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1. Resumen

Los cromosomas se estructuran en distintas partes, siendo estas los brazos, los
telomeros y el centrémero. Lo comtn es que cada cromosoma disponga de un Unico
centromero, pero puede darse el caso de que presente dos, pasando a ser un cromosoma
dicéntrico. El ciclo rotura-fusion-puente (BFB, en inglés) es uno de los principales
mecanismos de inestabilidad genética. Los cromosomas dicéntricos son intermediarios
de este ciclo, ocasionando la formacion de puentes de anafase que se resuelven con una
rotura y posterior fusion restableciendo el dicéntrico y realimentando el ciclo. Gracias a
distintos tipos de modelos de dicéntricos en especies como la levadura Saccharomyces
cerevisiae se ha podido recabar informacion sobre este ciclo. El presente trabajo reune y
organiza la informacion referente a la estructura, funcionamiento y métodos de estudio
de los cromosomas dicéntricos. También se han llevado a cabo estudios preliminares
sobre un modelo de dicéntrico en Saccharomyces cerevisiae en el que el cromosoma

dicéntrico afecta a regiones repetitivas en tandem.

Palabras clave: Centromero, Saccharomyces cerevisiae, cromosoma dicéntrico, ciclo

BFB, centromero condicional.

2. Abstract

Chromosomes are structured in different parts. These are arms, telomeres and a
centromere. The most common situation, as a rule normally, is that each chromosome
has a single centromere, however it can be found some cases where the chromosome
presents two centromeres, becoming a dicentric chromosome. The breakage-fusion-
bridge cycle (BFB) is one of the main mechanisms of genetic instability. Dicentric
chromosomes are intermediaries of this cycle, causing the formation of anaphase
bridges that are resolved with a break and subsequent fusion, restoring the dicentric and
feeding the cycle back. Thanks to different types of dicentric models in species such as
the yeast Saccharomyces cerevisiae, information on this cycle has been collected. This

project aims to gather and organize information regarding the structure, functioning and



study methods of the dicentric chromosomes. Preliminary studies on a dicentric model
have been also carried out in Saccharomyces cerevisiae in which the dicentric

chromosome affects repetitive tandem regions.

Keywords: Centromere, Saccharomyces cerevisiae, dicentric chromosome, BFB cycle,

conditional centromere.

3. Estructura cromosomica normal.

El ADN, en el ntcleo de células eucariotas, se encuentra asociado a proteinas formando
parte de la cromatina, la cual puede encontrarse en forma de eucromatina o
heterocromatina, siendo esta Ultima facultativa o constitutiva. La cromatina es el

conjunto de ADN, histonas, proteinas no histonas y ciertas clases de ARN.

El modelo propuesto para explicar como se organiza el material genético humano se
basa en la existencia de distintos niveles de empaquetamiento. El primer nivel es la
doble hélice de ADN dando lugar a la fibra de 2 nm. En el segundo nivel, o cuentas de
rosario, la doble hélice de ADN se enrolla alrededor de 8 proteinas globulares, las
histonas, dando dos vueltas alrededor de ellas, ayudadas por otra proteina, la histona
HI. Esto da lugar a la fibra de 10 nm. EI tercer nivel de empaquetamiento, la fibra de 30
nm, presenta dos modelos hipotéticos, el modelo solenoide y el modelo en zigzag.
Surge del repliegue de la fibra anterior. En el cuarto nivel de empaquetamiento, la fibra
de 300 nm, la fibra de 30 nm comienza a formar lazos o bucles anclandose a los
filamentos que forman parte de la matriz nuclear. En el quinto nivel, la fibra de 300 nm
vuelve a formar lazos dando lugar a la fibra de 700 nm. El sexto y altimo nivel, de 1400
nm, es la imagen mas familiar que tenemos del cromosoma, cuando la molécula esta

condensada al maximo al llegar a la metafase (Brooker, 2016).

Los cromosomas constan de dos cromatidas hermanas desde la fase S hasta la anafase,
en la mitosis. Estdn unidas a través del centromero y ambas poseen la misma
informacion genética. Los cromosomas se pueden dividir en distintas partes. Por un
lado tenemos los centrémeros, secuencia que permite el anclaje de los microtibulos del

huso mitotico. Luego los brazos de las cromatidas, pudiendo ser de diferente tamafio,



como el brazo corto (p) y el largo (q). Y por tltimo, los telomeros, los extremos de los

brazos del cromosoma.

3.1. Centromero.

Cada cromosoma nuclear tiene un centromero. Este es un locus cromosémico complejo,
una zona de constriccion primaria por la que el cromosoma interacciona con las fibras
del huso acromatico desde profase hasta anafase, tanto en mitosis como en meiosis, y €s
responsable de realizar y regular los movimientos cromosémicos que tienen lugar
durante estas fases. En la estructura del centromero intervienen tanto el ADN
centromérico, que consta fundamentalmente de heterocromatina constitutiva, como las

proteinas centroméricas que aportan esta conformacion.

Los centromeros son fundamentales en los procesos de separacion de las dos cromatidas
hermanas de los cromosomas durante la division celular. En este locus cromosomico
especifico se forma el cinetocoro. El cinetocoro es un complejo multiproteico que media
la unién del huso mitético con el cromosoma durante la mitosis y la meiosis, y permite
que se tire de las croméatidas hacia polos opuestos de las células (Sato et al., 2012). Es
por esto que desempefia un papel fundamental a la hora de una segregacion

cromosoOmica correcta.

En los centrémeros de todos los cromosomas encontramos ADN satélite, secuencias de
ADN que puede tener en torno a 25-200 pb y se repite a lo largo de unas 100 Kb.
Gracias a las técnicas de secuenciacion genomica se sabe que las secuencias de ADN
centroméricas divergen significativamente entre las especies. En el caso de los humanos
el ADN satélite de los centromeros, que forma el grueso de la heterocromatina
centromérica, se denomina a-satélite. Este estd formado por unas 171 pb que se repiten
en tiandem muchas veces (Brown & O'Neill, 2014; Sullivan et al., 2011). El centromero
no viene definido Unicamente por las secuencias del ADN sino por modificaciones
epigenéticas, estableciéndose sinergias entre las secuencias de ADN, los componentes
de las proteinas y las marcas epigenéticas (Plohl et al., 2014). Las histonas en estas
regiones estan modificadas de forma distinta a las de las regiones adyacentes al

centromero.



Al contrario de lo que ocurre con la secuencia de ADN centromérico, muchas proteinas
que componen el cinetocoro se conservan evolutivamente. Cabe destacar de entre ellas a
la proteina CENP-A (cenH3), una variante de la histona H3 que reemplaza al H3
canonico para crear nucleosomas centroméricos Unicos (Sato et al., 2012). Esta histona
tiene un papel fundamental a la hora de que los microtubulos del cinetocoro reconozcan
e interaccionen con esta region. Esta se encuentra Unicamente en un cinetocoro

funcional.

La cromatina centromérica de eucariotas multicelulares se organiza como subunidades
multiples de nucleosomas CENP-A intercaladas con subunidades de nucleosomas H3
que se dimetilan en lisina 4, una marca epigenética distintiva. Los nucleosomas
fisicamente distintos y la organizaciéon de cromatina crean una plataforma para la
formacion de cinetocoro y el reclutamiento de proteinas adicionales de centromero y

cinetocoro (Stimpson et al., 2012).

3.2. Teldmeros.

Los telomeros fueron identificados por H. J. Muller y B. McClintock durante la década
de los anos 30 y 40 (Zakian, 1989). Son estructuras de nucleoproteina que se encuentran
en los extremos de los cromosomas lineales y que son cruciales para el mantenimiento
de la integridad cromosdémica (Bhargava et al., 2020). En estas estructuras no se
localizan genes codificantes, presentan un alto grado de compactacion y

heterocromatinizacion.

Los telémeros tienen en su extremo una secuencia minisatélite de ADN altamente
repetitiva. Consiste en repeticiones en tandem de una secuencia que en humanos es de 6
nucledtidos y que se repite en una longitud de entre 10 y 15 Kb, unas 2000 repeticiones.
La secuencia de los telémeros esta altamente conservada en los vertebrados y es la
secuencia “AGGGTT” (Blackburn, 1991). Sin embargo, hay una pequefia variacion de
estas secuencias entre algunos organismo, siendo heterogénea en Saccharomyces

cerevisiae o muy larga en Kluyveromyces lactis (25 pb).



Al final de nuestros cromosomas siempre va a haber una doble cadena y ademés un
extremo 3’ monocatenario, consecuencia directa de la replicacion del ADN en los
extremos, y es fundamental para dar forma a los telomeros. Este extremo 3’
protuberante se asocia con la cadena complementaria en la region de doble cadena del
telomero formando los lazos T, como se aprecia en la imagen 1. Este lazo hacia atras
que forma la cadena monocatenaria permite proteger a los telomeros de la degradacion
y de unirse a otros cromosomas. El ADN telomérico de las células animales se adhiere a
un complejo proteinico de seis subunidades llamado shelterina. Este impide que el
aparato de reparacion de ADN confunda los extremos del ADN telomérico con cadenas
danadas (Karp, 2014). La funcion de los telémeros, por tanto, es proporcionar
estabilidad al cromosoma, de manera que no sea degradado e impedir la fusién con

otros cromosomas.

Centromere
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Imagen 1. Representacion del brazo T que se forma en los extremos del telomero. Imagen extraida del
libro mencionado en la bibliografia (Snustad & Simmons, 2011).

Una caracteristica a destacar de los telomeros es que, debido a la existencia del extremo
3’ monocatenario, las repeticiones teloméricas se pierden con cada una de las divisiones
celulares (Karp, 2014). De esta manera, la capacidad de proteger los extremos
cromosdmicos se ve anulada con el tiempo, desencadenando en un proceso de
senescencia replicativa. Por este motivo, a no ser que se active algin mecanismo de
mantenimiento de telomeros, las células sucumben a la inestabilidad del genoma
(Bhargava et al., 2020). Un aspecto importante es que la erosion de los telomeros lleva a
las células a identificarlo incorrectamente como ADN roto y a fusionarlos entre si,

siendo una de las causas reconocidas de formacion de cromosomas dicéntricos.



3.3. Cromosomas acrocéntricos y ADN ribosomal (rDNA).

Una de las maneras que existen para clasificar cromosomas en distintos tipos se basa en
la posicion del centrémero, existiendo pues 4 tipos: cromosomas metacéntricos,
submetacéntricos, acrocéntricos y telocéntricos. Cada cromosoma se encuentra dividido
por el centromero en dos partes, el brazo p (brazo corto) y el brazo q (brazo largo),

excepto en los cromosomas metacéntricos donde ambos brazos son de igual longitud.

Un cromosoma acrocéntrico es un cromosoma en el que el centromero se encuentra mas
cercano a uno de los telémeros, dando como resultado un brazo muy corto (p) y el otro
largo (q). Los humanos tiene 5 pares de cromosomas acrocéntricos, siendo estos el 13,
14, 15, 21 y 22. Una caracteristica comtn a todos ellos es que en sus brazos cortos
presentan bloques homologos de secuencias repetitivas, incluyendo en ellas genes de
ADN ribosomal. Estos grupos de ADNr aparecen como regiones organizadoras

nucleolares (Stimpson et al., 2010).

En algunos experimentos se han observado fusiones acrocéntricas no aleatorias al
expresar una version mutante de la proteina de union a telémeros TRF2 (Stimpson et
al., 2014). Esta proteina mutada intencionadamente logra interrumpir la funcion de los
telomeros e induce la formacioén de cromosomas humanos dicéntricos de novo, de la
misma manera que puede causar otros tipos de defectos nucleolares a gran escala. La
proteina sin mutar TRF2 se asocia con el nucleolo y el ADNr. En cambio, cuando el
material genético que codifica a esta proteina es alterado provoca la perdida de
funcionalidad de los telémeros, trayendo consigo cambios nucleolares y cromosémicos

graves (Stimpson et al., 2014).

Las fusiones cromosomicas se producen de forma no aleatoria después de la expresion
de los genes para la proteina TRF2 mutante a corto plazo (36 horas), con casi el 80% de
ellas entre los brazos cortos de los cromosomas acrocéntricos humanos 13, 14, 15, 21 y
22. Estas fusiones se denominan translocaciones Robertsonianas. El mecanismo que
impulsa la formacion de dichas translocaciones depende de la organizacion gendmica
de los cromosomas acrocéntricos, pues los brazos cortos de los cromosomas
acrocéntricos presentan varios bloques practicamente idénticos de ADN repetitivo. Esto

son unas 400 copias de la unidad de ADNr de 43 kb (Stimpson et al., 2014).



4. Cromosomas dicéntricos.

Lo normal es que cada cromosoma presente una region de ADN centromérico, en la
cual se ensamblan el centrémero y el cinetocoro. No obstante, los sucesos de
reordenamiento del genoma pueden generar fusiones de dos segmentos cromosdmicos
diferentes los cuales presentan cada uno un centrémero, dando como resultado un
cromosoma dicéntrico. Son estructuras inestables que también pueden derivar de
eventos de reparacion de ADN erréneos o formacion de neocentromeros epigenéticos
anormales (Guérin et al., 2019). Es por ello que un cromosoma dicéntrico puede ser
definido como un cromosoma anormal que en lugar de uno tiene dos centromeros
fisicamente unidos. La formacioén de estos cromosomas dicéntricos se atribuye a que
son productos del reordenamiento del genoma que colocan dos centrémeros en el
mismo cromosoma (Stimpson et al., 2012), ya sea por procesos como la fusion de
telomeros o cromosomas rotos, la translocacidon robertsoniana o la inversion

cromosoOmica paracéntrica.

Las translocaciones robertsonianas son los reordenamientos dicéntricos estructurales
mas comunes en humanos (Sullivan & Schwartz, 1995). Hace referencia a fusiones o
fisiones cromosomicas, donde ocurre una variacion en el nimero de cromosomas. Esto
puede surgir por union de dos cromosomas acrocéntricos en un solo cromosoma
metacéntrico, lo que determina una disminucién del nimero haploide, o por fisiéon de un

cromosoma en dos cromosomas acrocéntricos, aumentando el nimero haploide.

En el caso de las inversiones cromosOmicas, son procesos de reordenamiento
cromosOdmico que involucran solo a un cromosoma, donde un segmento de éste se
invierte de extremo a extremo. Tiene lugar cuando se producen rotaciones en regiones
de un cromosoma causadas por roturas cromosOmicas o0 recombinaciones
intracromosomicas. Existen dos tipos de inversiones, las paracéntricas y las

pericéntricas, como se observa en la imagen 2.



Inversion Paracéntrica nversion Pericéntrica
(no incluye al centromero) (incluye al centromero)

Imagen 2. Esquema explicativo donde se muestra la diferencia de una inversién paracéntrica y una
pericéntrica. Imagen extraida de la pagina web ReproTec (Repro Tec, s.f.)

Las inversiones pericéntricas incluyen el centromero, habiendo un punto de ruptura en
cada brazo. Por otra parte, las inversiones que excluyen el centrémero se conocen como
inversiones paracéntricas. En el caso de ser heterocigoto para la inversion, uno de los
efectos es el de la semiesterilidad. Durante la profase de la meiosis I, los cromosomas
homologos forman un bucle de inversion, produciéndose un cruce. En el caso de que la
inversion fuese del tipo paracéntrica, al final de la meiosis se obtendria un cromosoma
de secuencia normal, uno con la secuencia invertida, uno acéntrico y otro dicéntrico. La
cromatida dicéntrica se separa durante la anafase de meiosis I tal que el cromosoma se
rompe en posiciones aleatorias. Estos fragmentos rotos resultan en deleciones de genes
que conducen a gametos genéticamente desequilibrados. Esto puede dar lugar a la

extincion de la linea celular.

La fusion de los telémeros puede producirse por el acortamiento que sufren los mismos
con las divisiones celulares continuas, de manera que son incapaces de formar el lazo en
T que protege a los extremos de fusionarse con otras cadenas de material genético. Al
fusionarse pueden acabar formando cromosomas dicéntricos, cromosomas altamente
inestables (ver mas abajo), dando lugar a translocaciones, deleciones y amplificaciones

cromosomicas.

Si se valoran los factores externos que pueden inducir anormalidades en los nucleos de

las células, uno de los que destacan es la radiacion. La radiacion aumenta la



probabilidad de que se formen cromosomas dicéntricos. Al crearse puentes fisicos entre
los cromosomas en anafase, y a medida que estos cromosomas se separan y los puentes
cromosOmicos se rompen, resulta en la formacion de protuberancias de los nucleos
hacia el citoplasma, fenotipo util para cuantificar la irradiaciéon de un organismo

(Kravtsov et al., 2000).

4.1. Dicéntricos estables.

Barbara McClintock fue la primera en describir el comportamiento de los dicéntricos en
el maiz. Seglin sus investigaciones, este tipo de cromosomas son de por si inestables.
Suelen experimentar rondas de formacion y rotura de puentes anafésicos (McClintock,
1941). En el caso de la levadura o de Drosophila los dicéntricos presentan un

comportamiento inestable y dan lugar a cromosomas rotos y reorganizados.

Sin embargo, se sabe desde hace algin tiempo que en mamiferos, y mas recientemente
en varios organismos modelo, los cromosomas dicéntricos pueden ser bastante estables
en la mitosis. En humanos, donde los dicéntricos se dan de forma natural en una parte
significativa, estos cromosomas son heredables a través de la meiosis, y por lo general

se segregan con €xito en ambos tipos de divisiones celulares.

De esta manera, la estabilidad de los cromosomas dicéntricos va a ser diferente después
de la formacion segln el tipo de organismo del que se trate. Dicha estabilidad se ha
atribuido al fenémeno de la inactivacion de uno de los dos centromeros (Han et al.,
2006). Este consiste en un proceso por el cual uno de los centromeros se vuelve no
funcional o inactivo. El cromosoma, que es estructuralmente dicéntrico, se comporta
como un cromosoma funcionalmente monocéntrico, pudiéndose segregar con

normalidad durante la division celular (Stimpson et al., 2012).

4.1.1. Mecanismos de estabilizacion de dicéntricos.

En muchos estudios donde se analiza la supervivencia de células con cromosomas

dicéntricos, se observa que la mayoria de estas dejan de dividirse. Sin embargo, una



pequenia porcion de células consigue sobrevivir a pesar de su condicion dicéntrica
inicial. Se puede dividir a esta pequefia porcion de células en 3 grupos diferentes. En
uno de ellos, las células se habrian estabilizado al descomponer el dicéntrico en dos
cromosomas a los que se les afiadid telomeros de novo en los extremos. Otro de los
grupos consigue sobrevivir gracias a la eliminacion fisica de uno de los centromeros del
dicéntrico mediante reordenamiento del ADN. Y el tercer grupo se mantiene estable con
las secuencias del ADN de los centromeros del cromosoma dicéntrico intactas. Esto
indica que el dicéntrico se estabiliza epigenéticamente gracias a un proceso de
inactivacion de uno de los centromeros, perdiendo este su funciéon sin necesidad de

verse alterada la secuencia de ADN (Sato et al., 2012).

Gracias a los estudios en humanos y otros organismos de estudio se entiende que en el
proceso de inactivacion del centromero intervienen mecanismos genoémicos y
epigenéticos. Se observa que una gran variedad de proteinas esenciales, tanto del
centromero y cinetocoro como proteinas cromosdmicas y de la cromatina, estan

ausentes de los centromeros inactivos (Stimpson et al., 2012).

En el caso de los dicéntricos en donde uno de los centrodmeros ha sido inactivado, se
observa que el centrémero inactivado carece de la proteina ya nombrada en apartados
anteriores, CENP-A. Aquellos centromeros carentes de esta proteina no se asocian con
el huso, de manera que el complejo cinetocoro se forma tnicamente en uno de los dos
centromeros en este cromosoma dicéntrico, funcionalmente monocéntrico (Sato et al.,
2012). Todo esto a pesar de que las secuencias de ADN de ambos centromeros estén

intactas.

A la hora de la inactivacion del centromero en un cromosoma dicéntrico, el desmontaje
del cinetocoro es uno de los factores clave que desencadenan este proceso (Sato et al.,
2012). Distintas mutaciones que afectan en aspectos diferentes del ensamblaje y funcion
del cinetocoro provocan un mayor porcentaje de supervivencia de células con
dicéntricos, inactivandose en estos uno de los dos centroémeros. Estudios en maiz ponen
de manifiesto que un cromosoma que presenta dos centrémeros de distinto tamafio suele
ser el de menor tamaio el que se inactiva. Si se da el caso de que estos se separan por

recombinacion intracromosdmica el centromero inactivo puede reactivarse (Han et al.,

10



2009). Esto reafirma la regulacion epigenética bajo la que se encuentran estos

dicéntricos.

Otra de las diferencias que encontramos entre el centrémero activo y el inactivado de un
cromosoma dicéntrico consiste en que, en el centromero inactivado, el dominio central
suele encontrarse heterocromatinizado, mientras que en el centromero activo esto no se
observa. De la misma manera, los niveles de acetilacion disminuyeron en esta region del
centromero inactivo (Sato et al., 2012). Las histonas, por lo general, se encuentran
hipoacetiladas en la heterocromatina, cosa que se observa en este caso. El estado de
heterocromatinizacion no es condicion necesaria para la inactivacion del centromero. El
proceso de heterocromatinizacion tiene como funcidn principal impedir la reactivacion

del centrémero inactivado.

4.2. Dicéntricos inestables y el ciclo rotura-fusion-puente (BFB).

El ciclo de rotura-fusion-puente (BFB, de sus siglas en inglés) es un mecanismo de
inestabilidad cromosomica, descrito por Barbara McClintock (McClintock, 1941). Estos
ciclos pueden dar lugar a distintas consecuencias, como la pérdida de heterocigosidad
para algunos alelos, aneuploidias de un cromosoma completo o translocaciones no

reciprocas (Bhargava et al., 2020).

Uno de los eventos que puede dar pie al comienzo del ciclo BFB consiste en la rotura o
erosion de la region telomérica, como se puede observar en la imagen 3. Este suceso va
a ocasionar que, tras la replicacion, las dos cromatidas hermanas que constituyen dicho
cromosoma presenten teldémeros dafiados. Recordamos que una de las principales
funciones de los telémeros consiste en evitar que los extremos de los cromosomas se
fusionen con otras cromatidas. La quinasa ATM, una proteina serina/treonina quinasa
que se encarga de fosforilar varias proteinas clave que inician la activacion del punto de
control del dafio del ADN, permite activar la via de unién que puede generar fusiones
de extremo a extremo entre las cromdtidas hermanas (Bhargava et al., 2020). Las dos
cromatidas hermanas, al fusionarse, dan lugar a un cromosoma dicéntrico. Durante la
division celular las cromatidas hermanas forman un puente donde un centrémero sera

atraido hacia una direccion, mientras que el otro centrémero sera arrastrado en la
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direccidon opuesta. Al ser arrastradas hacia estas dos direcciones opuestas, se rompen
eventualmente en una ubicacion distinta del sitio de fusion, lo que resulta en que las
células hijas reciban una cromatida desigual, una con mas material genético que la otra.
En esta nueva situacion, las dos cromatidas resultantes van a carecen de telémeros, por
lo que cuando llegue la hora de que ambas se repliquen, el ciclo BFB se repetird y
continuara cada division celular posterior. Este ciclo se continuard produciéndose a no
ser que se de la situacion de que las cromatidas reciban un telomero de novo. Ademas,
las consecuencias de los ciclos BFB dependen de si se producen fusiones entre

diferentes cromosomas o entre cromaticas hermanas (Murnane, 2012; Ta et al, 2013).
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Imagen 3. Esquema donde se explica el ciclo BFB. Extraido del articulo citado en la bibliografia (Ta et
al, 2013)

4.2.1 El ciclo BFB en el cancer y la cromotripsis.

Muchos tumores humanos muestran genomas desorganizados. Esto se produce como
consecuencia de una gran cantidad de procesos mutacionales que ocasionan una gran
inestabilidad genética, destacando el ciclo rotura-fusion-puente (BFB) y la cromotripsis,
ya que ambos producen una gran inestabilidad. Ademas, ambos fendomenos estan

interconectados.
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Durante el proceso de rotura de un puente cromosémico, en el ciclo BFB, se pueden
generar roturas simples y fragmentacion local del material genético. La cromotripsis es
un proceso en el que se adquieren rdpidamente decenas a cientos de reordenamientos
estructurales en un corto periodo de tiempo (Ly & Cleveland, 2017). Dichos
reordenamientos, restringidos a algunos cromosomas con puntos de ruptura dispersos o
agrupados en algunas regiones, surgen de una cascada de eventos que comienza con la
formacion del puente cromosdmico durante la mitosis. Tras esto, se suceden eventos de
fragmentacion cromosomica, dafio del ADN, desagregacion cromosdmica y finalmente
se produce una formacion de micronicleos. En las células cancerosas se ha
correlacionado la aparicion de estos micronucleos con la fragmentacidon cromosémica y

con procesos de cromotripsis (Umbreit et al., 2020).

Un solo error durante la division celular, como la formacion del puente cromosomico,
puede producir con rapidez una gran cantidad de caracteristicas tipicas de los genomas
presentes en el cancer. Por ello se puede afirmar que los episodios de cromotripsis estan
intrinsecamente relacionados con los ciclos BFB (Umbreit et al., 2020). Ademas de que
se sabe que estos eventos mutacionales son comunes en el cancer, probablemente estos
pueden producirse a lo largo del desarrollo y vida del organismo y hayan tenido un

papel destacado en la evolucion.

5. Modelos de estudio de cromosomas dicéntricos.

Ya que fue en plantas donde los cromosomas dicéntricos fueron descritos por primera
vez, mucha de la informacion a cerca de estos y de los mecanismos de estabilizacion de
los dicéntricos proviene de estudios en ellas (Stimpson et al., 2012). Ensayos en
especies como el maiz y el trigo han permitido a los investigadores estudiar la
inestabilidad de estos cromosomas dicéntricos, asi como el funcionamiento del
mecanismo de inactivacion de uno de los centrémeros que otorga estabilidad a las
células que contienen cromosomas dicéntricos (Gao et al., 2011; Han et al., 2006; Han

et al., 2009).

Sin embargo, uno de los modelos mas relevantes o utiles para el estudio de los

cromosomas dicéntricos son las levaduras. Los primeros estudios, tras los realizados en
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maiz, en los que se pudo demostrar la inestabilidad mitotica y el futuro que podia
deparar a los dicéntricos fueron realizados en la levadura Saccharomyces cerevisiae
(Stimpson et al., 2012). Esta levadura se puede modificar de diferentes maneras para
obtener los dicéntricos deseados, ademas de insertar multiples mutaciones en genes de
reparacion del dafio al ADN, con lo que se puede realizar estudios funcionales. La
levadura de fision Schizosaccharomyces pombe también es un importante modelo de
estudio, ya que la organizacion de los centromeros de ésta y la de los eucariotas
superiores es muy similar. En esta levadura no se ha demostrado que se produzcan de
manera natural dicéntricos, sin embargo se ha podido disefiar un cromosoma dicéntrico

entre el segundo y tercer cromosoma de los tres que presenta esta levadura.

A partir de la década de los 60 comienzan a hacer acto de presencia los estudios de
cromosomas dicéntricos en humanos en relacion con los isocromosomas X (De La
Chapelle et al., 1966; Fraccaro et al., 1960). Una de las primeras maneras de abordar su
investigacion fueron los estudios observacionales en pacientes humanos, ya que estos
cromosomas se asociaron con defectos congénitos como el sindrome de Turner y el
sindrome de Down, asi como con anomalias reproductivas. También hay estudios como
el de Fisher et al.,, 1997 donde se estudia una linea celular de dicéntricos de un
pacientes. Sin embargo, el inconveniente que presentan estos estudios es que los
dicéntricos obtenidos de los pacientes son evaluados mucho tiempo después de que se
formaran, por lo que el destino del centromero ya se ha establecido y mantenido en el
tiempo. Por esto mismo, y por el echo de que los dicéntricos obtenidos de pacientes
representan la version mas estable de estos cromosomas, no es posible el estudio del
espectro entero de los destinos de dicéntricos en humanos desde que surgen en una
célula germinal hasta que se estabilizan (Stimpson et al., 2012). Ademas, se tiene un
gran desconocimiento sobre qué ocurre con dicéntricos formados en células somaticas.
Para solucionar este inconveniente, se han realizado estudios recientes produciendo

cromosomas dicéntricos en células humanas en cultivo (Stimpson et al., 2010).

5.1. Dicéntricos en Saccharomyces cerevisiae.

Como ya se coment6 en el anterior punto, la levadura Saccharomyces cerevisiae es uno

de los organismos modelo mas usados para el estudio de los cromosomas dicéntricos.
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Su uso como sistema genético cldsico se popularizé gracias a su genética clasica simple
y a la facilidad para llevar a cabo transformaciones de ADN recombinante. Es en parte
posible estudiar los dicéntricos en este organismo por la capacidad que presenta para
tolerar las aneuploidias de todo tipo. En esta levadura, para poder obtener los

dicéntricos deseados se pueden emplear distintas técnicas (Stimpson et al., 2012).

Se puede utilizar minicromosomas no esenciales (Koshland et al., 1987), cromosomas
endogenos que contienen un centromero extra condicional codificado en un casete
GAL1-CEN integrado y centromeros condicionales enddgenos flanqueados por

secuencias promotoras GAL1 (Stimpson et al., 2012).

5.1.1. Modelos de dicéntricos constitutivos.

Los modelos de cromosomas dicéntricos constitutivos en Saccharomyces cerevisiae son
creados mediante recombinacion homologa. Al aislar la secuencia de un centromero y
mediante el procedimiento correspondiente para llevar a cabo la transformacion para
integrar la secuencia de ADN deseada, en este caso aquella que incluye la secuencia
centromérica, puede modificarse uno de los cromosomas de la levadura para asi

convertirlo en dicéntrico (Surosky & Tye, 1985).

Una de las maneras que existe para generar este tipo de cromosomas en organismos
como Saccharomyces cerevisiae consiste en transformar la célula al introducir la
secuencia de uno de los cromosomas en un plasmido construido que la contenga, de
manera que por recombinacion homodloga se consigue introducir la secuencia
centromérica nueva en un cromosoma que ya dispone de su propio centromero (Surosky
& Tye, 1985). En algunos estudios, a la hora de transformar las células, se ha observado
que los dicéntricos se mantienen durante la meiosis, y en la mitosis este cromosoma se

rompe con frecuencia (Haber et al., 1984).

5.1.2. Modelos de dicéntricos condicionales.

El modelo de cromosomas dicéntricos condicionales en Saccharomyces cerevisiae se

basa en el principio de activacion e inactivacion del centrémero condicional, utilizando
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condiciones de crecimiento que favorecen la induccion transcripcional o la represion del

promotor GAL (Hill & Bloom, 1987).

La segunda secuencia centromérica tiene la caracteristica de que estd regulada por el
promotor GAL. Los genes GAL dan lugar a la produccién de enzimas encargadas de
metabolizar la galactosa en Saccharomyces cerevisiae (Gonzalo Claros, s.f.). El modo
en que estaria construido este dicéntrico seria tal que la secuencia especifica del
segundo centromero (centromero condicional) es precedida por el promotor GAL. De
esta manera, cuando se incuban estas cé¢lulas utilizando galactosa como fuente de
carbono se produce la induccion de la transcripcion del promotor GAL y el centromero
no estaria activo al no ser reconocido. De la manera opuesta, cuando crecemos las
células en un medio con glucosa como fuente de carbono se produce la represion de
promotor GAL de manera que la célula es capaz de reconocer el segundo centrémero
como unién al cinetocoro (Hill & Bloom, 1989). Por lo tanto, se puede apreciar la
facilidad con la que se manipula la activacion o represion de la funcion del segundo

centromero en el modelo de dicéntrico condicional.

6. Caso practico de dicéntrico condicional.

6.1 Estudio preliminar de un modelo en S. cerevisiae de dicéntrico condicional
que flanquea el rDNA.

La cepa de levadura dicéntrica condicional seleccionada para este estudio presentaban
una segunda secuencia centromérica en el brazo largo del cromosoma 12. A la derecha
de la secuencia centromérica propia del cromosoma, a 200 kb, se encuentra una region
de rDNA (1-2 Mb), y a 200 kb de esta region esta la secuencia centromérica condicional

junto con el promotor Gal que la regula.

Como se dijo en el apartado anterior, estas células, debido al promotor Gal, cuando
crecen en un medio YPD (la fuente de carbono es la glucosa) van a comportarse como
células dicéntricas, y al hacerlas crecer en YPGal (la fuente de carbono es la galactosa)
van a tener el segundo centrémero inactivado, actuando como células normales. De esta
manera, se cultivaron en ambas placas la misma concentracion de células y se tomaron
fotografias de las dos placas a los dias 3, 4, 5, 6 y 7, para luego analizar y extraer la

informacion (area, morfologia y cantidad do colonias) que se requiere para comprobar si
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se cumplen las predicciones mencionadas a continuacion y elaborar una conclusion en

consecuencia.

La hipotesis que se plantea para este trabajo es que, con este modelo de dicéntrico
donde los centromeros flanquean la region repetitiva de ADNr y por lo tanto el ciclo
BFB se estaria produciendo sobre estas regiones repetitivas en tdndem, dichas células
dicéntricas muestren una mayor estabilidad que modelos de dicéntricos donde el ciclo
BFB se produjese sobre regiones Unicas. Esta hipotesis se basa en que las células
disponen de un mecanismo de reparacion de roturas del ADN conocido con el nombre
de “single strand anneling (SSA)” que podria impedir la perdida de viabilidad a costa de
la reduccion del nimero de copias. Este mecanismo interviene en regiones repetitivas en
tandem, en cluster o en regiones dispersas. En estas lltimas seria altamente mutagénico,
pero en las regiones en cluster como el rDNA solo causaria pérdida de copias que se
podrian compensar por otros medios (Kobayashi, 2011). Esto supone que nuestro

modelo dicéntrico puede ser totalmente viable, aun sufriendo las ciclos BFB continuos.

Para comprobar nuestra hipdtesis, analizaremos las placas de ambos medios (donde en
una las células tendran inactivo el segundo centromero y en la otra actuardn como
dicéntricas) para comparar el efecto que tiene el dicéntrico sobre la formacion de las
colonias y ver si muestra los fenotipos tipicos de un cultivo de células con cromosomas
dicéntricos. A continuacion, se mencionan los fenotipos de las colonias que esperamos

para cada placa segtin su condicion de células normales o dicéntricas.

Predicciones para la placa de YPGal:

- El nimero de células (o unidades formadoras de colonias, CFU de sus siglas en inglés)
se espera que sea igual al nimero de células sembradas/esperadas.

- El tamafio de las colonias sea homogéneo.

- La velocidad de crecimiento sea homogénea.

- Presenten una morfologia esférica de las colonias.

Lo que podriamos esperar para la placa de YPD si estos cromosomas dicéntricos

afectaran a regiones Unicas seria alguna de las siguientes condiciones:
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- El nimero de CFU sea inferior al nimero de células sembradas o esperadas. Esto seria
asi ya que las células estarian muy dafiadas dada la esperada letalidad de los puentes de
anafase que se formen y el efecto del ciclo BFB.

- El tamafio de las colonias sea heterogéneo.

- La velocidad de crecimiento sea inferior a lo previsto.

- La morfologia de las colonias sea mas diversa (la pérdida de circularidad es un

indicativo de aneuploidias en general).

7. Objetivos

El objetivo principal de este proyecto consistio en llevar a cabo el estudio preliminar de
un modelo de dicéntrico en Saccharomyces cerevisiae, en el que los centromeros del

dicéntrico flanquean regiones repetitivas en tindem de ADNTr.

Como objetivos individuales, para el estudio de la inestabilidad asociada al dicéntrico
analizamos el nimero de clones supervivientes, la variabilidad clonogénica, el periodo
de latencia de surgimiento de colonias, tamafio y velocidad de crecimiento de las

colonias y la morfologia que éstas presenten.

8. Material y métodos

El material que se utilizd para este estudio fue un ordenador con los programas

Fiji/Imagel, CellProfiler, GIMP, Microsoft Excel, Prism 8 y GraphPad.

El estudio realizado en este proyecto consistio en el analisis de dos secuencias de
fotografias de colonias en placas de Petri en el tiempo. Inicialmente, las 10 imagenes,
que fueron proporcionadas para este estudio correspondientes a los ensayos en placa de
YPD e YPGal durante los 7 dias de experimento, serian analizadas con el programa
CellProfiler siguiendo el protocolo descrito en uno de los articulos citados en la
bibliografia (Bray et al.,, 2015) y el GIMP para adecuar las imagenes al formato

correctamente.
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En vistas de que este programa no permitia un correcto analisis de las colonias que se
encontraban unidas, las imagenes se analizaron con el Imagel apoyandonos en el
manual que se obtiene de la pagina web adjuntada en la bibliografia (Labno, s.f.) y de
varios tutoriales de YouTube. En primer lugar, al abrir la imagen con este programa se
ha de establecer una escala para determinar la cantidad de pixeles que equivalen a un
milimetros en dicha imagen. Para ello se calcula el didmetro de la placa de Petri y

sabiendo que éste es igual a 90 mm podemos establecer la escala.

A continuacion, se selecciona el maximo cuadrado dentro de la placa de Petri sobre el
que se llevara a cabo el analisis de las colonias. Esto es asi porque el programa no nos
deja analizar imagenes circulares, por lo que no se analizan todas las colonias de la
placa, pero si una cantidad bastante representativa de ellas. Una vez se selecciona la
region a estudiar se debe tener en cuenta que para las siguientes imagenes
seleccionaremos la misma region que contiene estas colonias, para asi estudiar

correctamente los efectos a través del tiempo que puedan presentar.

La imagen es convertida a binario, de forma que sobre un fondo negro las colonias
aparecen en blanco. Se aplica tras esto un procedimiento semiautomatico para separar
las colonias que se hayan unidas y se eliminan algunas imperfecciones del paso a
binario de la imagen si las hubiera. A continuacidn, se procede a analizar propiamente
la imagen. Lo que interesa analizar en este punto del estudio es obtener los valores de
las é4reas de las colonias y el valor de la circularidad de las mismas. Ademas, el
programa permite obtener una imagen donde las colonias analizadas son numeradas, y
estos numeros aparecen al lado de cada valor de area y circularidad para identificar a la

colonia que pertenece.

Con el dato del nimero de colonias por dia en cada placa se pueden obtener los
resultados acerca del nimero de clones supervivientes por placa. Los valores de las
areas se agrupan en rangos y se grafican los datos para analizar si la distribucion de
estos datos es unimodal o bimodal. Se dividiran los valores de las areas de las colonias
de YPD e YPGal en 3 grupos, pequenas, medianas y grandes, en las dos placas del dias
3 del experimento. Luego se toman aproximadamente los valores de unas 25 colonias

aisladas para cada grupo por placa, y se estudia el crecimiento que experimentan desde
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el dia 3 al 5. En cuanto a los valores de circularidad, solo seran utilizados los valores

pertenecientes a colonias aisladas de las placas a dia 7.

9. Resultados y discusion

9.1. Inestabilidad asociada al dicéntrico: Estudio clonogénico.

9.1.1. Nimero de clones supervivientes

Tras contabilizar la cantidad de colonias por placa mediante el programa anteriormente
mencionado, se debe tener en cuenta que puede existir un pequefio error de manera que
tras el andlisis no se detecten las colonias que son muy pequefias. En la tabla 1 se dan a

conocer los datos referentes a este analisis.

Tabla 1. En esta tabla se muestran el nimero de colonias segin el dia en las placas de YPD e YPGal, asi
como la media y desviacion tipica de cada placa. También se incluye el % de colonias de YPD frente a
las de YPGal.

YPD YPGal
Dia 3 356 430
Dia 4 364 436
Dia 5 383 431
Dia 6 377 438
Dia 7 394 443
Media 374,8 435,6
SD 15,1 53
% (ref YPGal) (Dia 3) 82,79 100
% (ref YPGal) (Dia 7) 86,04 100

Es posible observar que a dia 3 del experimento el numero de colonias existentes en la
placa de YPD es un 17,21% menor que el de la placa de YPGal. Y si nos fijamos en el
séptimo dia, las colonias que crecen en medio YPD reducen la diferencia en el nimero
de clones supervivientes con YPGal en relacion al tercer dia, siendo el numero de
clones supervivientes en YPD un 14% menor que en YPGal. La diferencia entre el
nimero de clones supervivientes segun el tipo de medio empleado es algo que se puede

visualizar facilmente en el grafico de la imagen 4.
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Imagen 4. Grafico donde se representan los valores del nimero de colonias de las placas de YPD e
YPGal para cada dia.

En base a estos datos, lo que podemos afirmar es que el nimero de CFU es menor en la
placa de YPD (colonias dicéntricas) que en la de YPGal (colonias con el segundo
centrémero inactivado), y por tanto menor al nimero de células sembradas. Por lo que
lleva a pensar que la condicion de dicéntrico en este modelo puede estar reduciendo la
capacidad de supervivencia de las células, aunque esto requiere de mas ensayos para

confirmarlo del todo.

9.1.2. Variabilidad clonogénica.

Para el estudio de la variabilidad clonogénica se comenz6 analizando la distribucion que

presentaba la medida de las areas de las colonias de las placas de YPD e YPGal.

Se obtuvieron los datos de las areas de las colonias de cada placa y posteriormente en
Excel se agruparon en rangos dando lugar a las graficas de la imagen 5. Al mismo
tiempo, los valores de todas las areas se representaron en graficos de cajas y bigotes
(imagen 6). En estas graficas podemos apreciar a simple vista que en ambas placas las
areas de las colonias presentan una distribucion normal. La diferencia existente entre las
areas de las colonias de YPGal e YPD es que, en el caso de las primeras, los valores de
las areas para cada dia estdn mas agrupados entorno a la media en comparacion a los

valores de la placa de YPD, donde se aprecia que la curva de la distribucion normal es
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mas suave. A medida que pasan los dias se aprecia como el area de las colonias de YPD
va superando las de YPGal, como cabria esperar porque las células crecen mejor en
glucosa que en galactosa. El dato mds importante es la presencia de un mayor
porcentaje de colonias pequefias en YPD a dia 3. Un 20,79% de las colonias en YPD
son pequenas frente a un 4,65% en YPGal. Tras realizar el test de Fisher sobre estos
datos y obtener un valor de P inferior a 0,0001 podemos decir que la diferencia entre
ambos valores es estadisticamente significativa. Estos datos se obtuvieron al calcular el
namero de colonias inferiores a la mitad del valor de la mediana y dividir este numero
entre el total de colonias y multiplicar por 100. Luego el test de Fisher se obtuvo

mediante el programa GraphPad.
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Imagen 5. Cada uno de los 5 graficos corresponde con la representacion de los valores del porcentaje

de colonias que existen para cada uno de los rangos de las areas establecidos para las colonias de YPD
e YPGal por dia del experimento.

En la imagen 6 los graficos de cajas y bigotes permiten visualizar que en el caso de las
colonias de la placa de YPGal los valores de las areas de estas concentrados entorno a la

mediana, y los de YPD estan mas dispersos al ser las cajas mas grandes.
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Imagen 6. En los dos primeros graficos de cajas y bigotes se representan, para cada placa, las areas de
las colonias en los dias 3,4 y 5 (dias 20, 21 y 22 de Enero de 2020) para apreciar el efecto del paso del
tiempo por placa. En tltimo grafico, los valores de ambas placas se representan a la vez para comparar
los resultados de los medios YPD e YPGal.
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Se puede observar que las colonias de YPGal presentan un tamao mas homogéneo que
las de YPD, cuyo tamafio parece ser mas heterogéneo. Esto se confirma con el mayor
nimero de colonias pequenas que crecen a dia 3 en la placa de YPD en comparacion
con la de YPGal, y con la interpretacion del grafico de cajas y bigotes, donde los datos
de las areas de las colonias de YPGal estan mas agrupados en torno a la mediana que los

de YPD.

Esto heterogeneidad puede ocurrir porque el dicéntrico, antes de ser resuelto y formar la
colonia, causa dafios en las células que podrian ralentizar la velocidad de crecimiento de
las colonias y por eso tenemos mas colonias de distintos tamafios en funcién de la
cantidad de dafio acumulado. También puede que simplemente el dicéntrico cause que
algunas células se queden estancadas temporalmente en la fase Lag de crecimiento, fase
previa a la de crecimiento exponencial donde las células aun tratan de adaptarse al
medio y se mantienen sin mostrar crecimiento global, y tarden mas que otras en

alcanzar la fase exponencial. Esto se comprobara en los siguientes apartados.

9.1.2.1. Periodo de latencia de surgimiento de colonias.

En cuanto al analisis del periodo de latencia de surgimiento de las colonias, inicialmente
se penso que a dia 5y 7 en la placa de YPD habrian nuevas colonias con respecto a las
observadas a dia 3. Ademads, el andlisis de las colonias mediante el programa
anteriormente mencionado nos indicaba que cada vez habian mas colonias surgiendo en
las placas con el paso de los dias. Sin embargo, tras analizar las placas de YPD adia3y
7 contando colonia por colonia se vio que no habia ninguna colonia de nuevo
surgimiento a dia 7. Es cierto que algunas de las colonias iniciales eran muy pequenas y
casi imperceptibles, y lo mas probables es que esto causara el error que observamos
inicialmente en el analisis con el ImageJ. Dado que las iméagenes se pasan a binario, al
ser tan pequefias las colonias a dia 3 algunas no se detectaron y por eso vemos este falso

aumento de colonias con los dias.

Estos datos llaman la atencién nuevamente, ya que se podia esperar que con el paso de

los dias las células que presentaban el cromosoma dicéntrico activado y que en un
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principio hubiesen detenido la division celular, tras resolver la condicion de dicéntricas
(por inactivacion de wun centromero, delecion...), comenzaran a dividirse
adecuadamente formando nuevas colonias. Pero lo que puede haber ocurrido es que la
condicion de dicéntrico se resuelve antes de el dia 3, y lo que nos lleva a pensar que
estas células pueden formar colonias a un ritmo mas lento que las normales o que tardan
mas en empezar a crecer, aunque esto se vera con mads precision en el siguiente

apartado.

9.1.2.2. Tamaio y velocidad de crecimiento de las colonias.

La velocidad de crecimiento de las colonias parece estar relacionada con el tamafio de
las mismas. Basandonos en los datos que aportan las graficas de la imagen 7, se puede
observar que las colonias pequefias, que durante los dos primeros dias tardan mas en
crecer, a partir del dia 3 su crecimiento es mas lento que el de las colonias medianas o
grandes. Por lo que descartamos que la condicion de dicéntrico en la placa YPD pueda
causar un estancamiento del crecimiento de las colonias mas pequefias en la fase previa

a la exponencial.

YPD YPGal
4 3
e GRANDE
S S P 2 e GRANDES
EZ e===MEDIAN || £ _/
AS 1 - MEDIANAS
0 : : . Il:l;ZQUEN 0 . . PEQUENAS
3 4 5 3 4 5
Dias Dias
YPD vs YPGal
. YPDg
@m==YPDm
‘E | @s=sYPDp
= e===YPGalg
0 f e===YPGalm

Imagen 7. Los dos primeros graficos muestran los valores de las medias de las areas, para los dias 3, 4
y 5, pertenecientes a 3 grupos de colonias (grandes, medianas y pequeiias) en las placas de YPD e
YPGal. La tercera grafica enfrenta los valores anteriores para las placas de YPD e YPGal y asi poder
comparar ambos.
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Esto anterior se puede confirmar de manera cuantitativa al calcular el incremento diario
del &rea. Con los datos de las medias de las areas de las colonias por dia se calculd este
valor y se confirmé que efectivamente las colonias pequefias incrementaban su area por

dia de manera mas lenta que las colonias medianas y grandes.

Si observamos la grafica donde se compara las colonias de YPD e YPGal observamos
un comportamiento similar, viendo que las de YPD a dia 5 suelen tener un mayor valor
medio de su area. Esto seguramente se debe a que las células de levadura crecen mejor

con la presencia de glucosa en el medio.

Lo interesante a continuacion seria aislar células de las colonias pequefas para poder
seguir estudiando su crecimiento comparandolas con otras, y poder concretar de esta

manera el tipo de crecimiento que llegan a experimentar con mayor claridad.

6.3.2.3. Morfologia de colonias.

Para estudiar la morfologia de las colonias, se analizaron las colonias aisladas de las
placas de YPD e YPGal a dia 7 del experimento. Mediante el programa Image] se
extrajo el parametro de circularidad y se calcul6 la media del mismo para cada placa.

Para la placa de YPD la media fue de 0,888 y para la de YPGal fue de 0,869.

La circularidad hace referencia a la cercania, en este caso de las colonias, a un circulo
perfecto. De manera que cuanto mas cercano sea el valor a 1 mas se aproxima a un
circulo perfecto. Por lo tanto, tal y como se puede apreciar en el grafico de la imagen 8,
las colonias de la placa de YPGal son un poco menos circulares que las colonias de la
placa YPD. Tras realizar la prueba T de Student sobre estos datos, el valor de P nos da
que es inferior a 0,0001, por lo que la diferencia entre ambas medias es estadisticamente
muy significativa. Sin embargo, la diferencia entre los valores 0,89 y 0,87 es pequeiia
para una la escala de 0 a 1, por lo que no podriamos concluir si presenta significado

bioldgico.
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Esto choca con las predicciones iniciales, donde se creia que las colonias dicéntricas de
la placa YPD presentarian una morfologia diversa (y por lo tanto un menor indice de
circularidad) en contraposicion con la morfologia esférica que se esperaba de las

colonias de la placa YPGal.
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Imagen 8. Grafico donde se muestra la media de los valores de circularidad de todas las colonias
aisladas en la placa de YPD e YPGal a dia 7.

Lo que si podemos sacar en claro es que las células inicialmente dicéntricas de nuestro
modelo resuelven esta condicion y se estabilizan de forma que a la hora de formar las

colonias no se aprecia el fenotipo de morfologia diversa esperado.

10. Conclusiones.

En base a los resultados que se han obtenidos de este estudio, podemos plantear que la
hipotesis inicial se cumple. Como se planteaba inicialmente, se observa que en este
modelo de dicéntrico donde las dos secuencias centroméricas flanquean una region
repetitiva en tdindem de rDNA las colonias inicialmente dicéntricas presentan una mayor

estabilidad a la larga que otros modelos de dicéntricos (como se aprecia al comparar los
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datos obtenidos con las predicciones iniciales). Esto se confirma ya que en los
resultados vemos que la morfologia de las colonias dicéntricas apenas se ve afectada,
cuando lo normal seria esperar una morfologia diversa. La velocidad de crecimiento es
algo menor que la de las células normales, y con el nimero de CFU ocurre lo mismo.
Sin embargo, el tnico fenotipo que permite con mayor facilidad diferenciar a los
dicéntricos de las células normales (cultivadas en el medio YPGal) es el tamafio,

homogéneo en las células no dicéntricas y mas heterogéneo en las dicéntricas.

Para concluir, como ya se mencionaba inicialmente, este modelo de dicéntrico
aparentemente presenta una mayor estabilidad que otros ya que el ciclo BFB estaria
ocurriendo sobre regiones repetitivas en tdndem, y el posible dafo que este proceso
causara sobre las células podria ser solventado por el mecanismo de single strand

anneling, impidiendo la perdida de viabilidad de las células.

11. Conclusions

According to the results obtained from this study, we can think that the initial
hypothesis is fulfilled. As we mentioned, it is observed that in this dicentric model
where two centromeric sequences flank a tandem repetitive region of rDNA, the
initially dicentric colonies are more stable than other dicentric models. This can be
confirmed with the results, where we see that the morphology of dicentric colonies is
not affected, when it would be normal to expect a different morphology. The growth
rate is somewhat slower than the rate of normal cells, and the same occurs with the
number of CFUs. However, the phenotype that makes it easier to differentiate between
the dicentric cells and the normal cells is the size distribution, homogeneous in the

monocentric cells and more heterogeneous in the dicentric ones.

Finally, as already mentioned initially, this dicentric model apparently presents greater
stability than others since the BFB cycle would be occurring over repetitive tandem
regions, and the possible damage that this process may cause to cells could be solved by

the single strand anneling mechanism, that can prevent the loss of cell viability.
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