
 

  
  
  

AAnnáálliissiiss  ffuunncciioonnaall  ddee  llaass  
kklleeiissiinnaass  mmeeiióóttiiccaass  ddee  

mmaammííffeerrooss  
  

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tesis doctoral 
 
 

Yurema Herrán Santamaría 
 

Salamanca, 2012 
Instituto Universitario de Investigación de Biología  

Molecular y Celular del Cáncer 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
Instituto Universitario de Investigación de Biología  

Molecular y Celular del Cáncer 
  
 
 
                         
                                                  
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Yurema Herrán Santamaría 
Licenciada en Biología 

Director: Alberto Martín Pendás 
Co-Directora: Elena Llano Cuadra 

 
Salamanca, 2012 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

Alberto Martín Pendás, Investigador principal del Instituto de Biología Molecular y Celular del 
Cáncer (IBMCC) y Elena Llano Cuadra Investigadora Ramón y Cajal de la Universidad de 
Salamanca,  
 
 
 
certifican que Yurema Herrán Santamaría ha realizado bajo su dirección el trabajo de tesis 
doctoral titulado:  
 
 

 
 

Análisis funcional de las kleisinas meióticas de mamíferos 
 
 
 
 
Revisado el presente trabajo, consideran que reúne todos los méritos necesarios para su 
presentación y defensa, con el fin de optar al grado de Doctor por la Universidad de 
Salamanca. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Alberto Martín Pendás                                                                       Elena Llano Cuadra 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
  
  
  
  



 

                                                                                                                  RESUMENRREESSUUMMEENN   

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 



  



RReessuummeenn  
 

En mamíferos existen parálogos para la mayoría de subunidades del complejo de 
cohesinas. En nuestro laboratorio se identificó una nueva kleisina específica de meiosis, 
denominada RAD21L. La generación de dos modelos de ratón con pérdida de su función ha 
permitido determinar que esta kleisina forma parte de complejos de cohesinas in vivo y que es 
esencial para la espermatogénesis, ya que su ausencia provoca un bloqueo en zigotena que da 
lugar a azoospermia. Además, las hembras deficientes para RAD21L  presentan una disminución 
en la cantidad de folículos primordiales y esterilidad precoz sin pérdida aparente de cohesión 
centromérica. Asimismo, el desarrollo de un modelo murino con pérdida simultánea de las dos 
kleisinas meioticas RAD21L y REC8 nos ha permitido determinar que los complejos de cohesinas 
meióticos son esenciales para el ensamblaje del elemento axial (AE), del complejo sinaptonémico 
(SC) y el inicio de la recombinación en mamíferos. De forma adicional, hemos comprobado que la 
carga o el mantenimiento de RAD21L en los centrómeros dependen en parte de SGOL2, una 
shugoshina caracterizada previamente por proteger a REC8 del corte por Separasa en anafase I. 
Además, el desarrollo de un ratón deficiente para SGOL2 y Securina ha revelado que 
probablemente estas dos proteínas no llevan a cabo funciones redundantes en la inhibición de 
Separasa, a diferencia de lo que ocurre en S. cerevisiae. No obstante, la función de Securina en la 
intercinesis es dependiente de complejos de cohesinas meióticos. 
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AAbbrreevviiaattuurraass  
 

ACA, antisuero anti-centrómero 
AE, elemento axial 
APC/C, complejo promotor de anafase ó ciclosoma  
ATPasa, enzima de hidrólisis del adenosín- trifostato 
BSA, albúmina de suero fetal bovino 
C, Carboxilo 
CdLS, Cornelia de Lange Syndrome 
cDNA, DNA complementario 
CIC, Centro de investigación del Cáncer 
cm, centímetros 
CPC, complejo pasajero del cromosoma  
DAPI, 4',6-diamidino-2-fenilindol 
DMEM, “Dulbecco's Modified Eagle's Medium” 
DMSO, dimetil sulfóxido 
DNA, ácido desoxirribonucleico 
dpc, días post coitum 
dpp, días post partum 
DSBs, roturas de doble hebra 
EDTA, ácido etilendiaminotetraacético  
Células ES, Células madre embrionarias  
FBS, suero fetal bovino  
FITC, fluorescein isotiocianato 
g, gramos 
Gy, gray 
G418, geneticina 
HEPES, ácido 2-[4-(2-hidroxietil)-1-pireracinil-etanosulfónico 
H&E, Hematoxilina y eosina 
IgG, inmunoglobulina tipo G 
kb, kilobabes 
kDa, kilodalton 
kV, kilovoltios 
l, litro 
LE, elemento lateral 
M, molar 
mA, miliamperio 
MCAK, quinesina mitótica asociada al centrómero  
MEF, fibroblasto embrionario de ratón 
Med, Mediator 
mg, miligramo 
ml, mililitro 
μl, microlitro  
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μm, micrómetro 
mM, milimolar 
mRNA, RNA mensajero 
MSCI, inactivación meiótica de los cromosomas sexuales  
MSUC, silenciamiento meiótico de la cromatina asinapsada  
N, amino 
NEO, neomicina 
ORF, pauta de lectura abierta 
PAR, region pseudo-autosómica 
PBS, tampón fosfato salino 
PCR, Reacción en cadena de la polimerasa 
POF, fallo ovárico prematuro 
PSG, penicilina-estreptomicina-glutamina 
RBS, syndrome de Roberts 
RC, complejo de recombinación 
RFLP, polimorfismo de longitud de fragmentos de restricción  
RNA, ácido ribonucleico 
RT-PCR, reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa 
SAC, punto de control de ensambleje del huso 
SC, complejo sinaptonémico   
siRNA, RNA de interferencia 
SYCP, proteína del complejo sinaptonémico  
TE, Tris-EDTA 
TNT, sistema de transcripción y traducción 
TR, texas red 
TRITC, isocianato de tetrametil rodamina 
TUNEL. TdT mediated dUTP Nick End Labelling 
WT, genotipo silvestre 
 

 
Los acrónimos empleados en este trabajo son los utilizados habitualmente en los textos 
científicos escritos en inglés para facilitar de esta forma la lectura del texto. 
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Antecedentes sobre el estudio de la cohesión cromosómica 

 En 1882, Walther Flemming estudió por primera vez la división celular y la distribución 
de los cromosomas en las células hijas, un proceso al que denominó mitosis, de la palabra 
griega mitos, que significa hebra. Unos años más tarde, entre 1888 y 1904, el embriologo 
Theodor Heinrich Boveri observó que la cromatina se duplica durante la interfase y que en 
metafase los cromosomas experimentan una escisión longitudinal que da lugar a dos 
cromátidas que son arrastradas a los polos opuestos por microtúbulos. Paralelamente, William 
Sutton describió la unión de los cromosomas homólogos y la división reduccional mientras 
estudiaba la individualidad de los cromosomas meióticos, dando así un sentido físico a las 
Leyes de Mendel. Durante la primera mitad del siglo XX, los mecanismos básicos de la mitosis 
fueron descritos con imágenes in vivo y posteriormente, con la mejora de la microscopía 
electrónica en la década de los 80, se obtuvieron imágenes más nítidas de los cromosomas 
humanos en las que se observaba con gran precisión la íntima unión de las cromátidas 
hermanas por el centrómero hasta la segregación cromosómica en anafase (Harrison et al, 
1985). A pesar de que el término cohesión fue acuñado por los citólogos pioneros en el análisis 
de la división celular y la dinámica de la cromatina por microscopía gracias a la tinción del DNA 
con anilinas, los mecanismos moleculares que subyacen a la unión de las cromátidas 
hermanas no empezaron a conocerse hasta años después. Inicialmente, mediante estudios en 
Drosophila se describieron varios mutantes como mei-S332, ord o mei-G87 con defectos en la 
disyunción cromosómica y en la cohesión cromosómica en meiosis, aunque se desconocía 
cómo estos genes podían regular la separación de las cromátidas hermanas (Gethmann, 
1984). Poco después, se propuso que el DNA podía unirse directamente por el establecimiento 
de enlaces covalentes o catenación de las cromátidas hermanas, dado que la DNA 
topoisomerasa II es esencial para la segregación cromosómica en Saccharomyces cerevisiae 
(DiNardo et al, 1984). Además, se comprobó que el DNA satélite es crucial para que las 
cromátidas hermanas mantengan el contacto en mitosis (Lica et al, 1986). Sin embargo, 
posteriormente se postuló que la cohesión podría estar regulada por proteínas (Cooke et al, 
1987), una idea congruente con el posterior hallazgo de que la proteólisis mediada por 
ubiquitinación es imprescindible para la segregación cromosómica en Xenopus laevis 
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(Holloway et al, 1993). En concordancia, un estudio en levaduras en el que se utilizaron mini-
cromosomas artificiales sin DNA repetitivo descartó que la catenación pudiera ser el único 
mecanismo celular utilizado para mantener la cohesión (Guacci et al, 1994). 
 
El descubrimiento de las cohesinas  

 Las primeras proteínas que fueron identificadas en cohesión pertenecen a la familia 
de proteínas de "mantenimiento de estructura del cromosoma" o SMC.  El primer miembro, 
Smc1p, fue descubierto en un cribado de mutaciones relacionadas con la pérdida de mini-
cromosomas en levaduras (Larinov et al, 1985). Posteriormente, se comprobó que Smc1p es 
esencial para la división celular y para la viabilidad de las células, dado que la pérdida de su 
función impide la división celular, manifestándose por una ausencia de anafases (Strunnikov et 
al, 1993). Seguidamente, se identificaron otros miembros de la familia SMC fundamentales 
para mantener la integridad de los cromosomas mitóticos en S. cerevisiae y X. laevis debido al 
papel que desempeñan en la condensación del DNA (Hirano & Mitchison, 1994; Strunnikov et 
al, 1995). No obstante, fueron necesarios varios años para elucidar que tanto las subunidades 
Smc1p y Smc3p como sus ortólogos XSmc1 y XSmc3 de Xenopus son esenciales para 
mantener la cohesión de los cromosomas replicados hasta su segregación en anafase 
(Michaelis et al, 1997; Losada et al, 1998). Además, mediante el empleo de screening 
genéticos en levaduras se identificaron proteínas de otras familias diferentes a la SMC 
implicadas en el mantenimiento de la estructura y la cohesión cromosómicas. Por un lado, se 
descubrió la familia de las α-kleisinas formada por Rec8 y Mcd1p/Scc1/Rad21, las cuales se 
caracterizan por su papel en el mantenimiento de la cohesión en meiosis en 
Schizosaccharomyces pombe y en mitosis en S. cerevisiae respectivamente (Molnar et al, 
1995; Michaelis et al, 1997). Más tarde, se identificó Scc3p como otra proteína esencial para 
mantener la cohesión en levaduras de gemación, la cual pertenece a la familia “antígeno 
estromal” o SA/STAG (Tóth et al, 1999). Un paso más allá de la identificación de todas estas 
proteínas implicadas en la cohesión cromosómica (o cohesinas), fue descubrir la relación 
existente entre ellas, concretamente al determinarse que interaccionan entre sí formando 
complejos proteicos (Guacci et al, 1997; Michaelis et al, 1997; Losada et al, 1998; Tóth et al, 
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Figura 1. Complejo de cohesinas en células somáticas en mamíferos. 

1999). Smc1 y Smc3, los dos miembros de la familia de estructura de mantenimiento del 
cromosoma, que forman parte de los complejos de cohesinas mitóticos en eucariotas (Haering 
& Nasmyth, 2003), se organizan en heterodímeros formando una V (Anderson et al, 2002; 
Haering et al, 2002)., Las proteínas Smc se caracterizan por la presencia de dos dominios alfa-
hélice intercalados por una región globular bisagra que se pliega y permite que dichos dominios 
se enrollen entre sí formando una hélice antiparalela. De esa forma, uno de los extremos de 
esta hélice corresponde con el dominio globular bisagra y el otro con una cabeza ATPasa, 
formada por la unión de los extremos N y C-terminal de los dominios alfa-hélice (Hirano & 
Mitchison, 1994; Hirano & Hirano, 1998; Löwe et al, 2001; Anderson et al, 2002). Asimismo, 
una propiedad inherente a la familia Smc es la capacidad que muestran sus miembros de 
formar dímeros mediante su interacción por la región bisagra con otra proteína SMC, pudiendo 
ser ambas subunidades idénticas, como en bacterias o diferentes, como ocurre con Smc1 y 
Smc3 en eucariotas (Hirano & Mitchison, 1994; Strunnikov et al, 1995; Hirano & Hirano, 1998; 
Haering et al, 2002). La carga de los dímeros de SMC en la cromatina parece estar mediada 
por la actividad de las dos cabezas ATPasas (Kimura & Hirano, 1997; Weitzer et al, 2003). No 
obstante el hallazgo más significativo, al cual la superfamilia de las kleisinas debe su nombre 
(Schleiffer et al, 2003), fue comprobar que las cohesinas interaccionan entre sí formando 
anillos de tres subunidades, gracias a que Rad21/Rec8 interaccionan por su región C terminal 
con la cabeza ATPasa de Smc1 y por su región N terminal con la cabeza ATPasa de Smc3 
(“kleisimo” = “cierre” en griego; Gruber et al, 2003). En la actualidad, el modelo más aceptado 
sobre la conformación de las cohesinas propone que un heterodímero de proteínas Smc y una 
α-kleisina interaccionan entre sí constituyendo una estructura en anillo que abraza a las 
cromátidas hermanas para mantenerlas unidas (Ivanov & Nasmyth, 2005; Haering et al, 2008). 
Pero además, existe una cuarta subunidad integrante del complejo de cohesinas que 
pertenece a la familia de los antígenos del estroma SA o STAG (Carramolino et al, 1997), la 
cual interacciona con la subunidad α-kleisina (Wang et al, 2003) y es esencial para la cohesión 
(Toth et al, 1999). Por ello, y pese a que Stag no participa directamente en su configuración 
anular, el complejo de cohesinas generalmente se considera una estructura tetrapartita 
(Haering & Nasmyth, 2003). En las células somáticas de mamíferos los complejos de 
cohesinas están formados por SMC3, SMC1α, RAD21 y STAG1 o STAG2 (McKay et al, 1996; 
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Carramolino et al, 1997; Schmiesing et al, 1998; Losada et al, 2000; Figura 1). A pesar de que 
prácticamente todas estas subunidades también participan en la meiosis (Eijpe et al, 2000; 
Prieto et al, 2002) se han identificado otras subunidades específicas de la meiosis que son 
SMC1β, REC8 y STAG3 (Parisi et al, 1999; Pezzi et al, 2000; Prieto et al, 2001; Revenkova et 
al, 2001; Tabla 1). 
 

                              
Figura 1. Complejo de cohesinas en células somáticas en mamíferos.  

 

Otras proteínas implicadas en la regulación de la cohesión 

        A pesar de su capacidad para formar anillos, los complejos de cohesinas no disponen de 
autonomía para establecer y mantener la cohesión, sino que requieren la colaboración de otras 
proteínas para coordinar estos procesos (Tabla 2). En vertebrados, las cohesinas se unen al 
DNA durante telofase (Darwiche et al, 1999; Losada et al, 2000; Sumara et al, 2000) y el 
establecimiento de la cohesión se lleva a cabo en fase S (Guacci et al, 1997; Furuya et al, 
1998; Uhlmann & Nasmyth, 1998; Hsu et al, 2011). Para ello, y en primer lugar, se requiere la 
actividad de SCC2/NIPBL y SCC4/MAU2, dos proteínas que promueven la carga de las 
cohesinas en el DNA (Ciosk et al, 2000; Rollins et al, 2004; Seitan et al, 2006; Watrin et al, 
2006). El complejo formado por SCC2/NIPBL y SCC4/MAU2 se ha denominado recientemente 
kollerin, un término que proviene del verbo griego “Kollao” y que significa “pegar con 
pegamento” (Nasmyth, 2011). Sin embargo, para que los complejos de cohesinas establezcan 
la cohesión de las cromátidas hermanas tras la replicación no basta con su carga en el DNA, 
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sino que es necesario que la subunidad SMC3 sea acetilada por la acetiltransferasa ESCO1 en 
fase S (Zhang et al, 2008-a). Del mismo modo, la liberación de los complejos de cohesinas del 
DNA también está regulada por otras proteínas.  
 
 

 SMC α-kleisinas STAG 

S. cerevisiae Smc3, Smc1 Scc1, 
Rec8 Scc3 

S. pombe Psm3, Psm1 Rad21, 
Rec8 

Psc3, 
Rec11 

D. melanogaster DmSMC3, 
DmSMC1 

DmRAD21, 
Mei-S332 DmSA 

C. elegans SMC-3, SMC-1 COH-2, COH-1, 
COH-3,COH-4, REC-8 SCC-3 

X. laevis XSMC3, XSMC1 XRAD21 XSTAG1, XSTAG2 

Mamíferos SMC3,SMC1α, 
SMC1β 

RAD21, 
REC8 

STAG1,STAG2, 
STAG3 

 Tabla 1. Subunidades de los complejos de cohesinas de mitosis (azul claro) y meiosis (naranja) en 
distintos organismos eucariotas. 

 

 En las células somáticas de vertebrados, la mayor parte de los complejos de 
cohesinas de los brazos son liberados durante la profase y los pocos que quedan unidos al 
DNA, principalmente en los centrómeros, son eliminados justo antes de anafase (Sumara et al, 
2000; Waizenegger et al, 2000). El mecanismo principal que garantiza la eliminación de la 
cohesión de los brazos durante profase es la fosforilación de la subunidad STAG2 dependiente 
de la kinasa PLK1 (Sumara et al, 2002; Hauf et al, 2005). A pesar de ello, existen otras dos 
proteínas, PDS5 y WAPL, que forman un complejo proteico denominado releasin, el cual 
interacciona directamente con la subunidades STAG-RAD21, promoviendo la liberación de las 
cohesinas en profase (Losada et al, 2005; Gandhi et al, 2006; Shintomi & Hirano, 2009, 
Nasmyth, 2011). Para mantener las cohesinas sin disociarse del DNA hasta profase, WAPL 
está inhibida por la proteína de vertebrados Sororina (Nishiyama et al, 2010). Esta interacción 
de Sororina con el complejo de cohesinas requiere la acetilación de SMC3 por la acetil 
transferasa ESCO2 (Lafont et al, 2010, Vega et al, 2005; Mönnich et al, 2011) y se produce 
través de su región conservada C-terminal (Wu et al, 2011). En los modelos desarrollados, 
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Sororina promovería un cambio de posición de WAPL con respecto a PDS5 desde fase S hasta 
profase, suprimiendo la liberación de las cohesinas de los brazos cromosómicos (Nishiyama et 
al, 2010). Al llegar a profase, Sororina es fosforilada por CDK1/Ciclina B, lo que promueve su 
interacción con PLK1 y revierte el desplazamiento sobre WAPL (Zhang et al, 2011). Como 
consecuencia, STAG2 es fosforilada y se produce la liberación de los complejos de cohesinas 
de los brazos a través de la ruta profasica (Nishiyama et al, 2010; Zhang et al, 2011). Se cree 
que la apertura de los complejos de cohesinas para su liberación por releasin se produce en la 
región de interacción Smc3- α-kleisina, mientras que para su carga por kollerin probablemente 
se dé por la región de interacción Smc3-Smc1 (Figura 2, Nasmyth, 2011). 
 

 
 
 

Complejo 
kollerin 

Complejo 
releasin 

Proteínas poco 
conservadas con 

motivo FGF 
invariable 

Acetiltransferasas 
de cohesinas 

S. cerevisiae Scc2, Scc4 Pds5, 
Rad61/Wapl  Eco1/Ctf7 

S. pombe Mis4, Ssl3 Pds5, Wapl  Eso1 
D. melanogaster NippedB, Scc4 Pds5, Wapl Dalmatian Deco, San 

C. elegans  PDS-5   
X. laevis  XPDS5   

Mamíferos SCC2/NIPBL, 
SCC4/MAU2 

PDS5A,PDS5B, 
WAPL Sororina ESCO1, ESCO2 

 Tabla 2. Factores de regulación de las cohesinas en distintos organismos eucariotas.  
  

La cohesión en mitosis 

        Como ya se ha mencionado previamente, en vertebrados los complejos de cohesinas de 
los centrómeros y los pocos que permanecen en los brazos después de profase son eliminados 
justo antes de la segregación cromosómica (Sumara et al, 2000; Waizenegger et al, 2000). 
Para eliminar los complejos de cohesinas que mantienen unidas las cromátidas hermanas es 
necesaria la activación justo antes de anafase de Separasa, una cisteín proteasa que corta 
específicamente la subunidad RAD21 de los complejos de cohesinas (Uhlman et al, 2000; Hauf 
et al, 2001; Nakajima et al, 2007; Kucej & Zou, 2010). La actividad de Separasa se encuentra 
regulada desde levaduras hasta mamíferos por Securina, una chaperona inhibidora (Funabiki 
et al, 1996; Zou et al, 1999; Waizenegger et al, 2002) que es esencial para S. pombe y 
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Drosophila (Funabiki et al, 1996; 1997; Stratmann and Lehner ,1996), aunque no para otros 
organismos como S. cerevisiae y mamíferos (Yamamoto et al, 1996-a;b; Wang et al, 2001). 
Una vez que todos los cromosomas se alinean correctamente en la placa ecuatorial, Securina 
es degradada por ubiquitinación dependiente del complejo promotor de anafase o ciclosoma 
(APC/C), Separasa se activa y se inicia la segregación cromosómica (Waizenegger et al, 
2002). En mamíferos, la activación de Separasa se produce mediante su auto-procesamiento 
proteolítico (Chestukhin et al, 2003; Papi et al, 2005; Rubinek et al, 2007) y probablemente 
también ocurra así en el resto de vertebrados, ya que los sitios de corte están conservados 
(Zou et al, 2002). Además, existe otro mecanismo capaz de inhibir a Separasa por fosforilación 
dependiente de CDK1/Ciclina B (Stemmann et al, 2001; Gorr et al, 2005). La co-existencia de 
estos dos mecanismos de inhibición en las células somáticas provoca la activación precisa de 
Separasa en la transición entre metafase y anafase, ya que es en ese instante cuando ambos 
mecanismos se inactivan de forma sincronizada gracias a la degradación de Securina y de 
Ciclina B (Cohen-Fix et al, 1996; Vorlaufer & Peters, 1998). Dicha transición metafase-anafase 
es un proceso irreversible del ciclo celular (Tyson & Novak, 2001), el cual es promovido y 
regulado por APC/C (King et al, 1995; Sudakin et al, 1995). 
 

   
 

 

Figura 2. Modelo de carga y liberación de los complejos de cohesinas; modificada de Nasmyth, 2011. 

 Para garantizar el reparto equitativo del material genético, APC/C se encuentra 
finamente regulado por el checkpoint de ensamblaje del huso (SAC, Sudakin et al, 2001). 
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Como su nombre indica, el SAC es un dispositivo de control que impide la progresión del ciclo 
celular en caso de errores en el ensamblaje de los microtúbulos en los cinetocoros, evitando 
defectos de segregación y aneuploidías (Rieder et al, 1995; Malmanche et al, 2006). En 
prometafase, los microtúbulos del huso mitótico emanan de los dos centrosomas localizados 
en los polos de la célula y se ensamblan a los cinetocoros hermanos de cada cromosoma 
formando anclajes bipolares (Huitorel & Kirschner, 1988). Mediante movimientos antagónicos 
hacia cada polo los micrtotúbulos alinean los cromosomas en la placa ecuatorial (Skibbens et 
al, 1993) y una vez que se alcanza la tensión adecuada entre los microtúbulos y los 
cinetocoros, el SAC se inactiva (Li & Nicklas, 1995; 1997). Además, el SAC no sólo reconoce y 
corrige los defectos de ensamblaje de los microtúbulos en los cinetocoros, sino que al mismo 
tiempo debe evitar la pérdida de cohesión en los centrómeros. Para ello, la salida de metafase 
está directamente inhibida por el complejo del checkpoint mitótico o MCC, formado por las tres 
proteínas del SAC MAD2, BUBR1/Mad3 y CDC20 (Sudakin et al, 2001). Finalmente, cuando 
los cromosomas alinean en la placa ecuatorial, Cdc20, que es el activador mitótico de APC/C 
(Visitin et al, 1997) se libera de Mad2 y Mad3 y esto permite su unión a los sustratros de esta 
ubiquitin ligasa para que puedan ser degradados (Barford, 2011). 
 

La cohesión en meiosis 

A diferencia de la mitosis, en la que se generan dos células hijas idénticas a la 
progenitora, la meiosis es un tipo de división celular adquirida por los organismos eucariotas 
con reproducción sexual para producir, a partir de una célula diploide, células haploides que 
son además diferentes entre si: los gametos y las esporas. Para ello se producen dos rondas 
de segregación cromosómica sucesivas a partir de una única duplicación del DNA, de forma 
que durante la primera segregación se separan los cromosomas homólogos y durante la 
segunda las cromátidas hermanas. Aunque la segunda división meiótica es similar a la mitosis 
en lo que a la segregación de las cromátidas hermanas se refiere, la segregación de los 
cromosomas homólogos en la primera división a polos opuestos es una adquisición clave de la 
división reduccional que se produce gracias a la existencia de procesos específicos de la 
meiosis, como son la generación de roturas en el DNA de forma programada (Mahadevaiah et 
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al, 2001), el apareamiento de los cromosomas homólogos formando bivalentes o la unión entre 
ellos mediante quiasmas (empalmes que se generan por recombinación homóloga entre dos 
cromátidas de cromosomas homólogos). La mayor parte de las diferencias existentes entre la 
meiosis I y la mitosis ocurren en la profase I (Cohen et al, 2006), la cual se ha dividido, en 
función de los procesos que tienen lugar, en 5 etapas: leptotena, zigotena, paquitena, diplotena 
y diacineis (Figura 3).  
 
 Mediante un mecanismo dependiente de la endonucleasa SPO11, al inicio de 
leptotena se generan en el DNA de los meiocitos roturas programadas de doble hebra (DSBs) 
(Romanienko & Camerini-Otero, 2000). Como consecuencia, se activan rutas de reparación 
similares a las empleadas en la recombinación homóloga en células somáticas, pero en este 
caso el DNA molde que se emplea corresponde al cromosoma homólogo en vez de la 
cromátida hermana (Tarsounas et al, 1999). Para que la recombinación homóloga tenga lugar 
entre cromosomas homólogos, estos deben “reconocer” a su homólogo y aparearse con él. Sin 
embargo, en la mayoría de las especies éste apareamiento no es suficiente para que tenga 
lugar la reparación por recombinación homóloga de las DSBs. Para ello, los homólogos deben 
establecer una unión íntima entre sí denominada sinapsis.  
 
 En leptotena, los cromosomas se empiezan a condensar en filamentos largos sobre 
los que se ensambla paulatinamente el elemento axial (AE), un armazón proteico que recorre 
toda su longitud. Además, en esta etapa los cromosomas adquieren una disposición en 
ramillete o bouquet, ya que todos los telómeros se anclan en una misma región de la 
membrana nuclear interna (Scherthan, et al 1996). Posteriormente, durante la etapa de 
zigotena, los cromosomas homólogos se reconocen y comienza a establecerse la sinapsis. 
Esto se hace visible cuando unos filamentos transversales que forman parte del elemento 
central se localizan entre los AEs de los cromosomas homólogos (Figura 4), formando una 
estructura proteica denominada complejo sinaptonémico (SC; Heyting, 1996). Los AEs 
sinapsados pasan a denominarse elementos laterales (LEs). Seguidamente, en paquitena, los 
bivalentes alcanzan el mayor grado de sinapsis. En los cromosomas autosómicos y en el 
bivalente sexual de las hembras (XX) la sinapsis tiene lugar por toda su longitud, mientras que 
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los cromosomas XY sólo sinapsan en una pequeña región de homología denominada  región 
pseudo-autosómica (PAR, Simmler et al, 1985). Por tanto, en una paquinema de ratón se 
observan 20 SCs en las hembras, los cuales se corresponden con los 20 bivalentes, y 19 SCs 
en los machos, que se corresponden con los 19 bivalentes autosómicos, más el bivalente XY 
parcialmente sinapsado. 
 

Figura 3. Esquema que representa las distintas fases celulares de la división meiótica, en el que 
los cromosomas paternos se representan en rosa y los maternos en morado 

                 
 

  
Entre el final de leptotena y el final de paquitena las DSBs se reparan por 

recombinación homóloga y se producen los sobrecruzamientos que darán lugar a los quiasmas 
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(Inagaki et al, 2010). La importancia de este intercambio recíproco de fragmentos homólogos 
entre cromátidas no hermanas radica en dos aspectos diferentes. Por un lado, garantiza la 
unión de los homólogos hasta anafase I, lo cual es esencial para generar la tensión necesaria 
para formar la placa ecuatorial en metafase I y en consecuencia, para segregar los 
cromosomas equitativamente (Zalevsky et al, 1999). Por el otro, incrementa la variabilidad 
genética de los descendientes gracias al intercambio de información que se produce entre los 
cromosomas materno y paterno, lo que conlleva una supuesta ventaja evolutiva (Burt, 2000). 
Posteriormente, el SC se desensambla en diplotena, quedando finalmente los cromosomas 
homólogos unidos únicamente por los quiasmas en diacinesis, etapa en la cual se alcanza una 
mayor condensación, previa a la entrada en metafase I.  

 

 
 

 

Figura 4. Diagrama de la profase I de mamíferos en el que se representan los procesos de sinapsis y 
desinapsis entre los los cromosómas homólogos.  

En mamíferos, el SC está formado por proteínas SYCP, SYCE y HORMAD (Yuan et 
al, 2000; de Vries et al, 2006; Costa et al, 2005; Bolcun-Filas et al, 2007; 2009; Wojtasz et al, 
2009; Schramm et al, 2011). Sin embargo, las proteínas clásicas para el estudio de las meiosis 
han sido las SYCPs, debido a que fueron las primeras en identificarse. SYPC3 y SYCP2 son 
proteínas estructurales que forman parte de los AE/LEs (Schalk et al, 1998) y SYCP1 es un 
filamento transversal integrante del elemento central (Schmekel et al, 1996). SYCP3 y SYCP2 
se ensamblan en leptotena (Yuan et al, 2000; Eijpe et al, 2003; Yang et al, 2006) y SYCP1 se 
localiza transversalmente en las regiones de sinapsis sobre los LEs (de Vries et al, 2005; 
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Figura 5). En S. cerevisiae, Arabidopsis thaliana, Mus musculus y en saltamontes la 
generación de DSBs y el inicio de la recombinación no sólo preceden a la sinapsis, sino que 
ésta depende de ambos procesos (Roeder, 1995; Grelon et al, 2001; Mahadevaiah et al, 2001; 
Viera et al, 2004). En Caenorhabditis elegans, sin embargo, la sinapsis se produce antes de la 
recombinación (Dernburg et al, 1998) y en Drosophila antes de la generación de las DSBs 
(Jang et al, 2003). A diferencia de lo que ocurre en levaduras de gemación, las levaduras de 
fisión carecen de SC y de AEs. A pesar de ello, en S. pombe existe una estructura proteica 
denominada elemento lineal (LinES), cuyas funciones muestran cierta similitud con las de los 
AEs en lo que se refiere a la organización de los loops del DNA, el reconocimiento de regiones 
homólogas y la colaboración en recombinación. Sin embargo, el montaje del LinES es 
independiente a la formación de DSBs (Lorenz et al, 2004). En conjunto, estos datos indican 
que aunque la meiosis consta de unos procesos comunes en todos los eucariotas, los 
mecanismos moleculares que ha adquirido cada especie para llevarlos a cabo no se 
encuentran conservados evolutivamente. 

 

                      
 

Figura 5. Representación de una región de sinapsis en mamíferos.  
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Reparación de los DSBs por recombinación homóloga en meiósis  

En mamiferos, el inicio de la recombinación homóloga es dependiente de la 
generación de DSBs por la endonucleasa SPO11 al inicio de leptotena (Baudat et al, 2000). 
Como consecuencia de estas roturas programadas, los sensores de daño ATR y ATM activan 
cascadas de señalización encargadas de la reparación del DNA (Keegan et al, 1996). 
Inicialmente ATM promueve la fosforilación de H2AX, la cual se localiza en los sitios de rotura 
al inicio de leptotena (Bellani et al, 2005), y como consecuencia, se produce una amplificación 
de la señal mediante un proceso integrado por numerosas proteínas de las rutas de reparación 
como son CHK2, BRCA1, BRCA2, RPA, RAD52, RAD51 y DMC1 (Barlow et al, 1998; Xu et al, 
2003; Sharan et al, 2004; Miles et al, 2010). Para que la reparación de las DSBs se lleve a 
cabo por recombinación homóloga, ATM/CHK2 fosforilan BRCA1, lo que promueve su 
localización en las DSBs señalizadas por la histona γH2AX. Una vez allí, BRCA1 regula las 
exonucleasas encargadas de la resección o el acortamiento de los extremos 5´ para que los 
extremos 3´ queden como hebras simples (Symington & Gautier, 2011). Seguidamente la 
proteína RPA, a pesar de ser una proteína característica de los nódulos de recombinación 
intermedios (Moens et al, 2002), reconoce las hebras simples de DNA y se une 
transitoriamante a los extremos 3´ para protegerlos del cromosoma homólogo (Tarsounas et al, 
1999) y la formación de nódulos tempranos que marcan el inicio de la recombinación 
(Anderson et al, 1997). A medida que avanza la profase algunos de estos nódulos tempranos 
maduran a nódulos de transición, caracterizados por la presencia de otras proteínas de 
recombinación como la previamente mencionada RPA y posteriormente, MSH4 y MSH5 (de 
Vries et al, 1999; Moens et al, 2002; Ashley et al, 2004; Neyton et al, 2004). Finalmente, sólo 
entre el 6 y el 20 % de los nódulos generados en leptotena se transforman en nódulos de 
recombinación que dan lugar a los quiasmas en paquitena (Plug et al, 1998; Moens et al, 2002; 
2007) y que se distinguen por la presencia de las proteínas MLH1 y MLH3 (Baker et al, 1996; 
Santucci-Darmanin et al, 2002). Pero además, la kinasa ATR, el otro sensor de daño genético, 
también participa durante el proceso de intercambio de información entre los cromosomas 
homólogos. Para ello, ATR co-localiza con la proteína de reparación TOPBP1 en las DSBs y 
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conjuntamente forman parte de la maquinaria que monitoriza la recombinación (Perera et al, 
2004).  
 
 Aparte de la función que desempeñan durante la recombinación y reparación del 
DNA, algunas de estas proteínas desempeñan un papel importante en el silenciamiento de los 
cromososmas sexuales en la espermatogénesis de mamíferos (Fernandez-Capetillo et al, 
2003, Turner et al, 2004). En paquitena, la falta de homología y sinapsis a lo largo de la mayor 
parte de los cromosomas sexuales XY conduce a la asinapsis forzosa. En un intento de 
señalizar diferencialmente esta asinapsis obligada de la que ocurre en los bivalentes 
autosómicos por defectos en el apareamiento o la recombinación, se cree que los 
espermatocitos de mamíferos forman en torno a su bivalente sexual un dominio cromatínico 
especializado que se conoce como cuerpo sexual. Durante esta misma etapa, la cromatina de 
aquellos cromosomas autosómicos con defectos de sinapsis, sufren modificaciones que 
silencian su transcripción por un proceso denominado MSUC (meiotic silencing of unsynapsed 
chromatin). A pesar de que el MSUC es un proceso conservado funcionalmente en la mayoría 
de los eucarioras, los mecanismos ejecutores que se emplean en los distintos phyla son muy  
diferentes (Turner et al, 2005; Schoenmakers et al, 2010). Este mecanismo contribuye a la 
eliminación de los meiocitos con defectos en sinapsis (Kouznetsova et al, 2009). Asimismo, la 
mayor parte de la cromatina del cuerpo sexual se mantiene silenciada entre paquitena y 
diplotena mediante el MSCI (meiotic sex cromosome inactivation), un proceso especializado 
que se cree que ha derivado evolutivamente del MSUC y que es imprescindible para completar 
la espermatogénesis en mamíferos (Fernandez-Capetillo et al, 2003; Turner et al, 2005; 
Schoenmakers et al, 2009; 2010). 
 
 En relación con todos estos procesos, en la profase I de la meiosis existe un punto de 
control importante para prevenir la producción de gametos aberrantes por defectos en la 
sinapsis, en la generación/reparación de DSBs y en la recombinación, el cual se denomina 
checkpoint de paquitena. A pesar de que se desconoce en mamíferos el mecanismo del 
bloqueo de los meiocitos con estas alteraciones, éste se desencadena por la pérdida de 
función de gran parte de las proteínas implicadas en dichos procesos. Así, mediante el 
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desarrollo de modelos murinos con perdida de función se ha comprobado que la deficiencia de 
SPO11 (Baudat el al, 2000), ATM (Barlow et al, 1998), BRCA1 (Xu et al, 2003), BRCA2 
(Sharan et al, 2004), DMC1 (Pittman et al, 1998), MSH5 (de Vries et al, 1999), MLH1 
(Edelmann et al, 1996) o las proteínas del SC (Yuan et al, 2000; de Vries et al, 2005; Yang et 
al, 2006), provoca la activación de este checkpoint. Dos de las proteínas que podrían estar 
implicadas en la activación de este punto de control de paquitena son ATR y TOPBP1, las 
cuales interaccionan en regiones de los cromosomas autosómicos en las que no se ha 
completado la sinapsis en zigotena. Esta hipótesis se basa en que la proteína ortóloga de 
TOPBP1 en levaduras se ha relacionado con dicha función (Perera et al, 2004) y en que ATR 
está implicada en el MSUC (van der Heijden et al, 2007). 
 

Cohesinas en meiosis  

 Además de estas proteínas implicadas en la reparación de los DSBs (sensoras, 
recombinasas, kinasas, etc…) y otras especificas de meiosis (DMC1, SYCP1, SYCP3, etc…), 
las cohesinas también desempeñan un papel clave en diferentes procesos meióticos. Durante 
la profase I, los complejos de cohesinas se distribuyen a lo largo de los cromosomas 
homólogos co-localizando con los AE/LEs y no sólo participan en la cohesión, sino también en 
la sinapsis, la reparación, la recombinación, la formación de quiasmas y la organización de la 
cromatina en loops (Bannister et al, 2004; Revenkova et al, 2004; Xu et al, 2005, Novak et al, 
2008). Por tanto, la naturaleza reduccional de la primera división meiótica es posible gracias a 
la adaptación de las funciones de las cohesinas a los procesos específicos de la meiosis. Una 
de las diferencias entre la mitosis y la meiosis que probablemente ha sido clave para esta 
adaptación es la sustitución de RAD21 por REC8 en los complejos de cohesinas implicados en 
el mantenimiento de la cohesión centromérica durante las divisiones meióticas (Molnar et al, 
1995; Parisi et al, 1999; Pasierbek et al, 2001; Bannister et al, 2004; Tachibana-Konwalski et al, 
2010). REC8 se localiza en el dominio intercromatídico y en los centrómeros desde leptotena 
hasta metafase I. Llegado este momento, los cromosomas homólogos se alinean en la placa 
ecuatorial con los centrómeros hermanos orientados hacia el mismo polo (Yokobayashi & 
Watanabe, 2005; Hauf et al, 2007) y una vez que la tensión es adecuada, Separara se activa y 
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corta la subunidad REC8 de los complejos de cohesinas de los brazos, lo que permite la 
resolución de los quiasmas y la segregación de los homólogos (Buonomo et al, 2000; Kudo et 
al, 2006). En levaduras, además, se ha propuesto que Rec8 y un complejo de proteínas 
denominadas monopolinas participan en la mono-orientación de los centromeros hermanos 
(Watanabe and Nurse, 1999; Watanabe et al, 2001; Yokobayashi et al, 2003), sin embargo, en 
mamíferos todavía se desconocen las proteínas que promueven la mono-orientación, aunque 
existen algunas candidatas como SYCP3 y RAD21 (Parra et al, 2004). Después de la primera 
división meiótica las cromátidas hermanas permanecen unidas sólo por los centrómeros, 
gracias a unos pocos complejos de cohesinas con REC8 que se mantienen en dicha región, de 
forma que en metafase II éstas son bi-orientadas al igual que ocurre en mitosis. Finalmente, 
justo antes de anafase II Separasa corta el REC8 de los complejos de cohesinas centroméricos 
y cada cromátida migra a una célula hija (Kitajima et al, 2003). 
 

Las shugoshinas y su papel en la protección de la cohesión centromérica   

 Una de las características que la mitosis de vertebrados y la primera división meiótica 
tienen en común es que, a pesar de que los complejos de cohesinas de los brazos son 
eliminados por fosforilación en profase o por proteólisis en metafase I, la cohesión 
centromérica se mantiene hasta la segregación de las cromátidas hermanas en anafase y 
anafase II respectivamente (Waizenegger et al, 2000; Figura 6). Este hecho sugiere la 
existencia de algún mecanismo capaz de proteger los complejos de cohesinas centroméricos 
hasta anafase. La primera proteína a la que se le atribuyó esta función fue MEI-S332, la cual 
protege la cohesión centromérica de Drosophila hasta anafase II (Kerrebrock et al, 1995). 
Posteriormente se identificó una proteína con una función similar en la meiosis de levaduras, la 
cual pertenece a la familia de MEI-S332, y que se denominó shugoshina (Sgo), término que en 
japonés significa “espíritu guardián” (Kitajima et al, 2004).  
 
La familia de las shugoshinas se extiende desde levaduras hasta humanos (Kitajima et al, 
2004; Rabitsch et al, 2004). Algunos organismos como S. cervisiae y Drosophila únicamente 
tienen una shugoshina (Kerrebrock et al, 1995; Katis et al, 2004; Kitajima et al, 2004; Rabitsch 
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et al, 2004), mientras que las levaduras de fisión y los animales vertebrados tienen dos 
(Kitajima et al, 2004; 2006; Rabitsch et al, 2004; Rivera et al, 2012). Sin embargo, y a pesar de 
que en S. pombe sus dos miembros (Sgo1 y Sgo2) se denominan igual que en mamíferos 
(SGOL1 y SGOL2), la poca identidad que existe entre sus secuencias aminoacídicas sugiere 
que no existen relaciones de ortología entre sgo1 y SGOL1 y sgo2 y SGOL2 (Gutiérrez-
Caballero et al, 2012). Funcionalmente, en S. pombe, S. cerevisiae, Drosophila y Zea mays, 
Sgo1/Mei-S332 protege los complejos de cohesinas centroméricos de ser cortados durante la 
primera ola de activación de Separasa en la primera división meiótica (Kerrebrock et al, 1995; 
Katis et al, 2004; Kitajima et al, 2004; Rabitsch et al, 2004; Hamant et al, 2005). Sin embargo, 
en vertebrados SGOL1 protege la cohesión de los centrómeros de la ruta profásica en células 
somáticas (Salic et al, 2004; Kitajima et al, 2006; Huang et al, 2007; Rivera et al, 2012), 
mientras que SGOL2 es esencial para el mantenimiento de la cohesión hasta anafase II en 
ratón (Llano et al, 2008; Lee et al, 2008). Hasta la fecha se desconoce la posible función in vivo 
de SGOL2 en células somáticas de ratón (Llano et al, 2008). Sin embargo, su depleción 
mediante siRNA en HeLa provoca defectos de cohesión o segregación (Kitajima et al, 2006; 
hua 

                
 

Figura 6. Esquema sobre la mitosis de vertebrados y la meiosis de levaduras con el que se  repre-senta  
la liberación de complejos de cohesinas en dos pasos; adaptada de Gutiérrez-Caballero et al, 2012.            
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Huang et al, 2007). De forma similar al ratón, la deficiencia en Xenopus de XSgo2 no provoca 
defectos de cohesión en mitosis (Rivera et al, 2012). Por tanto, es probable que las 
shugoshinas de vertebrados hayan divergido de una shugoshina ancestral cuya función 
primera fuera la protección de la cohesión en  meiosis. En cualquier caso, sería más adecuado 
considerar que SGOL2 de vertebrados es la órtóloga de Sgo1 de levaduras (Gutiérrez-
Caballero et al, 2012). A pesar de ello, y como ocurre con Sgo1 en S. cerevisiae (Indjeian et al, 
2005; Kiburz et al, 2008; Storchová et al, 2011) y Sgo2 en S. pombe (Kitajima et al, 2004; 
Rabitsch et al, 2004; Kawashima et al, 2007; Vanoosthuyse et al, 2007), las funciones de las 
shugoshinas de vertebrados no están restringidas a preservar la cohesión cromosómica, sino 
que éstas también participan en la formación de husos bipolares (Rivera et al, 2012), en 
mantener la integridad de los centriolos hasta anafase (Wang et al, 2008) e incluso podrían 
estar implicadas en el SAC, dada la interacción descrita entre hSGOL2 y hMAD2 (Orth et al, 
2011).   

 

Funciones no canónicas de las cohesinas 

 Además de su función en el establecimiento de la cohesión entre cromátidas 
hermanas, las proteínas del complejo de cohesinas y las proteínas que participan en su carga 
en el DNA o en el establecimiento de la cohesión, también están implicadas en otros procesos 
celulares importantes. En los años 70 se realizaron cribados genéticos para identificar en S. 

pombe genes protectores frente a radiaciones UV y radiaciones γ, los cuales fueron bautizados 
como genes rad (sensibilidad a la radiación), y entre ellos se identificó rad21 (Nasim & Smith, 
1975). Posteriormente, se describió a rad21 como una proteína esencial para la reparación de 
DSBs en levaduras (Birkenbihl & Subramani, 1992) y recientemente se ha comprobado que los 
ratones Rad21+/- tienen reducida la capacidad de reparar el DNA dañado y sufren 
hipersensibilidad del epitelio intestinal frente a radiaciones γ (Xu et al, 2010). Asimismo, las 
proteínas SMC1 y SMC3 están implicadas en reparación y forman parte del complejo de 
recombinación humano RC-1 (Jessberger et al, 1996; Stursberg et al, 1999; Schär et al, 2004). 
Además, la fosforilación de SMC1 y SMC3 dependiente de ATM/ATR regula la señalización y 
reparación de daño en el DNA en mamíferos (Kim et al, 2010). De forma adicional, las 
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cohesinas están implicadas en la activación de los checkpoints de fase S y G2/M en mamíferos 
y, dado que para ello no se requiere Sororina, esta función parece ser independiente del su 
papel en cohesión (Watrin & Peters, 2009). De manera similar, las subunidades reguladoras de 
S. cerevisiae Eco1/Ctf7 (Sjögren & Nasmyth, 2001; Unal et al, 2007) y de mamíferos ESCO1 
(Kim et al, 2010) también participan en reparación y para ello colaboran en el establecimiento 
de cohesión no sólo en fase S, sino también en respuesta a DSBs en G2/M. De forma 
adicional, durante la meiosis las cohesinas no sólo participan en la cohesión centromérica, sino 
en varios procesos necesarios para la condición reduccional de la primera segregación 
meiótica, como es el empleo del cromosoma homólogo en vez de la cromátida hermana como 
molde durante la recombinación homóloga (Brar et al, 2009).  
 
 Por otro lado, las cohesinas y sus proteínas reguladoras también participan en la 
regulación transcripcional de otros genes. En Drosophila, Nipped-B regula la activación de los 
genes implicados en la regulación del desarrollo o genes homeobox y la activación de la ruta 
de señalización Notch (Rollins et al, 1999). De forma similar, en Zebrafish las cohesinas Rad21 
y Smc3 son fundamentales para la activación de los genes Runx que se expresan al inicio del 
desarrollo embrionario (Horsfield et al, 2007). Asimismo, en células humanas las cohesinas 
colaboran directamente con el factor de transcripción CTCF para regular la expresión de 
algunos genes en interfase (Parelho et al, 2008; Stedman et al, 2008; Wendt et al, 2008). Dado 
que CTCF colabora en procesos epigenéticos y se asocia con regiones que regulan la impronta 
y con elementos que aíslan ciertos genes de otras regiones vecinas del genoma, las cuales 
generan efectos represivos o de activación sobre ellos (Ohlsson et al, 2001; West et al, 2002), 
es posible que las cohesinas también participen en dichos procesos (Figura 7A). Pero 
además, se ha demostrado que la interacción del complejo de cohesinas con NIPBL y un co-
activador trasncripcional denominado complejo Mediador activa genes que mantienen la 
pluripotencia de las células ES de ratón, como son Oct4 y Nanog. Este modelo transcripcional 
se basa en que estas proteínas promueven la formación de loops en el DNA para acercar entre 
sí a promotores y enhancers (Kagey et al, 2010; Nitzsche et al, 2011; Figura 7B). Así mismo, 
recientemente se ha demostrado que RAD21 está implicada en la diferenciación de timocitos in 

vivo al promover modificaciones en la arquitectura de la cromatina (Seitan et al, 2011). 
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 Figura 7. Modelos de regulación transcripcional en los que participan los complejos de 

cohesinas limitando (A; Stedman et al, 2008; Wendt et al, 2008) o promoviendo (B; Kagey et al, 
2010) la actividad de los enhancers sobre los promotores.   

 

Patologías humanas relacionadas con la cohesión y la segregación cromosómica 

 Desde el siglo pasado, una de las enfermedades que más interés ha suscitado en la 
comunidad científica ha sido el cáncer y concretamente, llegar a entender las causas 
subyacentes al desarrollo de tumores y su transformación maligna, con el fin de generar 
tratamientos efectivos. En 1891, el patólogo David Paul Hansemann describió por primera vez 
la presencia de mitosis poli-astrales con puentes anafásicos en carcinomas humanos, aunque 
tuvieron que pasar dos décadas para que Boveri postulara que las aneuplodías generadas por 
errores en la segregación cromosómica podían ser el origen de las neoplasias. Sin embargo, y 
a pesar de que se conocen y se comprenden cada vez mejor muchos de los procesos 
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moleculares alterados en las células cancerosas y las mutaciones que causan o potencian 
dichas alteraciones, hasta la fecha no se ha podido esclarecer si las aneuploidías y las 
reorganizaciones cromosómicas inherentes a muchos carcinomas son una causa o una 
consecuencia de la tumorigénesis (Williams et al, 2008; Weaver & Cleveland, 2009). Dado que 
la mayor parte de las proteínas mencionadas anteriormente están implicadas en el 
establecimiento, mantenimiento y/o la regulación de la cohesión y la segregación cromosómica, 
así como en la regulación de la transcripción del genoma, no es de extrañar que en diversos 
tipos de tumores se hayan identificado mutaciones o alteraciones en la expresión de algunos 
de los genes que las codifican. En tumores de colon, mama, ovario, pulmón, o tiroides y en 
células de pacientes con leucemia y linfoma se han detectado alteraciones de la expresión y 
mutaciones en algunos genes que codifican proteínas del SAC, como por ejemplo hBUB1, 
hBUBR1 hMAD2 o hCDC20 (Cahill et al, 1998; Garber et al, 2001; Chen et al, 2002; Ru et al, 
2002; Rhodes et al, 2004; Wada et al, 2008), aunque en general se considera que los genes 
del SAC no son dianas frecuentes de mutaciones en los tumores (Haruki et al, 2001). Por otra 
parte, el desarrollo de tumores de pituitaria, tiroides, colon y de algunos gliomas pueden estar 
vinculado a niveles altos en la expresión de hSecurina (Tfelt-Hansen et al, 2006). La sobre-
expresión de Securina en células tumorales y su activdidad oncogénica se describió por 
primera vez durante el estudio de una línea celular de rata procedente de un tumor de 
pituitaria, por lo que se denominó pituitary tumor-transforming gene o PTTG1 (Pei & Melmed, 
1997). De forma similar, alteraciones en hSeparasa, hWAPL y en proteínas del CPC (Complejo 
pasajero del cromosoma) pueden provocar inestabilidad cromosómica, aneuploidías y/o 
tumorigénesis, y además su sobre-expresión se ha asociado con varios tipos de tumores 
(Zhang et al, 2008-b; Mukherjee et al, 2011; Oikawa et al, 2004; Kollareddy et al, 2008; 
Barbanis et al, 2009; Meyer et al, 2009; Small et al, 2010). Finalmente, en el gen hSgo1 se han 
hallado también alteraciones asociadas al desarrollo de cáncer de colon, algunas referentes a 
una reducción de su expresión (Iwaizumi et al, 2009) y más recientemente, a una nueva 
variante de SGOL1 generada por splicing alternativo (SGOL1-P1) que inhibe la localización de 
SGOL1 y de RAD21 en los centrómeros (Kahyo et al, 2011). Además,  recientemente se ha 
encontrado una relación directa entre las cohesinas y la progresión tumoral a través de la 
presencia de mutaciones inactivantes de STAG2 en glioblastomas, sarcoma de Ewing, 
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melanoma y leucemias y de mutaciones conductoras en el gen de la subunidad SMC3 en 
leucemias agudas crónicas (AML) (Solomon et al, 2011; Rocquain et al, 2010, Ding et al, 
2012). Dado que SMC3 es la única subunidad estructural común a todos los complejos de 
cohesinas, la presencia de mutaciones en este gen en AMLs conllevaría una alteración de las 
funciones de todos los complejos de cohesinas existentes. 
 
 Por otro lado, y dado que muchas de las proteínas a las que se ha hecho referencia 
en los apartados anteriores también participan en la meiosis, es posible que éstas puedan 
estar implicadas en algunos casos de esterilidad humana. La esterilidad humana puede estar 
provocada por factores ambientales que afectan, por ejemplo, a la producción de hormonas o 
de anticuerpos, o bien por alteraciones genéticas (Benoff et al, 2000; Poongothai et al, 2009). 
Con respecto a los defectos genéticos que provocan esterilidad masculina, los más estudiados 
son las microdeleciones en el brazo largo del cromosoma Y, que afectan a las tres regiones 
denominadas factores de azoospermia o AZF (Navarro-Costa et al, 2010). En mujeres, las 
alteraciones genéticas no sólo pueden causar esterilidad sino que además pueden ser 
responsables del fallo prematuro del ovario (POF) que provoca menopausia precoz (Fauser & 
Hsueh, 1995; Persani et al, 2010). No obstante, en más de la mitad de los casos de infertilidad 
las causas de su origen se desconocen (Poongothai et al, 2009).  
 
 Mediante modelos murinos se ha comprobado que mutaciones en las proteínas 
implicadas en los procesos de DSBs, reparación y recombinación provocan esterilidad (Baker 
et al, 1996; Edelmann et al, 1996; 1999; Xu et al, 1996; Pittman et al, 1998; Yoshida et al, 
1998; de Vries et al, 1999; Baudat et al, 2000; Romanienko & Camerini-Otero, 2000; Kneitz et 
al, 2000; Sharan et al, 2004). De forma similar, la pérdida de función de alguna de las tres 
proteínas SYCP del SC, así como de las cohesinas REC8 o SMC1β provoca azoospermia en 
machos y distrofia del ovario o subfertilidad en hembras (Yuan et al, 2000; Pelttari et al, 2001; 
de Vries et al, 2005; Yang et al, 2006; Bannister et al, 2004; Xu et al, 2005; Revenkova et al, 
2004). Asimismo, en humanos se han identificado mutaciones en SYCP3 asociadas a 
esterilidad masculina y a abortos recurrentes (Miyamoto et al, 2003; Bolor et al, 2009). 
Además, los defectos en la segregación cromosómica que se han detectado en los óvulos de 
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mujeres de avanzada edad podrían estar originados por una disminución de la cohesión y/o por 
defectos en el funcionamiento de las proteínas del SAC (Cukurcam et al, 2004; Hodges et al, 
2005; Steuerwald, 2005; Tachibana-Konwalski et al, 2010; Orth et al, 2011). 
 
 Por último, existe un conjunto de enfermedades menos conocidas denominadas 
cohesinopatías que se atribuyen directamente a defectos en proteínas del complejo de 
cohesinas o en proteínas reguladoras de la cohesión. El síndrome de Cornelia de Lange 
(CdLS), es una cohesinopatía que afecta a 1 de cada 10.000 nacidos que se caracteriza por 
presentar desórdenes en el desarrollo, retraso mental, defectos cardiacos, malformaciones 
faciales y de las extremidades, retraso en el crecimiento y anomalías intestinales (Gillis et al, 
2004) y se produce por mutaciones en los genes Nipbl (Krantz et al 2004; Tonkin et al, 2004), 
Smc3, Smc1α (Musio et al, 2006; Deardorff et al, 2007) , Pds5b (Zhang et al, 2009) o Rad21 
(Deardorff et al, 2012). El síndrome de Roberts (RBS), la otra cohesinopatía más frecuente, 
está provocado por mutaciones en el gen Esco2 (Vega et al, 2005) y se caracteriza por 
alteraciones en el desarrollo similares a las del CdLS, como malformaciones cráneo-faciales, 
defectos en las extremidades o retraso mental (Gerkes et al, 2010). Paradójicamente, los 
pacientes con estas patologías no sufren defectos de cohesión, salvo los que padecen RBS, en 
los que se suele observar una leve pérdida de cohesión en la heterocromatina centromérica de 
algunos cromosomas y en el brazo largo del cromosoma Y (Whelan et al, 2011). En 
consecuencia, todo ello sugiere que las anomalías asociadas a las cohesinopatías surgen por 
alteraciones en las funciones no canónicas de las cohesinas, especialmente aquellas 
relacionadas con la morfogénesis (Rollins et al, 1999; Horsfield et al, 2007; Stedman et al, 
2008; Wendt et al, 2008). En concordancia se ha observado que la pérdida de función de 
CTCF en el desarrollo embrionario del ratón provoca malformaciones de las extremidades 
(Soshnikova et al, 2010). 
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En mamíferos, los complejos de cohesinas son esenciales para la cohesión de las 
cromátidas hermanas desde su replicación hasta la segregación cromosómica, la reparación 
del DNA, la regulación de la expresión génica y la diferenciación celular. En meiosis, además, 
las cohesinas se requieren para la sinapsis y la recombinación homóloga. Para que los 
complejos de cohesinas puedan llevar a cabo estas funciones, existen, además, otras 
proteínas que participan directa o indirectamente en su carga (SCC2/NIPBL, SCC4/MAU) y 
liberación del DNA (WAPL, PDS5, PLK1, Separasa), en el establecimiento (ESCO1) y 
mantenimiento (ESCO2, Sororina) de la cohesión y en su protección frente a fosforilación o 
corte (SGOL1, SGOL2, PP2A, Securina, CDK1/ciclina B). Por tanto, muchas de estas 
proteínas, junto con las subunidades canónicas del complejo de cohesinas, podrían ser 
necesarias para preservar la estabilidad cromosómica. 
  

El presente trabajo de investigación se centra en el estudio de la ruta de la cohesión y 
su implicación en el mantenimiento de la estabilidad cromosómica en mamíferos. Para ello, se 
aborda el desarrollo de nuevos modelos de ratón por pérdida de función, con el fin de 
diseccionar in vivo los procesos celulares afectados. En base a ello, los objetivos concretos 
que nos planteamos son los siguientes:   
 

- Estudio de la localización y dinámica cromosómica de una nueva kleisina del 
complejo de cohesinas identificada en el laboratorio. 
  

- Análisis funcional de la nueva kleisina mediante el desarrollo y caracterización de 
un ratón mutante por pérdida de función. 
 

- Caracterización funcional de los complejos de cohesinas meióticos en la 
espermatogénesis de mamíferos mediante la generación y análisis de un ratón 
deficiente para las kleisinas meióticas. 
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- Determinación de un posible mecanismo adicional en el mantenimiento de la 
cohesión cromosómica en mamíferos, potencialmente implicado en la inhibición de 
Separasa.  

- Análisis de la espermatogénesis de un modelo murino con hipoplasia del testículo 
por pérdida de función de Securina. 

 



 

                           MATERIALES   y   MÉTODOSMMAATTEERRIIAALLEES y MS y MÉÉTTOODDOOSS   
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- Reactivos de electroforesis 
 La separación de DNA y RNA se realizó en geles de agarosa (Grado de Biología 
Molecular, Pronadisa) en TAE o TBE. El bromuro de etidio utilizado para detectar los ácidos 
nucleicos fue adquirido en Sigma-Aldrich. 
 
- Enzimas de restricción 
 Los diversos enzimas de restricción, así como enzimas para PCR, clonación o 
marcaje de sondas fueron suministrados por Takara, Fermentas, New England Biolabs, 
Amersham Pharmacia Biotech y Roche Molecular Biochemicals. 
 
- Oligonucleótidos 
 Los oligonucleótidos utilizados a lo largo del trabajo fueron sintetizados por Thermo 
Scientific,  Isogen Life Science, Sigma-Aldrich e Invitrogen a una escala de síntesis de 50nmol. 
 
- Vectores de clonación y de expresión de proteínas 
 El cDNA de RAD21L se clonó en el vector de expresión pET, lo que sirvió para 
expresar la proteína en E. coli. En el vector pBluescript se clonaron las sondas necesarias para 
las distintas estrategias de genotipado de los ratones mutantes. 
 
- Otros productos 
 Las disoluciones tampón utilizadas (TE, SSC, TBE, TAE, solución Denhardt) se 
prepararon según describen Sambrook & Rusell (2001). Los distintos productos empleados 
fueron de calidad analítica y se adquirieron a distintas firmas suministradoras, principalmente 
Merck, Sigma-Aldrich, Applied Biosystems y Prolabo. Se utilizó agua de grado reactivo MilliQ-
plus (Millipore). El resto de productos se detallan en los apartados siguientes. 
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Técnicas en Biología Molecular 

- Técnicas básicas 
 Las técnicas básicas de biología molecular empleadas en este trabajo, como 
electroforesis en geles de agarosa, digestiones con enzimas de restricción, ligamiento de 
fragmentos de DNA etc., se realizaron siguiendo los procedimientos aconsejados por las casas 
comerciales o según los protocolos descritos por Sambrook & Rusell (2001) y Brown (2006). 
 
- Transformación con plásmidos y cultivo de bacterias 
 La propagación de los plásmidos se realizó en cepas de E. coli mediante 
transformación química o mediante electroporación. En el primer caso, se descongeló el vial de 
células competentes E. coli DHα5 en hielo y se añadió el DNA plasmídico (0,1-50 ng en 20 µl). 
Se incubó el vial 10 min en hielo, se introdujo en un baño a 42º C durante 33 segundos y se 
enfrió en hielo 1 min. Para transformación eléctrica se descongeló un vial de células 
electrocompetentes de E. coli DHα5 en hielo y se incubaron 100 µl de las mismas con 1 µl de 
ligación en la una cubeta E.coli pulse de BioRad (0,2 cm gap) durante 10 min en hielo. 
Después, se aplicó una descarga eléctrica de 25 µF de capacitancia, 186 Ω de resistencia y 
2,5 kV de voltaje en un electroporador ECM600 BTX Electroporation system y se introdujo la 
cubeta en hielo. Para la transformación de ligaciones, tanto por choque térmico como eléctrico, 
las bacterias se dejaron recuperando 40-60 min en 1 ml de LB y posteriormente se sembraron 
en una placa de LB agar con el antibiótico de selección correspondiente y se incubaron al 
menos 15 h a 37º C. En el caso de que la transformación de la ligación se realizara con 
plásmidos pBluescript (LacZ), junto con las bacterias se añadió IPTG 200 mM (5 µl en placa 
petri de 100 mm y 12,5 µl en placa petri de 150 mm)  y X-gal al 2% en dimetilformamida (5-
bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido; 50 µl y 125 µl en 10 y 15 cm respectivamente; 
Takara), lo que permitió identificar las colonias que contenían el vector recombinante por su 
incapacidad para transformar el X-gal en un pigmento azul. Para obtener la cantidad necesaria 
del vector recombinante las colonias de interés crecidas en las placas de LB agar se picaron en 
2 ml de medio LB con el antibiótico correspondiente y se cultivaron al menos 12 h a 37º C. 
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Posteriormente se realizó la extracción del plásmido o en caso de requerirse una mayor 
cantidad del mismo se dejó crecer un volumen mayor a partir de un inóculo del cultivo inicial. 
 
- Purificación de DNA plasmídico y BACs 
 Para la extracción del DNA plasmídico a pequeña escala y de los BACs utilizados 
principalmente como moldes de PCRs, se aplicó un protocolo de purificación rápida a partir de 
1,5 ml de cultivo de las E. coli . Tras centrifugación en microcentrífuga (Beckman Coulter 
microfuge 18), el pellet de bacterias obtenido se resuspendió en 200 µl de Tris-HCl 50 mM pH 
8, EDTA 10 mM y RNAsa 100 µg/ml (Roche). Posteriormente se añadieron 200 µl de una 
solución NaOH 0,2 N y SDS 1% (Merck) para lisar las bacterias. Después de 5 min, se 
añadieron 200 µl de acetato potásico 3 M de pH 5,5 (Merck) para precipitar el DNA 
cromosómico bacteriano y las proteínas. Tras su centrifugación, se recogió el sobrenadante y 
se mezcló con 0,7 volúmenes de isopropanol (Merck) para precipitar el DNA plasmídico, el cual 
se lavó con etanol al 70 % (Merck) y se resuspendió en TE. Para cultivos a gran escala la 
purificación del DNA plasmídico se realizó utilizando un kit de la casa comercial QIAGEN. 
 
- Purificación de fragmentos de DNA 
 Las sondas y otros fragmentos de DNA utilizados para clonación obtenidos por 
PCR o por digestión de plásmidos recombinantes se separaron en geles de agarosa en tampón 
1X TAE. La banda del gel correspondiente al fragmento de interés se recortó en el 
transiluminador BioRad Gel Doc 2000 y se purificó utilizando el kit comercial GenClean III kit 
MP Biomedicals. 
 
- Purificación de RNA de testículos 
 Cada testículo se introdujo en un eppendorf de 2 ml con 750 µl de solución con GIT 
(4 M Isotiocianato de guanidina, TEMED), 0,025 M citrato sódico pH 7.0 (Merk), lauril 
sarcosinato de sodio 0,5 % (w/v; Sigma-Aldrich), 0,1 M β-mercaptoetanol (Gibco) y se 
homogenizó con un polytron (IKA T10 basic, Ultra Turrax) para romper las membranas y 
desnaturalizar las proteínas. Después se añadió 0,1 vol acetato de sodio 3 M, 1 vol fenol-H2O 
(Sigma-Aldrich) y 0,4 vol cloroformo isoamílico (Merck), se mezcló con vortex y se incubó 15 
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min a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugaron las muestras a 13.000 rpm 20 
min a 4º C en microcentrífuga. La fase acuosa resultante, conteniendo el RNA, se transfirió a 
un nuevo tubo y se mezcló con isopropanol 1:1. Para precipitar el RNA, se centrifugó la 
muestra a 13.000 rpm 15 min a 4º C y después se lavó con etanol 70 %. Después el pellet se 
resuspendió con MQ-H2O y se cuantificó a 260 nm. 
 
- Marcaje radioactivo de sondas de DNA para southern blot 
 Las secuencias de DNA que se emplearón como sonda en los análisis southern 
genómicos fueron de al menos 400 nucleótidos de longitud y no incluyeron secuencias 
repetidas. El fragmento se obtuvo mediante amplificación por PCR. Una vez purificado se 
marcó mediante random priming. Para ello, se mezclaron 30 ng de molde con 2,5 µg de 
oligonucleótidos aleatorios (random primers, Takara) se desnaturalizó 5 min a 100 ºC y se 
enfrió en hielo 5 min para impedir la re-naturalización del DNA. Posteriormente se añadieron 
2,5 µl de un mezcla con 0,5 mM de 3 dNTPs (dATP+dGTP+dTTP; BioLine), 3,5 U de la 
polimerasa Klenow de Takara, el buffer 10X de la polimerasa y 12 mCi/ml de [α32]-dCTP. Tras 
90 min a 37º C la reacción se desnaturalizó antes de ser usada. 
 
- Secuenciación de plásmidos y fragmentos amplificados 
 La secuenciación de las sondas clonadas en pBS fue realizada por el Servicio de 
Genómica del CIC (Campus Miguel de Unamuno, Salamanca) empleando un secuenciador 
capilar ABI. 
 
- Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
 Para amplificar fragmentos de DNA por PCR se diseñaron oligonucleótidos 
complementarios para la secuencia a amplificar considerando una longitud de 22-24 nt, 
contenido un GC superior al 50% y temperatura de fusión mayor de 55º C. Para las reacciones 
se utilizaron 10 µmol de dNTPs, 150 pmol de cada oligonucleótido y 2,5 U de la Taq DNA 
polimerasa (Takara) en un volumen final de 50 µl. Las reacciones se realizaron en 
termocicladores Applied Biosystems y los productos obtenidos se analizaron mediante 
electroforesis en geles de agarosa en TAE. 
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- Transcripción reversa-PCR (RT-PCR) 
 En primer lugar, se transcribieron de forma reversa 5 µg de RNA de testículos para 
obtener el cDNA empleando un oligo(dT) y un kit comercial para transcripción reversa 
(Invitrogen). Seguidamente, se amplificó el cDNA de Rad21l comprendido entre los exones 1 y 
13 con los oligonucleótidos Rad21lS 5’-ATGTTCTACACTCATGTGCTTATG-3’ y Rad21lAS 5’- 
TCACATCTTATAGAA CATTGGTCCC-3´. Como control de amplificación se amplificó el locus 
de la β-actina, empleando los oligonucleótidos ActS 5´-GCTCCGGCATGTGCAA-3' y ActAS 5´-
AGGATCTTCATGAGGTAGT-3’. Como control de calidad del RNA, se amplificó la ORF de 
Rad21, que es de una longitud similar a la de Rad21l, con los oligonucleótidos Rad21S 5’- 
ATGTTCTACGCACATTTTGTCCTC -3’ y Rad21AS 5’- ACACATCTAGCTCCTCAGATA -3’ 
 
- Extracción de DNA para análisis southern blot 
 El DNA se extrajo a partir de fragmentos de cola de ratón y de células madre 
embrionarias (ES) mediante extracción con fenol en un tampón (100 mM Tris-HCl pH 7.4, 100 
mM EDTA, 0,5 % SDS y 580 ng/µl de proteinasa K (Roche). El tejido o las células se incubaron 
al menos 15 horas a 55º C. El DNA solubilizado se extrajo en 1 vol de fenol:cloroformo 
isoamílico y se separó por centrifugación. La fase superior con los ácidos nucleicos se recogió, 
se precipitó con acetato potásico 7,5 M (Merck) e isopropanol y después se lavó con etanol al 
70 %. Una vez evaporado el etanol se resuspendió el DNA en TE (concentración final entre 
200-300 µg/µl). 
 
- Análisis Southern-blot 
 Los DNAs (5-10 µg) digeridos durante una noche con el enzima de restricción 
correspondiente se cargaron en geles 1X TBE con agarosa al 0,5 % y se sometieron a 
electroforesis durante 8-24 h (dependiendo de la longitud de los fragmentos esperados y de la 
diferencia en el tamaño de los mismos) a bajo voltaje. Posteriormente, los geles se 
fotografiaron en un transiluminador, y se trataron con dos soluciones que adecúan el DNA para 
su transferencia a una membrana de nylon (greenscreen plus TM hybridation transfer 
membrane, NEF988001PK). Primero, se trataron con HCl 0,25 M durante 15-30 min para 
romper los anillos de las purinas y así facilitar la transferencia del DNA desde el gel a la 
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membrana. Seguidamente, los geles se lavaron 3 veces con agua destilada para neutralizar el 
pH del HCl y después se incubaron 30 min en NaOH 0,4 N para desnaturalizar el DNA. 
Posteriormente, los geles se colocaron en cubetas de transferencia elaboradas manualmente 
(Brown, 2006) con NaOH 0,4 N. El DNA se transfirió por capilaridad durante al menos 15 h y 
posteriormente, fue fijado a las membranas covalentemente con luz ultravioleta en un UV 
Stratalinker(R) 2400 (marca Stratagene; 1200 µjulios x 100). Las membranas se lavaron 3 
veces en una solución 2X SSC para eliminar restos de NaOH y se prehibridaron en un horno 
Techne Hybridiser HB-1D Hybridisation Incubators durante 90 min a 65º C en solución de 
hibridación (15 g de Dextran Sulfato de sodio de Leuconostoc spp, Mw > 500,000; Sigma-
Aldrich, 0,2 x SSPE S-2015 Sigma-Aldrich, 15 ml de 100 x Denhart´s  [2 g de Ficoll 400; Sigma-
Aldrich, 2 g de Polyvinilpyrolidone; Sigma-Aldrich y 2 g de BSA; Roche, en 100 ml], 15 ml 10 x 
PBS pH 7,4 y 3 ml 10 % SDS en 300 ml finales) con 1,5 µg/ml de DNA de esperma de salmón 
(Sigma-Aldrich) desnaturalizado a 65º C. Justo antes de añadir la sonda marcada con p32, se 
cambió la solución del cilindro por solución de hibridación a 65º C y DNA de salmón 
desnaturalizado (1,5 µg/ml). Las membranas se hibridarón a 65º C durante 12 h y 
posteriormente se lavaron con 0,2X SSC  y 0,1 % SDS a 65º C, tres veces de al menos 20 
minutos para cada lavado. Para detectar la señal radioactiva las membranas se expusieron 
durante tres días en casetes Fujifilm BAS cassette r2 2040 con pantallas digitales que se 
revelaron mediante escáner. 
 
- Tratamiento informático de secuencias de DNA y proteínas. 
 Las secuencias nucleotídicas y aminoacídicas de los genes de interés se 
obtuvieron de las bases de datos de Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html) y UCSC 
Genome Bioinformatics (http://genome.ucsc.edu/). La búsqueda de secuencias genómicas por 
homología se realizó mediante el programa informático online BLAST del NCBI 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Los patrones de digestión in silico de las secuencias 
nucleotídicas se realizaron con el programa informático online NEBcutter V2.0 
(http://tools.neb.com/NEBcutter2/) y el diseño de oligonucleótidos se realizó mediante el 
programa informático online Primer3 Input (versión 0.4.0) (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/). 

42 
 

http://genome.ucsc.edu/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://tools.neb.com/NEBcutter2/
http://frodo.wi.mit.edu/primer3/


MMaatteerriiaalleess  yy  MMééttooddooss  
 
 

Para alineamientos de secuencias, traducción de nucleótidos a proteínas, etc, se utilizó el 
paquete BioEdit. 
 

Técnicas citológicas 

- Esparcido de espermatocitos 
 Mediante una modificación del protocolo de Peters et al (1997) se fijaron células 
procedentes de testículos de ratón sobre portaobjetos para analizar la meiosis  mediante IFs. 
Para ello, se eliminó la túnica albugínea de los testículos y se colocaron en una placa petri con 
una gota de PBS. Tras triturarse con un bisturí, la muestra se pasó a un tubo de ensayo de 10 
ml, con 6 ml de PBS y se centrifugó a 600 rpm durante 10 segundos en una centrífuga 
eppendorf 5810-R. El sobrenadante formado por una suspensión de células unicelularizadas se 
recogió y se centrifugó a 1200 rpm durante 8 min. Tras dos lavados en PBS, el pellet obtenido 
se resuspendió en 75-350 µl de sacarosa 100 nM durante 7 min a temperatura ambiente, antes 
de añadirse 10-20 µl sobre un portaobjetos con 300 µl del fijador. El fijador se preparó con 1% 
de paraformaldehído Sigma-Aldrich, 3,5 mM de NaOH, 0,05 % de PBS, 0,15 % de Tritón X-100 
Sigma-Aldrich, 2,5 mM de tetraborato sódico Merck, ajustado a pH 9,5 o 7,15. Los portaobjetos 
se balancearon para provocar la mezcla de la suspensión celular con el fijador por toda su 
superficie y se dejaron secar parcialmente en una cámara húmeda durante 2 h a temperatura 
ambiente. Finalmente,  los portaobjetos se lavaron con 0,08 % photo-flo de Kodak (detergente) 
y se dejaron secar completamente a temperatura ambiente. En un microscopio invertido de 
contraste de fase Nikon eclipse TS100 se valoró la calidad de los esparcidos. Los portaobjetos 
se almacenaron en PBS con 0,05 % de azida a 4º C hasta el momento de usarse. 
 
- Aplastado de túbulos seminíferos 
 La metodología que se empleó fue desarrollada por Parra et al (2002). Los túbulos 
seminíferos recién extraídos se fijaron 10 min (2 % Formaldehído Merck, 0,1 % Tritón X-100 en 
PBS). En un portaobjetos con poli-L-lisina Sigma-Aldrich (1 mg/ml) se colocaron 2-4 túbulos 
sobre los que se añadió una gota del fijador, se cubrieron con un cubreobjetos de 22 x 22 mm y 
sobre él se pasó un lápiz dos veces para disgregarlos. Posteriormente, se presionó el 
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cubreobjetos con la yema del pulgar, se introdujo la preparación en nitrógeno líquido durante 
unos 10 s, se eliminó el cubreobjetos con la ayuda de un bisturí y se introdujo la preparación en 
PBS. Tras 3 lavados suecesivos de 5 min en PBS se realizó la IF. En el caso de no usarse en 
el momento, las preparaciones se guardaron a -80º C sin eliminar el cubreobjetos después de 
sacarse del nitrógeno líquido. Llegado el momento de usarse, estas preparaciones se 
introdujeron de nuevo en nitrógeno líquido y se procedió de igual forma que con las 
preparaciones frescas. 
 
- Desbloqueo de los espermatocitos con ácido okadaico 
 En primer lugar se detunicaron los testículos, se unicelularizaron los túbulos 
seminíferos y se cultivaron 5 x 106 células/ml en una placa de cultivo de 35 mm durante 5-6  h 
a 32º C en medio de cultivo completo con 25 mM HEPES y 5 mM de ácido okadaico (Sigma-
Aldrich). Posteriormente se realizaron esparcidos siguiendo los procedimientos descritos 
previamente. 
 
- Esparcido de oocitos 
 Los ovarios de embriones de 17,5 días post-coitum (paquitena), se introdujeron en 
placas de 24 pocillos con PBS. Después se recogieron y se incubaron con 50 µl de colagenasa 
a 50 mg/ml (Sigma-Aldrich) a 37º C 20-30 min. Posteriormente, se transfirieron a una solución 
hipotónica (30 mM de Tris-HCl pH 8.2, 50 mM de sacarosa, 17 mM de citrato sódico Merck, 5 
mM de EDTA Merck, 0,5 mM de DTT [ditiotreitol; Sigma-Aldrich] y 1 mM de PMSF) durante 45 
min a temperatura ambiente. Seguidamente, fueron transferidos a 60 µl de 100 mM de 
sacarosa a pH 8.2 y se pipetearon con una p100 bajo la lupa hasta ser unicelularizados. Para 
finalizar, se añadió una gota de 40 µl de fijador a pH 9.2 (1 % de paraformaldehído, 5 mM de 
tetraborato sódico, 0,15 % de Triton X-100, 3 mM de DTT) en portaobjetos y sobre esa gota se 
añadieron 10 µl de la suspensión unicelularizada. Con movimientos de zig-zag se esparcieron 
las células por el portaobjetos y se incubaron durante 3 h. Los portaobjetos se almacenaron 
como en el apartado anterior. 
 

44 
 



MMaatteerriiaalleess  yy  MMééttooddooss  
 
 

- Estimulación in vitro de oocitos para su maduración a metafase I 
 Los sobrecruzamientos de las diacinesis/metafasse I se analizaron mediante el 
protocolo desarrollado por Kan et al (2008). Para ello, se extrajeron los ovarios de hembras de 
18 semanas, se añadió una gota de medio Waymouth Gibco suplementado con 100 U/ml de 
penicilina, 10 µg/ml de estreptomicina, 10 % FCS (suero fetal bovino, Gibco) y 0,23 mmol de 
piruvato de sodio (Gibco) y se perforaron con una aguja de gauge 30. Los oocitos obtenidos se 
cultivaron 2 h 30 min a 37º C y 5 % de CO2 en gotas de 20 µl de KSOM (medio de cultivo de 
embriones, Millipore) para inducir la rotura de la membrana nuclear de la vesícula germinal. 
Posteriormente se incubaron en KSOM fresco durante 8 h para que progresaran de dictiata a 
metafase I, se transfirieron a citrato sódico 1 % y se incubaron 15 min a temperatura ambiente. 
Seguidamente los oocitos se fijaron en portaobjetos con metanol:acético (3:1, Merck). 
 
- IFs indirectas 
 Los anticuerpos primarios frente a las proteínas de interés se diluyeron en PBS, se 
colocaron sobre las preparaciones con un cubreobjetos y se incubaron 1 h a temperatura 
ambiente o toda la noche a 4º C. Tras tres lavados sucesivos de 5 min con PBS, se incubaron 
1 h con los anticuerpos secundarios correspondientes. Finalmente, tras repetir los tres lavados, 
las preparaciones se montaron en Vectashield con DAPI, que se une al DNA en regiones ricas 
en A-T, (Sigma-Aldrich). Todos los anticuerpos primarios y secundarios utilizados se indican en 
las Tablas 1 y 2. 
 
- Cariotipado 
 Las células ES en placas de cultivo de 35 mm fueron bloqueadas con colchicina (1 
µg/ml; Sigma-Aldrich) durante 90 min a 37º C. Posteriormente, se tripsinizaron, se lavaron con 
PBS y  se incubaron 20 min a 37º C en 0,56 % KCl (choque hipotónico). Tras la centrifugación, 
las células fueron fijadas en 3 lavados sucesivos con 10 ml de metanol-acético (3:1) a -20ºC. 

Finalmente, el pellet de células fijadas se resuspendio en 200 μl de metanol-acético y se 

añadieron dos gotas de la suspensión sobre un portaobjetos. Por último, las células se tiñeron 
en 5% Giemsa (Sigma-Aldrich). 
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  Tabla 1. Anticuerpos primarios. Dil: dilución 

 

 

  

 

 
 

        Tabla2. Anticuerpos secundarios. FITC: Fluoresceína / TRITC: Rodamina /  
                                    JIR: Jackson ImmunoResearch.  

Proteína Origen Tipo Proveedor Denominación Dil. 
ATR CCaabbrraa  IIggGG  SSaannttaa  CCrruuzz  sscc--11888877  11::3300  

DMC1 CCoonneejjoo  IIggGG  SSaannttaa  CCrruuzz  sscc--2222776688  11::2200  
γ H2AX 
(Ser139) RRaattóónn  IIggGG  MMiilllliippoorree  ##0055--663366  11::220000  

γ H2AX 
(Ser139) CCoonneejjoo  IIggGG  MMiilllliippoorree  ##0077--116644  11::220000  

MLH1 CCoonneejjoo  IIggGG  LLaabb..  DDrraa..  EEsstthheerr  ddee  BBooeerr;;  RReevveennkkoovvaa  eett  aall,,  
22000044    11::440000  

MSH4 CCoonneejjoo  IIggGG  AAbbccaamm  aabb5588666666  11::1100  

Proteínas 
del 

centrómero 

DDeerriivvaaddoo  ddee  
ssuueerroo  
hhuummaannoo  αα--
cceennttrroommeerroo  
ppoossiittiivvoo  

IIggGG  AAnnttiibbooddiieess  IInnccoorrppoorraatteedd,,  EEEEUUUU  AACCAA  1155--223355  11::55  

RAD21 CCoonneejjoo  IIggGG  LLaabb..  DDrr..  JJ..LL..  BBaarrbbeerroo;;  PPrriieettoo  eett  aall,,  22000022  kk--885544  11::55  

RAD21L CCoonneejjoo  IIggGG  
DDiisseeññaaddoo  eenn  nnuueessttrroo  llaabb..  ffrreennttee  aall  ppééppttiiddoo  
CCNNSSHHSSEELLDDQQPPQQDDWWKKDD  ddee  RRAADD2211LL..  
DDeessaarrrroollllaaddoo  yy  ppuurriiffiiccaaddoo  ppoorr  IImmmmuunnoosstteepp,,  
EEssppaaññaa  

αα--RRAADD2211LL  AAPP  11::55  

RAD21L CCoonneejjoo  IIggGG  

PPrrootteeíínnaa  rreeccoommbbiinnaannttee  eexxpprreessaaddaa  eenn  EE..  
ccoollii  ccoorrrreessppoonnddiieennttee  aa  llooss  aaaa  334444--555522  ddee  
RRAADD2211LL  ddiisseeññaaddaa  eenn  nnuueessttrroo  llaabboorraattoorriioo..  
DDeessaarrrroollllaaddoo  yy  ppuurriiffiiccaaddoo  ppoorr  eell  llaabb..  ddeell  DDrr..  
JJ..LL..  BBaarrbbeerroo  

αα--RRAADD2211LL  AARRPP  11::55  

RAD51 CCoonneejjoo  IIggGG  SSaannttaa  CCrruuzz  sscc--88334499  11::3300  

REC8 CCoonneejjoo  SSuueerroo  
LLaabb..  DDrr..  JJ..LL..  BBaarrbbeerroo..  DDiisseeññaaddoo  ffrreennttee  aa  llaa  
sseeccuueenncciiaa  ccoommpplleettaa  ddee  llaa  pprrootteeíínnaa  RREECC88  yy  
eexxpprreessaaddoo  eenn  EE..  ccoollii  

kk--11001199  
  

11::2200  
  

RPA CCoonneejjoo  SSuueerroo  LLaabb..  DDrraa..  EEddyyttaa  MMaarrccoonn;;  HHee  eett  aall,,  11999955  MMoollllyy--RRPPAA  11::3300  

SMC1α CCoonneejjoo  SSuueerroo  LLaabb..  DDrr..  JJ..LL..  BBaarrbbeerroo;;    KKrraassiikkoovvaa  eett  aall,,  
22000055  kk--998888  11::2200  

SMC1β CCoonneejjoo  SSuueerroo  LLaabb..  DDrr..  JJ..LL..  BBaarrbbeerroo;;  PPrriieettoo  eett  aall,,  22000044  kk--997744  11::2200  
SMC3 CCoonneejjoo  SSuueerroo  LLaabb..  DDrr..  JJ..LL..  BBaarrbbeerroo;;  PPrriieettoo  eett  aall,,  22000044  kk--998877  11::2200  
STAG3 CCoonneejjoo  SSuueerroo  LLaabb..  DDrr..  JJ..LL..  BBaarrbbeerroo;;  PPrriieettoo  eett  aall,,  22000011  kk--440033  11::2200  
SYCP1 CCoonneejjoo  IIggGG  AAbbccaamm  aabb1155009900  11::220000  

SYCP2 CCoonneejjoo  SSuueerroo  
LLaabb..  DDrr..  JJ..LL..  BBaarrbbeerroo..  DDiisseeññaaddoo  ffrreennttee  aa  2244  
aaaa  ddee  llaa  rreeggiióónn  CC--tteerrmmiinnaall  ddee  llaa  pprrootteeíínnaa  
mmuurriinnaa  yy  eexxpprreessaaddoo  eenn  EE..  ccoollii  

  11::2200  

SYCP3 RRaattóónn  IIggGG  SSaannttaa  CCrruuzz  BBiiootteecchhnnoollooggyy  sscc--7744556699  11::110000  
TOPBP1 CCoonneejjoo  IIggGG  LLaabb..  DDrr..  DDrr..  RR..  FFrreeiirree;;  MMääkkiinniieemmii  eett  aall,,  22000011  αα--TTooppBBPP11..22  11::2200  

Especificidad Fluorocromo Origen Proveedor Denominación Dilución 
Anti-cabra FITC Conejo JIR 305-095-045 1:100 
Anti-cobaya FITC Cabra Sigma-Aldrich F6261 1:100 
Anti-conejo FITC Cabra JIR 111-095-045 1:100 
Anti-conejo TRITC Cabra JIR 111-025-144 1:100 
Anti-humano Texas  Rojo Asno JIR 709-075-149 1:100 
Anti-ratón FITC Cabra JIR 115-095-146 1:100 
Anti-ratón TRITC Oveja JIR 515-025-003 1:100 
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- Frotis de espermatozoides a partir de epidídimos de ratón 
 Se extrajeron los epidídimos del ratón y se colocaron en tubos eppendorf de 1,5 ml 
con 300 µl de citrato sódico al 2,2 %. Tras trocearse con tijeras para favorecer la salida de los 
espermatozoides, las muestras se incubaron 10 min a 32º C y se añadieron 20 µl en 
un portaobjetos. Los portaobjetos se envejecieron 1 día a temperatura ambiente, se lavaron 
con agua tres veces durante 1 min y tras secarse completamente se fijaron con metanol-
acético (3:1, -20ºC) durante 3 min. Para el estudio morfológico se realizó tinción con 
hematoxilina-eosina. Para el análisis de posibles alteraciones del contenido cromosómico en 
los espermatozoides se realizó un FISH sobre los frotis. Para aumentar la permeabilidad frente 
a la sonda se trataron con DTT 10 mM en Tris-HCl 0,1 mM durante 30 min en hielo. 
Posteriormente se lavaron con agua destilada y se dejaron secar al menos 30 min antes de 
realizar la FISH. 
 
- Estudio cromosómico mediante hibridación fluorescente in situ o FISH 
 El FISH se llevo acabo sobre aplastados de espermatocitos o frotis de 
espermatozoides utilizando sondas frente a los cromosomas sexuales X e Y. La sonda 
específica frente al cromosoma Y murino se obtuvo mediante PCR con las tres parejas de 
oligos 1S 5`-TAGGATGGTAAGCCCAATGC-3´, 1AS 5`-TTGGTTGGTTAATT GTTTGGG-3´; 2S 
5`-CATGCCCCTTGGACTGAC-3´, 2AS 5`-CTTTTTTTTTCCCCCT CTGG-3´; 3S 5`-
TCCTCTTGCAGAGAAGGGAC-3´, 3AS 5`-CCTCC GCTCCAATCC TATCA-´ (Navin et al, 
1996). La sonda del cromosoma X se obtuvo de un plásmido (Disteche et al, 1985). Las sondas 
fueron marcadas mediante Nick-translation en presencia de Dig-11-dUTP (Roche Applied 
Science) o Bio-16-dUTP (BIORON Gmbh) (2 µg de DNA, 1X buffer Nick, 0,8 U de DNAsa 
Takara, 5 U de DNA pol I Takara, 20 nM de dATP / dGTP / dCTP, 13 nM de dTTP Amersham 
Biosciences y 7 nM de Dig-11-dUTP o Bio-16-dUTP en 50 µl totales, durante 75 min a 16º C). 
Los aplastados de espermatocitos fueron pre-tratados antes del FISH. Para ello, se incubaron 
10 min con 0,005 % de pepsina a 37º C, se lavaron 5 min con 2X SSC, se lavaron con agua, se 
secaron al aire y se deshidrataron con 70 %, 80 % y 100 % de etanol durante 1 min cada uno. 
Después se incubaron 1 h a 80º C, se deshidrataron, se trataron durante 1 h con 100 µl/ml de 
RNAsa en PBS a 37º C y se secaron al aire. Seguidamente, se desnaturalizaron a 80º C en 50 

47 
 



MMaatteerriiaalleess  yy  MMééttooddooss  
 
 

% formamida y 2X SSC  durante 2,5 min, se introdujeron en 70 % etanol a -20º C 1 min y se 
deshidrataron. Las sondas fueron desnaturalizadas en la solución de hibridación a 80º C 
durante 5 min y se  añadierón a los portas para su hibridación durante 12 h a 37º C. 
Posteriormente, se dieron 3 lavados post-hibridación de 5 min con 50 % formamida/ 2X SSC a 
42º C y un lavado en 0,2X SSC a 60ºC. Los portas se bloquearon en 4X SSC/ 0,1 % Tween 20/ 
3% BSA y se incubaron con Cy3-Streptavidina 1/200 y FITC anti-digoxigenina monoclonal 1/50 
a 37º C durante 1 h. Tras tres lavados sucesivos de 5 min en 4X SSC/ 0,1 % Tween 20 a 42º 
C, se incubaron con anti-streptavidina biotinilada 1/100 y FITC anti-mouse policlonal de cabra 
1/50 a 37º C durante 1 h. Seguidamente, se lavaron como en el paso anterior y se incubaron 
con Cy3-Streptavidina 1/200 y FITC anti-cabra 1/50. Por último, se realizaron 3 lavados 
similares y se montaron con Vectashield suplementado con DAPI. 
 
- Estudio de la ploidía de testículos de ratón 
 Los testículos fueron destunicados y los túbulos seminíferos se resuspendieron en 
DMEM con 10 % FCS, 0,1 mM NEAA (aminoácidos no esenciales, Gibco), 1,5 mM piruvato de 
sodio, 4 mM L-glutamina (Gibco) y 75 µg/ml de ampicilina (Sigma-Aldrich). Posteriormente, se 
incubaron con 0,1 mg/ml de colagenasa 5 min a 37º C y después de dos lavados en DMEM se 
incubaron 2 min a 37º C con 2,5 µg/ml tripsina Gibco y 1U/ml DNAsa. Seguidamente, los 
túbulos seminíferos se trituraron con bisturí y se pasaron por una malla de 50 µm. Finalmente, 
la solución con las células se diluyó 1:1 utilizando una solución con 0,05 mg/ml de ioduro de 
propidio, 15 min antes de pasarlas por un citómetro FACSCalibur siguiendo la metodología 
habitual (Malkov et al, 1998). Los datos obtenidos se procesaron utilizando el programa 
informático Cell-Quest (Becton Dickinson). La ploidía se analizó utilizando el programa ModFit 
LT.  
 

Análisis histológicos 

- Tinción hematoxilina-eosina 
 Para realizar esta tinción los testículos y los ovarios se fijaron con Bouin. Las 
secciones de parafina se trataron con la metodología convencional. 
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- Ensayo TUNEL 
 Para estudiar la apoptosis en la espermatogénesis se utilizó el Kit In Situ Cell Death 
Detection (Roche) sobre secciones desparafinadas de testículos previamente fijados con 
formol y se tiñeron los núcleos con DAPI. 
 
- Estudio de proliferación celular 
 La inmunohistoquímica para la detección de PCNA (1:200, Abcam) se llevo a cabo 
sobre secciones desparafinadas de testículos fijados en formol. El desenmascaramiento del 
antígeno se efectuó mediante incubación de las secciones con buffer citrato a pH 6.0. Estas 
tres técnicas histológicas fueron realizadas por el servicio de anatomía patológica del CIC 
(Campus Miguel de Unamuno, Salamanca). 
 
- Toma y análisis de imágenes 
 La captura de las imágenes con fluorescencia se llevó a cabo con un microscopio 
Leica CTR y una cámara Hamamatsu Photonics C4742-95-12ERG controlado por el software 
Metamorph. Las imágenes histológicas se tomaron con un microscopio Olympus BX51 y una 
cámara digital DP70. Las imágenes se analizaron y procesaron con los softwares ImageJ, 
VirtualDub y Adobe Photoshop 7.0. 
 

Generación de ratones mutantes por eliminación dirigida de genes 

- Generación de los ratones Rad21l-/- 
 El insertional targeting vector se construyo sobre el vector p5´HPRT mediante la 
clonación de dos brazos de homología separados por un "gap" cuya secuencia corresponde al 
intrón 6 y al exon 7 del gen. Para ello, se amplificó por PCR el brazo de homología 3´, que 
corresponde a la región del gen entre el intrón 7 y el intrón 9, utilizando como molde el BAC 
RP23 52J6 y los primers 3’HA-S 5`-TTGGCGCGCCCGGGCTGCCCAGCATCCAGTT TCC-3´ y 
3’HA-AS 5`-TT GGCGCGCCGAACTGCTGACCAGTCACGTGGAA-3´.El producto amplificado 
se clonó en la diana Asc I, la cual se incluyó en ambos cebadores (negrita) dando lugar al 
plásmido p5’HPRT-3’-arm. Seguidamente, se amplificó el brazo de homología 5´, que abarca 
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desde el exon 4 al exón 6, con los primers 5’HA-S 5`-GGAGCCCCT TGCTCAGAACCAAA-3´ y 
5’HA-AS 5`-GGGAAGCTCAGGAGGCAGAGACACTT-3´ y se clonó en la diana SmaI (incluida 
en el oligonucleótido 3’HA-S (subrayado) del brazo 3’) del plasmido p5’HPRT-3’-arm para dar 
lugar al vector insercional denominado p5’HPRT-5’-arm-3’-arm. Finalmente, antes de 
electroporar el vector insercional en células ES, éste se linealizó utilizando la diana SmaI que 
se regeneró mediante el primer 5’HA-AS (subrayado). Las células ES (G4, fondo mixto 
129/C57BL/6) se crecieron en una placa de cultivo de 150 mm, se tripsinizaron, se lavaron con 
PBS y se resuspendieron en un volumen final de 800 µl de PBS. Posteriormente, se incubaron 
5 min en hielo en una cubeta 0,4 cm gap (BioRad) con 30 µg del vector linealizado y se 
electroporaron a 240V, 500 µF y 400 Ω. Tras incubarse en hielo 5 min, el contenido de la 
cubeta se sembró en una placa de cultivo de 15 mm y tras 24 h de crecimiento se añadió G418 
(240 µg/µl, Merk). Tras 8 días de selección, los clones resultantes fueron picados en placas de 
24 pocillos, replicados y congelada una de las replicas. El medio de cultivo utilizado para crecer 
las células ES se elaboró con medio DMEM, 15 % FCS con calidad para uso en células ES 
(HyClone, Logan, UT), 1 % PSG, 0,1 mM NEAA, 10 mM HEPES, 1 mM piruvato de sodio, 0,1 
mM β-mercaptoetanol y 2.000 unidades/ ml de LIF o factor inhibidor de leucemia. Las células 
ES fueron crecidas siempre sobre placas de cultivo cubiertas por una capa de 0,5 % gelatina 
porcina para garantizar su adherencia. Además, para estimular su crecimiento en clones 
indiferenciados, se forraron las placas con células "alimentadoras", mitóticamente inactivadas 
con mitomicina C (Sigma-Aldrich). El genotipado de los clones se efectuó mediante southern 
blot con los enzimas EcoRV o SacI empleando una sonda de 1 kb de la región del "gap" 
generada por PCR mediante los primers GAP-S 5`-TGTCTCTGCCTCCTGAGCTTC-3´ y GAP-
AS 5` GGAAACTGGATGCTGGGCAG-3´. Además, el genotipo de los clones recombinantes 
obtenidos se confirmó empleando dos sondas externas a los brazos de homología. Para el 
genotipado por la región 5´ se digirió el DNA con el enzima SpeI y se hibridó con una sonda 
externa de 775 nt amplificada mediante los cebaores Rad21L1 HR5’-S 5`-
ACTAGTCTAAATAAAGGTCTT-3´ y Rad21L1 HR5’-AS 5`-GATTTAAGCATGAATGAAGTAAC-
3´. Para realizar el genotipado por la región 3´se digirió el DNA con el enzima BamHI y se 
hibridó con una sonda externa de 1.226 nt que se amplificó por PCR con los cebadores 
Rad21L1 HR3’-S 5`-CCTATACAGTGAATTGCCATG-3´ y Rad21L1 HR3’-AS 5`-CCCATT 
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CATTGAAGACAATCC-3´. Posteriormente, los clones fueron cariotipados y el más estable 
(>85% de las células con 2n=40) se agregó en mórulas CD1 en estadío de 4 células y tras su 
maduración a estadío de blastocistos se implantaron en hembras CD1 pseudopreñadas (Torres 
y Kuhn, 1997). Los descendientes con mayor grado de quimerismo, identificado 
fenotípicamente por una coloración del pelaje negro frente a blanco, fueron cruzados con 
ratones silvestres CD1 para transmitir la mutación por línea germinal. El agregado de las 
células ES, así como todos los pasos intermedios hasta la obtención de los ratones Rad21l+/-, 
fueron realizados por el Dr. Manuel Sánchez Martín (Unidad de animales modificados 
geneticamente de la Universidad de Salamanca). El genotipado de los descendiente de 
parentales Rad21l+/- se llevó a cabo mediante las dos sondas externas previamente 
mencionadas, ya que la sonda del “gap” no permite distinguir los animales heterocigotos de los 
knock-out.  
 
- Generación del ratón Rad21l condicional 
 El vector de reemplazamiento utilizado para generar la línea de ratones Rad21l 
condicional fue proporcionado por el KOMP (Knockout Mouse Project,  http://www.komp.org/). 
El vector incluye un casete complejo flanqueado por dos sitios FRT el cual contiene un sitio 
aceptor de splicing (En2 SA) seguido de un gen que codifica la β-galactosidasa o LacZ (con su 
propio sitio interno de entrada al ribosoma o IRES, que le permite traducirse de forma 
independiente del gen, y un terminador de la transcripción (pA)) y un gen de resistencia a 
neomicina o NEO (con el promotor de la β-actina humana o Ba, de expresión ubicua y un 
terminador de la transcripción). El casete completo puede escindirse por la recombinasa flipasa 
(FLP) empleando los dos sitios FRT. El exón 3 de Rad21l se encuentra flanqueado por dos 
sitios LoxP y puede ser escindido por una reacción mediada por CRE. Ésta es, por tanto, la 
región que se elimina en el alelo condicional para dar lugar a un cambio prematuro en la pauta 
de lectura de la ORF de Rad21l. El brazo de homología 5´ incluye los dos primeros exones del 
gen y parte del intrón 2 (5,5 kb), mientras que el brazo 3´ incluye desde el intrón 2 al intrón 4 
(3,6 kb). La generación de los clones recombinantes, las quimeras y los ratones Rad21l+/Frt-βGeo-

Frt loxP-E3-loxP se llevó a cabo con la misma metodología que en el apartado anterior. El 
genotipado de los clones y los ratones se llevó a cabo mediante southern blot digiriendo el 
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DNA con SacI y con una sonda amplificada por PCR con los primers KOMP-21l13’SCR S 5´-
TCAGTCTCACTACTTAATCTAGTC-3´ y  KOMP-21l13’SCR AS 5´-GAATACAAGAAGGA 
TATCTATTCTAC-3´. 
 
- Generación del ratón Rad21l condicional knockout 
 Para generar el ratón Rad21lΔ/Δ, se llevaron a cabo cruzamientos de ratones 
Rad21l+/Frt-βGeo-FrtloxP-E3-loxP con ratones transgénicos para la recombinasa Flipasa (FLP) y 
posteriormente con ratones transgénicos para una recombinasa Cre regulada bajo el promotor 
del gen Sox2 y que se activa en el epiblasto a los 6,5 dpc (Hayashi et al, 2002). Finalmente, los 
ratones heterocigotos obtenidos con el alelo nulo se cruzaron entre sí. El genotipo de estos 
ratones se analizó por southern blot. Para comprobar la escisión mediada por FLP se digirió el 
DNA con EcoRV y se utilizó una sonda homóloga al NEO extraída por digestión de un plásmido 
pLKO-neo. Para verificar la escisión del exón 3 se digirió el DNA con SacI y se utilizó una 
sonda amplificada por PCR con los primers  L1 cond CRE S  5`-GACGCAGTATTCG 
CTCAGCTC-3´ y L1 cond CRE AS 5´- ATGGCAGAATTCCAAAGGGCTAT-3. 
 
- Generación de ratones doble mutantes nulos 
 Mediante cruzamientos entre distintas líneas de ratones generamos dos nuevas 
líneas caracterizadas por ser nulas para dos genes de interés simultáneamente. Por un lado, 
cruzamos nuestros ratones Sgol2+/- con ratones Pttg1-/-, proporcionados por Wang et al (2001). 
El genotipado de estos ratones se llevó a cabo mediante southern blot. El locus Sgol2 se 
genotipó por digestión del DNA con EcoRV e hibridación con una sonda homóloga al exón 2 y 
parte del intrón 2 amplificada por PCR con los primers ex2S5-
CTGTTACCTCTGGAATTCAGAG-3 e in2AS5-CACTTGGCTCTCCTTGGCATACC-3. El locus 
Pttg se genotipó por digestión del DNA con HindIII e hibridación con dos sondas amplificadas 
por PCR con los primers 352S 5´-CCTTAATACTTTGGAGACAGAC-3´, 352AS 5´-
AAGTGGGGAGGGAA GAAGAAG-3´, 395S 5´-AGCTTTCTTGATCTACC ACTCA-3´ y 395AS 
5´-GAA CTTGTGGAAATTTGGCAGG-3´. 
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 La segunda línea de ratones doble mutantes se generó cruzando nuestros ratones  
Rad21l+/- con ratones Rec8+/-. Estos ratones tienen una mutación puntual que provoca un 
codón stop prematuro en el exón 6 (Bannister et al, 2004). El genotipado del locus Rec8 se 
llevó a cabo mediante PCR, amplificando la mutación puntual con los primers Rec8ex6L 5-
CCTTTACATCCCTGTTCTC-3 y Rec8ex6R 5-ACAGGAACACC AACTAACTC -3. 
 
- Origen de los ratones Sgol2-/-Rec8-myc 
 Estos ratones se generaron mediante cruzamientos entre nuestros ratones Sgol2+/- 
y ratones transgénicos para Rec8-Myc del laboratorio de Kim Nasmyth (Universidad de Oxford, 
UK). 
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Estudios previos en el laboratorio 

En mamíferos existen parálogos para la mayoría de subunidades del complejo de 
cohesinas, tanto en células somáticas como en meiocitos (Tabla 1 Introducción). Por ello y 
ante la posible existencia de parálogos desconocidos, en nuestro laboratorio se realizó una 
búsqueda in silico de kleisinas en bases de datos de ratón y humano, utilizando los residuos 
más conservados de las regiones N y C-terminal de REC8 y RAD21. Mediante el uso del 
algoritmo tBlastn, se identificaron en ambas especies dos pequeñas secuencias genómicas 
con los dos dominios Pfam característicos de las kleisinas, los cuales son necesarios para su 
interacción con SMC3 y SMC1 (Gruber et al, 2003). A partir de ellas, se amplificaron mediante 
RT-PCR las ORFs completas. Mediante la traducción y el alineamiento de estas ORFs con 
RAD21 y REC8, se comprobó que la proteína predicha en el ratón muestra una similitud del 56 
% con RAD21 y del 35,7 % con REC8. Mediante análisis por RT-PCR de múltiples tejidos del 
ratón se comprobó que esta ORF se expresa in vivo en testículos, intestino, médula ósea, 
cerebelo, cerebro y ovario. No obstante, cuando estos tejidos se analizaron mediante northern 
blot, se observó que su expresión únicamente es abundante en testículos. Con el fin de 
caracterizar la proteína codificada por esta nueva ORF se llevaron a cabo diversos ensayos de 
inmunoprecipitación con extractos de células 293t transfectadas con su cDNA unido a un 
epítopo y de este modo se comprobó que interacciona con las subunidades del complejo de 
cohesinas SMC1α, SMC1β, SMC3 y STAG3. Este resultado sugiere que esta nueva ORF 
corresponde a una kleisina que forma sus propios complejos de cohesinas in vitro. 
Posteriormente estos resultados fueron validados in vivo mediante inmunoprecipitaciones con 
extractos de testículo, utilizando dos anticuerpos generados frente a la región carboxilo 
terminal de la proteína, uno frente a un péptido y el otro frente a un fragmento de la proteína. 
Además, mediante inmunofluorescencias (IFs) se observó que tanto en espermatocitos como 
en oocitos esta kleisina co-localiza con los AE/LEs (Gutiérrez-Caballero et al, 2011). Por todo 
ello y con el fin de determinar las funciones que desempeña en mamíferos esta nueva kleisina, 
denominada RAD21L (RAD21 Like), decidimos desarrollar un modelo murino de pérdida de 
función. 
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Caracterización de la kleisina RAD21L en el ratón in vivo 

Análisis de la localización de RAD21L durante la espermatogénesis 
Dado que los estudios de expresión previos revelaron que Rad21l se expresa sólo de 

forma abundante en testículos, inicialmente decidimos analizar la localización y dinámica de la 
proteína en dicho tejido. Para ello se realizaron IFs frente a esta kleisina sobre esparcidos de 
espermatocitos de ratones silvestres (wt). De forma simultánea, se utilizó un anticuerpo frente a 
la proteína del AE SYCP3, la cual se utiliza de forma convencional para identificar el estadio de 
los espermatocitos. Como se observa en la Figura 1, RAD21L aparece por primera vez co-
localizando con SYCP3 al inicio de leptotena, la etapa de la espermatogénesis en la que se 
empieza a ensamblar el AE. Conforme los espermatocitos van madurando a zigotena, el esta- 

 

 
Figura 1. Dinámica de RAD21L durante la primeta division meiótica. IFs dobles frente a SYCP3 y 
RAD21L en esparcidos de espermatocitos wt. Asterisco: cuerpo sexual.  
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dio en el que comienza el proceso de sinapsis entre los cromosomas homólogos, la longitud 
del AE aumenta gradualmente hasta recorrer todo el cromosoma. Al mismo tiempo, las 
regiones de sinapsis se detectan por el incremento del grosor de SYCP3 a medida que el AE 
de cada cromosoma se aparea con el de su homólogo. De forma simultánea a SYCP3, los 
pequeños fragmentos de RAD21L incrementan su longitud y co-localizan en todo momento con 
los AE/LEs de todos los homólogos. En zigonema  RAD21L alcanza su máxima intensidad. 
Seguidamente, en paquinema los homólogos alcanzan el grado máximo de sinapsis y se 
distingue el SC de los 19 bivalentes autosómicos, así como los AEs y la pequeña región de 
homología que tienen los cromosomas sexuales o región pseudoautsómica (PAR). Al inicio de 
esta etapa, RAD21L co-localiza con los AE/LEs de  
 

Figura 2. Localización de 
RAD21L en espermatocitos de 
telofase I a metafase II. IFs 
frente a  RAD21L y las proteínas 
centroméricas (A) o SYCP3 (B) 
en esparcidos de espermatocitos 
silvestres. 
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todos los bivalentes, pero además a mitad de paquitena también se detecta por toda la 
cromatina del cuerpo sexual a modo de señal difusa e intensa. A partir de diplotena, el estadio 
en el que se inicia la desinapsis, la señal de RAD21L va disminuyendo a lo largo de los AE/LEs 
de los bivalentes autosómicos hasta desaparecer, especialmente en las regiones en las que la 
desinapsis es visible por la repulsión que se produce entre los AEs de cada homólogo (Figura 
1). Sin embargo, no ocurre lo mismo en los centrómeros, donde la señal de RAD21L se 
mantiene. Entre diplotena y diacinesis, la etapa en la que los AEs desaparecen de los brazos, 
RAD21L deja de localizarse en el dominio intercromatídico de los bivalentes autosómicos y de 
la cromatina del cuerpo sexual, pero perdura en el dominio intercromatídico XY. Además, en 
diacinesis tanto SYCP3 como RAD21L forman engrosamientos en los centrómeros de todos 
los cromosomas. Esta señal centromérica de RAD21L se mantiene en todos los cromosomas 
hasta telofase I, mientras que la señal del dominio intercromatídico del XY permanece hasta 
metafase I (Figura 1). En intercinesis, RAD21L no se detecta mientras que SYCP3 forma unas 
pequeñas barritas que se localizan en los cromocentros de los espermatocitos (Figura 1). 
Finalmente RAD21L reaparece en los centrómeros en profase II y perdura hasta la telofase II 
(Figuras 2). 
 
Generación del ratón Rad21l mutante constitutivo 

Con el fin de determinar las funciones que RAD21L desempeña in vivo en mamíferos, 
se decidió generar un modelo murino de pérdida de función. Para ello, y como se explicó en el 
apartado de materiales y métodos, se desarrolló un insertional targeting vector para interrumpir 
la transcripción del gen Rad21l (Figura 3A). Dicho vector se linealizó, se electroporó en células 
ES y mediante selección con G418 se obtuvieron los clones resistentes. Para determinar en 
cuáles de estos clones el vector se había integrado por recombinación homóloga se analizó su 
DNA por southern blot usando como sonda la región del “gap” (Figura 3A) y los positivos se 
sometieron a un estudio de la estabilidad cromosómica mediante análisis del cariotipo. Para 
generar los ratones quimeras, uno de los clones estables (> 85% con 2n= 40) se agregó en 
mórulas y los blastocitos obtenidos se implantaron en el útero de hembras pseudo-preñadas. 
Con el fin de obtener ratones heterocigotos para la mutación, los ratones quimeras se cruzaron 
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con ratones silvestres y el genotipo de sus descendientes se analizó mediante southern blot 
con la sonda del “gap”. Posteriormente, se cruzaron entre sí ratones con el alelo Rad21l 
mutante para llevar la mutación a homocigosis. El genotipado con la sonda del “gap” no 
permite distinguir si la mutación está en heterocigosis o en homocigosis. Por ello y para poder 
genotipar los descendientes de estos cruces, se diseñaron otras dos estrategias de genotipado 
con sondas externas a los brazos de homología (Figura 3B). A partir de estos cruzamientos 
entre ratones Rad21l+/tg se obtuvieron descendientes Rad21l+/+, Rad21l+/tg y Rad21ltg/tg en las 
proporciones mendelianas esperadas (¼, ½, ¼ respectivamente), lo que indica que la mutación 
no provoca mortalidad prenatal. Además se comprobó que los ratones Rad21l+/tg y Rad21ltg/tg 
muestran una apariencia, desarrollo y esperanza de vida similares a los de sus hermanos wt. 

 

 

Figura 3. Representación esquemática de la estrategia de gene targeting utilizada para 
generar ratones con pérdida de función total de Rad21l. A) Esquema en el que se representan 
el alelo wt del locus Rad21l, el insertional targeting vector y el alelo mutante esperado. ATG: Codón 
iniciador/ TAA: Codón Stop/ SpeI: Sitios de corte del enzima SpeI para el genotipado con la sonda 
externa 5´. BamHI: Sitios de corte del enzima BamHI para el genotipado de los ratones mutantes 
con la sonda externa 3´. Sonda GAP: Sonda para identificar los clones con el vector integrado por 
recombinación homóloga. B) Análisis por southern blot de DNA procedente de ratones Rad21l+/+, 
Rad21l+/tg y Rad21ltg/tg utilizando las sondas externas. 
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Caracterización del alelo mutante 
Con el fin de determinar si en los ratones mutantes la inserción generada interrumpe 

la tanscripción de Rad21l se realizó un análisis por RT-PCR en testículo de ratones silvestres y 
Rad21ltg/tg utilizando dos oligonucleótidos que anillan en los exones 1 y 13 del gen. Como se 
observa en la Figura 4A, sólo se detectó transcrito en los testículos del ratón silvestre. La 
ausencia de proteína se valido, además, mediante IF en espermatocitos de ratones wt y 
Rad21ltg/tg con un anticuerpo anti-RAD21L, detectándose sólo señal fluorescente de RAD21L 
en los wt (Figuras 4B). Estos resultados indican que el alelo Rad21ltg provoca la pérdida de 
expresión de Rad21l y por tanto de aquí en adelante se considerará como un alelo nulo. 
 

 

Figura 4. Caracterización del alelo Rad21l tg. A) 
Análisis de la transcripción de Rad21l por RT-PCR 
realizado en testículos wt y Rad21ltg/tg en el que sólo se 
detecta amplificación en el ratón wt. B) IF frente a 
SYCP3 y RAD21L en espermatocitos Rad21ltg/tg en la 
que se comprueba la ausencia de expresión de 
RAD21L. 
 

 

Estudio de los ratones Rad21l-/- 
A pesar de que los ratones mutantes son aparentemente normales, cuando se 

cruzaron entre sí ratones Rad21l-/- no se obtuvieron descendientes. Dado que su 
comportamiento sexual es aparentemente normal, la ausencia de descendientes sugiere que 
los individuos deficientes para la kleisina son estériles. Para comprobarlo se cruzaron machos 
Rad21l-/- con hembras wt y viceversa. En paralelo y como control se establecieron cruces 
también entre ratones wt. Después de dos meses en cruce se obtuvieron camadas en las 
jaulas de ratones wt y en las de hembras Rad21l-/-, con un número de descendientes por 
camada similar. Sin embargo, los cruces entre machos Rad21l-/- y hembras wt no dieron lugar a 
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descendientes. Estos resultados indican que la ausencia de RAD21L provoca esterilidad en los 
machos. 

 
Caracterización de la espermatogénesis en ausencia de RAD21L 
Para determinar las causas de la esterilidad masculina en los ratones mutantes, se decidió 
realizar un análisis histopatológico de testículos de ratones adultos. Durante su extracción se 
observó que en el ratón mutante se produce una reducción de su tamaño de aproximadamente 
un 70 %, comparándolos con los testículos de ratones wt (Figura 5A). Del mismo modo, 
cuando se analizaron histológicamente se observó que la estructura y organización celular de 
los túbulos seminíferos en los machos Rad21l-/- es similar a la observada en testículos wt, con 
presencia de células de Leydig, células de Sertoli, espermatogonias y espermatocitos. Sin 
embargo, los túbulos del mutante carecen de espermátidas redondas y alargadas y de 
espermatozoides (Figura 5A-B). Así mismo, los conductos del epidídimo de los machos 
mutantes están vacios, mientras que en el wt están repletos de espermatozoides (Figura 5A). 
Para verificar si los machos mutantes carecen de células haploides se realizó un estudio de la 
ploidía de los testículos por citometría de flujo. La grafica resultante de este experimento 
mostró que tanto en los machos Rad21l+/+ como en los Rad21l+/- hay tres picos, uno que 
corresponde a las células haploides (79,7 %), otro a las diploides (8,9 %) y el tercero a las 
tetraploides (11,4 %). En cambio, los machos Rad21l-/- carecen del pico correspondiente a las 
células haploides (Figura 5C). Por tanto, estos resultados sugirieren que en ausencia de 
RAD21L se produce un bloqueo de la espermatogénesis que impide la generación de las 
células haploides. Para determinar si la disminución del tamaño de los testículos de los ratones 
mutantes puede estar originada por defectos en la proliferación celular de las espermatogonias, 
se analizó por IF el marcador de proliferación PCNA en cortes histológicos de testículo. Este 
análisis reveló que la tasa de proliferación de las espermatogonias es similar entre ratones wt y 

Rad21l-/- (Figura 5D). Posteriormente y con el fin de determinar si la falta de la kleisina podría 
provocar un incremento de la apoptosis de los espermatocitos, se realizó un análisis TUNEL 
sobre cortes histológicos. Las imágenes obtenidas mostraron que en los túbulos seminíferos de 
los ratones Rad21l-/- hay muchas más células apoptóticas que en los túbulos de los ratones 
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silvestres (Figura 5D). Estos resultados sugieren que la deficiencia de RAD21L provoca 
muerte celular de los espermatocitos por apoptosis. La espermatogénesis en el ratón es un 
proceso dinámico e ininterrumpido, en el que sucesivas rondas de espermatogénesis tienen 
lugar cada 8-9 días, a pesar de que el proceso global dura aproximadamente 34,5 días. Dado 
que el inicio de cada ciclo se produce antes de que el ciclo que le precede haya finalizado, el 
epitelio seminífero contiene una mezcla de células germinales en diferentes estadios, estando 
las células más maduras desplazadas hacia el lumen como consecuencia del empuje que 
sufren por las nuevas células que entran en el ciclo de la espermatogénesis, las cuales se 
localizan basalmente. Por tanto, en cortes histológicos de los túbulos seminíferos, se pueden 
distinguir 12 estadios (I-XII) de acuerdo al grupo de células germinales que se encuentran 
simultáneamente en una sección del mismo. Siguiendo este criterio de clasificación basado en 
el desarrollo, se comprobó que la espermatogénesis del mutante está bloqueada en estadio IV. 
En ratones silvestres el estadio IV se caracteriza por la presencia de espermátidas de los tipos 
4 y 14 (numeración que reciben según su morfología y la posición del acrosoma), de 
espermatogonias intermedias mitóticas o muy tardías y de paquitenas intermedias (Ahmed & 
de Rooij, 2009). Dado que en los testículos del mutante no hay espermátidas, la identificación 
del estadio en el que se produce la apoptosis masiva de los espermatocitos se llevó a cabo por 
la presencia de espermatogonias intermedias grandes a punto de entrar en mitosis (Figura 
5A). De forma adicional, para comprobar si este bloqueo de la espermatogénesis se produce 
desde la primera ronda meiótica (la única sincrónica) o si por el contrario afecta a los ratones 
como consecuencia de la acumulación crónica de daño, se analizaron cortes histológicos de 
crías de 13 y 19 días, edades en las que se generan las primeras leptonemas y paquinemas 
respectivamente. Como se observa en la Figura 5A, la deficiencia de RAD21L no altera la 
estructura de los túbulos seminíferos ni la distribución de las células (espermatogonias, células 
de Sertoli, células de Leydig) en los testículos de ratones de 13 y 19 días. Además, en los 
testículos de ratones de 13 días, en los que se detectan los primeros meiocitos, no se observan 
diferencias entre el ratón wt y el mutante. Sin embargo, los túbulos del ratón Rad21l-/- de 19 
días se parecen a los del mutante adulto, ya que se detectan espermatocitos apoptóticos. Es 
tos resultados indican que la ausencia de RAD21L no altera la entrada en meiosis, pero 
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provoca defectos que promueven un bloqueo de la espermatogénesis entre leptotena y 
paquitena, dando lugar a individuos estériles por azoospermia.    
 

                 
 
 
 
 

Figura 5. Caracterización de los testículos Rad21l-/-. A) Imagen macroscópica de testículos y H&E 
de cortes de testículo y de epidídimo de ratones wt y Rad21l-/- adultos. Barra: en los paneles 
superiores representa 100 µm y en los inferiores 25 µm. B) H&E de testículos Rad21l+/+ y Rad21l-/- 
de 13 y 19 días de edad. Barras: 100 µm. Flechas: espermatogonia intermedia. Asterisco: 
espermatocitos apoptóticos. C) Estudio de la ploidía por FACs de testículos Rad21l+/+, Rad21l+/- y 
Rad21l-/-. 1C, 2C y 4C: células haploides, diploides y tetraploides respectivamente. D) Análisis 
TUNEL y con anti-PCNA en cortes histológicos de testículos wt y Rad21l-/-. Barras: 25 µm. 
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Con el fin de determinar las causas del bloqueo de la espermatogénesis, se llevó a cabo un 
estudio exhaustivo mediante IFs sobre esparcidos de espermatocitos Rad21l-/- frente a 
diferentes proteínas implicadas en los distintos procesos de la meiosis. Para determinar el 
estadio citológico en el que se produce el bloqueo de la espermatogénesis y valorar cómo 
afecta la ausencia de RAD21L al ensamblaje del AE y al proceso de sinapsis, se analizó la 
distribución de las proteínas del SC SYCP3 y SYCP1 y se contabilizó el número de 
centrómeros con antisuero anti-ACA (Anti-Centromere Antibody). En las zigonemas wt, SYCP1 
aparece en las regiones de sinapsis a modo de pequeños fragmentos que se van alargando 
conforme avanza la sinapsis. Después, en paquitena SYCP1 co-localiza completamente con 
SYCP3 en los 19 bivalentes autosómicos y la PAR del bivalente sexual (Figura 6A). Sin 
embargo, se observó que en los espermatocitos deficientes en RAD21L los AEs de los 
cromosomas homólogos están incompletos, presentan longitudes muy variables y la mayoría 
son muy cortos. Además, se comprobó que el ensamblaje de SYCP1 a lo largo de los AE/LEs 
también está alterado, ya que se detectan regiones con sinapsis sin señal de SYCP1 y 
regiones asinapsadas con parches de SYCP1. Como resultado de estas alteraciones, los 
espermatocitos mutantes no completan la sinapsis (Figura 6A). La cuantificación del número 
de centrómeros por espermatocito muestra que las zigonemas wt presentan entre 30 y 35 
señales de ACA y este número va disminuyendo a medida que la célula avanza hacia 
paquinema, en la que se detectan 21 señales localizadas en los extremos de los AE/LEs (1 
señal en los autosómicos y 2 en el par XY). A diferencia de esto, el número de señales ACA en 
los espermatocitos Rad21l-/- es mayor que las 21 esperadas (30 ± 3,5 señales por célula; 
Figura 6B). Además, en estas preparaciones se detectaron otras alteraciones como la 
presencia de varias señales de ACA localizadas a lo largo de una misma región de sinapsis, 
regiones de asinapsis intercaladas entre regiones con sinapsis y LEs con forma de anillo con 
dos señales de ACA juntas (Figura 6B). Tomando todos estos resultados en conjunto se 
deduce que, a pesar de que en los espermatocitos de los ratones Rad21l-/- se inicia el proceso 
de sinapsis, estos nunca llegan a un estado de sinapsis completa y sufren un bloqueo en el 
estadio citológico de zigotena. Por esta razón, los espermatocitos Rad21l-/- se compararán de 
aquí en adelante con zigonemas wt.   
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Figura 6. Estudio de la sinapsis y el bloqueo de la espermatogénesis en machos Rad21l-/-. IFs 
dobles frente a SYCP3 y SYCP1 (A), las proteínas centroméricas (B), ATR (C) o TOPBP1 (D) en 
esparcidos de espermatocitos Rad21l+/+ y Rad21l-/- que muestran el bloqueo del mutante en 
zigotena, con múltiples defectos en la sinapsis. Flechas finas: AEs sin sinapsis localizadas entre 
dos regiones de sinapsis. Flecha azul: dos cinetocoros juntos en una misma región de sinapsis. 
Cabezas de flechas: AE/LEs formando anillos con dos cinetocoros íntimamente unidos. Asterisco: 
Cuerpo sexual. 
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A pesar de que la espermatogénesis de los mutantes Rad21l-/- sufre un bloqueo 
anterior a paquitena, éste podría estar promovido por ATR y TOPBP, dos proteínas de 

reparación supuestamente implicadas en la maquinaria que monitoriza la recombinación y en el 
bloqueo de paquitena en mamíferos (Perera et al, 2004). Por ello, y con el fin de determinar có- 
mo afecta la falta de RAD21L a la dinámica de ATR y TOPBP1, ambas proteínas fueron 
analizadas mediante IFs en esparcidos de espermatocitos. Los resultados muestran que estas 
dos proteínas se cargan en zigotena en los AEs no sinapsados. Posteriormente, se observa 
que a medida que avanza la sinapsis, tanto ATR como TOPBP1 van desapareciendo de los 
autosómicos y sólo perduran en el bivalente XY durante toda la paquitena de los 
espermatocitos wt, tanto en la cromatina como en el dominio intercromatídico de los 
cromosomas (Figura 6C-D). Sin embargo, en las zigonemas del mutante se observa que estas 
dos proteínas perduran en los AEs en la regiones de asinapsis (Figura 6C-D). Por tanto, la 
localización permanente de ATR y TOPBP1 en las regiones libres de sinapsis en los 
espermatocitos mutantes podría estar relacionada con el bloqueo de la espermatogénesis.  

 
Dado que ATR y TOPBP1 co-localizan con los AEs en dominios de los cromosomas 

con DSBs (Perera et al, 2004), que en el mutante ambas se acumulan en los cromosomas 
autosómicos y que la ausencia de Rec8 provoca defectos de reparación tanto en levaduras 
como en ratón (Klein et al, 1999; Xu et al, 2005), decidimos determinar si los espermatocitos 
deficientes en RAD21L presentan defectos en reparación. Para ello, analizamos mediante IFs 
la histona H2AX fosforilada en su serina 139, la cual se detecta en las DSBs generadas por 
SPO11 al inicio de leptotena y desaparece gradualmente a medida que las DSBs son 
reparadas. Este análisis mostró que en las zigonemas de ratones wt γH2AX se detecta por 
toda la cromatina y en las paquinemas su señal se reduce a la cromatina del cuerpo sexual 
(Figura 7). Del mismo modo, se observó que en las zigonemas Rad21l-/-, γH2AX se localiza 
por toda la cromatina, aunque su señal no llega a desaparecer por completo de los 
cromosomas autosómicos (Figura 7). No obstante, dado que las zigonemas del mutante 
muestran cierta variabilidad fenotípica, pudimos comprobar que en las más avanzadas (con 
AE/LEs más largos y mayor grado de sinapsis), la señal de γH2AX se reduce (Figura 7). Este 
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resultado indica que la falta de RAD21L provoca la acumulación de DSBs no reparadas en los 
espermatocitos bloqueados.  
 
 

      

Figura 7. Estudio de la formación y reparación de 
DSBs en espermatocitos Rad21l-/-. IFs dobles frente 
a SYCP3 y γH2AX realizadas sobre esparcidos de 
espermatocitos Rad21l+/+ y Rad21l-/- que muestran que 
la ausencia de RAD21L no impide la formación de 
DSBs y que en los espermatocitos Rad21l-/- mas 
avanzados (derecha) parte de esas roturas se 
reparan. Asterisco: Bivalente XY. 
 

 
En el ratón, la formación de DSBs y la sinapsis entre los homólogos son dos procesos 

interrelacionados esenciales para que la recombinación se lleve a cabo (Romanienko & 
Camerini-Otero, 2000; de Vries et al, 2005). Además, los modelos murinos previos de mutantes 
de cohesinas para REC8 y SMC1β muestran que sus deficiencias provocan defectos en la la 
recombinación, la cual no es capaz de completarse (Bannister et al, 2004; Xu et al, 2005; 
Revenkova et al, 2004). Por ello y con el fin de determinar si la falta de RAD21L altera la 
recombinación homóloga en los espermatocitos, decidimos analizar mediante IFs algunas de 
las recombinasas que participan en los nódulos de recombinación en distintos momentos. 
Inicialmente se analizó RAD51, característica de los nódulos de recombinación tempranos 
(Moens et al, 1997; Tarsounas et al, 1999). En  espermatocitos silvestres, los focos de RAD51 
se localizan en los AE/LEs en leptotena y su número va disminuyendo, hasta que a mitad de 
paquitena sólo se detectan foci a lo largo del par XY (Figura 8A). En los espermatocitos del 
mutante la localización de RAD51 es similar a la de los wt en zigotena, sin embargo, los focos 
de RAD51 no desparecen de los cromosomas autosómicos, sino que perduran en todos los 
cromosomas (Figura 8A). A medida que avanza la profase, algunos de los nódulos tempranos 
maduran a nódulos de transición, los cuales se caracterizan por la presencia inicial de la proteí- 
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Figura 8. Estudio de la recombinación homóloga en machos Rad21l-/-. IF dobles frente a SYCP3 
y RAD51 (A), RPA (B), MSH4 (C) o MLH1 (D) realizadas sobre esparcidos de espermatocitos 
Rad21l+/+ y Rad21l-/-. En los mutantes se forman los nódulos tempranos (RAD51) y de transición 
(RPA, MSH4), pero no los nódulos de recombinación (MLH1). Asterisco: Bivalente XY. 
 

na RPA y los más tardíos por contener MSH4 (Moens et al, 2002), por lo que decidimos 
analizar ambas proteínas en el ratón Rad21l-/-. Las IFs frente a RPA muestran que en las 
zigonemas del ratón wt esta proteína forma focos que co-localizan con los AE/LEs de todos los 
cromosomas, mientras que en las paquinemas sólo perduran los focos que se localizan en el 
XY y una pequeña parte de los que se formaron en los bivalentes autosómicos (Figura 8B). 
Sin embargo, en las zigonemas del mutante los focos de RPA permanecen a lo largo de los 
AE/LEs de todos los cromosomas (Figura 8B). Con respecto a MSH4, tanto en los 
espermatocitos wt como en los mutantes ésta co-localiza con los LEs en zigotena. No obstante, 
se observó que en el mutante su señal no es tan intensa como en el wt (Figura 8C). 
Finalmente, en las paquinemas, una pequeña proporción de los nódulos de transición se 
convierten en nódulos de recombinación en las regiones donde posteriormente se formarán los 
quiasmas. Dado que MLH1 es una de las proteínas integrantes de los nódulos de 
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recombinación, decidimos analizarla en los ratones mutantes para determinar si la falta de 
RAD21L provoca alteraciones en las últimas etapas de la recombinación. Como se observa en 
la Figura 8D, en espermatocitos wt MLH1 forma al menos un foco por bivalente. En cambio, en 
los espermatocitos del mutante no se detecta ninguna señal de MLH1. La interpretación de 
todos estos datos en conjunto sugiere que RAD21L es dispensable para el inicio de la 
recombinación y para la formación de los nódulos de transición. Para determinar si es la 
ausencia de RAD21L la que impide finalizar la recombinación homóloga o es el bloqueo en 
zigotena el que no permite proceder a estadios mas avanzados, decidimos hacer uso de una 
técnica que permite inducir la transición de profase I a metafase I in vitro (Wiltshire et al, 1995). 
p 

  

Figura 9. Análisis de los 
quiasmas y la cohesión en 
ausencia de RAD21L. IF dobles 
con anti-SYCP3 y antisuero ACA 
(A) o REC8 (B) en esparcidos de 
espermatocitos Rad21l+/+ y 
Rad21l-/- incubados con ácido 
okadaico. La falta de RAD21L 
impide la formación de quiasmas 
pero no provoca pérdida de 
cohesión prematura. DNA teñido 
con DAPI. Los recuadros blancos 
se corresponden con la región de 
la imagen ampliada a la derecha 
de cada célula.   
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Figura 10. Estudio de la carga de 
subunidades del complejo de 
cohesinas en espermatocitos 
carentes de RAD21L. IF dobles 
frente a SYCP3 y SMC3, SMC1α, 
SMC1β, RAD21, REC8 o STAG3 
en esparcidos de espermatocitos 
Rad21l+/+ y Rad21l-/- en las que se 
observa que la deficiencia de 
RAD21L altera la carga de SMC1α 
y STAG3 a lo largo de los AE/LEs. 
Asteriscos: Bivalente XY. Flechas: 
Regiones de los AE/LEs del ratón 
mutante en las que no se detecta 
STAG3. 

 
 
Para ello se cultivaron espermatocitos Rad21l+/+ y Rad21l-/- con ácido okadaico durante 5 h y 
después se analizaron mediante esparcido. Dado que los cromosomas homólogos en metafase 
I sólo están unidos por los quiasmas, la ausencia de recombinación daría lugar a 40 
univalentes. Como se observa en la Figura 9A, las metafases I del ratón wt presentan 20 
bivalentes unidos por al menos un quiasma, con SYCP3 localizado a lo largo del dominio 
intercromatídico y dos señales centroméricas, una por cada homólogo. En cambio, en las 
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metafases I del mutante los 40 univalentes aparecen sueltos y además no hay señal de SYCP3 
en el dominio intercromatídico, lo que indica que no se han formado quiasmas (Figura 9A). 
Con el fin de determinar la posible implicación de RAD21L en el mantenimiento de la cohesión 
centromérica, analizamos los centrómeros y REC8 en las metafases I inducidas por ácido 
okadaico. En la Figura 9B se observa que las metafases I del wt presentan 40 señales de ACA 
y muestran señal de REC8 en los centrómeros y por todo el dominio intercromatídico. En las 
metafases I del mutante también se cuentan 40 señales de ACA, no obstante, REC8 no se 
detecta a lo largo del dominio intercromatídico. A pesar de ello, esta kleisina sí se detecta en 
los centrómeros de los univalentes. Por tanto, el hecho de que en las metafases I del ratón 
mutante se cuentan 40 centrómeros con señal de REC8 sugiere que la ausencia de RAD21L 
no provoca pérdida de cohesión centromérica, al menos hasta metafase I. Por último, se 
consideró la posibilidad de que la falta de RAD21L pudiera afectar la carga de otras 
subunidades del complejo de cohesinas durante la profase I de la espermatogénesis. Para 
comprobar esta hipótesis se analizaron por IF las cohesinas que interaccionan con RAD21L: 
SMC3, SMC1α/β y STAG3 (Gutiérrez-Caballero et al, 2011) y también las otras dos kleisinas, 
REC8 y RAD21, cuya distribución podría sufrir alteraciones. En las IFs frente a SMC3, RAD21, 
SMC1β y REC8 no se observaron diferencias entre los espermatocitos wt y mutantes, ni en la 
intensidad ni en su localización a lo largo de los AE/LEs (Figuras 10). Sin embargo, las 
profases del mutante presentan menos STAG3 que las del wt e incluso en algunos AE/LEs ni 
siquiera se detecta su señal (Figuras 10). Del mismo modo, en el mutante también se detecta 
una menor señal de SMC1α, aunque en este caso la diferencia es más sutil  (Figura 10). Estos 
resultados demuestran por primera vez que RAD21L forma un complejo de cohesinas in vivo 
con STAG3 y SMC1α. 

 
Caracterización de la meiosis femenina en hembras Rad21l-/- 

Como ya se ha mencionado anteriormente, las hembras Rad21l-/- son fértiles y tienen 
camadas similares a las hembras wt. Sin embargo, observamos que a partir de los 6 meses de 
edad el número de crías por camada en las mutantes (5,2 crías) es menor que en las wt (8,9 
crías). Además, a los 10 meses de edad las hembras Rad21l-/- son estériles, mientras que sus 
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hermanas wt aún son fértiles. La pérdida de cohesión que se produce con la edad en los 
oocitos de mamíferos puede afectar al mantenimiento de los quiasmas que todos los oocitos 
permanecen arrestados en el estadio de dictiotena o dictiata hasta la ovulación. Estos oocitos 

primarios están rodeados por células foliculares y epiteliales planas que forman el folículo 
primordial, el cual alberga el oocito para nutrirlo y protegerlo. Poco antes de la ovulación se 
lleva a cabo la primera segregación meiótica y después de la fecundación se completa la 
segunda. En los ovarios de hembras adultas los (Hodges et al, 2005). Por ello y para 
determinar si en las hembras Rad21l-/- la esterilidad precoz se  produce por esta causa, se 
analizaron los sobrecruzamientos en metafase I. Como se observa en la Figura 11, tanto los 
bivalentes de los oocitos wt como los de oocitos Rad21l-/- tienen al menos un quiasma. Estas 
ob observaciones sugieren que la ausencia de RAD21L no provoca una pérdida prematura de 
la cohesión en los oocitos. Para intentar determinar las causas de la sub-fertilidad femenina, 
decidimos realizar estudios histológicos de ovarios de hembras de un año de edad. En el ratón, 
la meiosis femenina empieza durante el desarrollo embrionario y se detiene en diplotena, de 
forma folículos primarios crecen y pasan por varios estadios de maduración hasta convertirse 
en folículos de Graaf antes de ovular. Después de la ovulación los folículos se denominan 
cuerpos lúteos y constituyen glándulas endocrinas temporales. Como se observa en la Figura 
12, en los cortes histológicos de las hembras silvestres de un año, hay folículos en distinto 
grado de maduración y cuerpos lúteos. Sin embargo, las hembras mutantes presentan ovarios 
atrofiados con ausencia de folículos. Para intentar determinar el origen de esta atrofia 
decidimos analizar histológicamente ovarios de hembras adultas más jóvenes (4 Meses). 
Mediante este análisis se observó que el número de folículos primordiales en las hembras 
Radbi-  

       

Figura 11. Estudio de los sobrecruzamientos en 
oocitos deficientes para RAD21L. Tinción con 
Giemsa realizada en oocitos Rad21l+/+ y Rad21l-/- en 
metafase I, en los que se observan 20 bivalentes.  
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Rad21l-/- es inferior al esperado para su edad, pero el número de cuerpos lúteos es similar 
entre ambos genotipos (Figura 12). Posteriormente, para comprobar en que momento del 
desarrollo se produce esta disminución  decidimos analizar ovarios de crías de 6 días, edad en 
la que todos los oocitos han finalizado la profase I y se encuentran arrestados en dictiata De 
este modo se observó que en las hembras mutantes la cantidad de oocitos pequeños en la 
región externa del córtex está 4 veces reducida con respecto a un ovario wt (4,1±0,6; n=4). No 
obstante, el número de oocitos en crecimiento que se encuentran en la región mas interna del 
cortex es similar en ambos genotipos (Figura 12). Estos Estos resultados muestran que la falta 
de RAD21L provoca una reducción del número de oocitos primarios en el ovario, pero no 
provoca alteraciones en su maduración, ni impide la ovulación. Por tanto parece probable que 
la 
 

    

Figura 12. Análisis histológico de los 
ovarios en hembras Rad21l-/-. Análisis 
con H&E de cortes de ovarios de 
hembras Rad21l+/+ y Rad21l-/- de 1 año, 
4 meses y 6 días de edad. La falta de 
RAD21L provoca atrofia prematura del 
ovario por una reducción en la dotación 
de oocitos primarios. Asteriscos: 
Cuerpos lúteos. Flechas: Folículos 
primordiales. Las barras representan 
500µm en los ovarios de 4 y 12 meses y 
100µm en los de 6 días. 
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Figura 13. Estudio de la sinapsis 
en oocitos deficientes para 
RAD21L. IF doble frente a SYCP3 
y SYCP1 en oocitos Rad21l+/+ y 
Rad21l-/- en paquitena.      

 
 
la esterilidad prematura de las hembras mutantes se deba a que éstas nacen con una menor 
reserva ovárica que las hembras wt. Con el fin de determinar si la pérdida de los oocitos que 
sufren las hembras Rad21l-/- está asociada a defectos en el proceso de sinapsis, como ocurre 
en los machos Rad21l-/-, se realizó un estudio de SYCP3/SYCP1 en oocitos en paquitena. A 
diferencia de lo observado en la espermatogénesis, en los oocitos Rad21l-/- se forman 20 
bivalentes, aunque con un grado variable de sinapsis (Figura 13), ya que la mayoría de los 
oocitos muestran un ligero defecto en la sinapsis de algunos bivalentes, observándose 
pequeñas discontinuidades de SYCP1/SYCP3 a lo largo del SC (69 ± 4,3 %, n= 30). Estas 
alteraciones se observan también en los oocitos wt pero con mucha menor frecuencia (12 ± 
3,6%) (Figura 13). Estas observaciones indican que RAD21L es prescindible para la sinapsis 
en la ovogénesis, a pesar de que su ausencia provoca alteraciones en este proceso. De forma 
adicional, para comprobar si en las hembras mutantes también se producen defectos en la 
carga de las subunidades del complejo de cohesinas SMC1α y STAG3, éstas se analizaron en 
los oocitos mediante IF. A diferencia de lo que se observa en los machos, tanto SMC1α como 
STAG3 co-localizan completamente con los LEs de los bivalentes en paquitena y con 
intensidades similares en ambos genotipos (Figura 14). Por tanto, la ausencia de RAD21L no 
altera la carga de las cohesinas SMC1α y STAG3 en la ovogénesis. 
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Figura 14. Estudio de STAG3 y SMC1α en oocitos Rad21l-/-. IF dobles frente a 
SYCP3 y STAG3 o SMC1α en oocitos Rad21l+/+ y Rad21l-/- en paquitena que no 
muestran diferencias entre genotipos.  

 
 
 

 

Generación de un modelo murino Rad21l-/- condicional 

Dado que la ausencia de RAD21L provoca el bloqueo de la espermatogénesis en zigotena en 
el modelo de ratón knockout constitutivo, no se pudieron analizar las funciones que esta 
kleisina desempeña en la cinética cromosómica durante las divisiones meióticas, por lo que 
abordamos el desarrollo de un ratón mutante condicional de tejido. Para ello, se adquirió una 
construcción Rad21l-/- condicional en el KOMP (Knockout Mouse Project; USA; Figura 15). 
Esta construcción se linealizó, se electroporó en células ES y mediante selección con G418 se 
obtuvieron clones resistentes. Para determinar en cuáles de ellos se integró por recombinación 
homóloga, los analizamos por southern blot con sondas externas a los brazos de homología. 
Posteriormente se analizó el cariotipo de los clones positivos y el de mayor estabilidad 
cromosómica (2n= 40) se utilizó para generar los ratones quimeras. Los ratones quimeras se 
cruzaron con ratones wt y de este modo se obtuvieron los ratones heterocigotos Rad21l+/Frt-βGeo-

Frt loxP-E3-loxP. Seguidamente, para eliminar en el alelo mutante el casete βGeo, flanqueado por 
los sitios FRT, se cruzaron ratones Rad21l+/Frt-βGeo-FrtloxP-E3-loxP con animales transgénicos para la 
recombinasa flipasa (FLP). En el 90% de los descendientes Rad21l+/Frt-βGeo-Frt loxP-E3-loxP que 
heredaron el gen de la FLP, el casete flanqueado por los sitios FRT se escindió y se generó un  
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Figura 15. Estrategia de gene targeting para la construcción Rad21l condicional. Esquema 
que representa la construcción solicitada al KOMP, el alelo Rad21l wt y alelo Rad21l mutante 
esperado (Rad21lFrt-βGeo-Frt loxP-E3-loxP). SacI: Dianas utilizadas para el genotipado de células ES y 
ratones por southern blot utilizando una sonda externa homóloga al exón 5.  

nuevo alelo denominado Rad21l+/loxP-E3-loxP, que se comporta como un alelo silvestre (Figura 
16).  
 
 Para comprobar la funcionalidad de los sitios loxP y verificar que al eliminar el exón 3 
el alelo que se genera se comporta como un alelo nulo, se llevaron a cabo cruzamiento entre 
ratones Rad21l+/loxP-E3-loxP y ratones transgénicos Sox2Cre que expresan la recombinasa en 
todas las células del epiblasto a dia E6.5 (Figura 17). Los descendientes con este nuevo alelo 
denominado Rad21lΔ  se cruzaron entre sí para obtener animales Rad21lΔ/Δ. Los descendientes 
de este cruce nacen en las proporciones mendelianas esperadas y no muestran alteraciones 
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fenotípicas aparentes. Para determinar si los ratones Rad21lΔ/Δ son estériles, se cruzaron con 
ratones silvestres durante dos meses. En este periodo de tiempo se obtuvieron descendientes 
en los cruces de ratones silvestres y en los cruces de hembras Rad21lΔ/Δ, en número similar 
con independencia del genotipo, pero no en los cruces de machos Rad21lΔ/Δ. Con el fin de 
caracterizar la espermatogénesis de estos mutantes, llevamos a cabo estudios similares a los 
descritos en los apartados anteriores. Como se observa en la Figura 18, los túbulos 
seminíferos de los ratones Rad21lΔ/Δ, así como sus espermatocitos, son indistinguibles de los 
del mutante constitutivo, ya que muestran defectos sinápticos similares y un bloqueo en 
zigotena. Estos resultados indican que, funcionalmente, Rad21lΔ y Rad21l- son alelos nulos 
equivalentes. 
 

 
 

 

 

 

 

Figura 16. Representación esquemática de la generación del alelo Rad21l+/loxP-E3-loxP. SacI: 
Dianas para el genotipado de los ratones por southern blot con una sonda homóloga al exón 5. Con 
este screening se identifican los ratones portadores del alelo Rad21l+/Frt-βGeo-Frt loxP-E3-loxP. EcoRV: 
Dianas utilizadas para el genotipado de los ratones por southern blot utilizando una sonda 
homóloga al NEO. Con este segundo genotipado se determina si se ha producido la escisión NEO 
negativo).    
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Actualmente, mediante cruzamientos entre ratones Rad21lloxP-E3-loxP/Δ y Spo11Cre, se 
están generando ratones Rad21l condicionales en los que la deleción del gen se produzca a 
partir de paquitena para poder abordar la función que desempeña RAD21L en la cinética 
cromosómica de las dos divisiones meióticas.   
 

            
Figura 17. Diagrama que representa la escisión del exón 3 del alelo condicional. La escisión 
del exón 3 provoca un cambio de pauta de lectura de la ORF de Rad21l. SacI: Dianas utilizadas 
para el genotipado de los ratones por southern blot utilizando una sonda homóloga al exón 2. Con 
este genotipado se pueden distinguir el alelo wt, el Rad21lloxP-E3-loxP y el alelo Rad21lΔ. 
    

 

 

 

 

Generación de un ratón doble mutante Rec8-/-Rad21l-/- 

En S. cerevisiae, Rec8 es esencial para el montaje de los AEs (Klein et al, 1999). Sin embargo, 
en ratón el ensamblaje del AE se lleva a cabo a pesar de la pérdida de función de RAD21L, 
REC8 (Bannister et al, 2004) o SMC1β (Revenkova et al, 2004). La identificación y 
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caracterización funcional de RAD21L en ratón, revela que en mamíferos co-existen varios 
complejos de cohesinas en meiosis, estando al menos uno de ellos formado por REC8 y el otro 
por RAD21L (Gutiérrez- Caballero et al, 2011; Ishiguro et al, 2011; Lee & Hirano, 2011). Por 
ello y con el fin de determinar si en mamíferos las cohesinas son esenciales para el ensamblaje 
del AE y del SC, abordamos el desarrollo de una línea de ratones mutantes con pérdida de 
función simultánea para las dos kleisinas meióticas RAD21L y REC8. Para ello, se cruzaron 
nuestros ratones Rad21l+/- con ratones Rec8+/- proporcionados por el grupo del Dr. Schimenti 
(Bannister et al, 2004). Los descendientes de padres doble heterocigotos Rad21l+/-Rec8+/- 
nacen en las proporciones esperadas, se desarrollan con normalidad y su apariencia es similar 
a la de sus hermanos wt. A pesar de ello, los ratones doble mutantes Rec8-/-Rad21l-/- 
(denominados dKO-kls) son estériles. Con el fin de caracterizar la espermatogénesis de los 
ratones dKO-kls se realizó un análisis histológico de testículos. Al igual que los mutantes 
sencillos Rad21l-/- y Rec8-/-, los testículos de los dKO-kls muestran una reducción del tamaño 
del 70 % con respecto a ratones silvestres (Figura 19A). El análisis histológico de cortes de 
testículo reveló que, a pesar de que los túbulos seminíferos de los dKO-kls contienen células 
de 

   

Figura 18.  Estudio de la 
espermatogénesis en los machos 
Rad21lΔ/Δ. A) H&E de cortes de 
testículo y epidídimo Rad21lΔ/Δ. Las 
flechas señalan espermatogonias 
intermedias tardías y los asteriscos 
amarillos espermatocitos en 
apoptosis. Barras: 100µm. B-C) 
Análisis de la sinapsis mediante IF 
dobles frente a SYCP3 y SYCP1 
(B) o ACA (C) en esparcidos de 
espermatocitos Rad21lΔ/Δ. Estos 
machos muestran un fenotipo 
similar a los Rad21l -/-.  
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de Leydig y de Sertoli y espermatogonias, no producen espermátidas ni espermatozoides y 
además se detecta apoptosis de espermatocitos (Figura 19B). La presencia de 
espermatogonias intermedias tardías y la apoptosis masiva de espermatocitos que no 
sobrepasan la etapa de paquitena indican que estos dobles mutantes sufren un bloqueo de la 
espermatogénesis en el estadio IV, al igual que los mutantes Rad21l-/- y Rec8-/-.  
 

    

Figura 19. Caracterización de los testículos dKO-
kls. A) Imágenes macroscópicas de testículos 
Rec8+/+Rad21l+/+, Rec8-/-Rad21l+/+, Rec8+/+Rad21l-/- y 
Rec8-/-Rad21l-/-. B) Cortes histológicos procedentes 
de los testículos del apartado A teñidos con H&E. En 
los testículos dKO-kls se observa una reducción de 
tamaño y un bloqueo de la espermatogénesis 
similares a los de los ratones mutantes sencillos. 
Asteriscos amarillos: células apoptóticas. Flechas: 
espermatogonias intermedias tardías. Barras: 100µm. 

 

Para estudiar el bloqueo meiótico, se realizaron IFs frente a las proteínas SYCP3 y SYCP2. 
Como se muestra en la Figura 20A, los espermatocitos del dKO-kls no ensamblan sus AEs y 
la señal SYCP3 sólo se detecta a modo de puntos y pequeñas barras. Del mismo modo, 
SYCP2 tampoco se ensambla en AEs y sólo se detecta en forma de pequeñas barras y puntos 
que co-localizan con SYCP3. A diferencia de ello, los mutantes sencillos forman AEs, con 
SYCP3 y SYCP2 (Figura 20B), que pueden llegar a decorar la longitud completa de un 
cromosoma en zigotena. Posteriormente, para comprobar como afecta la ausencia de RAD21L 
y REC8 al proceso de sinapsis se analizó por IF la proteína del elemento central SYCP1. A 
diferencia de lo que ocurre en los espermatocitos bloqueados de los mutantes Rad21l-/- y Rec8-
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/-, en los que se ven parches de SYCP1 co-localizando con SYCP3 a lo largo de los AEs, en los 
espermatocitos del dKO-kls no se detecta señal de SYCP1 (Figura 20B). En conjunto todos 
estos resultados sugieren que los espermatocitos del ratones dKO-kls están citológicamente 
bloqueados en el estadio de leptotena. Por ello, los análisis comparativos llevados a cabo con 
el resto de marcadores meióticos utilizados en este estudio se realizaron frente a leptonemas 
de ratones wt y mutantes sencillos. Estos resultados demuestran por primera vez que en 
mamíferos las kleisinas meióticas son esenciales para el ensamblaje de los AE/LEs. 
Seguidamente, para determinar si la falta de estas dos kleisinas altera la función de SPO11 al 
i- 

 

Figura 20. Estudio de las proteínas del SC en los espermatocitos dKO-kls. A) Estudio 
comparativo entre espermatocitos silvestres en leptotena y los espermatocitos bloqueados dKO-kls 
mediante IF frente a SYCP3. B) IF dobles frente a a SYCP3 y SYCP2 o SYCP1 en esparcidos de 
espermatocitos Rec8+/+Rad21l+/+, Rec8-/-Rad21l+/+, Rec8+/+Rad21l-/- y Rec8-/-Rad21l-/-. En ausencia 
de las kleisinas meióticas no se forman AE/LEs, ni se inicia la sinapsis.  El DNA se tiñó con DAPI. 
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Figura 21.  Análisis de la formación de DSBs en los espermatocitos dKO-kls. IF dobles 
frente a SYCP3 y γH2AX en esparcidos de espermatocitos wt, Rec8-/-Rad21l+/+, Rec8+/+Rad21l-/- y 
Rec8-/-Rad21l-/-.  

 

 

 
inicio de la meiosis o la activación de las rutas de reparación, analizamos mediante IFs la 
histona γH2AX. Como se observa en la Figura 21, γH2AX se localiza difusamente y con una 
intensidad similar por el núcleo de todas las leptonemas procedentes del ratón wt, los mutantes 
sencillos y el doble mutante. Además, en los espermatocitos del doble mutante, γH2AX nunca 
desaparece de los cromosomas autosómicos. Por tanto, la ausencia simultánea de RAD21L y 
REC8 no impide que se lleve a cabo el programa de DSBs, ni que se activen las rutas de repa- 
ración, aunque la mayoría de las roturas no son reparadas. Posteriormente, para comprobar 
por qué las DBS no eran reparadas analizamos el proceso de recombinación en los 
espemtatocitos dKO-kls mediante analisis por IF de la recombinasa RAD51 y su paráloga 
meió- 

Figura 22. Análisis de RAD51 en 
el ratón dKO-kls. IF dobles frente 
a SYCP3 y RAD51 en esparcidos 
de espermatocitos wt, Rec8-/-

Rad21l+/+, Rec8+/+Rad21l-/- y Rec8-/-

Rad21l-/-. En el doble mutante se 
produce una reducción en la carga 
de RAD51. El DNA se tiñó con 
DAPI. 
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Figura 23. Análisis de la 
carga de DMC1 y RPA en 
las leptotenas dKO-kls.  IF 
dobles frente a SYCP3 y 
DMC1 (A) o RPA (B) en 
esparcidos de espermatocitos 
wt y dKO-kls. La falta de las 
dos kleisinas meióticas no 
afecta al número de focos de 
DMC1, pero provoca una 
mayor acumulación de RPA 
en los espermatocitos. DNA 
teñido con DAPI. 

 

meiótica DMC1 (Bishop et al, 1992). El número de foci de RAD51 en los espermatocitos 
bloqueados del dKO-kls es menor que en las leptonemas de los ratones silvestres, Rad21l-/- y 

Rec8-/- (dKO-kls: 13,7 ± 5,4 vs wt: 110,7 ± 31,8; Figura 22). Sin embargo, el número de focos  
 de DMC1 es similar en los espermatocitos dKO-kls y en los silvestres (53,9 ± 19,4 vs 51,8 ± 
20,9; Figura 23A). El hecho de que el mutante dKO-kls presente un número de focos de DMC1 
similar al del wt indica que las DSBs detectadas por γH2AX en leptotena probablemente son in-  
ducidas por SPO11. No obstante, dado que DMC1 y RAD51 co-localizan en los nódulos tem- 
 tempranos (Tarsounas et al, 1999), la reducción de RAD51 sugiere que en el mutante el inicio 
de la recombinación esta alterado. Para determinar si en los espermatocitos dKO-kls los 
nódulos tempranos maduran adecuadamente, se analizó la presencia de RPA. Como se 
muestra en la Figura 23B, los espermatocitos dKO-kls presentan más focos de RPA que los 
del wt.  
 

Con el fin de determinar si la ausencia simultánea de REC8 y RAD21L altera la carga de otras 
subunidades del complejo de cohesinas, se realizaron IFs en esparcidos de espermatocitos 
frente a las cohesinas SMC3, SMC1β, STAG3 y RAD21. En la Figura 24 se observa que en los 
espermatocitos de los mutantes sencillos y del wt todas estas subunidades co-localizan con 
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SYCP3 en los AEs. En cambio, en el mutante dKO-kls no se detecta señal de SMC1β, ni de 
STAG3 y la señal de SMC3 se detecta con una intensidad más tenue co-localizando con 
SYCP3. RAD21 es la única subunidad que presenta una intensidad similar a la que se observa 
en los otros mutantes, aunque en el dKO-kls sólo se detecta a modo de puntos y pequeñas 
barras. Por lo tanto, en mamíferos REC8 y RAD21L son responsables de la formación de los 
complejos de cohesinas meióticos que posibilitan el ensamblaje del AE y del SC.  

 

               
Figura 24.  Análisis  de RAD21, SMC3, SMC1β y STAG3 en ausencia de las kleisinas 
meióticas. IFs dobles frente a SYCP3 y RAD21, SMC3, SMC1β o STAG3 en esparcidos de 
espermatocitos wt, Rec8-/-Rad21l+/+, Rec8+/+Rad21l-/- y Rec8-/-Rad21l-/-. La falta de las dos 
kleisinas meióticas impide la carga SMC1β y STAG3, pero no la de RAD21 y, en menor 
medida, la de SMC3. DNA teñido con DAPI. 
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Dado que la cohesión de las cromátidas hermanas depende de los complejos de 
cohesinas desde fase S hasta anafase (Guacci et al, 1997; Furuya et al, 1998; Waizenegger et 
al, 2000), la deficiencia de dos de las tres kleisinas podría afectar al establecimiento / 
mantenimiento de la cohesión de las células germinales o a su replicación. Para comprobarlo 
analizamos la ploidía de de las células de los tubulos seminiferos mediante citometría de flujo. 
En la gráfica obtenida se observa que los testículos dKO-kls presentan una proporción de 
células 4C/2C comparable a la de los machos Rad21l-/- y wt (Figura 25A), lo que sugiere que la 
falta de las cohesinas no perturba la replicación del DNA. Finalmente, llevamos a cabo un 
estudio de la cohesión en los espermatocitos mediante FISH, utilizando sondas específicas 
para los cromosomas sexuales. Como se observa en la Figura 25B, tanto los espermatocitos 
silvestres como los dKO-kls muestran una única señal para cada cromosoma sexual, lo que 
descarta que en el ratón dKO-kls se produzcan alteraciones en el establecimiento de la 
cohesión en fase S o pérdida de cohesión prematura en las leptonemas bloqueadas. 
 

 

Figura 25. Análisis de la 
replicación y la cohesión en la 
meiosis de machos dKO-kls. A) 
Estudio de la ploidía en testículos 
de ratones wt, Rad21l-/- y dKO-kls. 
B) Estidio por FISH en esparcidos 
de espermatocitos wt y Rec8-/-

Rad21l-/- con una sonda homóloga 
al cromosoma Y y una sonda 
homóloga al cromosoma X. La 
ausencia de las kleisinas meióticas 
no provoca defectos de replicación 
ni de cohesión. DNA teñido con 
DAPI.  
 

 

Estudio de RAD21L en el ratón Sgol2-/- 

 Recientemente en nuestro laboratorio se desarrolló un modelo murino con pérdida de 
función de la shugoshina SGOL2 (Llano et al, 2008). En el ratón, Sgol2 se expresa en el tejido 
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somático y en las gónadas y se localiza en los centrómeros tanto en mitosis como meiosis. A 
pesar de ello, los ratones Sgol2-/- son aparentemente normales, no sufren mortalidad prenatal y 
su tasa de supervivencia es similar a la de ratones wt. En concordancia, cuando se analizó la 
segregación cromosómica, la cohesión y la reparación del DNA en MEFs Sgol2-/- no se 
detectaron alteraciones, ni siquiera ante el estrés generado por radiación y exposición a drogas 
que alteran el huso mitótico (Llano et al, 2008). En meiosis, por el contrario, SGOL2 es esencial 
para el mantenimiento de la cohesión hasta anafase II. En ausencia de SGOL2, la subunidad 
REC8 del complejo de cohesinas de los centrómeros es cortada por Separasa en anfase I, lo 
que provoca la pérdida de cohesión prematura de las cromátidas hermanas y en consecuencia, 
la esterilidad de los ratones Sgol2-/-. Debido a que RAD21L se localiza en los centrómeros 
durante las dos metafases meióticas (Figuras 1 y 2) y que SGOL2 protege complejos de 
cohesinas centroméricos en la transición metafase I - anafase I (Lee et al, 2008; Llano et al, 
2008), se decidió analizar si la ausencia de SGOL2 afecta al mantenimiento de RAD21L en los 
centrómeros hasta metafase II. Para ello, se realizaron IFs sobre esparcidos de espermatocitos 
de ratones Sgol2-/-Rec8-myc (originados mediante cruces de nuestra línea de ratones mutantes 
e 

 
 

 

 

Figura 26. Estudio de RAD21L en las divisiones meióticas en ausencia de SGOL2. IFs 
dobles realizadas sobre esparcidos de espermatocitos Sgol2-/-Rec8-myc  frente a RAD21L y 
Myc. La falta de SGOL2 altera la carga y/o permanencia de RAD21L en los centrómeros de 
las metafases I y II. EL DNA está teñido con DAPI.  
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Sgol2 y ratones transgénicos Rec8-myc, procedentes del laboratorio del Dr. Nasmyth), con 
anticuerpos anti-RAD21L y anti-Myc. Como se observa en la Figura 26, en las metafases II del 
ratón Sgol2-/-Rec8-myc, RAD21L está ausente de los centrómeros, al contrario de lo que se 
observa en las metafases II de ratones silvestres (Figura 2). Además se observó que en la 
metafase I del ratón Sgol2-/-Rec8-myc (Figura 26) la señal de RAD21L en los centrómeros es 
menos intensa que en una metafase I de un ratón wt (Figura 1). Por tanto, el mantenimiento 
y/o la carga de RAD21L en los centrómeros en metafase I y en mayor medida en metafase II 
son dependientes de SGOL2.  
 

Estudio de los ratones doble mutantes Sgol2-/-Pttg1-/- 

En eucariotas, Securina mantiene inhibida a Separasa hasta la segregación cromosómica 
(Funabiki et al, 1996; Zou et al, 1999; Waizenegger et al, 2002). De forma adicional, en S. 

cerevisiae Sgo1 colabora con PP2Acdc55 en la inhibición de Separasa (Clift el al, 2009). En el 
caso de que esta función se encontrase conservada en mamíferos, la eliminación simultánea 
de ambos mecanismos inhibitorios podría provocar letalidad o graves defectos en las células 
somáticas. Para comprobarlo se generó un ratón con pérdida de función de SGOL2 y Securina 
simultáneamente. Además, se analizó la espermatogénesis de ratones carentes de Securina 
(Pttg1-/-), ya que no existen estudios previos que lo hayan abordado a pesar de que se ha 
reportado que los ratones Pttg1-/- presentan hipoplasia del testículo (Wang et al, 2001). 
 
Generación de los ratones Sgol2-/-Pttg1-/- 

Para obtener los ratones deficientes dobles de SGOL2 y Securina se cruzaron ratones 
Sgol2+/- con ratones Pttg1-/- (Wang et al, 2001) y posteriormente sus descendientes entre sí. En 
cada nuevo cruzamiento se calcularon las frecuencias genotípicas y se comprobó que se 
ajustan a las esperadas. Los ratones obtenidos Sgol2+/-Pttg1+/-, Sgol2+/-Pttg1-/-, Sgol2-/-Pttg1+/- y 
Sgol2-/-Pttg1-/- son aparentemente normales y no muestran anormalidades ni en el desarrollo ni 
en la supervivencia en comparación a los ratones wt. Además, mediante cruces con ratones sil- 
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Figura 27. Caracterización de los 
testículos Pttg1-/-. A) H&E en cortes de 
testículo y epidídimo de ratones adultos 
Pttg1+/+ y  Pttg1-/-. Los túbulos seminíferos 
del mutante no muestran alteraciones. B) 
Análisis TUNEL en cortes de testículos wt 
y Pttg1-/- con las células apoptóticas en 
rojo y el DNA teñido con DAPI. La falta de 
Securina no incrementa la apoptosis en 
testículos. C) Análisis por FACs en 
testículos Pttg1+/+ y  Pttg1-/-. En ausencia 
de Securina se produce una reducción del 
15,5% de las células haploides. 
 
 

 

vestres se comprobó que únicamente los ratones deficientes en SGOL2 son estériles, tanto 
machos como hembras. Por lo tanto, dado que los ratones Sgol2-/-Pttg1-/- no sufren mortalidad 
ni alteraciones evidentes del fenotipo, probablemente SGOL2 no constituye un nivel adicional 
de represión de la actividad de Separasa en mamíferos. A pesar de que la deficiencia de 
ambas proteínas pueda provocar alteraciones sutiles en células somáticas, decidimos no 
abordar su caracterización en profundidad, ya que la ausencia de alteraciones fenotípicas 
severas en el ratón sugiere que la función principal de SGOL2 en el tejido somático no es 
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inhibir a Separasa. No obstante, dadas las alteraciones que se producen en la meiosis de los 
ratones Sgol2-/- y que los ratones Pttg1-/- muestran hipoplasia en los testículos, se decidió 
caracterizar la espermatogénesis de los ratones Sgol2-/-Pttg1-/- y la de los ratones Pttg1-/-, para 
determinar cómo afecta la falta de Securina a la meiosis masculina y si pudiera existir epistasia 
entre ambos genes en la espermatogénesis.  
mismo 

 
Figura 28.   Estudio de la profase I de los ratones Pttg1-/-. IFs dobles marcando SYCP3 y SYCP1 
(A) o ATR (B) en esparcidos de espermatocitos wt y Pttg1-/-. La falta de Securina no afecta a la 
sinapsis ni a la reparación de las DSBs.       

 

 

 
Caracterización de la espermatogénesis en ratones Pttg1-/-  
Con el fin de determinar la causa de la reducción del tamaño de los testículos de los ratones 
Pttg1-/-, se analizaron histológicamente cortes de testículo y epidídimo. Las imágenes obtenidas 
muestran que la estructura de los túbulos seminíferos del ratón Pttg1-/- es similar a la de un 
ratón wt, con células de Leydig y de Sertoli y con todos los estadios celulares característicos de 
la espermatogénesis (Figura 27A). Además,  el análisis del epidídimo mostró que en el ratón 
Pttg1-/-, los conductos presentan espermatozoides en una cantidad aparentemente similar a los 
del wt (Figura 27A). Para comprobar si el defecto en el tamaño de los testículos de los machos 
Pttg1-/- se produce por un incremento de la apoptosis, se realizó un análisis TUNEL sobre 
cortes de testículos. Los resultados muestran niveles apoptóticos comparables a los del ratón 
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silvestre (Figura 27B). Con el fin de determinar si la espermatogénesis del ratón Pttg1-/- 
presenta alteraciones en la ploidía, se realizó un estudio por FACS en testículos wt y Pttg1-/- 

(Figura 27C). Las gráficas obtenidas muestran que en ambos genotipos se aprecian todos los 
picos, correspondientes a las células n, 2n y 4n. Sin embargo, el ratón mutante sufre una 
reducción de las células haploides (56 vs 71,5 %), mientras que las células diploides y 
tetraploides aumentan (2n: 13,1 vs 7,3 %; 4n: 13,9 vs 9,2 %), así como el debris y/o las células 
muertas (17 vs 12 %). Estos resultados conjuntamente con la reducción del tamaño de los 
testículos sugieren la existencia de un defecto en la meiosis en los ratones deficientes en 
Securina. 
 

                             
Figura 29.   Estudio de las intercinesis en  ratones Pttg1-/-. IFs dobles marcando SYCP3 y las 
proteínas centroméricas en aplastados de túbulos seminíferos de ratones wt y Pttg1-/-. En el 
mutante se observan un mayor número de señales de ACA y de SYCP3 que en el wt. DNA 
teñido con DAPI.      

 

 

 

 

 Con el fin de analizar en detalle las posibles alteraciones meióticas, se llevó a cabo un 
estudio de las distintas etapas de la espermatogénesis mediante IFs. Para el estudio de la 
profase I se analizaron los marcadores SYCP3 y SYCP1 en esparcidos de espermatocitos. 
Como se observa en la  Figura 28A, en los machos Pttg1-/- el ensambaje de SYCP3 desde 
leptotena, la carga de SYCP1 a partir de zigotena, la sinapsis de los 19 bivalentes 
autosómicos, la formación del cuerpo sexual y el proceso de desinapsis se dan de forma 
similar que en los ratones wt. Seguidamente, para determinar si la falta de Securina provoca 
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alteraciones en la reparación de DSBs, se realizaron IFs frente a ATR. Como se observa en la 
Figura 28B, tanto en los espermatocitos wt como en los Pttg1-/-, ATR se localiza en los AEs sin 
sinapsis en zigotena y únicamente en el cuerpo sexual en paquitena. Por tanto, estos 
resultados sugieren que la ausencia de Securina no altera el ensamblaje del SC ni la 
reparación de las DSBs. Posteriormente, se realizó un estudio de las divisiones meióticas 
MEDIA 

   

Figura 30.   Estudio de la meiosis II en machos 
Pttg1-/-. IFs dobles marcando SYCP3 y las 
proteínas centroméricas en aplastados de 
túbulos seminíferos de ratones Pttg1-/- (A) y wt 
(B). El DNA está teñido con DAPI. Los recuadros 
blancos indican la región de la imagen que se ha 
ampliado a la derecha de la prometafase y la 
metafase II. Estas ampliaciones muestran en 
más detalle la presencia de una barra de SYCP3 
entre dos cinetocoros hermanos. 
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mediante IFs sobre aplastados de túbulos seminíferos con un anticuerpo anti-SYCP3 y 
antisuero ACA. En las metafases I del ratón Pttg1-/- no se detectan alteraciones en el 
alineamiento de los cromosomas en la placa ecuatorial, ni defectos en la segregación 
cromosómica en anafase I. Sin embargo, las intercinesis Pttg1-/- presentan cromocentros 
desorganizados, con más señales de ACA y más barras de SYCP3 que las intercinesis del wt 
(Figura 29). Además, se detectó un exceso de prometafases II, coincidiendo con una señal de 
SYCP3 más intensa en los centrómeros que la correspondiente en un wt (Figura 30). 
Asímismo, se observó que éstas prometafases dan lugar también a metafases II alteradas ya 
que presentan barras de SYCP3 localizadas en la región intercinetocórica (Figura 30A), 
mientras que las metafases II wt carecen de SYCP3  (Figura 30B). De forma similar, en las 
telo 

    

Figura 31.   Estudio de la segunda segregación meiótica 
en machos Pttg1-/-. IF doble frente a SYCP3 y las 
proteínas del centrómeros en aplastados de túbulos 
seminíferos  Pttg1-/-. A) Telofase II con dos parejas de 
cinetocoros hermanos unidos migrando hacia el mismo 
polo y que co-localizan con una barra de SYCP3 (flechas). 
B) Espermátidas redondas de distintos tamaños en un 
ratón Pttg1-/-..  Asterisco::  espermátidas similares a las wt. C) 
Espermátidas alargadas aneuploides Pttg1-/-.  El DNA se 
tiñó con DAPI. 
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telofases II del ratón Pttg1-/- todavía hay señal de SYCP3 en forma de barras y en algunos 
casos éstas co-localizan con dos cinetocoros hermanos íntimamente unidos migrando hacia el 
mismo polo (Figura 31A). Finalmente, se observó que las espermátidas de los mutantes 
muestran variabilidad de tamaños entre sí y se comprobó que algunas de ellas contienen un 
número de señales de ACA distinto de 20, mientras que en los ratones wt las espermatidas 
tienen 20 señales de ACA y son similares de tamaño (Figura 31B-C). Para cuantificar estos 
defectos realizamos un análisis por FISH de espermatocitos utilizando sondas específicas 
frente a los cromosomas sexuales. Como se observa en la Figura 32A, en el ratón Pttg1-/- 
algunas de las espermátidas muestran dos señales del cromosoma Y, dos señales del 
cromosoma X o ninguna señal, mientras que las espermátidas del ratón wt muestran una 
señal, o bien para el Y o bien para el X (13,13 % vs 0 % wt; n=160). Además, el análisis por 
FISH de espermatozoides mostró que una fracción de los Pttg1-/- también muestran los mismos 
defectos que los observados en las espermátidas (9,35 % vs 0% wt; n=246 Figura 32B). De 
forma adicional, se analizó la morfología de los espermatozoides Pttg1-/- mediante tinción con 
H&  

 
 

 

 

d 

Figura 32.   Cuantificación de las aneuploidías en células post-meióticas Pttg1-/- y estudio 
morfológico de los espermatozoides.  Análisis por FISH realizado en esparcidos de espermatocitos 
(A) y en frotis de espermatozoides (B) con sondas homólogas a los cromosomas sexuales. Las 
flechas señalan espermátidas y espermatozoides aneuploides. DNA teñido con DAPI. C) H&E en 
frotis de espermatozoides wt y Pttg1-/-. Las imágenes muestran los defectos observados en algunos 
espermatozoides del ratón mutante. 
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Figura 33.  EEssttuuddiioo  ddee  llooss  tteessttííccuullooss  Sgol2-/-Pttg1-/-. A) Imagen macroscópica de testículos wt y 
Sgol2-/-Pttg1-/-. Los testículos del mutante son un 80% más pequeños que los wt. B) Estudio de la 
profase I mediante IFs frente a SYCP3 en esparcidos de espermatocitos Sgol2-/-Pttg1-/-. La 
ausencia simultánea de las dos proteínas no provoca alteraciones de la profase I. Asterisco: 
cuerpo sexual. 

 

 

 

 

H&E y se comprobó que un 15 % muestra alteraciones en la forma y el tamaño de la cabeza 
y/o aparecen unidos entre sí (Figura 32C). Por lo tanto, todos estos resultados indican que la 
ausencia de Securina provoca la no disyunción de algunas parejas de cromátidas en anafase II 
y como consecuencia se generan alrededor de un 10 % de espermatozoides aneuploides y con 
morfología aberrante.    
 
Caracterización de la espermatogénesis en ratones Sgol2-/-Pttg1-/- 

En las células germinales primordiales de ratón, la relación estequiométrica entre Securina y 
Separasa es tan baja que el mecanismo principal para mantener la inhibición de Separasa es 
la fosforilación (Huang et al, 2008). Dado que en los testículos de ratones adultos la relación 
Securina/Separasa es mayor que en el embrión, que la ausencia de Securina provoca 
hipoplasia del testículo y que el mecanismo de inhibición de Separasa dependiente de Sgo-
PP2Acdc55 (Clift el al, 2009) podría tener un papel importante en la gametogénesis de 
mamíferos, decidimos analizar en detalle la espermatogénesis de los ratones Sgol2-/-Pttg1-/-. 
Para ello, en primer lugar se realizó un estudio de la profase I mediante IFs frente a SYCP3 en 
esparcidos de espermatocitos Sgol2-/-Pttg1-/-. Los testículos de estos mutantes son 
aproximadamente un 88 % más pequeños que los de sus hermanos wt (Figura 33A). 
 

Posteriormente, se observó que en los espermatocitos Sgol2-/-Pttg1-/- y wt tanto el 
ensamblaje de los AE/LEs como la sinapsis se llevan a cabo de forma similar (Figura 33B). 
Seguidamente se analizaron las divisiones meióticas mediante IFs sobre aplastados de túbulos 
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Figura 34.  Estudio de la primera división meiótica en machos Sgol2-/-Pttg1-/-. IF doble frente a 
SYCP3 y las proteínas centroméricas en aplastados de túbulos seminíferos de ratones Sgol2-/-Pttg1-/-. 
A) Metafase I y telofase I. Los recuadros blancos indican la región amplificada a la derecha de cada 
imagen con los que se muestran cinetocoros hermanos íntimamente unidos en metafase I y 
separados prematuramente en telofase I. B) Las intercinesis del Sgol2-/-Pttg1-/- son similares a las wt. 
El DNA está teñido con DAPI. 

seminíferos con un anticuerpo frente a SYCP3 y antisuero ACA. En las metafases I de ratones 
silvestres, SYCP3 se detecta a lo largo del dominio intercromatídico de todos los bivalentes y 
su señal es más intensa en la región centromérica, donde forma un cono invertido bajo los 
cinetocoros hermanos de cada homólogo. De forma similar, en las metafases I del ratón Sgol2-

/-Pttg1-/- la señal de SYCP3 se detecta a lo largo del dominio intercromatídico. Sin embargo, la 
señal centromérica de SYCP3 en forma de cono se sustituye por una pequeña barrita 
perpendicular a los cinetocoros hermanos (Figura 34 A). Este fenotipo es característico de los 
mutantes Sgol2-/- (Llano et al, 2008). Seguidamente, se analizaron las intercinesis del mutante 
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 Figura 35. Análisis de la meiosis II en el mutante Sgol2-/-Pttg1-/-. IF doble con anticuerpo anti-

SYCP3 y antisuero ACA sobre aplastados de túbulos seminíferos Sgol2-/-Pttg1-/-. A) Análisis entre 
prometafase y metafase II. Flechas: cromátidas hermanas separadas prematuramente. B) 
Análisis de la segunda segregación meiótica. La falta de SGOL2 provoca bloqueo y degeneración 
de una fracción de las metafases/anafases II, las cuales carecen de señal de ACA. El resto de las 
metafases II evaden el bloqueo y dan lugar a chromosome lagging. C) Espermátidas redondas 
aneuploides con 1 señal de ACA (izquierda) y con 28 (derecha). D) Espermátidas alargadas y 
espermatozoides con morfología aberrante (asteriscos). Todos estos defectos son característicos 
del ratón mutante Sgol2-/-. Sin embargo, en estas células no se detecta señal de SYCP3, a 
diferencia de las metafases-anafases II del ratón Pttg1-/-. El DNA está teñido con DAPI 

 

 

 

 

 

 

 

Sgol2-/-Pttg1-/- y se observó que éstas no muestran las alteraciones observadas en el mutante 
Pttg1-/-, sino que son similares a las de los ratones wt (Figura 34B). Por último, se realizó un 
análisis de la meiosis II en el mutante Sgol2-/-Pttg1-/-. Como se muestra en la Figura 35A, a 
diferencia del mutante Pttg1-/-, en el doble mutante Sgol2-/-Pttg1-/- no se detecta SYCP3 ni en 
prometafase II ni en metafase II. No obstante, a partir de prometafase II se produce la pérdida 
de cohesión prematura de las cromátidas hermanas (Figura 35B), característica de la 
deficiencia en SGOL2 (Llano et al, 2008). Además, se observa que gran parte de las metafases 
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II del mutante Sgol2-/-Pttg1-/- degeneran, ya que pierden la señal de proteínas del cinetocoro y 
los cromosomas se aglomeran (Figura 35B). Sin embargo, algunas de estas metafases II 
progresan a anafases II con defectos en la segregación cromosómica (Figura 35B). 
Finalmente, se observa que los ratones doble mutantes producen espermátidas redondas, 
alargadas y espermatozoides, aunque las espermátidas presentan tamaños muy variables, 
morfologías aberrantes y son aneuploides, ya que contienen entre 1 y 40 señales de ACA  
(Figura 35C-D). Todas estas alteraciones en los espermatocitos Sgol2-/-Pttg1-/- a partir de 
prometafase II fueron observadas previamente en los machos Sgol2-/- durante su 
caracterización (Llano et al, 2008). Todo ello indica que la espermatogénesis de los ratones 
Sgol2-/-Pttg1-/- presenta defectos similares a los descritos en los machos Sgol2-/-, mientras que 
carece de las alteraciones que afectan a los machos Pttg1-/- entre intercinesis y telofase II. Por 
ello, es probable que al menos parte de las funciones de Securina durante la intercinesis sean 
dependientes de complejos de cohesinas formados por REC8 o RAD21L. 
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La nueva kleisina RAD21L es específica de meiosis 

 En nuestro laboratorio se identificó una nueva kleisina, que por su similitud con 
RAD21 fue denominada RAD21L, la cual se expresa de forma abundante en testículos y en 
oocitos y muy ligeramente en tejidos somáticos (Gutiérrez-Caballero et al, 2011). 
Bioquímicamente se comprobó que RAD21L interacciona con SMC3, SMC1α/β y con STAG3 
tanto en un sistema de sobreexpresión en células 293 como en extractos de testículo de ratón 
(Gutiérrez-Caballero et al, 2011). Estos resultados conjuntamente con las observaciones de 
que RAD21L co-localiza con los AE/LEs de los meiocitos y que no aparece ni en las 
espermatogonias ni en células somáticas de testículos, indican que esta nueva kleisina es 
específica de meiosis (Gutiérrez-Caballero et al, 2011).  A pesar de que la mayoría de las 
subunidades del complejo de cohesinas co-localizan con los AE/LEs (Pezzi et al, 2000; Prieto 
et al; 2002; Parra et al, 2004; Prieto et al, 2004),  RAD21L es la única subunidad que, además 
de localizarse en los AEs/LEs desde leptotema a diplonema, ha sido detectada en la cromatina 
del cuerpo sexual, lo que sugiere que pueda estar implicada en su formación. En este sentido, 
se ha identificado recientemente en roedores la proteína del AE XLR6, la cual comparte gran 
similitud con SYCP3 pero cuya localización es específica del bivalente XY. XLR6 se acumula 
en el cuerpo sexual en paquitena, tanto en las regiones de asinapsis como formando parte del 
nucléolo asociado al XY, y se ha sugerido que está implicada en el MSCI (Tres, 2005; Tsutsumi 
et al, 2011). Al igual que XLR6 podría ser una adaptación de SYCP3 en los cromosomas 
sexuales, los espermatocitos podrían disponer de RAD21L para satisfacer procesos 
específicos relacionados con la remodelación de su cromatina y su regulación transcripcional. 
De forma adicional, la localización de RAD21L en la cromatina del cuerpo sexual, así como su 
permanencia en los centrómeros de los espermatocitos en telofase II, dos propiedades únicas 
de esta nueva kleisina, sugieren aunque solo sea desde un punto de vista citológico, que 
RAD21L pueda desempeñar funciones como una proteína individual e independiente del 
complejo de cohesinas al que pertenece. 
 
 Durante el transcurso de este trabajo otros dos grupos identificaron simultáneamente 
RAD21L (Lee & Hirano, 2011; Ishiguro et al, 2011). Ishiguro et al. concluyen que RAD21L se 
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elimina gradualmente de los AE/LEs de los autosómas a partir de paquitena tardía, mientras 
que según nuestras observaciones RAD21L desaparece de los autosómas en el momento de 
la desinapsis. No obstante, y coincidiendo con nuestros resultados, sostienen que RAD21L 
perdura en el dominio intercromatídico del XY y en los centrómeros de todos los cromosomas 
hasta anafase I. Por el contrario, en la IF llevada a cabo por el grupo de Hirano, RAD21L deja 
de observarse a partir de paquitena en los bivalentes autosómicos y en los AEs del bivalente 
sexual. Así mismo, es especialmente discordante con nuestros resultados la localización que 
este mismo grupo observa de RAD21. Mientras que en nuestras manos y otras (Prieto et al, 
2002), RAD21 se localiza en los AEs/LEs durante toda la profase (de leptotena a diplotena) 
coincidiendo por tanto con RAD21L y REC8, el grupo de Hirano sólo detecta RAD21 desde 
paquitena hasta diacinesis. Teniendo en cuenta, además, que este mismo laboratorio detecta 
RAD21L solo en las primeras etapas de la profase (de leptotena a zigotena), concluyen que 
RAD21L sustituye a RAD21 entre leptotena y paquitena tardía para promover la recombinación 
entre homólogos y no entre cromátidas hermanas (Lee & Hirano, 2011). De forma adicional, 
ambos grupos muestran que RAD21L, REC8 y RAD21 se localizan de forma discontinua a lo 
largo de los AE/LEs, sin solaparse (Lee & Hirano, 2011; Ishiguro et al, 2011). Esta observación 
ha dado lugar al grupo de Watanabe a postular un modelo en “código de barras”, en el cual los 
distintos complejos de cohesinas se distribuyen por el cromosoma de forma alterna y discreta 
promoviendo el apareamiento. Independientemente de la localización de cada una de las 
kleisinas en el espacio a lo largo de los AE/LEs de los espermatocitos, la señal que nosotros 
detectamos de RAD21L, REC8 y RAD21 a lo largo de los AE/LEs se mantiene desde de 
leptotena a diplotena. Por otra parte, y en lo que a la alternancia de las tres kleisinas a lo largo 
de los AE/LEs se refiere, nunca hemos observado una localización discontinua, aunque dado 
que todos los anticuerpos que hemos utilizado han sido generados en conejo, no se ha podido 
analizar su co-localización de forma simultanea. En cualquier caso, y dada la controversia 
generada, se testó y corroboró, mediante el empleo de ratones nulos y/o de vectores de 
expresión en transfecciones transitorias en células 293, que los anticuerpos empleados contra 
las tres kleisnas son específicos de cada una de ellas, lo que sustenta nuestras conclusiones 
(Herrán et al, 2011). De cualquier forma, todas estas discrepancias entre los tres grupos son 
difíciles de explicar y pueden deberse a que cada anticuerpo reconozca distintas 
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conformaciones de su antígeno y/o a diferencias metodológicas en el procesamiento de los 
espermatocitos o en la composición del fijador. 
 

RAD21L es esencial para la espermatogénesis del ratón 

 Con el fin de abordar la función que desempeña in vivo la nueva kleisina RAD21L, se 
generaron dos ratones deficientes para RAD21L, uno constitutivo y otro condicional. Los 
resultados obtenidos en ambos modelos mostraron que RAD21L es prescindible para el 
desarrollo embrionario y la supervivencia del ratón. Sin embargo, los ratones machos 
resultaron ser estériles. Dicha esterilidad no se debió a defectos en la proliferación de las 
espermatogonias o a defectos en los túbulos seminíferos, sino a un bloqueo de la 
espermatogénesis en zigotena. La manifestación histológica de este bloqueo en la sección de 
un túbulo seminífero es un arresto de la espermatogénesis en estadio epitelial IV. Este tipo de 
bloqueo es característico de modelos murinos en los que la pérdida de función de la proteína 
impide completar los procesos meióticos de sinapsis, reparación y/o recombinación, lo que 
provoca la apoptosis masiva de los espermatocitos y la esterilidad del ratón (Pitmann et al, 
1998; Yoshida et al, 1998; de Vries et al, 1999; Edelmann et al, 1999; Baudat et al, 2000; 
Romanienko & Camerini-Otero, 2000; Ahmed et al, 2007).  
 
 Los meiocitos de levaduras con defectos en sinapsis y recombinación evaden el 
bloqueo de paquitena en ausencia de las proteínas Pch1, Pch2 (San-Segundo & Roeder, 1999; 
2000), Mek1 y Red1 (Bailis et al, 2000), lo que avala su consideración como un autentico 
checkpoint. En mamíferos, sin embargo, hasta la fecha no se han identificado proteínas cuya 
deficiencia evada el frecuente bloqueo que se produce en paquitena, por lo que de forma 
estricta no se puede hablar de checkpoint de paquitena. A pesar de ello, en el ratón, ATR y 
TOPBP1 podrían estar implicadas en la maquinaria que monitoriza la recombinación y en la 
promoción del bloqueo de paquitena, ya que en zigotena ambas co-localizan en regiones 
asinapsadas y con DSBs. Además, en un modelo de ratón con asinapsis, TOPBP1 aparece 
acumulada en los AEs asinapsados de las paquinemas (Perera et al, 2004). En este sentido, 
TOPBP1 y ATR se localizan en los AEs de  los espermatocitos deficientes en RAD21L 
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bloqueados en zigotena. Esta acumulación de ambas proteínas podría ser, por tanto, el 
mecanismo responsable de la activación del bloqueo de la espermatogénesis que tiene lugar 
en los espermatocitos Rad21l-/- a través del mal llamado checkpoint de paquitena, el cual se 
corresponde con el estadio epitelial IV. De forma adicional, dada la supuesta implicación de 
ATR, TOPBP1 y γH2AX en el MSCI (Ichijima et al, 2011; Fernandez-Capetillo et al, 2003), las 
alteraciones en su reclutamiento en el bivalente XY provocadas por los defectos de sinapsis en 
ausencia de RAD21L podrían también cooperar en el bloqueo (Burgoyne et al, 2009).  
 

RAD21L es dispensable para la generación de DSBs 

 Al inicio de la profase I del ratón, la endonucleasa SPO11 produce DSBs 
imprescindibles para el inicio de la recombinación y la sinapsis entre los homólogos (Keeney et 
al, 1997; Baudat et al, 2000). Seguidamente, se activa la transducción de la señal en respuesta 
a daño en el DNA dependiente de la quinasa ATM y como consecuencia la histona H2AX es 
fosforilada, localizándose en las DSBs. Ello promueve el reclutamiento de múltiples proteínas 
de reparación (Mahadevaiah et al, 2001; Bellani et al, 2005). El hecho de que la señal de 
γH2AX sea similar en leptonemas wt y Rad21l-/-, sugiere que RAD21L es dispensable para la 
inducción del programa de DSBs mediado por SPO11 y la activación de la ruta de reparación 
dependiente de ATM (Romanienko & Camerini-Otero, 2000; Bellani et al, 2005). Además, la 
reducción de la señal de γH2AX en los espermatocitos bloqueados más avanzados 
citológicamente, frente a los bloqueados en un estadio más temprano (zigotena temprana vs 
zigotena tardía) sugiere que RAD21L no es esencial para el inicio de la reparación de las 
DSBs.  
 

RAD21L no es esencial para el inicio de la recombinación 

 Para que las DSBs puedan ser reparadas por recombinación homóloga es necesaria 
la resección en los extremos 5´, de forma que los extremos 3´ quedan como hebras simples. 
Esto garantiza la unión de las proteínas de recombinación RAD51/DCM1 a los extremos 3´, las 
cuales reconocen hebras simples de DNA y promueven la invasión del cromosoma homólogo, 
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dando lugar a los denominados nódulos de recombinación tempranos (Moens et al, 1997; 
Mimitou and Symington, 2009). A medida que avanza la profase, algunos de estos nódulos 
tempranos maduran a nódulos de transición, caracterizados por la presencia de las proteínas 
de reparación RPA y MSH4 (Moens et al, 2002). Finalmente, en paquitena sólo un pequeño 
porcentaje de los nódulos de transición se convierten en nódulos de recombinación, 
caracterizados por la presencia de MLH1 en los futuros quiasmas (Moens et al, 2007). La 
persistente localización de RAD51 y RPA en los AE/LEs de los espermatocitos deficientes en 
RAD21L, sugiere que los nódulos de recombinación tempranos y de transición son capaces de 
formarse. Sin embargo, la ausencia de MLH1 indica que la recombinación no se completa. De 
forma similar, los espermatocitos deficientes en las cohesinas meióticas REC8 y SMC1β 
(Revenkova et al, 2004; Xu et al, 2005), en proteínas del SC (de Vries et al, 2005; Shin et al, 
2010; Kouznetsova et al, 2011; Schramm et al, 2011) y en otras proteínas de reparación (Xu et 
al, 2003; Roig et al, 2010) tampoco forman focos de MLH1. Por el contrario, y a diferencia de 
los machos, las hembras deficientes en algunas de estas proteínas como SMC1β, SYCP3 o 
BRCA1 sí son capaces de progresar a través de la profase para, finalmente, formar quiasmas 
(Revenkova et al, 2004; Yuan et al, 2002; Xu et al, 2003). Por tanto, es posible que todas estas 
proteínas no sean esenciales para la formación de los quiasmas y que en los machos, dado el 
dimorfismo sexual existente en los niveles de control de calidad de la gametogénesis (Morelli & 
Cohen, 2005), MLH1 no se detecte porque el bloqueo en estadio IV es anterior a su carga en 
paquitena (Ashley et al, 2001). Para poder responder a esta pregunta en nuestro mutante, se 
cultivaron los espermatocitos deficientes en RAD21L en presencia de acido okadaico, lo que 
permite desbloquear la espermatogénesis in vitro. Los resultados que se obtuvieron mostraron 
una ausencia de quiasmas en las metafases Rad21l-/-, lo que sugiere que RAD21L es 
probablemente necesaria para la progresión adecuada de la profase y la resolución de la 
recombinación. En consecuencia, RAD21L podría ser indispensable para la primera 
segregación meiótica de los machos, ya que los quiasmas son necesarios para el alineamiento 
de las cromosomas en metafase I y la segregación equitativa en anafase I (Eaker et al, 2002). 
Por el contrario, RAD21L no es esencial en los oocitos, ni para la formación de los quiasmas ni 
para la primera segregación cromosómica, ya que las hembras mutantes son fértiles.  
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RAD21L no promueve la cohesión de cromatidas hermanas 

 Para abordar si RAD21L participa en la cohesión de las cromatidas hermanas en 
metafases I se empleó el modelo in vitro de desbloqueo con ácido okadaico. Los resultados 
que se obtuvieron mostraron metafases I caracterizadas por la presencia de 40 univalentes, las 
cuales presentaron además marcaje de REC8 en sus centrómeros, lo que sugiere que RAD21L 
es prescindible para mantener la cohesión. De acuerdo con ello, los oocitos de las hembras 
mutantes de RAD21L no presentaron defectos de cohesión centromérica.  
 
 La espermatogénesis de los ratones deficientes en REC8 no ha podido ser analizada 
para la pérdida de cohesión centromérica debido a su bloqueo en estadio IV y a la ausencia de 
estudios in vitro de desbloqueo. De igual manera, en la oogenesis de las ratonas deficientes en 
REC8 no se han analizado los posibles defectos en cohesión por la existencia de un bloqueo 
en profase que da lugar a atrofia de los ovarios (Xu et al, 2005). Pese a ello, estudios indirectos 
y citológicos indican firmemente, aunque no lo demuestran, que REC8 es la kleisina 
responsable de mantener la cohesión centromérica en la meiosis de mamíferos (Revenkova et 
al, 2004; Lee et al, 2008; Llano et al, 2008; Tachibana-Konwalski et al, 2010).  
 
 El análisis de los ratones deficientes en SMC1β, la otra cohesina analizada 
funcionalmente en el ratón, ha permitido profundizar en la participación de esta cohesina en la 
cohesión de las cromatidas hermanas. Así, el desbloqueo de los espermatocitos Smc1β-/- con 
ácido okadaico da lugar a una fracción de células con univalentes formados por 80 cromátidas 
sueltas y sin señal centromérica de REC8 (Revenkova et al, 2004). De forma similar, los 
oocitos deficientes en SMC1β presentan pérdida de cohesión prematura y esterilidad 
(Revenkova et al, 2004). Por tanto, los complejos de cohesinas meióticas encargados de la 
cohesión hasta metafase II estarían formados por REC8 y SMC1β. 
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La pérdida de RAD21L provoca defectos en la carga de SMC1α y STAG3 en los 
espermatocitos 

 La deficiencia observada en la carga de la subunidad STAG3 y en menor medida de 
SMC1α en los AE/LEs de espermatocitos deficientes en RAD21L, constituye la mejor prueba 
de que esta nueva kleisina está formando in vivo complejos de cohesinas específicos con estas 
subunidades. La ausencia de defectos en la carga de SMC1β sugiere, por tanto, que esta 
subunidad tiene una mayor versatilidad en su capacidad para formar complejos con las otras 
dos kleisinas, pese a que se ha descrito in vitro que RAD21L interacciona de forma similar con 
SMC1α y SMC1β (Gutiérrez-Caballero et al, 2011). De acuerdo con ello, es probable que la 
mayoría de los complejos de cohesinas en los que RAD21L esta presente estén formados por 
SMC1α, STAG3 y SMC3, de modo que la falta de RAD21L perturbaría la carga del resto de 
subunidades y/o su estabilidad en el DNA, o al menos las de las subunidades SMC1α y 
STAG3. Además, el hecho de que en los espermatocitos bloqueados no se produzca un 
incremento en la señal de RAD21 y REC8 sugiere que la deficiencia de RAD21L no se 
compensa con otros complejos de cohesinas formados por las otras dos kleisinas.  
  
 En los oocitos, es de destacar sin embargo, que la falta de RAD21L no altera la carga 
de SMC1α ni de STAG3. La posible explicación para este hecho, no es fácil, y menos aun, 
testarla experimentalmente. Una posibilidad es que en los oocitos, STAG3 no sea la subunidad 
HEAT preferente de RAD21L en el complejo o bien que la mayoría de los complejos de 
cohesinas meióticos estén formados por REC8 y SMC1β, aunque, en este caso sería difícil de 
explicar que el marcaje de RAD21L en los AEs de los oocitos sea similar al de los 
espermatocitos. Finalmente, puede asimismo especularse con la posibilidad de que en los 
cromosomas de oocitos, RAD21L no este acomplejada con ninguna subunidad STAG o yendo 
aun más lejos, que no se encuentre formando un complejo canónico de cohesinas con el resto 
de subunidades. 

RAD21L produce esterilidad precoz en las hembras 

 La deficiencia de RAD21L provoca una reducción en la dotación de oocitos primarios, 
lo cual podría explicar la esterilidad precoz de las hembras mutantes. A pesar de que RAD21L 
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es dispensable para la sinapsis, la disminución de folículos primordiales observada podría 
deberse a defectos en este proceso, ya que el 70 % de los oocitos mostró SC discontinuos y 
ausencia de SYCP1 en algunas regiones con sinapsis, frente al 12 % de los wt. A pesar de que 
los mecanismos de control de calidad de la ovogénesis se consideran tolerantes en 
comparación con los mecanismos mucho mas exigentes de la espermatogénesis (Hunt & 
Hassold, 2002; Cohen et al, 2006; Kolano et al, 2012), los oocitos con defectos son eliminados, 
ya que las hembras mutantes de 6 días sólo presentan un 25 % de los oocitos esperados para 
su edad. Previamente se ha descrito que para que se lleve a cabo el MSUC en los oocitos, los 
defectos de asinapsis no deben afectar a más del 10 % de sus LEs, porque de lo contrario la 
concentración necesaria de BRCA1 para inducir el silenciamiento no es suficiente debido a su 
reclutamiento en las regiones asinapsadas (Kouznetsova et al, 2009). Por tanto y dado que los 
oocitos mutantes mostraron sólo ligeros defectos de sinapsis, es probable que estos se 
eliminen por el MSUC en paquitena. De cualquier forma y aunque RAD21L co-localice con los 
AE/LEs en oocitos (Gutiérrez-Caballero et al, 2011; Ishiguro et al, 2011, este trabajo) y esté 
implicada en la formación del SC, atendiendo a nuestros resultados, esta kleisina parece 
desempeñar funciones menos importantes en la oogenesis que en la espermatogénesis. Una 
posible explicación podría ser que la función de RAD21L este parcialmente remplazada por 
REC8 o RAD21, las cuales co-localizan también en los AEs en los oocitos (Lee et al, 2008). 
Otra posible explicación, que no excluye necesariamente a la primera,  radicaría en la función 
que RAD21L pueda desempeñar en la inactivación del bivalente XY, dando lugar al cuerpo 
sexual. Por tanto, en la oogenesis la presencia de un bivalente formado por dos cromosomas 
X, cuyo comportamiento es similar al del resto de bivalentes autosómicos en cuanto a sinapsis 
y a la ausencia de MSIC se refiere (Royo et al, 2010), no exigiría la actuación de RAD21L.  
 

Otras posibles funciones de RAD21L 

Dado que las cohesinas están implicadas en el la regulación transcripcional (Poleshko 
et al, 2010; Nitzsche et al, 2011; Remeseiro et al, 2012), que los espermatocitos presentan una 
actividad transcripcional muy baja desde el inicio de zigotena hasta la mitad de paquitena 
(Kierszenbaum & Tres, 1974) y que la intensidad de señal de RAD21L en AE/LEs de los 
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bivalentes autosómicos es máxima entre estas dos etapas, RAD21L podría estar implicada en 
la reducción transcripcional de los bivalentes autosómicos. De manera similar, podría también 
participar en el silenciamiento del cuerpo sexual entre mitad y final de paquitena, dada su 
localización en la cromatina y en los AE/LEs del bivalente XY durante estas mismas etapas. 
Recientemente se ha propuesto que la proteína MDC1 (Mediator of DNA Checkpoint 1) 
actuaría  en la formación del cuerpo sexual en ratón y en el silenciamiento de los cromosomas 
XY mediante la dispersión del complejo ATR-TOPBP1 desde el AE del XY a la cromatina del 
cuerpo sexual. Asi, la ausencia de esta proteína provoca un bloqueo de la espermatogénesis a 
mitad de paquitena con reclutamiento de γH2AX, TOPBP1 y ATR a los AE/LEs del XY 
únicamente y no a su cromatina. Esto ha sugerido que MDC1 sea esencial para la señalización 
del MSCI a través del esparcimiento del complejo ATR-TOPBP1 a la cromatina del cuerpo 
sexual y la subsecuente fosforilación por este complejo de H2AX (Ichijima et al, 2011). Por ello 
y para abordar la posible función de RAD21L en el MSCI, una primera aproximación podría ser 
el estudio de su dinámica en espermatocitos deficientes en MDC1, con el fin de determinar si 
se produce una reducción de su carga en el cuerpo sexual, como ocurre con las proteínas 
γH2AX, TOPBP1 y ATR. De forma adicional, el hecho de que a partir de diplotena RAD21L se 
relocalice en los centrómeros de todos los bivalentes coincidiendo con H3K9me3 (Page et al, 
2012), la cual está vinculada a la formación de la heterocromatina (Cowell et al, 2002), sugiere 
que RAD21L podría, así mismo, participar en dicho proceso.  
 
 Finalmente, otra posible función en la que podría participar RAD21L estaría 
relacionada con la supuesta implicación del complejo de cohesinas en la carga de la proteína 
protectora de la cohesión Shugoshina-like-2 (SGOL2). En este sentido, se ha reportado que la 
ausencia de SMC1β provoca una reducción en la carga de SGOL2 en los centrómeros de los 
oocitos de ratón (Lister et al, 2010). Teniendo en cuenta que el patrón de localización de 
RAD21L en los centrómeros de las diplonemas, su enriquecimiento en los centrómeros del 
cromosoma Y en metafase I y que su distribución centromérica en metafase II es muy similar al 
de SGOL2 y MCAK, la función centromérica que RAD21L desempeña podría ser colaborando 
en el reclutamiento de SGOL2 y de forma más general, en la organización del dominio interno 
del centrómero de los cromosomas de los esperrmatocitos.  
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La localización centrómerica de RAD21L en meiosis es dependiente de SGOL2  

 El hecho de que SGOL2 proteja los complejos de cohesinas centroméricos en meiosis 
(Lee et al, 2008), junto con que hayamos observado RAD21L en los centrómeros en las dos 
divisiones meióticas, nos indujeron a pensar que esta shugoshina también podría proteger a 
RAD21L. Para abordarlo, se llevó a cabo un estudio de RAD21L en metafases meióticas de 
ratones  Sgol2-/-Rec8-myc, generados a partir de cruzamientos entre ratones Sgol2+/- y ratones 
transgénicos para Rec8-myc. De esta forma se observó que en ausencia de SGOL2, la señal 
de RAD21L es menos intensa de lo esperado en metafase I y desaparece precozmente en 
metafase II, en vez de mantenerse en los centrómeros hasta telofase II. Dado que en nuestro 
laboratorio se ha comprobado mediante un ensayo TNT (un sistema de transcripción / 
traducción in vitro) que RAD21L es susceptible al corte por Separasa, SGOL2 podría ser 
necesaria para evitar la degradación prematura de RAD21L en anafase I, como lo es para 
REC8 (Lee et al, 2008). No obstante, esto explicaría la desaparición de RAD21L en metafase 
II, pero no su reducción en metafase I. La parcial deslocalización de RAD21L de los 
centromeros en mefafase I en ausencia de SGOL2, podría ser explicada considerando que 
SGOL2 participa en la organización de los centrómeros en diplotena, primer momento en el 
que SGOL2 se detecta en los espermatocitos (Gómez et al, 2007). De forma similar, en esta 
misma etapa RAD21L se empieza a acumular en los centrómeros, al igual que SYCP3 (Parra 
et al, 2004), la cual sufre también una reducción en los centrómeros de las metafase I Sgol2-/- 

(Llano et al, 2008). Por tanto, la carga de RAD21L y SYCP3 en los centrómeros podría ser 
dependiente de SGOL2 y además, la de RAD21L y SGOL2 podrían ser interdependientes.  
 
 Al contrario que en los machos, RAD21L y SYCP3 están ausentes de los centrómeros 
de los cromosomas de los oocitos en metafase I. Este dimorfismo sexual podría estar causado 
por el post-bloqueo de la profase I específico de la oogenesis que tiene lugar en dictiata (entre 
diplotena y diacinesis). A pesar de que el estado de dictiata se considera un lapso de 
inactividad para el oocito hasta la ovulación, en realidad es un periodo transcripcionalmente 
activo, al contrario que los estadios anteriores entre zigotena y paquitena, principalmente 
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durante el crecimiento y la foliculogénesis (Hyttel & Madsen, 1987). Esto nos sugiere que la 
descarga irreversible de proteínas que formaban parte de los AE/LEs como SYCP3 y RAD21L, 
que tiene lugar durante este periodo, se produce como consecuencia de la reorganización y 
des-condensación de la cromatina, necesario para su transcripción (Voronina & Wessel, 2003). 
La recondensación que tiene lugar en diacinesis previa a metafase I se produce partiendo de 
un estadio (dictiata) en el que los LEs del SC están ausentes, lo que imposibilita la 
relocalización centromérica que tiene lugar durante la diacinesis de los espermatocitos (este 
trabajo; Parra et al, 2004).  
 

Los ratones Rad21lΔ/Δ feno-copian la esterilidad de los Rad21l-/- 

 El bloqueo que sufren los espermatocitos Rad21l-/- en zigotena nos impidió determinar 
las posibles funciones que RAD21L lleva a cabo en estadios posteriores. Dada su localización 
en los centrómeros de los cromosomas en las dos divisiones meióticas, la pérdida de RAD21L 
podría provocar alteraciones en la segregación cromosómica que den lugar a otros problemas 
reproductivos menos severos que la azoospermia. Por ello, decidimos generar un alelo 
condicional de RAD21L que nos permitiese eliminar RAD21L ulteriormente al bloqueo de 
paquitena. Como paso previo, se comprobó que los ratones Rad21lΔ/Δ, knock-out constitutivos, 
generados mediante cruzamientos con la cepa delecionadora Sox2Cre, fenocopiaban a los 
Rad21ll-/- previamente desarrollados. Una vez confirmada la nulidad y equivalencia del nuevo 
alelo, se procedió a la generación de un ratón mutante condicional mediante cruzamientos de 
los ratones Rad21lloxP-E3-loxP/Δ con ratones Spo11-Cre, un transgénico que expresa la 
recombinasa Cre bajo el promotor de Spo11 y cuya expresión más elevada se produce en 
paquitena (Pellegrini et al, 2011). En la actualidad se está llevando a homocigosis la mutación 
condicional en presencia del transgen. 
 

RAD21L y fertilidad humana 

 Como ocurre en los ratones, la pérdida de RAD21L podría ser responsable de 
problemas de fertilidad en humanos y permanecer silenciada hasta la aparición de la 
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esterilidad, dada su aparente dispensabilidad somática. La pérdida de función de esta kleisina 
en humanos provocaría muy probablemente esterilidad masculina por azoospermia, dada la 
conservación de los procesos reproductivos fundamentales entre ratón y humanos (Liska, 
2003; Yan, 2009). Además, de producirse, la existencia de otro tipo de mutaciones que sólo 
causen una pérdida parcial de su función podría provocar alteraciones sutiles en la 
segregación cromosómica durante las divisiones meióticas dando lugar a la producción de 
gametos aberrantes. En el caso de la reproducción femenina, la falta de RAD21L podría ser la 
responsable de algunos casos de menopausia precoz vinculados a una reducción en el número 
de ovocitos (Goswami & Conway, 2005). En cuanto a las aneuploidías asociadas a la edad, 
uno de los problemas reproductivos mas importantes en salud pública, parece poco probable 
que esta kleisina pueda tener una implicación directa (Hodges et al, 2005), ya que si en 
humanos RAD21L se comporta de forma similar que en el ratón, ésta desaparece después de 
la profase I y probablemente no participe en la formación de los quiasmas ni en la cinética 
cromosómica. 
 

Los complejos de cohesionas meióticos son esenciales para la formación del AE 

En levaduras, la pérdida de Rec8 o de Smc3 (Klein et al, 1999) y mas recientemente 
en C. elegans la pérdida simultánea de sus tres kleisinas meióticas Rec8, COH-3 y COH-4 
(Severson et al, 2009), impide el ensamblaje del AE. Por el contario, en mamíferos, dado que 
los mutantes murinos de REC8 y SMC1β son capaces de ensamblar sus AE/LEs hasta 
paquitena temprana, se ha considerado que los complejos de cohesinas no son esenciales 
para ello y por tanto, su función meiótica no estaría conservada en todos los eucariotas 
(Revenkova et al, 2004; Xu et al, 2005). La identificación durante este trabajo de una nueva 
kleisina meiótica con funciones esenciales durante la gametogenesis nos permitió la posibilidad 
de testar experimentalmente esta presunción. Para ello, mediante cruzamientos genéticos se 
generaron ratones doble mutantes para REC8 y RAD21L. La eliminación de los complejos de 
cohesinas meióticos resultante provocó un bloqueo de la espermatogénesis en leptotena, que 
se reflejó histológicamente en un estadio del desarrollo epitelial IV. Los espermatocitos 
resultantes presentaron incapacidad para ensamblar sus AEs. Además, los espermatocitos 
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dKO-kls únicamente presentaron señal de RAD21 con intensidad comparable a la de los 
mutantes sencillos, mientras que no se detectó señal para las restantes subunidades meióticas 

del complejo de cohesinas SMC1β y STAG3. Estas observaciones conjuntamente con que 

SYCP2 y SYCP3 son prescindibles para que SYCP1 se ensamble (Yuan et al, 2000; Pelttari et 
al, 2001; Yang et al, 2006) y viceversa (de Vries et al, 2005), sugieren que en mamíferos los 
complejos de cohesinas serían esenciales para el ensamblaje de los elementos estructurales 
SYCP3 y SYCP2 de los AEs. Por tanto y dado que la eliminación simultánea de SYCP3 y 
SYCP1 no imposibilita la carga de las cohesinas meióticas SMC1β, REC8 y STAG3 en las 
estructuras axiales residuales (Kouznetsova et al, 2011), los complejos de cohesinas meióticos 
de mamíferos no sólo forman parte del SC, sino que son la estructura principal del mismo.  
 

Los complejos de cohesinas meióticos son prescindibles para la cohesión 

Los complejos de cohesinas son esenciales para el establecimiento de la cohesión en 
fase S y su mantenimiento hasta anafase (Sumara et al, 2000; Waizenegger et al, 2000; 
Uhlmann, 2003). En consecuencia, la pérdida de dos de sus tres kleisinas podría afectar al 
establecimiento de la cohesión y a su mantenimiento en los meiocitos o a la replicación de los 
pre-meiocitos. Sin embargo, y como se demostró con la presencia de la población 4n de 
espermatocitos mediante el análisis por FACs de las poblaciones celulares de los tubulos 
seminiferos del doble mutante, la ablación genética de los complejos de cohesinas meióticos 
no impide la replicación del DNA en los pre-meiocitos. Asimismo, mediante FISH con dos 
sondas pericentroméricas del X y del Y se descartó que hubiese pérdida de cohesión de las 
cromatidas hermanas en los espermatocitos bloqueados. Estos resultados concuerdan con que 
RAD21L no forma parte de los complejos de cohesinas implicados en cohesión y con que los 
espermatocitos bloqueados Rec8-/- no presenten más de 40 señales centroméricas (Bannister 
et al, 2004; Xu et al, 2005). Por tanto, aunque REC8 y SMC1β mantengan la cohesión 
centromérica en meiosis, es posible que éstas no establezcan cohesión hasta después de 
paquitena, ya que los espermatocitos bloqueados Smc1β-/-, al igual que los Rec8-/-, tampoco 
muestran más de 40 señales centroméricas (Revenkova et al, 2004). Por otra parte, en el caso 
de que en mamíferos se produzca un apareamiento entre cromátidas similar al apareamiento 

115 
 



DDiissccuussiióónn  
 
 

somático que tiene lugar entre homólogos en células meióticas tempranas de levaduras (Brar 
et al., 2009), imposibilitaría distinguir la pérdida de cohesión en un bloqueo tan prematuro como 
leptotena. 
  

El inicio de la recombinación homóloga es dependiente de los complejos de cohesinas 
meióticos 

 Dado que los procesos de recombinación meiótica se encuentran estrechamente 
relacionados con el ensamblaje de los AE/LEs, se abordó su estudio haciendo uso del mutante 
deficiente en kleisinas meióticas. El análisis de los DSBs en los meiocitos del dKO-kls medido 
indirectamente a través de la IF con γH2AX, reveló una intensidad fluorescente similar a la de 
un meiocito silvestre. Por tanto, esta observación constituye la primera evidencia de que los 
complejos de cohesinas meióticos de mamíferos son prescindibles para la función de SPO11 al 
inicio de la meiosis. Esto coincide con la observación citológica de que las DSBs en los 
espermatocitos de ratón se generen antes de que las cohesinas sean detectadas a lo largo de 
los AEs (Mahadevaiah et al, 2001). Seguidamente, analizamos la carga de las proteínas que 
integran la maquinaria de recombinación temprana e intermedia en ausencia de cohesinas 
meióticas. Los análisis por IF  llevados a cabo en los espermatocitos bloqueados dKO-kls 
mostraron un menor número de focos de RAD51 que en los wt, pero igual número de focos de 
DMC1, probablemente debido a defectos en el inicio de la recombinación homóloga. Ambas 
proteínas, RAD51 y DMC1, son las dos recombinasas que forman los filamentos de 
nucleoproteínas que inician la invasión del cromosoma homólogo y la recombinación en 
meiosis (Tarsounas et al, 1999). Por tanto, el hecho de que DMC1 no esté alterada sugiere que 
ambas recombinasas están reguladas por mecanismos diferentes que pueden ser 
genéticamente diseccionados. Además, la presencia de focos de DMC1 en ausencia de 
cohesinas meióticas es una prueba indirecta de que las DSBs que se observan en los 
espermatocitos bloqueados se llevaron a cabo de forma específica por la endonculeasa 
SPO11.  
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 A pesar de que RPA es una proteína característica de nódulos intermedios, los cuales 
aparecen en estadios meióticos mas avanzados que leptotena (Ashley et al, 2004), los 
espermatocitos dKO-kls presentaron un mayor número de focos de RPA que los wt. Esta 
acumulación prematura de RPA puede ser debida a que el defecto en la carga de RAD51 en 
los extremos 3´ provoque su acumulación, ya que RPA se une a los extremos 3´ justo después 
de la resección y rápidamente es desplazada por RAD52 para permitir la unión de RAD51 a 
RAD52 en esas regiones (Summers et al, 2011). De forma similar, en otros mutantes con 
pérdida de función de proteínas de reparación/recombinación como TRIP13/PCH2, TEX15 y 
BRCA2 también se ha descrito una reducción de RAD51 y un incremento de RPA en los 
espermatocitos (Roig et al, 2010; Yang et al, 2008; Sharan et al, 2004). Por tanto, la carga de 
RAD51 en las DSBs podría ser dependiente de otras proteínas de reparación/recombinación y 
éstas a su vez depender de las cohesinas meióticas. 
 

El bloqueo en estadío IV es independiente del estadio citológico de los espermatocitos 

 
 La deficiencia simultanea de RAD21L y REC8 provoca un bloqueo de la meiosis en 
estadio epitelial IV y el arresto de los espermatocitos en el estadio citológico de leptotena. Este 
arresto es el más temprano descrito hasta la fecha en modelos de ratones con pérdida de 
función de cohesinas (Revenkova et al, 2004; Xu et al, 2005), proteínas del SC (Yuan et al, 
2000; de Vries et al, 2005; Yang et al, 2006; Shin et al, 2010) o proteínas de 
reparación/recombinación (de Vries et al, 1999; Pittman et al, 1998). Sin embargo, 
independientemente de que el arresto meiótico tenga lugar en leptotena, zigotena (Yoshida et 
al, 1998; de Vries et al, 1999) o paquitena (Baudat et al, 2000; Schramm et al, 2011), la 
eliminación de los espermatocitos mutantes bloqueados por apoptosis siempre se produce en 
el estadio IV. En este sentido, la visión más aceptada defiende que los meiocitos cuentan con 
un mecanismo de regulación autónomo que induce la entrada en apoptosis si en paquitena el 
espermatocito tiene defectos de sinapsis que bloquean la formación del cuerpo sexual. En 
referencia a esto, se ha postulado que defectos en el MSCI podrían ser los responsables de la 
eliminación de los espermatocitos bloqueados en estadio IV, debido a que la no inactivación 
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del cromosoma Y conlleva la expresión de genes proapoptoticos presentes en este  
cromosoma,  lo que induciría la entrada en apoptosis (Burgoyne et al, 2009, Royo et al, 2010, 
Vernet et al, 2011). Alternativamente, puede también pensarse que las señales que inducen la 
entrada en apoptosis no dependan exclusivamente del espermatocito. Dado que la 
espermatogénesis tiene lugar a expensas de las células de Sertoli (Mancini et al, 1967), es 
posible que éstas participen en el control de calidad que tiene lugar durante la 
espermatogenesis y/o que el estadio IV sea el momento en el cual se requiera un intercambio 
de señales entre el espematocito y la célula de Sertoli para proseguir con su maduración, de tal 
forma que los espermatocitos bloqueados sean incapaces de responder a dichas señales, lo 
que dispararía su entrada en apoptosis (Barchi et al, 2005). 

 

SGOL2 no es esencial en ausencia de Securina 

 En mamíferos, Securina es prescindible para la cohesión de células somáticas y para 
la supervivencia del organismo (Mei et al, 2001; Wang et al, 2001; Pfleghaar et al, 2005), a 
pesar de que por su función como inhibidor de Separasa hasta anafase podría pensarse que 
es esencial (Ciosk et al, 1998; Waizenegger et al, 2000; Nagao et al, 2004). En S. cerevisiae, 
Securina tampoco es esencial para la vida (Yamamoto et al, 1996). Además, en este 
organismo Separasa está regulada por otro mecanismo de inhibición independiente de 
Securina mediado por Sugoshina-1 y PP2Acdc55 (Clift et al, 2009). Teniendo en cuenta este 
doble mecanismo de regulación, se abordó el desarrollo de un ratón doble mutante para 
SGOL2 y Securina en busca de un posible mecanismo de inhibición similar en el ratón. Sin 
embargo, la pérdida simultánea de ambas proteínas no provocó letalidad ni defectos 
fenotípicos severos, lo que sugiere que SGOL2 no está inhibiendo a Separasa en células 
somáticas de ratón. Por tanto, Separasa se encontraría regulada por los dos mecanismos 
previamente conocidos; a través de su inhibidor Securina, y por fosforilación de sus residuos 
Ser 1121 y Thr 1341 dependiente del complejo CDK1/Ciclina B (Stemmann et al, 2001; Gorr et 
al, 2005), aunque en las células germinales primordiales del ratón se ha reportado que la 
inhibición de Separasa se lleva a cabo sólo por fosforilación (Huang et al, 2008).    
 

118 
 



DDiissccuussiióónn  
 
 

Los machos Sgol2-/-Pttg1-/- muestran los mismos defectos en la espermatogénesis que 
los Sgol2-/-  

Los ratones Sgol2-/- y Sgol2-/-Pttg1-/- generados mediante cruzamientos genéticos de 
los mutantes sencillos fueron aparentemente normales aunque presentaron infertilidad (Llano 
et al, 2008). En ausencia de SGOL2, los complejos de cohesinas centroméricos son eliminados 
prematuramente por Separasa en anafase I. En consecuencia, en metafase II las cromátidas 
hermanas carecen de la cohesión centromérica, lo que da lugar a una ausencia de tensión que 
impide que los cromosomas se alineen en placa (Bernard et al, 2001; Kitajima et al, 2004; 
Rabitsch et al, 2004). Como consecuencia, en las metafases II de estos mutantes las proteínas 
del SAC BUBR1, implicada en la activación del MCC (Chao et al, 2012) y CENP-E, que 
estabiliza los microtúbulos capturados por los cinetocoros (Parra et al, 2002; Weaver et al, 
2003), se mantienen localizadas en los centrómeros. A pesar de esta activación crónica del 
SAC, casi la mitad de los espermatocitos sobrepasan el bloqueo y tras una anafase II 
aberrante finalmente dan lugar a espermatozoides morfológicamente normales, pero con un 
contenido cromosómico casi aleatorio (1 a 40 cromátidas) (Llano et al, 2008). De igual forma, la 
ausencia de Securina en un fondo genético nulo para SGOL2 provocó perdida de cohesión en 
metafase II que dio lugar a anafases/telofases II con retrasos de los cromosomas, a un reparto 
no equitativo del material genético y finalmente a gametos aneuploides. A pesar de que por 
azar estos mutantes puedan producir espermatozoides euploides, su proporción 
probablemente sea tan baja que la probabilidad de que fecunden un óvulo es casi nula, lo que 
explicaría que los machos Sgol2-/- y Sgol2-/-Pttg1-/- sean estériles.     
 

La ausencia de Securina provoca aneuploidías en los espermatozoides del ratón  

 Los ratones Pttg1-/- son fértiles, aunque presentan hipoplasia del testículo (Wang et al, 
2001). A pesar de que en levaduras Securina está involucrada en la reparación del DNA 
(Nagao et al, 2004), en la formación de las DSBs, en la recombinación homóloga y en la 
formación del SC (Cooper et al, 2009), los espermatocitos Pttg1-/- no mostraron ningún defecto 
notable en el apareamiento, sinapsis, recombinación y desinapsis durante la profase I. El 
análisis ulterior que se llevó a cabo mediante FISH utilizando una sonda del cromosoma X y 
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otra del cromosoma Y que permitía seguir la segregación de un bivalente durante la 
gametogenesis, , mostró un 10 % de gametos aneuploides. Las células más tempranas en las 
que se observaron aneuploidías fueron las espermátidas redondas. El patrón de señales FISH 
que se observó, 2 señales del X, 2 señales del Y o ninguna señal por célula, únicamente es 
compatible con que los errores de segregación ocurran durante la segunda división meiótica. 
De acuerdo con ello, el análisis de las divisiones meióticas mostró defectos durante la segunda 
segregación, debido a la no disyunción de algunas cromátidas hermanas en una pequeña 
proporción de divisiones, pero no en metafase-anafase I. Dado que en las metafases II 
deficientes en Securina no se observaron cromátidas sueltas, que sus cromosomas alinean 
adecuadamente en placa y que durante anafase/telofase II no se produce retraso de los 
cromosomas ni micronúcleos, Securina es prescindible para mantener la cohesión de los 
cromosomas en meiosis, al igual que ocurre en fibroblastos y células ES de ratón (Mei et al, 
2001; Wang et al, 2001; Huang et al, 2005). Sin embargo, nuestros trabajos mostraron que en 
ausencia de Securina se producen defectos en la organización de los centrómeros durante la 
intercinesis, y probablemente por eso, los espermatocitos del mutante presentan SYCP3 
centromérica hasta telofase II, mientras que en los wt está ausente desde prometafase II. Por 
tanto, es posible que en el ratón Pttg1-/- las aneuploidías surjan como consecuencia de los 
defectos en la remodelación centromérica que tiene lugar en intercinesis.  
 

Previamente y en base a su localización, se ha sugerido que SYCP3 podría estar 
implicada en la mono-orientación durante la primera división meiótica (Parra et al, 2004) y en 
ese caso, su eliminación de los centrómeros a partir de intercinesis probablemente promovería 
la bi-orientación. No obstante, el hecho de que sólo una pequeña proporción de anafases II del 
mutante sufran defectos de segregación, considerando que todas las metafases II observadas 
mostraron señal de SYCP3, sugiere que la permanencia de SYCP3 no provoca la no 
disyunción de los cromosomas por este mecanismo. Sin embargo, la acumulación de esta 
proteína y, de forma más general, la desorganización de otras proteínas centroméricas, 
podrían dificultar el anclaje de los microtúbulos en prometafase II, lo que explicaría la 
prolongación de esta etapa en los mutantes. Además, una pequeña fracción de las metafases 
II podría ser más susceptible a estos defectos en los centrómeros, lo que provocaría las 

120 
 



DDiissccuussiióónn  
 
 

anomalías en la segregación. En caso de que así fuera, las cromátidas hermanas que migran 
hacia el mismo polo lo harían por mono-orientación mediada por anclajes sintélicos de los 
microtúbulos (Yuan et al, 2010). De forma adicional, las alteraciones en la remodelación de los 
centrómeros podrían disminuir la accesibilidad de REC8 frente a las kinasas CK1 y DDK o 
frente a Separasa. En cualquier caso, y dado que los espermatocitos Sgol2-/-Pttg1-/- no 
presentan las alteraciones de los ratones Pttg1-/- en los centromeros, la función que desempeña 
Securina en su remodelación probablemente es dependiente de los complejos de cohesinas 
con REC8 y/o RAD21L. De acuerdo con ello, es posible que Securina participe en la 
eliminación o relocalización de SYCP3 en intercinesis, la cual se ensambla sobre las 
cohesinas, como hemos mostrado en el ratón dKO-kls. En consecuencia, en los 
espermatocitos mutantes para Securina, SYCP3 perduraría hasta telofase II y en los Sgol2-/-

Pttg1-/-, al no haber cohesinas a partir de metafase I, la reorganización de SYCP3 no se llevaría 
a cabo.  

 En conclusión, nuestros estudios han revelado que RAD21L, una nueva kleisina 
meiótica recientemente identificada en nuestro laboratorio, es esencial para la 
espermatogénesis y está asociada a insuficiencia ovárica prematura en el ratón. A pesar de 
que los datos obtenidos han sugerido que RAD21L no está implicada en cohesión, su 
localización y/o permanencia en los centrómeros es dependiente de SGOL2. Además, hemos 
demostrado que los complejos de cohesinas meióticos son esenciales para el ensamblaje de 
los AEs y el SC en mamíferos y, por tanto, que esta función está conservada evolutivamente 
desde levaduras. De forma adicional hemos comprobado que la falta de Securina provoca 
aneuploidías en un 10 % de los espermatozoides y que probablemente parte de su función es 
dependiente de complejos de cohesinas meióticos.  

 
 Nuestros resultados suponen un pequeño paso más para el desciframiento de los 
mecanismos moleculares que integran la meiosis del ratón. Dado que la meiosis humana no 
puede ser analizada funcionalmente de forma directa, la mejor alternativa actual para 
profundizar en su conocimiento es, sin duda, a través de la extrapolación de los resultados 
obtenidos con modelos murinos mutantes. En este sentido, Rad21l y Sgol2 pueden añadirse 
como genes candidatos a la larga lista de infertilidades humanas huérfanas y como posibles 
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dianas en programas para el desarrollo de nuevos métodos anticonceptivos masculinos. 
Asímismo, la posible existencia de mutaciones que provoquen la pérdida parcial de función en 
SGOL2, RAD21L o de alteraciones que provoquen la pérdida total de función de Securina 
podrían ser responsables de una fracción de las aneuploidías congénitas humanas.  
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1. RAD21L es una kleisina meiótica que forma complejos de cohesinas in vivo al menos con las 

subunidades STAG3 y SMC1α.  
 
2. RAD21L es la única subunidad del complejo de cohesinas que se ha detectado en la 

cromatina del cuerpo sexual y en telofase II. 
 
3. La pérdida de RAD21L provoca esterilidad completa en los ratones macho y esterilidad 

precoz en las hembras.   
 
4. RAD21L es esencial para la sinapsis y para la formación de quiasmas en los machos y su 

deficiencia provoca un bloqueo de la espermatogénesis en zigotena. 
 
5. RAD21L es prescindible para la sinapsis en las hembras, pero su ausencia provoca una 

reducción en la dotación de folículos primordiales. 
 
6. Los complejos de cohesinas meióticos forman la estructura principal para el ensamblaje 
   del AE, el SC y la recombinación homóloga en mamíferos. 
 
7.  La carga y/o permanencia de RAD21L en los centrómeros de los cromosomas meióticos es 

en parte dependiente de SGOL2. 
 
8. La doble deficiencia de SGOL2 y Securina es viable en el ratón. 
 
9. La deficiencia de Securina provoca aneuploidías en los espermatozoides por la no    

disyunción de cromátidas hermanas durante la segunda división meiótica. 
 
10. La función de Securina en la reorganización de los centrómeros en intercinesis es 

probablemente dependiente de complejos de cohesinas meióticos.  
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During meiosis, two successive rounds of chromosome segrega-
tion occur with a single round of replication, which leads to the 
production of haploid gametes from diploid progenitors.1 This 
ploidy reduction is achieved by meiosis-specific events such as 
pairing, synapsis, crossing over between homologs, suppression 
of sister centromere separation during the meiosis I (reductional 
division) and separation of sister chromatids in meiosis II (equa-
tional division). Sister chromatid cohesion is mediated by a ring-
shaped proteinaceous complex named the cohesin complex (CC), 
which entraps the sister chromatids from its establishment at the 
S-phase of the cell cycle until its opening at the onset of ana-
phase.2-5 The distinct patterns of chromosome dynamics between 
mitosis and meiosis II (biorientation) and meiosis I (monoritenta-
tion) stem in part from a meiosis-specific mechanism of protec-
tion of the centromeric cohesion6,7 and from differences in the 
composition of the CC between the somatic and the germline 
lineages.

The mammalian CC is composed of four proteins: two mem-
bers of the family of structural maintenance of chromosome 
proteins (SMC1α and SMC3 at mitosis, and SMC1α or SMC1b 
and SMC3 at meiosis), one α-kleisin subunit (SCC1/RAD21 at 

Meiosis is a fundamental process that generates new combinations between maternal and paternal genomes and haploid 
gametes from diploid progenitors. Many of the meiosis-specific events stem from the behavior of the cohesin complex 
(CC), a proteinaceous ring structure that entraps sister chromatids until the onset of anaphase. CCs ensure chromosome 
segregation, participate in DNA repair, regulate gene expression, and also contribute to synaptonemal complex (SC) 
formation at meiosis by keeping long-range distant DNA interactions through its conserved structure. Studies from yeast 
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RAD21L interacts with other cohesin subunits such as SMC1α, SMC1b, SMC3 and with the meiosis-specific STAG3 protein. 
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view of REC8 as the only specific meiotic α-kleisin.
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mitosis and/or REC8 at meiosis) and a HEAT repeat domain 
protein (STAG1 or STAG2 at mitosis and STAG1, STAG2 or 
STAG3 at meiosis).8,9 This proteinaceous complex is supposed to 
form a tripartite ring that can be cleaved at the α-kleisin subunit 
(either RAD21 or REC8) by the action of separase.8 The activ-
ity of this protease plays a crucial function in the metaphase to 
anaphase transition.9 In addition to the structural components 
of the CC, there are several cohesin-interacting proteins that 
regulate the dynamics of CC such as PDS5 (two paralogs exist 
in mammals PDS5A and PDS5B), WAPAL, Sororin, the loading 
factor NIPBL/SCC2, the lysine acetylases ESCO1/ESCO2 and 
the yeast lysine deacetylase Hos1.10-12

An important aspect of the cohesins in meiosis, apart from its 
function in chromosome dynamics, is related to their contribu-
tion to the assembly of the SC and eventually, in the generation 
of the axis-loop structure of meiotic chromosomes, which sup-
ports synapsis, recombination and segregation.13-15 The assembly 
of the axial element (AE) of the SC after DNA replication is one 
of the earliest events of meiosis. In mammals, the cohesin sub-
units RAD21, REC8, SMC3, SMC1α, SMC1b and STAG3 and 
WAPAL decorate the AEs of the SC from its assembly at leptotene 
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meiosis-specific STAG3 but not with STAG1/2. The Rad21l 
transcript is detected by northern blot analysis only in testis. 
Accordingly, RAD21L protein is expressed in mouse meiocytes 
localizing to the AEs/LEs of the SC.

Results and Discussion

Based on the existence of paralogs for most of the cohesin sub-
units in mammals, and given the fact that other species such as 
C. elegans have five different kleisins, we searched for paralogs 
of the RAD21/REC8 in silico using their conserved N-terminal 
and C-terminal domains (see Methods). A new ORF encod-
ing for a new protein was obtained from mouse and human by 
RT-PCR (552 and 556 residues respectively, accession numbers 
HQ603827 and HQ603828) of RNAs from testis and from the 
MCF7 cell line respectively. Recently, it has been annotated by 
the Ensembl as Rad21l (BC171911 Gene Bank). Herein, we will 

to the full synapsed lateral elements (LEs) at pachytene.16-21 It is 
not until diakinesis when most of the structural components of 
the AEs/LEs are partially removed including cohesins.22 Based 
on the inability of yeast Rec8 mutants and meiotic-kleisin-defi-
cient C. elegans (Rec8, COH-3 and COH-4) to form AEs, it is 
becoming widely accepted that cohesins play a pivotal role in the 
AE assembly.23,24 However, this requirement is not so evident in 
mammals since it has been observed that REC8-deficient mice 
are able to assemble AEs in male and female meiocytes.25 This 
fact has been attributed to the coexpression of several α-kleisins in 
mammalian meiocytes, as is the case for C. elegans, which would 
be masking the essential and conserved function of cohesins in 
AE assembly.24 In this work we describe the molecular cloning 
and biochemical characterization of RAD21L, a novel mam-
malian protein of the CC with homology to the RAD21/ REC8 
α-kleisin subfamily. This novel α-kleisin interacts with other 
cohesin subunits such as SMC1α, SMC1b, SMC3 and with the 

Figure 1. Alignment of the three members of the α-kleisin family (RAD21L, RAD21 and REC8) from mouse (Mm) and human (Hs). The mouse and 
human ORFs of RAD21L, RAD21 and REC8 were translated and the proteins aligned using CLUSTAL. The mouse RAD21L protein has 56% similarity 
(41% identity) with mouse RAD21 and 35.7% similarity (21% identity) with mouse REC8 and contains the two Pfam domains present in RAD21/REC8 
α-kleisins; the so-called “RAD21/REC8 N-terminus domain” (expanding from residues 1 to 111) and a C-terminus domain named “Conserved region of 
RAD21/REC8 like proteins” (expanding from residues 496–548 in the mouse). These domains are underlined. The regions deleted in the mutant mouse 
proteins Δ345,365RAD21L and Δ372,392RAD21 are bolded and underlined in the corresponding sequence.
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use the name RAD21L. The mouse RAD21L protein shows 
56% similarity with mouse RAD21 and 35.7% similarity with 
mouse REC8, and contains the two Pfam domains present in 
RAD21/REC8 α-kleisins (Fig. 1). In its paralog RAD21, these 
domains interact with the head of SMC1α/b and SMC3, locking 
the CC (Fig. 2A).

In order to determine the Rad21l transcription pattern in 
mouse, we carried out RT-PCR of RNAs from different mouse 
tissues. The amplified product, indicative of positive transcrip-
tion, was obtained in testis, intestine, brain, bone marrow, 
cerebellum and ovary (Fig. 2B). Given the non-quantitative 
measurement of this RT-PCR procedure (35 cycles), we under-
took a quantitative analysis by a classical northern blot technique 
of these positive tissues. The results obtained showed only a 
transcript of RAD21L in testis (3.5 Kbs approximately), being 
undetectable in the remaining tissues (Fig. 2C). Since oocytes 
are not the predominant cell type in whole ovary extracts, we can 
not rule out that oocyte could also express RAD21L at moderate 
levels (see below). From these results, we conclude that RAD21L 
is expressed very weakly in a variety of somatic tissues, being 
the testis the only organ with a moderate level of transcription. 
Interestingly, this situation is also mirrored in the pattern of 
transcription of REC8 (which is widely accepted to be meiosis-
specific) in somatic tissues with an unknown function such as in 
thymus (www.symatlas.org). Taking together our results of the 
transcription analysis of RAD21L, we anticipate that this novel 
α-kleisin could be playing a major reproductive function in the 
mouse.

Given the absence of cellular models in the male germline 
that enable studies of gain and loss of function, we first made 
use of a heterologous system. Human Embryonic Kidney (HEK) 
293T cells were transiently transfected with an expression plas-
mid encoding RAD21L tagged at the N terminus and sub-
jected to immunoprecipitation (IP). The two prominent bands 
obtained were identified by mass spectrometry as SMC1α and 
SMC3 (Fig. 3A). The efficiency and specificity of the immuno-
precipitated proteins were comparable using an expression vector 
of Rad21. The reciprocal interaction was validated by western 
blot (Fig. 3B). Similarly, RAD21L was also able to interact with 
SMC1b as well as with SMC1α (Fig. 3C and D). In order to 
validate the observed interactions using this overexpression 
model, we confirmed that transfected RAD21L was targeted to 
the nucleus and bound to chromatin in a way similar to that 
expected for a cohesin subunit (Fig. 3E and F).

Aside from the structural subunits of the CC, several addi-
tional above mentioned regulatory factors such as PDS5 and 
WAPAL have been demonstrated to play important roles in 
the dissociation of most cohesins from sister chromatids at the 
mitotic prophase in the so-called sister chromatid resolution.26,27 
Recently, the region of interaction of STAG1 with RAD21 
has been mapped and proposed to be needed for the assembly 
and function of WAPAL to the CC.28 Thus, we next sought to 
examine whether RAD21L is also able to interact with these 
subunits. For this purpose, we transiently expressed Rad21l 
in HEK 293T cells as well as two novel engineered expressing 
vectors with deletions at the region of interaction of RAD21 

Figure 2. Model of the cohesin complex and mouse tissue expression 
pattern of Rad21l. (A) Schematic representation of the ring-like model of 
the mammalian CC and the cohesin-regulator WAPAL. In the ring model 
of the CC two members of the SMC family (SMC1α/b and SMC3) associ-
ate with one α-kleisin subunit that closes the ring (RAD21 or REC8) and 
with a HEAT repeat domain protein (STAG1, STAG2 or STAG3). (B) RT-PCR 
of RNAs from the indicated mouse tissues was analyzed by agarose gel 
electrophoresis using primers S2 and AS2 to amplify a 352 bp fragment 
of Rad21l. RT-PCR of a fragment of the b-Actin RNA was used as control. 
(C) Tissue expression of murine Rad21l by northern blot.
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SMC3 and STAG3 in testis extracts29,30 which is also the tissue 
found to express the new protein.

Given that all the cohesin subunits are expressed simultane-
ously in testis, is very plausible that different CCs could coexist 
within the same cell at the same time following the tetrapartite 
ring model: SMC1(α or b)-SMC3-α-Kleisin(RAD21, REC8 
or RAD21L)-STAG(1, 2 or 3) suggesting specific CC program 
during mammalian meiosis. From our results, we provide experi-
mental evidences showing that RAD21L is able to constitute a 
meiotic-specific CC with SMC3-SMC1α/b-STAG3.

Finally, we analyzed the genetic relationship of RAD21L with 
their paralogs RAD21 and REC8 by using an in silico analysis of 
sequenced genomes from sea urchin to humans. This evolutionary 
analysis shows that RAD21L is most likely a paralog of RAD21 
and is present from bony fish to mammals including reptiles and 
birds but was lost by the amphibian lineage (Fig. 7). From this 
analysis, it is interesting to also note the surprising absence of 
REC8 in the avian lineage, which suggests that RAD21L could 
have functionally replaced the meiotic function of REC8.

In summary, we provide evidences that RAD21L is a new 
α-kleisin related with RAD21 which is only expressed at mod-
erate levels in spermatocytes/oocytes. Given the localization of 
RAD21L at the AEs/LEs of the SC during prophase I and its abil-
ity to interact specifically with the meiotic-specific STAG3, we 
suggest that this α-kleisin participates in the composite molecu-
lar processes that are sustained by the SC such as DNA-looping 
and compaction, pairing, synapsis and recombination. The func-
tional analysis of a gene-targeted mutation of RAD21L in mouse 
will undoubtedly shed light on the role that this α-kleisin plays 
in mammalian gametogenesis.

Methods

Identification and molecular cloning of a novel paralog of the 
RAD21/REC8 family of proteins. In silico search (tBlastn) 
with the conserved ~30 residues N-terminal and ~40 residues 
C-terminal domains of the REC8 and RAD21 proteins against 
the genome databases of mouse and human, identified two puta-
tive exons (corresponding to the ATG and STOP codons) pres-
ent in most mammals, separated apart in the mouse by 23 Kbs 
of genomic sequence. Rad21l ORF was PCR amplified from 
cDNA obtained from mouse testis using the following prim-
ers S1 5'-ATG TTC TAC ACT CAT GTG CTT ATG-3' and 
AS1 5'-TCA CAT CTT ATA GAA CAT TGG TCC C-3'. The 

with STAG128 and at the corresponding homologous region of 
RAD21L (Δ

345,365
Rad21l and Δ

372,392
Rad21). We did not observe 

interaction of RAD21L/ Δ
345,365

RAD21L with STAG1 and/or 
STAG2 nor with WAPAL, whereas RAD21 was able to interact 
with these proteins and its negative control (Δ

372,392
RAD21) was 

not, further supporting the specificity of our assay (Fig. 4A–C). 
Owing to the tetrapartite structure of the cohesin core complex 
and to the expression of RAD21L at testis, we asked whether 
STAG3 could be the HEAT repeat domain protein that inter-
acts with this new α-kleisin. Interestingly, RAD21L was able to 
interact with STAG3 (Fig. 5A). This interaction is also observed 
with RAD21 and is not mediated via the same domain that 
interacts with STAG1/ STAG2. In order to validate these interac-
tions in vivo, we carried out IP using antibodies directed against 
RAD21L in testis extracts. SMC3, SMC1b and STAG3 but not 
STAG1 were co-precipitated with RAD21L. Similarly, RAD21L 
were co-precipitated with SMC1α and SMC3 (Fig. 5B and C). 
Taken together, we thus conclude that the new α-kleisin 
RAD21L is able to interact with SMC1α/b, SMC3 and STAG3 
as a new bona fide element of the CC (Fig. 5D) but with dis-
tinctive properties such as its inability to interact with STAG1, 
STAG2 and WAPAL.

We next determined the subcellular localization of RAD21L 
in meiocytes using two antibodies raised against the C-terminus 
end of the protein (see Methods for details). To do that, we car-
ried out an analysis of mouse spermatocytes/oocytes spreads 
using immunofluorescence (IF) colocalization of RAD21L and 
SYCP3, a structural component of the AEs/LEs that enables 
meiosis staging. The results showed that RAD21L is located at 
the AEs and LEs of spermatocytes and oocytes (Fig. 6), similarly 
to other cohesin subunits such as REC8 and RAD21.17,19 Thus 
endogenous RAD21L protein is detected and locates to the SC of 
both spermatocytes and oocytes.

These conclusions are consistent with two very recent reports 
(appeared while this manuscript was being edited) using other 
reagents and strategies.29,30 In these studies, the same ORF was 
also identified. The protein, named RAD21L by these two inde-
pendent groups, is likewise shown to be located at the AEs/LEs 
of the SC of spermatocytes and oocytes.29,30 In these works, the 
pattern of transcription is restricted to reproductive tissues and 
no transcription was detected in somatic tissues. These discrep-
ancies with our study could be due in part to different sensitivi-
ties between the RT-PCR assays. Nevertheless, in both reports, 
the protein RAD21L is also showed to interact with SMC1α/b, 

Figure 3 (See opposite page). Biochemical characterization of RAD21L and nuclear localization of the overexpressed protein. HEK 293T cells were 
transfected or cotransfected with the indicated expression vectors or empty vector. IP was performed with the indicated antibody. Input (20 μg) 
and IP samples were resolved by SDS-PAGE and silver stained (SILVER) or western-blotted (WB) with the indicated antibody. Immunoprecipitation of 
Flag-RAD21/Myc-RAD21 was used in all the experiments as positive control. (A) The two endogenous proteins that immunoprecipitate with Flag-
RAD21L and Flag-RAD21 (positive control) were analyzed by mass spectrometry showing to be SMC1α and SMC3. (B) Endogenous SMC1α and SMC3 
immunoprecipitate transfected Flag-Rad21 and Flag-Rad21L. (C) RAD21L immunoprecipitates with Flag-SMC1β. (D) RAD21L interacts with either 
SMC1α or SMC1β. Cells were cotransfected with Rad21l together with Myc-Smc1α and/or Flag-Smc1β. IP was performed with anti-RAD21L, anti-Myc or 
anti-Flag and was analyzed by immunoblotting with the indicated antibody. (E) Nuclear localization of RAD21L. IF detection of transfected RAD21L 
in HEK 293T cells with an antibody against RAD21L. Nuclei were counterstained with DAPI. (F) Transfected RAD21L is found in the chromatin-bound 
fraction. HEK 293T cells were transfected with Flag-Rad21l and chromatin was isolated and digested with micrococcal nuclease to release chromatin-
bound proteins. Both nuclear-soluble fraction (soluble) and chromatin-bound fraction (chromatin) were resolved by SDS-PAGE and blotted with anti-
Flag. Antibody against Lamin A/C was used as positive control of the soluble fraction. EV, Empty vector; IP, Immunoprecipitation; WB, western blot; 
R21, α-RAD21; L, α-RAD21L; IgG, negative control with whole rabbit or mouse IgG.
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Accession numbers HQ603827 and HQ603828) which have 
been recently annotated by the Ensembl and named Rad21l 
(BC171911). The gene is composed of 13 exons and spans over 
26 and 23 kbs in human and mouse genomes respectively and is 
located in a syntenic chromosomal segment at 20p13 and 2G3.

human Rad21l ORF was reverse amplified from RNA extracted 
from the MCF7 cell line using the S2 5'-CAG GCA ACA TGT 
TCT ACA CAC ATG T-3' and AS2 5'-CAG AAA TTC CAG 
TGA TGC CAT AAA T-3' primers. The human and murine 
ORFs encode for proteins of 552 and 556, respectively (residues 

Figure 4. STAG1, STAG2 and WAPAL do not interact with RAD21L. HEK 293T cells were transfected or cotransfected with the indicated expression vec-
tors or empty vector. IP was performed with the indicated antibody. IP samples were resolved by SDS-PAGE and western-blotted with the indicated 
antibody. Immunoprecipitation of Flag-Δ372,392RAD21 was used as negative control in the co-immunoprecipitation with STAG1 and STAG2. Flag-
RAD21L does not immunoprecipitate HA-STAG1 (A), Flag-STAG2 (B) and Flag-WAPAL (C). EV, Empty vector; IP, Immunoprecipitation; WB, western blot; 
R21, α-RAD21; L, α-RAD21L; IgG, negative control with whole rabbit or mouse IgG; Rad21Δ, Δ372,392 RAD21; Rad21lΔ, Δ345,365 RAD21L.
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showed to specifically recognize RAD21L and did not cross-
react neither with RAD21 or REC8. Both RAD21 and REC8 
were detected simultaneously with an epitope tagged at either 
N or C  terminus to validate that they were successfully trans-
fected and expressed. Both antibodies were used to validate the 
results of the IF and IP data presented throughout this work.

Immunoprecipitation and antibodies. HEK 293T cells 
were transiently transfected and whole cell and nuclear extracts 
were prepared and cleared with protein G Sepharose beads (GE 
Healthcare) for 1 h. Antibody was added for 2 h and immuno-
complexes were isolated by adsorption to protein G Sepharose 
beads for 1 h. After washing, beads were loaded on reducing 8% 
polyacrylamide SDS gels and proteins were detected by western 
blotting with the indicated antibodies or silver staining followed 
by mass spectrometry of the excised and digested bands of interest. 
Coimmunoprecipitation of WAPAL with cohesins was analyzed 
using ditiobis succinyl propionate (DSP, 1 mg/ml 10' at 37°C) 
to stabilize their labile protein complexes.31 Immunoprecipitation 
of the endogenous protein was performed using whole extracts 
of testis as previously described in reference 32, but with the 
addition of 5 mM b-mercaptoethanol. Immunoprecipitations 
were performed using rabbit αRAD21L AP IgG (1:500), rab-
bit αRAD21L ARP IgG (1:500), mouse αFlag IgG (5 μg; 
F1804, Sigma-Aldrich), rabbit αMyc Tag IgG (4 μg; #06-549, 
Millipore), rabbit αRAD21 IgG K854,33 (1:500), rabbit αSMC1α 
serum K988,34 (1:250), rabbit αSMC3 serum K987,35 (1:250), 

Generation of plasmids. Full-length cDNAs encoding 
Rad21l, Rad21 and Wapal were RT-PCR amplified from murine 
testis RNA. Smc1β and Stag1 cDNAs were obtained from an 
IMAGE cDNA clone. Full-length cDNAs were cloned into the 
pcDNA3, pcDNA3 x2Flag, pCEFL HA or pcDNA3.1 Myc-
His (-) mammalian expression vectors. The Rad21l and Rad21 
mutants (Δ

345,365
Rad21l and Δ

372,392
Rad21) with a deletion at the 

region that interacts with STAG1, were generated by directed 
mutagenesis. The pRevTRE 9Myc-Rad21, Myc-Smc1α and Flag-
Stag2 expression plasmids were kindly provided by Dr. J. Gregan 
(Max F. Perutz Laboratories, University of Vienna), Dr. M.B. 
Kastan (St. Jude Children’s Research Hospital, Memphis) and 
Dr. D. Pati (Texas Children’s Hospital), respectively.

Antibody production. We have generated two different Abs 
in the same species (rabbit) using two different antigens. Rabbit 
αRAD21L-AP was raised against a peptide of RAD21L-CNS 
HSE LDQ PQD WKD. Rabbit αRAD21L-ARP was raised 
against a recombinant protein expressed in E. coli correspond-
ing to residues 344 to 552 (located at the C-terminus end). IgGs 
were purified using the Amersham IgG purification Kit. The 
specificity of both Abs was tested against mouse RAD21 and 
REC8. For this purpose, we carried out immunofluorescence 
and western blotting using Human Embryonic Kidney (HEK) 
293T cells transfected with a plasmid expressing REC8, RAD21 
and RAD21L. Cells were fixed similarly to the spermatocytes to 
mimic the conditions of spermatocyte spreads. Both antibodies 

Figure 5. Analysis of the interactions of the subunits of the cohesin complex with RAD21L and proposed model of the new cohesin complex. (A) Flag-
RAD21L and Flag-RAD21 immunoprecipitate Myc-STAG3 and the IP is not disturbed by the deletion of the interacting region in RAD21 (RAD21Δ) or 
in its counterpart region in RAD21L (RAD21LΔ). (B and C) Whole testis extracts were immunoprecipitated with the corresponding antibody. (B) En-
dogenous RAD21L interacts with SMC proteins. (C) RAD21L immunoprecipitates SMC proteins and STAG3 but not STAG1. (D) Proposed model of the 
CC following the most accepted ring configuration in which RAD21L would interact with SMC1 and SMC3 and with the STAG3 subunit but not with 
WAPAL. EV, Empty vector; IP, Immunoprecipitation; WB, western blot; R21, α-RAD21; L, α-RAD21L; IgG, negative control with whole rabbit or mouse 
IgG; Rad21Δ, Δ372,392 RAD21; Rad21lΔ, Δ345,365 RAD21L.
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#7074 (Cell Signaling) antibodies were used at 1:10,000 and 
1:2,000 dilution, respectively. Antibodies were detected by using 
ImmobilonTM western Chemiluminescent HRP Substrate from 
Millipore.

Chromatin fractionation. HEK 293T cells were transfected 
with Flag-Rad21l. Chromatin fractionation was performed as 
previously described in reference 36. Thereafter, proteins of 
nuclear-soluble fraction and chromatin-bound fraction were 
separated by SDS-PAGE and immunoblotted with mouse αFlag 
IgG (1:10,000; F1804 Sigma-Aldrich) or mouse αLamin A/C 
(Manlac-1) (1:100, provided by Dr. G. Morris, Oswestry, UK).

Transcription analysis of Rad21l in several tissues. In the 
absence of ESTs from mouse and very few from humans, we ana-
lyzed the transcription by RT-PCR using 5 μg of RNA from 

mouse αHA.11 IgG MMS-(5 μL, aprox. 10 μg/1 mg prot; 
101R, Covance), ChromPure mouse IgG 015-000-003 (5 μg), 
ChomPure rabbit IgG (5 μg/1 mg prot.; 011-000-003, Jackson 
ImmunoResearch), rabbit αSMC3 agarose immobilized S300-
060 (4 μg/1 mg prot.) and rabbit αSMC1α agarose immobilized 
(5 μg/1 mg prot., S300-055, Bethyl). Primary antibodies used for 
western blotting were mouse αFlag IgG (F1804, Sigma-Aldrich) 
(1:10,000), rabbit αHA IgG (H6908, Sigma-Aldrich) (1:1,000), 
rabbit αFlag IgG (1:800; F7425 Sigma-Aldrich), mouse αMyc 
obtained from hybridoma cell myc-1-9E10.2 ATCC (1:5), rab-
bit αRAD21 serum K854,33 (1:10,000), rabbit αRAD21L serum 
(1:8,000), rabbit αSMC1α serum K988,34 (1:8,000), rabbit 
αSMC3 serum K987,35 (1:8,000). Secondary horseradish perox-
idase-conjugated α-mouse NA931V (GE Healthcare) or α-rabbit 

Figure 6. RAD21L is located at the LEs of the SC of mouse meiocytes. (A) Double immunolabeling of RAD21L (green) and SYCP3 (red) in a wild-type 
spermatocyte at early pachytene. (B) Double immunolabeling of RAD21L and SYCP3 in a pachytene oocyte.
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Figure 7. Phylogenetic tree of presumed RAD21L, RAD21 and REC8 orthologs. The database sequence accession number of each protein is presented 
in Table 1. The indicated numbers represent the bootstrap values. Major phylogenetic groups are indicated.
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Table 1. Protein-gene identification

Species Group Abrev. Rad21L1 Rad21 Rec8

Homo sapiens Hominid Hs +/this work HQ603827 +/O60216 +/Q8C5S7

Mus musculus Rodent Mm +/this workHQ603828 +/Q61550 +/O95072

Sus scrofa Laurasiatheria Ss +/ENSSSCP00000007658 +/ENSSSCP00000006424 +/ENSSSCP00000002187

Monodelphis domestica Marsupial Md +/ENSMODP00000024381 pp/chr3:389108458-389129090 +/ENSMODP00000034072

Gallus gallus Birds Gg +/ENSGALG00000006186 +/Q5ZLK3 -

Taeniopygia guttata Birds Tg +/ENSTGUP00000007091 +/ENSTGUP00000012686 -

Meleagris gallopavo Birds Mg +/ENSMGAP00000008199 +/ENSMGAP00000013148 -

Anolis carolinensis Reptile Ac P/ENSACAP00000008231 +/ENSACAP00000010827 P/ENSACAP00000003857

Xenopus tropicalis Amphibia Xt - +/ENSXETP00000044903 +/ENSXETG00000014620

Danio rerio Fish Dr +/ENSDARP00000074083 +/Q7ZW30
+/ENSDARP00000091417 
+/ENSDARP00000091005

Oryzias latipes Fish Ol +/ENSORLP00000018323 +/ ENSORLG00000005535 pp

Takifugu rubripes Fish Tr +/ENSTRUP00000007429 +/ENSTRUP00000017209 pp

Ciona intestinalis Tunicate Ci - +/ENSCINP00000022121 p/ENSCINP00000021677

Ciona savignyi Tunicate Cs - p/ENSCSAVP00000001613 p/ENSCSAVG00000004732

Strongylocentrotus 
purpuratus

Echinoderm Sp - +/xp_001176016 +/XP_001200458

The presence of genomic sequences coding for full protein is indicated with a “+.” When most of the full protein is present in the translated genomic 
sequence is indicated with a “p,” whereas the existence of only genomic sequences coding for part of the protein is denoted with “pp” and were not 
used in the alignment but only as a first hint of its likely existence in that species. -, indicates the absence of the protein in the genome.

kidney, liver, lung, muscle, bone marrow, cerebellum, brain, 
thymus, uterus, intestine, ovary, spleen, heart and testis, and 
reverse-transcribed into cDNA using oligo dT. PCR was per-
formed using primers S2 5'-TGG CTT GCA GCT CAC TGG 
GA-3' and AS2 5'-GGT TCT GAG CAA GGG GCT CCG-3' 
(amplicon size 352 bp) (located at exons 1 and 4 respectively). 
As control, β-actin was also amplified (5'-GCT CCG GCA 
TGT GCA A-3', 5'-AGG ATC TTC ATG AGG TAG T-3'). 40 
μg of total RNA was electrophoresed under denaturing condi-
tions, blotted to Genescreen Plus membrane (Perkin Elmer) and 
hybridized with the ORF of RAD21L labelled by random prim-
ing with dCTP.32

MALDI-TOF mass spectrometry analysis. Bands of inter-
est were manually excised and in-gel digested with tryp-
sin. Tryptic peptides were analyzed on a Bruker Ultraflex 
MALDI-TOF mass spectrometer and searched against NCBI 
database. Mowse scores with a value greater than 66 were con-
sidered as significant (p < 0.05). The Proteomics Laboratory 
at IBMCC is a member of ProteoRed funded by Genoma  
España.

Immunocytology. Testes were detunicated and processed for 
spreading using a “dry-down” technique.37 Oocytes from foetal 
ovaries (E17.5 embryos) were digested with collagenase, incubated 
in hypotonic buffer, disaggregated, fixed in paraformaldehyde and 
incubated with the indicated antibodies for immunofluorescence. 

Primary antibodies used for immunofluorescence were rabbit 
αRAD21L AP IgG (1:5), rabbit α-RAD21L ARP IgG (1:5) and 
mouse αSYCP3 IgG (Santa Cruz, sc-74569) (1:100). Secondary 
antibodies used were TRITC α-mouse (115-095-146)/α-rabbit 
(111-025-144), FITC-α-mouse (115-095-146)/α-rabbit (111-
095-045) (Jackson ImmunoResearch).

Phylogenetic analysis. Rad21l orthologs were identified by 
BLASTP searches of Genbank and other genome webs such as 
Ensembl. The selected orthologs can be found in Table 1. Amino 
acid alignments were done with ClustalW, using the default set-
tings. The phylogram tree was constructed by using the neigh-
bor-joining method with Poisson correction. The reliability of 
internal branches was assessed by using 1,000 bootstrap with the 
computer program MEGA4.
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The cohesin complex is a ring-shaped proteinaceous struc-

ture that entraps the two sister chromatids after replica-

tion until the onset of anaphase when the ring is opened

by proteolytic cleavage of its a-kleisin subunit (RAD21 at

mitosis and REC8 at meiosis) by separase. RAD21L is a

recently identified a-kleisin that is present from fish to

mammals and biochemically interacts with the cohesin

subunits SMC1, SMC3 and STAG3. RAD21L localizes along

the axial elements of the synaptonemal complex of mouse

meiocytes. However, its existence as a bona fide cohesin

and its functional role awaits in vivo validation. Here, we

show that male mice lacking RAD21L are defective in full

synapsis of homologous chromosomes at meiotic prophase

I, which provokes an arrest at zygotene and leads to total

azoospermia and consequently infertility. In contrast,

RAD21L-deficient females are fertile but develop an age-

dependent sterility. Thus, our results provide in vivo

evidence that RAD21L is essential for male fertility

and in females for the maintenance of fertility during

natural aging.

The EMBO Journal advance online publication, 8 July 2011;

doi:10.1038/emboj.2011.222
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Introduction

Structurally, the somatic cohesin complex consists of four

subunits: two members of the family of proteins responsible

for the structural maintenance of chromosome (SMC1a and

SMC3) that heterodimerize, one kleisin subunit that closes

the ring (Scc1/RAD21) and is the substrate for the protease

separase, and a HEAT repeat domain protein (SA1/STAG1 or

SA2/STAG2). In vertebrates, during prophase, most of the

cohesins are dissociated from the chromatid arms by phos-

phorylation of the STAG1/2 subunit by PLK1 (polo-like-

kinase 1) (Losada et al, 2002; Sumara et al, 2002). The

remaining centromeric cohesins are released from chromo-

somes at the onset of anaphase by the cleavage of RAD21 by

separase (Musacchio and Salmon, 2007).

During meiosis, two rounds of chromosome segregation

follow a single round of replication to generate haploid

gametes. The first meiotic division differs from mitosis in

that homologous chromosomes pair, synapse, recombine and

segregate to opposite poles as a result of their mono-orienta-

tion. The second meiotic division is similar to mitosis since

the two recombined chromatids segregate to opposite poles

(bi-orientation). During the onset of anaphase I, loss of sister

chromatid arm cohesion occurs following separase-depen-

dent cleavage of REC8, that replaces RAD21 during meiosis

(Kudo et al, 2006, 2009). However, centromeric cohesion is

maintained by the protective action of shugoshin-like-2 pre-

venting separase-mediated cleavage of REC8 (Llano et al,

2008). This mechanism enables bi-orientation of recombined

homologues. Once chromosomes have congressed at the

metaphase II plate, separase is reactivated and centromeric

cohesin complexes are released to allow chromatid segrega-

tion. In addition to REC8 (Parisi et al, 1999), a meiotic

paralogue of RAD21, there are also meiosis-specific mamma-

lian paralogues of SMC1a, and STAG1–2, that is SMC1b and

STAG3, respectively (Prieto et al, 2001; Gruber et al, 2003).

Aside from these canonical functions, the cohesin com-

plexes also participate in somatic homologous recombination

between sister chromatids allowing the assembly of recom-

binational repair complexes, as well as recombination

between homologous chromatids by assembly of the synap-

tonemal complex (SC) in meiocytes (Klein et al, 1999;

Hartsuiker et al, 2001). The SC consists of a proteinaceous

structure, the axial element (AE), allowing the association of

each pair of sister chromatids. After pairing, the AEs are

called lateral elements (LEs) to which transverse filaments

(TFs) associate to give rise to the tripartite SCs. The SC

provides the structural framework for synapsis, double-

strand break (DSB) repair and exchange between homolo-

gues (Henderson and Keeney, 2005). During prophase I, most

if not all, cohesin subunits expressed in mammalian sperma-

tocytes colocalize with SYCP3, a structural AE/LE component

(reviewed in Suja and Barbero, 2009). In fission and buddingReceived: 15 April 2011; accepted: 16 June 2011
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yeast, the RAD21/Scc1 a-kleisin of the cohesin complex is

replaced by the meiosis-specific REC8 protein. Yeast rec8

mutants exhibit premature sister chromatid separation during

prophase I, that are defective for the assembly of the SC

(Klein et al, 1999). It has been assumed that most eukaryotes

display a dual a-kleisin system (REC8 versus RAD21) similar

to the well-studied system of Schizosaccharomyces pombe and

Saccharomyces cerevisae, aside from the notable exception of

Caenorhabditis elegans (Severson et al, 2009). Very recently,

we and two other groups have biochemically characterized a

new member of the a-kleisin family of proteins, RAD21L

(Gutiérrez-Caballero et al, 2011; Ishiguro et al, 2011; Lee

and Hirano, 2011). RAD21L, is a paralogue of RAD21 and it

is transcribed more abundantly in testis and has been postu-

lated to be a canonical cohesin subunit. RAD21L interacts

with SMC3, SMC1a/b and STAG3 (Gutiérrez-Caballero et al,

2011; Ishiguro et al, 2011; Lee and Hirano, 2011).

Consequently, the protein is localized to the AEs/LEs in

meiocytes.

From the four meiotic-specific cohesins described (REC8,

STAG3, SMC1b and RAD21L), loss of function mouse

models for REC8 (Bannister et al, 2004; Xu et al, 2005) and

SMC1b (Revenkova et al, 2004) have been developed. REC8

mutant male and female mice are sterile and show severe

defects in synapsis, and chiasma formation (Bannister et al,

2004; Xu et al, 2005). SMC1b-deficient males show a pachy-

tene arrest whereas mutant females present a premature

loss of cohesion at metaphase II that leads to sterility

(Revenkova et al, 2004).

In this work, we describe the precise localization of

RAD21L in mouse spermatocytes and its functional charac-

terization by a gene targeted mutation in the mouse. We

provide cytological and in vivo evidence showing that the

roles of RAD21L differ from those of RAD21 and REC8, and

that RAD21L is as essential as REC8 for driving the initial

steps of prophase I in male meiosis. RAD21L-deficient males

show a defect in chromosome synapsis at prophase I, which

provokes an arrest at a zygotene-like stage leading to total

azoospermia. In contrast, RAD21L-deficient females are fer-

tile but develop an age-dependent sterility. Thus, our results

demonstrate for the first time that the recently identified

RAD21L is a functionally relevant meiotic a-kleisin, which

is essential for male fertility and for the maintenance of

fertility during natural aging.

Results and discussion

Immunolocalization of the RAD21L protein

The recently identified third member of the a-kleisin protein

family in mammals, RAD21L, is expressed in spermatocytes

throughout meiosis I (Ishiguro et al, 2011; Lee and Hirano,

2011), with some discrepancies in relation with its time of

disappearance (pachytene versus metaphase I). In order to

assess the localization of RAD21L, we carried out a detailed

analysis of mouse spermatocytes spreads using immunofluor-

escent (IF) antibodies. RAD21L was first detected at the

leptotene stage as short threads that colocalized with

SYCP3 along developing AEs (Figure 1A–D). During zygo-

tene, RAD21L colocalized with SYCP3 at both the autosomal

AEs/LEs, and the unsynapsed AEs of the sex chromosomes

(Figure 1E–H). In early pachytene, RAD21L was detected as

lines along the autosomal SCs where it colocalized with

SYCP3. Further signals for RAD21L were found at the pseu-

doautosomal region of homology between the sex chromo-

somes, where their AEs are synapsed. Furthermore, there was

some additional staining in the unsynapsed AEs of the XY

bivalent (Figure 1I and J). By late pachytene, there was an

increase in RAD21L labelling on the sex chromosomal AEs

and on the chromatin of the sex body (Figure 1K and L). This

localization contrasts with the observed weak staining of

REC8 at the AEs of the sex chromosomes at pachytene (see

asterisks in Figure 7Q and R). In early diplotene, the intensity

of the RAD21L labelling decreased along the desynapsing and

still synapsed LEs (Figure 1M–P) to finally disappear by mid-

diplotene (Figure 1Q and R). Concomitantly, RAD21L label-

ling began to accumulate at centromeres (Figure 1O–T) while

it was progressively lost from the AEs and the chromatin of

the sex chromosomes (Figure 1M–T). During diakinesis,

RAD21L was highly enriched at the centromeres of all auto-

somes and was not detected along the desynapsed LEs.

However, there was a faint RAD21L signal at the unsynapsed

AEs of the sex chromosomes (Figure 2A and B). This pattern

of RAD21L distribution remained during metaphase I (Figure

2C–F). At higher magnification, metaphase I autosomal bi-

valents show RAD21L signal at their centromeres but the

labelling did not completely colocalize with SYCP3 at the

inner centromere domain (ICD) (Figure 2G–I). With regards

to the metaphase I sex bivalent, a faint RAD21L signal was

observed along its interchromatid domain (Figure 2J).

In addition, the centromeric RAD21L signal at the Y was

larger than that at the centromere of the X chromosome

(Figure 2J). The labelling of RAD21L was similar for both

metaphase I and anaphase I (Figure 2F and K). During the

second meiotic division, RAD21L was detected as a pair of

brightly stained spots at the centromeres of metaphase II

chromosomes (Figure 2L), and as single spots in segregating

chromatids at anaphase II (Figure 2M).

Our results partially agree with those very recently re-

ported on the distribution of RAD21L in mouse spermatocytes

by Ishiguro et al (2011) and to a lesser extent with those

reported by Hirano’s group (Lee and Hirano, 2011). However,

there are some differences with respect to the distribution

pattern of RAD21L along the AEs/LEs. Besides the remark-

able divergence in the timing of disappearance of RAD21L

during meiosis I (pachytene versus metaphase I), these two

groups described that RAD21L and REC8 localize as discon-

tinuous (mutually exclusive) lines along zygotene AEs/LEs

and pachytene SCs. Based on this, Ishiguro et al (2011) have

proposed a cohesin ‘barcode’ model where meiosis-specific

cohesin complexes with either RAD21L or REC8 have intrin-

sic and alternating loading sites along the AEs/LEs, which

might facilitate homologous pairing. However, our antibodies

detected continuous lines along SCs. These discrepancies

might be due to differences in image acquisition, different

sensitivity of the antibodies used, or dilutions employed.

This aspect will need further clarification.

The three kinds of cohesin complexes comprised of

RAD21, RAD21L or REC8 might have different functions

during both meiotic divisions since their distribution and

dynamics are different not only during prophase I, but also

during metaphase I and metaphase II. For instance, in

metaphase II chromosomes, RAD21L appears as two separate

signals at each centromere (Figure 2L), which is in contrast to

RAD21 that has not been detected at centromeres (Parra et al,
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2004), while REC8 appears at the ICD as one spot between

sister kinetochores consistent with its role in centromere

cohesion (Kudo et al, 2006). While the distribution of

REC8 is consistent with its function in maintaining both

arm and centromere cohesion during the two meiotic divi-

sions (Kudo et al, 2006, 2009; Tachibana-Konwalski et al,

2010), the localization of RAD21 and RAD21L suggests

that they might have different roles. In this regard, the

accumulation of RAD21L at centromeres during diplotene,

its enrichment at the centromere of the Y chromosome

during metaphase I, and its distribution at metaphase II

centromeres is strikingly similar to the distribution of the

shugoshin-like-2 (Gómez et al, 2007; Llano et al, 2008) and

MCAK (Parra et al, 2006) during male mouse meiosis. Thus,

the enrichment of RAD21L at centromeres during diplotene

might contribute to the assembly of the ICD (Parra et al,

2009).

Gene disruption of Rad21l

To address the function of RAD21L and to validate genetically

that it constitutes a functional subunit of a novel meiotic

cohesin, we created a targeted mutation of the murine Rad21l

locus by an insertional strategy that disrupts the open reading

frame (ORF) of the locus (Supplementary Figure S1A and B;

Adams et al, 2004). Heterozygous targeted mice transmitted

the mutation to the offspring at Mendelian frequencies

(1:2:1). RT–PCR was used to evaluate the interruption of

the ORF of the Rad21l gene in the homozygous targeted mice

(Supplementary Figure S1C; see Materials and methods). The

absence of the protein in these homozygous targeted mice

was also validated using two different antibodies, which

were specific against RAD21L (Supplementary Figures S1E

and S2; Gutiérrez-Caballero et al, 2011). Consequently, sper-

matocytes from homozygous targeted mice did not show

RAD21L immunofluorescence (Supplementary Figure S1D).

Figure 1 Distribution of RAD21L during prophase I. Double immunolabelling of RAD21L (green) and SYCP3 (red) in spread spermatocytes.
(A–D) During leptotene, RAD21L appears as a succession of small dots that colocalize with SYCP3 along developing AEs. (E–H) During
zygotene, RAD21L and SYCP3 colocalize along AEs/LEs. Sex chromosomes (X, Y) have still not synapsed. (I–L) RAD21L colocalizes with
SYCP3 along autosomal SCs and sex chromosomes (XY) AEs. In late pachytene (K, L), RAD21L appears enriched at the chromatin of the
sex body (XY) and at their AEs. (M–P) In early diplotene, RAD21L vanishes along desynapsing autosomal LEs, but is still enriched at the sex
AEs and at the sex body (XY). (Q–T) In mid and late diplotene, RAD21L appears at the centromeres and along the sex AEs, and faintly at the sex
body (XY).
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Heterozygous targeted mice showed neither cellular nor

aberrant organismal phenotypes (indicative of the lack of a

gain of function). Thus, we concluded that the mutation is

functionally a null allele of Rad21l.

Histological analysis and male infertility in Rad21l�/�

mice

Rad21l�/� mice developed normally and displayed no overt

phenotype. However, while female mice lacking RAD21L

were fertile, males were sterile since they failed to produce

offspring. Testes from Rad21l�/� mice were on average

70% smaller than those from wild-type mice, and their

epididymides lacked spermatozoa (Figure 3A and B).

Histopathological analysis revealed an absence of postmeio-

tic cell types despite of the presence of spermatogonia, and

Sertoli and Leydig cells (Figure 3A). Within a mouse testis,

the seminiferous epithelium contains a mixture of germ cells

at various developmental stages. Staging of each tubule

section is defined (from I to XII) according to the group of

associated germ cell types that are present (Russell, 1990).

Following this criteria, mutant mice appeared to be arrested

at stage IVof the epithelial cycle (Figure 3A). FACS analysis of

whole cells from seminiferous tubules was carried out and

sustained the prophase I arrest by the absence of the haploid

compartment in Rad21l�/� testes (Figure 3B). In order to rule

out proliferation defects in spermatogonia, PCNA immunos-

taining of wild-type and Rad21l�/� tubules was performed

and no differences in the basal layer of PCNA-positive cells

were found (Figure 3C). Given the lack of spermatozoa, we

carried out TUNEL staining and showed that the prevalence

of apoptotic cells in Rad21l�/� tubules was higher than in

wild type (Figure 3C). Finally, studying the histology of the

testis, it became clear that spermatogenesis proceeds appar-

ently normal up to prophase I. Then, in stage IV, there is a

massive apoptosis of spermatocytes. Extensive apoptosis was

also observed at 19 days of age (Figure 3D), indicating that

spermatocytes of the first wave of spermatogenesis were

already affected. Thus, we conclude that RAD21L is essential

for spermatogenesis in the mouse and its deficiency provokes

total azoospermia that leads to infertility.

SC morphology and synapsis in mutant spermatocytes

To functionally analyse the infertility in the mutant mice and

to more precisely characterize the meiotic arrest, we first

studied the assembly of the SC. Spermatocytes spreads were

studied and staged by staining for SYCP3. It appeared that in

Figure 2 Distribution of RAD21L during diakinesis and meiotic divisions. Double immunolabelling of RAD21L (green) and SYCP3 (red) and
counterstaining of chromatin with DAPI (blue) in spread spermatocytes. (A–F) During early diakinesis (A, B) and metaphase I (C–F), RAD21L
is present at the centromeres of all chromosomes and at the interchromatid domain of the sex bivalent (XY). Arrowheads mark the
enlargements of SYCP3 along the X chromosome in diakinesis, and the large agglomerates of SYCP3 in the cytoplasm of metaphase I
spermatocytes. (G–I) Enlargements of three selected metaphase I bivalents. RAD21L is enriched at the centromeres but does not completely
localize with SYCP3, and is not present at the interchromatid domain where SYCP3 is detected. (J) Selected metaphase I sex bivalent. RAD21L
appears as a faint signal along the interchromatid domain and as bright signals at the centromeres. The RAD21L signal at the centromere of the
Y chromosome (Y) is larger than that present at the X chromosome (X). (K) RAD21L partially colocalizes with SYCP3 at anaphase I
centromeres. Arrowhead marks an SYCP3 agglomerate. (L, M) RAD21L appears as a pair of signals at metaphase II centromeres (L) and as
single signals at anaphase II centromeres (M).
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the absence of RAD21L, synapsis between homologues was

not completed (Figure 4A and B). To determine the extent of

the disruption of synapsis, we monitored the distribution of

the TF protein SYCP1 as colabelling of SYCP3 and SYCP1

highlights regions of synapsis in wild types. Mutant sperma-

tocytes did not proceed beyond zygotene-like stage

(Figure 4A). This blockade was further supported by the

absence of immunolabelling for the mid-pachytene-specific

histone variant H1T (Supplementary Figure S3), supporting

the observed arrest at epithelial stage IV as determined by

histological analysis (Figure 3A). Using SYCP3 staining of the

zygotene-like spermatocytes from Rad21l�/� mice, we ob-

served discontinuous/fragmented stretches of AEs that did

not progress to the expected 19 fully synapsed autosomal

bivalent chromosomes (Figure 4A and B). Furthermore, a

fraction of the arrested spermatocytes displayed ring-like

structures (Figure 4B, arrowhead) and synapsis between

non-homologous chromosomes occurred (Figure 4A and B,

arrows). To further analyse the synaptic defects, we investi-

gated the centromere distribution by immunolabelling with a

human anti-centromere antibody (ACA) (Figure 4B). In wild-

type leptotene spermatocytes, the number of centromere

signals never exceeded 40. As synapsis progressed, these

centromeric foci diminished to 21 (19 signals from synapsed

autosomes þ 2 signals of the XY bivalent) at pachytene

when homologous pairing of autosomes is complete and their

centromeres are very closely juxtaposed (Figure 4B).

In Rad21l�/� zygotene-like spermatocytes, we scored on

average 30±3.5 foci (30 nuclei analysed). This result also

points to a deficient synapsis between homologues, at least at

Figure 3 The absence of RAD21L provokes azoospermia. (A) The deficiency of RAD21L promotes a complete block of mouse spermatogenesis.
Genetic ablation of Rad21l leads to a reduction of the testis size, and an arrest of spermatogenesis in epithelial stage IV, identified by the
presence of intermediate spermatogonia (arrows) about to divide into B spermatogonia. Massive apoptosis of spermatocytes (asterisks) can be
seen. The spermatogenic arrest leads to empty epididymides and azoospermia. Bar in upper panels, 100 mm and in lower panels, 25mm. (St)
Seminiferous tubules. (Ep) Epididymides. (B) Abnormal ploidy of Rad21l�/� spermatocytes. FACS analysis of cells from seminiferous tubules
showing the absence of the haploid compartment in Rad21l�/� testes. (C) Immunohistochemical detection of proliferating cells with anti-PCNA
and apoptotic cells by TUNEL staining show the absence of proliferative defects and an increase of apoptotic cells in Rad21l�/� seminiferous
tubules, respectively. Bar in both panels, 25mm. (D) Tubule degeneration in juvenile mice (13 days postpartum (d.p.p.) and 19 d.p.p.) lacking
RAD21L and spermatogenic arrest prior to pachytene studied by histology of testes from Rad21lþ /þ and Rad21l�/� males. At 13 d.p.p.,
spermatogenesis has reached to late zygotene and at 19 d.p.p. to late pachytene. Spermatocyte apoptosis (asterisks) was first seen in 19 d.p.p.
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their centromeric regions (Figure 4B). In order to further

study this failure of synapsis, we stained spermatocytes for

the kinase ATR and the DNA-binding protein TOPBP1 as these

reliably stain the unsynapsed AEs/LEs at leptotene–zygotene

and the unsynapsed AEs and the chromatin of the sex body at

pachytene (Perera et al, 2004). Moreover, TOPBP1 and ATR

also accumulate at the unsynapsed AEs of mutant spermato-

cytes with a meiotic arrest such as Dmc1�/� and Msh5�/�

spermatocytes (Barchi et al, 2005). Our immunolabelling

results on wild-type spermatocytes revealed that ATR and

TOPBP1 appeared as foci along the unsynapsed leptotene and

zygotene AEs/LEs, whereas at mid-pachytene both proteins

were restricted to the sex body (Figure 4C and D). RAD21L-

deficient and wild-type spermatocytes showed a similar

number of ATR and TOPBP1 foci at leptotene and zygotene

AEs. However, as meiosis arrested at a zygotene-like stage in

Rad21l�/�, these foci also persisted and were not eliminated

(Figure 4C and D). In summary, RAD21L deficiency in mouse

spermatocytes leads to abnormal AEs/LEs, which are frag-

mented and poorly aligned/synapsed (a large number of AEs

are kept individually), some stretches of AEs and LEs are

decorated with SYCP1 and synapsis between non-homolo-

gous chromosomes occurs.

Defective DSB processing in the mutant spermatocytes

The absence of REC8 leads to severe defects in DSB proces-

sing in yeast and to a lesser extent in mouse meiosis (Klein

et al, 1999; Xu et al, 2005). Taking into account these data

Figure 4 Rad21l�/� spermatocytes show defects in synapsis. (A) Double labelling of SYCP3 (red) and SYCP1 (green) showing
fragmented AEs/LEs with aberrant synapsis and with patches of SYCP1 in mutant spermatocytes (arrow) as compared with their wild-type
control. (B) Double immunolabelling of SYCP3 (red) and kinetochores (anti-centromere autoantibody, ACA (green)) in Rad21lþ /þ and
Rad21l�/� spermatocytes. In wild-type spermatocytes, the number of ACA signals is reduced from 40 to 21 between zygotene to pachytene
stage. These signals localize at one end of the AEs/SCs. In Rad21l�/� spermatocytes, synapsis is incomplete and the number of ACA signals is
always higher than 21. The presence of some centromeres along the same synapsed region (blue arrow), some unsynapsed AEs between
synapsed regions (arrow) and the presence of ring structures formed by chromosomes with two neighbouring centromeres (arrowhead) are
indicatives of non-homologous synapsis. (C, D) Double immunolabelling of SYCP3 (red) and ATR or TOPBP1 (green) in wild-type or Rad21l�/�

spermatocytes. In wild-type spermatocytes, ATR (C) and TOPBP1 (D) proteins localize to unsynapsed AEs. At pachytene, these proteins only
appear at the sex body. In Rad21l�/� zygotene-like spermatocytes, these proteins remain accumulated at AEs. *Sex body (XY).
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and the arrest observed in the Rad21l mutant, we studied

whether RAD21L deficiency promotes a deficit in the repair of

the programmed DSBs generated by the nuclease SPO11 at

early leptotene, a frequent cause of meiotic arrest (Viera et al,

2009). Thus, we first monitored the formation of DSBs and

analysed the presence of g-H2AX histone variant, which is

phosphorylated at prophase I in response to the SPO11-

induced DSBs in an ATM-dependent manner. At zygotene,

g-H2AX labelling was equally strong in both Rad21l�/� and

Rad21lþ /þ spermatocytes (Figure 5A). As pairing proceeds,

g-H2AX staining diminished in wild-type pachytene sperma-

tocytes and appeared mainly at the chromatin of the sex body

(Figure 5A). However, in Rad21l�/� spermatocytes arrested at

a zygotene-like stage, the g-H2AX labelling remained in the

chromatin of synapsed and unsynapsed chromosomes,

although this staining was reduced when compared with an

earlier zygotene-like stage (Figure 5A). This result suggests

an accumulation of unrepaired DSBs and/or asynapsis in

Rad21l�/�-arrested spermatocytes.

We next analysed the kinetics of proteins involved in this

DSB-induced signalling cascade. After DSBs are induced,

RAD51 is recruited to these early recombination nodules,

which promotes homologous strand invasion (Mimitou and

Symington, 2009). In wild-type zygotene spermatocytes,

RAD51 assembles on the AEs/LEs of bivalents and disappears

towards pachytene, with the exception of the unsynapsed sex

AEs (Figure 5B). In Rad21l�/� zygotene-like spermatocytes,

RAD51 immunolabelling was similar to wild-type zygotene

controls (Figure 5B). These results suggest that RAD51 no-

dules are sustained in mutant spermatocytes either because

RAD21L is required for their resolution or because meiotic

progression arrests before the stage at which this process take

place because of the synapsis defects.

Subsequently, we determined the distribution of the repli-

cation protein A (RPA) in RAD21L-deficient spermatocytes.

RPA is a single-strand DNA-binding protein that interacts with

RAD51 during the strand exchange and appears after RAD51

at the AEs/LEs (Moens et al, 2007). We observed a large

number of RPA foci in both Rad21l�/� and wild-type zygotene

spermatocytes (Supplementary Figure S4A). In wild-type

pachytene spermatocytes, RPA foci were present mainly

over the synapsed LEs of the autosomes and more abun-

dantly along the pseudoautosomal region of the sex chromo-

somes. In RAD21L-deficient zygotene-like spermatocytes, the

RPA foci were mainly present at the LEs similar to wild-type

zygotene controls (Supplementary Figure S4A).

Finally, we analysed the presence of MLH1 foci in mutant

spermatocytes. MLH1 is a component of the postreplicative

mismatch repair system and the number of its foci during

pachytene matches those of chiasmata (Moens et al, 2007).

MLH1 foci were absent in Rad21l�/� zygotene-like nuclei

(Figure 6A), while one/two MLH1 foci per bivalent were

observed in wild-type pachytene nuclei. Based on these

results, we studied the recombination intermediary protein

MSH4 since it mediates the transition from the initial recom-

bination proteins RPA to MLH1 (Santucci-Darmanin et al,

2000). In Rad21l�/� zygotene-like spermatocytes, MSH4 sig-

nal was slightly decreased to that found in wild-type controls

(Supplementary Figure S4B), suggesting that early/intermedi-

ate steps of recombination might be already altered in

RAD21L null spermatocytes.

Okadaic acid-induced metaphase I-like spermatocytes

We further investigated whether crossing over (CO) and

chiasmata could be formed in the absence of the meiotic

arrest that precludes the Rad21l�/� spermatocytes to enter

into pachytene, as well as the involvement of RAD21L in

centromeric cohesion. To this end, we exposed the mutant

spermatocytes to the PP2A inhibitor okadaic acid (OA), to

allow in vitro transition from pachytene to metaphase I

(Wiltshire et al, 1995). After OA treatment of wild-type

spermatocytes, there was a rapid induction of SC disassem-

bly, bivalent separation and chiasmata formation, which does

not affect centromere cohesion. Treated wild-type spermato-

cytes revealed 20 bivalents, positive for SYCP3 immunolabel-

ling at the interchromatid and centromeric domain, with two

pairs of unseparated sister kinetochores, which were stained

with ACA serum, and at least one chiasma (Figure 6Ba–c).

In contrast, OA-treated Rad21l�/� spermatocytes displayed 40

unattached univalents with a characteristic labelling for

Figure 5 DSB-associated proteins in Rad21l�/� spermatocytes. (A, B) Double immunolabelling of SYCP3 (red) with g-H2AX (blue) and
RAD51 (green) in wild-type and Rad21l�/� spermatocytes. In wild-type zygotenes, g-H2AX (A) labels the chromatin and RAD51 (B) labels
multiple foci on the AEs/LEs. At wild-type pachytene, g-H2AX labelling is reduced to the sex body and RAD51 foci are restricted to the XY
bivalent. In RAD21L-deficient spermatocytes, g-H2AX (A) and RAD51 (B) labelling is sustained in the zygotene-like-arrested spermatocytes.
*Sex body (XY).
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Figure 6 The deficiency of RAD21L prevents CO and does not affect centromeric cohesion. (A) Double immunolabelling of SYCP3 (red) with
MLH1 (green). MLH1 foci are absent at the AEs/LEs of Rad21l�/� spermatocytes whereas at least one focus is present along each autosomal SC
in wild-type pachytene spermatocytes. (B) Double immunolabelling of SYCP3 or REC8 (red) with ACA (green) and DAPI (blue) in wild-type and
Rad21l�/� spermatocytes. OA-induced metaphase I plates of wild-type spermatocytes give rise to 20 bivalents each with two opposed
centromere signals (Ba–Bc, Bg–Bi), whereas Rad21l�/� spermatocytes lead to 40 separated centromere signals (Bd–Bf, Bj–Bl). The absence of
spermatocytes with 440 independent signals of ACA (Bd–Bf) and REC8 (Bj–Bl) revealed the preservation of the centromeric cohesion in the
absence of RAD21L. Islets represent magnification of one wild-type bivalent and some Rad21l�/� unjoined chromosomes.
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SYCP3 only at the centromeric domain (Figure 6Bd–f) (20

cells per individual; 3 individuals from each genotype).

To further demonstrate that centromeric cohesion was not

affected by the absence of RAD21L, we stained these pseu-

dometaphases with REC8 and ACA and showed that REC8

staining persisted at centromeres in metaphase I-like sperma-

tocytes from Rad21l�/� mice (Figure 6Bj–l). Altogether, these

results reveal that the DSBs can start as part of the meiotic

recombination programme in the absence of RAD21L, but

they are not processed appropriately and accumulate in an

intermediate unrepaired state before reciprocal recombina-

tion and CO take place. The observation of 40 rather than 80

centromere signals associated with separated chromatids is

indicative of the persistence of centromeric cohesion. These

results are in agreement with the apparent release of RAD21L

from the desynapsed LEs at diplotene, whereas RAD21 and

REC8 persist and do not relocate to centromeres (Eijpe et al,

2003; Parra et al, 2004), suggesting that RAD21L-containing

cohesin complexes are not required for maintaining sister

chromatid arm cohesion from diplotene up to the metaphase

I/anaphase I transition. These results, together with the

preferential localization of RAD21L at the sex chromosomal

AEs at the expense of REC8 (Figure 7Q and R), make it

tempting to speculate that RAD21L is involved in the arrange-

ment of specific cohesin complexes that despite not partici-

pating in arm chromosome cohesion have important roles in

the assembly of the SC, progression of synapsis and recom-

bination and in sex body formation in spermatocytes.

In Smc1b�/� mice, metaphase II chromosomes from oo-

cytes and metaphase I OA-induced chromosomes from sper-

matocytes are defective in centromere cohesion (Revenkova

et al, 2004). This chromosomal phenotype has not been

analysed in Rec8 mutant mice since males (in the absence

of OA experiments) and females show a premature arrest

prior to pachytene due to a lack of full homologous synapsis.

However, it is widely assumed that REC8 is the essential

kleisin involved in chromosome cohesion in meiosis I and II

based on the phenotype of Rec8 null mutant models in several

species (Klein et al, 1999; Bannister et al, 2004; Xu et al, 2005;

Severson et al, 2009). This is also confirmed using genetically

modified mice with mutations in the Rec8 gene (Kudo et al,

2009; Tachibana-Konwalski et al, 2010). Although the OA-

induced chromosomes from Rad21l�/� spermatocytes do not

fully resemble metaphase I stage with a functional meiotic

spindle, the maintenance of centromeric cohesion under

these experimental conditions in Rad21l mutant spermato-

cytes (Figure 6Bd–f and Bj–l), together with the cytological

localization of RAD21L in metaphase I and II (Figure 2D, F

and L), indicates that RAD21L is not involved in chromosome

cohesion in males. Thus, and although not strictly demon-

strated in all of these experimental models, it is very likely

that the only a-kleisin supporting chromosome cohesion in

mammalian meiosis is REC8 by forming a cohesin complex

with SMC3, SMC1b and STAG3.

Cohesion complexes in mutant spermatocytes

RAD21L has recently shown to be a component of the cohesin

complex together with SMC1a/b, SMC3 and STAG3

(Gutiérrez-Caballero et al, 2011; Ishiguro et al, 2011;

Lee and Hirano, 2011). Therefore, also considering the

stoichiometric relationship of each subunit within a cohesin

complex, the genetic ablation of RAD21L could alter the

loading at the cohesin axis of other subunits. We thus under-

took a direct analysis of the presence of different cohesin

subunits in the absence of RAD21L. There was no substantial

variation in the loading of REC8, SMC1b, RAD21 or SMC3

along the cohesin axis at the AEs/LEs in mutant zygotene-like

spermatocytes (Figure 7F, N, P and V). However, the exis-

tence of STAG3, and to a lesser extent SMC1a, was partially

reduced from leptotene to zygotene-like arrest when

compared with wild-type spermatocytes (Supplementary

Figures S5 and S6; Figure 7H and X). In mouse testis extracts,

it has been shown by immunoprecipitation analysis that

STAG3 associates with the three a-kleisins (Ishiguro et al,

2011; Lee and Hirano, 2011). We now provide in vivo evidence

that lack of RAD21L is sufficient to promote a partial loss of

STAG3 from the AEs/LEs. Overall, these data show that

RAD21L is interacting in vivo with STAG3, leading to a

functional and meiosis-specific cohesin complex, together

with SMC3 and SMC1, that is essential for the synapsis of

homologous chromosomes.

From a more functional point of view, STAG3 is normally

assembled in the AEs/LEs of REC8-deficient spermatocytes

(Bannister et al, 2004). Taken together, and given the impos-

sibility to analyse spermatocytes in Rad21�/� mice due to

their embryonic lethality (Xu et al, 2010), these results

strongly suggest that RAD21L is quantitatively an important

a-kleisin involved in STAG3 complexing.

Telomere behaviour in mutant spermatocytes

The formation of a cluster of telomeres very early during

meiotic prophase is important for accurate pairing and re-

combination (Scherthan, 2001). Mice deficient for the cohesin

SMC1b show an incomplete attachment of telomeres to the

nuclear envelope (Adelfalk et al, 2009). We therefore inves-

tigated telomere distribution in RAD21L-deficient spermato-

cytes. We analysed this feature on squashed spermatocytes to

preserve the separation of peripheral and internal nuclear

domains. While in wild-type pachytene spermatocytes, all

telomeric signals were close to the nuclear envelope

(Supplementary Figure S7Aa), in Rad21l�/� zygotene-like

spermatocytes some telomeric signals (from 1 to 6) appeared

within the nucleus (Supplementary Figure S7Ab and c

and B). These results indicate that in the absence of

RAD21L, the attachment of telomeres to the nuclear envelope

is partially misregulated.

The function of SMC1b in telomere protection rather than

its role in AE assembly may be responsible for defective

bouquet formation (Adelfalk et al, 2009). It is unclear

whether the mild telomere disorganization observed is due

to the general reduction of functional cohesin complexes

caused by the loss of the subset of cohesin complexes

containing RAD21L or due to the lack of RAD21L, specifically.

Meiosis in mutant female mice

In contrast to RAD21L-deficient males, Rad21l�/� females

were fertile up to 6 months of age and generated healthy

offspring with litter sizes similar to wild-type females.

However, the mutant females exhibited premature onset of

subfertility around this age, showing on average 5.2 pups per

litter compared with 8.9 in wild-type females. Around 10

months of age, Rad21l�/� females became sterile, whereas

their wild-type counterparts remained fertile. To analyse the

underlying loss of fertility with age, we conducted IF and
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Figure 7 Immunolabelling of the cohesin subunits SMC3, SMC1a, SMC1b, RAD21, REC8 and STAG3 in Rad21lþ /þ and Rad21l�/�

spermatocytes. Double immunofluorescence of SYCP3 (red) with either SMC3, SMC1a, SMC1b, RAD21, REC8 or STAG3 (green) in wild-
type or Rad21l�/� spermatocytes. In wild-type pachytene spermatocytes, the cohesins SMC3 (B), SMC1a (D), SMC1b (J), RAD21 (L), REC8 (R)
and STAG3 (T) colocalize with SYCP3 (A, C, I, K, Q, S) along the autosomal SCs and sex AEs with the exception of REC8 labelling at the XY
bivalent, which is weaker in comparison with SYCP3. In Rad21l�/�-arrested spermatocytes, the intensity and localization of the fluorescent
signal corresponding to SMC3 (F), SMC1b (N), RAD21 (P) and REC8 (V) along the AE/LEs of the zygotene-like chromosomes is comparable to
their wild-type controls and coincident with SYCP3 (E, G, M, O, U). However, the fluorescent signal of STAG3 (X) is notably decreased and
absent in some regions where SYCP3 (W) labelling is present (arrows), whereas the intensity of the SMC1a (H) labelling is only partially
reduced and delocalized. *Sex body (XY).
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histological analysis of oocytes and ovarian sections. RAD21L

has been localized to the AEs/LEs of the SC from early

leptotene to pachytene, with loss of staining at later stages

such as dictyate and metaphase I (Ishiguro et al, 2011).

However, despite the fact that in oocytes the lack of

RAD21L did not fully abolish synapsis as observed in sper-

matocytes and that fully synapsed bivalents were observed

with a normal loading of STAG3 and SMC1a at their AE/LEs

(Supplementary Figure S8A), a high proportion of the pachy-

tene oocytes showed a slight defect in synapsis as determined

by discontinuities in the labelling of SYCP3/SYCP1 at the

synapsed LEs of the pachytene chromosomes (69±4.3% of

cells in Rad21l�/� versus 12±3.6% in wild type, N¼ 30,

at 17.5 d.p.c. of age; Figure 8A). Chiasmata maintenance

requires meiotic cohesion from yeast to mammals

(Buonomo et al, 2000; Hodges et al, 2005). The cohesin-

dependent mechanism for stabilizing sites of CO and centro-

meric cohesion is altered in an age-dependent manner

Figure 8 Female meiosis. (A) Double immunolabelling of SYCP3 (red) and SYCP1 (green) in pachytene oocytes from wild-type and mutant
females showing normal (middle) and abnormal pairing (right). (B) Ovaries from RAD21L-deficient mice show atrophy with fibrosis and
depletion of follicles. Comparative histological analysis of ovaries from Rad21l�/� and wild-type mice at 6 days (P6), 4 months (4 m) and 12
months (12 m) of age. Arrows indicate follicles and asterisks corpora lutea. Bar represents 500 mm in 4 m and 12 m, and 100 mm in P6.
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leading to chromosome missegregation and aneuploidy

(Hodges et al, 2005; Revenkova et al, 2010). Diakinesis/

metaphase I chromosomes from RAD21L-deficient oocytes

were normal and 20 bivalents were always observed

(Supplementary Figure S8B), indicating that RAD21L is not

involved in chromosome cohesion during female meiosis.

Taken together, these results suggest that a cohesion defect

was not the underlying cause of the age-dependent infertility

(Hodges et al, 2005; Chiang et al, 2010; Lister et al, 2010). Next,

we comparatively studied the histology of ovaries from 12-

month-old wild-type and mutant female mice and observed

remarkable differences. While control ovaries showed more

than five follicles at different stages of folliculogenesis and

several corpora lutea, mutant ovaries displayed atrophy with a

complete loss of primordial follicles (Figure 8B). In 4-month-

old mice, the mutant ovaries presented a reduced number of

follicles but a similar number of corpora lutea as wild-type

littermates (Figure 8B). Thus, the ratio between the numbers

of follicles and the numbers of corpora lutea is reduced in the

Rad21l�/� when compared with controls. To further delineate

at which stage during development this reduction is achieved,

we histologically analysed ovaries from 6-day-old females

(P6), a time point at which all oocytes are already arrested

in dictyate (Peters, 1969). A four-fold decrease (4.1±0.6,

N¼ 4) in the number of small oocytes in the outer cortex

where primordial follicles occur was found in Rad21l�/�

compared with Rad21lþ /þ . However, no substantial differ-

ences in the numbers of growing oocytes in the preantral stage

of follicle development, which occupy the inner part of the

cortex, were observed (Figure 8B; Peters, 1969). This demon-

strates that young mutant females are able to ovulate physio-

logically in a similar way as the controls, and predicts that

females will exhaust their pool of oocytes earlier than their

wild-type counterparts leading to premature infertility.

In terms of human disease, this pathology resembles

premature ovarian failure and its aetiology includes a strong

genetic component (Shelling, 2010). In addition, women who

suffer from ovarian failure after cancer chemotherapy or

older healthy women also demonstrate a strikingly similar

atrophy of the ovaries as we here observed in Rad21l�/�

female mice (Meirow et al, 2007).

Sexual dimorphism in fertility in mouse mutants

Defects in early stages of the meiotic prophase I are common

in several mouse mutants where meiotic genes have been

ablated, these include Spo11, Sycp3, Sycp2, Fkbp6 and Trip13

(Baudat et al, 2000; Yuan et al, 2000; Crackower et al, 2003;

Yang et al, 2006; Li and Schimenti, 2007). Smc1b and Rec8

null mice are the only cohesin-deficient mice analysed meio-

tically and are infertile, while Rad21 null mice are not viable

(Xu et al, 2010). REC8-deficient mice fail to maintain inter-

homologous synapsis, which leads to meiotic arrest in both

genders (Bannister et al, 2004; Xu et al, 2005). Smc1b mutant

mice show an arrest in pachytene stage in males, whereas

females have weaker synapsis defect allowing progression up

to the second division but they show unjoined chromatids

due to a loss of centromeric cohesion (Revenkova et al,

2004). The RAD21L-deficient males generated and analysed

in the present study reveal a phenotype as severe as the one

observed in the Rec8 mutant male mice, which also show a

zygotene-like arrest. However, the subfertility of the RAD21L-

deficient females is much milder than in SMC1b and REC8

female mice (Bannister et al, 2004; Revenkova et al, 2004;

Xu et al, 2005).

Sexual dimorphism in meiotic genes has been previously

observed in SYCP3 and SYCP2 mutant mice, where males are

infertile whereas females are only subfertile (Yuan et al, 2000,

2002; Yang et al, 2006). This dimorphism has been attributed

to a very weak synapsis surveillance mechanism and a

reduced stringency of the spindle assemble checkpoint in

oocytes in comparison to spermatocytes (Hunt and Hassold,

2002; Nagaoka et al, 2011), but this can also be explained by

the prolonged prophase arrest following bivalent formation,

which lasts from birth until ovulation. After this long-term

arrest of oocytes at dictyate, most of the components of the

former AEs/LEs of the disassembled SC do not remain/

relocate to the centromere or to the interchromatid domain

of the bivalents at the next metaphase I. For instance, SYCP3,

SYCP2 and RAD21 have been localized at the AEs/LEs of the

SC during both male and female mouse meiosis, and also at

the centromeres of metaphase I bivalents in spermatocytes

(Offenberg et al, 1998; Parra et al, 2004; Ishiguro et al, 2011)

but not in oocytes (Hodges et al, 2001; Tachibana-Konwalski

et al, 2010). Likewise, RAD21L disappears from the AEs/LEs

at dictyate and never labels the centromeres of metaphase I

bivalents in oocytes (Ishiguro et al, 2011). In agreement with

this, RAD21L-deficient females do not show premature loss of

cohesion at metaphase I (20 bivalents are observed;

Supplementary Figure S8B) and are therefore fertile. Thus,

it can be speculated that mutations in this set of proteins

(SYCP2, Yang et al, 2006; SYCP3, Yuan et al, 2000; Yuan et al,

2002; and RAD21L, this study), yield male infertility and

female subfertility not only because of differences in the

checkpoints between genders, but also because these pro-

teins are not part of the segregation machinery of the

chromosomes during female meiosis. This difference be-

tween male and female meiosis might contribute to the

vulnerability of the female meiotic process by increasing

the likelihood of premature sister chromatid separation.

From the spermatogenic point of view, it has been claimed

that the meiotic sex chromosome inactivation (MSCI) that

takes place in the sex bivalent in mid-pachytene spermato-

cytes can underlie the dimorphic infertility of several mouse

mutants with a common type IV meiotic arrest (Barchi et al,

2005; Mahadevaiah et al, 2008). Recently, it has been eluci-

dated that when MSCI fails at mid-pachytene, two pro-

apoptotic transcription factors located at the Y chromosome

(ZFY1/2) drive pachytene-arrested spermatocytes into a pro-

grammed cell death (Royo et al, 2010). We postulate that

these same genes could also lead to the apoptosis observed in

other mouse mutants with a developmental stage IV arrest,

which are blocked well before MSCI take place at mid-

pachytene. For instance, both DMC1- and SPO11-deficient

spermatocytes arrest at developmental stage IV and their

spermatocytes show similar level of apoptosis; however,

their arrest corresponds to zygotene and to a mid-pachytene

prophase, respectively (Yoshida et al, 1998; Baudat et al,

2000). Thus, we believe that the activation of the apoptotic

programme in zygotene-like-arrested mutants, such as

Rad21l�/� spermatocytes, can be caused by the expression

of these and/or other unidentified pro-apoptotic genes for an

indefinite lapse of time during the zygotene-like arrest.

Finally, it has been highlighted that the sexual dimorphism

in fertility is dependent on those proteins that affect the
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organization of the AEs/chromatin of the male XY bivalent

(Kolas et al, 2005). This observation is also consistent with

RAD21L playing a specific role in the pairing and the devel-

opment of the sex body.

In yeast and vertebrates, a dual model of the ring closure of

the cohesin complex by the kleisins REC8/RAD21 has long

been accepted (Klein et al, 1999; Sonoda et al, 2001; Kudo

et al, 2006; Tachibana-Konwalski et al, 2010). This model has

been challenged by the existence of three meiosis-specific

paralogues of the a-kleisins family of proteins in C. elegans

(REC8, COH3, COH4). Similarly in mammals, the observed

severity and penetrance of the phenotype in mice lacking

RAD21L is comparable to the genetic ablation of the canoni-

cal meiotic kleisin REC8 in mouse spermatogenesis

(Bannister et al, 2004; Xu et al, 2005), further demonstrating

that these kleisins are not redundant and are similarly

important in male meiotic prophase. Overall, these results

provide in vivo evidence for the functional relevance of the

a-kleisin RAD21L in SC assembly, homologous recombina-

tion, and synapsis during mammalian meiosis and suggest a

re-examination of the contribution of the a-kleisin paralogues

in mammalian meiosis.

Materials and methods

Immunocytology
Testes were detunicated and processed for spreading using a
conventional ‘dry-down’ technique or squashing (Parra et al, 2004).
Oocytes from fetal ovaries (E17.5 embryos) were digested with
collagenase, incubated in hypotonic buffer, disaggregated, fixed in
paraformaldehyde and incubated with the indicated antibodies for
immunofluorescence (see Supplementary data). Both polyclonal
antibodies against RAD21L (Gutiérrez-Caballero et al, 2011) were
used indistinctly for the IF and western blot data presented
throughout this work. In all the cases, the results were validated
with both antibodies.

Mice
We developed a non-conditional mutant mouse by standard gene
targeting methods using an insertional strategy. Briefly, two
homology arms separated apart by a gap were PCR amplified from
a BAC clone enclosing RAD21L and cloned into the plasmid
p5’HPRT (Adams et al, 2004). The targeting vector was linearized at
a new restriction site generated between both ends flanking the gap,
and electroporated in ES cells following standard procedures (see
Supplementary data). The genetic background under which the
mutation was analysed is a mixed BL6/129. The handling,
maintenance and care of the animals, as well as all procedures
performed in this study, were in accordance with the institutional
guidelines (CSIC and USAL). Rad21lþ /� and Rad21lþ /þ were used
as controls in all the experiments throughout the study. To simplify,
we only show the Rad21lþ /þ and Rad21l�/� results.

FACS analysis
Wild-type, Rad21lþ /� and Rad21l�/� testicular cells preparation
and their DNA content measurement were performed by a standard
procedure (Kudo et al, 2009).

OA assay
Testes from wild-type and Rad21l�/� were detunicated and cultured
as previously described (Revenkova et al, 2004). Briefly,
5�106 cell/ml were plated in 35�10 mm2 culture dishes containing
complete culture medium supplemented with 25 mM HEPES. Cells
were cultured at 32 1C for 5–6 h with 5 mM OA (Sigma-Aldrich).
Spreading and immunofluorescence were performed as previously
mentioned.

Telomeric analysis
Squashed tubules were double immunolabelled with SYCP3 and
RAP1. For each nucleus, partial Z projections of the top, equator
and bottom portions were captured using an Olympus DP70 digital
camera controlled by AnalySIS software (Soft Imaging System). All
projections result from the superimposition of 15 focal planes
throughout a certain nuclear region.

Histology
For adult male histological analysis, mice were perfused and their
testes/ovaries were processed into serial paraffin sections and
stained with haematoxylin–eosin. For TUNEL assay, sections were
deparaffinized and apoptotic cells were detected with the In Situ
Cell Death Detection Kit (Roche) and counterstained with DAPI.
Apoptotic cells were pseudocoloured in green. Immunohistochem-
ical detection of proliferating cells with a-PCNA ab29 (1:200,
Abcam) involved antigen retrieval with citrate buffer at pH 6.0. For
histological studies of 13 and 19 days mice, testes were fixed in
Bouin’s fixative.

Giemsa staining of diakinesis-stage mouse oocytes
To analyse crossovers at diakinesis, we did chromosome prepara-
tions of oocytes (nX15 per female) from three females of 18 weeks
of age from each genotype following the method described
previously (Kan et al, 2008).

Supplementary data
Supplementary data are available at The EMBO Journal Online
(http://www.embojournal.org).
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San-Segundo PA, Freire R (2004) TopBP1 and ATR colocalization
at meiotic chromosomes: role of TopBP1/Cut5 in the meiotic
recombination checkpoint. Mol Biol Cell 15: 1568–1579

Peters H (1969) The development of the mouse ovary from birth to
maturity. Acta Endocrinol (Copenh) 62: 98–116

Prieto I, Suja JA, Pezzi N, Kremer L, Martı́nez-A C, Rufas JS,
Barbero JL (2001) Mammalian STAG3 is a cohesin specific to
sister chromatid arms in meisosis I. Nat Cell Biol 3: 761–766

Revenkova E, Eijpe M, Heyting C, Hodges CA, Hunt PA, Liebe B,
Scherthan H, Jessberger R (2004) Cohesin SMC1 beta is required
for meiotic chromosome dynamics, sister chromatid cohesion
and DNA recombination. Nat Cell Biol 6: 555–562

Revenkova E, Herrmann K, Adelfalk C, Jessberger R (2010) Oocyte
cohesin expression restricted to pre-dictyate stages provides full
fertility and prevents aneuploidy. Curr Biol 20: 1529–1533

Royo H, Polikiewicz G, Mahadevaiah SK, Prosser H, Mitchell M,
Bradley A, de Rooij DG, Burgoyne PS, Turner JM (2010) Evidence
that meiotic sex chromosome inactivation is essential for male
fertility. Curr Biol 20: 2117–2123

Russell LD (1990) Histological and Histopathological Evaluation
of the Testis. 1st edn. Cache River Press, Quick Publishing:
St Louis, MO

RAD21L exhibits sexual dimorphism in fertility
Y Herrán et al

The EMBO Journal &2011 European Molecular Biology Organization14



Santucci-Darmanin S, Walpita D, Lespinasse F, Desnuelle C, Ashley
T, Paquis-Flucklinger V (2000) MSH4 acts in conjunction with
MLH1 during mammalian meiosis. FASEB J 11: 1539–1547

Scherthan H (2001) A bouquet makes ends meet. Nat Rev Mol Cell
Biol 2: 621–627

Severson AF, Ling L, van Zuylen V, Meyer BJ (2009) The axial
element protein HTP-3 promotes cohesin loading and meiotic
axis assembly in C. elegans to implement the meiotic program of
chromosome segregation. Genes Dev 23: 1763–1778

Shelling AN (2010) Premature ovarian failure. Reproduction 140:
633–641

Sonoda E, Matsusaka T, Morrison C, Vagnarelli P, Hoshi O, Ushiki T,
Nojima K, Fukagawa T, Waizenegger IC, Peters JM, Earnshaw
WC, Takeda S (2001) Scc1/Rad21/Mcd1 is required for sister
chromatid cohesion and kinetochore function in vertebrate
cells. Dev Cell 6: 759–770

Suja JA, Barbero JL (2009) Cohesin complexes and sister chromatid
cohesion in mammalian meiosis. Genome Dyn 5: 94–116

Sumara I, Vorlaufer E, Stukenberg PT, Kelm O, Redemann N, Nigg
EA, Peters JM (2002) The dissociation of cohesin from chromo-
somes in prophase is regulated by Polo-like kinase. Mol Cell 9:
515–525

Tachibana-Konwalski K, Godwin J, van der Weyden L, Champion L,
Kudo NR, Adams DJ, Nasmyth K (2010) Rec8-containing cohesin
maintains bivalents without turnover during the growing phase
of mouse oocytes. Genes Dev 24: 2505–2516

Viera A, Rufas JS, Martı́nez I, Barbero JL, Ortega S, Suja JA (2009)
CDK2 is required for proper homologous pairing, recombination

and sex-body formation during male mouse meiosis. J Cell Sci
122: 2149–2159

Wiltshire T, Park C, Caldwell KA, Handel MA (1995) Induced
premature G2/M-phase transition in pachytene spermatocytes
includes events unique to meiosis. Dev Biol 169: 557–567

Xu H, Balakrishnan K, Malaterre J, Beasley M, Yan Y, Essers J,
Appeldoorn E, Tomaszewski JM, Vazquez M, Verschoor S, Lavin
MF, Bertoncello I, Ramsay RG, McKay MJ (2010) Rad21-cohesin
haploinsufficiency impedes DNA repair and enhances gastroin-
testinal radiosensitivity in mice. PLoS One 5: e12112

Xu H, Beasley MD, Warren WD, van der Horst GT, McKay MJ (2005)
Absence of mouse REC8 cohesin promotes synapsis of sister
chromatids in meiosis. Dev Cell 8: 949–961

Yang F, De La Fuente R, Leu NA, Baumann C, McLaughlin KJ, Wang
PJ (2006) Mouse SYCP2 is required for synaptonemal complex
assembly and chromosomal synapsis during male meiosis. J Cell
Biol 173: 497–507

Yoshida K, Kondoh G, Matsuda Y, Habu T, Nishimune Y, Morita T
(1998) The mouse RecA-like gene Dmc1 is required for
homologous chromosome synapsis during meiosis. Mol Cell 1:
707–718

Yuan L, Liu JG, Hoja MR, Wilbertz J, Nordqvist K, Höög C (2002)
Female germ cell aneuploidy and embryo death in mice lacking
the meiosis-specific protein SCP3. Science 296: 1115–1118

Yuan L, Liu JG, Zhao J, Brundell E, Daneholt B, Hoog C (2000)
The murine SCP3 gene is required for synaptonemal complex
assembly, chromosome synapsis, and male fertility. Mol Cell 5:
73–83

RAD21L exhibits sexual dimorphism in fertility
Y Herrán et al

&2011 European Molecular Biology Organization The EMBO Journal 15



The Rockefeller University Press   $30.00
J. Cell Biol.
www.jcb.org/cgi/doi/10.1083/jcb.201201100 Cite by DOI: 10.1083/jcb.201201100 JCB � of 9

JCB: Report

E. Llano and Y. Herrán contributed equally to this paper.
Correspondence to Alberto M. Pendás: amp@usal.es; or Elena Llano: ellano@
usal.es
Abbreviations used in this paper: AE, axial element; dKO, double knockout; 
DSB, double-strand break; LE, lateral element; RPA, replication protein A; SC, 
synaptonemal complex.

Introduction
In mammalian spermatogenesis, a subset of spermatogonia 
undergoes a terminal round of DNA replication and then  
enters meiosis. Meiosis is a specialized process in which two 
successive rounds of chromosome segregation and cell divi-
sions occur without intervening DNA replication. This re-
duces the number of each chromosome from four copies in 
the meiocyte to one copy in haploid gametes. At the initiation 
of the prophase I, a proteinaceous structure called the axial 
element (AE) begins to form along replicated sister chroma-
tids. Subsequently, the AEs of homologues become juxta-
posed by transverse element proteins (e.g., SYCP1, beginning 
in zygonema), and the paired axes joined by transverse ele-
ments form the tripartite synaptonemal complexes (SCs) that 
connect all homologues at pachynema (Yang and Wang, 
2009). This dynamic protein complex provides the structural 
framework in which homologous chromosomes undergo 
close juxtaposition and repair of double-strand breaks (DSBs) 
by recombination. Subsequently, but before the first meiotic 
division, homologues desynapse but retain stable connections 

formed by resolution of certain recombination events as 
crossovers (visible as chiasmata). In most organisms, chias-
mata are required to enable proper orientation of homologues 
on the meiosis I spindle before the first meiotic division. Sister 
chromatid cohesion distal to crossovers maintains chiasmata 
at their initial positions until anaphase I.

During meiosis, sister chromatid cohesion is lost in two 
consecutive steps. Loss of chromosome arm cohesion in ana-
phase I releases the linkage between homologues, allowing 
them to segregate to opposite poles (Page and Hawley, 2003). 
However, maintenance of centromeric cohesion by the action of 
Shugoshin-like–2 in mammals ensures the generation of tension 
by the proper attachment of sister chromatids to the meiosis II 
spindle, enabling their proper segregation to opposite poles 
(Llano et al., 2008; Gutiérrez-Caballero et al., 2012).

During the mitotic cell cycle, sister chromatid cohesion 
is mediated by the multisubunit cohesin complex between  
S phase and anaphase (Gruber et al., 2003; Unal et al., 2007; 
Haering et al., 2008; Zhang et al., 2008). Structurally, the mi-
totic cohesin complex comprises four core proteins: SMC1, 
SMC3, RAD21, and a HEAT repeat domain protein (STAG1 

Cohesin is a conserved multisubunit protein com-
plex that participates in chromosome segregation, 
DNA damage repair, chromatin regulation, and 

synaptonemal complex (SC) formation. Yeast, but not 
mice, depleted of the cohesin subunit Rec8 are defective 
in the formation of the axial elements (AEs) of the SC, sug-
gesting that, in mammals, this function is not conserved. In 
this paper, we show that spermatocytes from mice lacking 

the two meiosis-specific cohesin subunits RAD21L and 
REC8 were unable to initiate RAD51- but not DMC1-
mediated double-strand break repair, were not able to 
assemble their AEs, and arrested as early as the leptotene 
stage of prophase I, demonstrating that cohesin plays an 
essential role in AE assembly that is conserved from yeast 
to mammals.
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Results and discussion
Mice lacking RAD21L and REC8 develop 
normally but are infertile
Mice lacking either of two meiosis-specific cohesin subunits, 
REC8 or RAD21L, show similar defects in meiosis. To test for 
possible overlap in the functions of these two kleisin proteins, 
we generated kleisin double-knockout (dKO) mice. Rad21l/ 
Rec8/, henceforth dKO-kls animals, were obtained from crosses 
of double heterozygotes (Rec8+/ and Rad21l+/) in the expected 
Mendelian ratios and analyzed. dKO-kls mice developed nor-
mally and displayed no overt defects besides infertility. As ex-
pected from the phenotypes of the single Rec8 and Rad21l 
mutants, all the dKO-kls mice (n = 11) were infertile (unpub-
lished data; Bannister et al., 2004; Herrán et al., 2011). The 
testes from dKO-kls mice were reduced in size, weighing 30 ± 
3 mg at 6–8 wk of age compared with 103 ± 8 mg in wild-type 
males (Fig. 1 A and Table S1). Furthermore, histological exam-
ination of testes from 6–8-wk-old dKO-kls males revealed sem-
iniferous tubules that were always devoid of postmeiotic cell 
types, despite the presence of spermatogonia, and Sertoli and 
Leydig cells (Fig. 1 B and not depicted). Similar defects were 
also observed in the Rec8-deficient and Rad21L-deficient mice 
(Fig. 1, A and B; Bannister et al., 2004; Herrán et al., 2011).

Meiotic kleisins are essential for the 
formation of AEs in spermatocytes
We staged and examined spermatocyte spreads by immuno
localization of SYCP3. In the absence of RAD21L and REC8, AE 
assembly and synapsis between homologues were disrupted 
very early (Fig. 1, C and D). dKO-kls spermatocytes arrested at 
a leptotene-like stage (100% of cells) were characterized by the 
punctate aggregates of SYCP3. In contrast, thin threads were 
observed in late leptotene spermatocytes from wild-type and 
single mutant mice (Fig. 1, C and D). SYCP2, another axial pro-
tein, colocalized with SYCP3 in these aggregates (Fig. 1 D). 
Antibodies against SYCP1 were used to determine whether trans-
verse components of the SC assembled in dKO-kls mutant sper-
matocytes. The aggregates of AE proteins did not show reactivity 
with SYCP1 antibodies, indicating an absence of transverse fila-
ment assembly (n = 120; Fig. 1 D). In agreement with previous 
studies, spermatocytes of Rad21l and Rec8 single mutant mice 
arrested at a zygotene-like stage, displaying several fragmented 
AEs and some partially synapsed lateral elements (LEs) that 
never progressed to the expected 19 fully synapsed autosomal 
bivalent chromosomes observed in wild-type pachynema (un-
published data; Bannister et al., 2004; Herrán et al., 2011).

Tubule section in wild-type mice can be categorized in 
stages running from I to XII according to the spectrum of germ 
cell types that are present (Russell et al., 1990). Following these 
criteria, dKO-kls, Rad21l, and Rec8 mutant mice appeared to be 
arrested at stage IV of the seminiferous epithelium cycle (Fig. 1 B; 
Herrán et al., 2011). In wild-type tubules, stage IV typically corre-
sponds to midpachynema. At this stage, mutant spermatocytes 
that fail to complete recombination and/or chromosome synap-
sis will usually undergo apoptosis (de Rooij and de Boer, 2003). 
As examples, MSH5-, DMC1-, or SPO11-deficient spermatocytes 

and STAG2; Watanabe, 2005; Hirano, 2006). SMC1 and 
SMC3 are members of the structural maintenance of a chro-
mosome family of ATPases, which heterodimerize in an anti-
parallel orientation. The -kleisin subunit RAD21 closes the 
ring cohesin complex and is the substrate of the protease sepa-
rase (Uhlmann et al., 2000). There are meiosis-specific mam-
malian paralogues of RAD21, SMC1, and STAG1-2, namely, 
REC8 and RAD21L, SMC1, and STAG3, respectively 
(Parisi et al., 1999; Prieto et al., 2001; Gruber et al., 2003; 
Gutiérrez-Caballero et al., 2011), which lead to a variety of 
meiosis-specific cohesin complexes (Ishiguro et al., 2011; 
Gutiérrez-Caballero et al., 2011). Interestingly, yeast Rec8 is 
necessary for stepwise release of sister chromatid cohesion in 
meiosis, and this role is widely conserved across eukaryotes 
(Klein et al., 1999; Golubovskaya et al., 2006; Severson et al., 
2009). Furthermore, the analysis of yeast mutants of Rec8  
revealed additional functions in AE assembly, pairing of  
homologues, synapsis, and recombination (Klein et al., 1999; 
Watanabe and Nurse, 1999).

In mammals, cohesins colocalize and interact with the 
structural AE components SYCP3 and SYCP2 (Suja and 
Barbero, 2009). However, there is disagreement as to whether 
the mammalian cohesin complex is an integral part of the AE 
itself (Eijpe et al., 2003) or constitutes a different structure 
of the chromosomal core (Pelttari et al., 2001). Mouse sper-
matocytes lacking SMC1, REC8, or RAD21L are able to 
assemble AEs but undergo meiotic arrest at the zygotene or 
early pachytene stages, with partially synapsed chromosomes 
(Bannister et al., 2004; Revenkova et al., 2004; Herrán et al., 
2011). REC8 is also dispensable for AE and SC assembly in 
many higher eukaryotes, suggesting that cohesin may not be 
universally required for AE assembly (Bhatt et al., 1999; 
Bannister et al., 2004). However, Caenorhabditis elegans 
depleted of the three meiosis-specific kleisins (Rec8, COH-3, 
and COH-4) are unable to form AEs, similar to yeast bear-
ing rec8 or smc3 alleles (Klein et al., 1999; Severson  
et al., 2009). These results suggest that this AE assembly 
function might be obscured in other higher eukaryotes, such 
as mammals, owing to the involvement of multiple kleisins 
(Gutiérrez-Caballero et al., 2011; Ishiguro et al., 2011; Lee 
and Hirano, 2011).

To better understand the role that cohesins play in  
AE and SC assembly in mammals, we performed a genetic 
depletion of the two meiosis-specific kleisins REC8 and 
RAD21L in mice (Bannister et al., 2004; Herrán et al., 2011). 
Our results reveal that either of these kleisins is each suffi-
cient for association of the AE proteins SYCP3 and SYCP2 
with chromosomes and that AE formation fails only in mice 
lacking both kleisins. This failure to assemble AEs leads to 
accumulation of cells with leptotene-like morphology, which 
is, to the best of our knowledge, the earliest arrest of mouse 
spermatogenesis ever reported. This evidence indicates that 
meiotic cohesin complexes are essential structural components of 
the AE from yeast to mammals. In addition, we show that mei-
otic cohesins function downstream of the SPO11-mediated DSB 
formation and upstream of RAD51- but not DMC1-mediated 
DSB repair.
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Figure 1.  Absence of RAD21L and REC8 arrest mouse spermatogenesis in early prophase I. (A) dKO-kls mice show a 70% reduction in testes size compared 
with wild type. Similar reductions are observed in Rad21l/ and Rec8/ males. (B) Mutation of both Rad21l and Rec8 elicits an arrest of spermatogenesis 
at stage IV characterized by intermediate spermatogonia (arrows) in a representative section of a seminiferous tubule. Massive apoptosis of spermatocytes 
(condensed nuclei indicated by asterisks) and absence of mature spermatozoa/spermatids are observed in the dKO-kls tubules. A similar arrest is observed 
in seminiferous tubules from singly mutant Rad21l and Rec8 mice. (C) Immunolabeling for SYCP3 in spermatocytes from a wild-type mouse at early and 
late leptonema and spermatocytes arrested at a leptotene-like stage from a dKO-kls mouse. (D) dKO-kls spermatocytes arrested at the leptotene-like stage 
show absence of chromosomal synapsis. Double immunolabeling for SYCP3 and SYCP2 or SYCP1 shows SYCP3/SYCP2 aggregates without synapsis 
as indicated by the lack of SYCP1 labeling in double mutant spermatocytes. Spermatocytes from Rad21l/ (zygotene-like arrest), Rec8/ (zygotene-like 
arrest), and wild-type (zygotene stage) mice show AEs and synapsed LEs with stretches of SYCP1. Bars: (A) 5 mm; (B) 25 µm; (C and D) 100 µm.
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leads to absence of AEs, which elicits spermatocyte death after 
an extended leptotene-like stage.

DSBs are formed but not repaired  
in dKO-kls male mice
We next sought to determine how recombination mechanisms are 
affected by the absence of RAD21L and REC8. Programmed 
DSBs that initiate meiotic recombination are normally generated 
by the nuclease SPO11 at the early leptotene stage (Keeney, 2001). 

arrest at stage IV, but the terminal stage was described as zygo-
nema, late zygonema, and midpachynema, respectively, based 
on the progression of synapsis (Yoshida et al., 1998; de Vries 
et al., 1999; Baudat et al., 2000). Interestingly, dKO-kls sper-
matocytes arrest at a stage best described as leptonema be-
cause they lack AEs yet remain viable up to stage IV. The 
absence of later stages indicates that these spermatocytes 
then undergo apoptosis, likely caused by activation of meiotic 
checkpoints. Thus, disruption of the meiotic cohesin complexes 

Figure 2.  Meiotic cohesins are dispensable for DSB formation but not for normal loading of RAD51. (A) Double immunolabeling of SYCP3 and -H2AX. 
In wild-type spermatocytes, -H2AX labels the chromatin from leptonema to pachynema when the signal disappears from autosomal chromosomes and 
remains only on sex body chromatin (not depicted). In the single and dKO-kls mutants, -H2AX also labels leptotene chromatin. (B) Double immunolabel-
ing of SYCP3 and RAD51. In wild-type spermatocytes and spermatocytes of single Rad21l or Rec8 mutants, RAD51 localizes to AEs/LEs at leptonema. In 
Rec8/ Rad21l/ spermatocytes, there is an 8.5-fold reduction in the number of RAD51 foci. Bars, 100 µm.
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We analyzed break formation in mutant spermatocytes using 
antibodies against the -H2AX, a histone variant that is phos-
phorylated during early prophase I in response to SPO11-induced 
DSBs in an ATM-dependent manner (Mahadevaiah et al., 2001). 
As seen in Fig. 2 A, 100% of leptotene-like arrested spermato-
cytes from dKO-kls mice showed a positive staining that was 
similar to that observed in the wild-type mice (87 ± 30 vs. 92 ± 56; 
Table S1). This suggests that the formation of programmed 
DSBs is not markedly altered in dKO-kls mice. However, the 
presence of -H2AX staining in all the arrested spermato-
cytes from dKO-kls animals indicates that breaks are not  
repaired efficiently.

We further analyzed the recombination process to ad-
dress why DSBs are not repaired in the double mutant sper-
matocytes. After DSBs are induced, the broken ends are 
resected, and the strand invasion enzymes RAD51 and DMC1 
are recruited to the resulting single-strand DNA overhangs to 
promote homologue pairing and DNA repair (Symington and 
Gautier, 2011). In wild-type leptotene spermatocytes, RAD51 
and DMC1 assemble on the AEs/LEs of bivalents and dis
appear toward pachynema, with the exception of the unsyn-
apsed portions of the sex chromosome AEs (Tarsounas et al., 
1999). As shown in Fig. 2 B, wild-type spermatocytes showed 
70–150 RAD51 foci (111 ± 32). In contrast, the dKO-kls con-
tained only a few RAD51 foci (14 ± 5, P < 0.05; Table S1). Next, 
we monitored the loading of DMC1, a meiosis-specific para-
logue of RAD51. In wild-type spermatocytes, both recombinases 
colocalize extensively such that most recombination-associated 
foci contain both proteins (Tarsounas et al., 1999). Intriguingly, 
immunofluorescence with a DMC1-specific antibody revealed 
no detectable difference in numbers of DMC1 foci between 
wild type and dKO-kls in leptonema (52 ± 20 vs. 54 ± 19; 
Table S1 and Fig. 3 A). The presence of an equivalent number 
of DMC1 foci in double mutant leptotene spermatocytes im-
plies that the -H2AX labeling in the dKO-kls spermatocytes 
is very likely generated by the meiotic SPO11 nuclease.

Next, we determined the distribution of the replication 
protein A (RPA) in dKO-kls spermatocytes. RPA is a single-
stranded DNA-binding protein that enhances the formation of 
RAD51 and DMC1 filaments in vitro. RPA is first detected in 
few foci at leptonema. The initial binding of RPA to single-
strand DNA at the resected ends of DSBs is supposed to be too 
transient to be cytologically detected by immunofluorescence 
because RPA is rapidly displaced by RAD51/DMC1 (Yang et al., 
2008). Subsequently, after RAD51/DMC1 loading, abundant 
RPA foci are detected in the synapsed regions of the LEs at  
zygonema (Krogh and Symington, 2004; Moens et al., 2007). 
Intriguingly, despite failure to proceed beyond leptonema, RPA 
foci were increased threefold in the dKO-kls spermatocytes rel-
ative to wild type (55 ± 19 vs. 18 ± 10, P < 0.05; Table S1 and 
Fig. 3 B), which is very likely caused by the sharp reduction in 
the loading of RAD51 (Fig. 2 B; Roig et al., 2010). TRIP13 is 
the mammalian orthologue of the yeast Pch2 (pachytene check-
point 2) gene, and its deletion leads to a block of spermatogen-
esis and oogenesis because of defects in DSB repair (Li and 
Schimenti, 2007; Roig et al., 2010). Interestingly, Trip13 mutant 
spermatocytes accumulate RPA foci in leptonema and also show 

Figure 3.  Normal loading of DMC1 and RPA accumulation at leptonema-
arrested dKO-kls spermatocytes. Double immunolabeling of SYCP3 and 
DMC1 or RPA. (A) In wild-type and dKO-kls spermatocytes, DMC1 protein 
localizes to AEs/LEs at leptonema. (B) In dKO-kls spermatocytes, there is a 
threefold increase in the numbers of RPA foci at the leptotene-like arrest in 
comparison with wild-type spermatocytes. Bars, 100 µm.
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can be genetically dissected. Collectively, our results indicate 
that meiotic cohesins are dispensable for the loading of DMC1 
but are essential for normal loading of RAD51 (Xu et al., 2003; 
Sharan et al., 2004; Yang et al., 2008; Roig et al., 2010).

a sharply reduced number of RAD51 foci and an accumulation 
of DMC1 foci at leptonema (Roig et al., 2010). Thus, the RAD51 
and DMC1 homologous recombination pathways, although 
very similar biochemically (Kagawa and Kurumizaka, 2010), 

Figure 4.  Cohesin complexes in the absence of RAD21L and REC8. Double immunofluorescence of SYCP3 and either RAD21, SMC3, SMC1, or STAG3. 
In wild-type leptotene spermatocytes, the cohesins RAD21, SMC3, SMC1, and STAG3 colocalize with SYCP3 along the AEs of the chromosomes. In 
Rad21l and Rec8 single mutant leptotene spermatocytes, RAD21, SMC3, SMC1, and STAG3 colocalize also with SYCP3 along the AEs/LEs of the chro-
mosomes. In spermatocytes from dKO-kls, arrested at leptonema, SMC1 and STAG3 are not detected by immunofluorescence, whereas immunolabeling 
for RAD21 and SMC3 renders robust and very faint fluorescence signals, respectively. Bar, 100 µm.
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from the Y chromosomes) in dKO-kls spermatocytes (Fig. 5). 
The results revealed a single signal for each chromosome probe 
(corresponding to two closed and tethered sister chromatids). 
Collectively, these results suggest that sister chromatid cohe-
sion is properly established in the preceding S phase through 
the somatic -kleisin RAD21 subunit complexed with the 
SMC3 and SMC1 or SMC1 subunits. This result implies that 
meiosis-specific cohesin complexes are dispensable for cohe-
sion, by itself, and are specifically required for SC structure.

To our knowledge, deletion of both REC8 and RAD21L 
leads to the earliest arrest of mouse meiotic prophase reported 
to date, including the mutations for the individual cohesins 
REC8, SMC1, and RAD21L and the structural additional 
components SYCP3, SYCP1, and SYCP2 (Yuan et al., 2000; 
Bannister et al., 2004; Revenkova et al., 2004; de Vries et al., 
2005; Yang et al., 2006; Herrán et al., 2011). Interestingly, it 
was reported very recently that SYCP1 and SYCP3 double de-
ficiency does not abolish the loading of the meiotic cohesin 
complexes nor the presynaptic pairing and early homologous 
recombination in mouse meiocytes (Kouznetsova et al., 2011). 
Thus, the meiotic cohesin complexes are required to initiate 
AE/LE assembly in mammals (and not vice versa), which is a 
prerequisite for SC formation. Our findings provide evidence 
for a crucial role for meiotic cohesins (REC8- and RAD21L-
containing cohesin complexes) in the very early assembly of the 
AEs of the mammalian SC, revealing that this process is con-
served from yeast to mammals.

Materials and methods
Immunocytology and antibodies
Testes were detunicated and processed for spreading using the “dry-down” 
technique (Peters et al., 1997). The slides were rinsed three times for 5 min 
in PBS and incubated overnight at room temperature with primary anti-
bodies diluted in PBS. The primary antibodies used for immunofluorescence 
were rabbit SMC3 serum K987 (1:20), rabbit SMC1 serum K974 
(1:20; Prieto et al., 2004), rabbit STAG3 serum K403 (1:20; Prieto et al., 
2001), rabbit RAD21 IgG K854 (1:5; Prieto et al., 2002), rabbit SYCP2 
serum K1035 (1:20), mouse SYCP3 IgG sc-74569 (1:100), rabbit 
RAD51 sc-8349 (1:30), and PC130 (1:5; EMD; provided by J. Page, 
Universidad Autonoma de Madrid, Madrid, Spain), rabbit DMC1 sc-22768 
(1:20; Santa Cruz Biotechnology, Inc.), rabbit SYCP1 IgG ab15090 
(1:200; Abcam), rabbit anti–-H2AX (ser139) IgG (#07-164; 1:200; Mil-
lipore), and rabbit RPA IgG (1:300; provided by E. Marcon, Toronto Uni-
versity, Toronto, Canada). The secondary antibodies used were TRITC 
-mouse 115–095-146/-rabbit 111–025-144 and FITC -mouse 115–
095-146/-rabbit 111–095-045 (Jackson ImmunoResearch Laboratories, 

Cohesin complexes in mutant 
spermatocytes
In the absence of SYCP3, the cohesin complex persists at a re-
sidual AE-like chromosomal core in mouse meiocytes (Pelttari 
et al., 2001; Kolas et al., 2004; Kouznetsova et al., 2005). We 
evaluated whether deficiency of both RAD21L and REC8 
compromised the loading of other cohesin subunits by immuno
staining for the cohesin subunits STAG3, SMC3, SMC1, 
and RAD21 (Fig. 4). Surprisingly, we observed robust stain-
ing only for RAD21, which colocalized with SYCP3 labeling, 
and much fainter staining of SMC3 (Fig. 4). We did not detect 
either STAG3 or SMC1 (Fig. 4), suggesting that these co
hesin subunits are complexed in vivo with REC8 and RAD21L 
kleisins. Collectively, these data suggest that the two -kleisins, 
RAD21L and REC8, are not epistatic and sustain most, if 
not all, meiosis-specific cohesin complexes involved in AE 
formation and SC assembly. Our results are consistent with 
the observation that RAD21 is present on chromosome axes 
from leptonema to diplonema in mouse spermatocytes (this 
paper; Herrán et al., 2011) but contrast with one study in which 
RAD21 was first detected in the pachytene stage (Ishiguro 
et al., 2011). Because we observed RAD21 immunolabeling 
in the Rad21l/, Rec8/, and dKo-kls spermatocytes (Fig. 4), 
cross-reactivity of our antibody with RAD21L and/or REC8 is 
not likely the reason for these contrasting results, as previ-
ously claimed (Ishiguro et al., 2011). This early localization of 
RAD21 would suggest a direct role of this kleisin in establish-
ing cohesion in premeiotic S phase.

Sister chromatid cohesion in the absence 
of meiotic kleisins
In addition to their role in AE formation and DNA looping 
(Revenkova and Jessberger, 2006; Novak et al., 2008), cohesin 
complexes must tether the two sister chromatids from S phase 
until the onset of anaphase, when separase is activated, cleaves 
the -kleisin RAD21 subunit, and leads to opening of the cohe-
sin ring (Hauf et al., 2001). Thus, a deficiency for two out of the 
three mammalian kleisins could partially affect chromosomal 
cohesion and/or replication of the premeiocyte/meiocyte. To 
test this possibility, we performed FACS analysis of whole cells 
from seminiferous tubules, which showed the existence of tetra-
ploid compartment in dKO-kls testes (Fig. S1). Next, we per-
formed FISH analysis (one probe from the X and one probe 

Figure 5.  dKO-kls spermatocytes are proficient for sister 
chromatid cohesion. Hybridization of two DNA probes to the 
X and Y chromosomes renders a single dot signal for each 
probe in both wild-type and dKO-kls spermatocytes. Clear 
FISH signals for both probes can be observed in 63% of the 
90 leptonema-like cells analyzed. Bar, 100 µm.
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Inc.; all 1:100). Slides were visualized at room temperature using a micro-
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(Carl Zeiss). Images were taken with a digital camera (ORCA-ER; Hamamatsu 
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Mice
The mutation at the Rad21l/ locus is a null allele generated by gene tar-
geting using an insertional targeting vector (Herrán et al., 2011). Mice 
were genotyped by genomic Southern blot analysis of tail genomic DNA 
digested with SpeI and hybridized with a 5 external probe. The probe (1 kb) 
was generated by PCR using the primers 5-ACTAGTCTAAATAAAGGTCTT-3 
and 5-GATTTAAGCATGAATGAAGTAAC-3. The mutation at the Rec8 
locus is a null allele (premature stop codon at exon 6) isolated in a forward 
genetic screen for mouse infertility (Bannister et al., 2004). Mice were gen-
otyped by direct sequencing of the PCR-amplified exon 6 from genomic 
DNA using the primers 5-CCTTTACATCCCTGTTCTC-3 and 5-ACAG-
GAACACCAACTAACTC-3. dKO-kls mice were obtained by genetic 
crossing of double heterozygote mice (Rec8+/ Rad21l+/) and compared 
with single mutant and wild-type littermates. All animal experiments were 
reviewed and approved by the Consejo Superior de Investigaciones Cientí-
ficas (Spanish Research Council) and the Universidad de Salamanca 
National Committee on Bioethics.

FISH analysis
The mouse Y-specific probes were obtained by PCR using the following 
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GTTGGTTAATTGTTTGGG-3; 2S, 5-CATGCCCCTTGGACTGAC-3; 2AS, 
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X-specific DNA probe is a pericentromeric DNA fragment cloned in a plas-
mid (Disteche et al., 1985). Both probes were labeled by Nick translation 
with Dig-11–deoxy-UTP and Bio-16–deoxy-UTP and hybridized to sper-
matocyte spreads following standard procedures. In brief, slides were pre-
treated with pepsin (0.005% in 0.01 N HCl for 5 min at 37°C), dehydrated, 
and RNase treated (0.1 mg/ml in PBS for 1 h at 37°C). After denaturation 
in 70% formamide during 3 min at 75°C, slides were dehydrated in ice-
cold ethanol and hybridized overnight at 37°C to a denatured DNA probe. 
After washing (50% formamide and 2× SSC at 42°C), biotin- and digoxi-
genin-labeled probes were immunodetected using streptavidin-Cy3/goat 
biotinylated antistreptavidin/streptavidin-Cy3 (Jackson ImmunoResearch 
Laboratories, Inc.) and mouse antidigoxigenin-FITC/goat anti–mouse/rabbit 
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FACS analysis
Wild-type, Rad21l/, and dKO-kls testicular cell preparation and their 
DNA content measurement were performed as previously described 
(Malkov et al., 1998). In brief, testes were dissected in separation me-
dium (4 mM l-glutamine, 1.5 mM sodium pyruvate, 10% fetal calf  
serum, and 75 mg/ml ampicillin in DME containing nonessential amino 
acids). After decapsulation, the tubules were then treated with collage-
nase for 5 min at 37°C. The sedimented seminiferous cords were 
washed in separation medium and treated with 2.5 µg/ml trypsin and 
1 U/ml DNase I for 2 min at 37°C. Using a pair of scalpels, the tubules 
were disintegrated, and the resulting tissue suspension was passed 
through a 50-µm nylon mesh, washed twice by centrifugation, and 
counted. Cells were brought to a concentration of 2 × 106 cells/ml in 
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pH 8, 1 mM NaCl, 0.1% Nonidet P-40, 0.7 mg/ml RNase A, and 
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Online supplemental material
Fig. S1 shows that the absence of RAD21L and REC8 does not impair DNA 
replication and does not provoke loss of chromatid cohesion in dKO-kls sper-
matocytes. Table S1 shows the number of early recombination-associated 
foci in spermatocytes and the weight of testis from wild-type and dKO-kls  
mice. Online supplemental material is available at http://www.jcb.org/ 
cgi/content/full/jcb.201201100/DC1.
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Figure S1.  The absence of RAD21L and REC8 does not impair DNA replication. DNA content of the cells from the seminiferous tubules in the dKO-kls. 
FACs analysis of cells from whole seminiferous tubules from wild-type, Rad21l/, and dKO-kls testes showing the presence of the tetraploid compart-
ment in the three genotypes (n = 2). In addition, both Rad21l/ and dKO-kls, but not wild type, lack the haploid compartment as a result of the pro-
phase arrest at stage IV.

Table S1.  Number of early recombination-associated foci in spermatocytes and the weight of testis from wild-type and dKO-kls mice

Genotype Weight of testis -H2AX fluorescence No. of RAD51 foci  
in leptonema

No. of DMC1 foci  
in leptonema

No. of RPA foci  
in leptonema

 mg arbitrary unit
Wild type 103 ± 8; n = 8 92.3 ± 56.2; n = 40 110.7 ± 31.8; n = 35 51.8 ± 20.9; n = 40 18.3 ± 9.7; n = 36
dKO-kls 30 ± 3; n = 8a 86.7 ± 29.6; n = 43 13.7 ± 5.4 ; n = 35a 53.9 ± 19.4; n = 40 55.5 ± 18.7; n = 38a

aSignificantly different from wild type (P < 0.05).
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