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1. INTRODUCCION

La informacidn genética de la mayor parte de los
organismos se encuentra contenida en su DNA, Para el caso de
los eucariontes esta afirmacidn es absoluta. En las células
de estos organismos la mayor parte del DNA se encuentra en
el nlicleo y no en forma libre, sino que presenta otras
especies. moleculares asociadas, formando un complejo que se
denomina cromatina. Se trata de una de las arquitecturas
moleculares mas apasionantes, debido a su extraordinaria
complejidad. En efecto, el DNA eucaridtico tiene una longi-
tud superior en varios drdenes de magnitud a las dimensiones
del nGicleo, por loque suempaquetamiento dentro de &l ha de
ser considerable y complejo. Ademas, este empaquetamiento ha
de permitir que ocurran todos los procesos asociados a la
transmisidn de infqrmacién genética. Es evidente, por tan-
to, Que para conocer la funcidn de la cromatina, lo que
" conllevaria la explicacidn de todos los procesos y mecanis-
mos de control de la expresidn genética, es necesario cono-
cer su estructura y composicidn, y aquella no desde un punfb
de vista estdtico, sino desde las perspectivas de sus rela-

ciones estructura-funciodn.

1.1. COMPOSICION DE LA CROMATINA

La cromatina esti compuesta fundamentalmente por
DNA, RNA y proteinas (Tabla I). No obstante, aunque una

fraccidn del RNA puede ser considerado como componente in-
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trinseco la mayor parte se atribuye a la transcripcidn del
DNA, ya que su contenido varia segln la actividad transcrip-
cional de la célula.

Con respecto a las proteinas de la cromatina,
éstas se dividen en dos grupos. Uno formado por unos poli-
péptidos basicos, que suponen algo mads de la mitad de las
proteinas cromosomales, y que se denominan histonas. El
otro, compuesto por el resto de las proteinas cromosomales,
acidas o neutras, y que se denominan, por exclusi®on,
proteinas cromosomales no histonas (PCNH).

Se ha comprobado que la composicidn de la cromati-
na, en cuanto a la proporcidn de las di ferentes especies
moleculares presentes, varia segilin la fase del ciclo celu-
lar, de un modo posiblemente relacionado con su actividad.
Sin embargo, la relacidn DNA/histonas permanece practicamen-

te constante (Johns, 1971) y prdoxima a la unidad, de modo

que este hecho suele emplearse como un criterio auxiliar de -

pureza e integridad quimica de la cromatina.

1.1.1. HISTONAS

Las histonas son el principal grupo de proteinas
cromosomales, por lo que ha sido ampliamente estudiado
(Isenberg, 1979). Las histonas son proteinas béasicas, de
pequefio tamafio molecular, que se encuentran asociadas al
DNA. Inicialmente se descubrieron en timo de ternera, donde
existen cinco fracciones principales que se han clasificado
atendiendo a su contenido en aminoadcidos basicos (Johns,

1971): la H1, muy rica en lisina; las H2A y H2B, moderada-



mente ricas en lisina; y las H3 y H4, ricas en arginina
(Tabla II).

Las histonas se han encontrado en todos los orga-
niémos eucaridticos investigados (Isenberg, 1979) con excep-
cidn de algunos eucariontes inferiores, en los que esta

ausente la histona H1 como es el caso de Saccharomyces

cerevisiae (Franco y col., 1974; Franco y Lbdpez-Brafia,

1978). Ademéds de las cinco fracciones principales de histo-
nas, se han encontrado otras especificas de algln organismo
o tejido. Asi, se ha descrito en eritro&itos de ave otra
histona que se ha denominado H5, la cual parece sustituip
parcialmente a la H1 (Neelin y col., 1964; Edwards y Hnili-
ca, 1968); igualmente, en el esperma de ciertos invertebra-
dos marinos se ha encontrado la histona ©1 que también
sustituye a la histona H1 en estos organismos (Puigdoménech
y col., 1975).

El estudio de la estructura primaria de las histo-
nas ha conducido a la determinacidn de la secuencia de
alguna de ellas. Las primeras en secuenciarse totalmente
fueron las histonas H4 de timo de ternera (DeLange y col.,
1969a; Ogawa y col., 1969) y de guisante (DelLange y col.,
1969b), observandose que solo mostraban dos diferencias y
ademas conservativas. Por su parte, la secuencia de la
histona H3 de timo de ternera (DelLange y col., 1972; Olson y
col., 1972) y la de guisante (Patthy y col., 1973) difieren
en solo cuatro posiciones (Patthy y col., 1973). Estos
resultados indican una gran conservatividad en estas
proteinas, lo que viene apoyado por otros estudios de se-

cuencia (Von Holt y col., 1979; Isenberg, 1979; Urban y



TABLA II.- Composicidén de aminoicidos de las histonas H2A,
H2B, H3 y H4 de timo de ternera y de la histona H1 de

testiculo de trucha.

La composicidn se da en moles por

ciento. Los datos se han calculado a partir de 1las
secuencias de aminodcidos de H1 (McLeod y col., 1977), H2A
(Yeoman y col., 1972), H2B (Iwai y col., 1970), H3 (DelLange
y col., 1972) y H4 (Ogawa y col., 1969).

Aminodcido

Asp
Asn
Thr
Ser
Glu
Gln
Pro
Gly
Ala
Cys
Val
Met
Ile
Leu
Tyr
Phe
Trp
His
Lys
Arg
%#bdsicos
Lys/Arg

1.0
3.6
0.5
0.5

29.9

1.0
30.9
29.9

H2A

H2B

2.4
2.4
6.4
11.2
5.6
2.4
4.8
5.6
10.4

SO O O
L]
OO ™ ® O N

2.4
16.0
6.4
24.8
2.5

2.9

~N o
N & O

. . .
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1.5
9.6
13.3
24.4
0.7

2.9
2.0
6.9
2.0
3.9
2.0



col., 1979). Sin embargo, posibles excepciones a esta situa-
cidn se han observado en H3 de levadura (Brandt y Von Holt,

1976; Mardian e Isenberg, 19785 y Tetrahymena (Johman y

Gorovsky, 1976), cuyas movilidades electroforéticas difieren
de la proteina de timo de ternera. Por otro lado, la H4 de

Tetrahymena difiere de la de timo de ternera en un mayor

nimero de restos como muestran datos acerca de su secuencia
(Glover y Gorovsky, 1978). Las histonas moderadamente ricas
en lisina, H2A y H2B, son mis variables que H3 y H4, pero de
todas, es la H1 la més variable (Isenberg, 1979)(Figura 1).
El anilisis de la secuencia de las histonas revela
una distribuci6n.peculiar de los aminoacidos en la cadena
polipeptidica (Figura 2). En las histonas H2A, H2B, H3 y H4
la mayorfa de los residuos bdsicos y otros desestabilizantes
de la X-hélice se encuentran en el tercio amino-terminal
(Johnson y col., 1974; DeLange y Smith, 1971), mientras que
la regidn carboxilo-terminal contiene la mayoria de los
residuos hidrofdbicos. En consecuencia, las histonas presen-
tan una estructura globular con un extremo, el amino-termi-
nal, en conformacidn aperiddica (Edwards y Shooter, 1970;
Chapman y col., 1976; Sautiere y col., 1975). La histona H1,
por otra parte, presenta una estructura algo di ferente, ya
que existen dos regiones basicas, cada una de ellas en un
extremo de la molécula, con restos desestabilizantes de la
X-hélice (Cole, 1977), y presentando una estructura globular
central (Hartman y col., 1977). De esta forma, 105 dos
extremos flexibles estén en conformacidn aperiddica (Johnson
y col., 1974). Como caso particular, la histona H5 muestra

estos residuos desestabilizantes de ohélice sb6lo en el ex-
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Figura 2.- Distribucidén de los residuos &dcidos y bidsicos en
la secuencia de las histonas de timo de ternera. Las barras
hacia arriba indican lisina (~--) y arginina (- =-). Las

barras hacia abajo indican residuos de aspartico y

glutimico.



tremo carboxilico (Johnson y col., 1974).

Como ya se ha dicho, las histonas H3 y H4 presen-
tan una gran conservatividad, la cual se manifiesta a 1lo
largo de toda su estructura, si bien los sitios que muestran
variaciones tienden a aparecer en la regidn amino-terminal
(Isenberg 1979). Algo parecido ocurre con las histonas H2A
y H2B, si bien, como ya se ha mencionado, el grado de varia-
cidn es mayor (Von Holt y col., 1979; Isenberg, 1979; Urban
y col., 1979). Asi, en la hiétona H2B la mayor parte de las
variaciones ocurren en el tercio amino-terminal de la molé-
cula, mientras que los dos tercios carboxilo-terminales, con
estructura globular, muestran gran conservatividad. Parece
pues Que a lo largo de la evolucidn se han conservado las
regiones globulares. Las variaciones observadas en la regidn
amino-terminal no afectan, por tanto, a la estructura de las
histonas al encontrarse esta regidn en conformacidn aperid-
dica. A pesar de esto, en las histonas H3 y H4 parece con-
servarse también la regidn amino-terminal.

Por su parte, la histona H1, que es la mas varia-
ble de las histonas (Kinkade y Cole, 1966; Bustin y Cole,
1969; Rall y Cole, 1971; Cole, 1977), presenta tres dominios
diferentes. Los primeros cuarenta aminodcidos desde el ex-
tremo amino-terminal y los (ltimos cien en el extremo carbo-
xflo-terminal son ricos en aminodcidos bisicos y desestabi-
lizantes de la -hé&lice. La regidon intermedia entre los
restos 41 y 115 es més hidrofdébica y tipica de una proteina
globular (Von Holt y col., 1979; Isenberg, 1979). Estudios
fisicos, tanto de H1 como de H5 y de péptidos aiélados a

partir de estas histonas, han demostrado que, en presencia
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de sal, la regidn central adquiere estructura permaneciendo
los extremos basicos desestructurados (Smerdon e Isenberg,
1976; Yaguchi y col., 1980; Chapman y col., 1978a; Tancredi
y Temussi, 1979; Chapman y col., 1978b; Crane-Robinson y
col., 1976; Avilés y col., 1978). Toda la conservatividad de
secuencia que muestran las histonas sugiere que su estructu-
ra es fundamental para su funcidn bioldgica.

Por otra parte, en las histonas existe una micro-
heterogeneidad, que puede deberse a modificacidn de las
cadenas laterales de los aminodcidos o a variaciones en la
secuencia. En efecto, la estructura primaria de las histonas
puede sufrir modificaciones covalentes como acetilacidn,
fosforilacidn, metilacidn y poli(ADé)ribosilacién (Isenberg,
1979). Especial es el caso de la H2A, la cual aparece en
ocasiones unida covalentemente a la ubiquitina, formando 1la
proteina A24 (Isenberg, 1979). Todas estas modi ficaciones
covalentes postsintéticas se discutirdn méds adelante en otro
apartado de esta misma Introduccidn.

Por otro lado, a pesar de la conservatividad ya
comentada de estas proteinas, se ha comprobado que hay
microheterogeneidad en la secuencia de una histona en una
determinada especie. A este respecto, se han encontrado
variables alélicas de histonas que son especificas de teji-
dos y que difieren de las mayoritarias en algunos restos de
aminoiacidos (Urban y col., 1979; Benezra y col., 1981). Como
era de esperar, dada la menor conservatividad evolutiva de
la H1, dentro de un mismo tejido puede haber al menos cuatro
subtipos o variantes de secuencia de esta histona (Welch y

Cole, 1979; Smerdon e Isenberg, 1976); la concentracidn



relativa de estos subtipos puede variar considerablemente
entre diferentes tejidos de un mismo organismo (Urban y
col., 1979; Isenberg, 1979; Seyedin y Kistler, 1979). Un
caso extremo puede considerarse la histona H5 presente en
eritrocitos de ave, puesto que estudios de homologia de
secuencia indican que probablemente se trate mas de una
variante de H1 que de un tipo diferente de histona (Yaguchi
y col., 1977; Yaguchi y col., 1980).

" Un aspecto muy interesante relacionado con esta
microheterogeneidad de las histonas es que sus concentra-
ciones varfan a lo largo de la diferenciacidn celular. Asi,
se ha comprobado que existen subtipos de H1, H2A, H2B y H3
que se incrementan durante la embfiogénesis o durante 1la
maduracidn de ciertas cé&lulas especializadas. En efecto, se
ha comprobado que la sintesis de estas variantes de histo-
nas comienza o acaba en determinados momentos de la embrio-
génesis (Newrock y col., 1978; Poccia e Hinegardner, 1975;
Cohen y col., 1975) y se ha sugerido una Intima relacidn con
la reestructuracidon de la cromatina (Newrock y col., 1978;
Weintraub y col., 1978). También durante la espermatogénesis
hay sintesis de histonas especificas o incluso de otras
proteinas basicas. Asi, en teledsteos las histonas son reem-
plazadas por protaminas (Sung y Dixon, 1970). Por su parte,
en el esperma de equinodermos si hay histonas pero éstas son
diferentes a las somaticas (Easton y Chalkley, 1972). Este
fenbdmeno también ocurre durante la espermatogénesis de ma-
miferos, existiendo nuevas histonas tanto durante la forma-
cidn (Shires y col, 1975; Kistler y Geroch, 1975) como en la

maduracidn de las espermitidas (Kistler y col., 1973;



Marushige y Marushige, 1975; Balhorn y col:, 1977). Con
respecto a las variantes de H3 y H2A, las diferencias que se
han logrado identificar se localizan en las zonas globu-
lares, en secuencias ricas en aminodcidos &cidos e hidrofd-
bicos. Estas variaciones que, por tanto, difieren en su
localizacidn de las encontradas en la misma histona a lo
largo de la evolucidn, pueden provocar cambios conformacio-
nales en dichas histonas, lo que puede conducir a una alte-

racidn de la estructura de la cromatina.

1.1.1.1. Interacciones de las histonas

En primer lugar, las hisfonas H2A, H2B, H3 y H4
interaccionan entre si formando complejos. Se ha comprobado
que existen fuertes interacciones entre H2A y H2B y entre
H2B y H4 para formar dimeros; y entre H3 y H4 para formar un
tetramero. La interaccidn entre H2B y H3 es méAs débil y las )
interacciones entre H2A y H4 y entre H2B y H3 1o son alin mas
(Isenberg, 1979). Esta Jjerarquia de interacciones se ha
observado también en histonas aisladas de plantas (Spiker e
Isenberg, 1977), hongos (Mardian e Isenberg, 1974? y proto-
zoos (Glover y Gorovsky, 1978). Un hecho interesante es que
pares de histonas mezclados, de guisante y ternera (Spiker e
Isenberg, 1977), levadura y ternera (Mardian e Isenberg,

19789 y Tetrahymena y ternera (Glover y Gorovsky, 1978)

interaccionan de forma casi idéntica a las histonas de una
misma especie. Por este motivo, se ha sugerido (Isenberg,
1979; Spiker e Isenberg, 1977) que las zonas por las que

interaccionan las diferentes histonas han sufrido a lo sumo
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uno o dos cambios a lo largo de la evolucidn.

Por otra parte, el grupo de Bradbury ha llevado a
cabo estudios sobre la localizacidn de los sitios por los
que las histonas interaccionan entre sI (Moss y col., 1976;
Bohm y col., 1977; Bradbury y col., 1977). Estos estudios
han sido efectuados principalmente mediante la técnica de
resonancia magnética de protdn, y han concluido que las
histonas interaccionan a través de las regiones carboxilo-
terminales, hidrofdbicas. Como ya se ha dicho, &stas son las
regiones mas conservadas a lo largo de la evolucidn en las
histonas mayoritarias, confirmando la hipdtesis anteriormen-
te descrita. La presidn selectiva'que conserva la regidn
globular puede provenir, en parte, de la necesidad de con-
servar las interacciones histona-histona. Por el contrario,
es en estas regiones donde aparecen las variaciones identi-
ficadas entre diferentes subtipos de una misma histona a lo V
largo de la diferenciacidn celular, por lo que estas varia- |
ciones deben implicar cambios en las interacciones entre las
moléculas de histonas y por tanto en la estructura de la
cromatina. Por otra parte, la formacidn del complejo provoca
en las histonas un aumento sustanciél en el contenido de -
hélice y ya muy inferior en el de estructura B (Spiker e
Isenberg, 1977; Moss y col., 1976; Baker e Isenberg, 1976).

Con respecto a la histona H1, @sta no muestra la
tendencia a autoagregar que muestran las otras histonas
(Smerdon e Isenberg, 1976; Sperling y Bustin, 1976). Un
hecho interesante que se ha descrito es que diferentes
subtipos de H1 pueden interaccionar fuerte y selectivamente

con las PCNH HMG-1 y HMG-2 (Smerdon e Isenberg, 1976; Yuy
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Spring, 1977).

En lo que se refiere a las interacciones de las
histonas con el DNA, deben jugar un papel importante las
interacciones idnicas, en las que intervendran los restos
bidsicos del extremo amino-terminal (o de ambos en el caso de
la H1). A este respecto, las variaciones encontradas entre
la's secuencias de esta regidn de una histona en diferentes
organismos no afectardn grandemente estas interacciones. Un
caso espécial es el de la histona H1, quizd debido al hecho
de mostrar un mayor niimero de variantes. Asi, se ha compro-
bado que diferentes subfracciones de H1 se unen diferencial-
mente al DNA (Welch y Cole, 1979; Welch y Cole, 1980). Por
el contrario, las modificaciones covalentes de las histonas,
més especificas, si modifican la carga neta de estas re-
giones, por lo que deben modificar estas interacciones.
Debido a ello se han relacionado con la regulacidon de la B
expresidn génica. Este tema serid tratado posteriormente en
esta Introduccidn al abordar la descripcidn de la estructura

de la cromatina.

1.17.2. PROTEINAS CROMOSOMALES NO HISTONAS

Se trata del resto de proteinas que se aislan en
la cromatina junto con el DNA (Elgin y Weintraub, 1975).
Difieren de las histonas en que no son bésicas, conteniendo
elevadas proporciones de aminodcidos &cidos. Puesto que este
grupo de proteinas se define por exclusidn, es ldgico que
exhiba una gran heterogeneidad, con funciones muy dispares,

pudiendo presentar actividad enzimatica (nucleasas, DNA
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polimerasa, etc) o ser simplemente proteinas estructurales.
Los estudios realizados han sugerido su implicacidn en meca-
nismos de respuesta hormonal (Teng y Hamilton, 1970;
Spelsberg y col., 1971). Otros trabajos han demos trado que
algunas de estas proteinas estimulan la transcripcidn (Stein
y col., 1974; Spelsberg y col., 1973; Kostraba y Wang, 1973;
Stein y col., 1976; James y col., 1977; Bekhor y Samal,
1977; Jansin y col., 1977). Pero, tampoco faltan las citas
en las que se les sugiere un papel estructural (Goodwin y
col., 1977a; Chan y Liew, 1977; Staron y col., 1977; Caifa y
col., 1981).

Las proteinas no histonas presentan una gran va-
riabilidad en el peso molecular y composicidn de aminodcidos

(Lestourgeon y Rush, 1973) y su niimero es variable segiin las

-especies. Sin embargo, se ha comprobado que no hay muchas

diferencias entre las PCNH de diferentes tejidos de un mismo
organismo, si bien se han encontrado algunas especificas de
tejidos (Elgin y Bonner, 1970; Shaw y Huang, 1970; McGilla-
vray y col., 1971; Teng y col., 1971).

1.1.3. PROTEINAS HMG

Entre las proteinas no histonas hay un determinado
grupo que ha sido y es objeto de un intenso estudio, siendo
quizids las méds conocidas. Se trata de las proteinas HMG
(High Mobility Group). Se caracterizan por su alta movilidad
electroforética (Goodwin y col., 1973) y por su elevado
contenido en aminoicidos basicos y acidos, que llegan a ser

mas del 50% (Goodwin y col., 1978a). Por tanto, son



proteinas relativamente pequefias y muy cargadas.

Estas proteinas se descubrieron.en timo de ternera
(Johns, 1964), y si bien, en principio, parecia haber un
mayor nimero, finalmente se ha concluido que hay cuatro
proteinas HMG mayoritarias: HMG-1, HMG-2, HMG-14 y HMG-17
(Goodwin y col., 1973; Goodwin y col., 1975a). Estas
proteinas se han descrito en distintos tejidos de mamiferos,
siendo muy similares a las de timo de ternera (Goodwin y
col., 1975a; Goodwin y col., 1977b). Mas tarde se han aisla-
do nuevas proteinas HMG en timo de ternera, pero ya minori-
tarias (Goodwin y col., 1980; Walker y col., 1978a; Walker y
col., 1978b).

Estas proteinas no solo se han descrito en mami-
feros. En realidad se ha descrito su existencia en todos los
tejidos y organismos eucaridticos estudiados hasta hoy. As{,
estin presentes en eritrocito y timo de aves (Sterner y
col., 1978; Rabbani y col., 1978; Mathew y col., 1979;
Vidali y col., 1977), testiculo e higado de trucha (Ma-
rushige y Dixon, 1971; Watson y col., 1977; Rabbani y col.,
1980); dipteros (Rodriguez-Alfageme y col., 1976; Franco y
col., 1977; Marquez y col., 1982; Bassuk y Mayfield, 1982),
vegetales (Spiker y col., 1978), protozoos (Hamana e Iwai,
1979) y levaduras (Spiker y col., 1978; Weber e Isenberg,
1980).

Las HMG, aunque son menos abundantes que las his-
tonas aparecen en gran cantidad en el nlicleo, alrededor de
106 moléculas en cada uno de ellos. Debido a esta elevada
concentracidn se ha propuesto que estas proteinas son compo-

nentes estructurales de la cromatina (Goodwin y col., 1978a;



Nicolini, 1978).

Estas proteinas han sido muy estudiadas en mami-
feros, sobre todo en timo de ternera. Los datos de que se
dispone parecen indicar la existencia de dos familias dife-
rentes, las cuales difieren en el peso molecular y en otras
caracteristicas como por ejemplo su interaccidn con el DNA.
En la primera familia, proteinas HMG de alto peso molecular,
se incluyen la HMG-1 y la HMG-2. En la segunda familia,
proteinas HMG de bajo peso molecular, se incluyen la HMG-14
y la HMG-17. Otras proteinas HMG que también estadn bien
caracterizadas son las de testiculo de trucha, HMG-T y H6;
la HMG-T se incluye en la primera familia y la H6 en la
segunda.

Las proteinas HMG-1 y HMG-2 tienen un peso molecu-
lar de alrededor de 26000 (Shooter y col., 1974; Goodwin y
col., 1975b; Walker y col., 1980a) y contienen un 25% de
residuos bisicos y un 30% de residuos dcidos (Tabla III). Al
igual que ocurre con las histonas estos restos cargados
muestran una distribucién asimétrica: los residuos bisicos
se concentran en la regidn amino-terminal y los residuos
4cidos en la carboxilo-terminal (Walker y col., 1977; Walker
y col., 1978). Ambas proteinas son muy semejantes como
indican datos de secuencia (Walker y col., 1977) y el hecho
de presentar reaccidn inmunoldgica cruzada (Smith y col.,
1978; Bustin y col., 1978). Se da la circunstancia de que
ambas proteinas poseen una regidn en la zona carboxilo-
terminal, constituida exclusivamente por restos Aacidos: 41
en la HMG-1 y 35 en la HMG-2 (Walker y col., 1979b).

Tanto la HMG-1 como la HMG-2 adquieren estructura



TABLA III.- Composicidn de amincdcidos de las proteinas HMG1
y HMG2 de timo de ternera (Goodwin y col., 19789 y de la
HMG-T de testiculo de trucha (Watson y col., 1977). Los
valores se expresan en moles por ciento.

HMG1 HMG2 HMG-T
Asp 10.7 9.3 11.45
Thr 2.5 2.7 2.99
Ser 5.0 7.4 4.57
Glu. 18.1 17.5 9.07
Pro ' 7.0 8.9 7.74
Gly 5.3 6.5 17.31
Ala 9.0 8.1 8.29
Val 1.9 2.3 3.90
Cys trazas trazas 0.53
Met 1.5 0.4 2.04
Ile 1.8 1.3 1.63
Leu 2.2 2.0 2.69
Tyr 2.9 2.0 2.28
Phe 3.6 3.0 3.35
Lys 21.3 19.4 15.39
His 1.7 2.0 1.50
Arg 3.9 4.7 5.26

Trp - . - 0.38




al aumentar la fuerza idnica. A este respecto, se ha compro-
bado que en disolucidn salina poseen un 40-50% de &-hélice,
exhibiendo ademids estructuracidn en dominios (Cary y col.,
1976; Baker y col., 1976; Reeck y col., 1982; Cary y col.,
1983; Carballo y col., 1983). Con respecto a su interaccidn
con el DNA, las regiones basicas de las proteinas se unen
idnicamente a los grupos fosfato del DNA, quedando los
residuos acidos libres. En un principio se pensd que estabi-
lizaban al DNA frente a la desnaturalizacidn térmica (Yu y
col., 1977)‘pero, posteriormente, se ha comprobado que lo
desestabilizan (Javaherian, 1977). Parece ser que estos
resultados contradictorios se deben a la dependencia de la
estabilizacidn por la fuerza idnica (Javaherian y col.,
1979), pareciendo que a concentraciones de sal en las que
las HMG estin estructuradas, se produce la desestabilizacidn
(Butler y col., 1985). En cualquier caso este tema no esté
claro y puede ser que esta variacion del efecto de las HMG
sobre el DNA con la fuerza idnica Juegue un importante papel
en los cambios codformacionales del DNA en la cromatina.
Ademas, parecen desenrollar la doble hélice del DNA por
desnaturalizacidn local de los pares de bases (Javaherian y
col., 1978,1979; Yoshida y Shigura, 1984) y tienen afinidad
por DNA monocatenario, si bien esta afinidad es dependiente
de la fuerza idnica. Esto también se ha observado en las HMG
de alto peso molecular de eritrocito de pollo (Bidney y
Reeck, 1978; Isacksony col., 1981; Isackson y col., 1979).
Esto confirma los resultados de desnaturalizacidn térmica. A
este respecto, Hamada y Bustin (1985) han comprobado que las

HMG-1 ¥y HMG-Z se unen preferentemente a DNA superenrollado



en comparacidn con DNA linear debido a la presencia de
regiones de DNA monocatenario en ese DNA. Ademés, existe una
jerarquia de sitios de unidon al DNA lo que sugiere que
pueden afectar selectivamente la estructura de distintas
regiones en el genoma (Cockerill y Goodwin, 1983). Asi,
Sashi y col. (1982) han observado que la unidn de estas
proteinas al DNA afecta la digestidn enzimatica del mismo
por varias nucleasas.

-En lo Que respecta a la HMG-T de testiculo de
trucha, presenta bastantes similitudes con las HMG-1 y HMG-
2, aunque su peso molecular es ligeramente superior (Watson
y col., 1977). Asi, los datos de secuencia de que se dispone
de la regidon amino-terminal revelan la existencia de una
gran homologia con las HMG de mamiferos (Watson y Dixon,
1981). Al igual que éstas adquiere estructura secundariay
terciaria ordenadas, al aumentar la fuerza idnica, aunque
solo llega a formar un 9% de &®-hélice (Cary y col., 1981).
Con respecto a su interaccidn con el DNA, se ha comprobado
por resonancia magnética nuclear que toda la cadena de HMG-T
se une al DNA (Cary y col., 1981) y no se da unidn a través
de un dominio particular como enel caso de 1as HMG-1 y HMG-
2.

Por otra parte, las proteinas HMG-14 y HMG-17
difieren de las anteriores en algunas caracteristicas, pero
al igual que ellas poseen unos niveles elevados de aminoéa-
cidos acidos y bésicos (Tabla IV). Estas proteinas tienen un
tamafio similar, con un peso molecular de alrededor de 10000
(Walker y col., 1979a; Walker y col., 1979b); se han secuen-
ciado totalmente (Walker y col., 1977b; Walker y col.,



TABLA IV.- Composicidn de aminodcidos de las protefnas HMG14
y HMG17 de timo de ternera (Goodwin y col., 1978) y de la H6
de testiculo de trucha (Watson y col., 1979). Los valores se
expresan en moles por ciento.

HMG14 HMG17 H6
Asp 8.1 10.8 6.52
Thr 4.2 1.1 1.76
Ser 7.8 2.1 6.07
Glu, . 17.1 9.5 6.85
Pro 8.5 11.7 11.06
Gly 6.5 9.9 7.65
Ala 14.5 16.6 27.32
Val 4.2 1.8 3.66
Cys 0.7 - -
Met - - -
Ile 0.5 - -
Leu 2.0 0.9 1.74
Tyr - - -
Phe - - -
Lys ' - 19.0 21.9 23.61
His 0.3 - -
Arg 5.6 3.7 4.75

Trp - - -




1979a), lo que ha permitido observar una distribucidn irre-
gular de las cargas, al igual que sucede con las HMG de alto
peso molecular. Asi, los dos tercios amino-terminales son
muy basicos y la zona carboxilo-terminal es acida (Walker y
col., 1977b; Walker y col., 1977a). Al contrario que HMG-1 y
HMG-2, las HMG-14 y HMG-17 carecen de estructura secundaria
ordenada en disolucidn (Abercrombie y col., 1978; Javaherian
y Amini, 1978), lo cual es ldgico dado el elevado contenido
en aminoééidos desestabilizadores de &X-hélice (Goodwin y
col., 1978). Con respecto a su unidn al DNA, es mediante
interacciones de tipo idnico. Mediante RMN se ha comprobado
que el segmento de unidn de la HMG-17 al DNA se encuentra
entre los residuos 15 y 40 (Abercrombie y col., 1978). La
HMG-14 tiene un segmento homdlogo entre los residuocs 11 y 36
por lo que posiblemente &ste lleve a cabo una funcidn simi-
lar. Por otro lado, se ha comprobado que estabilizan al DNA
frente a la desnaturalizaciodn térmica, sin afectar, al
menos en gran medida, la estructura de doble hélice (Javahe-
rian y Amini, 1978), sugiriendo los resultados su unidn a
DNA bicatenario.

La H6 de testiculo de trucha, que se incluye en
esta familia de HMG de bajo peso molecular, ha sido total-
mente secuenciada (Watson y col., 1979). Presenta una gran
homologia con las HMG-14 y HMG-17 de timo de ternera, si
bien su tamafio es menor. Ademids, tampoco es capaz de adqui-
rir estructura secundaria ordenada con la fuerza idnica y la
interaccidon con el DNA es similar a la de HMG-14 y HMG-17.
Asi, parece ser la regibn amino—tefminal la que interacciona

con el DNA, en concreto la regidn entre los residuos 10 y 35



que es homdloga a la zona de unidn de HMG-14 y HMG-17 (Cary
y col., 1981).

Con respecto a su funcidn, ya se ha comentado la
hipbétesis de que las HMG sean proteinas estructurales (Nico-
lini, 1978; Goodwin y col., 1978). Por otra parte, hay
evidencia de su asociacidn con la cromatina activa. Asi, se
ha comprobado que las proteinas HMG se liberan de la croma-
tina en condiciones de digestidn suave con DNasa I (Levy-
Wilson y col., 1979; Vidali y col., 1977). Si se tiene en
cuenta que esta enzima digiere preferentemente las regiones
activas de la cromatina (Weintraub y Groudine, 1976; Garel y
Axel, 1976; Levy-Wilson y col., 1980; Levy-Wilson y Dixon,
1978), la réapida liberacidn de las HMG sugiere su localiza-
cidn en tales regiones y, por tanto, que jueguen un papel
importante en la expresidn genética. Ademés, con procedi-

mientos que separan las regiones transcripcionalmente acti-

vas de las inactivas (Levy-Wilson y Dixon, 1979) se ha -

encontrado que las regiones activas estin enriquecidas en
proteinas HMG'(Weisbrod, 1982). Este tema se abordari nueva-

mente en un apartado posterior.

1.2. ESTRUCTURA DE LA CROMATINA

El conocimiento de la estructura de la cromatina
ha experimentado un gran avance en los {iltimos afios gracias
a la utilizacidn conjunta de técnicas fisicas y bioquimicas
(Kornberg, 1977; Felsenfeld, 1978; Igo-Kemenes y col., 1982;
McGhee y Felsenfeld, 1980). Los primeros estudios de difrac-
cidn de rayos X de cromatina (Richards y Pardon, 1970;



andin 4

Pardon y col., 1967; Garret, 1971) dieron lugar a un modelo
en el que el DNA se encontraba formando una superhélice
continua que era mantenida por su interaccidn con las histo-
nas. Este modelo fue aceptado hasta 1973 en que estudios de
microscopia electrénica (Olins y Olins, 1973) mostraron una
estructura discontinua y repetitiva para la cromatina. Esta
aparecia con la apariencia de cuentas de collar a las que se
denomind cuerposO . La existencia de una periodidad estruc-
tural en.cromatina se confirmd al digerir la cromatina con
nuc leasas (Hewi sh y Burgoyne, 1973; Van Holde y col.: 1974;
Honda y col., 1974; Noll, 1974a). La digestidn a diferentes
tiempos did origen a fragmentos cuyos tamafios de DNA eran
mltiplos de 200 pares de bases (pb), que seria la longitud
del DNA de la unidad estructural. Por otra parte, la croma-
tina digerida mostraba, en microscopia electrdnica, cadenas
de particulas semejantes a las visualizadas en cromatina
intacta (Van Holde y c0l.,1974) si bien el nlimero de parti-
culas por cadena disminuia con el tiempo de digestidn.
Estas particulas globulares que posteriormente
recibieron el nombre de nucleosomas (Kornberg, 1974; Oudet y
col., 1975) se consideran las unidades basicas de la croma-
tina. La estructura nucleosomal de la cromatina se ha encon-
trado en todos los organismos eucaridticos investigados asi
como en todo tipo de células somiticas de organismos pluri-
celulares (Vease Tabla V). Ademds, la estructura nucleosomal
existe independientemente del estado de la cromatina. Asi,
se encuentra dicha estructura en cromatina condensada y
di fusa (Bostock y col., 1976); en cromatina en interfase y

cromosomas en metafase (Howze y col., 1976; Wrigler y Axel,
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1976); en cromatina activa y no activa (Brown y col., 1977;
Reeves y Jones, 1976; Mathis y Gorovsky, 1976; Levy-Wilson y
Dixon, 1979; Gaubatz y col., 1979).

1.2.1. ORGANIZACION DEL NUCLEOSOMA

El nucleosoma se compone de unos 200 pb de DNA
enrollados alrededor de un octamero de histonas
(H2A,H2B,H3,H4),. Ademds, cuando hay, una molécula de la
histona H1 forma también parte del nucleosoma. Estas estruc-
turas son sensibles al ataque de las nucleasas, habiendose
comprobado que el tamafio del DNA disminuye con el tiempo de
digestidn (Sollner-Webb y Felsenfeld, 1975; Shaw y col.,
1976; Axel, 1975). De esta forma se obtiene una estructura
intermediaria en el proceso de digestidén que contiene 160 pb
y que se aisla con la H1 (Varshavsky y col., 1976; Simpson,
1978a) y una particula mis estable que contiene 146 pb de
DNA y el octémero de histonas, pero no H1 (Prunell y col.,
1979; Lutter, 1979; Bryan y col., 1979; Simpson y Kunzler,
1979). Esta particula ha recibido el nombre de nucleosoma
limite o core nucleosomal y ha sido ampliamente estudiada.
E1 DNA que une estas particulas se ha denominado DNA inter-
nucleosomal o DNA linker. En los diferentes organismos estu-
diados se ha comprobado que el tamafio del nucleosoma limite
es el mismo en todas las especies. Esto 1leva a la conclu-
sidén de que la variabilidad radica en el DNA internucleoso-

mal,



1;2.1.1. Core nucleosomal

Los primeros datos acerca de las dimensiones del
core nucleosomal surgieron de estudios de microscopia elec-
trdnica (Olins y Olins, 1974; Oudet y col., 1975) que lo
mostraron como una particula cilindrica. Posteriormente,
estudios de dispersidn de neutrones demostraron que el DNA
se encuentra enrollado alrededor del octdmero de histonas
(Baldwin y col., 1975) y sugirieron para el nuc leosoma
limite una forma de elipsoide oblato con un eje mayor de 100
Ay un eje menor de 50 & (Pardon y col., 1977; Richards y
col., 1977). E1 DNA se encontraria enrollado alrededor del
octidmero de histonas dando 1.7 vueltas de superhélice con un
paso de rosca de 30 A y un didmetro de 100 A. Este modelo
concuerda con los resultadoé obtenidos mediante estudios de
difraccidn de rayos X (Finch y col., 1977). En conclusi®dn,
estos estudios mostraron el nucleosoma como un disco de 110
A de didmetro y 57 A de altura con el DNA localizado en el
exterior. La superh&lice de DNA tendria 90 A de didmetroy
28 A de paso de rosca, con 75-82 pb por vuelta de superhé-
lice (Figura 3). Posteriores trabajos de difraccidn de rayos
X con una resolucidn de 5 & (Finch y col., 1981) complemen-
tados por difraccidn de neutrones con variacidn de contraste
(Bentley y col., 1981; Bentley y col., 1984) han confirmado
dichos resultados. Segliin este modelo el octimero de histonas
en el core nucleosomal tendria unos 70 A de didmetro y 57 A
de altura (Finch y col., 1977; Richmond y col., 1984). Sin
embargo, recientemente, Burlingame y col. (1985) han reali-

zado difraccidn de rayos X con una resolucidn de 3.3 A de



cristales de octidmeros de histonas (Burlingame y col., 1984)
y han propuesto una estructura diferente con 70 A de difdme-
tro y 110 A de longitud para el octimero de histonas. Ac-
tualmente hay una gran controversia acerca de ello (Klugy
col., 1985; Moudrianakis y col., 1985a; Uberbacher y
Bunick, 1985; Moudrianakis y col., 1985b)

1.2.1.1.1. Conformacidn del DNA

Los estudios espectroscdpicos apoyan el que el DNA
nucleosomal se encuentra en estructura B (Thomas y colv
1977; Goodwin y Brahms, 1978; Cotter y Lilley, 1977; Feigon
y Kearns, 1979). Sin embargo, no se conoce con certeza la
disposicidn del DNA en el nucleosoma. Por una parte se ha
sugerido la existencia de unas discontinuidades en la doble

hélice que conecten regiones en estructura B (Crick y Klug,

1975; Sobell y col., 1976). Sin embargo, no se ha detectado -

ninguna conformacidn de este tipo ni por resonancia magné-
tica de protdn ni de fésforo (Cotter y Lilley, 1977; Feigon
y Kearns, 1979; Kallenbach y col., 1978; Klevan y col.,
1979; Shindo y col., 1980). Por otra parte, la doble hélice
del DNA podria enrollarse alrededor del octiamero de histonas
médiante una deformacidn continua a todo lo largo de su
longitud (Levitt, 1978; Sussman y Trifonov, 1978) sin nece-
sidad de violar ninguna restriccidn en los &ngulos de en-
lace. En conclusidén , aunque el enrollamiento del DNA puede
no ser completamente uniforme (Bryan y col., 1979; Simpson y
Shindo, 1979) no hay evidencia acerca de la existencia de

discontinuidades en el DNA nucleosomal.
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Figura 3.- Modelo de nucleosoma y de la superhélice de DNA
segin el modelo de Finch y col. (1977)



Con el fin de investigar la estructura del DNA en
el nucleosoma limite, se han digerido estas particulas con
diferentes endonucleasas, fundamentalmente con DNasa I
(Sollner-Webb y col., 1978; Noll, 1974b; Sollner-Webb y
col., 1976; Simpson y Whitlock, 1976; Sollner-Webb y Felsen-
feld, 1977; Lutter, 1977; Noll, 1977; Whitlock y col., 1977;
Lutter, 1978), nucleasa micrococal (Sollner-Webb y Felsen-
feld, 1975; Axel, 1975; Shaw y col., 1976; Axel y col.,
1974; Camerini-Otero y col., 1976; Whitlock, 1977; Sollner-
Webb y col., 1978) y DNasa II (Sollner-Webb y col., 1978;
Sollner-Webb y col., 1976; Whitlock y col., 1977; Oosterhof
y col., 1975; Altenburger y col., 1976; Horz y col., 1980).
Estas enzimas solo producen cortes en una pequefia fraccidn
de los enlaces fosfodiéster de cada hebra del DNA, generando
fragmentos que en electroforesis en geles en condiciones
desnaturalizantes, en los Que se separan las dos hebras, dan
un patrdn escalonado con fragmentos espaciados por interva-
los de 10 nucledtidos. Este espaciamiento estid relacionado
con la repetitividad de la doble hélice de DNA (Noll,
1974b). Esto se ha confirmado al observar que DNA libre,
adsorbido sobre fosfato cdlcico, al ser digerido con DNasa I
produce un patrdn de fragmentos similar (Liu y Wang, 1978).
Esto parece indicar que la enzima solo corta cuando el
enlace fosfodiéster presenta una determinada orientacidn.
Los resultados anteriores indican la existencia de unos
determinados sitios de digestidn para DNasa I dentro del
nucleosoma limite, separados en cada hebra por 10 nucledti-
dos, lo que parece indicar gue la estructura del DNA no

varia. Sin embargo, el patrdn de fragmentos originados en la



digestidn a partir del nucleosoma limite es mas complicado
que el que resultaria de esa forma.

Asi, mediante la digestidn con DNasa I de nucleo-
somas limite cuyo extremo 5' estaba marcado con 32?, se ha
comprobado que de los 13 sitios potenciales de rotura hay
algunos que son atacados preferentemente por la enzima, 1o
que indica que no todos los sitios son igual de accesibles
(Figura 4). De esta forma se ha encontrado que los sitios
localizados a aproximadamente 30, 60, 80 y 110 nucledtidos
desde el extremo 5' estén relativamente protegidos del até—
que enzimdtico (Simpson y Whitlock, 1976; Lutter, 1978). La
explicacidn mas sencilla para estos resultados es que las
histonas bloqueen tales sitios especificos. Finch y col.
(1977) han construido un modelo basado en la frecuencia de
cortes en cada sitio de rotura. E1 anflisis de la cinética
de digestidn mostrd la existencia de una correlacidn entre
la frecuencia de corte de los sitios separados por 80 pb, de
forma que, por ejemplo, los sitios localizados en los nu-
cledtidos 30 y 110 a partir del extremo 5' estaban muy
protegidos. Ello les hizo sugerir que el DNA formaba una
superhélice de 80 pb por vuelta. De esta forma, dos sitios
del DNA separados por esta distancia se encontraridn Jjuntos
(30 A) y tendran ambientes similares, pudiendo ser protegi-
dos simultineamente por las histonas del octéamero (Figura
5). Los datos apoyan también la existencia de un eje binario
de simetria que se encontraria alrededor del par de bases
70. Tambi&n a partir de estos datos se ha deducido que el
DNA forma una superhélice toroidal a izquierdas (Figura 6).

Mas recientemente se ha mostrado que la periodici-
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Figura 4.- Distribucién de los sitios de ataque por la DNasa
I a lo largo de una de las cadenas del DNA nucleosomal. La
altura de la barra es proporcional a la susceptibilidad del

sitio al ataque enzimitico.
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Figura 5.- Situacidn en el espacio de los sitios de ataque
por DNasa I: (¥) sitios de alta frecuencia de corte; (#)
sitios de baja frecuencia; (@) sitios de frecuencia
intermedia. Las zonas sombreadas (A y B) muestran 1la
agrupacidn de los sitios de corte de frecuencia de corte
baja e intermedia. La flecha indica el eje de simetria

propuesto.



Figura 6.- Modelo propuesto para la superhé&lice del DNA
nucleosomal, mostrando los sitios de corte por las nucleasas

y el eje de simetrfa.
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dad de corte de la DNasa I es de 10.4 nucledtidos y no de
10.0 (Prunell y col., 1979; Lutter, 1979; Bryan y col.,
1979; Simpson y Kunzler, 1979). Ello puede reflejar la
verdadera periodicidad del DNA en el nucleosoma o solo los
requerimientos geométricos de la nucleasa (Prunell y col.,
1979). Basado en esto, Trifonov y Betteken (1979) han suge-
rido una explicacidn alternativa al patron de cortes de la
DNasa I. Segln estos autores, si el niimero de pares de bases
por vuelta en la doble hélice de DNA no es entero, la orien-
tacidn de los enlaces susceptibles al ataque enzimdtico en
relacidn a la superficie nucleosomal no serid la misma en
cada uno de los sitios potenciales de rotura. Si la enzima
solo puede acercarse al nucleosoma con una determinada geo-
metria posicional, cada sitio mostrarfa una diferente sus-
ceptibilidad dependiendo de su orientacidén. De esta forma,
la diferente frecuencia de rotura de cada sitio no requeri-
ria proteccidn por parte de las histonas como en el anterior
modelo. En cualquier caso, la situacidn no es tan sencilla
como se puede desprender de estos modelos, pues algunos
trabajos han sugerido que la distancia entre los sitios de
corte es menor en los extremos del nucleosoma que en su

parte central (Lutter, 1979).

1.2.1.1.2. Estudio de las histonas como componentes del

nucleosoma

Como ya se ha mencionado, el nucleosoma limite
contiene dos moléculas de cada una de las histonas H4, H3,

H2B y H2A que coinciden en mostrar una distribucidn asimé-



trica de los aminodcidos, lo que le confiere una estructura
globular con el extremo amino-terminal desestructurado. El
estudio de las interacciones entre las histonas y el DNA se
abordd mediante estudios de entrecruzamiento quimico de
histonas con el DNA (Mirzabekov, 1980; Shick y col., 1980;
Belyavsky y col., 1980; Karpov y col., 1982) y fotoentrecru-
zamiento de histonas al DNA (Mandel y col., 1979). Los
resultados obtenidos han llegado a sugerir un modelo en el
que la disposicidn secuencial de las histonas a lo largo de
los 140 nucledtidos desde el extremo 5' es H2B-H4-H3-
(H2B+H3)-H2B-H2A-(H2A+H3). En este modelo cada histona in-
teracciona con regiodes de 6 pb de largo y separadas por 10
pb. La distribucidn es similar sobre cada hebra del DNA, lo
que supone una distribucidn simétrica que concuerda con la
disposicidn simétrica de sitios de rotura con DNasa I,
existiendo un eje de simetria binario, perpendicular al de
la superhélice, que pasa por el par de bases 70 del nucleo-
soma limite (Figuras 7 y 8).

Dada la estructura que presentan las histonas, se
supuso que su interaccidn con el DNA era a través de los
residuos basicos, los cuales se unirfan a los grupos fosfato
del DNA (DeLange y Smith, 1971). Esto vino apoyado por los
primeros estudios fisicos realizados sobre histonas aisladas
unidas a DNA (Boublik y col., 1971). Sin embargo, la titula-
cidn de los grupos fosfato (Doenecke, 1977; Giradet y Law-
rence, 1979) ha indicado que solo un 50% de los grupos
fosfato interacciona con las histonas, lo que estd de acuer-
do con el balance de cargas en el nucleosoma (Mirzabekov y

Rich, 1979). Por su parte, la digestidn con tripsina de los
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Figura 7.~ Disposicidn secuencial’de las histonas del core

nucleosomal sobre ambas cadenas de DNA.
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histonas en el core nucleosomal.



nucleosomas (Weintraub y van Lente, 1974; Weintraub,1975;
Lilley y Tatchell, 1977; Doenecke y Galwitz, 1982; Grigoriev
y Krasheninnikov, 1982; Simpson y col., 1978) provocan solo
ligeros cambios estructurales de los mismos. La tripsina
elimina los fragmentos amino-terminales de las histonas, por
lo que la parcial persistencia de la estructura nucleosomal
indica la participacidn de otras regiones de las histonas en
su interaccidn con el DNA. Esto se ve confirmado por el
hecho de.que la interaccidn de las histonas individuales con
el DNA no se ve practicamente afectada tras la digestidn con
tripsina de sus regiones amino-terminales (Palter y Alberts,
1979). Dado que la digestidn triptica elimina mas lisinas
que argininas se ha sugerido que el papel de estas Gltimas
sea mAs importante, lo que viene confirmado por la inaccesi-
bilidad que muestran seglin estudios de RMN (Cary y col.,
1978; Nicola y col., 1978) y de modificacidén quimica (Ichi-
mura y col., 1982) Ademés, se ha comprobado que la unidn de
los restos de lisina al DNA es débil (Manning, 1978). Final-
mente, otros estudios han sugerido que ademéas de la inter-
vencidn de los residuos bisicos, habrfa una unidn secundaria
mediante puentes de hidrdgeno entre el enlace peptidico y
las bases (Cary y col., 1982) La interaccidn entre las
histonas y el DNA parecen pues ocurrir a través de todos sus
dominios estructurales, aunque quizas especialmente por las
regiones amino-terminales. ‘

Por su parte, el estudio de la relacidn entre las
histonas dentro del nucleosoma limite se ha abordado median-
te métodos de entrecruzamiento. Se ha comprobado que la

histona H2B puede entrecruzarse con la H2A (DelLange y col.,



1979) y con la H4 (Martinson y col., 1979). Estos experimen-
tos han permitido obtener trimeros H2A-H2B-H4. El1 andlisis
de los puntos por donde se entrecruzan estas histonas parece
indicar que la H2B posee tres dominios diferentes: una
regidn carboxilo-terminal que interacciona con la H4, una
regidn central que interacciona con la H2A y la regidn
amino-terminal bdsica (Martinson y col., 1979).

Por otra parte, se ha observado que dos moléculas
de H3 pueden entrecruzarse por un puente disulfuro formado
entre dos restos de cistefna (Camerini-Otero y Felsenfeld,
1977), lo que no parece afectar a la formacidn del nucleoso-
ma limite.

Por Gltimo, también se pueden entrecruzar las
histonas H3 y H4 (Bonner y Pollard, 1975) lo cual concuerda
con la proximidad de estas histonas en el octémero.

Como ya se ha indicado en otro apartado de esta
Introduccidn, las cuatro histonas del nucleosoma limite
pueden sufrir cinco tipos de modificaciones "in vivo": ace-
tilacidén, fosforilacidn, metilacidn, ADP-ribosilacidn y en
el caso de la histona H2A, la unidn covalente a la ubiquiti-
na (Isenberg, 1979).

Con respecto a la acetilacidn , las cuatro histo-
nas del nucleosoma limite sufren la acetilacidn postsinté-
tiéa de uno o mas residuos de lisina en el tercio amino-
terminal de la molécula. Con respecto al significado biold-
gico de esta modificacidn, &sta se ha relacionado con la
actividad génica (Ruiz-Carrillo y col., 1975; Allfrey,
1977). Por otra parte, el estudio del efecto de la acetila-

cidn se ha podido llevar a cabo gracias al descubrimiento de
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que el butirato inhibe la desacetilacidn de las histonas
(Riggs y col., 1977), lo que ha permitido obtener histonas
hiperacetiladas "in vivo". De esta forma se ha comprobado
que la hiperacetilacidén de las histonas altera las propie-
dades de digestidn del DNA con nucleasas (Simpson, 1978b;
Sealy y Chalkley, 1978; Vidali y co0l.,1978; Mathis y col.,
1978; Nelson y col., 1979), de forma que recuerda las pro-
piedades de los genes activos (Weintraub y Groudine, 1976;
Bloom y -Anderson, 1978). Como pbsible explicacidn se ha
sugerido que la acetilacidn de las lisinas, puesto que
elimina su carga positiva, debilita la unidn entre las
histonas y el DNA.

En cuanto a la fosforilacidn, también pueden ser
fosforiladas las cuatro histonas del nucleosoma limite. La
fosforilacidn afecta a los restos de serina de la regidn

amino-terminal de las moléculas. La fosforilacidn de las

histonas se ha relacionado con diferentes actividades bio-

ldgicas. Por ejemplo, la fosforilacidn de la H2A se ha
relacionado con el contenido celular en heterocromatina
(Gurley y col., 1978a). Por su parte, la fosforilacidn y
defosforilacidn de H3, asi como de H1, se han relacionado
con la entrada y salida de los estados condensados de la
mitosis (Gurley y col., 1978b).

Con respecto a la metilacidn, solo se ha observado
en H3 y H4, afectando a restos de lisina (Isenberg, 1979).
No se sabe que efectos tendrd esta modificacidn, pero se ha
sugerido que afecte a las interacciones con el DNA (Byvoet y
Baxter, 1975).

La ADP-ribosilacidén también se ha relacionado con



diferentes procesos bioldgicos (Hayashi y Ueda, 1977), ha-
biendose observado en todas las histonas (Hayashi y Ueda,
1977; Ord y Stocken, 1977; Riquelme y col., 1979). De las
histonas del nucleosoma limite, la H2B parece ser la mis
afectada (Burzio y col., 1979; Okayama y col., 1978). Si
bien no hay evidencia de su significado, es de esperar que
afecte drasticamente a las interacciones en que se vean
implicadas estas proteinas.

Por Gltimo, la histona H2A en algunos casos apa-
rece unida a la ubiquitina, formando la proteina A24
(Goldknopf y Busch, 1977a; Goldknopf y Busch, 1978). Se ha
observado que el 10% de las molécﬁlas de H2A estaba conjuga-
do al residuo 74 de la ubiquitina a través de un enlace
isopeptidico en el que interviene la lisina 119 de la histo-
na (Goldknopf y Busch, 1977a; Goldknopf y Busch, 1978). La
proteina A24 resultante parece reemplazar a la H2A en el
nucleosoma limite (Goldknopf y Busch, 1977b; Martinson y
col., 1979). Mientras los niveles de A24 disminuyen durante
la regeneracidn de higado (Ballal y col., 1974; Ballal y
col., 1975), también aparecen muy reducidos en células leu-
cémicas linfociticas en comparacidn con linfocitos normales
(Yeoman y col., 1976). Por este motivo, es posible que los
niveles de A24 estén en relacidn inversa a la actividad.

Otro tipo de experimentos encaminados a la obten-
cidn de datos acerca del papel de las histonas en el octé-
mero, han sido los de reconstitucidn. En estos experimentos
se han llegado a formar particulas similares a los nucleoso-
mas, tanto en su aspecto al microscopio electrdnico (Germond

y col., 1975) como en su patrdon de digestidn con nucleasas



(Camerini-Otero y col., 1976; Axel y col., 1974) y en su
coeficiente de sedimentacidn (Tatchell y Van Holde, 1977).
Si estas reconstituciones se hacen con la ausencia de alguna
histona se ve en que medida interviene cada una en la es-
tructura nucleosomal. Las histonas H3 y H4 son necesarias y
suficientes para formar particulas con un patrdn de diges-
tidn por nucleasas similar al de nucleosomas nativos (Came-
rini-Otero y col., 1976; Sollner-Webb y col., 1976), asi
como una.semejante resistencia a la digestidn con tripsina o
quimotripsina, y parecido espectro de difraccidn de rayos X
(Boseley y col., 1976; Moss y col., 1977). Todos estos
resultados indican un papel fundamental en la estructura
nucleosomal de H3 y H4, lo que esta 'de acuerdo con que sean
las histonas més conservativas en secuencia, y las méas
fuertemente unidas al DNA mediante interaccidn idnica entre
sus restos basicos y los fosfatos del DNA (Cary y col.,
1978).

1.2.1.1.3. Transiciones conformacionales en el nucleosoma
1{mite

El DNA se encuentra muy compactado en los nucleo-
somas por interaccidn con las histonas. Sin embargo, puesto
que el DNA es transcrito y replicado a 1o largo de la vida
celular, los nucleosomas no pueden ser estrﬁcturas estati-
cas. En efecto, se han observado dos tipos de transiciones
estructurales, deformaciones en el nucleosoma limite, que se
abordaran en este apartado, y movimientos del octémero de

histonas con respecto al DNA. Su aproximacidn metodoldgica



ha sido muy diversa. _

Asi, una primera posibilidad para este tipo de
estudio la ofrecen las medidas de las transiciones térmicas
del nucleosoma limite realizadas mediante técnicas de absor-
cidn UV, dicroismo circular y calorimetria (Weischet y col.,
1978). Las tres técnicas pusieron de manifiesto la existen-
cia de transiciones bifasicas a mayores temperaturas que el
DNA libre. La primera transicidn, observada por absorcidn UV
y calorimetria, parecia implicar a 40 pb; estudios de RMN
indicaban que tras esta transicidn apareclan dos diferentes
conformaciones en el DNA (Shindo y col., 1980; Simpson y
Shindo, 1979). Mediante digestiones con la nucleasa S1 se ha
demostrado que el DNA que se desnaturaliza en la primera
transicidn corresponde a la regidn de 20 pb a cada extremo
del nucleosoma limite (Simpson, 1979), lo que ha sugerido
que el DNA en estas regiones terminales del nucleosoma
limite estd en una conformacidn diferente con respecto al
DNA interno.

Por otra parte, el estudio de las transiciones
térmicas mediante dicroismo circular ha mostrado que la pri-
mera transicidén no corresponde a ningin cambio en la confor-
macidn de las proteinas. Por el contrario, la segunda tran-
sicidn parece corresponderse con una desestructuracidn gene-
ralizada de las histonas y del DNA (Weischet y col., 1378).
También mediante dicroismo circular se ha podido observar
como previamente a la primera transicidn se produce un
cambio en el espectro del DNA, indicando una variacidn
estructural previa a su desnaturalizacidn.

Otrd tipo de estudios acerca de las transiciones



estructurales del nucleosoma limite han sido aquellos en los
que se media el efecto de las condiciones de la disolucidn.
A este respecto, las transiciones dependientes de la fuerza
idnica han sido ampliamente estudiadas. Inicialmente se
comprobd que al disminuir la concentracidn de NaCl desde 5
hasta 0.5 mM, el coeficiente de sedimentacidn de los nucleo-
somas limite disminuia de 10.2 a 9.20 S (Gordon y col.,
1978). También se han observado variaciones en este interva-
lo de concentraciones en el coeficiente de difusidn (Gordon
y col., 1978), dicroismo circular (Gordon y col., 1979;
Fulmer y Fasman, 1979), dicroismo eléctrico (Wu y col.,
1979) y en la mayor accesibilidad a sondas fluorescentes
(Dieterich y col., 1979; Lewis, 1979). Ademds, también se ha
comprobado que a baja fuerza idnica varian las interacciones
entre las histonas (Martinson y col., 1979). Hay que hacer
mencién de que Gordon y col. (1978) han descrito una segunda
transicidn en el intervalo de NaCl 5-10 mM, detectada por
variacidn en el coeficiente de sedimentacidn. Sin embargo,
esta transicidn no ha sido observada por otros mé&todos y ha
sido posteriormente identificada como procedente de nucleo-
somas con un contenido en DNA mayor que el del nucleosoma
limite (Gordon y col., 1979).

Los resultados obtenidos por medidas de dicroismo
eléctrico (Wu y col., 1979) sugieren que en el cambio es-
tructural a baja fuerza idnica, el nucleosoma limite man-
tiene la forma de disco pero con un didmetro incrementado de
178 A y con 0.9 vueltas de superhélice de DNA. Se ha obser-
vado mediante microscopia electrdnica que los nucleosomas,

en cromatina a baja fuerza idnica, se despliegan en dos



seminucleosomas (Tsanev y Petrov, 1976; Oudet y col., 1977)
lo que estaria de acuerdo con el modelo propuesto por
Weintraub y col. (1976), segin el cual el nucleosoma se
abriria por su eje de simetria en dos seminucleosomas,
conteniendo cada uno de ellos un tetrdmero de histonas. Sin
embargo, trabajos mas fecientes (Harrington, 1982; Libertini
y Small, 1982) coinciden en pensar que estas transiciones
consisten en un relajamiento de la unidn del DNA al nucleo-
soma en los extremos de la particula.

Por otra parte, la presehcia de urea, en concen-
tracidn de 6-8 M provoca un cambio estructural, caracteriza-
do por la disminucidn del coeficiente de sedimentacidn hasta
5-6 S. Durante esta transicidn las histonas permanecen uni-
das al DNA, 1o que indica que son las interacciones histona- .
histona lo que mantiene al nucleosoma limite en forma com-
pacta.

Estos experimentos muestran que tanto las interac-
ciones hidrofdbicas como las electrostidticas son importantes
en el plegamiento del nucleosoma. No obstante, no es facil
correlacionar las transiciones observadas en el nucleosoma
con la funcionalidad de esta estructura. Como ya se ha
mencionado, es de esperar que los nucleosomas se desplieguen
cuando el DNA tenga que transcribirse o replicarse. A este
respecto, Weintraub y col. (1976) han propuesto una hipdte-
sis, la cual implica la apertura de cada nucleosoma en dos
seminucleosomas a lo largo del supuesto eje de simetria.
Pero, ningin estudio realizado ha mostrado que el nucleosoma
pueda sufrir tal tipo de desplegamiento. No obstante, esta

hipdtesis ha recibido cierto apoyo por la observacidn al



microscopio electrdnico de minicromosomas de SV40, en condi-
ciones de baja fuerza idnica (Oudet y col., 1977), donde
aparecen aproximadamente el doble de particulas globulares

que las usualmente observadas, y con un menor didmetro.

1.2.1.2. Mononucleosoma

El mononucleosoma es el siguiente nivel estructu-
ral de la cromatina, tras el'nucleosoma limite. Consta del
nucleosoma limite, del DNA internucleosomal y de la histona
H1. Esta histona se encuentra en relacidn 1:2 con las histo-
nas del nucleosoma limite (Rall y col., 1977; Albright y
col., 1979; Hayashi y col., 1978).

1.2.1.2.1.H1

Desde los primeros trabajos sobre este tema ya se
sugirid que la H1 estaba asociada con el DNA internucleoso-
mal (Varshavsky y col., 1976; Whitlock y Simpson, 1976). Al
igual que con el nucleosoma limite, se ha llegado a determi-
nar la disposicidon de las histonas en nucleosomas que con-
tienen H1, con diferentes longitudes de DNA internucleosomal
(Belyavsky y col., 1980; Karpov y col., 1982). Asi, se ha
comprobado que la histona H1 se une fundamentalmente a los
extremos del DNA nucleosomal, si bien lo puede también hacer
a.lo largo de todo el DNA nucleosomal, aprovechando las
regiones que dejan las otras histonas (Figura 9). Ademis, la
unidn de las histonas que conforman el octimeroc al DNA varia

ligeramente en el nucleosoma. Asi, la histona H3 se une més
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Figura 9.- Disposicién de las histonas sobre ambas cadenas

del DNA en el nucleosoma de 175 pb. Los sitios de unidn
fuerte se representan por rectingulos, mientras que los de

unidn secundaria se representan por barras.
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hacia los extremos del DNA, lo que permite ampliar la exten-
sidn de la superhélice del DNA hasta dos vueltas por nucleo-
soma (Karpov y col., 1982). Ello aporta variabilidad a la
unidn de H1. La unidn de la histona H1 al DNA internu-
cleosomal se acepta que sea por el punto donde el DNA entra
y sale del nucleosoma limite. Asi, mientras que la cromatina
con H1 aparece extendida a baja fuerza idnica, con el DNA
entrando y saliendo del nucleosoma limite -aproximadamente
con la misma tangente-, en la cromatina sin H1, la entrada y
salida del DNA parecen desplazarse una con respecto a la
otra (Thoma y col., 1979).

Asimismo, y como ya se ha dicho, la digestidn de
nucleosomas con nucleasa micrococal conduce a la aparicidn
del nucleocsoma limite. Sin embargo, también se ha descrito
la existencia de un intermediario de 160 pb de DNA a 1lo
largo de la digestidén (Sollner-Webb y Felsenfeld, 1975; Shaw
y col., 1976; Tatchell y Van Holde, 1977; Weischet y col.,
1979; Todd y Garrard, 1977). A este respecto, Varshavsky y
col. (1976) han descrito particulas conteniendo 160 pb de
DNA, todas las histonas del nucleosoma limite y H1. Ademis,
Simpson (1978a) ha conseguido aislar una particula con estas
caracteristicas y la ha denominado cromatosoma. Esta parti-
cula esta compuesta por 168 pb de DNA, el octamero de histo-
nas y una molécula de H1 (o H5 en eritrocitos de aves). La
longitud del DNA contenido corresponderia, asi, a dos vuel-
tas completas de DNA alrededor del octidmero de histonas,
como ya habian sugerido Finch y col. (1977). Ello también
apoya el hecho de que la H1 se una al punto de entrada y

salida del nucleosoma limite.



El comportamiento del cromatosoma se asemeja mucho
al del nucleosoma limite. Sin embargo, resulta ser méas
resistente a la desnaturalizacidn térmica (Tatchell y Van
Holde, 1977) y a la digestidn con DNasa I, especialmente en
los extremos del DNA. El patrdn de digestidn del cromatosoma
se ha Justificado por la adicidn de 10 pb de DNA a cada
extremo del nucleosoma limite.

Parece, por tanto, que la H1 se une al lado del
nucleosoma limitg protegiendo y bloqueando la entrada y
salida del DNA. No se conoce bien como organiza la H1 el DNA
internucleosomal, entre nucleosomas limite adyacentes, si
bien parece que no se una al surco ancho de la doble hélice
del DNA (Goodwin y col., 1979). .

Por otra parte, se ha descrito que al tratar
nicleos con agentes de entrecruzamiento inespecificos se
forman homopolimeros de H1 (Bonner y Pollard, 1975; Olins y
Wright, 1973; Chalkley, 1975). Ello sugeriria que las molé-
culas de H1 se encuentren adyacentes en la estructura de
orden superior al nucleosoma. También se han descrito entre-
cruzamientos de la H1 con las histonas del nucleosoma limite
(Ring y Cole, 1979), principalmente H3. Tambi&n se pueden
producir entrecruzamientos entre las proteinas HMG-14 y HMG-
17 con la H1 y con las histonas del octimero (Goodwin y
Johns, 1977; Weisbrod y Weintraub, 1979).

Conrespectoa la misidon de la H1 en la cromatina,
estudios hidrodindmicos y de microscopia electrdnica, reali-
zados sobre cromatina sin H1, han demostrado que la readi-
cidn de la histona provoca la contraccidn de la cromatina

(Noll ¥y Kornberg,'1977; Gaubatz y col., 1977; Thoma y



Koller, 1977). Adem&s, tanto la cromatina con H1 como oligo-
nucleosomas aislados sufren una contraccidn en el intervalo
de concentracidn de sal de 10-20 mM (Thoma y col., 1979;
Thoma y Koller, 1977; Renz y col., 1977; Stratling, 1979).
Stratling (1979) ha apuntado, ademéas, otra propiedad de la
H1 cual es la capacidad de condensar pequefios oligdmeros en
oligdmeros mayores, propiedad que parece ser mds especifica
que una simple agregacidn, aunque sea una observacidn depen-
diente de la fuerza ibnica.

El intérvalo de fuerza idnica en el que la croma-
tina se contrae es similar a aquel en el que hay una transi-
cidn (de no cooperativa a cooperativa) en la unidn de la H1
al DNA (Renz y Day, 1976). Ademds, la H1 adquiere estructura
ordenada, aproximadamente, en el mismo intervalo de concen-
traciones de éal (Smerdon e Isenberg, 1976; Barbero y col.,
1980).

Hay también una serie de observaciones que pudie-
ran estar relacionadas con la presencia de la H1. En este
sentido, los primeros estudios realizados sobre nucleosomas
mostraron que la longitud nucleosomal era diferente en dife-
rentes tejidos (Kornberg, 1977; Felsenfeld, 1978). Si se
acepta que los nucleosomas de todos los tejidos tienen en
comin dos vueltas completas de DNA (168 pb) alrededor del
octamero de histonas, entonces la longitud del DNA espacia-
dor varia de O pb en levadura y eucariontes inferiores (Lohr
y col., 1977& Thomas y Furber, 1976; Noll, 1976a; Morris,
1976a) hasta 80 pb en esperma de erizo de mar (Spadafora y
col., 1976). Esta variabilidad en la longitud del DNA espa-

ciador puede darse incluso dentro de la misma célula, como



han sugerido experimentos de digestidn con nucleasas (Lohr y
col., 1977 Todd y Garrard, 1977). Esto ha recibido apoyo
experimental al haberse comprobado en diferentes tipos celu-
lares de Xenopus (Humphries y col., 1979).

Este hecho se ha relacionado con la actividad
génica, de forma que las menores longitudes nucleosomales se
han relacionado con los mayores niveles de actividad génica.
Sin embargo, aunque hay datos que indican que esto puede ser
cierto en algunos casos (Spadafora y col., 1976; Morris,
1976b; Thomas y Thompson, 1977) también se han observado
excepciones, al menos en eucariontes inferiores (Lipps y
Morris, 1977; Lohr e Ide, 1979).

También se ha propuesto qué las mayores longitudes
internucleosomales se encuentran asociadas con la H1. Asi,
en eritrocito de pollo, que posee la H5, la longitud nucleo-
somal es mayor que en otros tejidos de pollo (Yaguchi y

col., 1980). Por otro lado, Saccharomyces cerevisiae, que

carece de histona H1, posee una menor longitud nucleosomal
(Lohr y Van Holde, 1975), lo que parece confirmar dicha

hipdtesis.

1.2.2. ESTRUCTURAS DE ORDEN SUPERIOR

E1 DNA de una célula eucaridtica tiene una enorme
longitud en relacidn con el tamafio del nicleo celular. Por
tanto, su localizacidn en el nilicleo supone un elevado grado
de compactacidn, que debe permitir los procesos de replica-
cidn y transcripcidn. Se sabe que el DNA en los cromosomas

estd compactado unas 10000 veces. La compactacidn del DNA en



los nucleosomas llega a ser de ocho veces, por 1o que este
nivel estructural no basta para dar cuenta del empaque ta-
miento del DNA en los cromosomas e incluso en la cromatina.
Por tanto, la cadena nucleosomal ha de plegarse mucho més,
adoptando estructuras de orden superior.

Los dos siguientes niveles de estructuracidn de la
cromatina, tras el nucleosomal, son el filamento de 10 nm y
la fibra de cromatina de 25-30 nm, los cuales han sido
observados al microscopio electrdnico (Ris y Kubai, 1974).
Los nucleosomas deben empaquetarse en estas estructuras de
una forma m&s o menos regular.

Es dificil obtener informacidn reproducible sobre
estructuras de orden superior, debido, entre otras causas, a
la variabilidad en los métodos de aislamiento de cromatina y
a las condiciones del disolvente utilizado en las medidas.
La preparacidon de las fibras de 30 nm intactas requiere el
uso de disolventes de moderada fuerza idnica (al menos NaCl
20 mM), la presencia de H1 en el complejo y la ausencia de
grandes fuerzas de cizalla durante la preparacidn.

En relacidn con el efecto de la fuerza ibdnica
sobre la estructura de la cromatina, se ha comprobado que
los cationes mono y divalentes a concentraciones entre 10-3
y 10 1 M para Na* y 10™2 y 103 M para Mg2* cambian la
compactacidn de la cromatina modificando sus propiedades
fisicas (Fulmer y Fasman, 1979; Perez-Grau y col., 1984;
Ausid y col., 1984). Estudios realizados sobre los efectos

2+ gobre la estructura de la cromatina

de los iones Na‘* y Mg
han llevado a concluir que solo los cationes divalentes

estabilizan la cromatina condensada dentro del niicleo (Dixon



y Burkholder, 1985). Esto ha venido apoyado por estudios de
morfologia cromosdmica (Weitz, 1983) y de difraccidn de
rayos X (Langmore y Paulson, 1983). También se ha comprobado
que los efectos de los iones Na* y Mg2* son diferentes en
los primeros estados de la condensacidn , mientras que a
mayores concentraciones son aditivos (Staron, 1985).

Las fibras de 30 nm se pueden convertir reversi-
blemente en filamentos de 10 nm por disminucidn de la fuerza
idnica (Renz y col., 1977; Ris y Kubai, 1974; Finch y Klug,
1976). Esta transicidén se ha estudiado mediante difraccidn
de neutrones (Suau y col., 1979) y microscopla electrdnica
(Thoma y col., 1979; Thoma y Koller, 1977). Los primeros
estudios realizados utilizando estas técnicas (Finch y Klug,
1976; Carpenter y col.,1976) habian sugerido que el filamen-
to de 10 nm era una disposicidn lineal de los nucleosomas,
los cuales se superenrollaban para formar la fibra de 30 nm
o solenoide. Este modelo ha sido apoyado por resultados
posteriores.

Experimentos de dispersidn de neutrones (Suau y
col., 1979) revelaron que la disposicién linear de nucleoso-
mas en el filamento de 10 nm obtenido a baja fuerza idnica,
no puede consistir en un apilamiento cara a cara. Los datos
estin de acuerdo con modelos en los que Los bordes cilin-
dricos de los nucleosomas limite estdn en contacto, con las
caras orientadas paralelamente al eje del filamento. Segin
se aumenta la fuerza idnica se origina una nueva serie de
estructuras de 30 nm de didmetro pero con una masa variable
por unidad de longitud. Estas estructuras se hacen mas

compactas segln aumenta la fuerza idnica; la més compacta



consiste en una superhélice con 6-7 nucleosomas por vuelta.
Se piensa que los nucleosomas limite se disponen de modo que
los didmetros de la estructura en su aspecto cilindrico
estén perpendiculares al eje de la superhélice. Se ha suge-
rido que tales ejes de los nucleosomas limite pueden ser
paralelos al de la superhélice, con lo que cada vuelta de la
superhélice es relativamente plana con las caras de los
nucleosomas, en vueltas sucesivas, paralelas unas con otras
(Figura 10).

Por microscopia electrdnica se ha examinado tam-
bién la transicidn del filamento de 10 nm a la fibra de 30
nm (Thoma y col., 1979). A baja fuerza iénica el filamento
aparece en una configuraciodn zig-zég, con una periodicidad
de dos nucleosomas. Segiin se aumenta la concentracidn de sal
algunas estructuras solenoidales irregulares, de mayor dia-
metro, comienzan a formarse, y a mayores concentraciones de
sal (0.06-0.1 M NaCl) la mayor parte del material esta en
una fibra de 25 nm de di&metro. En estas fibras se pueden
ver estrias separadas por 11 nm (Rattner y Hamkalo, 1979;
Rattner y Hamkalo, 1978), lo que sugiere que los nucleosomas
en vueltas sucesivas pueden empaquetarse lateralmente, mejor
que con sus caras paralelas como proponen Suau y col.
(1979). En este modelo el contacto entre dos nucleosomas
adyacentes de una misma vuelta ocurre por las caras (Figura
11). Esto ha venido confirmado por experimentos de dicroismo
eléctrico (McGhee y col. 1980) y reconstrucciones tridimen-
sionales a partir de micrografias electrdnicas (Subirana y
col., 1985) Pese a las discrepancias, ambos grupos de inves-

tigadores estidn de acuerdo con que en el filamento de 10 nm
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Figura 10.- Modelo de disposicidon de los nucleosomas en el
solenoide. En este modelo las caras de los nucleosomas se

disponen perpendicularmente al eje del solenoide.
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Figura 1l1.- Modelo de disposicidn de l1os nucleosomas en el
solenoide. En este modelo las caras de los nucleosomas se

disponen radialmente al eje del solenoide.



los nucleosomas estan dispuestos con sus eJjes perpendicu-
lares al del filamento, vy que la fibra de 30 nm consiste en
una superhélice continua de nucleosomas con unos 6-7 nucleo-
somas por vuelta (Figura 12).

Ademis del modelo de superhélice continua hay otro
que difiere del anterior en que sugiere que agrupaciones de
6-8 nucleosomas, juntas, forman la fibra de 30 nm. Tales
estructuras se han visto mediante microscopia electrdnica
(Renz y -col., 1977; Hozier y col., 1977; Stratling y col.,
1978). Experimentos de crosslinking (Itkes y col., 1980) y
de digestidn con nucleasas (Puigdomenech y Ruiz-Carrillo,
1982; Zentgraf y Franke, 1984; Muyldermans y col., 1985) han
cuestionado de nuevo el tema. Sin émbargo, hay autores que
opinan que se trata de vueltas de solenoide aisladas
(Worcel, 1978). Por su parte, Azorin y col. (1982) han
sugerido que estas agrupaciones pueden ser un estado alter-
nativo de la estructura de la cromatina, habiendose llegado
a sugerir transiciones entre estas agrupaciones y el sole-
noide (Subirana y col., 1985).

La histona H1,4que puede fijar los nucleosomas
individuales en una conformacidn, puede también estabilizar
la fibra de 30 nm (Thoma y col., 1979). Asi, al poder elimi-
nar exclusivamente de la cromatina a la H1 (Marekov y
Beltchev, 1981) se ha observado que las PNH previenen par-
cialmente el desplegamiento de los nucleosomas a baja fuerza
idnica, pero que se requiere la H1 para que haya un bloqueo
completo (Dimitrov y col., 1985). Se ha comprobado que la
cromatina en presencia de H1 muestra una estructura més

compacta que en su ausencia (Varshavsky y col., 1976; Chris-



Figura 12.- Modelo solenoidal propuesto para el enrollamien-

to de la cadena polinucleosomal



tiansen y Griffith, 1977; Renz y col., 1977; Vogel y Singer,
1976; Bradbury y col., 1973). A este respecto, se ha compro-
bado que la histona H5 también parece promover la formacidn
de orden superior en cromatina de eritrocito de pollo, e
incluso con una mayor efectividad que la H1 (Thomas y Rees,
1983; Thomas y col., 1985). La capacidad de la H1 para
formar contactos H1-H1 (Butler y Thomas, 1980; Losa y col.,
1984) permite a la cromatina formar estructuras de orden
superior. cuando se debilitan las fuerzas repulsivas eléc-
trostadticas. La localizacidn de la H1 en la estructura de
orden superior no se conoce con exactitud, de forma que no
estd claro si la H1 estd en el interior o en el exterior del
solenoidé. Asi, por una parte, la H1 es la histona méas
susceptible a la proteolisis; por otra parte, se ha observa-
doque unanticuerpo contra la H1 se une menos a cromatina a
alta fuerza idnica que a baja fuerza idnica (Takahashi y
Tashiro, 1979), lo que sugiere una disposicidn interna.

La tendencia de los nucleosomas limite a deslizar-
sealo largo del DNA cuando la H1 es eliminada (Steinmetz y
col., 1978; Klevan y Crothers, 1977; Tatchell y Van Holde,
1978) sugiere que en determinadas ocasiones los nucleosomas
limite adyacentes interaccionan, lo que quizd juega un papel
en la estabilizacidn de la estructura de orden superior.
Aunque la H1 influye en la capacidad de la cromatina para
formar estructuras compactas regulares, muchas de las carac-
teristicas de la fibra de 30 nm se pueden ver, aunque en
forma desordenada, en cromatina sin H1 (Thoma y col., 1979;
Thoma y Koller, 1977). Ademis, se ha observado como nucleo-

somas individuales forman estructuras similares (Finch y



Klug, 1976). Es probable que las interacciones entre nucleo-
somas limite ayuden a estabilizar la estructura de orden
superior.

Sin embargo, la estructura solenoidal que se ha
descrito no basta para explicar el grado de compactacidn de
la cromatina, por lo que este solenoide debe adoptar estruc-
turas alin mds compactas. A este rspecto, estudios de diges-
tidén con DNasa I han mostrado que a concentraciones de Mg2+
menores de 1 mM se produce una transicidn en la cromatina de
eritrocito de pollo in situ. Esta transicidn puede estar
relacionada con el empaquetamiento de la fibra de 30 nm en

estructuras de orden superior (Kachatrian y col., 1985).

1.3. CROMATINA ACTIVA

E1l DNA se encuentra en el nlicleo celular en una
estructura tan compacta que no puede ser accesible al apara- )
to transcripcional. Se ha observado al microscopio electrd-
nico que tanto las regiones que se transcriben como las que
no, poseen nucleosomas (Osheim y col., 1978). Ademéas, los
productos de digestidn con nucleasa micrococal son los mis-
mos (Lacy y Axel, 1975). Por tanto, la estructura del nu-
cleosoma debe ser diferente en ambas regiones. A este res-
pecto, una diferencia entre los nucleosomas de ambas re-
giones ha quedado patente mediante estudios con endonuclea-
sas relativamente inespecificas, las cuales reconocen la
estructura especial de los genes activos digiriendolos mas
ripidamente (Weisbrod, 1982). Esto sugiere que estos nucleo-

somas situados en regiones activas poseen una estructura



diferente y mas abierta que la de los nucleosomas presentes
en las regiones que no se transcriben.

Los estudios sobre cromatina activa han mostrado
algunas caracteristicas diferenciales con respecto a la
inactiva. A este respecto, se ha comprobado que el gen de 1la
globina en nicleos de eritrocito de pollo es preferentemente
degradado por la DNasa I (Weintraub y Groudine, 1976), lo
que indica una estructura conformacionalmente distinta del
resto de la cromatina. Esta sensibilidad del gen de 1la
globina es especifica de tejido, pues dicho gen no es prefe-
rentemente digerido en oviducto de gallina, en donde si lo
es, por el contrario, el gen de la ovoalblmina (Garel y
Axel, 1976). Esta sensibilidad diferencial a la DNasa I de
los genes activos se ha observado en diferentes organismos
(Stadler y col., 1978; Flint y Weintraub, 1977; Groudine y
col., 1978; Garel y col., 1977; Czupryin y Toczko, 1985),
pero mas bien indica la posibilidad de que sea transcrito en
algGn momento de la historia celular que el que lo sea en
realidad (Stadler y col., 1980a).

La sensibilidad a la DNasa I no solo afecta a las
regiones codificadoras, sino que se extiende a ambos extre-
mos de las mismas (Stadler y col., 1980a; Stadler y col.,
1980b; Wood y Felsenfeld, 1982); ello podria sugerir que los
genes en estado activo se localizan en dominios mayores que
el propio gen con la estructura alterada (Smith y col.,
1984; Alevy y col., 1984). A este respecto se ha mostrado la
existencia de zonas hipersensibles a la DNasa I en la regidn
5' de las regiones codificadoras (Wu, 1980). Estos sitios

hipersensibles no existen en el DNA libre, por 1o que han de



ser consecuencia de la estructura de la cromatina. Resulta-
dos obtenidos con el gen de la globina (Groudine y
Weintraub, 1981) han relacionado estos sitios hipersensibles
con la activacidn del gen. Es posible que estas zonas indi-
quen cuales son los genes que deben ser transcritos.

La cromatina activa también es digerida preferen-
temente por la DNasa II (Marushige y Bonner, 1971), lo que
ha permitido su fraccionamiento. La digestidn suave con
DNasa II.solubiliza un material Que se puede fraccionar por
precipitacidn con cationes divalentes como el Mgz*. La frac-

cidn soluble en presencia de Mg2+

corresponde a las regiones
activas de la cromatina (Funderud y Haugli, 1977; Mohber y
Rush, 1971). Las regiones transcribibles aisladas de esta
forma estén organizadas en unidades repetitivas enriquecidas
en PCNH. Ademds, presentan un coeficiente de sedimentacidn
mayor que el de nucleosomas de cromatina inactiva (Gottes-
feld y Butler, 1977), 1o que se ha atribuido a la presencia
de RNA naciente.

La nucleasa micrococal ha sido ampliamente utili-
zada en el fraccionamiento de la cromatina activa. Se ha
comprobado que la fraccidn soluble obtenida, tras digerir
nicleos de oviducto de gallina, esti enriquecida en el gen
de la alblmina (Bloom y Anderson, 1978) y que ademés esté
compuesta fundamentalmente por mononucleosomas. Puesto que
la nucleasa micrococal ataca preferentemente al DNA internu-
cleosomal (Noll, 1974a; Axel, 1975) la liberacién de mononu-
cleosomas enriquecidos en genes activos puede ser el resul-
tado de 1la ruptura preferente del DNA internucleosomal de

las regiones activas. La presencia de cromatina inactiva en



la fraccidon soluble tras la digestidn indica que el DNA de
esas regiones no es totalmente resistente a la accidn de la
nucleasa. Un método de fraccionamiento usualmente utilizado
es el de Levy-Wilson y col. (1979). Este método consiste en
digerir los nlicleos hasta obtener un 5% de DNA soluble en
dcido. Tras sedimentar los niicleos digeridos, é&stos se lisan
obteniendose un material soluble tras centrifugacidn. Este
material soluble se podia fraccionar posteriormente segin su
solubilidad en NaCl 0.1 M. Tanto la fraccidn soluble como 1la
insoluble en NaCl 0.1 M estaban enriquecidas en secuencias
transcribibles, si bien este enriquecimiento era mayor en la
soluble.

Una posible causa de la diferente estructura de
los nucleosomas activos es la presencia de histonas acetila-
das (Mathews y Bradbury, 1982). En cromatina enriquecida en
histonas hiperacetiladas, las zonas que se digieren més
rapidamente por la DNasa I son precisamente aquellas que
contienen las histonas hiperacetiladas (Vidali y col.,
1978). Por otra parte, los nucleosomas con histonas hi-
peracetiladas, ademias dé presentar los sitios de rotura
tipicos para la DNasa I, poseen tres sitios nuevos. Ademis,
seglin se desprende de estudios de desnaturalizacidn térmica,
su estructura es menos estable que la de los nucleosomas
normales (Bode y col., 1980; Yau y col., 1982; Simpson,
1978b). Mas recientemente se ha propuesto que la hiperaceti-
lacidn de H3 y H4 en Physarum ocurriria en la fase G2 del
ciclo celular y estaria relacionada con la transcripcidn del
DNA, mientras que las histonas H2A y H2B se hiperacetilarian

en la fase S del ciclo, facilitando la replicacidn del DNA



(Waterborg y Mathews, 1983).

Por otra parte, se ha comprobado que la extraccidn
de las proteinas HMG de la cromatina de eritrocito de pollo
elimina la especial sensibilidad del gen de la globina a la
DNasa I (Weisbrod y Weintraub, 1979). Al reconstituir la
cromatina com el conjunto de las HMG extraidas, o con HMG-14
y HMG-17 purifiéadas, esa sensibilidad reaparece (Weisbrod y
col., 1980). La mayor sensibilidad a la DNasa I de las
regiones-de cromatina con proteinas HMG parece ser un fend-
meno general; pues se ha descrito incluso en cromatina de
plantas (Spiker y col., 1983).

Como ya se ha indicado, las HMG poseen un elevado
contenido tanto en aminoicidos &cidos como en bésicos. Por
este motivo se piensa que son capaces de interaccionar tanto
con el DNA como con las histonas (Johns, 1982). Las HMG-14 y
HMG-17 se unen tanto al core nucleosomal como a nucleosomas
con H1/H5, haciendolo dos moléculas por nucleosoma (Shick y
col., 1985; Mardian y col., 1980). Parece ser que estas HMG
interaccionan por los extremos del DNA del core (Sandeen y
col., 1980; Mardian y col., 1980) pero también en dos sitios
internos (Shick y col., 1985). Esta unidn no afecta al resto
de las histonas (Sandeen y col., 1980). Esto ha llevado a
sugerir que estas proteinas pueden afectar a las regiones
activas no por cambios en la estructura nucleosomal sino
participando en un desplazamiento temporal de las histonas
durante la transcripcidn (Labhart y Koller, 1982; Karpov y
col., 1984; Preobrazhenskaya y col., 1984).

De la misma forma que las regiones activas estan

enriquecidas en HMG, se ha observado una escasez de H1, por



lo que la presencia de dicha histona se ha relacionado con
la cromatina inactiva. Por otra parte, Komaiko y Felsenfeld
(1985) han mostrado que la ausencia de H1 de nucleosomas
activos puede deberse a una redistribucidén debida al menor
tamafio del DNA de los nucleosomas activos al ser éstos mis
sensibles a la digestidn. Sin embargo, los resultados de
Kimura y col. (1983) y Smith y col. (1984) indican que la
cromatiha activa estd probablemente desprovista de H1 in
vivo. A este respecto, se ha comprobado que una variante de
la histona H1 que aparece en los estados embrionafios, la
H1O, estd asociada a un gen reprimido durante el desarrollo
del higado de rata (Roche y col., 1985).

Por otra parte, se ha comprobado que la digestidn
de nlicleos de testiculo de trucha con nucleasa micrococal
libera la proteina HMG-T, similar a las HMG-1 y HMG-2 de
timo de ternera, por lo que se ha propuesto su asociacidn
con el DNA internucleosomal (preferentemente atacado por la
nucleasa) de la cromatina activa de testiculo de trucha en
sustitucidn de la H1, inhibiendo la formacidn del solenoide
(Levy-Wilson y col., 1977). Estudios de velocidad de sedi-
mentacidn yde electroforesis en gel han indicado que mien-
tras que tanto la HMG-1 como la HMG-2 se unen a nucleosomas
de 180 pb, la HMG-1 interacciona mucho mas débilmente
(Schroter y Bode, 1982), siendo el tamafio de su sitio de
unidén de 14 pb (14 bases en el caso de unidén a DNA monocate-
nario (Butler y col., 1985). Con respecto a su papel en la
cromatina, Stoude y Mazluff (1982) han sugerido que la HMG-1
y HMG-2 pueden estimular la transcripcidn por una RNA poli-

merasa enddgena de nlicleos de mieloma de ratdn. Por otra



parte, Bonna-Andrea y col. (1984) han encontrado que HMG-1 y
HMG-2 pueden mediar en el ensamblaje del nucleosoma.

Debido a esta relacidn de acetilacidn de histonas
y presencia de HMG-14 y HMG-17 con la actividad génica, se
ha estudiado el efecto que provocan en la estructura nucleo-
somal (Bode y col., 1983). De esta forma, se ha comprobado
que tants los nucleosomas que contienen HMG-14 y HMG-17 como
aquellos que poseen histonas acetiladas poseen una estructu-
ra mis abierta que la del nucleosoma normal. Sin embargo, la
estructura del nucleosoma con el octimero acetilado parece
ser menos rigida que la de aquellos que contienen proteinas
HMG. Ambos hechos, conjuntamente, podrian dar cuenta de una
estructura abierta y flexible, y jﬁnto con la ausencia de
H1, mantener la cromatina en una conformacidn extendida, que
facilite el proceso de la transcripcidn.

En conclusidn, parece haber una estrecha relac¢cidn
entre la presencia de HMG y la actividad transcripcional de
la cromatina. Se ha propuesto que las proteinas HMG de alto
peso molecular estarian asociadas con el DNA internucleoso-
mal (Mathew y col., 1979; Levy-Wilson y col., 1977) pudiendo
as! influir sobre la adopcidn de estructuras de orden supe-
rior, impidiendola, mientras que las de bajo peso molecular
estarian asociadas al nucleosoma limite alterando su estruc-
tura, de forma que presenten una gran sensibilidad a la
‘DNasa I (Hutcheon y col., 1980).

Estas modificaciones in vivo pueden venir provoca-
das por la accidn de otras moléculas como las vitaminas.
Asi, se ha observado que en células tratadas con retinol, la

cromatina se hace mis accesible a DNasa I, al mismo tiempo
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que se modifica el patrdon de acetilacidn de histonas y el
contenido en proteinas cromosomales (Ferrari y Vidali,
1985). '

1.4. CROMATINA DE LEVADURA

La cromatina de Saccharomyces cerevisiae es simi-

lar a 1la de otros organismos superiores, pero de una mayor
simplicidad. Esta simplicidad queda patente por la ausencia
de cromosomas condensados durante la divisidn celular
(Rozijn y Tonino, 1964; Gordon, 1977), pese a la existencia
de nficleos. Esto hace de la levadura un material de trabajo
muy interesante. Ademis, este interés se acrecienta porque
la mayor parte de la cromatina de levadura se encuentra en
una conformacidn transcripcionalmente compe tente (Lohr y

Hereford, 1979), lo que la hace un excelente sistema para el

estudio de la estructura de la cromatina transcripcionalmen- =

te activa. Pero, precisamente, la elevada actividad trans-
cripcional en la levadura provoca la existencia de unos
niveles de RNA en nlicleos muy elevados (Tabla VI); ello
dificulta el estudio de la estructura de la cromatina, sobre
todo si se tienenen cuenta los bajos niveles de DNA que
existen en nlicleos de levadura en comparacidn con los de
organismos superiores (Tabla VI).

Ya en los primeros estudios realizados con croma-
tina de levadura se observd la presencia de histonas (Tonino
y Rozijn, 1966). En 1973, Wintersberger y col. (1973) logra-
ron obtener preparaciones de histonas a partir de nicleos de

levadura, cuya imagen electroforética mostraba bandas de



TABLA VI.- Composicidn proporcional de niicleos y cromatina de levadura en comparacidn con

el de células.

Células Nicleos Cromatina
DNA RNA Prot. DNA RNA Prot. DNA RNA Prot.

Saccharomyces carlsbergensis

NCYC 74 (1) 1 109 391 1 3.7 35.3 - - -
Saccharomyces cerevisiae

(comercial)(2) 1 26 173 - - - 1 0.3 4.2
Saccharomyces cerevisiae

Y55(3) 1 82 189 1 2.6 15.6 - - -
Saccharomyces cerevisiae

(Salvaje diploide)(4) 1 89 252 1 4.2 17.3 1 3.8 9.7
Schizosaccharomyces pombe

NCYC 132 (5) 1 121 227 1 9.4 115 1 3.5 16

(1) Rozijn y Tonino, (1964);

(2) Tonino y RoziJn,

(4) Wintersberger y col. (1973);(5) Duffus, (1969).

(1966);(3) Bhargava y Halvorson,

(1971);



movilidad semejante a H4, H2A y H2B-H3 de organismos supe-
riores, pero ninguna de movilidad similar a la H1. El1 frac-
cionamiento de las histonas condujo al aislamiento de H4,
H2A y H2B, pero no se encontraron ni H3 ni H1. Posteriormen-
te, se consiguid aislar la histona H3 (Brandt y Von Holt,
1976), pero en la actualidad no se ha detectado ninguna
histona semejante a la H1 (Franco y col., 1974; Thomas y
Furber, 1976; Brandt y col., 1980). Precisamente con la
ausencia de histona H1 se ha relacionado la ausencia de
cromosomas condensados. La composicidn ée aminoidcidos (Tabla
VII), la movilidad electroforética y el andlisis de datos
parciales de estructura primaria hah permitido identificar
una variante de cada una de las histonas H3 y H4 y dos
variantes de cada una de las histonas H2A y H2B (Brandt y
col., 1980). Mediante la comparacidn de dichas secuencias
parciales con las de histonas de organismos superiores, se
ha observado que en H3 y H4 el 7% de los residuos varia,
mientras que en H2A y H2B es el 20% (Brandt y col., 1980)

Por otra parte, la elevada actividad transcripcio-
nal que existe en levaduras las convierte en interesante
material bioldgico para examinar el nivel de acetilacidn de
sus histonas (Davie y col., 1981; Nelson, 1982). Los resul-
tados han mostrado que la cromatina de levadura se encuentra
entre las cromatinas mas acetiladas (Davie y col., 1981).
Estos resultados son consistentes con la idea de que la
hiperacetilacidn de histonas permite a la cromatina ser
transcrita a mayor velocidad.

Con respecto a las proteinas cromosomales no his-

tonas, también se han descrito proteinas HMG en levadura



TABLA VII Composicidn de aminoacidos de las histonas de

levadura (Brandt y col., 1980). Los valores se expresan como
moles por ciento. '

H2A, H3 H4

H2B, H2B, H2A

Lys 13.7 14.0 11.9 9.8 11.3 10.6
His 1.7 1.5 1.9 2.3 1.4 2.1
Arg 5.2 5.0 6.7 7.4 10.9 11.3
Asx 5.9 5.8 7.4 7.9 4.7 6.2
Thr 6.7 7.4 5.2 4.1 6.3 5.9
Ser 11.2 1.3 7.9 6.7 7.8 5.9
Glx 10.3 9.7 9.3 9.0 12.7 8.8
Pro 5.2 4.2 4.4 0.3 3.5 1.9
Gly 4.7 4.4 7.3 9.5 5.8 14.4
Ala 12.7 14.2 14.0 14.2 12.0 6.9
Cys - - - - -
Val 5.3 4.5 4.6 4.8 4.4 5.8
Met 0.9 0.7 0.6 0.2 0.2 0.3
Ile 5.5 .8 5.2 4.7 4.5 5.3
Leu 5.8 6.1 9.7 1.7 9.9 8.5
Tyr 3.5 .5 2.3 1.7 3.9
Phe 1.9 1.7 1 1.2 3.7 2.3
Lys/Arg 2.6 2.8 1.8 1.3 1.04 0.9
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(Spiker y col., 1978). Weber e Isenberg (1980) han descrito
la existencia de cuatro proteinas HMG en levadura (Tabla
VIII). Mientras tres de ellas presentan las mismas caracte-
risticas de extraccidn que las HMG tipicas, como lo es su
disociacidn de la cromatina con NaCl 0.35 M, la cuarta HMG
no se extrae; pero, se solubiliza junto con las histonas
cuando se emplea HCl 0.25 N. Debido a mostrar esta caracte-
ristica de ser extraida con &cido se la ha denominado HMGa
(Weber e Isenberg, 1980). La movilidad electroforética de
esta proteina en geles de poliacrilamida en presencia de
urea es similar a 1la de la histona H1 de organismos supe-
riores (Weber e Isenberg, 1980). Esto llevd a ser considera-
da en un primer momento como H1 (Sommer, 1978). Sin embargo,
la composicidn de aminodcidos es muy diferente y al mismo
tiempo es tipica de HMG (Spiker y col., 1978; Weber e
Isenberg, 1980), por lo que se incluye en este tipo de
proteinas. Recientemente se ha descrito que es soluble en
PCA al 5%, igual que la H1 de organismos superiores, y que
comparte algunas propiedades inmunoldgicas con dicha histona
Estas HMG (S1,53,S4 y HMGa) se han obtenido a partir de
levadura prensada. Recientemente, Estruch y col., (1986a)
han observado que al digerir nlicleos de células en creci-
miento con nucleasa micrococal se liberan cuatro polipépti-
dos CO, C1, C2 y C3, mostrando CO y C3 inmunoreactividad
hacia anticuerpos de HMG1 de timo de ternera.

Por otra parte, se ha demostrado la existencia en
cromatina de levadura de una estructura repetitiva y de
nucleosomas (Lohr y Van Holde, 1975; Nelson y col., 1977),

si bienel tamafio de 10s mismos es menor que el de nucleoso-



TABLA VIII.- Composicidn de aminoicidos de las proteinas HMG

de Saccharomycés cerevisiae (Weber e Isenberg, 1980). Los

valores se expresan como moles por ciento.

HMG-S1 HMG-S3 HMG-S4 HMGa

Asn 7.8 6.6 9.5 8.5
Thr 5.9 7.3 5.6 8.4
Ser 10.4 9.9 8.0 7.5
Glx 9.7 10.2 1.7 15.6
Pro - - - 5.9
Gly 7.7 5.6 11.4 3.6
Ala 9.9 10.8 9.5 8.8
Cys 0.7 0.0 0.0 0.0
val 5.5 5.5 4.8 2.3
Met 0.0 0.0 0.0 0.0
Ile 3.8 5.7 3.0 6.5
Leu 6.5 5.0 6.7 7.5
Tyr 2.0 4.9 0.7 4.4
Phe 2.8 4.7 5.7 2.8
His 4.9 7.2 4.6 1.3
Lys 19.2 12.2 14.1 15.9
Arg 3.5 4.7 5.1 5.5
Lys/Arg 5.4 2.6 2.8 2.9



mas de eucariontes superiores, con un tamafio medio de 160
pb. Parece ser que el tamafio nucleosomal es variable en
levadura, habiendose obtenido tamafios comprendidos entre 150
y 165 pb. También se ha comprobado la existencia del nucleo-
soma limite, cuyo tamafio y estructura son similares a los de
eucariontes superiores (Lohr y col., 1977a). Por tanto, la
diferencia observada radica en el DNA internucleosomal.
Estos estudios se han llevado a cabo mediante electroforesis
del DNA extraido de las particulas, sin haberse llegado a-
realizar ningln tipo de estudio con nucleosomas aislados a
partir de nficleos. Esto es debido fundamentalmente al bajo
rendimiento en nucleosomas, que a suvez se debe al hecho de
no poder trabajar con un gran nﬁméro de nlcleos y al bajo
contenido en DNA de los mismos. Se han descrito otros proce-
dimientos que conducen al aislamiento de un complejo nucleo-
proteico sin necesidad de pasar a través de una etapa de
nlicleos (Tonino y Rozijn, 1966; Franco y Ldpez-Brafia, 1978),
pero dichos métodos pueden alterar la estructura de la
cromatina y, por tanto, no ser Qtiles.

Por otro lado, en contraste con los eucariontes
superiores, Lohr y Hereford (1979) han mostrado que la
cromatina de levadura presenta una aparente conducta "todo-
nada" en 1o que respecta a su sensibilidad a la DNasa I, lo
que puede estar relacionado con la elevada tasa de trans-
cripcidn de levadura (Hereford y Rosbash, 1977). Cuando las
célulés de levadura estidn en fase de crecimiento exponencial
toda la cromatina es digerida mas rapidamente que la de
células en fase estacionaria. Sin embargo, Sledziewski y

Young (1982) han encontrado una ligera preferencia de la
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DNasa I hacia genes transcribiendose actualmente bajo condi-
ciones muy suaves de digestidn.

Estruch y col. (1986b) han observado que 1la
cromatina de levadura no es digerida uniformemente por la
nucleasa micrococal. Sus resultados sugieren, ademas, que
esta enzima ¢tiene preferencia por regiones no
hiperacetiladas, lo que‘podria implicar que no digiere
preferentemente las regiones activas.

Una caracter{stica interesante de la cromatina de
levadura ha surgido de estudios de microscopia electrbnica,
los cuales han mostrado la existencia de dos regiones es-
tructuralmente distintas (Rattner y col., 1982). Asi, mien-
tras que el 90-95% de la cromatinavpresenta la tipica orga-
nizacidn nucleosomal, el resto parece que no, apareciendo
como una fibra de 30-40 A de diédmetro.

Por tanto, el nivel de estructura primaria de la
cromatina, el nucleosoma, no estd alin bien caracterizado en
levadura. Si esto es asi, la posible adopcidn de superes-
tructura, similar a la de organismos superiores estad afn
mucho menos conocida., Al microscopio electrdonico se han
observado estructuras con un didmetro de 200-300 A, las
cuales se encuentran separadas a veces por zonas carentes de
nucleosomas (Rattner y col., 1982). Ademis, la cromatina de
levadura posee un minimo de solubilidad en el intervalo de
concentracidn salina de 100-200 mM (Ldpez-Brafia, 1979),
transicidn en la que parecen estar implicadas las proteinas
HMG (De Castro, 1980). Por tanto, a pesar de carecer de H1,
la cromatina de levadura parece capaz de adoptar estructuras

de orden superior similares a las de eucariontes superiores,



si bien no han sido practicamente estudiadas.

1.5. TECNICAS FISICOQUIMICAS USADAS EN EL PRESENTE ESTUDIO

1.5.1. DICROISMO CIRCULAR

El dicroismo circular es una técnica que permite
obtener informacidn de las conformaciones de acidos nuclei-
cos y de nucleoprotefnas. La actividad Sptica de los &cidos
nucleicos se debe a la asimetria de sus componentes basicos
y a la asimetria de la doble hé&lice. La difraccidn de rayos
X ha permitido distinguir tres diferentes conformaciones
para la doble hélice de DNA (A, B y C) (Fuller y col.,
1965), las cuales se diferencian en el nimero de pares de
bases y en otros detalles estructurales. E1l espectro de
dicroismo circular de las tres formas es diferente por lo
que permite distinguir en cual de estas tres conformaciones
Se encuentra la hélice y detectar cambios de simetria (Tu-
nis-Schneider y Mestre, 1970).

En el espectro de dicroismo circular dg la croma-
tina es posible estudiar por separado las conformaciones del
DNA y de las histonas, ya que &stas contribuyen sdlo a
longitudes de onda inferiores a 240 nm. El espectro de
dicroismo circular del DNA en la cromatina o nucleosomas
esta significativamente alterado con respecto al obtenido
para la forma B del DNA en disolucidn (Tunis-Schneider y
'Mestre, 1970; Whitlock y Simpson, 1976): sobre los 280 nm el
espectro de la cromatina estd considerablemente reducido. Se

ha postulado que esta alteracidn es un reflejo de la estruc-
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tura terciaria del DNA en el nucleosoma al superenrollarse
éste en torno al oct@mero de histonas (Cowman y Fasman,
1980; Cowman y Fasman, 1978) que contribuiria con una banda
negativa centrada a los 275 nm. Esta banda negativa es
similar en forma y posicidn al espectro de dicroismo circu-
lar de DNA- (Jordany col., 1972), al de los complejos DNA-
polilisina (Haynes y col., 1970) o al del DNA en disolucidn
a elevadas concentraciones de LiCl (Wolf y col., 1977). En
estos casos el DNA se condensa en una estruétura secundaria
similar a la del DNA-B (Maniatis y col., 1974).

El tamafio del DNA nucleosomal estid relacionado con
la magnitud de la banda de elipticidad negativa a 275 nm.
Los nuclesomas con longitudes de DNA més cortas presentan
una menor elipticidad que los nucleosomas mayores (Cowman y
Fasman, 1980). La presencia de las histonas H1/H5 asociadas
al DNA linker completan la condensacidn del DNA nucleosomal,
como se comprueba al observar como varia el espectro de
dicroismo circular cuando estas histonas se disocian de los
nucleosomas (Cowman y Fasman, 1980), oligonucleosomas (Tat-
chell y Van Holde, 1979) y cromatina (Watanabe e Iso, 1981).

La hipdtesis de que el espectro de dicroismo cir-
cular del DNA nucleosomal refleja su estructura terciaria se
ha utilizado para interpretar los cambios estructurales
provocados en el nucleosoma por diversos agentes
(Harrington, 1982; Libertini y Small, 1982; Olins y col.,
1977; Zama y col., 1976) y los observados "in vivo" por
hiperacetilacidén de histonas (Bode y col., 1980; Yau y col.,
1982).
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1.5.2.DESNATURALIZACION TERMICA DEL DNA

Al aumentar la temperatura de una disolucidn de
DNA de doble hélice se produce la desnaturalizacidn de éste
a una temperatura que depende de su composicidn de bases y
de la concentracidn de cationes del medio. Esta desnaturali-
zacidn se detecta facilmente midiendo el incremento en la
absorcidn de la luz UV (Hipercromicidad) que acompafia a la
separacidn de las dos cadenas de la doble hélice.

La representacidn de la variacidn de la absorcidn
en funcidn de la temperatura se denomina perfil de desnatu-
ralizacidn o de fusidn y refleja las transiciones estructu-
rales del DNA a lo largo de su desnaturalizacidén. El perfil
de fusidn de un complejo DNA-proteinas depende de una serie
de parametros como el tipo de DNA y proteinas, la fuerza
ionica de la disolucidon, las interacciones entre ambas
moléculas, el pH, etc.

La asociacidn de las histonas con el DNA se refle-
Ja en un aumento de 1la temperatura a la que se desnaturaliza
éste (Temperatura de fusidn: Tm). Esta estabilizacidn se
debe a la neutralizacidn parcial de las cargas negativas del
DNA por las cargas positivas de las histonas. Asi, se reduce
la repulsidn electrostatica entre las dos cadenas de la
doble hélice y se requiere una temperatura mis elevada para
separarlas., Por otra parte, las uniones hidrofdbicas de las
histonas con el DNA tambié&n juegan un papel en 1la
estabilizacidn (Bartley y Chalkley, 1972). En nucleosomas,
estas interacciones bastan para explicar la estabilizacidn

observada en la curva de fusidn. En la cromatina, la fusidn
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del DNA es un proceso mucho mis complejo y hay que tener en
cuenta otras interacciones provocadas por la superestructura
(Wilhelm y col., 1974; Li y Bonner, 1971; Fulmer y Fasman,
1979).

E1l DNA nucleosomal libre se desnaturaliza sobre
los 50 °C. Los cores nucleosomales manifiestan dos
transiciones, una a 74 oC ¥ otra a 60 OC (Cowman y Fasman,
1980; Van Holde y col., 1980; Weischet y col., 1978). Esta
iltima .se ha asignado a la desnaturalizacidn de 40 pb
situados en los dos extremos de-la particula (Weischet y
col., 1978; Simpson, 1979).

Los nucleosomas de mas de 140 pb de DNA presentan
también perfiles de desnaturalizacidn bifasicos. La
temperatura de las transiciones depende de la longitud del
DNA y la presencia o ausencia de H1/H5. Una mayor longitud
de DNA linker tiende a desestabilizar térmicamente la
particula en ausencia de H1/H5. Estas histoonas aumentan la
estabilizacidn tanto del DNA linker como del di spuesto en

el core (Cowman y Fasman, 1980).
1.6. OBJETIVOS DE LA PRESENTE INVESTIGACION

El hecho de que la cromatina de levadura no
presente cromosomas en metafase la convierte en un sistema
de interés para el estudio de la estructura de la misma. En
esta Investigacidn se ha abordado el estudio estructural de
la cromatina de levadura con obJjeto de caracterizarla
parcialmente.

El estudio de la estructura de la cromatina no se



puede llevar a cabo facilmente sobre la totalidad del
material, dad su enorme complejidad. Por este motivo se
procedid a la obtencidn de fracciones solubles que, ademés
de mos trar una menor complejidad, permiten la aplicacidn
sobre ellas de técnicas espectroscdpicas como el dicroismo
circular, con objeto de analizar la estructura terciaria que
adopta el DNA en ellas. El1 estudio de las fracciones
solubles también se ha abordado mediante desnaturalizacidn
térmica del DNA con el fin de determinar la estabilidad del
mismo en dichas fracciones.

Por otra parte, se procedid al aislamiento de
mononucleosomas de levadura a partir de nicleos, en cantidad
suficiente para poder realizar sobre ellos estudios
estructurales con las mismas tecnivcas que para las

fracciones solubles de levadura.



de crecimiento del cultivo como se explica en el apartado
3.1. de Resultados. .

Las células se recogieron en el estado de creci-
miento deseado por centrifugacidn ‘a 3000 g durante'5 minu-
tos. Se lavaron dos veces con agua destilada centrifugandose

de la misma forma.

2.3. PREPARACION DE DNH

2.3.1. Preparacidn de DNH cruda

La DNH cruda se obtuvo siguiendo el método descri-
to por Franco y Ldpez-Brafia (1978).- La levadura, prensada o
proveniente de los cultivos, se homogeneizd en una disolu-
cidon de tampdn fosfato 5 mM, MgSO4 1 mM, pH 6.5, y en
presencia de fluoruro de p-metilsulfonilo (PMSF) con objeto
de inhibir la proteolisis; se usaron 900 ml de medio y 10 ml
de PMSF 0.2 mM en alcohol isopropilico para 500 gramos de
levadura. La homogeneizacidn se llevd a cabo por agitacidn
(7.5 cm de amplitud; 150 oscilaciones por minuto) a 0-4 °C
durante 22 horas, en recipientes de plastico con 270 ml de
perlas de vidrio de 2.5 mm de diame tro, 375 gr de perlas de
vidrio de 6 mm de didmetro y 15 bolas de porcelana de 25 mm
de di&metro.

El homogeneizado, previa adicidn de octanol para
eliminar la espuma se centrifugd a 8000 g durante 50 minu-
tos; el sedimento presentd dos capas de las cuales la infe-
rior, blanquecina, estaba formada, fundamentalmente, por

paredes y células sin romper, y la superior, mas oscura,
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contenia la mayor parte de la nucleoproteina. Recuperada la
capa superior del sedimento se lavd dos veces con el mismo
medio (centrifugacidn a 8000 g durante 40 minutos). El
sedimento resultante se resuspendid en NaCl 0.14 M, Tris-HC1l
5 mM, pH 7.5 y se centrifugd a 8000 g durante 20 minutos.
Este lavado se repitid hasta que el sobrenadante quedd claro
(de 4 a 6 veces). Posteriormente el sedimento se sometid a
tres lavados con sacarosa 0.25 M, MgSO4 1 mM, Triton X-100
0.5% (v/v), Tris-HC1 5 mM, pH 8.0 (15000 g durante 10 minu-
tos). El material obtenido se denomind DNH cruda. Todas las
operaciones descritas se realizaron a una temperatura de 0-4
oc para disminuir en lo posible el riesgo de degradacidn.
Con el mismo fin, distintas etapas de lavado a 1o largo de

todo el proceso se efectuaron en presencia de PMSF,.

2.3.2. Purificacidn de DNH

La DNH cruda se purificd siguiendo el método des-
crito'por Franco y Ldpez-Brafia (1978), mediante centrifu-
gacidén a través de un gradiente discontinuo de sacarosa. El
gradiente se prepard con 15 ml de sacarosa 2.0 M, MgSO4 1
mM, Tris-HC1l 5 mM, pH 8.0 y 15 ml de sacarosa 1.5 M, MgSO4 1
mM, Tris-HC1 5 mM, pH 8.0, centrifugandose a 35000 g durante
dos horas. E1 sedimento se lavd una o dos veces con MgSO4 1
mM, Tris-HC1l 5 mM, pH 8.0. Todas las etapas del proceso se
llevaron a cabo a una temperatura de 0-4 °C. El material asi

obtenido se denomind desoxirribonucleohistona (DNH) pura.



2.4. PREPARACION DE DNH SOLUBLE

2.4.1. Solubilizacidn de DNH por diilisis

La DNH pura se lavd dos veces con 10 vollmenes de
agua destilada (18000 g durante 10 minutos). E1 sedimento se
resuspendid en 10 volimenes de Tris-HCl1 5 mM, EDTA 1 mM, pH
7.5 y se sometid a diélisis exhaustiva a 0-4 °C frente a 25
volimenes del mismo medio en presencia de PMSF (5-6 cambios
durante cinco dias). La fraccidn de DNH-S, se obtuvo tras

centrifugacidn a 35000 g durante 30 minutos.

2.4.2. Solubilizacidn por digestién' con nucleasa microco-

cal

La DNH pura se lavd con tampdn de digestidn (saca-
rosa 0.3 M, CaCl, 1 mM, Tris-HCl 5 mM, pH 7.3) y se centri-
fugd a 20000 g durante 5 minutos. E1 sedimento se resuspen-
did en el medio de digestidn a una concentracidn de 3 mg de
DNA por ml del tampdn y se procedid a la digestidn con
nucleasa micrococal (EC 3.1.4.7. Boehringer Manheim) de la
forma descrita por Woodhead y Johns (1976). Se afiadieron a
esta suspensidn 200 unidades de nucleasa micrococal por ml y
se incubd a 37 °C durante 30 minutos.

Para detener la reaccion se afiadid EDTA 0.1 M, en
frio, hasta llevar la disoluci”hon a una concentracidn final
de 1.7 mM, centrifugandose a continuacidn a 1800 g durante
10 minutos. El sobrenadanté constituyd la fraccidn inicial

de DNH pura solubilizada por la digestidn enzimatica.



Con el fin de eliminar los oligonucledtidos gene-
rados en la digestidn, se afiadid MgCl, hasta una concentra-
cidn de 10 mM. Se dejd precipitar durante una hora y se
centrifugd a 1000 g durante 10 minutos. El sedimento se
resuspendid en Tris 5 mM, EDTA 1 mM, pH 7.5 y se dializ?d
frente al mismo medio, con lo que se consiguid su resolubi-

lizacidén. Esta disolucidn constituydé la fraccidn DNH-Sy.

2.5. PREPARACION DE NUCLEOS DE S. cerevisiae

El método de obtencidn de nlicleos que se ha segui- -
do pasa a través de una etapa de esferoplastds. Esto es
necesario debido a que la obtencidn de los nlcleos se reali-
za mediante lisis osmdtica de las cé&lulas. Dado que las
células de levadura poseen pared celular, es necesario eli-

minarla para poder lisar osmoticamente las células.

2.5.1. Transformacidén de las células en esferoplastos

Se siguid el procedimiento de Lohr e Ide (1979)
con algunas modificaciones. La eliminacidn de la pared celu-
lar de levadura se lleva a cabo por digestidn de la misma
con P-Glucuronidasa. Esta reaccidn se ha visto que se ve
favorecida preincubando las cé&lulas con algin agente reduc-
tor como el p-Mercaptoetanol. Asi, las células se suspendie-
ron en el medio de pretratamiento (Tris 0.1 M, EDTA 5 mM, H-
Mercaptoetanol 75 mM, pH 8.0) hasta una concentracidn de
0.25 g de células por ml. En el caso de células en fase

estacionaria la suspensidn de células se incubd durante 30
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minutos a 32 ©°C con agitacidn; en el caso de células en fase
exponencial la incubacidn tuvo lugar a 0 °C. Tras ello, se
centrifugd durante 5 minutos a 1000 g. Las células se lava-
ron con el medio de digestidn (Sorbitol 1.1 M, fosfato
potasico 24 mM, pH 6.5) y se centrifugaron a 1000 g durante
5 minutos. Las c&lulas se resuspendieron en el mismo medio a
una concentracion de 0.25 g de células por ml y se afiadid
Ca012 hasta una concentracidn de 4 mM . La mezcla se atempe-
ré6 a 37 -°C, se ahadid la enzima QB—Glucuronidasa-Arilsulfa-
tasa; Boehringer-Mannheim) en una relacidn de 0.4 ml por
gramo de levadura (La casa comercial suministra esta enzima
cOomo una disolucidn cruda) y se incubd a 37 °C. La forma-
cidn de los esferoplastos se siguid mediante observacidn al
microscopio dptico y el tiempo de incubacidn no fue nunca
superior a una hora. El seguimiento de la formacidn de
esferoplastos se hizo en base al diferente aspecto que
muestran al microscopio dptico las células intactas y los
esferoplastos. Las primeras presentan una seccidn irregular
mientras que los esferoplastos muestran una seccidn circu-
lar. Otro procedimiento para seguir la formacidn de esfero-
plastos fue observar el efecto de afladir SDS al 1% sobre la
muestra. La disolucidn de SDS entra por capilaridad entre el
porta y el cubreobjetos y los esferoplastos lisan. Por el
contrario, las células que alin mantienen la pared celular
permenecen intactas. Tras comprobar que la casi totalidad de
las células se hablan transformado en esferoplastos (siempre
se alcanzb el 90% de rendimiento), &stos se recogieron por
centrifugacidn a 4000 g durante 10 minutos. Los esferoplas-

tos se lavaron con el mismo medio de digestidn ,ya sin



CaCl,, con el fin de eliminar los restos de la enzima.

2.5.2, Lisis de los esferoplastos

Los esferoplastos obtenidos seglin se ha descrito
en el apartado anterior se lisaron con objeto de aislar los
nicleos. Para ello, inicialmente se siguid el procedimiento
descrito por Lohr y col. (1977), basado a su vez en el de
Wintersberger y col. (1973). Los esferoplastos se suspen-
dieron en Ficoll 18%, fosfato potidsico 20 mM, MgCl, 0.5 mM,
pH 6.8. Este medio no estabiliza osmdticamente a los esfero-
plastos por lo que lisan. Los nlicleos se aislaron por cen-
trifugacidn diferencial. Los esferoplastos que no habian
lisado y las células intactas sedimentaron al centrifugar a
4000 g durante 5 minutos. Los nlcleos se obtuvieron por

centrifugacidn a 30000 g durante 20 minutos. Los fragmentos

de membrana, mitocondrias y demds particulas citoplasmicas -

permanecen en la superficie debido a la alta densidad de
este medio. Los nlcleos se resuspendieron en 4 volimenes de
Ficoll 7%, Glicerol 20%, Sorbitol 1 M. Tras ello se dieron
tres centrifugaciones a 7000, 6500 y 6000 rpm en un rotor
Sorvall SS34 para eliminar los Gltimos restos de esferoplas-
tos y células (Lohr y col., 1977%. Por ltimo, los niicleos
se obtuvieron centrifugando a 20000 g durante 25 minutos.
Con el mé&todo descrito en el parrafo anterior se
obtuvo un rendimiento bajo en niicleos (Ver Resultados). Por
ello se intentd favorecer la lisis de los esferoplastos
mediante el uso de un homogeneizador Potter-Elvehjem

(Wintersberger y col., 1973), pero esto solo consiguid



aumentar un poco el rendimiento en nicleos.

Un segundo método utilizado para lisar los esfero-
plastos de levadura fue el seguido por Nelson y col. (1977)
con algunas modificaciones. Los esferoplastos se suspendie-
ron una vez en el medio TKMC (Tris-HC1l 50 mM, KCl 25 mM,
MgCl, 5 mM, CaCl, 1 mM, Sacarosa 250 mM, pH 7.5, Triton X-
100 0.5%)en el que lisan. Los nlcleos se sedimentaron cen-
trifugando a 4000 g durante 10 minutos. En el sedimento,
junto con los nlicleos se encuentran las células intactas y
los esferoplastos que no hayan lisado. Por ello el sedimento
se resuspendid en el medio de homogeneizacidon descrito en el
método anterior y se procedid como en él se describe hasta
la obtencidn de los nficleos. Este método condujo al aisla-
miento de nlicleos con un rendimiento superior al anterior
(Ver Resultados).

Por Gltimo, se siguid el método descrito por
Schultz (1978) el cual estd basado en el de Wintersberger y )
col. (1973) con algunas modificaciones. Los esferoplastos se
lisaron por suspensidn en 5 vollmenes del medio de lisis
(Ficoll 18%, fosfato potédsico 20 mM, CaCl, 0.5 mM, PMSF 1 mM
pH 6.8). Esta suspensidn se agitd vigorosamente durante 1
minuto en un Vortex y se centrifugd durante 5 minutos a 2000
gconel finde eliminar células intactas que no se hubieran
transformado en esferoplastos. El sobrenadante se centrifugd
a 27000 g durante 25 minutos sedimentando los nicleos. En el
sobrenadante final queda material citoplasmidtico asi como
restos de membranas que forman una capa en la superficie. El
sedimento de nlicleos se resuspendid en dos volUmenes del

medio HM (Sorbitol 1 M, Glicerol 20%, Ficoll 7%, CaCl, 0.5



mM, fosfato potéasico 20 mM, PMSF 0.5 mM pH 6.8) y luego se
afiadieron otros 8 vollmenes del mismo medio. Se centrifugd
durante 5 minutos a 4000 g, un nGmero variable de veces
hasta que no se obtuvo sedimento. Estos sedimentos, compues-
tos de células intactas, se eliminaron. E1 sobrenadante
final se centrifugd durante 25 minutos a 27000 g con lo que
sedimentaron los nficleos. La pureza de estos nficleos se
comprobd mediante observacidn al microscopio, no detectan-
dose ninguna célula.

"Como se comentarad mis adelante en el apartado de
Resultados, este Gltimo métbdo fue el que did unos meJjores
resultados en cuanto al rendimiento en nicleos, por 1o que
fue el utilizado en esta investigacién. Otro factor que
también se tuvo en cuenta fue el de la estabilidad de los
ncleos en cuanto a su facilidad para lisar en el medio de
digestidn con nucleasa micrococal. Se comprobd que los ni-
cleos obtenidos por este iltimo mé&todo eran los més esta-

bles.

2.6. PREPARACION Y FRACCIONAMIENTO DE CROMATINA

2.6.1. Obtencidn de fracciones solubles

2.6.1.1. Digestidn de nicleos con nucleasa micrococal

Se llevd a cabo mediante el procedimiento descrito
por Estruch y col. (1986a). Los nlicleos se lavaron con el
medio de digestidn (Sacarosa 0.25 M, NaCl 10 mM, MgCl, 3 mM,
CaCl, 1 mM, Tris-HCl1 10 mM pH 7.4), centrifugandose 10



minutos a 2000 g. Los niicleos se resuspendieron en el mismo
medio y se procedid a valorar el DNA que contenian, 1o que
se 1llevd a cabo por el procedimiento descrito en el apartado
2.8.1. Los nlicleos se ajustaron a una concentracidn de 0.1
mg de DNA/ml con el medio de digestidn. Se atemperd la
mezcla a 37 °C y se afladid nucleasa micrococal en una rela-
cidn de 1.5U/ g DNA. La incubacidn se llevd a cabo a 37 °C
durante el tiempo requerido. La reaccidn se detuvo por
adicidén de 1/10 volumen de EDTA 0.15 M pH 7.5 y las muestras
se mantuvieron a 0-4 °C. Las muestras también se hicieron
0.1 mM en PMSF, a no ser que fueran a ser tratadas con
proteasas.

La evolucidn de la digestién se siguid por valora-
cidn del DNA soluble en &cido. Para ello se tomaron alicuo-
tas a diferentes tiempos de incubacidn.

Para la valoracidn del DNA soluble en acido se
siguid el método descrito por Lohr y col. (1977). A las
alicuotas tomadas de la mezcla de digestidn se les afladi?d
PCA 1 N, NaCl 1 M frio hasta una concentracidn de PCA 0.3 N,
NaCl 0.3 M. Las muestras se agitaron durante 10 minutos y se
centrifugaron a 15000 g durante 15 minutos. El sedimento se
lavd una vez con PCA 0.3 N, NaCl 0.3 M y se recentrifug?.
Los sobrenadantes constituyeron la fraccidn soluble en Aacido
y el sedimento la fraccidn no soluble en Aacido.

Las muestras solubles en Acido se ajustaron a una
concentracidén 0.5 N de PCA y se hidrolizaron a 70 °C durante
15 minutos. Este hidrolizado se denomind fraccidn S. Las
muestras insolubles en &Acido fueron hidrolizadas en PCA 0.5

N a 70 °C durante 20 minutos. Entonces, se centrifugaron a



15000 g durante 15 minutos, se recogid el sobrenadante, y el
sedimento se reextrajo con PCA 0.5 N durante 15 minutos a 70
OC y se centrifugd de nuevo a 15000 g durante 15 minutos.
Los dos sobrenadantes se combinaron y constituyeron las

fracciones P, insolubles en Aacido.

2.6.1.2. Fraccionamiento de la cromatina

Los nlcleos de levadura se digirieron inicialmente
hasta un 5% de DNA soluble en acido. Tras ello, se centrifu-
garon los nlicleos a 2000 g durante 10 minutos. E1 sobrena-
dante constituyd la fraccidn S1. El sedimento P1 se 1isd por
adicidn de Tris 5 mM, EDTA 1 mM, pH 7.5, en frio, agitandose
durante 10 minutos. Posteriormente se centrifugd a 30000 g
durante 15 minutos y el sobrenadante constituyd la fraccidn
S2.

Otro tipo de fraccionamiento se 1llevd a cabo efec-
tuando una digestidn més suave (30 segundos)(Ver Resulta-
dos). Las fracciones S2 se obtuvieron de la misma forma que
se ha descrito en el parrafo anterior. En este fracciona-
miento el sedimento P2 se dializb frentea Tris 5 mM, EDTA 1
mM, pH 7.5 toda la noche, tras lo que se centrifugd de la
misma manera obteniendose la fraccidn S2'.

Las fracciones solubles se purificaron parcialmen-
te por precipitacidn con MgClz, eliminandose 1l0s oligonu-
cleotidos presentes. El precipitado se resolubilizd por
didlisis frente a Tris 5 mM, EDTA 1 mM, pH 7.5.



2.6.2. Aislamiento de mononucleosomas de levadura

Los niicleos de levadura se digirieron con nucleasa
micrococal en las condiciones descritas por Nelson y col.
(1977). Los nlicleos se lavaron con el medio de digestidn
(S8acarosa 0.25 M, KC1 60 mM, NaCl 15 mM, MgCl, 10 mM, CaCl,
1 mM, Tris-cacodilato 15 mM, pH 6.5), centrifugandose a 2000
g durante 10 minutos. Los nlicleos se resuspendieron en el
mismo medio a una concentracibén de 0.1 mg DNA/ml. La mezcla
se atemperd a 37 °C y se afiadid nucleasa micrococal en una
relacidn de 1U/ g DNA. La reacci”on se detuvo por adicidn de
1/10 volumen de EDTA 0.15 M pH 7.5.

La evolucidn de la digestidn se siguid por anali-
sis de los tamafios de los fragmentos de DNA. Para ello se
tomaron alicuotas a diferentes tiempos de incubacidn. E1 DNA
se aisld de la forma que se describe en el apartado 2.8.4. y
se sometid a electroforesis. E1 andlisis del tamafio de los -
fragmentos de DNA originados en la digestidn indicaron que a
los 30 minutés de incubacidn habia un mayor enriquecimiento
en mononucleosomas (Vease apartado 3.7.1. de Resultados).
Por este motivo se incubaron los niicleos con nucleasa micro-
cocal a 37 °C durante 30 minutos. La reaccidn se detuvo de
la forma ya indicada en el apartado 2.5. mediante adicidn de
1/10 volumen de EDTA 0.15 M pH 7.5, PMSF 1 aM.

Los nfGcleos digeridos se lisaron por dialisis
frente a Tris 10 mM, EDTA 0.7 mM, PMSF 0.1 mM pH 7.5 durante
una noche. Tras ello, se centrifugd a 2000 g durante 10
minutos para sedimentar los restos nucleares y se recogid el

sobrenadante, S2, el cual contenia el material solubilizado



por la digestidn.

2.6.2.1. Cromatografia en Biogel A-5m

La fraccidn soluble S2 obtenida como se describe
en el apartado 2.6.2. se concentrd mediante ultrafiltracidn
en un Diaflo Amicon con una membrana PM-30 hasta un volumen
aproximado de 1 ml.

La totalidad de este volumen se aplicd en una
coluﬁna de Biogel A-5m (Biorad) de 90 x 1.5 cm, con un flujo
de unos 11-12 ml/h. Se recogieron fracciones de 1.25 ml en
las que se midid la Asg0- En algunas de estas fracciones
tambi&n se analizd el tamafio de los fragmentos de DNA.

A la vista del perfil de elucidn y de los resulta-
dos de la electroforesis del DNA presente en las diferentes
fracciones (Vease Resultados), se juntaron las fracciones
que interesaron tal como se describe en el apartado 3.7.
Estos picos se concentraron como anteriormente se ha ex-
plicado para la fraccidn S2 en un Diaflo Amicon con una

membrana PM-30.

2.7. TECNICAS ESPECTROSCOPICAS

2.7.1. Dicroismo circular

Los espectros de dicroismo circular (DC) se reali-
zaron en un dicrbgrafo Jobin-Yvon Mark III equipado con una
lampara de arco de xenon de 250 W, refrigerada por agua. El

aire contenido en la cimara de muestra, sistema dptico y



cidmara de fotomultiplicador se desalojd con una corriente de
nitrdgeno mantenida durante la realizacidn del espectro.
Para este estudio se emplearon cubetas de cuarzo de 1 cm de
paso Optico.

Los espectros de las muestras nucleoproteicas se
hicieron normalmente en el ultravioleta prdximo (320-250
nm), Los especfros se registraron por triplicado a una
velocidad de barrido de 0.5 nm/s y una velocidad de carta de
2 ?m/nm.'La linea base se registrd en las mismas condiciones
con el tampdn de disolucidn de la muestra. Debido a la baja
»concentraci6n de algunas de las muestras, en ocasiones se
~ trabajdé a la méxima sensibilidad; en estos casos los espec-
tros se registraron por quadruplicado.

La elipticidad a cada longitud de onda se expresa
como elipticidad molar por residuo de nucledtido en unidades
de grado x cm? x decimol~'., E1 peso molecular medio por
residuo de nucledtido que se considerd fue de 330. La elip- .
ticidad molar por residuo se calcula segin la siguiente

expresidn:

[@]_330 x 3300 x S x H
d x C

siendo
[©]: elipticidad molar por residuo;
S :sensibilidad a la que se registra el
espectro;
H: mm a cada longitud de onda entre la curva del

espectro y la linea base;
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d : paso dptico en cm;
C : concentracidn en mg/ml;
3300 es el factor numérico de conversidn entre

dicroismo circular y elipticidad.

La concentracidén de DNA en las muestras se calculd
a partir del espectro de absorcidn en la regidn ultraviole-
ta. El1 valor de Eéga% para el DNA en cromatina que se consi-
derd fue de 20. Los espectros se corrigieron para elimiqar
la dispersidon de la misma forma que se indicaenel siguien-

te apartado.

2.7.2. Espectros de absorcidn

Se realizaron en un espectrofotdmetro Cary 118,
mediante un programa de amplificacidn constante de la sefial
por variacidn continua de la anchura de rendija. Para la
realizacidn de los espectros se utilizaron cubetas de cuarzo
de 1 cm de paso dptico. En los casos en que habia disper-
sidn, la absorcidn aparente debida a la misma se descontd de
la medida experimental en base a la relacidn lineal que
existe entre el valor de absorcidn aparente y el inverso de

la cuarta potencia de la longitud de onda.

2.7.3. Desnaturalizacidén térmica de DNA y nucleoproteinas

Los estudios de desnaturalizacidn térmica se hi-
cieron en un espectrofotdmetro Beckman DU-8 equipado con el

mddulo TM. Se utilizd un bloque de seis cubetas de cuarzo de



un volumen de 0.34 ml cada una de ellas, lo que permite el
registro simultineo de la desnaturalizacidn de hasta cinco
muestras.

Los perfiles de desnaturalizacidn térmica se obtu-
vieron a baja fuerza idnica. Para ello las muestras se
dializaron previamente frente a EDTA 0.25 mM pH ,8.0 (ajus-
tado con Tris) durante 24 héras a 0-4 ©°c.

Las curvas de transicidn se obtuvieron registrando
la absorbancia a 260 nm de las muestras a diferentes tempe-
raturas. La temperatura se incrementd de grado en grado
entre 25 y 102 °C y se dejd atemperar durante un minuto
antes de realizar la medida. E1l valor de absorbancia tomado
a cada temperatura fue la media de dinco determinaciones. La
rendija empleada en estas determinaciones fue de 0.5 nm.

Con el fin de poder comparar curvas de desnatura-
lizacidén térmica obtenidas a diferentes concentraciones de
DNA, los valores de Aygg para cada temperatura se transfor-
maron en hipercromicidad (tanto por ciento) mediante la

expresiodn:

A260(T) - A260(25)

H(T) = x 100
A260(25)

Donde H(T) es la hipercromicidad a la temperatura
T; A26O(T) es la absorbancia a 260 nm a la temperatura T; y
A26O(25) es la absorbancia a 260 nm a 25 ©°C.

A partir de los valores de hipercromicidad calcu-



lados se calcularon a su vez los valores de la primera
derivada., Para hallar la derivada en un punto se tomd un
intervalo impar de puntos.(Zn + 1) compuesto por el punto
que se estd calculando y los n anteriores y los n poste-
riores. En dicho intervalo se ajustd una recta por regresidn
lineal mediante minimos cuadrados y se tomd como pendiente
en el punto considerado la de la recta ajustada. En todas
las curvas de desnaturalizacidn térmica realizadas en esta
ihvestigacién se ha utilizado un intervalo de 5 puntos.

Las curvas derivadas obtenidas de algunas de las
curvas de desnaturalizacidn térmica se descompusieron en
tres gaussianas con objeto de cuantificar cada una de las
transiciones. No se llevd a cabo ninglin ajuste fino por lo

que los datos han de ser tomados con precaucidn.

2.8. METODOS ANALITICOS

2.8.1. Valoracidn espectrofotométrica de DNA

Se siguid un método basado en el descrito por
Schmidt y Thanhauser (1945). Las alicuotas de cada muestra
se llevaron hasta 2 ml con agua destilada. El material
soluble en Acido se elimind por adicidn de 1 ml de PCA 0.6 N
frio. Se dejd precipitar en bafio de hielo durante 10 minutos
y se centrifugd. E1 precipitado se lavd con 1 ml de PCA 0.2
N.

El precipitado se disolvid en 2 ml de KOH 0.3 N y
se incubd a 37 °C durante una hora. Tras ello se enfrid en

bafio de hielo 10 minutos, se afiadieron 2 ml de PCA 0.6 N y



se dejd precipitar en frio durante 30 minutos. Tras centri-
fugar se recogid el sobrenadante y el precipitado se lavd
con 1 ml de PCA 0.2 N. Este segundo sobrenadante se juntd
con el anterior y constituyd la fraccidn RNA.

El precipitado se suspendid en 2 ml de PCA 0.6 N y
se incubd durante 30 minutos en un bafio de agua a 100 °C. Se
dejd enfriar durante 15 minutos en bafio de hielo y se cen-
trifugd. Tras recoger el sobrenadante el precipitado se lavd
con 1 ml de PCA 0.6 N. El sobrenadante se Juntd con el
anterior y constituyd la fraccidn DNA. |

El contenido en RNA y DNA en cada una de estas
fracciones se obtuvo mediante la medida de la A>gps conside-
rando 22.4 y 28.5 como valores de los coeficientes de extin-
cidn EC1% 3 260 nm de los desoxiribonucledtidos y de los

ribonucledtidos, respectivamente.

2.8.2, Valoracidn de DNA. Método fluorimétrico

El DNA se valord siguiendo el procedimiento em-
pleado por Lohr y col. (1977) con algunas modificaciones. Se
trata de un método fluorimétrico basado en el de Kissane y
Robins (1958) y Fiszer-Szafarz y col. (1981).

El reactivo se prepard de la siguiente manera: 300
mg de acido diaminobenzoico (DABA) se disolvieron por agita-
cidn en 1 ml de HC1 4 N. A continuacidn se afladieron 150 mg
de carbdn activo, se agitd y se centrifugd. El sobrenadante
se filtrd a través de un filtro Sartorius de 0.45 m. Este
reactivo debe mantenerse en la oscuridad y ser usado en las

dos horas siguientes a su preparacidn.



El ensayo consistid en la mezcla de 0.1 ml del

reactivo DABA con 0.2 ml de la muestra, incubandose a tempe-
ratura ambiente durante 60 minutos. Finalmente, la mezcla de
reaccidn se diluyd con 0.9 ml de PCA 0.6 N. Los blancos se
prepararon de idéntica forma que las muestras.
' Seguidamente se midid la intensidad de fluorescen-
cia de las muestras en un espectrofluorimetro Perkin-Elmer
MPF-44E, con una longitud de onda de excitacidn de 405 nm y
una longitud de onda de emisidn de 520 nm (Las rendijas
fueron 5 y 7 nm respectivamente). Todas las medidas se.
llevaron a cabo a 28 °C.

Para la determinacidn del DNA soluble en &cido no
fue necesario la preparacidn de unos patrones de concentra-
cidn de DNA conocida. Una vez restada la intensidad de
fluorescencia de cada blanco, se considerd que la suma de
las intensidades de fluorescencia de las fracciones S y P
para un mismo tiempo de incubacidn era el 100% del DNA
presente en la alicuota tomada a ese tiempo de digestidn. La
solubilidad en 4cido se determind mediante la expresidn:

I

s
% DNA soluble en acido =

para cada tiempo de incubacidn, siendo:

I .

gt Intensidad de fluorescencia de la fraccibdn S;

Ip: Intensidad de fluorescencia de la fraccidn P.



2.8.3. Electroforesis de DNA en geles de poliacrilamida-
agarosa ‘

La composicidén de los geles fue de acrilamida 4%,
agarosa 0.5%. Los geles se realizaron de la siguiente mane-
ra. Por una parte, se mezclaron 4.8 ml de acrilamida 40%,
3.3 ml de bisacr\ilamida 2% y 10 m1 de tampdn TBE concentrado
cinco veces. Esta mezcla se ajustd con agua destilada a 25
ml y se desgasificd a vacio. Tras esto, se atemperd a 37 °C.

Por otra parte, 0.25 g de agarosa se disolvieron
en agua destilada mediante ebullicidn. Una vez disuelta, el
volumen se ajustd a 25 ml y se atemperd a 50 °C.

Una vez que la disolucién‘de agarosa estuvo a 50
OC se vertid sobre la de acrilamida con agitacidn suave.
Entonces se afiadieron 20/;1 de TEMED y 158 }a.l de persulfa-
to ambnico 20%. La mezcla se agitd suavemente y se vertid
entre dos placas de vidrio previamente calentadas y se dejél
a temperatura ambiente hasta la polimerizacidn.

Una vez polimerizado el gel, éste se sometid a
preelectroforesis durante dos horas a 200 V, en tampdn TBE.
Tras la preelectroforesis se procedid a la aplicacidn de las
muestras disueltas en TBE, glicerol 10%, azul de bromofenol
i%, realizandose la electroforesis a un voltaje constante
de 200 V. La electroforesis se detuvo cuando el azul de
bromofenol salid del gel.

La tincidn del gel se l1levd a cabo con bromuro de
etidio a una concentracidn de Z/Ag/ml durante 20 minutos. A
continuacidn se lavd repetidamente con agua destilada. Las

bandas de DNA se visualizaron mediante iluminacidn con 1luz



ultravioleta, para lo que se utilizd un transiluminador UV.

2.8.4. Aislamiento de DNA

Se siguid el procedimiento descrito por Marmur
(1961) con algunas modificaciones.

Las diférentes muestras, cada una de ellas disuel-
ta en su respectivo medio, se tratan durante 1 hora a 37 °C
con RNasa pancredtica a una concentracidén de enzima de 100
pg/ml., La RNasa pancreatica habia sido previamente tratada
para eliminar cualquier actividad DNasa que pudiera haber en
el producto comercial. Este tratamiento consistid en calen-
tar a 90 °C durante 30 minutos. '

Tras la digestidn con RNasa se aflade SDS hasta una
concentracidn final de 0.5% (p/v) y proteinasa K a una
concentracidn de 100 pg/ml. La mezcla de reaccidn se incuba
a 37 °C durante 4 horas.

Después del tratamiento con proteinasa K las mues-
tras se desproteinizan por adicidn de 2 vollmenes de cloro-
formo/octanol (24:1 v/v). Tras una vigorosa agitacidn se
centrifuga en una microfuga Eppendorf durante 10 minutos,
con lo que se separan las dos fases. Se recoge la fase
acuosa, en la que se encuentra el DNA y se repite este
tratamiento hasta que en la interfase no aparece ningln
precipitado., E1 DNA presente en la fase acuosa final se
precipita por adicidn de dos voliimenes de etanol 100% frio,
dejandose toda la noche a -20 ©°cC.

El DNA precipitado se sedimenta por centrifugacidn

en una microfuga Eppendorf durante 10 minutos (0-4 °C). El
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sedimento se lavd dos veces con etanol 100% frio y se secbd
en un Speed-Vac. Estas muestras se almacenaron hasta su
utilizacidn para determinar su tamafio mediante electrofore-
sis en geles de poliacrilamida-agarosa (Vease apartado
2.8.3.).

2.8.6. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

Los geles se prepararon en placas de acuerdo con
Panyim y Chalkley (1969). El espesor de los geles fue de 1
mmy la longitud de 17 cn.
La mezcla de polimerizacidn se prepard juntando
las siguientes disoluciones en 1la rélacién que se indica:
A. Acrilamida 60%(p/v), bisacrilamida 0.4%(p/v)
B. Acido acético glacial 43.2%(v/v), TEMED 4%.
C. Urea 2.5 M, persulfato amdnico 0.07%.
2A:1B:5C
Los geles se sometieron a preelectroforesis para
eliminar el exceso de TEMED y persulfato (2 horas a 160 V).
El tampdn fue &cido acético 0.9 N.
Las muestras se disolvieron en &cido acético 0.18
N, urea 8 M. La electroforesis se desarrolld con el mismo
tampdn que la preelectroforesis durante 3 horas y media a
160 V.
Tras la electroforesis, la presencia de materiales

proteicos se detectd mediante tefiido con sales de plata.
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2.9. OTROS METODOS

2.9.1. Tratamiento de bolsas de didlisis

Todas las dialisis llevadas a cabo en esta inves-
tigacidn se hicieron en bolsas tratadas de la forma que se
describe a continuacidn. Se siguid el procedimiento descrito
por McPhie (1971). La bolsa de didlisis se cortd en trozos
de longitud apropiada. Estos trozos se empaparon, se abrie-

ron bien y se sometieron a:

1 hora en etanol 50%

1 hora en etanol 50%

2 x 2 horas en NaHCO3 10 mM
2 X 2 horas en EDTA 1 oM

2 x 1 hora en HyO destilada

!

Los piezas se almacenaron en agua destilada a 4
OC. En caso de preveer un largo almacenamiento se afladid
azida sddica.

Antes de su utilizacidn se lavaron abundantemente
con agua destilada, tanto por dentro como por fuera. En todo

momento las bolsas de didlisis se maneJjaron con guantes.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. CULTIVO DE LEVADURA

Los cultivos de levadura se llevaron a cabo segln
se describe en el apartado 2.2. En la Figura 13 se muestra
la curva de crecimiento de la cepa CECT-1383 de Saccharo-

myces cerevisiae, expresados como n{imero de células y peso

de las mismas en funcidn del tiempo. Con vistas a una mayor
rapidez en la determinacidn del estado en que se encontraba
el cultivo, se establecil una relacidn entre ambos pariame-
tros mencionados y la turbidez del medio de cultivo (Agoo)-
Mediante esta répida determinacidn se logrd detener los
cultivos priacticamente en el estado de crecimiento deseado.
Los cultivos se detuvieron en dos diferentes pun-
tos de la curva de crecimiento, uno correspondiente a la
fase de crecimiento exponencial y otro a la fase estaciona-
ria. Para la obtencidn de células en fase exponencial se
recogieron a una densidad de 4-5 x 107 células/ml. Para
células en fase estacionaria se recogieron a 1-2'x 108

células/ml.

3.2. AISLAMIENTO Y ANALISIS DE NUCLEOS DE LEVADURA

Los métodos publicados para el aislamiento de
nGcleos de levadura son fundamentalmente de dos tipos. Uno
es a partir de células normales usando varios métodos de

presidn (Tekamp y col., 1979; Bhargava y Halvorson, 1971;
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Sajdel-Sulkowska y col., 1974); el otro es a través de la
formacidn de esferoplastos por digestidn enzimatica de la
pared celular y subsiguiente lisis del esferoplasto por
choque osmdtico (May, 1971; Wintersberger y col., 1973;
Schultz, 1978; Sledzievsky y col., 1982). Aunque los nficleos
obtenidos por el primer mé&todo provienen de células normales
el rendimiento es muy bajo y ademds sufren dafios durante el
aislamiento. El segundo método da mayores rendimientos y en
base a e€llo es el que se ha utilizado. Ademas, los nlicleos
parece que no sufren ninglin dafio, aunque su estado fisiold-
gico puede verse afectado (Ide y Saunders, 1981).

En esta investigacidn se siguieron los procedi-
mientos descritos en el apartado 2:5.lh1paso previo es 1la
transformacidn de las cé&lulas en esferoplastos (Vease apar-
tado 2.5.1.). Esta transformacidn se controld mediante 1la
observacidn al microscopio, en base al diferente aspecto que
‘muestran las células y los esferoplastos respectivamente.
Las células intactas presentan un contorno irregular mien-
tras que los esferoplastos, como indica su propio nombre,
presentan una seccidn circular. Una comprobacidn adicional
se realizd por observacidn del efecto de SDS al 1% sobre la
muestra. La disolucidn de SDS penetra por capilaridad entre
el porta y el cubreobjetos y los esferoplastos lisan. Por el
contrario, las células que alin mantienen la pared celular
permanecen intactas. Mediante este procedimiento pudo com-
probarse que la formacidén de esferoplastos superd siempre el
90% de rendimiento.

En cuanto a la lisis osmdtica de los esferoplastos

con objeto de obtener los nicleos se observd una gran dife-
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rencia entre los métodos utilizados, tanto en el rendimiento
como en la estabilidad de los nflicleos obtenidos.

Inicialmente se siguid el método descrito por Lohr
y col. (1977h, basado en el de Wintersberger y col. (1973).
Se observd que el rendimiento en nilicleos era muy pequefio. En
un principio se pensd que era debido a una incompleta lisis
de los esferopiastos por lo que se intentd solucionar me-
diante el uso de un homogeneizador Potter-Elvehjem (Win-
tersberger y col., 1973). Sin embargo, esto aumentd muy poco
el rendimiento en nlcleos. Por otro lado, también se compro-
bd que los niicleos obtenidos por este procedimiento eran
poco estables, pues cuando se resuspendian en el medio de
digestidn con nucleasa micrococal lisaban con gran facili-
dad.

Debido a estos inconvenientes se procedid al ais-
lamiento de nficleos, a partir de esferoplastos, segilin otros
procedimientos. De esta manera, se determind que el método
de Nelson y col. (1977), modificado seglin se describe en el
apartado 2.5.2., conducia al aislamiento de nlicleos con un
~rendimiento superior al anterior. Ademis, estos nfcleos
resultaron ser mucho mas estables que los anteriores en
cuanto a que no lisaban al suspenderlos en el medio de
digestidn de nucleasa micrococal.

Finalmente, se utilizd el método de Schultz (1978)
que resultd ser el mejor. Este método es practicamente el
mismo que el de Lohr y col. (1977h, pero difiere en que
tanto en el medio de lisis como en el medio de homogeneiza-

++

cidn se utiliza Ca** en lugar de Mg**. Parece ser que el

Ca** preserva al nficleo de lisar, aunque inclusoc se utilice
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una fuerte agitacidn, 1o que concuerda con los resultados

obtenidos con el método de Nelson y col.- (1977), método que

incorpora Ca** en todos sus medios (Vease apartado 2.5.2.).
En el método de obtencidn de esferoplastos también

++

estad presente el Ca en el medio de incubacidn con/?—Glucu-

*+ activa

ronidasa. Los resultados parecen indicar que el Ca
de alguna forma a la enzima con lo que los esferoplastos se
obtienen m&s rédpidamente, lo que impide también una pronta
lisis nuclear y de una degradacidn del material genético.
Todas estas caracteristicas llevaron a considerar este l-
timo método de lisis de esferoplastos como el més iddneo
para la obtencidn de nficleos de levadura.

Una vez que los nlicleos se han suspendido en el
medio de digestidn con nucleasas son estables solo durante
unos pocos dias, por lo que es conveniente, y asi se ha

realizado en esta investigacidn, su rdpida utilizacidn.

3.2.1. Composicidn de los niicleos de levadura

Los nflicleos de levadura obtenidos a partir de
células en fase exponencial o en fase estacionaria se anali-
zaron segln se describe en el apartado 2.8.1. En la Tabla IX
se muestran los resultados obtenidos expresados como rela-
cidn en peso con respecto al DNA.

Puede observarse como la relacidn RNA/DNA es préac-
ticamente igual para los nicleos de fase exponencial y
estacionaria (2.15 y 2.4 respectivamente). Tampoco hay gran-
des diferencias en la relacidn proteina/DNA entre los nf-

cleos de diferente estado de crecimiento. Estos valores



TABLA IX

DNA RNA PROTEINA
NGcleos fase exponencial 1 2.15 14.2
Nicleos fase estacionaria 1 2.40 14.6

Composicidn de los nlicleos de Sacharomyces cerevisiae obtenidos a

partir de células en fase estacionaria y en fase exponencial.
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estan en consonancia con los valores obtenidos por otros
autores (Bhargava y Halvorson, 1971; Wintersberger y col.,
1973; Duffus, 1975).

Los resultados mostrados en la Tabla IX son de
dificil interpretacidn, si bien podrian esperarse unas dife-
rentes relaciones entre los nlicleos de fase exponencial y
los de fase estacionaria. Ide y Saunders (1981) han sugerido
que los nlcleos obtenidos por procedimientos como el que se
ha seguido en esta investigacidn pueden verse afectados en
su estado fisioldgico. Efectivamente, en el tiempo transcu-
rrido desde 1la fecogida de las c&lulas hasta la obtencidn de
los nficleos es posible que estos sufran cambios fisioldgi-
cos, especialmente en el proceso de formacidn de esferoplas-

tos, durante el cual se incuban las células a 37 °C.

3.3. ESTUDIO DE LA FRACCION S, DE DNH SOLUBILIZADA POR DIA-
LISIS

El estudio estructural sobre la cromatina de leva-
dura se inicid con este material por un motivo doble. Por un
lado se trata de una fraccidn de facil preparacidn. Por
otro, su caracterizacidén se habia ya iniciado en este labo-
ratorio (Franco y Lbpez-Brafia, 1978; Castro y col., 1982).

La fraccidn DNH-S, de levadura prensada se obtuvo
seglin se detalla en el apartado 2.4.1. Un primer paso en su
anidlisis fue la realizacidn de su espectro de absorcidn en
la regidn ultravioleta. Este mostrd un aspecto tipico de
cromatina soluble, con un mdximo a 258 nm y un minimo alre-

dedor de los 235 nm. Sin embargo, el material obtenido en
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cada experimento era diferente a los deméds en varios aspec-
tos del espectro. En primer lugar, hay que reflejar la
diferencia existente en 1la A260 en cada caso, lo que indica
un diferente contenido en polinucledtidos. Puesto que las
condiciones de la diflisis que conduce a la solubilizacidn
son constantes, un mayor o menor contenido en polinucledti-
dos implica una mayor o menor solubilidad de esta fraccidn
de DNH, respectivamente, quizi debida incluso a algin factor
ajeno al procedimiento. Otro aspecto variable fue la rela-
cidn A230/A260, indice de la relacidn proteina/acido nu-
cleico.

La valoracidn de DNA, RNA y proteinas apoyd lo
anteriormente expuesto (ver adelanté), comprobandose que sus
concentraciones eran variables de unos experimentos a otros.
Como se indica en Materiales y Mé&todos (Vease apartado
2.8.1.) el paso inicial de la valoracién de DNA y RNA supone
la eliminacidn del material soluble en Acido. Este material
se valord en cierta forma mediante la medida de 1la A260'
mostrando ser muy variable. En este material se deben encon-
trar principalmente los fragmentos de acidos nucleicos lo
suficientemente pequeflos para no precipitar a esa concentra-
cidn de &cido percldrico (PCA). En una primera aproximacidn
se podria tratar de establecer una relacidn entre la AéSO de
la fraccidn S, y el contenido en oligonucledtidos solubles
en dcido presentes en la misma, lo que llevaria a sugerir
que la mayor o menor solubilizacidn de la DNH seria el
resultado de una mayor o menor degradacidn de la misma. Sin
embargo, el contenido en material soluble en acido no Jjusti-

fica totalmente la variacidn en Asgg - Como confirmacion,
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los valores obtenidos en el andlisis de DNA y RNA fueron
también variables sin mostrar relacidn-en absoluto con la
cantidad de material soluble en &cido.

A continuacidén se presentan algunos de los resul-
tados obtenidos con algunas de las muestras S, aisladas. Se
presentan Unicamente aquellos que permitfan suponer que esa
DNH-S, era un material nucleoproteico con unas caracteris-
ticas prdoximas a la de la cromatina. Asi, se caracterizaban
por presentar unos bajos niveles de material soluble en
dcido, Indice de una bajé‘tasa de degradéciBn.<3tro factor
comin es que mostraban un valor elevado de la relacidn
A23O/A26O‘ La cromatina debe mantener una relacidn
protefna/DNA bastante constante; la relacidn A230/A260 solo
se verd afectada por la presencia de oligonucledtidos solu-
bles en acido y/o RNA, lo que provocaria, en ambos casos,
una disminucidén de esta relacidén. También se caracterizaban
porque la valoracidn de DNA y RNA did una relacidn RNA/DNA
muy pequefia 'y porque los espectros de dicroismo circular y
las curvas de desnaturalizacidn térmica eran similares a los

obtenidos con cromatinas de eucariontes superiores.

3.3.1. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DE LA FRACCION DNH-S,

3.3.1.1. Espectro de absorcidn

En la Figura 14 se muestra el espectro de absor-
cidn tipico de la fraccidn DNH S, ¥ en 21 se puede ver un
midximo a los 258 nm con un minimo a 237 nm, presentando una

relacidn A230/A26O de 0.85.
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3.3.1.2. Composicidn de la fraccidn DNH-S,

En la Tabla X se muestra la composicidn en peso de
la fraccidn DNH-S, soluble relativa al contenido en DNA.
Como se observa, la relacidén RNA/DNA es muy baja (0.18) si
la comparamos con la de cromatina coincidiendo con los
resultados de Franco y Lopez-Brafia (1978).A 1o largo del
procedimiento de obtencidn de 1la DNH—Sa va disminuyendo el
contenido en RNA. Esto se debe por un lado a los lavados
dados con NaCl en el aislamiento de la DNH cruda, los cuales
eliminan la gran cantidad de RNA presente en la cromatina de
levadura, y por otro a la sedimentacidn a través del gra-
diente de sacarosa (paso de DNH cruda a DNH pura), lo que
también disminuye la relacidn RNA/DNA. En la fraccidn S,
esta relacidn es alin menor que en la DNH pura, indicando que
solo parte del RNA presente en esta Gltima se solubiliza.
Por otro lado, la relacidn proteina/DNA resultd ser de 1.6,
lo que dada la relacidn proteina/DNA de la DNH pura indica
qQue la fraccidn de DNH que se solubiliza por este método
tiene menos contenido en proteina que el resto. Es también
de destacar el bajo valor de la relacidn proteina/DNA con

respecto a los nilicleos de levadura (Vease Tabla IX).

3.3.1.3. Espéctro de dicroismo circular

En la Figura 15 se muestra el espectro de di-
croismo circular en la regidn del ultravioleta prdoximo de la
fraccidn DNH-S, en Tris 5 mM, EDTA 1 mM pH 7.5. Se puede

observar como su aspecto es tipico de cromatina. Presenta



TABLA X

DNA RNA PROTEINA
DNH cruda 1 0.56 6.5
DNH pura 1 0.35 4.6
DNH soluble a partir de
levadura prensada 1 ' 0.18 - 1.6
Cromatina solubilizada
por digestdn con nu-
cleasa micrococal 1 0.05 1.8
DNH soluble a partir de
cultivos de levadura 1 2.03 0.5

Composicidn en peso relativo al de DNA de diferentes muestras.
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una banda de elipticidad positiva con el madximo a 275 nm y

2 X decimol‘1.

una elipticidad molar de unos 5000 grados x cm
El valor es quizad un poco elevado en comparacidn con los
resultados obtenidos con otras cromatinas por otros autores
(Fulmer y Fasman, 1979; Watanabe e Iso, 1981; Shih y Fasman,
1970; De Murcia y col., 1978; Whitlock y Simpson, 1979)). Al
mismo tiempo, el maximo de elipticidad de la banda positiva
esti desplazado hacia longitudes de onda menores con respec-
to a esos mismos estudios. Puesto que la disminucidn de la
elipticidad del DNA en la cromatina con respecto a DNA libre
se ha relacionado con la estructura terciaria del DNA en la
cromatina (Cowman y Fasman, 1978),estos datos podrian indi-
car que la cromatina presente en la DNH-S, tiene un menor

nivel de estructura terciaria. Es posible también que esta

diferencia se deba al RNA presente en dicho material.

3.3.1.4. Curva de desnaturalizacidn térmica

La fraccidn DNH-S, obtenida a partir de levadura
prensada se dializd frente a EDTA 0.25 mM pH 8.0 con obJjeto
de realizar estudios de desnaturalizacidén térmica. La fuerza
idnica tiene una gran influencia sobre el perfil de desnatu-
ralizacidn térmica, por lo que de esta manera se intentd
disminuir en lo posible y mantener al mismo tiempo la capa-
cidad tamponadora del medio.

En la Figura 16a se muestra la curva de desnatura-
lizacidn térmica de esta fraccidn en EDTA 0.25 mM pH 8.0. Se
puede observar como el valor de hipercromicidad llega a 20.

La hipercromicidad del DNA libre y del DNA en cromatina en
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Figura 16.- A) Perfil de desnaturalizacidn térmica de la

fraccidn DNH-S, procedente de levadura prensada.

B) Curva derivada del perfil de desnaturaliza-
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estas mismas condiciones llega a 30-35. El1 motivo por el que
la hipercromicidad de una muestra de cromatina sea menor a
este valor puede ser la presencia de RNA en la misma. E1 RNA
presenta un efecto hipercrdmico mucho menor que el DNA por
lo que su presencia en la muestra disminuirid la hipercromi-
cidad de ésta. Otra posible causa que explicaria el bajo
valor de hipercromicidad de la fraccidn DNH-S; podria ser la
presencia de oligonucledtidos. Sin embargo, para que esto
ocurriera los oligonucledtidos tendrian que ser de muy pe-
quefio tamafioc y en este caso se habrfan eliminado casi total-
mente en las dialisis efectuadas al poder escaparse de la
bolsa. Por tanto, puede aceptarse que en la DNH soluble se
obtiene un valor de hipercromicidad de 20 debido a la pre-
sencia de RNA. Esto viene confirmado por el hecho de que en
otras muestras de DNH-S_, con un mayor contenido en RNA la
hipercromicidad observada era menor.

En la Figura 16b se muestra la primera derivada de
la curva de desnaturalizacidn térmica donde se pueden ver
claramente las transiciones térmicas que ocurren. Se detec-
tan hasta cuatro diferentes transiciones de temperaturas de
fusidn 56, 62, 71 y 81 °C respectivamente. Por otra parte,
el area de cada uno de los picos de la curva, directamente
relacionado con la proporcidn de DNA que funde a cada tempe-
ratura, va aumentando con ella.

El DNA libre funde a una temperatura de 55 °C (Ver
Figura 16b), por lo que es ldgico atribuir la primera tran-
Sicidn de la DNH-S, de levadura al DNA libre. Si las rela-
ciones aceptadas en eucariontes superiores entre las transi-

ciones térmicas y las interacciones del DNA en la cromatina
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pueden aceptarse como validas para la DNH-S, de levadura, lo
que es ldgico dada la gran semejanza entre su perfil de
desnaturalizacidn y el de eucariontes superiores, las tran-
siciones de mayor Tm (71 y 81 °C) serén debidas a DNA esta-
bilizado por histonas. La segunda transicidn (62 °C) puede
deberse a DNA estabilizado por interaccidn con otras
proteinas menos bdsicas o por regiones particulares de las
histonas.

A este respecto, hay que hacer una consideracidn
y €s que , como ya se ha mencionado en la Introduccidn, en
levadura no existe histona H1. En mononucleosomas de eritro-
cito de pollo con una longitud de 200 pb de DNA se ha
comprobado que la eliminacidn .de H1/H5 lleva a la desestabi-
lizacidn y alteracidn estructural de parte del DNA del core
(Cowman y Fasman, 1978), ademas de desestabilizar 1dgica-
mente el DNA linker. De esta manera, es de esperar que el
DNA en la cromatina de levadura se encuentre menos estabili-

zado frente a la temperatura que en organismos superiores.

3.3.1.5. Andlisis de las proteinas de la DNH soluble

Se 1llevd a cabo mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida tal como se describe en el apartado 2.8.3.
Las proteinas se obtuvieron mediante liofilizacidn de la DNH
soluble. En la Figura 17 se muestra el resultado de la elec-
troforesis. En ella se pueden ver las bandas correspondien-
tes a las histonas de levadura (H2A, H2B, H3 y H4) y otras
bandas que principalmente deberidn corresponder a PCNH. Por

otra parte, hay que tener en cuenta el procedimiento de



Figura 17.- Imagen electroforfica de las proteinas presentes
en las fracciones DNH-S, (A) y DNH-8,, (B).



obtencidn de la DNH soluble antes de afirmar la identidad de
estas bandas. La cromatina se libera por fuerzas de cizalla
que rompen la membrana citoplasmatica y la nuclear con lo
qQue se pone en contacto el contenido citoplasmico con la
cromatina. Es posible que proteinas del citoplasma, espe-
cialmente las basicas (ribosomales por ejemplo) se unan
inespecificamente a la cromatina y se aislen con ella. Por
tanto, con la excepcidn de las histonas, cuyo patrdn de
movilidades esta bien determinado, del resto de las
proteinas no puede asegurarse su origen. Esto viene confir-
mado por el hecho de que el patrdn de bandas de la DNH S,
fue muy variable, no solo en la intensidad de las bandas,

sino también en la presencia y ausencia de algunas de ellas.

Los resultados obtenidos con la fraccidn DNH-S,
obtenida a partir de levadura prensada son coherentes con el
hecho de que este material nucleoproteico contiene RNA.
Esto explica los resultados de los estudios de desnaturali-
zacidn térmica que muestran una hipercromicidad disminuida
para la DNH soluble con respecto a otras cromatinas. Por
otra parte, la presencia de RNA tiene otras implicaciones
sobre el espectro de dicroismo circular de la DNH soluble.
El espectro de DC del RNA presenta, al igual que el del DNA
una banda de elipticidad positiva en la regidn del UV pro-
ximo. Se diferencian en que mientras el espectro del DNA
alcanza el maximo de elipticidad sobre los 275 nm, el del
RNA lo presenta a menores longitudes de onda, sobre los 265

nm (depende del tipo de RNA). Otra diferencia entre ambos
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espectros radica en el valor de elipticidad molar en el

2 x decimol™

maximo: mientras el DNA llega a 9000 grados x cm
1 (Cowman y Fasman, 1978; Watanabe e Iso, 1981) el del RNA
lo dobla (18000 grados x cm? x decimol1~1). Estas dos di fe-
rencias implican que la presencia de RNA en cromatina provo-
card un desplazamiento del méximo del espectro de DC hacia
longitudes de 6nda mas bajas y ademés un aumento de la
elipticidad molar de dicho madximo. Se ha mencionado ante-
riormente que el espectro de dicroismo circular que se ha
obtenido con cromatinas de eucariontes superiores presenta
el maximo a 280 nm y con unos valores de elipticidad que

2 x decimol~" (De

oscilan entre 2000 y 4000 grados x cm
Murcia y col., 1978; Fulmer y Fasman, 1979). Por tanto, el
a (Figura 15)

muestra las caracteristicas esperadas de contener RNA.

espectro de dicroismo circular de la DNH s

Como también se ha mencionado anteriormente, el
valor de elipticidad de la cromatina depende del grado de
estructuracidn que posea. Puesto que el méAximo de eliptici-
dad del DNA se encuentra a los 275 nm y el de cromatina a
los 280 nm, estd claro que la longitud de onda del miximo
también depende de la estructura terciaria. Teniendo esto en
cuenta es posible que el espectro que muestra la DNH soluble
se deba a que estid menos estructurada que la cromatina de
eucariontes superiores. Sin embargo, el valor de elipticidad

2 x deci-

mas elevado para cromatina es de 4000 grados x cm
mol=1 (Cowman y Fasman, 1978; Fulmer y Fasman, 1979) que
debe corresponder al estado de menor estructuracidn y por
tanto, a la cadena polinucleosomal extendida. Un valor méas

elevado podria implicar diferencias en la estructura super-



helicoidal del core nucleosomal.

Por otra parte, se ha comprobado que cuando la
cromatina se solubiliza mediante métodos que implican ciza-
lla, la elipticidad de esa cromatina soluble es mayor que si
la solubilizacidn se lleva a cabo por métodos mas suaves
(Nicolini y col., 1976; De Murcia y col., 1978). Esto puede
deberse a que las fuerzas de cizalla afectan en mayor o
menor grado la estructura nucleosomal. La solubilizacidn de
la DNH no se lleva a cabo por métodos bruscos puesto que es
por una simple didlisis. Sin embargo, el proceso global de
aislamiento de"la DNH comienza con una etapa en la que las
células de levadura son machacadas. Por tanto, hay una etapa
en la que se ha podido modificar la estructura nucleosomal
originando un material que presenta una elipticidad incre-
mentada.

En conclusidn, los resultados obtenidos con la DNH
S, obtenida a partir de levadura prensada podrian indicar
que la cromatina solubilizada tiene una estructura nucleoso-
mal diferente a la de eucariontes superiores. Es posible que
se trate de cromatina en la que el grado de superhelicidad
del DNA alrededor del octamero de histonas sea menor. Sin
embargo, esto podria deberse a las fuerzas de cizalla em-
pleadas en la obtencidn de la DNH soluble, las cuales pueden

destruir, al menos parcialmente, la estructura nucleosomal.

Los resultados mostrados indican que el material
solubilizado en la didlisis frente a Tris 5 mM, EDTA 1 mM pH
7.5 tiene una composicidn excesivamente variable como para

que puedan ser generalizados. Esto vino confirmado por la



variabilidad que mostraron también los estudios de dicroismo
circular y de desnaturalizacidn térmica. -

A la vista de las anteriores consideraciones se
creyd conveniente estudiar el efecto de la metodologia em-
pleada asi como del estado del material de partida. Asi, se
procedid a obtener una fraccidn de DNH solubilizada por
digestidn de la DNH pura con nucleasa micrococal (DNH-S,).
Por otra parte, se procedid a aplicar el procedimiento para
la obtencidn de la fraccidn de DNH S, sobre cé&lulas de

levadura en cultivo.

3.4. ESTUDIO DE LA FRACCION DNH-S,, SOLUBILIZADA POR DIGES-
TION CON_ NUCLEASA MICROCOCAL

La DNH pura obtenida de la forma que se describe
en el apartado 2.3.2. se digirid con nucleasa micrococal
(Vease apartado 2.4.2). La fraccidn solubilizada por la ac-
cidn enzimitica se estudid para determinar sus caracteris-

ticas.

3.4.1. Espectro de absorcidn

En la Figura 18 se muestra el espectro de absor-
cidn de la fraccidn de DNH solubilizada por accidn de 1la
nucleasa micrococal y precipitada con MgCl, para eliminar
los oligonucledtidos solubles en acido (Vease apartado
2.4.2.). Se puede observar como la relacidn A230/A260= 1.1,
lo que indica que la relacidn proteina/acido nucleico es

mayor que en el caso de la fraccidn de DNH-S,. Esto puede
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deberse a que los oligonucledtidos liberados en la digestidn
se eliminan posteriormente con la precipitacidn con MgCly v
por tanto, la Ajgy de la DNH solubilizada no representa todo

el material liberado por la nucleasa.

3.4.2. Composicidn de la cromatina

En la Tabla X se indica la relacidn en peso de
RNA, DNA y proteinas en la fraccidn Sp . Se puede observar
como el contenido en RNA es despreciable en relacidn con el
de DNA. Por otra parte, la relacidn proteina/DNA es algo més
elevada que la que presenta la DNH S,.

A pesar de que la relacidn Ayz0/Aze0 €s mucho mis
elevada en la fraccidn S,, la relacidn proteina/DNA no es
muy superior a la de DNH S,4. Esto puede ser debido a que en
esta (ltima hay un mayor contenido en RNA y en oligonu-
cledtidos, los cuales contribuyen a la Aygq y disminuyen la
relacién Apzn/Az60-

El material que es objeto de la digestidn con la
nucleasa micrococal es el mismo que se somete a didlisis
para obtener la fraccibdn DNH-Sy, es decir, DNH pura. Ambos
materiales solubles muestran, sin embargo, una diferente
composicidn que debe venir motivada forzosamente por el

diferente método seguido en la solubilizacidn.

3.4.3. Espectro de dicroismo circular

En la Figura 15 se muestra el espectro de di-

croismo circular en el ultravioleta prdximo de la fraccidn
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de DNH solubilizada a partir de DNH pura por digestidn con
nucleasa micrococal, en Tris 5 mM, EDTA 1 mM pH 7.5. Desde
un punto de vista cualitativo el espectro es similar al de
la DNH S, si bien el maximo de la banda positiva se encuen-
tra desplazado hacia longitudes de onda méAs altas (280 nm).
Sin embargo, desde un punto de vista cuantitativo hay una
gran diferencia‘puesto que la elipticidad molar mi&xima es de

2 % decimol‘1, en comparacidn con los 5000

2000 grados x cm
grados x cm?® x decimol~! de 1a DNH S,- Esta diferencia en la
elipticidad podria explicarse sobre la base de un mayor
grado de estructura terciaria en la fraccidn S. Ademis, es
posible que esta estructuracidn sea semejante a la de croma-
tinas de eucariontes superiores,'puesto que el valor de
elipticidad coincide (De Murcia y col., 1978). Otra diferen-
cia que muestra el espectro de la fraccidn S, con respecto
-~ al de la DNH Sa es la aparicidn de una banda de elipticidad
negativa sobre los 300 nm. Si suponemos que la contribucidn
de la superhélice nucleosomal es una banda negativa que
provoca la disminucidn del espectro conservativo del DNA en
mayor o menor grado (Ver Introduccidn), hay que concluir que
la banda negativa que muestra la fraccidn Sb es simplemente
consecuencia de una mayor contribucidn por parte de la
superhélice. Del espectro de dicroismo circular parece asi
desprenderse que la fraccidn solubilizada Sb tiene un mayor

grado de estructuracidn que la DNH Sye

3.4.4. Curva de desnaturalizacidn térmica

En la Figura 19a se muestra la curva de desnatura-
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Figura 19.- A) Perfil de desnaturalizacidn térmica obtenido
con la fraccidn DNH-Sy.

B) Curva derivada del perfil de desnaturaliza-
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lizacidn térmica de la fraccidn de DNH solubilizada por
digestidon de la DNH pura con nucleasa micrococal, en EDTA
0.25 mM pH 8.0, En ella se puede apreciar como la hipercro-
micidad de esta muestra es del 30%. La baja presencia de
RNA, que revela el andlisis de esta fraccidn, es totalmente
coherente con el hecho de que la hipercromicidad alcance el
valor caracteristico de DNA. En este aspecto, la fraccidn Sy
muestra ser diferente de la DNH soluble a pesar de proceder
del mismo material.

En la Figura 19b se muestra la prime;a derivada
de la curva de desnaturalizacidn térmica. En ella se puede
observar como la fraccidn S, presenta dos‘claras tran-
siciones térmicas cuyas Tm (71 y 82 °C) coinciden con las
dos Gltimas transiciones de la DNH S;. En primer lugar hay
que destacar la ausencia de la transicidn correspondiente al
DNA libre, lo que indica que todo el DNA presente en la
fraccidn solubilizada por digestidn con nucleasa micrococal
estd interaccionando con proteinas. Esto es coherente con
los datos anteriores; es de esperar que la mayor estructura-
cidn de esta fraccidn de cromatina se deba a la interaccidn
con determinadas proteinas que apantallen las cargas negati-
vas de los grupos fosfato del DNA permitiendo su aproxima-
cidn y por tanto una mayor compactacidn. Este apantallamien-
to de las cargas negativas provocara al mismo tiempo un
aumento de las Tm. Este efecto explica también la ausencia
de la segunda transicidn de la DNH S, que ocurria a los 62
OC. Se menciond entonces que esta transicién se habia rela-
cionado en cromatina de eucariontes superiores con la in-

teraccidn del DNA con PCNH (Ver Introduccidn). Esto es



debido a que en la mayor parte de los casos las PCNH no son
proteinas muy basicas, con lo que el apantallamiento de las
cargas negativas del DNA y por tanto su efecto estabilizador
frente a la desnaturalizacidn térmica serd menor que el de
las histonas. De nuevo hay que hacer mencidn de la ausencia
de la histona H1 en la cromatina de levadura (Brandt y Von
Holt, 1976; Franco y col., 1974). En un apartado anterior
mencionamos que esto podrfa implicar una menor estabiliza-
cidn del DNA en la cromatina. Sin embargo, el DNA en 1la
fraccién DNH S, estd muy estabilizado. Esto podria indicar
que en la cromatina de levadura hay algin componente que
sustituye, al menos parcialmente, a la histona H1. Esta
hipdtesis viene apoyada por el hecho de que las fracciones
solubles de DNH de levadura, a pesar de carecer de H1,
presentan algunas caracteristicas que coinciden con las de
eucariontes superiores y en las que estd implicada la histo-
na H1. Asi, tanto la fraccidn de DNH S, como la fraccidn
solubilizada por digestidn con la nucleasa micrococal (Sb)
precipitan parcialmente cuando se afiade KCl hasta una con-
centracidn de 0.1 M (Ldpez-Brafila, 1978; Castro y col.,
1982). Por tanto,les posible que en la cromatina de levadura
esté presente alguna proteina no histona que se asemeje a la
histona H1 en su interaccidn con el DNA y que lo estabilice
hasta una temperatura de 71 °C.

Los resultados de los estudios de desnaturaliza-
cidn térmica sobre la fraccidn Sy indican que sdlo hay dos
transiciones térmicas, que coinciden con las imputadas a
regiones de DNA que interaccionan con las histonas, al ser

éstas mds basicas y provocar un mayor efecto estabilizador.
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Esto, en principio, dado que la cromatina presente en la
fraccidn S, muestra las transiciones térmicas a 55 °C (DNA
libre) y a 62 °C, que no aparecen en la cromatina solubili-
zada por digestidn con nucleasa micrococal, indica que en
ésta esas regiones no existen. Esto puede deberse a una
mayor estabilizacibén provocada por la interaccidn con alguna
proteina especifica o por la mayor compactacidn de la croma-

tina en esta fraccidn.

3.4.5. Anélisis de las proteinas de la cromatina

Las proteinas presentes en la fraccidn de DNH Sy
se analizaron tras liofilizacidn de la misma y mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida. En la Figura 18 se
muestra el resultado de dicha electroforesis. Se puede ob-
servar la presencia de las histonas y de otras bandas que
serdn PCNH.

Por otra parte, se puede observar como el patrdn
de proteinas de la fraccidn solubilizada tras digestidn es
diferente del de la fraccidén S,. Esta diferente composicidn
de proteinas puede estar relacionada con las diferencias es-
tructurales manifestadas por los estudios de dicroismo cir-
cular. Sin embargo, teniendo en cuenta la procedencia de
este material (DNH pura) no se puede determinar si las
proteinas presentes son cromosomales o no, como ya se comen-
to al igual que en el caso de la fraccidn S,, con la excep-

cidén de las histonas.
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Los estudios realizados sobre la fraccidn de DNH
Sp indican que es diferente de la fraccion S, solubilizada
por didlisis. En primer lugar, contiene menos RNA con los
efectos que conlleva esto sobre los espectros de dicroismo
circular y las curvas de desnaturalizacidn térmica. Indepen-
dientemente de este efecto, la fracciodn Sp presenta unos
valores de elipticidad molar mucho menores que la fraccidn
Sa, lo que sugiere para aquella un mayor grado de estructu-
racidon. Al mismo tiempo los estudios de desnaturalizacidn
térmica indican que el DNA se encuentra mis protegido en la
fraccidn Sy que en la S,, lo que sugiere que también son
diferentes las interacciones DNA-proteinas.

En conclusidn, la comparéciﬁn de los resultados
obtenidos con ambas muestras solubles sugieren que se trata
de dos diferentes fracciones de cromatina que difieren en
dicroismo circular, estabilidad frente a la temperatura y
composicidn de proteinas. Como ya se ha mencionado, se ha »
descrito que el DNa de levadura es de longitud variable y es
posible que haya regiones con menor longitud. Estas regiones
no solo se caracterizarian por una mayor estabilidad de su
DNA, sino que también iria acompafiada de unos bajos valores
de elipticidad. Por otro lado, estas regiones serian poco
accesibles a la nucleasa y quiza por ello la fraccidn Sy
solo se solubiliza tras una fuerte digestidn con dicha
enzima.

No hay que olvidar la posibilidad de que la f_r_gc-
cidn de DNH S, tenga una estructura que haya sido alterada
durante su obtencidn y que las diferencias existentes entre

ambas fracciones se deban a ello.
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3.5. ESTUDIO DE LA FRACCION S, A PARTIR DE CULTIVOS DE LEVA-
DURA

La fraccidn de DNH S, se obtuvo de la misma forma
que a partir de levadura prensada (Vease apartado 2.4.1). Al
igual que con ésta se realizd un espectro de absorcidn en la
regidn ultravioleta (Figura 14). Al contrario que con la
fraccidn solubilizada de levadura prensada, la Aygqg de
diferentes muestras era muy constante, asi como la relacidn
A230/A260' Esta, sin embargo, era muy pequefia, 1o que indica
una baja relacidon proteina/acido nucleico. Por tanto, una
diferencia con respecto a la DNH S, de levadura prensada es
la constancia en los datos deducidos del espectro de absor-
cibén. Esto parece sugerir que la variabilidad en las propie-
dades de la DNH S, de levadura prensada son debidas al
estado en que se encuentra la cromatina en el material de
partida. Hay que tener en cuenta que el método utilizado con
ambos materiales es el mismo, con lo que se puede descartar
como causante de las diferencias. Por otro lado, la levadura
obtenida a partir de cultivos ha de encontrarse, para las
mismas condiciones en el mismo estado, y lo mismo se puede
decir de su cromatina. La {nica razdn para el comportamiento
de la DNH Sa de la levadura prensada es que no se trabaje
con un material de partida constante. La levadura prensada
es comercial y no es posible controlar su estado, puesto que
no es posible conocer el tiempo que ha transcurrido entre su
recogida y su utilizacidn como material biolbgico en la
presente investigacidn. Al variar este tiempo el material,

aun guardado en cédmaras frigorificas, debe estar en diferen-
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te estado, mas degradado cuanto mayor sea el tiempo. Un
diferente grado de degradacidén conduce a una diferente solu-
bilidad.

Con la DNH S, obtenida a partir de cultivos de
levadura se realizaron diversos estudios con el fin de

investigar sus caracteristicas.

3.5.1. Espectro de absorcidn

Como ya se ha mencionado, la fraccidon DNH Sa de
cultivos de levadura presenta un espectro de absorcidn inde-
pendiente del experimento (Figura 14). Si consideramos el
valor de Aygg como un Indice de la solubilizacibn de la DNH
podemos concluir que la solubilizacidn es en este caso mucho
menor que cuando la DNH procede de levadura prensada. Por
otra parte, la relacidn A230/A260 es mucho menor que la de
DNH S, de levadura prensada (0.57), lo que indica una menor

relacidén proteina/acido nucleico.

3.5.2. Composicidn de la DNH soluble

En la Tabla X se muestra la composicidén de la DNH
Sa de levadura cultivada como la relacidn en peso con res-
pecto al DNA. Se puede observar como la relacidn RNA/DNA es
altisima, 1o que dada la baja relacidn que muestra la DNH
pura, indica un grado de solubilizaciSn de la cromatina muy
pequeflo. La DNH pura obtenida a partir de cultivos de leva-
dura presenta una composicidn muy similar a la obtenida a

partir de levadura prensada. Por otra parte, el contenido en
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proteina en la fraccidn S, es también muy pequefio, lo que
confirma que principalmente se solubiliza RNA y no cromati-

na.

3.5.3. Estudios de dicrofsmo circular y desnaturalizacidn

térmica

Otros estudios, tales como dicroismo circulary
desnaturalizacidn térmica, efectuados sobre la DNH soluble
obtenida a partir de cultivos de levadura, indicaron 1lo
mismo. Asi, el espectro de dicroismo circular en el ultra-
violeta lejano fue el esperado para una muestra con gran
contenido en RNA: banda de elipticidad positiva con el

maximo a los 265 nm y con un valor de 15000 grados x cm?

X
decimol~1, Por su parte, los estudios de desnaturalizacidn
térmica demostraron que en este material no habia ninguna
transicidn térmica. En el caso de que esta fraccidn contu-
viera cromatina el elevado contenido en RNA debe enmascarar

las transiciones térmicas.

Estos experimentos realizados con cultivos de
levadura parecen indicar que la cromatina solubilizada por
diadlisis a partir de levadura prensada no lo es merced a una
estructura especial, sino posiblemente a una degradacidn
mayor o menor durante su almacenamiento.

A lo largo de la exposicidn de los resultados se
ha venido planteando la posibilidad de que el material

presente en la fraccidn S, de DNH se solubilizara merced a
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una degradacidn provocada por el método de obtencidn. Sin
embargo, la aplicacidén de dicho método a levadura recogida
de cultivos no solubiliza este material. Esto indica que,
efectivamente, el material presente en la DNH S; no se
solubiliza directamente porque posea una estructura especial
que lo haga mas soluble, sino que lo es debido a algin
efecto degradativo ajeno al método de obtencidn. La diferen-
cia ent;e los dos materiales de partida es el tiempo trans-
currido desde la recoleccidn de las células y su uso. Mien-
tras las células de cultivo se utilizan inmediatamente des-
pués de su recogida, el tiempo de almacenamiento de la
levadura prensada es desconocido. Este tiempo debe ser va-
riable y durante &l van a estar éctuando las nucleasas
enddgenas de la cromatina de levadura. Esto explicaria el
hecho de la gran variabilidad en la solubilizacidn por

didlisis de este material.

En general, se puede decir que en la DNH pura de
levadura existen al menos dos diferentes fracciones de cro-
matina, una de ellas solubilizada fAcilmente por diilisis,
si bien requiriendo una cierta degradacidén, y otra solubili-
zada mediante digestidn con nucleasa micrococal en condi-
ciones fuertes. La primera de ellas, que posiblemente estéa
enriquecida en secuencias transcripcionalmente activas se
caracteriza por presentar un menor grado de estructura ter-
ciaria y una menor estabilidad frente a la temperatura. Por
otra parte, como queda bien patente en la Figura 17, la

composicidn en proteinas de ambas muestras es diferente. Es
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posible que esta diferente composicidn proteica sea la res-
ponsable de las diferencias estructurales.

Sin embargo, ambas muestras se obtienen a partir
de un material que no estd intacto (ha sido machacado). Por
este motivo se pensd que era necesario trabajar con nicleos
de levadura. En los nficleos la cromatina estid intacta y, por
tanto, las fracciones de la misma que se obtengan a partir
de ellos se diferenciardn en caracteristicas estructurales
intrinsecas de cada fraccidn. Adem&s, la utilizacidn de
nicleos permite el estudio de la estructura de la éromatina
en diferentes estados de crecimiento de la levadura. Dadas
las diferencias funcionales existentes entre cromatina de
células en fase exponencial y de fase estacionaria, pueden
relacionarse con diferencias en la estructura de la cromati-
na en ambos casos.

Asi, se procedid a la obtencidn de cromatina solu-

ble a partir de nlicleos de levadura.

3.6. ESTUDIO DE FRACCIONES SOLUBLES DE CROMATINA A PARTIR DE
. NUCLEOS

A fin de preparar fracciones solubles de cromati-
na, se realizaron digestiones de niicleos de levadura con
nucleasa micrococal.

Todos los experimentos se han llevado a cabo con
células recién recogidas, tanto en fase exponencial como en
fase estacionaria. Los nlicleos obtenidos a partir de estas
células de la forma que se describe en el apartado 2.5. se

digirieron con nucleasa micrococal. En primer lugar se pro-
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cedid a un estudio de la cinética de la digestidon con el
fin de determinar las condiciones de la incubacidn (Vease
apartado 2.6.1). Una vez ajustadas dichas condiciones, los
nicleos se sometieron a la digestidn con nucleasa en dife-
rentes grados. En todos los casos la mezcla de digestidn se
fracciond de la misma forma, la cual se detalla en el apar-
tado 2.6.1.

Con el fin de solubilizar diferentes fracciones de
cromatina, se realizaron dos tipos de digestidn, diferentes
en intensidad. Por un lado, la incubacidn se mantuvo hasta
lograr un 5% de DNA soluble en &cido. Por otro, la digestidn

se realizd en condiciones mucho mids suaves y reducidas.

3.6.1. Digestidn de nilcleos hasta un 5% de DNA soluble en

acido

Los nlcleos obtenidos a partir de células de leva-
dura, tanto en fase estacionaria como exponencial se digi-
rieron con nucleasa micrococal hasta un 5% de DNA soluble en
dcido. Se ha descrito en organismos superiores que la diges-
tidn de nlcleos hasta ese punto solubiliza preferentemente
las regiones activas de la cromatina. Asi, la cromatina
solubilizada de esta manera estd enriquecida en secuencias
de DNA transcribibles (Levy-Wilson y col., 1979). Ademas,
esta fraccidn esti empobrecida en la histona H1. Debido a la
carencia de H1 de la cromatina de levadura fue de interés

estudiar la fraccidn solubilizada por este procedimiento.



138

3.6.1.1. Cinética de la digestidn

Se realizd de la forma que se detalla en el apar-
tado 2.6.1. Los nlicleos se resuspendieron en el medio de
digestidn y se digirieron con nucleasa micrococal a las
concentraciones de DNA y de nucleasa que se indican en el
apartado 2.6.1.\La evolucidn de la reaccidn se siguid me-
diante la valoracidn del porcentaje de DNA soluble en &cido
presente en alicuotas de la mezcla de incubacidn tomadas a
diferentes tiempos (Apartado 2.8.2). En la Figura 20 se
muestra el resultado de este estudio realizado con nficleos
en fase exponencial y en fase estac;onaria. Con vistas a un
fraccionamiento de la cromatina segin el procedimiento des-
crito por Levy-Wilson y Dixon (1979), se determind digerir
los nlicleos hasta que se alcanzara un 5% de DNA soluble en
dcido. En la Figura 20 se muestra como se consigue este
valor tras 10 minutos de digestidn cuando se trata de ni-
cleos de células en fase estacionaria y de 5 minutos cuando
se trata de nlicleos de células en fase exponencial.

Los resultados obtenidos indican que la liberacidn
de DNA soluble en acido se produce con mayor rapidez cuando
se digieren niicleos de cé&lulas en fase exponencial, lo que
sugiere una mayor accesibilidad de la nucleasa micrococal a
la cromatina de células en esta fase. Esto a su vez podria
indicar una menor estructuracidn de la cromatina en estas

células, lo cual viene confirmado por los resultados de DC.
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Figura 20.- Cin“etica de la digestidn de nficleos de levadura

con nucleasa micrococal. Se muestra el DNA soluble en Aacido

en funcidn del tiempo. Los nlicleos procedian de células en
fase exponencial (

) ¥y en fase estacionaria —---).
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3.6.1.2. Preparacidn de fracciones de la cromatina

Los nlicleos de levadura tanto de fase exponencial
como de fase estacionaria se digirieron hasta obtener un 5%
de DNA soluble en &cido y la mezcla se fracciond seglin se
describe en el apartado 2.6.1.

El espectro de absorcidn de la fraccidn S1, el
sobrenadante obtenido tras sedimentar los nlicleos mostrd un
médximo sobre los 258 nm con una Ay 30 también alta, indicando
la presencia de material nucleoproteico. Esto podria indicar
que habia ocurrido una lisis nuclear. Sin embargo, cuando

** no precipitd ningfn

esta fraccidon se hizo 10 mM en Mg
material lo que sugiere que la fraccidén S1 es una mezcla de
oligonucledtidos y proteinas liberadas del nficleo. Este
material se produce como consecuencia de la digestidn y
debido a su pequefio tamafio, pueden salir del nicleo. Por
tanto, no salen del nlcleo fragmentos de cromatina. Este
resultado sirve para confirmar que durante la digestidn no

han lisado los nficleos.
Estudio de 1a fraccidén S2

Los niicleos (fraccidn P1) se lisaron obteniendose
la fraccidn soluble S2, la cual tras precipitarse con Mg**
se dializd frente a Tris 5 mM, EDTA 1 mM pH 7.5. El espectro
de absorcidn en la regidn UV de la fraccidn S2 de células
tanto en fase estacionaria como en fase.exponencial muestra
una baja relacidn AZBO/A26O (Figura 21) 1o que indica una

pequefia relacidn proteina /4cido nucleico.
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Figura 21.- Espectro de absorcidn UV de la fraccidn S2
obtenida al digerir nlcleos de levadura con nucleasa
micrococal hasta un 5% de DNA soluble en &cido. A) Nficleos

en fase exponencial; B) Nicleos en fase estacionaria.
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Seglin se muestra en la Tabla XI, la relacidn
proteina/DNA en peso de células en fase estacionaria es
mayor que la de células en fase exponencial. Al mismo tiem-
po, la relacidon RNA/DNA es alta, lo que sugiere que el RNA
es el responsable de la baja relacidn A230/A260'

En la Figura 22 se puede observar el espectro de
DC de las fracciones S2 en Tris 5 mM, EDTA 1 mM pH 7.5,
obtenidas al digerir los nlicleos hasta un 5% de DNA soluble
en acido, correspondiente a células en fase exponencial y
células en fase estacionaria. Este espectro es tipico de
muestras que presentan un elevado contenido en RNA. Es, por
tanto, coherente con los datos de composicidn, que reflejan
relaciones RNA/DNA elevadas. '

Por otra parte, cabe también destacar la apari-
cidn en la fraccidn S2 obtenida a partir de células en fase
estacionaria de una banda negativa a los 300 nm, banda que
no aparece en la misma muestra cuando procede de células en
fase exponencial. Esto sugiere que la cromatina presente en
esa fraccidn presenta un mayor grado de estructura terciaria
~cuando proviene de células en fase estacionaria.
Las curvas de desnaturalizacidn térmicas realizadas con las
fracciones S2 en EDTA 0.25 mM pH 8.0 no aportan ningtn dato
de interés debido a la baja hipercromicidad, resultado,
probablemente del elevado contenido en RNA que presentan.

La digestidn de nlicleos de levadura hasta un 5% de
DNA soluble en &4cido solubiliza un material con un elevado
contenido en RNA. La cromatina presente en esta fraccidn
presenta caracteristicas estructurales diferentes dependien-

do del estado de crecimiento del cultivo de partida, concre-
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TABLA XTI

Digestidn 5% de DNA

soluble en Acido
S2 estacionaria 1 1.5 1.6
S2 exponencial 1 1.5 1.4

Digestidn suave

S2 estacionaria 1 - . 1.6
S2 exponencial 1 - 1.5
S2' estacionaria 1 1.8 0.9
S2' exponencial 1 1.9 1.0

Composicidon de las diferentes fracciones aisladas a partir de

nlicleos de levadura por digestidn con nucleasa micrococal.
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tadas, fundamentalmente, en la banda de elipticidad negativa

sobre los 300 nm.

3.6.2. Digestidn de niicleos en condiciones suaves

El segundo procedimiento de preparacidn de frac-
ciones de cromatina se basd en una digestidn mucho méas
reducida. E1 mé&todo seguido fue el descrito en el apartado

2.6.1.. El1 tiempo de digestidn escogido fue de 30 segundos.

3.6.2.1. Preparacidn de fracciones de la cromatina

A partir de los nicleos digeridos de la forma que
se indica en el apartado 2.6. durante 30 segundos se proce-
did a la preparacidn de fracciones segln se describe en el
apartado 2.6.1.

La fraccidn S1 aislada tanto de células en fase
exponencial como de células en fase estacionaria mostrd un
espectro de absorcidn tipico de cromatina, al igual que la
fraccidn homdloga obtenida tras digestidn hasta el 5% de
solubilidad en 4cido. Sin embargo, lo mismo que aquella,

cuando se hizo 10 mM en Mg**

no precipitd ningln material
indicando que no contenia cromatina. Este hecho indica que
la fraccidn S1 podria ser una mezcla de oligonucledtidos y
proteinas que diera lugar a un espectro de absorcidn seme-
Jante.

El sedimento de nftGcleos, P1, se 1lisd como se
indica en el apartado 2.6.1. y se obtuvieron las fracciones

S2 y S2'. Ambas fracciones se precipitaron con MgCl, 10 mM
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para eliminar los nucledtidos presentes.

Estudio de la fraccidn S2

Con respecto a la fraccidn S2, el sobrenadante
obtenido tras la precipitacidn con Mg** no mostrd practica-
mente ninguna absorcidn en la regidn UV. Este resultado
confirma que lé digestidn realizada es en condiciones sua-
ves, pues los niveles de oligonucledtidos solubles en Mg**
en S2 son minimos. E1 sedimento se resolubilizd mediante
didlisis frente a EDTA 0.25 mM pH 8.0. Se puede observar en
la Tabla XI como estas muestras no contienen RNA, al menos
en cantidades apreciables. Este rgsultado es interesante
puesto que seria de esperar que las regiones que se estu-
vieran transcribiendo fueran mas accesibles a la nucleasa.
Sin embargo, se han obtenido resultados que parecen indicar
que esto no es asi. Kohno y col. (1983) han observado que en
exceso de RNA polimerasa el DNA de la cromatina se hace més
resistente a la digestidn con nucleasa micrococal. A su vez,
Estruch y col. (1986a) han observado que esta enzima ataca
preferentemente regiones que no tienen las histonas hiper-
acetiladas.

En la Figura 23 se muestra el espectro de DC en
la regidn del ultravioleta prdximo de la fraccidn S2 obtenida a
partir de células en fase estacionaria y exponencial. Ambos
espectros coinciden en presentar una banda de elipticidad
positiva con el maximo situado sobre los 280 nm. Este resul-
. tado es compatible con la ausencia de RNA en esta fraccidn
que, en caso contrario, desplazaria el m&ximo hacia el azul

(el maximo del RNA se encuentra sobre los 265 nm y con una
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elipticidad molar muy elevada).
La fraccidn S2 procedente de células en fase esta-
cionaria presenta una elipticidad molar a los 280 nm de 2700

2 -1

grados x cm“ x decimol mientras que la misma fraccidn

procedente de células en fase exponencial la presenta de

2 b decimol'1.

3700 grados x cm
Estos datos sugieren que la cromatina solubilizada
por accidn de la nucleasa micrococal, procedente de células
en fase estacionaria, presenta un mayor grado de estructura-
cidn que la fraccidn homdloga procedente de células en fase
exponencial, en coincidencia con comentarios anteriores.

El valor de [ l,gg de la fraccidn S2 de fase
exponencial es ligeramente inferior al encontrado en mues-
tras poco estructuradas de cromatina de eucariontes supe-
riores (Ver Introduccidn). Como ya se ha mencionado ante-
riormente la longitud del DNA de la regidn internucleosomal
afecta al espectro de DC. La longitud del DNA nucleosomal en
levadura es de 160 pb en contraste con los 200 pb de DNA en
eucariontes superiores, es decir, es unos 40 pb menor. Este
puede ser el motivo por el que la fpaccién S2 de fase expo-
nencial alcanza solo un valor de [ 1,0 de 3700 grados x cm?
x decimol~1 frente a los 4000 alcanzados por la cromatina
eucaridtica.

Con respecto a la fraccidn S2 de fase estaciona-
ria, presenta una [ ],gg algo superior al valor de 2000

2 decimol~’ encontrado para fracciones de

grados x cnm
cromatina muy estructurada en otros organismos. Esto indica
un menor grado de estructura terciaria para la fraccidn de

cromatina de levadura, a pesar de que como se ha indicadoen
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el parrafo anterior, la longitud del DNA internucleosomal en
la cromatina de levadura es menor que en la de eucariontes
superiores y su contribucidn al espectro de dicroismo circu-
lar ha de ser, por tanto, también menor.

Hay otra regidn del espectro en la que difieren
las fracciones S2 de fase exponencial y estacionaria, res-
pectivamente. En la Figura 23 se puede observar como la
fraccidn S2 de fase estacionaria muestra una banda de elip-
ticidad negativa sobre los 300 nm, mientras que la fraccidn
S2 de fase exponencial carece de ella. Por tanto, esto ha de
ser el reflejo de alguna diferencia entre las estructuras de
ambas fracciones. Las fracciones S2 presentan la misma dis-
minucidn aunque en menor grado de la elipticidad positiva
con respecto al espectro conservativo del DNA y solo una de
ellas presenta esta banda negativa. Esto podria ser reflejo
de un mayor grado de estructura terciaria, con 1o que su
contribucidn negativa al espectro de dicroismo circular
seria mayor. Hay que resaltar el hecho de que los espectros
de DC de la estructura del DNA provocados por la unidn de
la histona H1 al DNA muestran una banda negativa que comien-
za exactamente en esta zona del espectro (310-290 nm). Por
tanto, es posible que esta banda negativa se deba a la
adquisicidn por parte del DNA de una estructura tipo- por
la interaccidn con alguna proteina que, en el caso de leva-
dura no puede ser la histona H1. El espectro de DC de 1la
estructura del DNA presenta su maximo de elipticidad en la
banda negativa sobre los 265 nm, lo que por otra parte
Justificaria la disminucidn de elipticidad molar del DNA en

la cromatina.



En la Figura 24a se muestra la curva de desnatura-
lizacidén térmica de la fraccidn S2 de células en fase expo-
nencial, y en la Figura 25a la correspondiente a la misma
fraccidn de células en fase estacionaria. Se puede observar
como en ambos casos se alcanzd un valor de hipercromicidad
del orden de 30, de acuerdo con el hecho de no presentar
RNA. Por otra pérte, en las Figuras 24B y 25B se muestra la
primera derivada de la curva de desnaturalizacidn correspon-
diente. Se puede observar como ambas muestras presentan dos
transiciones principales cuyas Tm son 72 y 81 °c respectiva-
mente. En la fraccidn S2 de células en fase exponencial la
primera transicidn es de menor lqngitud que la segunda,
llegando a observarse un minimo entre ambas transiciones. En
la fracidn S2 de células en fase estacionaria sigue siendo
de mayor magnitud la segunda transicidn, pero la primera
pasa a ser un hombro de la misma. En conclusidn, la fraccidn
solubilizada por digestidn suave de la cromatina presenta
una mayor estabilidad frente a la desnaturalizacidn térmica
cuando procede de células en fase estacionaria. Esto ha de
deberse a una diferente interaccidn entre el DNA y proteinas

en ambas fases.
Estudio de la fraccidn S2!

El sedimento P2 obtenido tras la lisis nuclear se
dializd frente a Tris 5 mM, EDTA 1 mM pH 7.5 y se obtuvo la
fraccidn S2' de la forma que se describe en el apartado
2.6.1. El1 espectro de absorcidn de ambas muestras indica una

muy baja relacidn A230/A260 lo que es ldégico si se tiene en
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Figura 24.- A) Perfil de desnaturalizacidn térmica obtenido
con la fraccion S2 obtenida al digerir nucleos en
condiciones suaves. Los nficleos procedian de c&lulas en fase

exponencial.

B) Curva derivada del perfil de desnaturaliza-
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Figura 25.- A) Perfil de desnaturalizacidn térmica de la
fraccidn S2 obtenida al digerir los nficleos en condiciones

suaves, procedente de células en fase estacionaria

B) Curva derivada del perfil de desnaturaliza-



cuenta el elevado contenido en RNA (Tabla XI). Esta relacidn
es menor que la de la fraccidn S2 de la digestidn hasta el
5% de solubilidad en Acido, lo que puede relacionarse con el
hecho de que la relacidn proteina/4cido nucleico es menor en
este caso. En la Figura 26 se muestra el espectro de DC de
estas fracciones S2' obtenidas a partir de células en fase
exponencial y en fase estacionaria. El elevado contenido en
RNA que muestra esta fraccidn es consecuente con el espectro
obtenido. Se puede observar como aparece una banda de elip—A
ticidad positiva cuyo méximo se encuentra a los 267-268 nm y

2

con un valor de elipticidad de 10000 grados x cm“ x decimol™

1. E1 hecho de que el valor de elipticidad no sea més eleva-
do asi como que el dicroismo a menﬁres longitudes de onda
indique la presencia de proteinas, sugiere que en la frac-
cidn S2' hay también una pequefla proporcidn de cromatina.
Ambos espectros muestran una gran semejanza con los obteni-
dos con las fracciones S2 en las digestiones hasta un 5% de
solubilidad en acido. No es extrafio dado que coinciden en
presentar elevados niveles de RNA.

El material presente en la fraccidn S2' no pro-
cede, al menos principalmente, de la digestidn con nucleasa,
puesto que no se libera cuando se lisan los nlcleos. Asi, la
solubilizacidn debe tener otra causa. El método seguido para
la obtencidn de S2!' es el mismo al usado para la obtencidn
de la DNH S, 1o que indica que el motivo de la solubiliza-
cibén podria ser el mismo. Las diferencias existentes entre
el material solubilizado a partir de cromatina de cé&lulas
machacadas y de nlicleos digeridos lisados puede deberse al

método de preparacidn,
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En la banda positiva del espectro las muestras
procedentes de células en fase estacionaria y en fase expo-
nencial no presentan claras diferencias. Esto puede ser
debido aque el contenidoen RNA es tan elevado que enmasca-
ra la contribucidn de la cromatina. Sin embargo, se puede
apreciar una diferencia en la zona alrededor de los 300 nm,
regidn del espectro en la que solo contribuye la superes-
tructura de la cromatina. Es posible que la explicacidn sea
la misma que en el caso de las fracciones S2.

Con respecto a las curvas de desnaturalizacidn
térmica de las fracciones S2' se obtuvieron unos resultados
acordes con el elevado contenido en RNA. Asi, mostrd muy
baja hipercromicidad y no se pudierén determinar las transi-

ciones térmicas.

Los resultados obtenidos con nlicleos de levadura
indican que al menos hay dos diferentes fracciones en su
cromatina que difieren en su accesibilidad a la nucleasa
micrococal. La fraccidn més accesible es atacada preferente-
mente por la enzima, de manera que se solubiliza, al menos
parcialmente, incluso con una digestidén suave. Una digestidn
mds intensa parece liberar principalmente RNA asociado a la
cromatina, el cual se solubiliza también por didlisis frente
a un tampdon de baja fuerza idnica. Ldgicamente, esta mayor
digestidn debe afectar a una mayor proporcidén de cromatina
que en la digestidn suave, pero ha de mostrar también una
accesibilidad mayor que el resto de la cromatina. En todo

caso, esta cromatina no ha sido estudiada debido’al elevado
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contenido en RNA. En conclusidn, la digestidon con nucleasa
micrococal de nficleos de levadura manifiesta la existencia
de al menos dos diferentes fracciones en la cromatina que
difieren en la susceptibilidad a la enzima, 1o cual puede
estar relacionado con la actividad transcripcional.

El material solubilizado mediante la digestidn
suave de nﬁcleoé procedentes de células en fase estacionaria
muestra un diferente espectro de DC que el mismo material
procedente de células en fase exponencial, indicando que
&ste posee una menor estructuracidn. De esta forma, la
cromatina soluble de células estacionarias tendria un mayor
grado de estructura terciaria. Esto estd de acuerdo con los
resultados de la cinética de digeStién de los nlicleos con
nucleasa micrococal. Estos estudios han mostrado como la
digestidn transcurre a mayor velocidad en los nicleos de
fase exponencial, indicando una mayor accesibilidad a 1la
enzima y una menor estructuracidn. |

Por otra parte, los estudios de desnaturalizacidn
térmica indican que el DNA estd mas estabilizado en 1la
cromatina soluble de células en fase estacionaria. Esto
puede implicar una variacidn en las interacciones del DNA,
quizd por aparicidén de nuevas proteinas o por modificacidn
de las ya existentes. Estas nuevas proteinas, o en su caso
las modificaciones podrian ser las responsables de los cam-

bios estructurales entre ambas cromatinas solubles.
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3.7. ESTUDIOS ESTRUCTURALES CON MONONUCLEOSOMAS DE LEVADURA

Finalmente, con vistas a conseguir mayor informa-
cidn de la cromatina de levadura se planted el estudio de la
subunidad de la misma, el mononucleosoma. Los mononucleoso-
mas de levadura ya han sido aislados a partir de nflcleos
por Lohr y col. (1977) y Nelson y col. (1977) aunque no en
suficiente cantidad como para poder realizar estudios espec-
troscopicos con los mismos. Posteriormente, Lee y col.
(1982) también prepararon nucleosomas de levadura pero a
partir de un material semejante a la DNH pura, 1o que su-
giere que sus resultados podrian haberse visto modificados
por el método de obtencidn que tal y.como ya se ha comentado
anteriormente conlleva cizalla,

Para evitar estos problemas, en esta investigacidn
se han aislado mononucleosomas de levadura a partir de
nlicleos, siendo esta la primera vez que se realizan estudios
estructurales sobre mononucleosomas preparados de esta mane-
ra. Para evitar también problemas de rendimiento se ha

partido siempre de células en fase estacionaria.

3.7.1. AISLAMIENTO DE MONONUCLEOSOMAS DE LEVADURA

El aislamiento de mononucleosomas se planted de 1la
forma que se ha descrito en el apartado 2.6.3., basada en el
método descrito por Nelson y col. (1977). Para optimizar el
procedimiento se llevd a cabo un anidlisis de los tamafios de
los fragmentos de DNA a diferentes tiempos de digestidn de

los nlicleos de levadura con nucleasa micrococal. Para ello
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se aisld el DNA de las diferentes alicuotas y se sometid a
electroforesis segln se describe en el apartado 2.8.3. En la
Figura 27 se muestra el resultado de este estudio. Se puede
observar en la misma cbémo antes del comienzo de la digestidn
el DNA es de alto peso molecular. A medida que avanza la
digestidn el tamafio de los fragmentos de DNA va disminuyen-
do, apareciendo ya mononucleosomas a los dos minutos de
digestidn. Conforme va aumentando el tiempo de digestidn van
disminuyendo de intensidad las bandas correspondientes a los
fragmentos de mayor tamafio y se va ihcrementando la intensi-
dad de la banda correspondiente al mononucleosoma, hasta el
momento en el que &sta también empieza a disminuir. A los 45
minutos ya hay casi exclusivamente mononucleosomas y a los
120 minutos pricticamente ya no existen.

Con objeto de obtener el méAximo rendimiento posi-
ble en mononucleosomas los niicleos de levadura se digirieron
en las condiciones descritas en el apartado 2.6.3. durante
30 minutos. Tras parar la reaccidon los nlicleos se lisaron
por didlisis . La fraccidn soluble S2 se obtuvo mediante
centrifugacidn de la mezcla a 2000 g durante 10 minutos, con
lo que sedimentaron los residuos insolubles de los nflicleos.

El tamafio del DNA presente en la fraccidn S2 se
analizd mediante electroforesis. En la Figura 28 se muestra
el resultado de la electroforesis en gel de poliacrilamida-
agarosa del DNA aislado de dicha fraccidn, observandose como
presenta un contenido mayoritario en mononucleosomas, conte-
niendo tambié&n dinucleosomas. Sin embargo, no se observan
fragmentos de mayor tamafio, lo que concuerda con los pesul-

tados de la cinética mencionados al comienzo de este aparta-



Figura 27.- Imagen electroforética de los fragmentos de DNA
generados en la digestion de los nlcleos con nucleasa
micrococal a diferentes tiempos de incubacion; a)2 min;b)5
min;c) 10 min;d) 15 min;e) 20 min; f) 30 min;g) 45 min; h) 60
min; i ) 90 min;j) 120 min; k) 180 min.
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Por otra parte, en la Figura 28 se muestra el
espectro de absorcidn en la regidn UV de la fraccidn S2,
mostrando un aspecto tipico de material nucleoproteico. La

Apgo fue de 1.81 + 0.1 y la relacidn Ay35/Azgg fue de 1.05.

3.7.1.1. CROMATOGRAFIA EN BIOGEL A-5 m

Debido a que la centrifugacidn en gradiente de
sacarosa no fue {(til para el aislamiento de los mononucleo-
somas, se llevd a cabo el fraccionamiento de S2 por cromato-
grafia en Bio-Gel A-5m.

La fraccidn S2 obtenida tras digestidon de los
nlicleos de levadura con nucleasa micrococal se concentrd por
ultrafiltracidn a través de una meﬁbrana PM-30 (Amicon) que
permite el paso de moléculas con un peso molecular de hasta
30000. En la Figura 29 se muestra el espectro de absorcidn
de la fraccidn S2 concentrada y el del eluido de la ultra-
filtracidn. Como se observa, el espectro del eluido muestra
una Asgq que es importante si se compara con la de la frac-
cidn S2 antes de la concentracidn. Esto es debido a que a
través de la membrana PM-30 pasan los oligonucledtidos de
peso molecular inferior a 30000, generados durante la diges-
tidn enzimatica. Por tanto, un gran tanto por ciento de la
Asgo de la fraccidn S2 se debe a oligonucledtidos. Por otra
parte, el espectro de absorcién del eluido de la ultrafil-
tracidn, con su baja 4530, in&ica una ausencia casi total de
proteinas y por tanto de cromatina. Esto se comprobd median-
te el aislamiento y electroforesis del DNA de este eluido,
no apareciendo ninguna banda en el gel.

La fraccidn S2 se sometid a cromatografia de pene-

trabilidad como se describe en el apartado 2.6.3. En 1la
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Figura 30 se muestra el perfil de elucidn de dicha cromato-
grafia, representandose la Aygy del eluido en funcidn del
niimero de fraccidn.

Se puede observar que en el volumen de exclusidn
aparece un pico de Aygg seguido de otros dos picos solapa-
dos. En esta regidn del perfil se estudid el tamafio del DNA
que contenia cada fraccidn. En la Figura 3] se muestra el
resultado de la electroforesis llevada a cabo en las condi-
ciones descritas en el apartado 2.8.3. con el DNA aislado de
diferentes fracciones de la cromatografia. De esta forma se
comprobd que en el volumen de exclusidn no habia DNA, y que
los otros dos picos contenian dinucleosomas y mononucleoso-
mas respectivamente. Por delante dei primero de estos picos
se encontraba DNA de mayor tamafio que debe corresponder a
cromatina de alto peso molecular. Debido al solapamiento de
los picos, éstos aparecen contaminados con fragmentos de
diferente tamafio. Con vistas a obtener mononucleosomas pu-'-
ros, se recogid exclusivamente la calida del pico de los
mismos, constituyendo el pico IV de la cromatografia. Des-
pués se agruparon las fraccionesen los picos IIy III como
se detalla en la Figura 30.

Posteriormente se procedid al aislamiento del DNA
de cada uno de estos picos y se sometid a electroforesis en
gel de poliacrilamida-agarosa en la forma en que se describe
en el apartado 2.8.3. En 1la Figura 3] se muestra el resulta-
-do de la electroforesis tras teﬁif el gel con bromuro de
etidio. Puede comprobarse como en el pico I no hay DNA; en
el pico II hay cromatina de alto peso molecular junto con

dinucleosomas; en el pico III hay una mezcla de mono y
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dinucleosomas; y en el pico IV hay exclusivamente mononu-
cleosomas (Cores nucleosomales). Los picos II, III y IV se
concentraron con objeto de realizar con ellos posteriores

estudios.

3.7.2. DICROISMO CIRCULAR DE MONONUCLEOSOMAS

Los espectros de dicroismo circular son unos sen-
sibles indicadores de las estructuras secundarias tanto de
proteinas como de acidos nucleicos. Especificamente, los
espectros de nucleohistonas entre los 250 y los 320 nm
reflejan sdlo la conformacidn del DNA puesto que las histo-
nas poseen pocos residuos arométicoé.

El espectro de dicroismo circular en el UV prdximo
de los mononucleosomas de levadura realizado segiin se des-
cribe en el apartado 2.7.1. se muestra en la Figura 32. Se
observa la presencia de un maximo de elipticidad positiva
sobre los 282 nm y un hombro a 1os 277 nm, con unos valores
de elipticidad de [ l,gp= 2750 grados x cm? x decimol™ !y

? X decimol°1. Fstos valores de

[ ] »»=2128" orados x cm
elinticidad son del mismo orden aue los ohtenidos con mono-
miclensomas de eucariontes superiores, si bien es algo ele-
vado para tratarse de cores (Cowman y Fasman, 1978; Watanabe
e Iso, 1981). Ademés, la longitud de onda a la que la elip-
ticidad cambia de signo estia sobre los 263 nm, lo que tam-
bién coincide con los resultados obtenidos con otros orga-
nismos.

Cowman y Fasman (1978) han comprobado que la elip-

ticidad molar del mononucleosoma sobre los 280 nm depende de
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la longitud de su DNA, de forma que el menor valor de elip-
ticidad se obtiene con la particula core nucleosomal de 140
pb ([ lpg4= 1900£200 grados x cm?® x decimol™'). Ademis,
conforme se reduce la longitud de DNA se produce la apari-
cidn de una banda de elipticidad negativa a 295 nm, y el
punto de corte donde la elipticidad se hace negativa sufre
un desplazamiento a mayores longitudes de onda (Cowman y
Fasman,1978). El espectro de dicroismo circular de los mono-
nucleosomas de levadura no muestra esa banda negativa a los
295 nm, en lo que coincide con los mononucleosomas de euca-
riontes superiores con una longitud de 200 pb. Por tanto,
los mononucleosomas de levadura muestrah una gran semeJjanza
en cuanto a su espectro de dicroismo circular, tanto cuali-
tativa como cuantitativamente, con los mononucleosomas de
eucariontes superiores de 200 pb de longitud, pero sin
embargo, su longitud de DNA es mucho menor.

Cowman y Fasman (1978) han comprobado también que
la elipticidad de los mononucleosomas se ve afectada por la
presencia de la histona H1 (% H5). La completa eliminacidn
de H1 y H5 provoca un incremento en la elipticidad a 283 nm,
tanto en cromatina como en los diferentes tipos de mononu-
cleosomas, con la excepcidn de las particulas core. Sin
embargo, la eliminacidn de estas histonas no destruye la
dependencia del espectro de dicroismo circular de mononu-
cleosomas con la longitud de DNA que contienen. Estos auto-
res han propuesto que la fraccidn de DNA linker condensada
por interaccidn con H1 (0 H5) contribuye al espectro de DC
de una forma similar al de la particula core y que el DNA no

condensado tiene las mismas propiedades espectrales que el



v

DNA 1libre.

E1 DNA libre enestructura B presenta un méximo de
elipticidad a los 275 nm (I ]275= 9300+200 grados x cm? x
decimo 1’1) con un hombroa 280 nm ([ ]yg9= 9000 grados x cm?
X decimol'1). La gran reduccidn de la elipticidad de las
particulas core con respecto a la del DNA libre se ha atri-
buido a la adquisicién de estructura terciaria por parte del
DNA cuando se enrolla alrededor del octamero de histonas
(Cowman y Fasman, 1978). El resto del DNA hasta completar la
longitud total del mononucleosoma solo contribuiria al es-
pectro con la estructura B del DNA. El espectro de DC calcu-
lado para el DNA linker a partir de 1os obtenidos con croma-
tina y particulas core coincide caéi exactamente con el de
DNA libre (Watanabe e Iso, 1981). De esta forma, cuanto
mayor es la longitud del DNA nucleosomal mayor es la elipti-
cidad en la zona de los 280 nm. La contribucidn al espectro
de DC de esta estructura terciaria la han determinado Cowman
y Fasman (1978) sustrayendo al espectro de la particula
nucleosomal el del DNA libre, apareciendo una banda de
elipticidad negativa centrada a los 275 nm., La intensidad de
la banda negativa depende de la proporcidn de DNA condensado
en una manera especifica. Seglin estos autores, esta banda se
puede deber a la estructura terciaria compacta del DNA, esto
es, la manera en la que el DNA se enrolla alrededor del
octamero de histonas permitiendo interacciones entre vueltas
adyacentes de la superhélice.

En la Figura 32 se muestra el espectrode dicrois-
mo circularenel UV proximo del DNA de levadura, aislado de

la forma que se describe en el apartado 2.8.5. En este



espectro se observa un maximo de elipticidad a los 275 nm

2 x decimol‘1) con un hombro a los

2

([ 1275= 9300 grados x cm
280 nm ([ logp= 8600 grados xcm“ x decimol'1), resultados
que concuerdan totalmente con los obtenidos por otros auto-
res con DNA de organismos superiores. En la misma Figura se
muestra también el espectro de diferencia obtenido al restar
el espectro del DNA libre del espectro obtenido con los
mononucleosomas de levadura. Se puede observar como dicho
espectro  muestra una banda de elipticidad negativa centrada
a 275 nm, lo que ;oncuerda con los resultados obtenidos con
eucariontes superiores. Esto parece sugerir que en el nu-
cleosoma de leVadura el DNA adquiere una estructura tercia-
ria similar a la de eucariontes supériores. Sin embargo, el
valor de elipticidad alcanzado es mucho menor en valor
absoluto, lo que podria indicar un menor grado de estructura
terciaria. Por tanto, los resultados sugieren que el DNA en
el mononucleosoma de levadura adquiere el mismo tipo de
superestructura que en l1os mononucleosomas de eucariontes
superiores, pero en menor grado.

La alteracidn en las propiedades de dicroismo
circular que acompafia la condensacidn de DNA por histonas
podria deberse a un cambio en la estructura secﬁndaria<:a
algln aspecto de la estructura terciaria. Estudios de espec-
troscopia Raman (Goodwin y Brahms, 1978) y dispersidn de
rayos X (Bram, 1971) han mostrado que el DNA en cromatina y
en nucleosomas aislados adopta una estructura secundaria del
tipo B. E1 DNA libre de proteina en soluciones acuosas de
baja fuerza i1dnica tambié&n existe en forma B (Bram, 1971;

Maniatis y col., 1974), no habiendose detectado ninguna



di ferencia entre ambos tipos de conformaciones.

Una explicacidn alternativa para las propiedades
de dicroismo circular del DNA nucleosomal puede ser la
estructura terciaria. Una banda negativa a 275 nm tal, como
la descrita en los espectros de diferencia comentados en
este mismo Apartado, se ha observado previamente en DNA bajo
diferentes condiciones: DNA-@ (Jordan y col., 1972), comple-
jos DNA-H1 (Fasman y col., 1970) y complejos DNA-poli(L-
Lisina) (Haynes y col., 1970). En todos estos casos la
estructura secundaria del DNA es de tipo B (Maniatis y col.,
1974; Haynes y col., 1970), pero el DNA se encuentra conden-
sado en una estructura compacta. La banda a 275 nm es apa-
rentemente el resultado de la inteéaccién de luz polarizada
circularmente con la disposicidn terciaria ordenada.

Aunque se ha propuesto (Jordan y col., 1972) que
se requieren interacciones entre muchas cadenas de DNA adya-
centes en particulas grandes para dar lugar al espectro @,“
es posible que la interaccidn entre dos cadenas de DNA en el
nucleosoma sea suficiente para producir un efecto de baja
intensidad. De acuerdo con el modelo de nucleosoma de Finch
y col. (1977), la distancia entre vueltas adyacentes de la
superhélice de DNA es aproximadamente 6 A. Cowman y Fasman
(1978) han propuesto que el espectro de dicroismo circular
de nucleosomas contiene una contribucidn de tipo @ como
consecuencia de la interaccidn de luz polarizada circular-
mente con la estructura terciaria ordenada del DNA y que
depende de la proximidad de las vueltas adyacentes de super-
hélice, De acuerdo con esta hipdtesis, en el nucleosoma de

levadura se daria el mismo fendmeno. Ahora bien, la banda
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negativa a 275 nm se encuentra aln mas reducida en el nu-
cleosoma de levadura con respecto al espectro @, lo que

podria indicar una mayor separacidn de las cadenas de DNA.

3.7.3. DESNATURALIZACION TERMICA DE MONONUCLEOSOMAS

Los mononucleosomas de levadura aislados se some-
tieron 4 desnaturalizacidn térmica en EDTA 0.25 mM pH 8.0,
segln se describe en el apartado 2.7.3. En la Figura 33a se
muestra el perfil de desnaturalizacidon térmica obtenido,
alcanzandose un valor de hipercromicidad de 29 a 100 °C, 1lo
que concuerda con los valores obteﬁidos por otros autores
para DNA (Watanabe e Iso, 1981)). En la Figura 33b se mues-
tra la primera derivada de dicho perfil de desnaturalizacidn
térmica. En ella se observa un miximo a los 78 °C con un
hombro sobre los 72 °C. Tambié&n parece haber otro pequefio v
hombro sobre los 62 °C. Esto indica la existencia en el
mononucleosoma de levadura de al menos tres transiciones
térmicas, una mayoritaria centrada a los 78 °C, otra méas
pequefia sobre los 72 °C y otra ya muy pequefia sobre los 62
OC. Estos resultados concuerdan en gran medida con los de
Lee y col. (1982) si bien las temperaturas de transicidn que
ellos obtienen son algo inferiores. Asi, estos autores ob-
tienen la transicidn mayoritaria a los 75 °C, la segunda a
los 68 °C y la tercera sobre los 60 °C. Es posible que esta
primera transicidn se deba al DNA espaciador entre nucleoso-
mas limite, puesto que algunos de los mononucleosomas aisla-

dos no 1o habrén perdido durante la digestidn enzimética.
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Las otras dos transiciones estarfan en este caso asociadas
al DNA del nucleosoma limite.

Las diferencias ya seflaladas entre las temperatu-
ras de transicidn obtenidas por Lee y col. (1982) y las aqui
descritas pueden atribuirse a diferencias estructurales
entre ambos tipos de nucleosomas provocadas por el diferente
método de obtenéién . Los mononucleosomas obtenidos por Lee
y col. (1982) provienen de cromatina aislada por el procedi-
miento de Franco y Ldpez-Brafia (1978) el cual incluye una .
etapa de cizalla., Este tipo de tratamientos afecta a 1la
estructura de la cromatina, como se desprende de los traba-
Jjos realizados por otros autores a este respecto (Nicolini y
col. 1976). Por otra parte, en esta investigacidn se ha
comprobado que es asi (Vease la primera parte de los resul-
tados de esta Memoria). Por el contrario, los mononucleoso-
mas obtenidos en esta investigacidn provienen directamente
de nlicleos de levadura, no habiendo sufrido en ningiin momen-
to fuerzas de cizalla. Por este motivo, los mononucleosomas
de levadura que se han obtenido son los primeros que se
obtienen con la estructura nativa en este organismo, por lo
que los resultados obtenidos con ellos creemos son de mayor
fiabilidad.

Una vez calculada la curva derivada se ajustd la
curva experimental al mejor conjunto de gaussianas. La Figu-
ra 34 muestra el resultado de la descomposicidn de la curva
derivada de mononucleosomas en tres gaussianas. En la Tabla
XII se enumeran los resultados representados en la Figura
34, indicando la temperatura de fusidon de cada una de las

transiciones en que se ha descompuesto la curva, asi como el
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porcentaje que representan obtenido a partir del &rea de la
curva gaussiana calculada para cada transicidn.

Los mononucleosomas muestran dos transiciones
mayoritarias que ocurren a 72 y 79 °C respectivamente, junto
con una pequefia transicidn centrada a 62 °C. Estas tres
transiciones coinciden con las descritas por otros autores
para cromatina de alto peso molecular. Fulmer y Fasman
(1979), en cromatina de alto peso molecular de eritrocito de
pollo, han asignado la primera de las transiciones al DNA
proximo al nucleosoma limite, mientras que las otras dos
corresponderian a DNA estabilizado por histonas.

La baja contribucidn de la primera transicidn a la
curva de desnaturalizacidn de mononucleosomas de levadura
puede deberse al hecho de que ese DNA esté también menos
protegido del ataque por la nucleasa micrococal y haya sido

degradado.

3.7.4. EFECTO DE LA FUERZA IONICA

En diferentes puntos de esta Memoria se ha mencio-
nado que las fracciones sélubles de DNH o de cromatina de
levadura precipitan parcialmente a concentraciones de sal
0.1 M, Sin embargo, los mononucleosomas aislados no precipi-
taron en absoluto. Esto puede ser debido a que son particu-
las core, no precipitando tampoco en organismos superiores.

Por otra parte, se llevd a cabo un estudio en el
que se intentd ver el efecto de la fuerza idnica sobre la
estructura terciaria del DNA en el core nucleosomal. Este

estudio se llevd a cabo realizando el espectro de dicroismo



circular de los cores a diferentes fuerzas idnicas. La
concentracidén de sal (KCl) mds elevada que se utilizd fue de
0.1 M. En todo el rango de concentracioneé de sal utilizadas
no se detectd ningln cambio en la elipticidad a 280 nm. Esto
quiere decir que el DNA del core nucleosomal de levadurano sufre

nunguna variacidn en su estructura terciaria.

3.8. EFECTO DE LA LONGITUD DE LA CADENA NUCLEOSOMAL

3.8.1. Desnaturalizacidn térmica

Con objeto de ver la influencia de la longitud de
la cadena nucleosomal sobre el perfil de desnaturalizacidn
térmica, los distintos picos obtenidos en la cromatografia
en Biogel A5 m se dializaron frente a EDTA 0.25 mM pH 8.0
para someterles a desnaturalizacidn térmica (Vease apartado
2.7.3.). Los perfiles de desnaturalizacidn térmica de dichos
picos mostraron unos valores de hipercromicidad de 29 para
mononucleosomas, 34 para el pico II y 33 para el pico III.

En la Figura 35 se muestra la primera derivada de
los perfiles de desnaturalizacidn de los picos II y III. En
ella se puede observar que cada fraccidn muestra unas carac-

teristicas propias. Asi, mientras los mononucleosomas
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muestran las transiciones ya comentadas en el apartado
3.7.3., es decir, 62, 72 y 78 ©°C, los picos IT y III parecen
mostrar transiciones térmicas a esas mismas temperaturas
pero con una diferente contribucidn de cada una de ellas.

En la Figura 36 se muestra la descomposicidn en
gaussianas de las curvas derivadas de las tres fracciones, y
en la Tabla XII‘se muestra el porcentaje de cada una de las
transiciones. Se puede observar como la primera transicidn
va aumentando en importancia desde el mononucleosoma hasta
el pico II. Por otra parte, el porcentaje de la segunda
transicidn va disminuyendo y el de la tercera va aumentando.
El tanto por ciento del area total que corresponde a cada
transicidn es equivalente el tanto por ciento de pares de
bases de DNA que estdn implicados en esa transicidn. De esta
manera, puesto que el tamafio de 1los mononucleosomas aislados
es de 140 pb, es decir, se trata del core nucleosomal, el
aumento del tanto por ciento de pares de bases de DNA que
funden a la temperatura de la primera transicidn debe ser
consecuencia de la presencia en pico II y pico III (mas en
el primero) del DNA linker, del cual carece el mononucleoso-
ma., El hecho de que este DNA no funda exactamente a la
temperatura de fusidon del DNA libre puede deberse a su
pequefila longitud y a estar entre dos regiones muy protegi-
das. Es posible que las histonas del core protejan también,
aunque en menor medida, al DNA linker.

‘ Mas dificil de explicar es el aumento del tanto
por ciento del DNA que contribuye a la ltima transici6n.
Este hecho puede deberse a un efecto que ejerza cada parti-

cula core sobre las adyacentes, de manera que el DNA del
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TABLA XII

Transicidn

Fraccidn 1 2 3

pico II 25%(61°C) - 23%(71°C)  52%(77°C)

pico III 13%(61°C)  36%(72°C) 51%(78°C)
. pico IV 3%(61°C)  66%(72°C)  31%(79°C)

Porcentaje y temperatura de cada transicidn en las

fracciones de la cromatografia.



core se encuentre mas protegido. En el mononucleosoma los
extremos del DNA del core se encuentran libres con loque es
posible que se encuentren desestabilizados y fundan a una
temperatura menor. La presencia de otra particula core veci-
na o quizd simplemente del DNA linker pueden proteger esta

regidn.

3.8.2., Dicroismo circular

En la Figura 37 se muestra los espectros de di-
crolsmo circular correspondientes a los tres picos de la
cromatografia en Biogel A-5m. Los espectros se realizaron
con las muestras en Tris 10 mM, EDTA 0.7 mM pH 7.6. Se puede
observar como hay un desplazamiento del miximo de eliptici-
dad positiva a longitudes de onda menores con el aumento de
la longitud de la cadena nucleosomal. Asi, los mononucleoso-
mas, como ya-se ha descrito en el apartado 3.7.2. presentan
un maximo de elipticidad sobre los 280 nm con un hombro
sobre los 275 nm. Por otro lado, el espectro del pico III
muestra un maximo de elipticidad sobre los 278 nm, y el del
pico II sobre los 275 nm.

El valor de elipticidad molar también se ve afec-
tado por la longitud de la cadena nucleosomal. Asi, los
mononucleosomas presentan en el maximo una elipticidad molar

2 x decimol~1, Por su parte, el maximo de

2

de 2700 grados x cnm

elipticidad del pico III es de 2875 grados x cm“ x decimol~

2 X decimol'1.

y el del pico II de 3800 grados x cm
Se puede observar como la longitud de la cadena

nucleosomal también influye sobre la longitud de onda a la

¢sl
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que la elipticidad se hace negativa. Mientras la elipticidad
molar de los mononucleosomas cambia de signo a los 265 nm,
la del pico III lo hace a los 261 nm y la del picb IT a los
259 nm.

Como se puede ver en la Figura 35, enel pico III
hay una mezcla de mononucleosomas y dinucleosomas, mientras
que en el pico fI se encuentran principalmente fragmentos de
elevado peso molecular. A la vista de los resultados parece
que el paso de mononucleosoma a dinucleosoma provoca - ya el
desplazamiento del maximo a menor longitud de onda, mientras
que es necesaria una mayor longitud para que se produzca el
incremento en el valor de elipticidad molar.

Si tenemos en cuenta la pdsible relacidn existente
entre la estructura terciaria del DNA y el dicroismo circu-~
lar, el aumento de elipticidad indicaria una menor estructu-
en el DNA. Esto podria deberse a la presencia de DNA
linker. De esta manera, el DNA contribuirfa exclusivamente
con el espectro conservativo del DNA (estructura B) y ‘dismi-
nuiria el tanto por ciento del DNA que contribuye con la
sefial de dicroismo de la estructura terciaria (banda de

elipticidad negativa a los 275 nm).

De esta forma, el aumento en longitud de la cadena
nucleosomal implica desestabilizacidn del DNA frente a
la temperatura y un aumento de la elipticidad. Ambos efectos
pueden tener su explicacidn en la presencia del DNA linker.
Sin embargo, también se produce una estabilizacifon de parte
del DNA que solo puede explicarse en funcion de una

interaccidn entre los cores nucleosomales.
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Por otra parté, se puede observar como el
incremento en la longitud de la cadena nucleosomal produce
un desplazamiento del maximo de elipticidad hacia menores
longitudes de onda, lo que es tipico de muestras con RNA.
Sin embargo, los valores de hipercromicidad indican todo 1lo
contrario. Es posible que estos resultados se deban a alguna
contaminacidén del pico I. Este pico no contiene DNA y sin
embargo, presenta una elevada Ajgn. El hecho de que eluya en
el volumen de exclusidn indica, ademéas, que es de elevado
peso molecular. Estos resultados parecen sugerir que en este
pico se encuentra RNA de alto peso molecular, posiblemente
asociado con proteinas.

Segfin Cantor y Schimmel (1975) los RNA de gran
tamafio contienen seguramente estructura terciaria. Mediante
estudios de crosslinking se ha observado que los rRNA 16S y
23S contienen regiones en doble hélice. A la vista de ello,
se puede sugerir que el material presente enel pico I es un
RNA de este tipo (o su precursor en el niicleo). E1 hecho de
poseer regiones en doble hélice explicaria el elevado valor
de hipercromicidad al mismo tiempo que el miximo de elipti-
cidad se encuentra desplazado hacia menores longitudes de

onda.
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Los resultados obtenidos en esta investigacidn
sugieren que en la cromatina de levadura el DNA se encuentra
con un menor grado de estructura terciaria. Asi, los
espectros de dicroismo circular de las fracciones S2
muestran unos valores de elipticidad superiores a los que
muestran fracciones semejantes de eucariontes superiores
(Cowman y Fasmén, 1978; Watanabe e Iso, 1981). Ademés, el
hecho de que los cores nucleosomales de levadura muestren
también valores de elipticidad superiores a los de las
mismas particulas de eucariontes superiores indica que la
diferencia existente entre estos organismos y la levadura
radica en la disposicidn del DNA alrededor del octémero de
histonas. Asi, el DNA se debe dispéner de una forma menos
estructurada de forma que la contribucion de 1la
superestructura al espectro de dicroismo circular (banda
negativa sobre los 275 nm) (Cowman y Fasman, 1978) sea menor
y, por tanto, mostrar unos mayores valores de elipticidad.

Un factor a tener en cuenta es que estudios
realizados para examinar el nivel de acetilacidn de las
histonas de levadura (Davie y col., 1981; Nelson, 1982) han
mostrado que la cromatina de levadura se encuentra entre las
cromatinas més acetiladas. Por otra parte, Bode y col.
(1983) han comprobado que los nucleosomas que poseen
histonas acetiladas poseen una estructura miAs abierta que la
del nucleosoma normal. También se ha sugerido que una
posible causa de la diferente estructura de los nucleosomas
activos es la presencia de histonas acetiladas (Mathews y
Bradbury, 1982). También se ha comprobado que en cromatina

enriquecida en histonas hiperacetiladas las regiones que son
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digeridas mas ripidamente por la DNasa I son precisamente
aquellas que contienen las histonas acetiladas (vidali y
col., 1978). Por fGltimo, estudios de desnaturalizacidn
térmica han indicado que la estructura de los nucleosomas
enriquecidos en histonas hiperacetiladas tienen una
estructura menos estable que la de los nucleosomas normales
(Bode y col., 1980; Yau y col., 1982; Simpson, 1978b).

Teniendo todos los anteriores factores en cuenta
es posibie que la mayor elipticidad de los cores de levadura
en comparacidn con los de organismos superiores sea debida a
la acetilacidn de histonas. La hiperacetilacidn de las
histonas se ha asociado también con la elevada actividad
transcripcional que existe en levadura. Si la acetilacidn de
las histonas provoca una pérdida de estructura terciaria por
parte del DNA, es posible que, al mismo tiempo, lo haga mias
accesible a la RNA polimerasa. |

Se ha comprobado también en esta investigacidn que
la fraccidn solubilizada a partir de cé&lulas en fase
estacionaria muestra unos menores valores de elipticidad que
la que proviene de células en fase exponencial. Si aceptamos
lo anteriormente expuesto, este resultado indica que él DNA
tiene un mayor grado de estructura terciaria en los nicleos
que provienen de células en fase estacionaria. Esto
podria indicar que la actividad transcripcional de las
células en fase estacionaria es menor que la de células en
fase exponencial y podria deberse a un menor nivel de aceti-
lacidn en las histonas de la primera.

Otra posible causa de la menor estructuracidn del

DNA en los cores de levadura, no excluyente con la anterior,
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es la presencia de una histona H3 que difiere bastante de
las de organismos superiores. Como ya se ha explicado en la
Introduccidn, la histona H3 es la que interacciona con los
extremos del DNA en el core, por lo que unas diferencias en
esta histona pueden provocar cambios en la estructura del
DNA en estas zonas.

Por otra parte, se ha comprobado que el aumento de
la cadena nucleosomal implica un aumento en la elipticidad y
una estabilizacidn frente a la desnatura{}zacién térmica. El
aumento de la elipticidad tiene una explicacidn 1ldgica en la
contribucidn del DNA linker, asi como el incremento en la
transici6n que ocurre a menor temperatura. En cuanto a la
estabilizacidn frente a la tempefatura puede deberse al
efecto estabilizante de unas particulas sobre otras. Sin
embargo, la posibilidad de que esté presente (en pico II)
RNA con una cierta estructura terciaria puede hacer que se

malinterpreten los resultados.



CONCLUSIONES

1.- La cromatina de levadura prensada tiene una
estructura alterada debido a haber sufrido algin tipo de
degradacoidn, por lo que no es un material iddneo
para el estudio de la estructura de la cromatina al no poder

generalizarse sus resultados.

2.-"El método de solubilizacidn de fracciones de croma-
tina por dialisis no es vadlido pues requiere una cierta

degradacidn previa de la cromatina.

3.- E1 DNA en la fraccidn DNH-S, solubilizada por di&-
lisis presenta un menor nivel de estructura terciaria que el
de la fraccidn DNH-Sb solubilizada por digestidn con nuclea-

sa micrococal..

4.- La digestidn de nlicleos hasta un 5 % de DNA soluble
en 4cido libera demasiado RNA que enmascara las caracteris-
ticas del DNA Por el contrario, la digestidén suave conduce a
fracciones solubles de cromatina que no contienen RNA, al

menos en cantidades detectables.

5.- Los nlicleos procedentes de células en diferente
fase de crecimiento muestran una diferente cinética de
digestidn con nucleasa micrococal. Los nlicleos de células en
fase exponencial muestran una cinética més rapida, lo que

indica una estructura mas accesible.
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6.- E1 DNA en la cromatina de levadura tiene un menor
grado de estructura terciaria que el de cromatina de orga-

nismos superiores, como se deduce de los espectros de dicroismo

circular.

7.- E1 DNA tiene un mayor grado de estructura terciaria
en la cromatina de células en fase estacionaria. Al mismo
tiempo, también presenta una mayor estabilizacidn frente a

la desnaturalizacidn térmica.

8.- E1 DNA de las particulas core aisladas presenta
tambié&n una menor estructuracidn que los cores de
organismos superiores pudiendo esto estar relacionado con la

elevada actividad transcripcional de este organismo.

9.- Al aumentar la longitud de la cadena nucleosomal se
produce una estabilizacidn frente a la desnaturalizaci6nu
térmica. Las particulas core estabilizan de alguna forma a
las particulas vecinas. Sin embargo, los resultados pueden
venir afectados por la presencia de RNA gque muestre

estructura secundaria y terciaria.
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