavados de 5 minutos a 45°C en 50% formamida
desionizada-2xSSC, un lavado de 5 minutos a 45°C en 2xSSC, un lavado de 5 minutos a 45°C
en 4T y un dltimo lavado de 5 minutos a temperatura ambiente en 4T. Tras este lavado se
incubaron las preparaciones con los correspondientes anticuerpos a una concentracion de 5
ng/uL. Concretamente se utilizé avidina-Cy3 (rojo) para la deteccion de sondas marcadas con
biotina y antidigoxigenina-FITC (verde) para la deteccion de sondas marcadas con
digoxigenina, ambos disueltos en TNB (100 mM TrisHCI pH 7,5; 150 mM NacCl; 0,5% (p/v)
reactivo de blogueo de Boehringer®). Tras afiadir 50 pL de la mezcla a cada preparacion éstas
se cubrieron con un Parafilm y se mantuvieron 1 hora a 37°C. Después de la incubacion las
preparaciones se lavaron tres veces durante 5 minutos en 4T y se volvieron a tefiir con 10 pL
de DAPI.

2.6 Capturay analisis de imagenes

Las preparaciones se analizaron con un microscopio de epifluorescencia Olympus BX60®,
utilizando filtros para DAPI, FITC y Cy3, acoplado a una camara fotografica digital Olympus
DP70 con la que se tomaron las imagenes. Para el andlisis de las mismas, se utilizd el
programa Adobe Photoshop CC v14.0°. El conteo de quiasmas se llevd a cabo segin los

criterios descritos por Sdnchez-Moran et al. (2001).
2.7 Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utilizé el programa GraphPad Prism 6.00°. Para comparar las
diferencias entre las medias de las frecuencias de quiasmas de cada alelo y su respectivo
control se realiz6 una t de Student. Para comparar los porcentajes de viabilidad del polen se

realiz6 una Chi-cuadrado. En todos los casos se considero un nivel de significacion o = 0,05.

3. Resultados

3.1 Estudio de la viabilidad del polen

El analisis de viabilidad del polen mediante tincién de Alexander puede utilizarse como
primera aproximacion para identificar potenciales defectos en la meiosis (Figura 7). De esta
manera, se cuantificaron las proporciones de polen viable en todos los alelos, comparando
cada uno con su respectivo ecotipo control (Tabla 2). Entre los alelos pertenecientes al ecotipo

Ws se observd que el alelo mpal-1 era el Unico que presentaba diferencias significativas
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respecto del control (P < 0,001), ya que mostraba tan solo un 8,1 % de polen viable, mientras
que el alelo mpal-3 presentaba un 96,3 % de viabilidad. Por otro lado, los alelos mpal-2,
mpal-6 y mpal-8 mostraban una viabilidad cercana o igual al 100 %, por lo que no se

encontraron diferencias significativas respecto al control (Col).

Ws

Figura 7. Tincion de Alexander para la observacion de la viabilidad del polen en los distintos alelos mpal.
En el caso de mpal-1 se muestra una ampliacién en la que pueden apreciarse granos de polen con diferente
coloracién y de tamafio mas pequefio. Barras de 500 pum.

Tabla 2. Porcentajes de viabilidad del polen en los
distintos alelos mpal. # P < 0,05; * P < 0,01; * P <0,001.

% viable i P

Ws 100,0 - -
mpal-1 8,1 12,87 *
mpal-3 96,3 1,172 -
Col 99,0 - -
mpal-2 100,0 0,005 -
mpal-6 99,7 0,000 -

mpal-8 100,0 0,005 -

3.2 Caracterizacion del fenotipo mei6tico
La meiosis comienza en leptotena, con la formacion de los elementos axiales y el inicio de la

condensacion de los cromosomas, al tiempo que se originan las DSB. A continuacién, en
cigotena (Figura 8A) ocurre el apareamiento de los cromosomas homologos y se inicia la
sinapsis entre ellos. Este proceso supone la formacion del complejo sinaptonémico (SC,
Synaptonemal Complex), una estructura tripartita, formada por dos elementos laterales y uno
central, que une intimamente a los dos cromosomas homélogos. En paquitena (Figura 8B), el
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complejo sinaptonémico esta completamente formado y los homologos presentan sinapsis a lo
largo de toda su longitud. Posteriormente, en la fase de diplotena, el SC se desensambla y los
cromosomas homologos aparecen formando bivalentes, debido a la formacion de CO, visibles
citologicamente como quiasmas. La condensacion cromosOmica prosigue en diacinesis
(Figura 8C) hasta ser méxima en metafase | (Figura 8D). En esta fase aparecen los bivalentes
biorientados en la placa metafasica. Debido a la tension y a la condensacion en esta especie (y
en general en plantas) la cuantificacion de quiasmas resulta mas adecuada en esta fase que en
etapas anteriores. A continuacion, en anafase I, desaparece la cohesion entre cromatidas
hermanas excepto en la region centromérica y los homologos migran a polos opuestos. Tiene
lugar una descondensacion parcial de la cromatina durante telofase I. En la segunda division
meidtica, en profase Il, en A. thaliana, debido a que no hay citocinesis tras la primera
division, se aprecian dos células separadas por una barrera de organulos. En metafase Il
(Figura 8E) se distinguen cinco cromosomas en cada ndcleo. Posteriormente, en anafase 11 se
elimina la cohesion centromérica y se produce la separacion de las cromatidas hermanas a
polos opuestos, generandose cuatro productos haploides que pueden verse formando una

tétrada (Figura 8F) y que, tras unas divisiones mitéticas, daran lugar a los granos de polen.

En el mutante mpal-1 las primeras fases de la meiosis transcurrieron de manera
normal, sin problemas en el apareamiento de los homdlogos en cigotena (Figura 8. AA) ni
tampoco en paquitena (Figura 8. AB), ya que los cromosomas homdlogos presentaron
sinapsis completa. No obstante, tras el desensamblaje del SC se observo una elevada
proporcion de univalentes, desde diacinesis hasta metafase | (Figura 8. AC y AD). La
presencia de estos univalentes condujo a fallos en la segregacién de los cromosomas en
anafase I, dando lugar a ndcleos desequilibrados en metafase 1l (Figura 8. AE), reflejando
incluso la existencia de segregaciones ecuacionales (por separacion de cromatidas hermanas)
en anafase I. Todas estas anomalias llevaron a la formacion de poliadas (Figura 8. AF) al final

de la meiosis.

En el caso de los alelos mpal-2 (Figura 8G-L), mpal-3 (Figura 8AG-AL), mpal-6
(Figura 8M-Q) y mpal-8 (Figura 8AM-AQ) se observd un fenotipo meidtico aparentemente
indistinguible al de las plantas WT. No se detectaron univalentes en metafase I, ni tampoco se
observaron fallos de segregacion metafase 11, de manera que se formaron tétradas con cuatro

nucleos haploides con el mismo contenido.
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WT

mpal-1

mpal-2

mpal-3

mpal-6

mpal-8

L .

Figura 8. Analisis citologico de la meiosis en PMC de los distintos alelos analizados. (A, G, M, AA, AG,
AM) Cigotena. (B, H, N, AB, AH, AN) Paquitena. (C, I, N, AC, Al, AN) Diacinesis. (D, J, O, AD, AJ, AO)
Metafase I. (E, K, P, AE, AK, AP) Metafase Il. (F, L, Q, AF, AL, AQ) Tétrada. Barras de 5 L.

3.2 Andlisis de la frecuencia de quiasmas

Para poder identificar inequivocamente los cromosomas y cuantificar la frecuencia de
quiasmas por célula y por cromosoma, se marcaron los cromosomas en metafase | mediante
FISH. Se analizaron plantas silvestres de los dos fondos genéticos, ya que la frecuencia de
quiasmas varia entre ecotipos distintos. En la Figura 9 se muestran los cromosomas en

metafase | de cada uno de los alelos, agrupados en funcion del ecotipo al que pertenecen.
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mpal-1 mpal-3

mpal-6 mpal-8
’

P My .';’

Figura 9. Metafases | con FISH de los distintos alelos mpal analizados. La sonda rDNA 45S aparece en
verde y la sonda rDNA 5S en rojo. Barras de 5 um.

En la Tabla 3 se muestran los datos correspondientes a la cuantificacion de la
frecuencia de quiasmas por célula, por cromosoma y por brazo, asi como la contribucion de
cada cromosoma a la frecuencia de quiasmas para cada uno de los alelos. Los resultados
mostraron que no sélo el alelo con univalentes (mpal-1, con una media de 0,87+0,10) difiere
significativamente del control (Ws, con una media de 9,64+0,13), sino que también, el alelo
mpal-3 (con una media de 8,65+0,13), presenta diferencias significativas (P < 0,001) en la
frecuencia de quiasmas por célula con respecto al control. También en el caso de los alelos
pertenecientes al ecotipo Col (mpal-2, mpal-6 y mpal-8; con medias de 9,08+0,14,
9,24+0,15 y 9,30+0,11, respectivamente), se detectaron diferencias significativas en la
frecuencia de quiasmas por célula respecto al control (Col, con media 10,20+0,14). Ademas,
existen diferencias significativas en cuanto a la frecuencia de quiasmas por cromosoma y por
brazo, y en la distribucion de quiasmas por cromosoma, entre algunos alelos y su control. No

obstante, no se observo que afectaran a ningun cromosoma de forma especifica.
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Tabla 3. Medias de las frecuencias de quiasmas por célula, por cromosoma y por brazo en los distintos alelos
mpal analizados. Entre paréntesis se muestra la contribucion a la frecuencia de quiasmas por cromosoma. C
Frecuencia total de quiasmas por célula. ¢ Brazo corto. | Brazo largo. n NUmero células analizado. # P < 0,05; * P <
0,01; * P <0,001.

Cromosoma
1 2 3 4 5 C n
c I c | c I c I c I
097 131 066 100 082 108 0,77 101 091 1,10
Ws 9,64+0,13 77

229 (0,24) 1,66 (0,17) 1,90 (0,20) 1,78 (0,18) 2,01 (0,21)

0,04* 0,12* 0,00 0,15 0,03* 0,19* 0,03* 0,10* 0,03* 0,16*
mpal-1 0,87+0,10* 67
0,16* (0,18) 0,15* (0,19)* 0,22* (0,27) 0,13* (0,15) 0,19* (0,20)

090 121 076 091 057* 1,01* 057* 0,89* 0,77* 1,05
mpal-3 8,65+0,13* 82
211 (0,25) 1,67 (0,19) 1,59* (0,18) 1,46* (0,17) 1,82* (0,21)

099 154 060 1,13 089 1,27 049 101 097 1,31
Col 10,20£0,14 70
253 (0,25 1,73 (0,17) 2,16 (0,21) 150 (0,15) 2,29 (0,23)

091 126* 064 094* 076* 1,05 064 097 085 1,06*
mpal-2 9,08£0,14* 95
2,17 (0,24) 1,58* (0,17) 1,81 (0,20) 1,61 (0,18)* 1,92* (0,21)

090 1,08* 078" 1,06 090 1,00~ 047 100 092 1,12*
mpal-6 9,24+0,15* 51
1,98% (0,22)* 1,84 (0,20)* 1,90* (0,21) 1,47 (0,16) 2,04* (0,22)

083* 1,07* 075" 1,00° 0,86 097* 073" 110 097 1,02*
mpal-8 9,30£0,11* 102
1,00 (0,20)* 1,75 (0,19)* 1,83* (0,20) 1,82* (0,19)* 1,99* (0,22)

Se estudié con mayor detalle el alelo mpal-1 analizando la contribucion a la
frecuencia de quiasmas por célula de cada cromosoma. También se cuantifico el porcentaje de
univalentes por cromosoma y la proporcion de células con diez univalentes. En el caso de la
contribucion debida a cada cromosoma se detectd que ésta variaba entre el alelo mutante vy el
control, de manera que el cromosoma 3 mostré una mayor aportaciéon en el mutante (Figura
10A). La observacion de células en metafase | reveld que un 41,8 % de las células carecian de
quiasmas, presentando unicamente univalentes en metafase I. EI 58,2 % restante mostré al
menos un quiasma, encontrandose el cromosoma 3 implicado en un mayor porcentaje de
quiasmas que el resto de los cromosomas, y consecuentemente, mostrando un menor

porcentaje de univalentes (Figura 10 B y C).
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A Contribucion a la frecuencia de quiasmas por cromosoma (mpal-I)
0,35
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0,05
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B 100% C % de univalentes por cromosoma
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70%
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u % de células sin quiasmas
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Cl1 C2 C3 C4 Cs

u % de células con quiasmas

Figura 10. Analisis detallado de la formacién de quiasmas en metafases | del alelo mpal-1. (A)
Contribucion de cada cromosoma a la frecuencia de quiasmas por célula en el alelo mpal-1 en comparacion con
el control WT (ecotipo WS5s). (B) Porcentaje de células con y sin quiasmas en el alelo mpal-1. (C) Porcentaje de
univalentes por cromosoma en las células que presentaban al menos un quiasma en el alelo mpal-1.

4. Discusion

La funcién meidtica de la aminopeptidasa MPA1 fue estudiada previamente por Sanchez-
Moran et al. (2004). En este estudio se analiz6 el mutante mpal-1, el cual presenta problemas
en fertilidad causados por una baja viabilidad del polen (Figuras 4 y 7; Tabla 2), como
consecuencia de fallos durante meiosis. Concretamente los fallos consisten en una bajada
dréastica de la frecuencia de quiasmas (el mutante tiene una media de 0,87+0,10 quiasmas por
célula), lo que supone la presencia de una elevada proporciéon de univalentes en metafase |
(Figura 8. AA-FA). Este fenotipo tan drastico es consecuencia de la ausencia total de la
expresion del gen, considerandose mpal-1 como un alelo KO. Por otro lado, en el mismo
estudio, se usaron inhibidores de aminopeptidasas marcados con fluorescencia, lo que
permitié determinar que MPAL es una proteina que actda especificamente en los meiocitos, al
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guedar estos marcados diferencialmente ante la presencia del inhibidor. De esta manera, se
identifico a MPA1 como una aminopeptidasa con un papel central en la meiosis y la HR,
llevando a cabo su principal actividad en las PMC. En el presente estudio, pretendemos
ampliar esta caracterizacion con un analisis méas detallado de la frecuencia de quiasmas, asi
como con el estudio de otros alelos mutantes de insercion de T-DNA con fenotipos menos
drasticos.

4.1 Analisis detallado de la meiosis en el alelo KO mpal-1

El alelo mpal-1 muestra un fenotipo desinaptico, ya que las primeras fases de la meiosis
transcurren sin diferencias con respecto a plantas WT y la formacion del SC es normal
(Figura 8. AA y AB). No obstante, a partir de diacinesis (Figura 8. AC) y en metafase |
(Figura 8. AG) aparece una gran cantidad de univalentes en el mutante, debido a la ausencia
de quiasmas producida por fallos durante la HR que impiden la formacion de CO. Ademas,
nuestros resultados sugieren que en el alelo mpal-1 hay un ligero cambio en la distribucién de
quiasmas respecto del control (Ws), ya que, aunque no haya diferencias significativas en la
contribucion de cada cromosoma a la frecuencia total, se observa una tendencia del
cromosoma 3 a tener una mayor contribucion. Por el contrario, en el control son los
cromosomas 1 y 5, los cromosomas de mayor tamafio (Figura 6), los que mas contribuyen
(Figura 10.A). Estudios previos han puesto de manifiesto que estas variaciones en la
contribucion de cada cromosoma a la media total de quiasmas pueden aparecer en
determinados mutantes meidticos, como asyl (Sanchez-Moréan et al., 2001). Este mutante
muestra defectos en la formacion de los elementos axiales y del SC, ya que ASY1 es una de
las principales proteinas que los forman. Como consecuencia, asyl presenta una fuerte bajada
en la frecuencia de quiasmas, siendo uno de los cromosomas acrocéntricos (el cromosoma 2)
el de mayor contribucion. En cambio, el mutante dsyl, detallado en el mismo trabajo y que
presenta fenotipo desinaptico como mpal-1, asi como una reduccion dréastica de la frecuencia
de quiasmas, no muestra cambios en la distribucion de los mismos. No tenemos una
explicacion clara para determinar el origen del cambio de distribucion de los quiasmas en
mpal-1. En otros trabajos se ha propuesto que este tipo de variaciones puede deberse a que
exista una regulacion de la recombinacion a nivel de cromosoma (Lépez et al., 2012). Por
otro lado, en este alelo (mpal-1) hay una elevada proporcion de células que carecen de
quiasmas (Figura 10. B), por lo que la aparicion de fallos de segregacion que causan la

formacion de polen aberrante es muy frecuente (véase apartado 3.2). No obstante, en mpal-1
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la formaciéon del SC contribuye de alguna manera a la segregacién de los cromosomas

homdlogos a polos opuestos, a diferencia de lo que ocurre en asyl (Pradillo et al., 2007).
4.2 Estudio de nuevos alelos mpal

El resto de los alelos analizados en el presente estudio, aunque mostraron un fenotipo normal
en meiosis (Figura 8), manifestaron un leve, aunque significativo, descenso en la frecuencia
de quiasmas (Tabla 3). La diferencia con mpal-1 podria indicar que se trata de alelos
hipomorfos 0 KD. No obstante, seria necesario un analisis de la expresion del gen (o de la
proteina) para poder afirmarlo. EIl descenso en la frecuencia de quiasmas presente en los
alelos no afect6 a la viabilidad del polen en los mismos (Tabla 2), ya que no supuso la pérdida
del quiasma obligatorio, garantizdndose la correcta segregacion de los cromosomas
homologos en anafase I. Ademas, aunque se observan ligeros cambios en la distribucion de

quiasmas, no parece que éstos afecten a los cromosomas de forma especifica (Tabla 3).

Por lo tanto, no hay una bajada drastica de la frecuencia de quiasmas en los alelos
cuyas inserciones se localizan en regiones del gen aguas arriba de las secuencias que
codifican la region catalitica de la proteina, como ocurre en los alelos mpal-3 y mpal-8
(Figura 11). De la misma manera, tampoco se observan defectos severos en la meiosis de
aquellos alelos cuyas inserciones se localizan aguas abajo de esta regidn, como es el caso de
mpal-2, o en la regiéon 3> UTR como mpal-6 (Figura 11). En otros mutantes de insercion se
ha comprobado que las inserciones de T-DNA en distintas zonas del gen pueden generar
distintos fenotipos, al afectar de distinta manera a la expresion del gen y a la estructura de la
proteina. Esto sucede porque dichas inserciones impiden la expresién del mensajero aguas
abajo de su localizacion o truncan la proteina resultante (Bleuyard et al., 2005). En mpal los
distintos fenotipos meio6ticos de los alelos analizados se pueden deber a las distintas
posiciones del T-DNA en cada uno de ellos (Figura 11). Asi, una posible explicacion a
nuestros resultados es que ademas de la regién catalitica, otros dominios localizados en las
regiones C-terminal y N-terminal sean necesarios para la funcién de MPA1 en la HR. En otras
metaloproteasas de la familia M1 en estas regiones aparecen dominios de interaccion
proteina-proteina (Peer, 2011; van der Hoorn, 2008). En este sentido, es posible que MPAL
funcione como un homodimero, tal y como sucede con APM1 (Hosein et al., 2010),
codificada por un gen paralogo a MPA1 y con funcién en mitosis; o0 que interactle con otras
proteinas durante la HR, ejerciendo funciones reguladoras de forma complementaria a su

funcién de aminopeptidasa.
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Figura 11. Esquema del gen MPAL con las inserciones de T-DNA correspondientes a cada alelo analizado
y las regiones codificantes del dominio catalitico y de posibles dominios de interaccién. La region catalitica
esta codificada por los exones 12 a 15.

4.3 Posible localizacion de MPAL1 en la ruta de HR

Una vez conocida la importancia de MPAL en la ruta de HR (Figura 3), el siguiente paso es
situarla en el lugar donde actla. Asi, si nos centramos en el alelo nulo mpal-1, la baja
frecuencia de quiasmas que presenta (0,87+0,10 quiasmas por célula) y la aparente ausencia
de problemas en las primeras etapas de la division meidtica hacen pensar que su intervencion
deberia tener lugar antes de la formacion de la dHJ. En este mutante la sinapsis es completa
(Pradillo et al., 2007), por lo que no deberian estar afectados los correspondientes pasos
anteriores de la HR (Figura 3), como la generacién de DSB por SPO11, su reseccién por el
complejo MRN vy la invasion de hebra mediada por las recombinasas RAD51 y DMC1, ya
gue son pasos necesarios para el correcto apareamiento y sinapsis de los homologos. Por otro
lado, la bajada de la frecuencia de quiasmas es menor a la esperada en el caso de que sélo
estuviera presente una ruta (~8,5 quiasmas si afectase solo a la ruta de CO de clase 1l 'y 1,5 si
solo impidiera los CO de clase 1), es ldgico pensar que MPAL deberia actuar previamente a la
separacion de ambas rutas (Figura 3). Dos posibles proteinas que pueden necesitar la
presencia de MPAL para cumplir su funcién pueden ser MSH4, una proteina del grupo de las
ZMM que interviene en la estabilizacion de las dHJ (Higgins et al., 2004); y MUS81,
endonucleasa implicada en la ruta de formacion de CO de clase Il (Berchowitz et al., 2007;
Higgins et al., 2008). Ademas, el doble mutante para estos genes (msh4/mus81) presenta una
frecuencia de quiasmas de 0,85 quiasmas por célula, similar la obtenida para el alelo KO
mpal-1 (Higgins et al., 2008). A pesar de los problemas de mpal-1 a la hora de formar
quiasmas cabe destacar que todas las DSB producidas en el mutante son reparadas, ya que no
se aprecio fragmentacion (Figura 8AA-AF). Esta reparacion podria tener lugar mediante
intercambios entre cromatidas hermanas, formacion de NCO u otras rutas de reparacion de
DNA alternativas a la HR.
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4.4 Futuros experimentos

Con el fin de llegar al m&ximo nivel de detalle en la caracterizacion de la funcion de MPAL

en meiosis y de poder localizar su posicion en la ruta, asi como su mecanismo de accion, se

pretenden realizar los siguientes experimentos, que, en principio, formaran parte de mi

préximo trabajo fin de master:

RT-PCR de los distintos alelos KD mpal para conocer qué regiones del gen se estan
expresando.

Anélisis de la dindmica de proteinas implicadas en HR mediante inmunolocalizacion
(RAD51, DMC1, MSH5, MLH1 y MUS81) en el alelo KO mpal-1.

Aplicacion de inhibidores de aminopeptidasas sensibles a puromicina para fenocopiar
los efectos del alelo KO en mutantes msh4, mlhl y mus81, con el fin de caracterizar el
fenotipo meidtico y obtener los correspondientes dobles mutantes en el caso de
encontrarse diferencias.

Analizar los posibles efectos en meiosis de mutaciones en otras proteasas vegetales

codificadas por genes paralogos a MPA1 (por ejemplo, APM1y LKH).

5. Conclusiones

MPA1 es una metalopeptidasa esencial para la recombinacién homdloga y la
formacion de sobrecruzamientos, ejerciendo su actividad principalmente en meiosis.

El alelo KO, mpal-1, sufre una reduccion extrema de la frecuencia de quiasmas,
manifestando ademas variaciones (aunque no significativas) en el porcentaje con que
cada cromosoma contribuye a la media de quiasmas.

El resto de los alelos analizados presentan un leve, aunque significativo, descenso en
la frecuencia de quiasmas, conservando el quiasma obligatorio y sin manifestar
problemas en la viabilidad del polen.

El andlisis de los distintos alelos sugiere que las inserciones de T-DNA en diferentes
partes del gen MPAL pueden tener efectos distintos en el fenotipo. Esto puede deberse
a variaciones en el patrén de expresion del gen o a que dominios no cataliticos podrian

ejercer una funcion en la HR.

Este trabajo ha sido presentado y defendido en una comunicacion oral en el congreso nacional
de meiosis “2" MeioNet Meeting”, celebrado en Miraflores de la Sierra (Madrid, Espafia) del
14 al 18 de junio de 2017, con el titulo: “Revisiting the aminopeptidase MPAL: Looking for
new alleles to infer its function in chiasma formation” (Anexo 1).
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18:05 Daniel Fernandez: Small-RNAseq reveals miRNAs differentially expressed in female and
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18:55 David Alvarez-Melo: Regulation of Double Strand Break (DSB) formation via the axial
element protein Hop1.

19:15 Miguel Pachén: Revisiting the aminopeptidase MPA1: Looking for new alleles to infer its
function in chiasma formation.

19:35 Ana Martinez-Marchal: Study of the role of CHK2 in mammalian oogenesis.

19:55 Elena de la Casa: Study of genetic background and diet effects on meiotic crossover
frequency.

20:15 Sponsor 1 seminar

21:00 Dinner

Thursday, June 15
8:00-9:00 Breakfast

Session 2.- Regulation of Recombination (Chair: Alberto Pendas)

9:00 Denise Zickler (IS 2): Interplay between Synaptonemal Complex and Spindle Pole Body
components.

S:45 Divyashree Coimbatore: A forward genetic screen to identify factors that control meiotic
recombination in Arabidopsis thaliana.

10:05 Jesus Page: Mid pachytene marks the transition from a meiotic to a somatic-like DNA
damage response during mouse meiosis.

10:25 Tatiana Garcia-Muse: DNA damage Phosphorylation within the Synaptonemal Complex.

10:45 Coffee Break + Poster Session

11:50 Esther Herruzo: /dentification of Pch2 localization determinants and its role in the
pachytene checkpoint.
12:10 Sara Gonzalez: Role of the H2A.Z histone variant in the pachytene checkpoint.

Session 3.- Chromosome Structure and Dynamics (Chair: Attila T6th)

12:30 Inés Berenguer: Inner Centromere Network in mouse meiosis: the interplay between
SGO2 and CPC recruitment pathways.
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Revisiting the aminopeptidase MPA1: Looking for new alleles to infer its
function in chiasma formation

WIGUEL PACHON, "Ménica Pradillo and 'Juan Luis Santos

“Departamento de Genética, Facultad de Biologia, Universidad Complutense de Madrid, Madrid,

=ant proteases are key factors with essential regulatory roles during the cell cycle. They
z=2n be subdivided in four catalytic classes: metallo-, cysteine, serine and aspartic
septidases. Aminopeptidases cleave N-terminal peptide bonds and most of them are
metalloenzymes. These proteins are tightly regulated since they affect an essential

==gion for post-translational modifications.

The Arabidopsis thaliana MEIOTIC PROPHASE AMINOPEPTIDASE (MPA1) was
“entified from a forward genetic screen for mutants with reduced fertility [1]. MPA1 is a
metallopeptidase and belongs to the M1 subfamily that is sensitive to the antibiotic
puromycin. It may be a meiosis-specific protein, since mutant plants grow normally. The
oytological characterization of pollen mother cells from the knockout mutant mpa7-1 has
revealed a desynaptic phenotype. MPA1 is essential during prophase |, after the
recombinase RADS51 is loaded onto the chromatin, but before the loading of MSH4. In
e mutant, pairing appears to proceed normally and synapsis is complete at pachytene,
out a high frequency of univalents is observed at diplotene. The mean chiasma frequency
= less than one chiasma per cell at metaphase |, revealing that MPA1 is a major regulator

of meiotic recombination in A. thaliana.

n order to highlight why recombination pathway is disrupted when MPA1 is not
functional, we are looking for knockdown mutants with T-DNA insertions located in
dfferent domains. We have applied cytological and molecular techniques to analyze
several mutant lines and found a less extreme phenotype in two of them (mpa1-2, mpa1-
3). The finding of these new mpa1 alleles suggests that the manipulation of the gene
MPA1 could be useful from a plant breeding perspective.

'] Sanchez-Moran, E., Jones, G.H., Franklin, F.C.H., Santos, J. L. (2004). A puromycin-sensitive
aminopeptidase is essential for meiosis in Arabidopsis thaliana. Plant Cell 16: 2895—2909.
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