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1 .  INTRODUCCION

La i n f o r m a c i o n  g e n é t i c a  de l a  mayo r  p a r t e  de  l o s  

o r g a n i s m e s  se e n c u e n t r a  c o n t e n i d a  en su  DNA. P a ra  e l  c a s o  de 

l o s  e u c a r i o n t e s  e s t a  a f i r m a c i ô n  e s  a b s o l u t e .  En l a s  c é l u l a s  

de  e s t o s  o r g a n i s m e s  l a  mayor  p a r t e  d e l  DNA s e  e n c u e n t r a  en  

e l  n û c l e o  y no  e n  f o r m a  l i b r e ,  s i n o  que  p r é s e n t a  o t r a s  

e s p e c i e s -  m o l e c u l a r e s  a s o c i a d a s ,  f ormando  un c o m p l e j o  que se  

d e n o m i n a  c r o m a t i n a .  Se t r a t a  de  u n e  de  l a s  a r q u i t e c t u r a s  

m o l e c u l a r e s  mas a p a s i o n a n t e s , d e b i d o  a s u  e x t r a o r  d i n a r i a  

c o m p l e j i d a d .  En e f e c t o ,  e l  DNA e u c a r i ô t i c o  t i e n e  une l o n g i ­

t u d  s u p e r i o r  en v a r i e s  ô rd e n e s  de magn i tud  a l a s  d i m e n s i o n e s  

d e l  n û c l e o ,  p o r  l o  que  s u  em paque  t a m i e n t o  d e n t r o  de  é l  ha  de  

s e r  c o n s i d e r a b l e  y c o m p l e j o .  Ademâs,  e s t e  em p a q u e t am i en t o  ha 

de p e r m i t i r  que  o c u r r a n  t o d o s  l o s  p r o c e s o s  a so c i  ad os a l a  

t r a n s m i s i o n  de i n f o r m a c i o n  g e n é t i c a .  Es é v i d e n t e ,  por  t a n ­

t e ,  que  p a r a  c o n o c e r  l a  f u n c i o n  de  l a  c r o m a t i n a ,  l o  que  

c o n l l e v a r i a  l a  e x p l i c a c i o n  de t o d os  l o s  p r o c e s o s  y m é c a n i s ­

mes de c o n t r o l  de l a  e x p r e s i ô n  g e n é t i c a ,  e s  n e c e s a r i o  cono­

c e r  su  e s t r u c t u r a  y c o m p o s i c io n ,  y a q u e l l a  no de sde  un pu n tb  

de v i s t a  e s t â t i c o ,  s i n o  de sde  l a s  p e r s p e c t i v a s  de s u s  r e l a -  

c i o n e s  e s t r u c t u r a - f u n c i o n .

1 . 1 .  COMPOSICION DE LA CROMATINA

La c r o m a t i n a  e s t a  co mpues t a  f u n d a m e n t a l m e n t e  po r  

DNA, RNA y p r o t e i n a s  ( T a b l a  I ) .  No o b s t a n t e ,  a u n q u e  un a 

f r a c c i ô n  d e l  RNA puede  s e r  c o n s i d e r a d o  como coraponente  i n -
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t r î n s e c o  l a  mayor p a r t e  s e  a t r i b u y e  a l a  t r a n s c r i p c i o n  d e l  

DNA, ya que su  c o n t e n i d o  v a r i a  segün l a  a ç t i v i d a d  t r a n s c r l p -  

c i o n a l  de l a  c é l u l a .

Con r e s p e c t e  a l a s  p r o t e i n a s  de l a  c r o m a t i n a ,  

e s t a s  s e  d i v i d e n  en  d o s  g r u p e s .  Une f e r m a d o  p e r  u n e s  p e l i -  

p é p t i d o s  b â s i c e s ,  que  s u p o n e n  a l g e  m a s  de l a  m i t a d  de l a s  

p r o t e i n a s  c r o m o s o m a l e s ,  y q u e  s e  d e n o m i n a n  h i s t o n a s .  E l  

o t r o ,  compues to  po r  e l  r e s t e  de l a s  p r o t e i n a s  c ro m os om a le s ,  

a c i d a s  p n e u t r a s ,  y q u e  s e  d e n o m i n a n ,  p o r  e x c l u s i o n ,  

p r o t e i n a s  c rom os om a le s  no h i s t o n a s  (PCNH).

Se ha comprobado que l a  c o m p o s i c iô n  de l a  c r o m a t i ­

na  , e n  c u a n t o  a l a  p r o p o r c i ô n  de l a s  d i  f e  r e n t e  s e s p e c i e s  

m o l e c u l a r e s  p r é s e n t e s ,  v a r i a  segûn l a  f a s e  d e l  c i c l o  c e l u -  

l a r ,  de un modo p o s i b l e m e n t e  r e l a c i o n a d o  con  s u  a ç t i v i d a d .  

S i n  embargo,  l a  r e l a c i ô n  DNA/his tonas  permanece  p r â c t i c a m e n -  

t e  c o n s t a n t e  ( J o h n s ,  1971)  y p r ô x i m a  a l a  un i d a d ,  de modo 

que e s t e  hecho s u e l e  e m p l e a r s e  como un c r i t e r i o  a u x i l i a r  de 

pu re z a  e i n t e g r i d a d  q u i m i c a  de l a  c r o m a t i n a .

1 . 1 . 1 .  HISTONAS

L a s  h i s t o n a s  s o n  e l  p r i n c i p a l  g r ü p o  de  p r o t e i n a s  

c r o m o s o m a l e s ,  p o r  l o  q u e  ha  s i d o  a m p l i a m e n t e  e s t u d i a d o  

( I s e n b e r g ,  1 9 7 9 ) .  L a s  h i s t o n a s  s o n  p r o t e i n a s  b â s i c a s ,  de  

p e q u e h o  t a m a h o  m o l e c u l a r ,  que  s e  e n c u e n t r a n  a s o c i a d a s  a l  

DNA. I n i c i a l m e n t e  s e  d e s c u b r i e r o n  en t im o  de t e r n e r a ,  donde 

e x i s t e n  c i n c o  f r a c c i o n e s  p r i n c i p a l e s  que  se  han c l a s i f i c a d o  

a t e n d i  end o a s u  c o n t e n i d o  e n  a m i n o â c i d  os b â s i c o s  ( J o h n s ,  

1 9 71 ) :  l a  H1 , muy r i c a  en  l i s i n a ;  l a s  H2A y H2B, m o d e r a d a -



m e n t e  r i c e s  e n  l i s i n a ;  y l a s  H3 y H4, r i c a  s e n  a r g i n i n a  

( T a b l a  I I ) .

Las  h i s t o n a s  s e  han e n c o n t r a d o  en t o d o s  l o s  o r g a -  

n i s m o s  e u c a r i o t i c o s  i n v e s t i g a d o s  ( I s e n b e r g ,  1979) con e x ce p -  

c i o n  de  a l g u n o s  e u c a r i o n t e s  i n f e r i o r e s ,  e n  l o s  que  e s t a  

a u s e n t e  l a  h i s t o n a  H1 como e s  e l  c a s o  de S a c c h a r o m y c e s  

c e r e v i s i a e  ( F r a n c o  y c o l . ,  19 74 ;  F r a n c o  y L ô p e z - B r a h a ,

1978) .  Ademâs de l a s  c i n c o  f r a c c i o n e s  p r i n c i p a l e s  de h i s t o ­

n a s ,  s e  han  e n c o n t r a d o  o t r a s  e s p e c i f i c a s  de a l g û n  o rg an i s m e  

o t e j i d o .  A s i ,  s e  ha  d e s c r i t o  e n  e r i t r o c i t o s  de av e  o t r a  

h i s t o n a  que  s e  ha  d e n o m i n a d o  H5, l a  c u a l  p a r e c e  s u s t i t u i r  

p a r o i  a l  m en t e  a l a  H1 ( N e e l i n  y c o l . ,  1964;  E d w a r d s  y H n i l i -  

c a ,  1968) ;  i g u a l m e n t e ,  en e l  e spermà  de c i e r t o s  i n v e r t e b r a -  

d 08 m a r i n  os  s e  ha  e n c o n t r a d o  l a  h i s t o n a  01 q u e  t a m b i é n  

s u s t i t u y e  a l a  h i s t o n a  H1 en e s t o s  o r g a n i s m e s  (Puigdoménech 

y c o l . ,  1 9 75 ) .

E l  e s t u d i o  de l a  e s t r u c t u r a  p r i m a r i a  de l a s  h i s t o ­

n a s  ha  c o n d u c i d o  a l a  d e t e r m i n a c i ô n  de l a  s e c u e n c i a  de 

a l g u n a  de  e l l a s .  L a s  p r i m e r a s  e n  s e c u e n c i a r s e  t o t a l m e n t e  

f u e r o n  l a s  h i s t o n a s  H4 de t i m o  de t e r n e r a  (DeLange  y c o l . ,  

1 9 6 9 a ;  Ogawa y c o l . ,  1969 )  y de g u i s a n t e  (DeLange y c o l . ,  

1 9 6 9 b ) ,  o b s e r v a n d o s e  qu e  s o l o  m o s t r a b a n  d o s  d i f e r e n c i a s  y 

a d e m â s  c o n s e r v a t i v e s .  P o r  s u  p a r t e ,  l a  s e c u e n c i a  de  l a  

h i s t o n a  H3 de t im o  de t e r n e r a  (DeLange y c o l . ,  1972; Oi son  y 

c o l . ,  1 9 7 2 ) y l a  de  g u i s a n t e  ( P a t t h y  y c o l . ,  1973 )  d i f i e r e n  

e n  s o l o  c u a t r o  p o s i c i o n e s  ( P a t t h y  y c o l . ,  19 73 ) .  E s t o s  

r e s u  1 t a d o s  i n d i c a n  u n a  g r a n  c o n s e r v a t i v i d a d  e n  e s t a s  

p r o t e i n a s ,  l o  q u e  v i e n e  a p o y a d o  p o r  o t r o s  e s t u d i o s  de s e ­

c u e n c i a  (Von H o l t  y c o l . ,  1979;  I s e n b e r g ,  1979;  U rb a n  y



TABLA I I . - Compos i c iôn de a m i n o â c i d o s  de l a s  h i s t o n a s H2A,
H2B, H3 y H4 de  t i m o de t e r n e r a  y de l a  h i s t o n a  H1 de
t e s t i c u l 0 de t r u c h a . La c o m p o s i c i ô n  s e  da e n  m o l e s po r
c i e n t o .  L os d a t o s  s e  h a n  c a l c u l a d o a p a r t i r  de l a s
s e c u e n c i a s de a m i n o â c i d o s  de  H1 (McLeod y c o l . ,  1 9 7 7 ) , H2A
(Yeoman y c o l 1 9 7 2 ) , H2B ( I w a i y c o l . . 1 9 7 0 ) ,  H3 (DeLange
y c o l . ,  1972) y H4 (Ogawa y c o l . . 19 69 ) .

Aminoâcido Ml H2A H2B M3 Mi

Asp 0.5 1.5 2.4 2.9 2.9
Asn 1.5 4.7 2.4 0.8 2.0
Thr 3 .1 3 . 9 6 . 4 7 . 4 6 . 9
Se r 6 . 8 3.1 1 1 . 2 3 . 7 2 . 0
Glu 3.1 5 . 4 . 5 . 6 5 . 2 3 . 9
Gin - 3 . 9 2 . 4 5 . 9 2 . 0
P ro 9 . 4 3 . 9 4 .8 4 . 4 1 . 0
Gly 5 .1 1 0 . 9 5 . 6 5 . 2 1 6 . 7
Ala 2 6 . 8 1 3 . 2 1 0 .4 1 3 . 3 6 . 9
Cys - - - 1 .5 -
Val 7 . 2 6 . 2 7 . 2 4 . 4 8 . 8
Met - - 1 .6 1 .5 1 .0
I l e 1 .0 4 . 7 4 .8 5 . 2 5 . 9
Leu 3 . 6 1 2 . 4 4 . 8 8 . 9 7 . 8
Tyr 0 .5 2 . 3 4 . 0 2 . 2 3 . 9
Phe 0 . 5 0 . 8 1 .6 3 . 0 2 . 0
Trp - - - - -
Hi s - 3.1 2 . 4 1 .5 2 . 0
Lys 2 9 . 9 1 0 . 9 16 . 0 9 . 6 10 .8
Arg 1 . 0 9 . 3 6 . 4 13 .3 1 3 . 7
^ b â s i c o s 3 0 . 9 2 3 . 3 2 4 .8 2 4 . 4 2 6 . 5
Lys /Arg 29 .9 1.1 2 .5 0 . 7 0 . 8



c o l . ,  1979).  S in  embargo,  p o s i b l e s  e x c e p c i o n e s  a e s t a  s i t u a -  

c i ô n  s e  h a n  o b s e r v a d o  e n  H3 de  l e v a d u r a  ( B r a n d t  y Von H o l t ,  

1 9 7 6 ; M a r d i a n  e I s e n b e r g ,  1978b) y T e t r a h y m e n a  ( Johm an  y 

Gorovsky,  1976) ,  c uy as  m o v i l i d a d e s  e l e c t r o f o r é t i c a s  d i f i e r e n  

de l a  p r o t e î n a  de t i m o  de t e r n e r a .  Po r  o t r o  l a d o ,  l a  H4 de 

T e t r a h y m e n a  d i f i e r e  de  l a  de t i m o  de t e r n e r a  e n  un mayo r  

numéro de r e s t e s  como m u e s t r a n  d a t o s  a c e r c a  de su  s e c u e n c i a  

(G lover  y Gorovsky,  1978) .  Las  h i s t o n a s  moderadamente  r i c a s  

en  l i s i n a ,  H2A y H2B, son  mas v a r i a b l e s  que H3 y H4, pe ro  de 

t o d a s ,  e s  l a  H1 l a  mas v a r i a b l e  ( I s e n b e r g ,  1 9 7 9 ) (F i g u r a  1) .

El  a n â l i s i s  de l a  s e c u e n c i a  de l a s  h i s t o n a s  r é v é l a  

un a  d i  s t r i b u c i ô n  p e c u l i a r  de l o s  a m i n o â c i d o s  e n  l a  c a d e n a  

po l i p e p t  î d i c a  ( F i g u r a  2 ) .  En l a s  h i s t o n a s  H2A, H2B, H3 y H4 

l a  ma y o r î a  de l o s  r e s i d u o s  b â s i c o s  y o t r o s  d e s e s t a b i l i z a n t e s  

de  l a  < * - h â l i c e  s e  e n c u e n t r a n  e n  e l  t e r c i o  a m i n e - t e  r  m i n a i  

( J o h n s o n  y c o l . ,  197 4 ;  DeLange y S m i t h ,  1 9 7 1 ) ,  m i e n t r a s  que  

l a  r e g i o n  c a r b o x i l o - t e  r m i n a i  c o n t i e n e  l a  m a y o r î a  de  l o s  

r e s i d u o s  h i d r o f ô b i c o s .  En c o n s e c u e n c i a ,  l a s  h i s t o n a s  p r é s e n ­

t a  n una e s t r u c t u r a  g l o b u l a r  con un e x t r e m o ,  e l  a m i n o - t e r m i -  

n a l ,  e n  c o n f o r m a c i o n  a p e r i ô d i c a  ( E d w ar d s  y S h o o t e r ,  1970 ;  

Chapman y c o l . ,  1976;  S a u t i e r e  y c o l . ,  1 9 7 3 ) .  La h i s t o n a  H1, 

p o r  o t r a  p a r t e ,  p r é s e n t a  u na  e s t r u c t u r a  a l g o  d i  f e  r e n t e ,  ya 

q u e  e x i s t e n  d o s  r e g i o n e s  b â s i c a s ,  c a d a  una  de e l l a s  e n  un 

ex t r e mo  de l a  m o l e c u l a ,  con r e s t o s  d e s e s t a b i l i z a n t e s  de l a  

o ( -h e l i c e  (Co le ,  1977) ,  y p r e s e n t a n d o  una e s t r u c t u r a  g l o b u l a r  

c e n t r a l  ( H a r t m a n  y c o l . ,  1 9 7 7 ) .  De e s t a  f o r m a ,  l o s  dos  

e x t r e m o s  f l e x i b l e s  e s t â n  en c o n f o r m a c i o n  a p e r i ô d i c a  (Johnson 

y c o l . ,  1 9 7 4 ).  Como c a s o  p a r t i c u l a r ,  l a  h i s t o n a  H5 m u e s t r a  

e s t o s  r e s i d u o s  d e s e s t a b i l i z a n t e s  de o<-he l i c e  s ô l o  en  e l  ex -
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t r e m o  c a r b o x i l i c o  ( Johnson  y c o l . ,  1974).

Como ya  s e  ha  d i c h o ,  l a s  h i s t o n a s  H3 y H4 p r e s e n -  

t a n  una  g r a n  con  s e r  va t i v i d a d ,  l a  c u a l  s e  m a n i f  i e s t a  a l o  

l a r g o  de t o d a  su  e s t r u c t u r a ,  s i  b i e n  l o s  s i t i o s  que m u e s t r a n  

v a r i a c i o n e s  t i e n d e n  a a p a r e c e r  en  l a  r e g i o n  a m i n o - t e r m i n a l  

( I s e n b e r g  1979) .  Algo p a r e c i d o  o c u r r e  con l a s  h i s t o n a s  H2A 

y H2B, s i  b i e n ,  como ya se  ha menc ionado ,  e l  g r ado  de v a r i a -  

c i o n  e s  mayo r  (Von H o l t  y c o l . ,  1979 ;  I s e n b e r g ,  1979 ;  U r b a n  

y c o l . ,  1 9 7 9 ) .  A s i ,  en  l a  h i s t o n a  H2B l a  mayor  p a r t e  de  l a s  

v a r i a c i o n e s  o c u r r e n  en e l  t e r c i o  a m i n o - t e r m i n a l  de l a  m o le ­

c u l a ,  m i e n t r a s  que l o s  dos  t e r c i o s  c a r b o x i l o - t e r m i n a l e s ,  con 

e s t r u c t u r a  g l o b u l a r ,  m u e s t r a n  g r a n  c o n s e r v a t i v i d a d .  P a r e c e  

p u e s  q u e  a l o  l a r g o  de l a  e v o l u c i o n  s e  han  c o n s e r v a d o  l a s  

r e g i o n e s  g l o b u l a r e s .  Las  v a r i a c i o n e s  o b s e r v a d a s  en l a  r e g i o n  

a m i n o - t e r m i n a l  no a f e c t a n ,  por  t a n t o ,  a l a  e s t r u c t u r a  de l a s  

h i s t o n a s  a l  e n c o n t r a r s e  e s t a  r e g i o n  en c o n f o r m a c i o n  a p e r i ô ­

d i c a .  A p e s a r  de e s t o ,  en  l a s  h i s t o n a s  H3 y H4 p a r e c e  c o n -  

s e r v a r s e  t a m b i é n  l a  r e g i ô n  a m i n o - t e r m i n a l .

F o r  s u  p a r t e ,  l a  h i s t o n a  HI ,  q u e  e s  l a  mas v a r i a ­

b l e  de  l a s  h i s t o n a s  ( K i n k a d e  y C o l e ,  1966;  B u s t i n  y C o l e ,  

1969; R a i l  y Col e ,  1971; Col e ,  1977) ,  p r é s e n t a  t r è s  d o m i n i o s  

d i f e r e n t e s .  Los p r i m e r o s  c u a r e n t a  a m i n o â c i d o s  de sd e  e l  e x ­

t r e m o  a m i n o - t e r m i n a l  y l o s  u l t i m e s  c i e n  en e l  e x t r e m o  c a r b o -  

x i l o - t e r m i n a l  son  r i c o s  en a m i n o â c i d o s  b â s i c o s  y d e s e s t a b i ­

l i z a n t e s  de  l a  - h é l i c e .  La r e g i ô n  i n t e r m e d i a  e n t r e  l o s  

r e s t o s  41 y 115 e s  mâs h i d r o f ô b i c a  y t î p i c a  de una p r o t e î n a  

g l o b u l a r  (Von H o l t  y c o l . ,  1979;  I s e n b e r g ,  19 7 9 ) .  E s t u d i o s  

f i s i c o s ,  t a n t o  de H1 como de  H5 y de p é p t i d o s  a i s l a d o s  a 

p a r t i r  de  e s t a s  h i s t o n a s ,  han  d e m o s t r a d o  q u e ,  e n  p r e s e n c i a
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de s a l ,  l a  r e g i o n  c e n t r a l  a d q u i e r e  e s t r u c t u r a  pe rm an ec i en do  

l o s  e x t r e m o s  b â s i c o s  d e s e s t r u c t u r a d o s  (Smerdon e I s e n b e r g ,  

1976;  Y a g u c h i  y c o l . ,  1980;  Chapman y c o l . ,  1978a ;  T a n c r e d i  

y T e m u s s i ,  1979 ;  Chapman y c o l . ,  1 9 78b;  C r a n e - R o b i n s o n  y 

c o l . ,  1976; A v i l e s  y c o l . ,  1978) .  Toda l a  c o n s e r v a t i v i d a d  de 

s e c u e n c i a  que m u e s t r a n  l a s  h i s t o n a s  s u g i e r e  que s u  e s t r u c t u ­

r a  e s  f u n d a m e n t a l  p a r a  su  f u n c i o n  b i o l o g i c a .

Po r  o t r a  p a r t e ,  en l a s  h i s t o n a s  e x i s t e  una m i c r o ­

be t e r  ogén e  i d a d ,  q u e  p u e d e  d e b e r s e  a m o d i f i c a c i ô n  de l a s  

c a d e n a s  l a t é r a l e s  de  l o s  a m i n o â c i d o s  o a v a r i a c i o n e s  e n  l a  

s e c u e n c i a .  En e f e c t o ,  l a  e s t r u c t u r a  p r i m a r i a  de l a s  h i s t o n a s  

p u e d e  s u f r i r  modi  f i e a c i one  s c o v a l e n t e s  como a c e t i l a c i ô n ,  

f o s f o r i l a c i ô n ,  m e t i l a c i ô n  y p o l i ( A D P ) r i b o s i l a c i ô n  ( I s e n b e r g ,

1 9 7 9 ) .  E s p e c i a l  e s  e l  c a s o  de  l a  H2A, l a  c u a l  a p a r e c e  e n  

o c a s i o n e s  u n i d a  c o v a l e n t e m e n t e  a l a  u b i q u i t i n a ,  f ormando  l a  

p r o t e î n a  A24 ( I s e n b e r g ,  1 9 7 9 ) .  T o d a s  e s t a s  m o d i f i c a c i o n e s  

c o v a l e n t e s  p o s t s i n t é t i c a s  se  d i s c u t i r â n  mâs a d e l a n t e  en o t r o  

a p a r t a d o  de e s t a  misma I n t r o d u c c i o n .

P o r  o t r o  l a d o ,  a p e s a r  de l a  c o n s e r v a t i v i d a d  ya 

come n t a d a  de  e s t a s  p r o t e i n a s ,  s e  ha  c o m p r o b a d o  que  hay  

m i c r o h e t e r o g e n e i d a d  en  l a  s e c u e n c i a  de  una  h i s t o n a  e n  una  

d e t e r m i n a d a  e s p e c i e .  A e s t e  r e s p e c t e ,  s e  h a n  e n c o n t r a d o  

v a r i a b l e s  a l e l i c a s  de h i s t o n a s  que  son e s p e c i f i c a s  de t e j i -  

dos y que d i f i e r e n  de l a s  m a y o r i t a r i a s  en a l g u n o s  r e s t o s  de 

a m i n o â c i d o s  (Urban y c o l . ,  1979;  Benez ra  y c o l . ,  1981) .  Como 

e r a  de e s p e r a r ,  dada l a  mener  c o n s e r v a t i v i d a d  e v o l u t i v a  de 

l a  H1, d e n t r o  de  un mi s mo t e j i d o  p u e d e  h a b e r  a l  menos c u a t r o  

s u b t i p o s  o v a r i a n t e s  de  s e c u e n c i a  de e s t a  h i s t o n a  (Welch  y 

C o l e ,  1979 ;  S m e r d o n  e I s e n b e r g ,  1 9 7 6 ) ;  l a  c o n c e n t r a c i ô n
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r e l a t i v a  de e s t o s  s u b t i p o s  p u e d e  v a r i a r  c o n s i d e r a b l e m e n t e  

e n t r e  d i  f e  r e n t e s  t e j i d o s  de  un mismo o r g a n i s m e  ( U r b a n  y 

c o l . ,  1979 ;  I s e n b e r g ,  1979 ;  S e y e d i n  y K i s t l e r ,  1 9 7 9 ) .  Un 

c a s o  e x t r e m o  p u e d e  c o n s i d e r a r s e  l a  h i s t o n a  H5 p r e s e n t e  e n  

e r i t r o c i t o s  de  a v e ,  p u e s t o  q u e  e s t u d i o s  de  h o m o l o g î a  de 

s e c u e n c i a  i n d i c a n  que  p r o b a b l e m e  n t e  s e  t r a t e  m âs  de un a 

v a r i a n t e  de H1 que de un t i p o  d i f e r e n t e  de h i s t o n a  (Yaguchi  

y c o l . , 197 7 ;  Y a g u c h i  y c o l . , 1 9 8 0 ) .

■ Un a s p e c t o  muy i n t e r e s a n t e  r e l a c i o n a d o  con  e s t a  

m i c r o h e t e r o g e n e i d a d  de  l a s  h i s t o n a s  e s  que  s u s  c o n c e n t r a -  

c i o n e s  v a r î a n  a l o  l a r g o  de l a  d i f e r e n c i a c i ô n  c e l u l a r .  As î ,  

s e  ha  c o m p r o b a d o  que  e x i s t e n  s u b t i p o s  de  H1 , H2A, H2B y H3 

que  s e  i n c r e m e n t a n  d u r a n t e  l a  e m b r i o g é n e s i s  o d u r a n t e  l a  

m ad u r ac i ôn  de c i e r t a s  c é l u l a s  e s p e c i a l i z a d a s .  En e f e c t o ,  s e  

ha comprobado que  l a  s i n t e s i s  de e s t a s  v a r i a n t e s  de h i s t o ­

n a s  comienza  o a c a b a  en d e t e r m i n a d o s  momentos de l a  e m b r i o -  

g é n e s i s  (New roc k  y c o l . ,  1978;  P o c c i a  e H i n e g a r d n e r ,  1975;  

Cohen y c o l . ,  1975) y se  ha s u g e r i d o  una I n t i m a  r e l a c i ô n  con 

l a  r e e s  t r u c t u r a c  i  ôn de l a  c r o m a t i n a  (Ne wrock  y c o l . ,  1978;  

We in t r aub  y c o l . ,  1978) .  También d u r a n t e  l a  a s p e r m a t o g e n e s i s  

h a y  s i n t e s i s  de h i s t o n a s  e s p e c i f i c a s  o i n c l u s e  de o t r a s  

p r o t e i n a s  b â s i c a s .  As î ,  en t e l e ô s t e o s  l a s  h i s t o n a s  son  r eem -  

p l a z a d a s  p o r  p r o t a m i n a s  (Sung y D i x o n ,  1 9 7 0 ) .  P o r  s u  p a r t e ,  

en  e l  e sperma  de eq u inode rm os  s i  hay h i s t o n a s  p e ro  e s t a s  son 

d i f e r e n t e s  a l a s  s o m â t  i c a  s ( E a s t o n  y C h a l k l e y ,  19 72 ) .  E s t e  

fenômeno t a m b i é n  o c u r r e  d u r a n t e  l a  e s p e r m a t o g é n e s i s  de ma- 

m i f e r o s ,  e x i s t i e n d o  nuevas  h i s t o n a s  t a n t o  d u r a n t e  l a  f o r m a -  

c i ô n  ( S h i r e s  y c o l ,  1975; K i s t l e r  y Geroch,  1975) como en l a  

m a d u r a c i ô n  de l a s  e s p e  r m â t  i d a  s ( K i s t l e r  y c o l . ,  1975;
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M a r u s h i g e  y M a r u s h i g e ,  1975 ;  B a l h o r n  y c o l ; ,  1 977 ) .  Con 

r e s p e c t e  a l a s  v a r i a n t e s  de H3 y H2A, l a s  d i f e r e n c i a s  que s e  

han  l o g r a d o  i d e n t i f i c a  r  s e  l o c a l i z a n  e n  l a s  z o n a s  g l o b u ­

l a r e s ,  en s e c u e n c i a s  r i c a s  en a m i n o â c i d o s  â c i d o s  e h i d r o f ô -  

b i c o s .  E s t a s  v a r i a c i o n e s  q u e ,  p o r  t a n t o ,  d i f i e r e n  e n  s u  

l o c a l i z a c i ô n  de  l a s  e n c o n t r a d a s  e n  l a  mi sma  h i s t o n a  a l o  

l a r g o  de l a  e v o l u c i o n ,  pueden  p r o v o c a r  c amb ios  c o n f o r m a c i o ­

n a l e s  en  d i c h a s  h i s t o n a s ,  l o  que puede  c o n d u c i r  a una a l t e -  

r a c i ô n  dè l a  e s t r u c t u r a  de l a  c r o m a t i n a .

1 . 1 . 1 . 1 .  I n t e r a c c i o n e s  de l a s  h i s t o n a s

En p r i m e r  l u g a r ,  l a s  h i s t o n a s  H2A, H2B, H3 y H4 

i n t e r a c c i o n a n  e n t r e  s î  f o rmando  c o m p l e j o s .  Se ha comprobado 

qu e  e x i s t e n  f u e r t e s  i n t e r a c c i o n e s  e n t r e  H2A y H2B y e n t r e  

H2B y H4 p a r a  f o r m a r  d i m e  r o s ;  y e n t r e  H3 y H4 p a r a  f o r m a r  un 

t e t r â m e r o .  La i n t e r a c c i ô n  e n t r e  H2B y H3 e s  mâs d e b i l  y l a s  

i n t e r a c c i o n e s  e n t r e  H2A y H4 y e n t r e  H2B y H3 l o  s o n  a un mâs  

( I s e n b e r g ,  1 9 7 9 ) .  E s t a  j e r a r q u l a  de i n t e r a c c i o n e s  s e  ha  

o b s e r v a d o  t a m b i é n  en h i s t o n a s  a i s l a d a s  de p l a n t a s  ( S p i k e r  e 

I s e n b e r g ,  1977) ,  hongos (Mard i an  e I s e n b e r g ,  197fife y p r o t o ­

z o os  ( G l o v e r  y G o r o v s k y ,  1 9 7 8 ) .  Un h e c h o  i n t e r e s a n t e  e s  que  

p a r e s  de h i s t o n a s  m ez c l ad o s ,  de g u i s a n t e  y t e r n e r a  ( Sp ik e r  e 

I s e n b e r g ,  1 9 7 7 ) ,  l e v a d u r a  y t e r n e r a  ( M a r d i a n  e I s e n b e r g ,  

1978t^ y T e t r a h y m e n a  y t e r n e r a  ( G l o v e r  y G o r o v s k y ,  1978)  

i n t e r a c c i o n a n  de  f o r m a  c a s i  i d é n t i c a  a l a s  h i s t o n a s  de un a  

misma e s p e c i e .  P o r  e s t e  m o t i v o ,  s e  ha  s u g e r i d o  ( I s e n b e r g ,  

1979;  S p i k e r  e I s e n b e r g ,  1977)  que  l a s  z o n a s  p o r  l a s  que  

i n t e r a c c i o n a n  l a s  d i f e r e n t e s  h i s t o n a s  han s u f r i d o  a l o  sumo
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uno o dos  cambios  a l o  l a r g o  de l a  e v o l u c i o n .

P o r  o t r a  p a r t e ,  e l  g r u p o  de B r a d b u r y  h a  l l e v a d o  a 

c a b o  e s t u d i o s  s o b r e  l a  l o c a l i z a c i ô n  de l o s  s i t i o s  p o r  l o s  

que l a s  h i s t o n a s  i n t e r a c c i o n a n  e n t r e  s î  (Moss y c o l . ,  1976;  

Bohm y c o l . ,  1977 ;  B r a d b u r y  y c o l . ,  1 9 7 7 ) .  E s t o s  e s t u d i o s  

han  s i d o  e f e c t u a d o s  p r  i n c i p a l m e  n t e  medi  a n t e  l a  t é c n i c a  de 

r e s o n a n c i a  m a g n é t i c a  de  p r o t ô n ,  y ha n  c o n c l u i d o  q u e  l a s  

h i s t o n a s  i n t e r a c c i o n a n  a t r a v e s  de l a s  r e g i o n e s  c a r b o x i l o -  

t e r m i n a l ê s ,  h i d r o f ô b i c a s .  Como ya se  ha d i c h o ,  e s t a s  son l a s  

r e g i o n e s  mâs  c o n s e r v a d a  s a l o  l a r g o  de  l a  e v o l u c i ô n  e n  l a s  

h i s t o n a s  m a y o r i t a r i a s ,  c o n f i r m a n d o  l a  h i p ô t e s i s  a n t e r i o r m e n -  

t e  d e s c r i t a .  La p r e s i ô n  s e l e c t i v a  que  c o n s e r v a  l a  r e g i ô n  

g l o b u l a r  p u e d e  p r o v e n i r ,  e n  p a r t e ,  de l a  n e c e s  i d a d  de c o n ­

s e r v e r  l a s  i n t e r a c c i o n e s  h i s t o n a - h i s t o n a .  Po r  e l  c o n t r a r i o ,  

e s  en  e s t a s  r e g i o n e s  donde a p a r e c e n  l a s  v a r i a c i o n e s  i d e n t i -  

f i c a d a s  e n t r e  d i f e r e n t e s  s u b t i p o s  de una misma h i s t o n a  a l o  

l a r g o  de l a  d i f e r e n c i a c i ô n  c e l u l a r ,  por  l o  que  e s t a s  v a r i a ­

c i o n e s  deben i m p l i c a r  c ambios  en l a s  i n t e r a c c i o n e s  e n t r e  l a s  

mol â c u l a  s de h i s t o n a s  y p o r  t a n t o  e n  l a  e s t r u c t u r a  de l a  

c r o m a t i n a .  Po r  o t r a  p a r t e ,  l a  f o r m a c i ô n  d e l  c om p l e j o  p r ovo ca  

en l a s  h i s t o n a s  un aumento  s u s t a n c i a l  en e l  c o n t e n i d o  de o(- 

h e l i c e  y ya muy i n f e r i o r  e n  e l  de  e s t r u c t u r a  6 ( S p i k e r  e 

I s e n b e r g ,  1977; Moss y c o l . ,  1976;  Baker  e I s e n b e r g ,  1976).

Con r e s p e c t o  a l a  h i s t o n a  H1, e s t a  no  m u e s t r a  l a  

t e n d e n c i a  a a u t o a g r e g a r  q u e  m u e s t r a n  l a s  o t r a s  h i s t o n a s  

( S m e r d o n  e I s e n b e r g ,  1976 ;  S p e r l i n g  y B u s t i n ,  1 9 7 6 ) .  Un 

h e c h o  i n t e r e s a n t e  qu e  s e  ha  d e s c r i t o  e s  q u e  d i f e r e n t e s  

s u b t i p o s  de H1 pueden  i n t e r a c c i o n a r  f u e r t e  y s e l e c t i v a m e n t e  

con  l a s  PCNH HMG-1 y HMG-2 (Sm er do n  e I s e n b e r g ,  1976;  Yu y
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S p r i n g ,  1977).

En l o  que  s e  r e f i e r e  a  l a s  i n t e r a c c i o n e s  de l a s  

h i s t o n a s  c o n  e 1 DNA, d e b e n  j u g a r  un p a p e l  i m p o r t a n t e  l a s  

i n t e r a c c i o n e s  i ô n i c a s ,  e n  l a s  que  i n t e r v e n d r â n  1 os r e s t o s  

b â s i c o s  d e l  e x t r e m o  a m i n o - t e r m i n a l  (o de ambos en e l  c a so  de 

l a  H1).  A e s t e  r e s p e c t e ,  l a s  va r  i a c i o n e  s e n c o n t r a d a s  e n t r e  

l a s  s e c u e n c i a s  de  e s t a  r e g i o n  de  un a h i s t o n a  e n  d i f e r e n t e s  

o r g a n i s m e s  no  a f e c t a r â n  g r a nd e m en te  e s t a s  i n t e r a c c i o n e s .  Un 

c a s o  e s p e c i a l  e s  e l  de l a  h i s t o n a  H1, q u i z â  de b id o  a l  hecho 

de m o s t r a r  un mayor numéro de v a r i a n t e s .  As î ,  s e  ha compro-  

bado que d i f e r e n t e s  s u b f r a c c i o n e s  de H1 s e  unen d i f e r e n c i a l -  

m e n t e  a l  DNA ( W e l ch  y C o l e ,  1979;  Welch  y C o l e ,  1 9 8 0 ) .  P e r  

e l  c o n t r a r i o ,  l a s  m o d i f i c a c i o n e s  c b v a l e n t e s  de l a s  h i s t o n a s ,  

mas  e s p e c l f i c a s ,  s i  m o d i f i c a n  l a  c a r g a  n e t a  de e s t a s  r e -  

g i o n e s ,  p o r  l o  q u e  d e b e n  m o d i f i c a r  e s t a s  i n t e r a c c i o n e s .  

D e b i d o  a e l l o  s e  h a n  r e l a c i o n a d o  con  l a  r e g u l a c i o n  de  l a  

e x p r e s i o n  g é n i c a .  E s t e  t ema  s e r a  t r a t a d o  p o s t e r i o r m e n t e  en 

e s t a  I n t r o d u c c i ô n  a l  a b o r d a r  l a  d e s c r i p c i ô n  de l a  e s t r u c t u r a  

de l a  c ro r a a t i n a .

1 . 1 . 2 .  PROTEINAS CROMOSOMALES NO HISTONAS

Se t r a t a  de 1 r e s t o  de p r o t e î n a s  q u e  s e  a i s l a n  en  

l a  c r o m a t i n a  j u n t o  con  e l  DNA ( E l g i n  y W e i n t r a u b ,  1 9 7 5 ) .  

D i f i e r e n  de l a s  h i s t o n a s  en que no son b â s i c a s ,  c o n t e n i e n d o  

e l e v a d a s  p r o p o r c i o n e s  de a m i n o â c i d o s  â c i d o s .  P u e s t o  que e s t e  

g r u p o  de p r o t e î n a s  s e  d e f i n e  p o r  e x c l u s i o n ,  e s  l o g i c o  q u e  

e x h i b a  una g r a n  h e t e r o g e n e i d a d ,  con f u n c i o n e s  muy d i s p a r e s ,  

p u d i e n d o  p r e s e n t e r  a c t i v i d a d  e n z i m â t i c a  ( n u c l e a s a s ,  DNA



p o l i m e r a s a ,  e t c )  o s e r  s i m p l e m e n t e  p r o t e î n a s  e s t r u c t u r a l e s .  

Los e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  han s u g e r i d o  s u  i m p l i c a c i o n  en  méca­

n i s m e s  de  r e  s p u e  s t a  h o r m o n a l  ( T e n g  y H a m i l t o n ,  1 9 7 0 ;  

S p e l s b e r g  y c o l . ,  1 9 7 1 ) .  O t r o s  t r a b a j o s  h a n  demos t r a d o  que  

a l g u n a s  de e s t a s  p r o t e î n a s  e s t i m u l a n  l a  t r a n s c r i p c i ô n  ( S t e i n  

y c o l . ,  1974;  S p e l s b e r g  y c o l . ,  1973;  K o s t r a b a  y Wang, 1973; 

S t e i n  y c o l . ,  1976;  J a m e s  y c o l . ,  1977;  B e k h o r  y S a m a l ,  

1977 ;  J a n s i n  y c o l . ,  1 97 7 ) .  P e r o ,  t a m p o c o  f a i t  a n  l a s  c i t a s  

e n  l a s  q u e  s e  l e s  s u g i e r e  un p a p e l  e s t r u c t u r a l  (Goodwin  y 

c o l . ,  19 77 a ;  Chan y L i e w ,  1977 ;  S t a r o n  y c o l . ,  1977 ;  C a i f a  y 

c o l . ,  1981 ) .

L a s  p r o t e î n a s  no  h i s t o n a s  p r e s e n t a n  un a g r a n  v a -  

r i a b i l i d a d  en e l  pe so  m o l e c u l a r  y c o m p o s i c i ô n  de a m i n o â c i d o s  

( L es to u r g e on  y Rush,  1973) y su  numéro e s  v a r i a b l e  segûn l a s  

^  e s p e c i e s .  S i n  e m b a r g o ,  s e  ha  c o m p r o b a d o  q u e  no  h a y  muchas

Q
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d i f e r e n c i a s  e n t r e  l a s  PCNH de d i f e r e n t e s  t e j i d o s  de un mismo
O
^  o r g a n i s m e ,  s i  b i e n  se  han e n c o n t r a d o  a l g u n a s  e s p e c î f i c a s  de 

t e j i d o s  ( E l g i n  y Bonner ,  1970;  Shaw y Huang,  1970;  M c G i l l a -  

v r a y  y c o l . ,  1971;  Teng y c o l . ,  1971 ) .

1 . 1 . 3 .  PROTEINAS HMG

E n t r e  l a s  p r o t e î n a s  no h i s t o n a s  hay un d e t e r m i n a d o  

g r u p o  q u e  ha  s i d o  y e s  o b j e t o  de un i n t e n s o  e s t u d i o ,  s i e n d o  

q u i z â  s l a s  m a s  c o n o c i d a s .  Se  t r a t a  de  l a s  p r o t e î n a s  HMG 

(High M o b i l i t y  Group) .  Se c a r a c t e r i z a n  po r  su  a l t a  m o v i l i d a d  

e l e c t r o f o r e t i c a  (Goo dw in  y c o l . ,  1973 )  y p o r  s u  e l e v a d o  

c o n t e n i d o  en a m i n o â c i d o s  b â s i c o s  y â c i d o s ,  que l l e g a n  a s e r  

m a s  d e l  30% ( G o o d w i n  y c o l . ,  1 9 7 8 a ) .  P o r  t a n t o ,  s o n



p r o t e î n a s  r e l a t i v a m e n t e  pequerîas y muy c a r g a d a s .

E s t a s  p r o t e î n a s  s e  d e s c u b r i e r o n  en t imo  de t e r n e r a  

( J o h n s ,  1 9 6 4 ) ,  y s i  b i e n ,  e n  p r i n c i p i o ,  p a r e c i a  h a b e r  un 

m ayo r  n u m é r o ,  f  i n a l m e  n t e  s e  h a  c o n c l u î d o  que  hay  c u a t r o  

p r o t e î n a s  HMG m a y o r i t a r i a s :  HMG-1, HMG-2, HMG-I4 y HMG-17 

( G o o d w i n  y c o l . ,  1 9 7 3 ;  G o o d w i n  y c o l . ,  1 9 7 5 a ) .  E s t a s  

p r o t e î n a s  s e  han d e s c r i t o  en d i s t i n t o s  t e j i d o s  de m am î fe ro s ,  

s i e n d o  muy s i m i l a r e s  a l a s  de  t i m o  de t e r n e r a  (Goodwin  y 

c o l . ,  1973a;  Goodwin y c o l . ,  1977b).  Mas t a r d e  s e  han a i s l a -  

do nu ev as  p r o t e î n a s  HMG en t im o  de t e r n e r a ,  p e ro  ya m i n o r i -  

t a r i a s  (Goodwin y c o l . ,  1980; Walker  y c o l . ,  1978a;  Walker  y 

c o l . ,  1 9 7 8 b ) .

E s t a s  p r o t e î n a s  no  s o l o  s e  h a n  d e s c r i t o  e n  m am î ­

f e r o s .  En r e a l i d a d  s e  ha d e s c r i t o  su  e x i s t e n c i a  en  t o do s  1 os 

t e j i d o s  y o r g a n i s m e s  e u c a r i ô t i c o s  e s t u d i a d o s  h a s t a  hoy.  As î ,  

e s t a n  p r é s e n t e s  e n  e r i t r o c i t o  y t i m o  de a v e s  ( S t e r n e r  y 

c o l . ,  1978 ;  R a b b a n i  y c o l . ,  1978 ;  Mathew y c o l . ,  1979;  

V i d a l i  y c o l . ,  1 9 7 7 ) ,  t e s t î c u l o  e h î g a d o  de t r u c h a  (Ma- 

r u s h i g e  y D i x o n ,  197 1 ;  W a t s o n  y c o l . ,  1977 ;  R a b b a n i  y c o l . ,

1 9 8 0 ) ;  d î p t e r o s  ( R o d r i g u e z - A l f a g e m e  y c o l . ,  1976;  F r a n c o  y 

c o l . ,  19 77 ;  M a r q u e z  y c o l . ,  19 8 2 ;  B a s s u k  y M a y f i e l d ,  1 9 8 2 ) ,  

v e g e t a l e s  ( S p i k e r  y c o l . ,  1 9 7 8 ) ,  p r o t o z o o s  (Hamana e I w a i ,

1 9 7 9 ) y l e v a d u r a s  ( S p i k e r  y c o l . ,  1978 ;  Webe r  e I s e n b e r g ,

1 9 8 0 ) .

Las  HMG, aunque son menos a b u n d a n t e s  que l a s  h i s ­

t o n a s  a p a r e c e n  e n  g r a n  c a n t  i d a d  e n  e l  nue  l e  o,  a l r e d e d o r  de 

10^ m o l ê c u l a s  e n  c a d a  un o de  e l l e s .  D e b i d o  a e s t a  e l e v a d a  

c o n c e n t r a c i o n  se  ha p r o p u e s t o  que e s t a s  p r o t e î n a s  son compo-  

n e n t e s  e s t r u c t u r a l e s  de l a  c r o m a t i n a  (Goodwin y c o l . ,  1978a;



N i c o l i n i ,  1978).

E s t a s  p r o t e î n a s  han s i d o  muy e s t u d i a d a s  en  mamî­

f e r o s ,  s o b r e  t o d o  e n  t i m o  de t e r n e r a .  Los  d a t o s  de  q u e  s e  

d i s p o n e  p a r e c e n  i n d i c a r  l a  e x i s t e n c i a  de dos f a m i l i e s  d i f e ­

r e n t e s ,  l a s  c u a l e s  d i f i e r e n  en e l  pe so  m o l e c u l a r  y en  o t r a s  

c a r a c t e r î s t i c a s  como po r  e j e m p l o  su  i n t e r a c c i ô n  con e l  DNA. 

En l a  p r i m e r a  f a m i l i a ,  p r o t e î n a s  HMG de a l t o  pe so  m o l e c u l a r ,  

s e  i n c l u y e n  l a  HMG-1 y l a  HMG-2. En l a  s e g u n d a  f a m i l i a ,  

p r o t e î n a s  HMG de b a j o  pe so  m o l e c u l a r ,  se  i n c l u y e n  l a  HMG-14 

y l a  HMG-17. O t r a s  p r o t e î n a s  HMG que  t a m b i ê n  e s t a n  b i e n  

c a r a c t e r i z a d a s  son  l a s  de t e s  t î c u l o  de t r u c h a ,  HMG-T y H6; 

l a  HMG-T s e  i n c l u y e  e n  l a  p r i m e r a  f a m i l i a  y l a  H6 e n  l a  

segunda .

Las  p r o t e î n a s  HMG-1 y HMG-2 t i e n e n  un peso  mo le cu ­

l a r  de  a l r e d e d o r  de  26 0 00  ( S h o o t e r  y c o l . ,  1974;  Goodw in  y 

c o l . ,  19 75b ;  W a l k e r  y c o l . ,  1 9 8 0 a )  y c o n t i e n e n  un 23% de  

r e s i d u e s  b â s i c o s  y un 30^ de r e s i d u e s  â c i d o s  (Tabl a  I I I ) .  Al 

i g u a l  q u e  o c u r r e  con  l a s  h i s t o n a s  e s t e s  r e s t o s  c a r g a d o s  

m u e s t r a n  una d i s t r i b u c i ô n  a s i m e t r i c a :  1 os r e s i d u e s  b â s i c o s

s e  c o n c e n t r a n  e n  l a  r e g i o n  a m i n o - t e r m i n a l  y 1 os r e s i d u e s  

â c i d o s  en  l a  c a r b o x i l o - t e r m i n a l  (Walker  y c o l . ,  1977; Walker  

y c o l . ,  1978«). Ambas  p r o t e î n a s  s o n  muy seme j a n t e s  como 

i n d i c a n  d a t o s  de s e c u e n c i a  ( W a l k e r  y c o l . ,  1977)  y e l  h e c h o  

de  p r e s e n t e r  r e a c c i ô n  i n m u n o l o g i c a  c r u z a d a  ( S m i t h  y c o l . ,  

1978;  B u s t i n  y c o l . ,  19 78 ) .  Se  da l a  c i r c u n s t a n c i a  de  q u e  

a m b a s  p r o t e î n a s  p o s e e n  u n a  r e g i o n  e n  l a  z o n a  c a r b o x i l o -  

t e r m i n a l ,  c o n s t i t u î d a  e x c l u s i v a m e n t e  p o r  r e s t o s  â c i d o s :  41 

e n  l a  HMG-1 y 35 e n  l a  HMG-2 ( W a l k e r  y c o l . ,  1 9 79 b ) .

Tan to  l a  HMG-1 como l a  HMG-2 a d q u i e r e n  e s t r u c t u r a



TABLA I I I . -  C o m p o s i c ü n  de aminoâc idos  de l a s  p r o t e î n a s  HMG1 
y HMG2 de t i m o  de t e r n e r a  (Goodwin  y c o l . ,  1978^) y de  l a  
HMG-T de  t e s t î c u l o  de  t r u c h a  ( W a t s o n  y c o l . ,  1 9 7 7 ) .  Los  
v a l o r e s  se e x p r e s a n  en moles  por  c i e n t o .

HMG1 HMG2 HMG-T

Asp 10 . 7 9 . 3 11 .45
Thr 2 .5 2 . 7 2 . 9 9
Se r 5 . 0 7 . 4 4 . 5 7
Glu. 18.1 17 .5 9 . 0 7
Pro 7 . 0 8 . 9 7 . 7 4
Gly 5 . 3 6 . 5 17.31
Ala 9 . 0 8 .1 8 . 2 9
Val 1 .9 2 . 3 3 .9 0
Cys t r a z a s t r a z a s 0 . 5 3
Met 1 .5 0 . 4 2 . 0 4
I l e 1 .8 1 . 3 1 . 6 3
Leu 2 . 2 2 . 0 2 . 6 9
Tyr 2 . 9 2 . 0 2 . 2 8
Phe 3 .6 3 . 0 3 .3 5
Lys 2 1 . 3 1 9 .4 1 5 .3 9
His 1 .7 2 . 0 1 .5 0
Arg 3 . 9 4 . 7 5 .2 6
Trp - - 0 . 3 8



a l  a u m e n ta r  l a  f u e r z a  i ô n i c a .  A e s t e  r e s p e c t o ,  s e  ha compro­

bado que en d i s o l u c i ô n  s a l i n a  po seen  un 40-50# de w ^ h e l i c e ,  

e x h i b i e n d o  ademâs  e s t r u c t u r a c i o n  en  d o m i n i o s  (Cary y c o l . ,  

1 9 7 6 ; B a k e r  y c o l . ,  1976 ;  Re ec k  y c o l . ,  19 82 ; Ca r y  y c o l . ,  

1983;  C a r b a l l o  y c o l . ,  19 8 3 ) .  Con r e s p e c t o  a s u  i n t e r a c c i ô n  

con  e l  DNA, l a s  r e g i o n e s  b â s i c a s  de l a s  p r o t e î n a s  s e  u n e n  

i ô n i c a m e n t e  a 1 os  g r u p o s  f o s f a t o  d e l  DNA, q u e d a n d o  1 os  

r e s i d u o s  â c i d o s  l i b r e s .  En un p r i n c i p i o  s e  penso  que e s t a b i -  

l i z a b a n  a l  DNA f r e n t e  a l a  d e s n a t u r a l i z a c i ô n  t e r m i c a  (Yu y 

c o l . ,  1 9 7 7 ) ' p e r o ,  p o s t e r i o r m e n t e ,  s e  ha  c o m p r o b a d o  que  l o  

d e s e s t a b i 1 i z a n  ( J a v a h e r i a n ,  19 7 7 ) .  P a r e c e  s e r  q u e  e s t o s  

r e s u l t a d o s  c o n t r a d i c t o r i e s  s e  deben  a l a  d e p e n d e n c i a  de l a  

e s t  a b i 1 i z a c i  on p o r  l a  f u e r z a  i ô n i c a  ( J a v a h e r i a n  y c o l . ,

1 9 7 9 ),  p a r e c i e n d o  que  a c o n c e n t r a c i o n e s  de s a l  e n  l a s  que  

l a s  HMG e s t â n  e s t r u c t u r a d a s ,  se  p roduce  l a  d e s e s t a b i l i z a c i ô n  

( B u t l e r  y c o l . ,  19 85 ) .  En c u a l q u i e r  c a s o  e s t e  t e m a  no  e s t a  

c l a r o  y p u e d e  s e r  q u e  e s t a  v a r i a c i ô n  de 1 e f e c t o  de l a s  HMG 

s o b r e  e l  DNA con l a  f u e r z a  i ô n i c a  j uegue  un i m p o r t a n t e  p a p e l  

en  1 os  c a m b i o s  c o n f o r m a c i o n a l e s  de 1 DNA e n  l a  c r o m a t i n a .  

Ademâs ,  p a r e c e n  d e s e n r o l l a r  l a  d o b l e  h é l i c e  d e l  DNA p o r  

d e s n a t u r a l i z a c i ô n  l o c a l  de 1 os p a r e s  de b a s e s  ( J a v a h e r i a n  y 

c o l . ,  1 9 7 8 , 1 9 7 9 ;  Y o s h i d a  y S h i g u r a ,  1984 )  y t i e n e n  a f i n i d a d  

po r  DNA m o n o c a t e n a r i o ,  s i  b i e n  e s t a  a f i n i d a d  e s  d e p e n d i e n t e  

de l a  f u e r z a  i ô n i c a .  E s t e  t a m b i é n  s e  ha o b s e r v a d o  en l a s  HMG 

de  a l t o  p e s o  m o l e c u l a r  de  e r i t r o c i t o  de  p o l i o  ( B i d n e y  y 

R e e c k ,  1978 ;  I s a c k s o n  y c o l . ,  1 98 1 ;  I s a c k s o n  y c o l . ,  19 79 ) .  

E s t o  c o n f i r m a  1 os r e s u l t a d o s  de d e s n a t u r a l i z a c i ô n  t e r m i c a .  A 

e s t e  r e s p e c t o ,  Hamada y B u s t i n  (1985) han comprobado que l a s  

HMG-1 y HMG-2 s e  unen p r e f e r e n t e m e n t e  a DNA s u p e r e n r o l l a d o



e n  c o m p a r a c i ô n  c o n  DNA l i n e a r  d e b i d o  a l a  p r e s e n c i a  de 

r e g i o n e s  de DNA mono ca t e na r  i o  en e s e  DNA. Ademâs,  e x i s t e  una 

j e r a r q u l a  de  s i t i o s  de  u n i o n  a l  DNA l o  q u e  s u g i e r e  q u e  

p u e d e n  a f e c t a r  s e l e c t i v a m e n t e  l a  e s t r u c t u r a  de d i s t i n t a s  

r e g i o n e s  e n  e l  genoma  ( C o c k e r i l  1 y Goo dw in ,  198 3 ) .  A s î ,  

S a s h i  y c o l .  ( 19 82 )  h a n  o b s e r v a d o  qu e  l a  u n i o n  de  e s t a s  

p r o t e î n a s  a l  DNA a f e c t a  l a  d i g e s t i o n  e n z i m â t i c a  d e l  mismo 

p o r  v a r i a s  n u c l e a s a s .

• En l o  qu e  r e s p e c t a  a l a  HMG-T de  t e s t î c u l o  de  

t r u c h a ,  p r é s e n t a  b a s t a n t e s  s i m i l i t u d e s  con l a s  HMG-1 y HMG- 

2, aunque  s u  pe so  m o l e c u l a r  e s  l i g e r a m e n t e  s u p e r i o r  (Watson 

y c o l . ,  1977).  As î ,  1 os d a t o s  de s e c u e n c i a  de que se  d i sp o n e  

de  l a  r e g i o n  a m i n o - t e r m i n a l  r e v e l a n  l a  e x i s t e n c i a  de un a  

g r a n  h o m o l o g î a  con  l a s  HMG de m a m î f e r o s  ( W a t s o n  y D i x o n ,  

1 9 8 1 ) .  Al  i g u a l  que  e s t a s  a d q u i e r e  e s t r u c t u r a  s e c u n d a r i a  y 

t e r c i a r i a  o r d e n a d a  s ,  a l  a u m e n t a r  l a  f u e r z a  i ô n i c a ,  a u n q u e  

s o l o  l l e g a  a f o r m a r  un S% de  # - h ë l i c e  ( C a ry  y c o l . ,  19 8 1 ) .  

Con r e s p e c t o  a s u  i n t e r a c c i ô n  con  e l  DNA, s e  ha  c o m p r o b a d o  

p o r  r e s o n a n c i a  m a g n e t i c a  n u c l e a r  que t o d a  l a  c adena  de HMG-T 

s e  une  a l  DNA (C a ry  y c o l . ,  1981)  y no  s e  da u n i ô n  a t r a v é s  

de  un d o m i n i o  p a r t i c u l a r  como e n  e l  c a s o  de l a s  HMG-1 y HMG- 

2 .
P o r  o t r a  p a r t e ,  l a s  p r o t e î n a s  HMG-14 y HMG-17 

d i f i e r e n  de l a s  a n t e r i o r e s  en  a l g u n a s  c a r a c t e r î s t i c a s ,  pe ro  

a l  i g u a l  que  e l l a s  p o s e e n  un os n i v e l e s  e l e v a d o s  de a m i n o â ­

c i d o s  â c i d o s  y b â s i c o s  (Tab l a  IV). E s t a s  p r o t e î n a s  t i e n e n  un 

tamaho s i m i l a r ,  con un pe so  m o l e c u l a r  de a l r e d e d o r  de 10000 

(Walker  y c o l . ,  1979a;  Walker  y c o l . ,  1979b);  se  han s e c u e n -  

c i a d o  t o  t a l m e  n t e  ( W a l k e r  y c o l . ,  1977b ;  W a l k e r  y c o l . .



TABLA IV. -  Compos ic iôn  de a m i n o â c i d o s  de l a s  p r o t e î n a s  HMG14 
y HMG17 de t im o  de t e r n e r a  (Goodwin y c o l . ,  1978*) y de l a  H6 
de t e s t î c u l o  de t r u c h a  (Watson y c o l . ,  1979) .  Los v a l o r e s  se  
e x p r e s a n  en  moles  por  c i e n t o .

HMG14 HMG17 H6

Asp 8.1 1 0 . 8 6 . 5 2
Thr 4 .2 1.1 1 .7 6
Se r 7 . 8 2 .1 6 . 0 7
Glu. 17.1 9 . 5 6 . 8 5
Pro 8 . 5 1 1 . 7 11 .0 6
Gly 6 . 5 9 . 9 7 . 6 5
Ala 1 4 .5 16 . 6 2 7 .3 2
Val 4 . 2 1 . 8 3 . 6 6
Cys 0 . 7 - -
Met - - -
I l e 0 . 5 - -
Leu 2 . 0 0 . 9 1 .7 4
Tyr - - -
Phe - - -
Lys 1 9 .0 2 1 . 9 23.61
His 0 . 5 - -
Arg 5 . 6 3 .7 4 .7 5
Trp — — —



1979a) ,  l o  que ha  p e r m i t i d o  o b s e r v a r  una d i s t r i b u c i ô n  i r r e ­

g u l a r  de l a s  c a r g a s ,  a l  i g u a l  que sucede  con l a s  HMG de a l t o  

p e s o  m o l e c u l a r .  A s i ,  1 os  d os  t e r c i o s  a m i n o - t e  r m i n a i e s  son  

muy b â s i c o s  y l a  zona c a r b o x i l o - t e r m i n a l  e s  â c i d a  (Walker  y 

c o l . ,  1977b;  Walker  y c o l . ,  1977a) .  Al c o n t r a r i o  que  HMG-1 y 

HMG-2, l a s  HMG-14 y HMG-17 c a r e c e n  de e s t r u c t u r a  s e c u n d a r i a  

o r de na da  en d i s o l u c i ô n  (Abe rc rombie  y c o l . ,  1978; J a v a h e r i a n  

y Amini ,  1978) ,  l o  c u a l  e s  l ô g i c o  dado e l  e l e v a d o  c o n t e n i d o  

e n  a m i n c â c i d  os d e s e  s t a b i l i z e d  o r  e s  de  o i - h é l i c e  (Goodwin  y 

c o l . ,  1978*). Con r e s p e c t o  a s u  u n i o n  a l  DNA, e s  med i  a n t e  

i n t e r a c c i o n e s  de t i p o  i ô n i c o .  Me d i an t e  RMN se  ha comprobado 

que  e l  s e g m e n t e  de  u n i ô n  de  l a  HMG-17 a l  DNA s e  e n c u e n t r a  

e n t r e  1 os  r e s i d u o s  15 y 40 ( A b e r c r o m b i e  y c o l . ,  1 97 8 ) .  La 

HMG-14 t i e n e  un s egmen te  homôlogo e n t r e  l e s  r e s i d u o s  11 y 56 

por  l o  que p o s i b l e m e n t e  e s t e  l l e v e  a cabo una f u n c i ô n  s i m i ­

l a r .  Po r  o t r o  l a d o ,  s e  ha  comprobado que e s t a b i l i z a n  a l  DNA 

f r e n t e  a l a  d e s n a t u r a l i z a c i o ô n  t e r m i c a ,  s i n  a f e c t a r ,  a l  

menos en g r a n  medida ,  l a  e s t r u c t u r a  de d o b l e  h é l i c e  ( J a v a h e ­

r i a n  y A m i n i ,  1 9 7 8 ) ,  s u g i r i e n d o  1 os  r e s u l t a d o s  s u  u n i ô n  a 

DNA b i c a t e n a r i o .

La H6 de  t e s t î c u l o  de  t r u c h a ,  que  s e  i n c l u y e  e n  

e s t a  f a m i l i a  de HMG de b a j o  p e s o  m o l e c u l a r ,  ha  s i d o  t o t a l -  

me n t e  s e c u e n c i a d a  ( W a t s o n  y c o l . ,  1 9 7 9 ) .  P r é s e n t a  un a g r a n  

h o m o l o g î a  con  l a s  HMG-1 4 y HMG-17 de t i m o  de t e r n e r a ,  s i  

b i e n  s u  tamafîo e s  menor .  Ademâs,  t ampoco  e s  c apaz  de a d q u i -  

r i r  e s t r u c t u r a  s e c u n d a r i a  o rd ena da  con l a  f u e r z a  i ô n i c a  y l a  

i n t e r a c c i ô n  con  e l  DNA e s  s i m i l a r  a l a  de HMG-1 4 y HMG-17. 

As î ,  p a r e c e  s e r  l a  r e g i ô n  a m i n o - t e r m i n a l  l a  que i n t e r a c c i o n a  

con e l  DNA, en c o n c r e t e  l a  r e g i ô n  e n t r e  l o s  r e s i d u o s  10 y 55



que e s  homologa a l a  zona de un i ôn  de HMG-14 y HMG-17 (Cary 

y c o l . ,  19 81 ) .

Con r e s p e c t o  a s u  f u n c i ô n ,  ya s e  ha  corne n t a d o  l a  

h i p ô t e s i s  de que  l a s  HMG sean  p r o t e î n a s  e s t r u c t u r a l e s  (Nico­

l i n i ,  1978 ;  Go od w in  y c o l . ,  1978*). P o r  o t r a  p a r t e ,  hay  

e v i d e n c i a  de s u  a s o c i a c i ô n  con l a  c r o m a t i n a  a c t i v a .  As î ,  se 

ha comprobado que l a s  p r o t e î n a s  HMG se  l i b e r a n  de l a  c roma­

t i n a  e n  c o n d i c i o n e s  de d i g e s t i ô n  s u a v e  c o n  DNasa I  (L ev y -  

W i l s o n  y c o l . ,  1 97 9 ;  V i d a l i  y c o l . ,  19 77 ) .  S i  s e  t i e n e  e n  

c u e n t a  que e s t a  e n z im a  d i g i e r e  p r e f e r e n t e m e n t e  l a s  r e g i o n e s  

a c t i v a s  de l a  c r o m a t i n a  (W e i n t r au b  y Groud ine ,  1976;  Ga re l  y 

A x e l ,  1976;  L e v y - W i l s o n  y c o l . ,  1980;  L e v y - W i l s o n  y D i x on ,

1978) ,  l a  r â p i d a  l i b e r a c i ô n  de l a s  HMG s u g i e r e  s u  l o c a l i z a -  

c i ô n  en  t a i e s  r e g i o n e s  y ,  p o r  t a n t o ,  q u e  j u e g u e n  un p a p e l  

i m p o r t a n t e  e n  l a  e x p r e s i ô n  ge né t i c a .  Ade mâs ,  con  p r o c e d i -  

m i e n t o s  que  s e p a r a n  l a s  r e g i o n e s  t r a n s c r i p c i o n a l m e n t e  a c t i ­

v a s  de  l a s  i n a c t i v a s  ( L e v y - W i l s o n  y D i x o n ,  1979)  s e  ha  

e n c o n t r a d o  q ue  l a s  r e g i o n e s  a c t i v a s  e s t â n  e n r i q u e c i d a s  en  

p r o t e î n a s  HMG (Wei sb rod ,  1982) .  E s t e  tema s e  a b o r d a r â  nueva -  

mente en un a p a r t a d o  p o s t e r i o r .

1.2.  ESTRUCTURA DE LA CROMATINA

E l  c o n o c i m i e n t o  de  l a  e s t r u c t u r a  de  l a  c r o m a t i n a  

ha e x p e r i m e n t a d o  un g r a n  avance  en l o s  û l t i m o s  ahos  g r a c i a s  

a  l a  u t i l i z a c i ô n  c o n j u n t a  de t é c n i c a s  f î s i c a s  y b i o q u î m i c a s  

(Kornberg ,  1977; F e l s e n f e l d ,  1978; I go-Kemenes  y c o l . ,  1982; 

McGhee y F e l s e n f e l d ,  1980) .  Los p r i m e r o s  e s t u d i o s  de d i f r a c -  

c i ô n  de r a y o s  X de  c r o m a t i n a  ( R i c h a r d s  y P a r d o n ,  1970;



P a r d o n  y c o l . ,  1967;  G a r r e t ,  1971)  d i e r o n  l u g a r  a un m od e l o  

e n  e l  q u e  e l  DNA s e  e n c o n t r a b a  fo r mand .o  un a s u p e r h e l i c e  

c o n t i n u a  que e r a  m an t e n i da  po r  su  i n t e r a c c i ô n  con l a s  h i s t o ­

na s .  E s t e  modelo  f u e  a c e p t a d o  h a s t a  1973 en  que e s t u d i o s  de 

m i c r o s c o p i a  e l e c t r ô n i c a  ( O l i n s  y O l i n s ,  1973) m o s t r a r o n  una 

e s t r u c t u r a  d i s c o n t i n u a  y r e p e t i t i v a  p a r a  l a  c r o m a t i n a .  E s t a  

a p a r e c i a  con l a  a p a r i e n c i a  de c u e n t a s  de c o l l a r  a l a s  que se  

denominô c u e r p o s  l) . La e x i s t e n c i a  de una p e r i o d i d a d  e s t r u c ­

t u r a l  e n . c r o m a t i n a  s e  c o n f i r m ô  a l  d i g e r i r  l a  c r o m a t i n a  con 

n u c l e a s a s  ( H e w i s h  y B u r g o y n e ,  19 73 ;  Van H o l d e  y c o l . ,  1974 ;  

Honda y c o l . ,  1974;  N o l l ,  1 9 7 4 a ) .  La d i g e s t i o n  a d i f e r e n t e s  

t i e m p o s  d i ô  o r i g e n  a f r a g m e n t e s  c u y o s  t a m a n o s  de DNA e r a n  

m û l t i p l o s  de 200 p a r e s  de b a s e s  ( p b ) , que  s é r i a  l a  l o n g i t u d  

de l  DNA de l a  u n i d a d  e s t r u c t u r a l .  Po r  o t r a  p a r t e ,  l a  c roma ­

t i n a  d i g e r i d a  m o s t r a b a ,  en  m i c r o s c o p i a  e l e c t r ô n i c a ,  c ad e n as  

de  p a r t i c u l e s  seme j a n t e s  a l a s  v i s u a l i z a d a s  e n  c r o m a t i n a  

i n t a c t e  (Van H o ld e  y c o l . , 1 9 7 4 )  s i  b i e n  e l  n u m é r o  de p a r t i ­

c u l e s  p o r  c adena  d i s m i n u i a  con e l  t i em po  de d i g e s t i ô n .

E s t a s  p a r t i c u l e s  g l o b u l a r e s  q u e  p o s t e r i o r m e n t e  

r e c i b i e r o n  e l  nombre  de nu c l e o s o m a s  (Kornberg ,  1974; Oude t  y 

c o l . ,  1975) se  c o n s i d e r a n  l a s  u n i d a d e s  b â s i c a s  de l a  c roma­

t i n a .  La e s t r u c t u r a  n u c l e o s o m a l  de l a  c r o m a t i n a  s e  ha encon ­

t r a d o  en  t o d o s  l o s  o r g a n i s m o s  e u c a r i ô t i c o s  i n v e s t i g a d o s  a s I  

como en  t o d o  t i p o  de c é l u l a s  s o m â t i c a s  de o r g a n i s m o s  p l u r i -  

c e l u l a r e s  (Vease T a b l a  V). Ademâs,  l a  e s t r u c t u r a  nu c l e o so m a l  

e x i s t e  i n d e p e n d i e n t e m e n t e  d e l  e s t a d o  de l a  c r o m a t i n a .  As î ,  

s e  e n c u e n t r a  d i c h a  e s t r u c t u r a  e n  c r o m a t i n a  c o n d e n s a d a  y 

d i f u s a  ( B o s t o c k  y c o l . ,  1 9 7 6 ) ;  e n  c r o m a t i n a  e n  i n t e r f  a se  y 

c romosomas en  m e t a f a s e  (Howze y c o l . ,  1976; W r i g l e r  y Axel ,



CO
c3
O
73
CO

+>Ü
CD

- P
<D

73

COx:
CD
CQ

(U3
O'

COo

c  CO
CD C

Ü
CO 3  
Ü0 CO L,
O C

<U

s  -
+> 
c
CD 
L,
(D

CO
so
COo
CD

1— 4

8
C

.  CO 

>1 8

1 1
C  03 
H i CD

a  

c
CD CO

O
73•iH
c
CD

- P
co
Ü

CO
r—4
3

r—I
VCDo

CD
T 3

O

•H
H

c ^
VO

VO VO
c ^ (TV

(TV '—- (TV (TV T—
T— JQ X3 T—

c l> - 0-o l> - c ^ « — •
CO P OV (TV 5 0 P I p
a CD T- P (D .— o
s 1 3 (D X I Ü

VO o P » X3 P VO
C ^ £ 3 # -̂- N • C 3 t - >>G\ H k 1-4 VO I—1 P Pc. CTvT— o C ^ o o T— CO

> , > 1 o CTV Ü >> p
o

CO CO CO >̂ >» >i CO CO «H•p CO CO * CO • p CO
p 8 8 p 1—1 P ' rH 8 p 7 3
p o O X : t—1 x : rH o p COo sz X : o o o o X : o a
g H H z z H S CO

m CMVD
VO

inVO

o

VO
ov

CM T—
CD •> T~T— CD CM CM

ovT-

I p o O
CO CL N
Ü CO P
p CO - P CD P
- p CD CO CO T J CD

col p Ü J p
3 o > CO CD O CD

I p  I o o 8 p Z (D - P 73
f p | • o O o 73 P
• P 1 CO CD P a CO Ü CO p
hCj £ c 3 CO CO O o 8 CO
P | o o X : o rH 73 p P 8
CD p Ü Ü p 3 CO -p CD
O J 3 Ü 3 P 5 0 p a CD
col CD (D 3 CD VCD VP p CO 73
c l Z 73 CO Z O Z M ca



197 6 ) ;  e n  c r o m a t i n a  a c t i v a  y no a c t i v a  (Brown y c o l . ,  1977;  

Reeves  y J o n e s ,  1976;  M a t h i s  y Gorovsky,  1976;  Levy -Wi l son  y 

D i x o n ,  1979;  G a u b a t z  y c o l . ,  197 9 ) .

1 . 2 . 1 .  ORGANIZACION DEL NUCLEOSOMA

El  n u e l e o s o m a  s e  compone  de u n o s  2 0 0  pb de  DNA 

e n r o l l a d o s  a l r e d e d o r  de  un  o c t a m e r o  de  h i s t o n a s  

(H2A,H2B,H3,H4)2* Ade mâs ,  c u a n d o  h a y ,  u n a  m o l é c u l a  de l a  

h i s t o n a  H1 fo rma  t a m b i é n  p a r t e  d e l  nuc leosoma .  E s t a s  e s t r u c -  

t u r a s  s o n  s e n s i b l e s  a l  a t a q u e  de  l a s  n u c l e a s a s ,  h a b i e n d o s e  

comprobado que e l  t amaho d e l  DNA d i sm inu ye  con e l  t i e m po  de 

d i g e s t i ô n  ( S o l I n e r - W e b b  y F e l s e n f e l d ,  1975 ;  Shaw y c o l . ,  

1976;  A x e l ,  19 7 5 ) .  De e s t a  f o r m a  s e  o b t i e n e  una  e s t r u c t u r a  

i n t e r m e d i a r i a  en e l  p r o c e s o  de d i g e s t i ô n  que c o n t i e n e  160 pb 

y q u e  s e  a î s l a  c o n  l a  H1 ( V a r s h a v s k y  y c o l . ,  1976;  S i m p s o n ,  

19 78 a )  y un a  p a r t î c u l a  mâs  a s t a b l e  que  c o n t i e n e  1 46 pb de 

DNA y e l  o c t â m e r o  de h i s t o n a s ,  p e r o  no  H1 ( P r u n e l l  y c o l . ,  

1979;  L u t t e r ,  1979 ;  B r y a n  y c o l . ,  1979;  S i m p s o n  y K u n z l e r ,  

19 79 ) .  E s t a  p a r t î c u l a  ha  r e c i b i d o  e l  n o m b r e  de n u c l e o s o m a  

l i m i t e  o c o r e  n u c l e o s o m a l  y ha  s i d o  a m p l i a m e n t e  e s t u d i a d a .  

El  DNA que une e s t a s  p a r t i c u l a s  se  ha denominado DNA i n t e r -  

n u c l e o s o m a l  o DNA l i n k e r .  En l o s  d i f e r e n t e s  o rg an i s m o s  e s t u ­

d i a d o s  se  ha comprobado que e l  t amaho d e l  nuc leosoma l i m i t e  

e s  e l  mismo en  t o d a s  l a s  e s p e c i e s .  E s t o  l l e v a  a l a  c o n c l u ­

s i o n  de que l a  v a r i a b i l i d a d  r a d i c a  en e l  DNA i n t e r n u c l e o s o -  

m a l .



1 . 2 . 1 . 1 .  Core nu c l e os om a l

Los  p r i m e r o s  d a t o s  a c e r c a  de l a s  d i m e n s i o n e s  d e l  

c o r e  n u c l e o s o m a l  s u r g i e r o n  de e s t u d i o s  de m i c r o s c o p i a  e l e c ­

t r  o n i c a  ( O l i n s  y O l i n s ,  19 74 ;  O u d e t  y c o l . ,  1975)  que  l o  

m o s t r a r o n  como una  p a r t î c u l a  c i l î n d r i c a .  P o s t e r i o r m e n t e ,  

e s t u d i o s  de d i s p e r s i o n  de n e u t r o n e s  d e m o s t r a r o n  que e l  DNA 

se  e n c u e n t r a  e n r o l l a d o  a l r e d e d o r  d e l  o c t a m e r o  de h i s t o n a s  

( B a l d w i n  y c o l . ,  1975 )  y s u g i r i e r o n  p a r a  e l  n u c l e o s o m a  

1 Î  mi t e  una  f o r m a  de  e l i p s o i d e  o b l a t o  c o n  un e j e  mayor  de 100 

A y un e j e  meno r  de  5 0  A ( P a r d o n  y c o l . ,  19 77; R i c h a r d s  y 

c o l . ,  19 7 7 ) .  E l  DNA s e  e n c o n t r a r î a  e n r o l l a d o  a l r e d e d o r  de 1 

o c t a m e r o  de h i s t o n a s  dando 1.7 v u e l t à s  de s u p e r h é l i c e  con un 

p a s o  de r o s c a  de 30  A y un d i â m e t r o  de 1 00  A .  E s t e  m ode lo  

co n cu e rd a  con l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  m e d i a n t e  e s t u d i o s  de 

d i f r a c c i o n  de r a y o s  X ( F i n c h  y c o l . ,  1 9 7 7 ) .  En c o n c l u s i o n ,  

e s t o s  e s t u d i o s  m o s t r a r o n  e l  nuc l eosoma  como un d i s c o  de 110 

A de  d i â m e t r o  y 57 A de a l t u r a  con  e l  DNA l o c a l i z a d o  en  e l  

e x t e r i o r .  La s u p e r h é l i c e  de  DNA t e n d r î a  90  A de d i â m e t r o  y 

28 A de p a s o  de r o s c a ,  con  7 5 - 8 2  pb p o r  v u e l t a  de s u p e r h é ­

l i c e  ( F i g u r a  3).  P o s t e r i o r e s  t r a b a j o s  de d i f r a c c i o n  de r a y os  

X con  una  r e s o l u c i ô n  de  5 A ( F i n c h  y c o l . ,  1981)  c o m p l e m e n -  

t a d o s  p o r  d i f r a c c i o n  de n e u t r o n e s  con v a r i a c i ô n  de c o n t r a s t e  

( B e n t l e y  y c o l . ,  1981 ;  B e n t l e y  y c o l . ,  1984)  han  c o n f  i  r  mado 

d i c h o s  r e s u l t a d o s .  Segûn e s t e  modelo  e l  o c t a m e r o  de h i s t o n a s  

en  e l  c o r e  n u c l e o s o m a l  t e n d r î a  unos 70 A de d i â m e t r o  y 57 A 
de  a l t u r a  ( F i n c h  y c o l . ,  1977 ;  R i ch m on d  y c o l . ,  19 84) .  S i n  

embargo,  r e c i e n t e m e n t e , B u r l i n ga m e  y c o l .  (1985) han r e a l i -  

z a d o  d i f r a c c i o n  de  r a y o s  X c o n  una  r e s o l u c i ô n  de 3 . 5  A de



c r i s t a l e s  de o c t â m e r o s  de h i s t o n a s  (Bu r l i ng am e  y c o l . ,  1984) 

y han p r o p u e s t o  una  e s t r u c t u r a  d i f e r e n t e  con 70 A de d i âme ­

t r o  y 110  A de l o n g i t u d  p a r a  e l  o c t a m e r o  de h i s t o n a s .  Ac-  

t u a l m e n t e  hay  u n a  g r a n  c o n t r o v e r s i a  a c e r c a  de e l l o  (Klug  y 

c o l . ,  1985;  M o u d r i a n a k i s  y c o l . ,  19 85 a ;  U b e r b a c h e r  y 

Bunick ,  1985;  M o u d r i a n a k i s  y c o l . ,  1985b)

1 . 2 . 1 . 1 . 1 .  C o n f o r m a c i ô n  d e l  D N A

Los e s t u d i o s  e s p e c t r o s c o p i c os apoyan  e l  que e l  DNA 

n u c l e o s o m a l  s e  e n c u e n t r a  e n  e s t r u c t u r a  B (Thomas  y c o l . ,  

1977;  Goodwin y Brahms,  1978;  C o t t e r  y L i l l e y ,  1977;  Fe igon  

y K e a r n s ,  1 97 9 ) .  S i n  e m b a r g o ,  no  s e  c o n o c e  con  c e r t e z a  l a  

d i s p o s i c i ô n  d e l  DNA e n  e l  n u c l e o s o m a .  P o r  u n a  p a r t e  s e  ha 

s u g e r i d o  l a  e x i s t e n c i a  de unas  d i s c o n t i n u i d a d e s  en  l a  d o b l e  

h é l i c e  que c o n e c t e n  r e g i o n e s  en e s t r u c t u r a  B ( C r i c k  y Klug,  

1975;  S o b e l l  y c o l . ,  1 9 7 6 ) .  S i n  e m b a r g o ,  no  s e  ha d e t e c t a d o  

n i nguna  c o n f o r m a c i ô n  de e s t e  t i p o  n i  p o r  r e s o n a n c i a  magne­

t i c a  de p r o t ô n  n i  de f ô s f o r o  ( C o t t e r  y L i l l e y ,  1977; Fe igon  

y K e a r n s ,  1979 ;  Ka l  l e n b a c h  y c o l . ,  1978 ;  K l e v a n  y c o l . ,  

1979;  S h i n d o  y c o l . ,  1 9 8 0 ) .  P o r  o t r a  p a r t e ,  l a  d o b l e  h é l i c e  

d e l  DNA p o d r i a  e n r o l l a r s e  a l r e d e d o r  d e l  o c t â m e r o  de h i s t o n a s  

m e d i a n t e  una  d e f o r m a c i o n  c o n t i n u a  a t o d o  l o  l a r g o  de  su  

l o n g i t u d  ( L e v i t t ,  1978;  Sussman y T r i f o n o v ,  1978) s i n  n e c e -  

s i d a d  de v i o l a r  n i n g u n a  r e s t r i c c i ô n  e n  l o s  â n g u l o s  de e n ­

l a c e .  En c o n c l u s i o n  , aunque  e l  e n r o l l a m i e n t o  d e l  DNA puede 

no s e r  c o m p l e t a m e n t e  u n i f o r m e  (Bryan y c o l . ,  1979; Simpson y 

S h i n d o ,  1979 )  no  hay  e v i d e n c i a  a c e r c a  de l a  e x i s t e n c i a  de 

d i s c o n t i n u i d a d e s  en e l  DNA n u c l e o s o m a l .
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F i g u r a  3 .  -  M o d e l o  d e  n u c l e o s o n i a  y de  l a  s u p e r h e l i c e  de  DNA 

s e g û n  e l  mo d e l o  de  F i n c h  y c o l .  ( 1 9 7 7 )



Con e l  f i n  de  i n v e s t i g a r  l a  e s t r u c t u r a  d e l  DNA e n  

e l  nuc l eosoma  l i m i t e ,  se  han d i g e r i d o  e s t a s  p a r t i c u l a s  con 

d i f e r e n t e s  e n d o n u c l e a s e s ,  f u n d a m e n t a l m e n t e  con  DNasa I  

( S o l I n e r - W e b b  y c o l . ,  1978;  N o l l ,  1974 b ;  S o l l n e r - W e b b  y 

c o l . ,  1 9 76 ; Simpson y W h i t l o c k ,  1976;  S o l l n e r - W e b b  y F e l s e n ­

f e l d ,  1977; L u t t e r ,  1977; N o l l ,  1977; W h i t l o ck  y c o l . ,  1977; 

L u t t e r ,  1978) ,  n u c l e a s e  m i c r o c o c a l  (S o l l n e r - W e b b  y F e l s e n ­

f e l d ,  1975;  A x e l ,  1975;  Shaw y c o l . ,  1976 ;  Axe l  y c o l . ,  

1974;  C a m e r i n i - O t e r o  y c o l . ,  1976;  W h i t l o c k ,  1977;  S o l l n e r -  

Webb y c o l . ,  1978 )  y DNasa I I  ( S o l l n e r - W e b b  y c o l . ,  1978;  

So l l n e r - W e b b  y c o l . ,  1976;  W h i t l o ck  y c o l . ,  1977;  O o s t e r h o f  

y c o l . ,  1975;  A l t e n b u r g e r  y c o l . ,  1976;  Horz  y c o l . ,  1 98 0 ) .  

E s t a s  e n z i m a s  s o l o  p rodu cen  c o r t e s  en  una  pequeha  f r a c c i o n  

de l o s  e n l a c e s  f o s f o d i e s t e r  de cada  h e b ra  d e l  DNA, generando  

f r a g m e n t e s  que  e n  e l e c t r o f o r e s i s  e n  g e l e s  e n  c o n d i c i o n e s  

d e s n a t u r a l i z a n t e s ,  en  l o s  que se  s e p a r a n  l a s  dos  h e b r a s ,  dan 

un p a t r o n  e s c a l o n a d o  con f r a g m e n t e s  e s p a c i a d o s  po r  i n t e r v a ­

l e s  de 10 n u c l e o t i d e s .  E s t e  e s p a c i a m i e n t o  e s t a  r e l a c i o n a d o  

c on  l a  r e p e  t i t i v i d a d  de  l a  d o b l e  h é l i c e  de DNA ( N o l l ,  

1 9 7 4 b ) .  E s t o  s e  ha  c o n f i r m a d o  a l  o b s e r v a r  q u e  DNA l i b r e ,  

a d s o r b i d o  s o b r e  f o s f a t o  c â l c i c o ,  a l  s e r  d i g e r i d o  con DNasa I  

p rodu ce  un p a t r o n  de f r a g m e n t e s  s i m i l a r  (Liu  y Wang, 1978).  

E s t o  p a r e c e  i n d i c a r  que  l a  e n z i m a  s o l o  c o r t a  c u a n d o  e l  

e n l a c e  f o s f o d i e s t e r  p r é s e n t a  una  d e t e  r m i n a d a  o r  i e n t a c  i  on.  

Los  r e s u l t a d o s  a n t e r i o r e s  i n d i c a n  l a  e x i s t e n c i a  de  un o s  

de t e  r m i n a d  os  s i t i b s  de d i g e s t i o n  p a r a  DNasa I d e n t r o  d e l  

nuc leosoma l i m i t e ,  s e p a r a d o s  en cada  h e b r a  p o r  10 n u c l e ô t i -  

d o s ,  l o  q u e  p a r e c e  i n d i c a r  q u e  l a  e s t r u c t u r a  de 1 DNA no 

v a r i a .  S i n  embargo,  e l  p a t r o n  de f r a g m e n t e s  o r i g i n a d o s  en l a



d i g e s t i o n  a p a r t i r  d e l  nuc l eosoma  l i m i t e  e s  mâs c o m p l i c a d o  

que e l  que r e s u l t a r i a  de e s a  f orma.

As i ,  m ed i a n t e  l a  d i g e s t i ô n  con DNasa I  de n u c l e o ­

somas  l i m i t e  cuyo e x t r e m o  5 '  e s t a b a  m ar c ad o  con  s e  ha

c o m p r o b a d o  que  de  l o s  13  s i t i o s  p o t e n c i a l e s  de  r o t u r a  hay  

a l g u n o s  que  son a t a c a d o s  p r e f e r e n t e m e n t e  po r  l a  enz ima ,  l o  

que  i n d i c a  qu e  no  t o d o s  l o s  s i t i o s  s o n  i g u a l  de a c c e s i b l e s  

( F i g u r a  4 ) .  De e s t a  f o r m a  s e  ha  e n c o n t r a d o  q u e  l o s  s i t i o s  

l o c a l i z a d o s  a a p ro x im ad a m en te  30,  60,  80 y 110 n u c l e ô t i d o s  

de sde  e l  e x t r e m o  5 ’ e s t â n  r e l a t i v a m e n t e  p r o t e g i d o s  d e l  a t a ­

que e n z i m â t i c o  (Simpson y W h i t l o ck ,  1976;  L u t t e r ,  1978) .  La 

e x p l i c a c i o n  mâs s e n c i l l a  p a r a  e s t o s  r e s u l t a d o s  e s  q u e  l a s  

h i s t o n a s  b l o q u e  en t a i e s  s i t i o s  e spe  c i  f i c o s .  F i n c h  y c o l .  

( 1 977 )  ha n  c o n s t r u î d o  un mo d e l o  b a s a d o  en  l a  f r e c u e n c i a  de  

c o r t e s  e n  c a d a  s i t i o  de  r o t u r a .  E l  a n â l i  s i s  de  l a  c i n e  t i c a  

de d i g e s t i ô n  m os t rô  l a  e x i s t e n c i a  de una c o r r e l a c i ô n  e n t r e  

l a  f r e c u e n c i a  de c o r t e  de l o s  s i t i o s  s e p a r a d o s  p o r  80 pb,  de 

f o r m a  q u e ,  p o r  e j e m p l o ,  l o s  s i t i o s  l o c a l i z a d o s  e n  l o s  n u ­

c l e ô t i d o s  30  y 110  a p a r t i r  d e l  e x t r e m o  3 '  e s t a b a n  muy 

p r o t e g i d o s .  E l l o  l e s  h i z o  s u g e r i r  q u e  e l  DNA f o r m a b a  una  

s u p e r h e l i c e  de  80  pb p o r  v u e l t a .  De e s t a  f o r m a ,  dos  s i t i o s  

d e l  DNA s e p a r a d o s  p o r  e s t a  d i s t a n c i a  se  e n c o n t r a r â n  j u n t o s  

(30 A) y t e n d r â n  a m b i e n t e s  s i m i l a r e s ,  p ud i en d o  s e r  p r o t e g i ­

d o s  s i m u l t â n e a m e n t e  p o r  l a s  h i s t o n a s  d e l  o c t â m e r o  ( F i g u r a  

5) .  Los d a t o s  apoyan  t a m b i é n  l a  e x i s t e n c i a  de un e j e  b i n a r i o  

de s i  me t r i a  qu e  s e  e n c o n  t r a r i a  a l r e d e d o r  de 1 p a r  de b a s e s  

70 .  T a m b i é n  a p a r t i r  de  e s t o s  d a t o s  s e  ha  d e d u c i d o  que  e l  

DNA fo rma  una s u p e r h e l i c e  t o r o i d a l  a i z q u i e r d a s  ( F i g u ra  6) .

Mâs r e c i e n t e m e n t e  se  ha  m os t r ad o  que l a  p e r i o d i c i -
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F i g u r a  4 . -  D i s t r i b u c i ô n  de l o s  s i t i o s  de a t a q u e  p o r  l a  DNasa  

I a l o  l a r g o  de  un a de  l a s  c a d e n a s  d e l  DNA n u c l e o s o m a l .  La 

a l t u r a  de  l a  b a r r a  e s  p r o p o r c i o n a l  a l a  s u s c e p t i b i l i d a d  d e l  

s i t i o  a l  a t a q u e  e n z i m â t i c o .



F i g u r a  5 . -  S i t u a c i ô n  e n  e l  e s p a c i o  de  l o s  s i t i o s  de  a t a q u e  

p o r  D N a s a  I :  s i t i o s  de  a l t a  f r e c u e n c i a  de  c o r t e ;  ( $ )

s i t i o s  d e  b a j  a f r e c u e n c i a ;  ( • )  s i t i o s  de  f r e c u e n c i a  

i n t e r m e d i a .  L a s  z o n a s  s o m b r e a d a s  (A y B) m u e s t r a n  l a  

a g r u p a c i ô n  de  l o s  s i t i o s  de  c o r t e  de  f r e c u e n c i a  d e  c o r t e  

b a j a e i n t e r m e d i a .  La f l é c h a  i n d i c a  e l  e j e de  s 1 me t r i a  

pr op ue s t  o .
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F i g u r a  6 . -  M o d e l o  p r o p u e s t o  p a r a  l a  s u p e r h é l i c e  d e l  DNA 

n u c l e o s o m a l ,  m o s t r a n d o  l o s  s i t i o s  de c o r t e  p o r  l a s  n u c l e a s a s  

y e l  e j e  de s i m e t r î a .



dad  de c o r t e  de l a  DNasa I e s  de  1 0 . 4  n u c l e o t i d o s  y no  de 

10 .0  ( P r u n e l l  y c o l . ,  1979 ;  L u t t e r ,  1979 ;  B r y a n  y c o l . , 

1979;  S i m p s o n  y K u n z l e r ,  1 97 9 ) .  E l l o  p u e d e  r e f l e j a r  l a  

v e r d a d e r a  p e r i o d i c i d a d  d e l  DNA en  e l  n u c l e o s o m a  o s o l o  l o s  

r e q u e r i m i e n t o s  g e o m é t r i c o s  de l a  n u c l e a s a  ( P r u n e l l  y c o l . ,  

1 9 7 9 ) .  B a s a d o  e n  e s t o ,  T r i f o n o v  y B e t t e k e n  (1979 )  h a n  s u g e ­

r i d o  una  e x p l i c a c i o n  a l t e r n a t i v a  a l  p a t r o n  de c o r t e s  de l a  

DNasa I .  Segûn e s t o s  a u t o r e s ,  s i  e l  numéro de p a r e s  de b a s e s  

po r  v u e l t a  en l a  d o b l e  h é l i c e  de DNA no e s  e n t e r o ,  l a  o r i e n -  

t a c i o n  de l o s  e n l a c e s  s u s c e p t i b l e s  a l  a t a q u e  e n z i m â t i c o  en 

r e l a c i ô n  a l a  s u p e r f i c i e  n u c l e o s o m a l  no  s e r a  l a  misma e n  

c a d a  un o de  l o s  s i t i o s  p o t e n c i a l e s  de  r o t u r a .  S i  l a  e n z i m a  

s o l o  puede  a c e r c a r s e  a l  nuc l eosoma  con una d e t e r m i n a d a  geo -  

m e t r i a  p o s i c i o n a l ,  cada  s i t i o  m o s t r a r l a  una d i f e r e n t e  s u s -  

c e p t i b i l i d a d  de pe n d i en do  de s u  o r i e n t a c i ô n .  De e s t a  f o rm a ,  

l a  d i f e r e n t e  f r e c u e n c i a  de r o t u r a  de cada  s i t i o  no r e q u e r i -  

r î a  p r o t e c c i ô n  po r  p a r t e  de l a s  h i s t o n a s  como en e l  a n t e r i o r  

mode l  o. En c u a l q u i e r  c a s o ,  l a  s i t u a c i ô n  no  e s  t a n  s e n c i l l a  

como s e  p u e d e  d e s p r e n d e  r  de  e s t o s  model  o s ,  p u e s  a l g u n o s  

t r a b a j o s  h a n  s u g e r i d o  que  l a  d i s t a n c i a  e n t r e  l o s  s i t i o s  de 

c o r t e  e s  meno r  e n  l o s  e x t r e m o s  de 1 n u c l e o s o m a  que  e n  s u  

p a r t e  c e n t r a l  ( L u t t e r ,  1979) .

1 . 2 . 1 . 1 . 2 .  E s t u d i o  d e  l a s  h i s t o n a s  c o m o  c o m p o n e n t e s  d e l  

n u c l e o s o m a

Como ya  s e  ha  me n c i o n a d  o, e l  n u c l e o s o m a  l i m i t e  

c o n t i e n e  d o s  m o l ê c u l a s  de c a d a  una  de l a s  h i s t o n a s  H4, H3, 

H2B y H2A que c o i n c i d e n  en m o s t r a r  una d i s t r i b u c i ô n  a s i m é -



t r i c a  de l o s  a m i n o â c i d o s ,  l o  que l e  c o n f i e r e  una e s t r u c t u r a  

g l o b u l a r  con e l  e x t r e m o  a m i n o - t e r m i n a l  d e s e s t r u c t u r a d o .  El  

e s t u d i o  de l a s  i n t e r a c c i o n e s  e n t r e  l a s  h i s t o n a s  y e l  DNA se  

a b o r d o  m e d i a n t e  e s t u d i o s  de  e n t r e c r u z a m i e n t o  q u i m i c o  de 

h i s t o n a s  con  e l  DNA ( M i r z a b e k o v ,  1980 ;  S h i c k  y c o l . ,  1980;  

Be lyavsky  y c o l . ,  1980;  Karpov y c o l . ,  1982)  y f o t o e n t r e c r u -  

z a m i e n t o  de h i s t o n a s  a l  DNA ( M a nd e l  y c o l . ,  19 7 9 ) .  Los  

r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  h a n  l l e g a d o  a s u g e r i r  un m o d e l o  e n  e l  

que  l a  d i s p o s i c i ô n  s e c u e n c i a l  de l a s  h i s t o n a s  a l o  l a r g o  de 

l o s  140  n u c l e ô t i d o s  d e s d e  e l  e x t r e m o  5* e s  H2B-H4-H3-  

(H2B+H3)-H2B-H2A-(H2A+H3).  En e s t e  m od e l o  c a d a  h i s t o n a  i n ­

t e r a c c i o n a  con r e g i o n e s  de 6 pb de l a r g o  y s e p a r a d a s  p o r  10 

pb.  La d i s t r i b u c i ô n  e s  s i m i l a r  s o b r e  cada  h e b ra  d e l  DNA, l o  

que supone  una d i s t r i b u c i ô n  s i m e t r i c a  que c o n cu e rd a  con l a  

d i s p o s i c i ô n  s i m e t r i c a  de  s i t i o s  de  r o t u r a  c o n  DNasa I ,  

e x i s t i e n d o  un e j e  de s i m e t r î a  b i n a r i o ,  p e r p e n d i c u l a r  a l  de 

l a  s u p e r h e l i c e ,  que  pa sa  po r  e l  p a r  de b a s e s  70 d e l  n u c l e o ­

soma l i m i t e  ( F i g u r a s  7 y 8) .

Dada l a  e s t r u c t u r a  que p r e s e n t a n  l a s  h i s t o n a s ,  se  

s u p u s o  q u e  s u  i n t e r a c c i ô n  con  e l  DNA e r a  a t r a v e s  de l o s  

r e s i d u o s  b â s i c o s ,  l o s  c u a l e s  s e  u n i r i a n  a l o s  g ru po s  f o s f a t o  

d e l  DNA (DeLange  y S m i t h ,  1 97 1 ) .  E s t o  v i n o  a p o y a d o  p o r  l o s  

p r i m e r o s  e s t u d i o s  f î s i c o s  r e a l i z a d o s  s o b r e  h i s t o n a s  a i s l a d a s  

u n i d a s  a DNA (B oub l ik  y c o l . ,  1971).  S i n  embargo,  l a  t i t u l a -  

c i ô n  de  l o s  g r u p o s  f o s f a t o  ( D o e n e c k e ,  1977 ;  G i r a d e t y  Law­

r e n c e ,  1979)  ha  i n d i c a d o  q u e  s o l o  un 5 0^  de  l o s  g r u p o s  

f o s f a t o  i n t e r a c c i o n a  con l a s  h i s t o n a s ,  l o  que e s t â  de a c u e r -  

do  con  e l  b a l a n c e  de  c a r g a s  e n  e l  n u c l e o s o m a  ( M i r z a b e k o v  y 

R i c h ,  1 9 7 9 ) .  P o r  s u  p a r t e ,  l a  d i g e s t i ô n  co n  t r i p s i n a  de l o s



I— X "I CZ3 CZ3 CZI e n  CZI CI3 
3 2A 2 A 2 B 2 B 2 B 3 3  3 2B 28

F i g u r a  7 D i s p o s i c i ô n  s e c u e n c i a l "  de  l a s  h i s t o n a s  d e l  c o r e  

n u c l e o s o m a l  s o b r e  ambas  c a d e n a s  de  DNA.

1

F i g u r a  8 . -  Mo d e l o  t r i d i m e n s i o n a l  p a r a  l a  d i s t r i b u c i ô n  de l a s  

h i s t o n a s  e n  e l  c o r e  n u c l e o s o m a l .



n u c l e o s o m a s  ( W e i n t r a u b  y van  L e n t e ,  1974 ;  W e i n t r a u b ,  1975 ;  

L i l l e y  y T a t c h e l l ,  1977; Doenecke y G a l w i t z ,  1982;  G r i g o r i e v  

y K r a s h e n i n n i k o v ,  1982; Simpson y c o l . ,  1978) p r o vo ca n  s o l o  

l i g e r o s  c a m b i o s  e s t r u c t u r a l e s  de  l o s  r a i s mo s .  La t r i p s i n a  

é l i m i n a  l o s  f r a g m e n t o s  a m i n o - t e r m i n a l e s  de l a s  h i s t o n a s ,  po r  

l o  que l a  p a r c i a l  p e r s i s t e n c i a  de l a  e s t r u c t u r a  n u c l e o s o m a l  

i n d i c a  l a  p a r t i c i p a c i ô n  de o t r a s  r e g i o n e s  de l a s  h i s t o n a s  en 

s u  i n t e r a c c i ô n  con  e l  DNA. E s t o  s e  ve c o n f i r m a d o  p o r  e l  

hecho de que l a  i n t e r a c c i ô n  de l a s  h i s t o n a s  i n d i v i d u a l e s  con 

e l  DNA no se  ve p r â c t i c a m e n t e  a f e c t a d a  t r a s  l a  d i g e s t i ô n  con 

t r i p s i n a  de su s  r e g i o n e s  a m i n o - t e r m i n a l e s  ( P a l t e r  y A l b e r t s ,  

19 79 ) .  Dado que  l a  d i g e s t i ô n  t r î p t i c a  é l i m i n a  m âs  l i s i n a s  

q u e  a r g i n i n a s  s e  ha  s u g e r i d o  que  e l  p a p e l  d e  e s t a s  u l t i m a s  

s ea  mâs i m p o r t a n t e ,  l o  que v i e n e  c o n f i r m a d o  p o r  l a  i n a c c e s i -  

b i l i d a d  q u e  m u e s t r a n  s e g û n  e s t u d i o s  de  RMN ( C a r y  y c o l . ,  

1978; N i c o l a  y c o l . ,  1978) y de m o d i f i c a c i ô n  q u i m i c a  ( I c h i -  

mura  y c o l . ,  1982)  Ademâs ,  s e  ha comprobado* q u e  l a  u n i ô n  de 

l o s  r e s t o s  de U s i n a  a l  DNA e s  d e b i l  (Manning,  1978) .  F i n a l -  

r a en t e ,  o t r o s  e s t u d i o s  ha n  s u g e r i d o  que  a d e m â s  de  l a  i n t e r -  

v e n c i ô n  de l o s  r e s i d u o s  b â s i c o s ,  h a b r l a  una u n i ô n  s e c u n d a r i a  

m e d i a n t e  p u e n t e s  de h i d r ô g e n o  e n t r e  e l  e n l a c e  p e p t î d i c o  y 

l a s  b a s e s  (Ca ry  y c o l . ,  1982)  La i n t e r a c c i ô n  e n t r e  l a s  

h i s t o n a s  y e l  DNA p a r e c e n  p ue s  o c u r r i r  a t r a v e s  de t o d o s  sus  

dom in io s  e s t r u c t u r a l e s ,  aunque  q u i z â s  e s p e c i a l m e n t e  p o r  l a s  

r e g i o n e s  a m i n o - t e r m i n a l e s .

P o r  s u  p a r t e ,  e l  e s t u d i o  de l a  r e l a c i ô n  e n t r e  l a s  

h i s t o n a s  d e n t r o  d e l  nuc leosoma  l i m i t e  se ha a b o r d a d o  median­

t e  m e t o  dos  de e n t r e c r u z a m  i  e n t o .  Se  ha  c o m p r o b a d o  que  l a  

h i s t o n a  H2B puede  e n t r e e  ru z a r s e  con l a  H2A (DeLange y c o l . .



1979) y con l a  H4 ( M a r t i n s o n  y c o l . ,  1979) .  E s t o s  e x p e r i m e n -  

t o s  h an p e r m i t i d o  o b t e n e r  t r î m e r o s  H2A-H2B-H4. El  a n â l i s i s  

de 1 08 p u n t o s  po r  donde se  e n t r e e ruzan  e s t a s  h i s t o n a s  p a r e c e  

i n d i c a r  que  l a  H2B p o s e e  t r è s  d o m i n i o s  d i  f e  r e n t e s :  u n a

r e g i o n  c a r b o x i l o - t e r m i n a i  q u e  i n t e r a c c i o n a  con  l a  H4, una  

r e g i o n  c e n t r a l  que  i n t e r a c c i o n a  c o n  l a  H2A y l a  r e g i o n  

a m i n o - t e r m i n a l  b â s i c a  ( M a r t i n s o n  y c o l . ,  1979).

Por  o t r a  p a r t e ,  s e  ha  o b s e r v a d o  que dos m o l é c u l a s  

de H3 pueden  e n t r e c r u z a r s e  p o r  un p u e n t e  d i s u l f u r o  fo rmado  

e n t r e  dos  r e s t o s  de c i s t e i n a  ( C a m e r i n i - O t e r o  y F e l s e n f e l d ,

1977);  l o  que no p a r e c e  a f e c t a r  a l a  f o r m a c i ô n  d e l  n u c l e o s o -  

ma l i m i t e .

P o r  u l t i m o ,  t a m b i ë n  s e  p u e d e n  e n t r e c r u z a r  l a s  

h i s t o n a s  H3 y H4 ( B o n n e r  y P o l l a r d ,  1975 )  l o  c u a l  c o n c u e r d a  

con l a  p r o x i m i d a d  de e s t a s  h i s t o n a s  en e l  o c t âm er o .

Como ya s e  ha  i n d i c a d o  e n  o t r o  a p a r t a d o  de  e s t a  

I n t r o d u c c i ô n ,  l a s  c u a t r o  h i s t o n a s  d e l  n u e l e o s o m a  l i m i t e  

pueden  s u f r i r  c i n c o  t i p o s  de m o d i f i c a c i o n e s  " i n  v ivo" :  a c e -  

t i l a c i ô n ,  f o s f o r i l a c i ô n ,  m e t i l a c i o n ,  A D P - r i b o s i l a c i ô n  y en  

e l  c a s o  de l a  h i s t o n a  H2A, l a  un i on  c o v a l e n t e  a l a  u b i q u i t i -  

na ( I s e n b e r g ,  1979) .

Con r e s p e c t o  a l a  a c e t i l a c i ô n  , l a s  c u a t r o  h i s t o ­

n a s  d e l  nuc l e oso ma  l i m i t e  s u f r e n  l a  a c e t i l a c i ô n  p o s t s i n t e -  

t i c a  de uno  o m a s  r e s i d u e s  de l i s i n a  e n  e l  t e r c i o  a m i n o -  

t e r m i n a l  de l a  m o l e c u l a .  Con r e s p e c t o  a l  s i g n i f i c a d o  b i o l ô -  

g i c o  de  e s t a  m o d i f i c a c i ô n ,  e s t a  s e  ha  r e l a c i o n a d o  con  l a  

a c t i v i d a d  g ë n i c a  ( R u i z - C a r r i l l o y c o l . ,  1975;  A l l f r e y ,

1 9 7 7 ) .  P o r  o t r a  p a r t e ,  e l  e s t u d i o  d e l  e f e c t o  de l a  a c e t i l a ­

c i ô n  se  ha pod ido  l l e v a r  a cabo g r a c i a s  a l  d e s c u b r i m i e n t o  de



q u e  e l  b u t i r a t o  i n h i b e  l a  d e s a c e t i l a c i o n  de  l a s  h i s t o n a s  

( R i g g s  y c o l . ,  1 9 7 7 ) ,  1 o que  h a  p e r m i t i d o  o b t e n e r  h i s t o n a s  

h i p e r a c e t i l a d a s  " i n  v i v o " .  De e s t a  f o r m a  s e  ha  c o m p r o b a d o  

que l a  h i p e r a c e t i l a c i ô n  de l a s  h i s t o n a s  a l t e r a  l a s  p r o p i e -  

d a d e s  de d i g e s t i o n  d e l  DNA con  n u c l e a s a s  ( S i m p s o n ,  1978b ;  

S e a l y  y C h a l k l e y ,  19 78 ;  V i d a l i  y c o l . , 1 9 7 8 ;  M a t h i s  y c o l . ,  

1978;  N e l s o n  y c o l . ,  1 9 7 9 ) ,  de f o r m a  q u e  r e c u e r d a  l a s  p r o -  

p i e d a d e s  de  1 os g e n e s  a c t i v e s  ( W e i n t r a u b  y G r o u d i n e ,  1976 ;  

Bloom y - A n d e r s o n ,  1 9 7 8 ) .  Como p o s i b l e  e x p l i c a c i ô n  s e  ha  

s u g e r i d o  qu e  l a  a c e t i l a c i ô n  de  l a s  l i s i n a s ,  p u e s t o  que  

é l i m i n a  s u  c a r g a  p o s i t i v a ,  d é b i l i t a  l a  u n i ô n  e n t r e  l a s  

h i s t o n a s  y e l  DNA.

En c u a n t o  a l a  f o s f o r i l a c i ô n ,  t a m b i é n  p u e d e n  s e  r  

f o s f o r i l a d a s  l a s  c u a t r o  h i s t o n a s  d e l  nuc l eosoma  l i m i t e .  La 

f o s f o r i l a c i ô n  a f e c t a  a 1 os  r e s t o s  de  s e r i n a  de  l a  r e g i ô n  

a m i n o - t e r m i n a l  de  l a s  m o l é c u l a s .  La f o s f o r i l a c i ô n  de l a s  

h i s t o n a s  s e  ha r e l a c i o n a d o  con d i f e r e n t e s  a c t i v i d a d e s  b i o -  

l ô g i c a s .  P o r  e j e m p l o ,  l a  f o s f o r i l a c i ô n  de l a  H2A s e  ha  

r e l a c i o n a d o  c on  e l  c o n t e n i d o  c e l u l a r  e n  h e t e r o c r o m a t i n a  

( G u r l e y  y c o l . ,  1 9 7 8 a ) .  P o r  s u  p a r t e ,  l a  f o s f o r i l a c i ô n  y 

d e f o s f o r i l a c i ô n  de  H3,  a s i  como de H1, s e  h a n  r e l a c i o n a d o  

c o n  l a  e n t r  a d a  y s a l i d a  de 1 os  e s t a d o s  c o n d e n s a d  os  de  l a  

m i t o s i s  (Gur l ey  y c o l . ,  1978b) .

Con r e s p e c t o  a l a  m e t i l a c i ô n ,  s o l o  s e  ha  ob se r v ad o  

e n  H3 y H4, a f e c t a n d o  a r e s t o s  de  l i s i n a  ( I s e n b e r g ,  197 9 ) .  

No s e  s ab e  que  e f e c t o s  t e n d r a  e s t a  mod i f i c a c i ô n ,  p e ro  s e  ha  

s u g e r i d o  que  a f e c t e  a l a s  i n t e r a c c i o n e s  con e l  DNA (Byvoet  y 

B a x t e r ,  1975) .

La A D P - r i b o s i l a c i ô n  t a m b i é n  se  ha  r e l a c i o n a d o  con



d i f e r e n t e s  p r o c e s o s  b i o l ô g i c o s  ( H a y a s h i  y Ueda ,  1 97 7 ) ,  h a -  

b i e n d o s e  o b s e r v a d o  e n  t o d a s  l a s  h i s t o n a s  ( H a y a s h i  y Ueda ,  

1977;  Ord y S t o c k e n ,  1977;  R i q u e l m e  y c o l . ,  1 9 79 ) .  De l a s  

h i s t o n a s  d e l  n u c l e o s o m a  l i m i t e ,  l a  H2B p a r e c e  s e r  l a  m as  

a f e c t a d a  ( B u r z i o  y c o l . ,  1979 ;  Okayama  y c o l . ,  19 7 8 ) .  S i  

b i e n  no  hay  e v i d e n c i a  de  s u  s i g n i f i c a d o ,  e s  de  e s p e r a r  que  

a f e c t e  d r â s t i c a m e n t e  a l a s  i n t e r a c c i o n e s  e n  q u e  s e  v e a n  

i m p l i c a d a s  e s t a s  p r o t e i n a s .

. P o r  u l t i m o ,  l a  h i s t o n a  H2A e n  a l g u n o s  c a s o s  a p a -  

r e c e  u n i d a  a l a  u b i q u i t i n a ,  f o r m a n d o  l a  p r o t e i n a  A24 

( G o l d k n o p f  y B u sc h ,  1 97 7 a ;  G o l d k n o p f  y B u sc h ,  1 9 7 8 ) .  Se  ha  

o b se r v ad o  que e l  10^ de l a s  m o l é c u l a s  de H2A e s t a b a  c o n j u g a -  

do  a l  r e s i d u e  74  de  l a  u b i q u i t i n à  a t r a v é s  de  un e n l a c e  

i s o p e p t l d i c o  en e l  que  i n t e r v i e n e  l a  l i s i n a  119 de l a  h i s t o ­

na  ( G o l d k n o p f  y B u s c h ,  1 97 7a ;  G o l d k n o p f  y B us c h ,  1 9 7 8 ) .  La 

p r o t e i n a  A24 r é s u l t a n t e  p a r e c e  r e e m p l a z a r  a l a  H2A e n  e l  

n u c l e o s o m a  l i m i t e  ( G o l d k n o p f  y B u sc h ,  1 9 7 7 b ;  M a r t i n s o n  y 

c o l . ,  1979) .  M i e n t r a s  1 os n i v e l e s  de A24 d i s m in u y e n  d u r a n t e  

l a  r e g e  n e r a c i ô n  de  h l g a d o  ( B a l l a l  y c o l . ,  19 74;  B a l l a l  y 

c o l . ,  1975) ,  t a m b i é n  a p a r e c e n  muy r e d u c i d o s  en c é l u l a s  l e u -  

c é m i c a s  l i n f o c l t i c a s  en c o m p a r a c iô n  con l i n f o c i t o s  n o r m a l e s  

(Yeoman y c o l . ,  1 9 7 6 ) .  P o r  e s t e  m o t i v o ,  e s  p o s i b l e  que  1 os  

n i v e l e s  de A24 e s t é n  en r e l a c i ô n  i n v e r s a  a l a  a c t i v i d a d .

O t ro  t i p o  de e x p e r i m e n t o s  en ca m in ad o s  a l a  o b t e n -  

c i ô n  de  d a t e s  a c e r c a  d e l  p a p e l  de l a s  h i s t o n a s  e n  e l  o c t â ­

mero,  han s i d o  1 os de r e c o n s t i t u c i o n .  En e s t o s  e x p e r i m e n t o s  

se  han l l e g a d o  a f o r m a r  p a r t l c u l a s  s i m i l a r e s  a l o s  n u c l e o s o -  

mas,  t a n t o  en su  a s p e c t o  a l  m i c r o s c o p i o  e l e c t r ô n i c o  (Germond 

y c o l . ,  1975)  como e n  s u  p a t r o n  de  d i g e s t i o n  con  n u c l e a s a s



( C a m e r i n i - O t e r o  y c o l . ,  1976;  Axe l  y c o l . ,  1974 )  y e n  s u  

c o e f i c i e n t e  de  s e d i m e n t a c i ô n  ( T a t c h e l 1 y Van H o l d e ,  19 77) .  

S i  e s t a s  r e c o n s t i t u c i o n e s  se  hacen  con l a  a u s e n c i a  de a l g u n a  

h i s t o n a  s e  ve e n  que  m e d i d a  i n t e r v i e n e  c a d a  un a e n  l a  e s -  

t r u c t u r a  n u c l e o s o m a l .  Las h i s t o n a s  H3 y H4 son n e c e s a r i a s  y 

s u f i c i e n t e s  p a r a  f o r m a r  p a r t l c u l a s  con un p a t r o n  de d i g e s ­

t i o n  po r  n u c l e a s a s  s i m i l a r  a l  de nuc l eoso raa s  n a t i v e s  (Came­

r i n i - O t e r o  y c o l . ,  19 76 ;  S o l l n e r - W e b b  y c o l . ,  1 9 7 6 ) ,  a s i  

como u n a . semej a n t e  r e s i s t e n c i a  a l a  d i g e s t i o n  con t r i p s i n a  o 

q u i m o t r i p s i n a ,  y p a r e c i d o  e s p e c t r o  de d i f r a c c i ô n  de r a y o s  X 

( B o s e l e y  y c o l . ,  1976;  Moss  y c o l . ,  19 77 ) .  T o d o s  e s t o s  

r e s u l t e d os i n d i c a n  un p a p e l  f u n d a m e n t a l  e n  l a  e s t r u c t u r a  

n u c l e o s o m a l  de H3 y H4, l o  q u e  e s t a  de  a c u e r d o  c o n  q u e  s e a n  

l a s  h i s t o n a s  mas  c o n s e r v a t i v e s  e n  s e c u e n c i a ,  y l a s  mas  

f u e r t e m e n t e  u n i d a s  a l  DNA m ed i an t e  i n t e r a c c i ô n  i o n i c a  e n t r e  

s u s  r e s t o s  b â s i c o s  y l o s  f o s f a t o s  d e l  DNA ( C a r y  y c o l . ,  

19 78 ) .

1 . 2 . 1 . 1 . 3 .  T r a n s i c i o n e s  c o n f e r m a c i o n a l e s  en  e l  n u c l e o s o m a  

l i m i t e

El  DNA se e n c u e n t r a  muy co mpac t ado  en  l o s  n u c l e o ­

soma s por  i n t e r a c c i ô n  con l a s  h i s t o n a s .  S i n  emba rgo ,  p u e s t o  

que  e l  DNA e s  t r a n s c r i t e  y r e p l i c a d o  a l o  l a r g o  de l a  v i d a  

c e l u l a r ,  l o s  nuc l e oso mas  no pueden  se r e s t r u c t u r a s  e s t â t i -  

c a s .  En e f e c t o ,  s e  han  o b s e r v a d o  dos  t i p o s  de  t r a n s i c i o n e s  

e s t r u c t u r a l e s ,  d e f o r m a c i o n e s  en e l  nuc l eosoma  l i m i t e ,  que se 

a b o r d a r â n  e n  e s t e  a p a r t a d o ,  y m o v i m i e n t e s  d e l  o c t â m e r o  de 

h i s t o n a s  con r e s p e c t o  a l  DNA. Su a p r o x i m a c i ô n  m e t o d o l ô g i c a



4:;

ha s i d o  muy d i v e r s e .

A s l ,  u n a p r i m e r a  p o s i b i l i d a d  p a r a  e s t e  t i p o  de  

e s t u d i o  l a  o f r e c e n  l a s  medidas  de l a s  t r a n s i c i o n e s  t e r m i c a s  

de l  nuc l eosoma  l i m i t e  r e a l i z a d a s  m e d i a n t e  t e c n i c a s  de a b s o r -  

c i o n  UV, d i c r o l s m o  c i r c u l a r  y c a l o r i m e t r l a  ( W e i s c h e t  y c o l . ,

1978) .  Las  t r e s  t e c n i c a s  p u s i e r o n  de m a n i f i e s t o  l a  e x i s t e n -  

c i a  de t r a n s i c i o n e s  b i f a s i c a s  a mayores  t e m p e r a t u r e s  que e l  

DNA l i b r e .  La p r i m e r a  t r a n s i c i o n ,  o b se r v a d a  p o r  a b s o r c i o n  UV 

y c a l o r i m e t r l a ,  p a r e c l a  i m p l i c a r  a 40 pb;  e s t u d i o s  de  RMN 

i n d i c a b a n  que t r a s  e s t a  t r a n s i c i o n  a p a r e c l a n  dos  d i f e r e n t e s  

c o n f o  r m a c i o n e s  e n  e l  DNA ( S h i n d o  y c o l . ,  1980 ;  S i m p s o n  y 

Sh indo ,  1979) .  Me d i an t e  d i g e s t i o n e s  con l a  n u c l e a s e  SI s e  ha  

d e m o s t r a d o  que  e l  DNA q u e  s e  d e s n â t u r a l i z a  e n  l a  p r i m e r a  

t r a n s i c i o n  c o r r e s p o n d e  a l a  r e g i o n  de  2 0 pb a c a d a  e x t r e m e  

d e l  n u c l e o s o m a  l i m i t e  ( S i m p s o n ,  1 9 7 9 ) ,  1 o q u e  ha  s u g e r i d o  

que  e l  DNA e n  e s t a s  r e g i o n e s  t e r m i n a l e s  d e l  n u c l e o s o m a  

l i m i t e  e s t a  en  una  c o n f o r m a c i ô n  d i  f e  r e n t e  con  r e s p e c t o  a l  

DNA i n t e r n o .

P o r  o t r a  p a r t e ,  e l  e s t u d i o  de  l a s  t r a n s i c i o n e s  

t é r m i c a s  m ed i an t e  d i c r o l s m o  c i r c u l a r  ha m os t r ad o  que  l a  p r i ­

mera t r a n s i c i o n  no c o r r e s p o n d e  a n ingü n  cambio  en l a  c o n f o r ­

maciôn de l a s  p r o t e i n a s .  Por  e l  c o n t r a r i o ,  l a  s egunda  t r a n -  

s i c i ô n  p a r e c e  c o r r e s p o n d e r s e  con una d e s e s t r u c t u r a c i ô n  ge n e -  

r a l i z a d a  de l a s  h i s t o n a s  y d e l  DNA ( W e i s c h e t  y c o l . ,  1 9 7 8 ) .  

T a m b i é n  m e d i a n t e  d i e  r o i s m o  c i r c u l a r  s e  ha  p o d i d o  o b s e r v a r  

como p r e v i a m e n t e  a l a  p r i m e r a  t r a n s i c i o n  s e  p r o d u c e  un 

c a m b i o  e n  e l  e s p e c t r o  d e l  DNA, i n d i c a n d o  u n a  v a r i a c i ô n  

e s t r u c t u r a l  p r e v i a  a su  d e s n a t u r a l i z a c i ô n .

O t r o  t i p o  de  e s t u d i o s  a c e r c a  de  l a s  t r a n s i c i o n e s



e s t r u c t u r a l e s  d e l  nuc l e oso ma  l i m i t e  han s i d o  a q u e l l o s  en l o s  

que se medi a  e l  e f e c t o  de l a s  c o n d i c i o n e s  de l a  d i s o l u c i ô n .  

A e s t e  r e s p e c t o ,  l a s  t r a n s i c i o n e s  d e p e n d i e n t e s  de l a  f u e r z a  

i o n i c a  h a n  s i d o  a m p l i a m e n t e  e s t u d i a d a  s. I n i c i a l m e n t e  s e  

comprobô que  a l  d i s m i n u i r  l a  c o n c e n t r a c i ô n  de NaCl de sde  5 

h a s t a  0.5 mM, e l  c o e f i c i e n t e  de s e d i m e n t a c i ô n  de l o s  n u c l e o ­

somas  l i m i t e  d i  s m i n u ï a  de  1 0 . 2  a 9 . 2 0  S (Gordon  y c o l . ,

1978).  También s e  han o b s e r v a d o  v a r i a c i o n e s  en e s t e  i n t e r v a -  

l o  de c o n c e n t r a c i o n e s  en  e l  c o e f i c i e n t e  de d i f u s i ô n  (Gordon 

y c o l . ,  1 9 7 8 ) ,  d i e  r o i  smo c i r c u l a r  ( G o r d o n  y c o l . ,  1979 ;  

F u l m e r  y Fa s man , 1 9 7 9 ) ,  d i c r o î s m o  e l é c t r i c o  ( Wu y c o l . ,

1979)  y e n  l a  m ay o r  a c c e s i b i l i d a d  a s o n d a s  f l u o r e s c e n t e s  

( D i e t e r i c h  y c o l . ,  1979; Lew i s ,  1979) .  Ademâs,  t a m b i é n  se  ha 

comprobado que a b a j a  f u e r z a  i ô n i c a  v a r î a n  l a s  i n t e r a c c i o n e s  

e n t r e  l a s  h i s t o n a s  ( M a r t i n s o n  y c o l . ,  1 9 7 9 ) .  Hay q u e  h a c e r  

menciôn de que Gordon y c o l .  (1978) han  d e s c r i t o  una segunda  

t r a n s i c i o n  e n  e l  i n t e r v a l o  de  NaCl 5 - 1 0  mM , d e t e c t a d a  p o r  

v a r i a c i ô n  en e l  c o e f i c i e n t e  de s e d i m e n t a c i ô n .  S i n  embargo ,  

e s t a  t r a n s i c i ô n  no ha s i d o  o b s e r v a d a  po r  o t r o s  métodos  y ha 

s i d o  p o s t e r i o r m e n t e  i d e n t i f i c a d a  como p r o c é d a n t e  de n u c l e o ­

somas  con un con t e n  i d o  e n  DNA mayor  q u e  e l  d e l  n u c l e o s o m a  

l i m i t e  (Gordon y c o l . ,  1979) .

Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  p o r  m ed i d a s  de d i c r o l s m o  

e l é c t r i c o  (Wu y c o l . ,  1979)  s u g i e r e n  q u e  e n  e l  c a m b i o  e s ­

t r u c t u r a l  a b a j a  f u e r z a  i ô n i c a ,  e l  n u c l e o s o m a  l i m i t e  man-  

t i e n e  l a  f o rma  de d i s c o  p e r o  con un d i â m e t r o  i n c r e m e n t a d o  de 

178 Â y con  0 .9  v u e l t a s  de  s u p e r h é l i c e  de  DNA. Se  ha  o b s e r ­

vado m ed i an t e  m i c r o s c o p i a  e l e c t r ô n i c a  que l o s  n u c l e o so m as ,  

e n  c r o m a t i n a  a b a j a  f u e r z a  i ô n i c a ,  s e  d e s p l i e g a n  e n  dos
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s e m in u c l e o so m a s  (Tsanev y P e t r o v ,  1976;  Oude t  y c o l . ,  1977) 

l o  que  e s t a r l a  de  a c u e r d o  con  e l  mo d e l o  p r o p u e s t o  p o r  

W e i n t r a u b  y c o l .  ( 1 9 7 6 ) ,  s e g u n  e l  c u a l  e l  n u c l e o s o m a  se  

a b r i r i a  p o r  s u  e j e  de  s i m e  t r i a  e n  d o s  s e m i n u c l e o s o m a s ,  

c o n t e n i e n d o  cada  une de e l l o s  un t e t r â m e r o  de h i s t o n a s .  S in  

embargo,  t r a b a j o s  mas r e c i e n t e s  ( H a r r i n g t o n ,  1982;  L i b e r t i n i  

y S m a l l ,  1982)  c o i n c i d e n  e n  p e n s a r  q u e  e s t a s  t r a n s i c i o n e s  

c o n s i s t e n  en un r e l a j a m i e n t o  de l a  u n i o n  d e l  DNA a l  n u c l e o ­

soma en l o s  e x t r e m e s  de l a  p a r t l c u l a .

P o r  o t r a  p a r t e ,  l a  p r e s e n c i a  de  u r e a ,  e n  c o n c e n ­

t r a c i ô n  de 6 - 8  M p r ovo ca  un cambio  e s t r u c t u r a l ,  c a r a c t e r i z a -  

do po r  l a  d i s m i n u c i ô n  de l  c o e f i c i e n t e  de s e d i m e n t a c i ô n  h a s t a  

5 - 6  S. D u ra n t e  e s t a  t r a n s i c i ô n  l a s  h i s t o n a s  pe rmanecen  u n i ­

da s a l  DNA, l o  que i n d i c a  que son  l a s  i n t e r a c c i o n e s  h i s t o n a -  

h i s t o n a  l o  que  m a n t i e n e  a l  nuc l eosoma  l i m i t e  en  fo rma  com­

p a c t a .

E s t o s  e x p e r i m e n t o s  m u e s t r a n  que t a n t o  l a s  i n t e r a c ­

c i o n e s  h i d r o f ô b i c a s  como l a s  e l e c t r o s t â t i c a s  son i m p o r t a n t e s  

en  e l  p l e g a m i e n t o  d e l  n u c l e o s o m a .  No o b s t a n t e ,  no  e s  f â c i l  

c o r r e l a c i o n a r  l a s  t r a n s i c i o n e s  o b s e r v a d a s  en  e l  nuc l eosoma  

con  l a  f u n c i o n a l i d a d  de  e s t a  e s t r u c  t u r  a. Como ya  s e  ha  

menc ionado ,  e s  de e s p e r a r  que l o s  n u c l e os om as  se  d e s p l i e g u e n  

c u a n d o  e l  DNA t e n g a  que  t r a n s c r i b i r s e  o r e p l i c a r s e .  A e s t e  

r e s p e c t o ,  W e i n t r a u b  y c o l .  (1976) han p r o p u e s t o  una h i p ô t e -  

s i s ,  l a  c u a l  i m p l i c a  l a  a p e r t u r a  de  c a d a  n u c l e o s o m a  e n  dos  

s e m i n u c l e o s o m a s  a l o  l a r g o  d e l  s u p u e s t o  e j e  de  s i m e t r l a .  

Pe r o ,  n i ng û n  e s t u d i o  r e a l i z a d o  ha mo s t r ado  que e l  nuc leosoma  

p u e d a  s u f r i r  t a l  t i p o  de  d e s p l e g a m i e n t o .  No o b s t a n t e ,  e s t a  

h i p ô t e  s i  s  ha  r e c i b i d o  o i e  r t o  a p o y o  p o r  l a  o b s e r v a c i o n  a l



m i c r o s c o p i o  e l e c t r ô n i c o  de min i e romosomas  de SV40, en  c o n d i ­

c i o n e s  de  b a j a  f u e r z a  i ô n i c a  ( O u d e t  y c o l . ,  1 9 7 7 ) ,  d o n d e  

a p a r e c e n  a p ro x i m a d a m e n t e  e l  d o b l e  de p a r t i c u l e s  g l o b u l a r e s  

que l a s  u s u a l m e n t e  o b s e r v a d a s ,  y con un menor d i â m e t r o .

1 . 2 . 1 . 2 .  Mononucleosoma

El  mononucleosoma e s  e l  s i g u i e n t e  n i v e l  e s t r u c t u ­

r a l  de  l a  c r o m a t i n a ,  t r a s  e l  n u c l e o s o m a  l i m i t e .  C o n s t a  d e l  

nuc l eo som a  l i m i t e ,  d e l  DNA i n t e r n u c l e o s o m a l  y de l a  h i s t o n a  

H1. E s t a  h i s t o n a  se  e n c u e n t r a  en r e l a c i ô n  1 :2  con l a s  h i s t o ­

n a s  d e l  n u c l e o s o m a  l i m i t e  ( R a i l  y c o l . ,  19 77;  A l b r i g h t  y 

c o l . ,  1979 ;  H a y a s h i  y c o l . ,  1 9 78 ) .

1 . 2 . 1 . 2 . 1 . H 1

Desde l o s  p r i m e r o s  t r a b a j o s  s o b r e  e s t e  t ema ya se  

s u g i r i ô  que  l a  H1 e s t a b a  a s o c i a d a  con e l  DNA i n t e r n u c l e o s o ­

mal  ( V a r s h a v s k y  y c o l . ,  1 97 6 ;  W h i t l o c k  y S i m p s o n ,  1 9 7 6 ) .  Al 

i g u a l  que  con e l  nuc l eosoma  l i m i t e ,  se  ha l l e g a d o  a d e t e r m i -  

n a r  l a  d i  s p o s i c i ô n  de  l a s  h i s t o n a s  e n  n u c l e o s o m a s  que  c o n -  

t i e n e n  H1, con d i f e r e n t e s  l o n g i t u d e s  de DNA i n t e r n u c l e o s o m a l  

( B e l y a v s k y  y c o l . ,  19 8 0 ;  Ka rp ov  y c o l . ,  1 9 8 2 ) .  A s i ,  s e  ha  

comprobado  que  l a  h i s t o n a  H1 se  une f u n d a m e n t a l m e n t e  a l o s  

e x t r e m o s  d e l  DNA n u c l e o s o m a l ,  s i  b i e n  l o  puede  t a m b i é n  h a c e r  

a l o  l a r g o  de t o d o  e l  DNA n u c l e o s o m a l ,  a p r  o v e c h a n d  o l a s  

r e g i o n e s  que d e j a n  l a s  o t r a s  h i s t o n a s  ( F i g u r a  9) .  Ademâs,  l a  

un iôn  de l a s  h i s t o n a s  que con fe rm an  e l  o c t â m e r o  a l  DNA v a r i a  

l i g e r a m e n t e  en e l  nuc l eosoma .  As l ,  l a  h i s t o n a  H3 se  une mâs
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F i g u r a  9 . -  D i s p o s i c i o n  de l a s  h i s t o n a s  s o b r e  a mb a s  c a d e n a s  

d e l  DNA e n  e l  n u c l e o s o m a  de  1 7 5  pb.  L o s  s l t i o s  de  un i  5 n 

f  ue r t e  s e  r epr e s e n t  an p o r  r e c t â n g u l o s ,  ml  e n t r a s  que  l o s  de  

u n i o n  s e c u n d a r i a  s e  r e p r e s e n t a n  por  b a r r a s .



h a c i a  l o s  e x t r e m o s  d e l  DNA, l o  que p e r m i t e  a m p l i a r  l a  e x t e n ­

s i o n  de l a  s u p e r h é l i c e  d e l  DNA h a s t a  dos v u e l t a s  p o r  n u c l e o ­

soma (Ka rp ov  y c o l . ,  19 82 ) .  E l i o  a p o r t a  v a r i a b i l i d a d  a l a  

u n i o n  de HI .  La u n i o n  de l a  h i s t o n a  HI a l  DNA i n t e r n u ­

c l e o s o m a l  se  a c e p t a  que s ea  po r  e l  pu n t o  donde e l  DNA e n t r a  

y s a l e  d e l  nuc leosoma  l i m i t e .  As l ,  m i e n t r a s  que l a  c r o m a t i n a  

co n  HI a p a r e c e  e x t e n d i d a  a b a j a  f u e r z a  i o n i c a ,  c o n  e l  DNA 

e n t r a n d o  y s a l i e n d o  d e l  nuc l eosoma  l i m i t e  - a p r o x i m a d a m e n t e  

c o n  l a  misma  t a n g e n t e - ,  e n  l a  c r o m a t i n a  s i n  H1, l a  e n t r a d a  y 

s a l i d a  d e l  DNA p a r e c e n  d e s p l a z a r s e  u n a  con  r e s p e c t o  a l a  

o t r a  (Thoma y c o l . ,  197 9 ) .

A s i m i s m o ,  y como ya s e  ha  d i c h o ,  l a  d i g e s t i o n  de 

nu c l e o so m as  con n u c l e a s a  m i c r o c o c a l  conduce  a l a  a p a r i c i o n  

d e l  nuc l eosoma  l i m i t e .  S i n  embargo,  t a m b i é n  s e  ha  d e s c r i t o  

l a  e x i s t e n c i a  de  un i n t e r m e d i a r i o  de  160  pb de  DNA a l o  

l a r g o  de l a  d i g e s t i o n  (So l l ne r -W ebb  y F e l s e n f e l d ,  1975;  Shaw 

y c o l . ,  1976;  T a t c h e l l  y Van H o l d e ,  1977;  W e i s c h e t  y c o l . ,  

1979 ;  Todd y G a r r a r d ,  1 9 7 7 ) .  A e s t e  r e s p e c t o ,  V a r s h a v s k y  y 

c o l .  ( 1976 )  han  d e s c r i t o  p a r t l c u l a s  c o n t e n i e n d o  160  pb de 

DNA, t o d a s  l a s  h i s t o n a s  d e l  nuc leosoma  l i m i t e  y H1. Ademas,  

Simpson (1978a)  ha c o n se g u i d o  a i s l a r  una p a r t l c u l a  con e s t a s  

c a r a c t e r l s t i c a s  y l a  ha  denominado c romatosoma .  E s t a  p a r t l ­

c u l a  e s t a  c o m p u e s t a  p o r  1 68 pb de DNA, e l  o c t â m e r o  de  h i s t o ­

n a s  y un a  m o l e c u l a  de  H1 (o H5 en  e r i t r o c i  t e s  de  a v e  s ) . La 

l o n g i t u d  d e l  DNA c o n t e n i d o  c o r r e s p o n d e r l a ,  a s l ,  a  d o s  v u e l ­

t a s  c o m p l é t a s  de  DNA a l r e d e d o r  d e l  o c t â m e r o  de  h i s t o n a s ,  

como ya h a b l a n  s u g e r i d o  F i n c h  y c o l .  ( 1 9 7 7 ) .  E l l e  t a m b i é n  

a p o y a  e l  h e c h o  de q u e  l a  H1 s e  u na  a l  p un t o  de  e n t r a d a  y 

s a l i d a  d e l  nuc leosoma  l i m i t e .
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El  c o m p o r t a m l e n t o  d e l  c romatosoma se  a s e m e j a  mucho 

a l  d e l  n u c l e o s o m a  l i m i t e .  S i n  em b a rg o ,  r é s u l t a  se  r  mâs  

r e s i s t e n t e  a l a  d e s n a t u r a l i z a c i ô n  t e r m i c a  ( T a t c h e l l  y Van 

Holde ,  1977) y a l a  d i g e s t i ô n  con DNasa I ,  e s p e c i a l m e n t e  en 

l o s  e x t r e m o s  d e l  DNA. El  p a t r ô n  de d i g e s t i ô n  d e l  c roma tos oma  

se  ha  j u s t i f i c a d o  p o r  l a  a d i c i ô n  de 10  pb de  DNA a c a d a  

e x t r e m e  d e l  nuc leosoma l i m i t e .

P a r e c e ,  p o r  t a n t o ,  que  l a  H1 s e  u ne  a l  l a d o  d e l  

n u c l e o s o m a  l i m i t e  p r o t e g i e n d o  y b l o q u e a n d o  l a  e n t r a d a  y 

s a l i d a  d e l  DNA. No se  conoce  b i e n  como o r g a n i z e  l a  H1 e l  DNA 

i n t e r n u c l e o s o m a l ,  e n t r e  n u c l e o s o m a s  l i m i t e  a d y a c e n  t e  s ,  s i  

b i e n  p a r e c e  que  no  s e  u n a  a l  s u r c o  a n c h o  de  l a  d o b l e  h é l i c e  

de 1 DNA (Goodwin  y c o l . ,  197 9 ) .

P o r  o t r a  p a r t e ,  s e  ha  d e s c r i t o  q u e  a l  t r a t a r  

n ü c l e o s  con  a g e n t e s  de e n t r e e  r u z a m i e n  t o  i n e s p e c  i f  i c o s  se  

f o rman  homopo l imeros  de H1 (Bonner  y P o l l a r d ,  1975;  O l i n s  y 

W r igh t ,  1973; C h a l k l e y ,  1975) .  E l l o  s u g e r i r i a  que  l a s  mo lé ­

c u l a s  de H1 s e  e n c u e n t r e n  a d y a c e n t e  s e n  l a  e s t r u c  t u r  a de 

o rden  s u p e r i o r  a l  nuc l eosoma.  También se  han d e s c r i t o  e n t r e -  

c r u z a m i e n t o s  de l a  H1 con l a s  h i s t o n a s  de l  n u c l e os om a  l i m i t e  

(R ing  y C o l e ,  19 79 ) ,  p r i n c i p a l m e n t e  H3. T a m b i é n  s e  p u e d e n  

p r o d u c i r  e n t r e e r u z a m i e n t o s e n t r e  l a s  p r o t e i n a s  HMG-14 y HMG- 

17 c o n  l a  H1 y con  l a s  h i s t o n a s  d e l  o c t â m e r o  ( G o od w in  y 

Joh n s ,  1977;  Weisbrod  y We i n t r au b ,  1979) .

Con r e s p e c t o  a  l a  m i s i ô n  de l a  H1 e n  l a  c r o m a t i n a ,  

e s t u d i o s  h i d r o d i n â m i c o s  y de m i c r o s c o p i a  e l e c t r ô n i c a ,  r e a l i ­

zed os s o b r e  c r o m a t i n a  s i n  H1, han  d e m o s t r a d o  q u e  l a  r e a d i -  

c i ô n  de  l a  h i s t o n a  p r o v o c a  l a  c o n t r a c c i ô n  de  l a  c r o m a t i n a  

( N o l l  y K o r n b e r g ,  1977 ;  G a u b a t z  y c o l . ,  197 7 ;  Thoma y



K o l l e r ,  1977) .  Ademâs,  t a n t o  l a  c r o m a t i n a  con HI como o l i g o -  

nu c l e o so m a s  a i s l a d o s  s u f r e n  una c o n t r a c c i ô n  en e l  i n t e r v a l o  

de  c o n c e n t r a c i o n  de  s a l  de  1 0 - 2 0  mM (Thoma y c o l . ,  1979;  

Thoma y K o l l e r ,  197 7 ;  Renz y c o l . ,  1977 ;  S t r a t l i n g ,  1 9 7 9 ) .  

S t r a t l i n g  ( 19 7 9 )  ha  a p u n t a d o ,  a d e m a s ,  o t r a  p r o p i e d a d  de  l a  

HI c u a l  e s  l a  c a p a c i d a d  de c o n d e n s e r  pequehos  o l i g ô m e r o s  en 

o l i g ô m e r o s  mayo re s ,  p r o p i e d a d  que  p a r e c e  s e r  mâs e s p e c i f i c a  

que una s i m p l e  a g r e g a c i ô n ,  aunque  s e a  una o b s e r v a c i ô n  de pen -  

d i e n t e  de l a  f u e r z a  i ô n i c a .

El  i n t e r v a l o  de f u e r z a  i ô n i c a  en e l  que l a  c roma ­

t i n a  s e  c o n t r a e  e s  s i m i l a r  a a q u e l  e n  e l  q u e  h a y  una  t r a n s i ­

c i ô n  (de  no  c o o p e r a t i v e  a c o o p e r a t i v e )  e n  l a  u n i ô n  de  l a  H1 

a l  DNA (Renz y Day, 1976) .  Ademâs,  l à  H1 a d q u i e r e  e s t r u c t u r a  

o rd en a d a ,  a p r o x i m a d a m e n t e ,  en  e l  mismo i n t e r v a l o  de co nc e n ­

t r a c i o n e s  de  s a l  ( S m e r d o n  e I s e n b e r g ,  1976;  B a r b e r  o y c o l . ,  

1980 ) .

Hay t a m b i é n  una s e r i e  de o b s e r v a c i o n e s  que p u d i e -  

r a n  e s t e r  r e l a c i o n a d a s  con  l a  p r e s e n c i a  de l a  H1. En e s t e  

s e n t i d o ,  l o s  p r i m e r o s  e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  s o b r e  n u c l e o s o m a s  

m o s t r a r o n  que l a  l o n g i t u d  n u c l e o s o m a l  e r a  d i f e r e n t e  en d i f e ­

r e n t e s  t e j i d o s  ( K o r n b e r g ,  1977 ;  F e l s e n f e l d ,  1 9 7 8 ) .  S i  s e  

a c e p t a  q u e  l o s  n u c l e o s o m a s  de t o d o s  l o s  t e j i d o s  t i e n e n  e n  

comûn d o s  v u e l t a s  c o m p l é t a s  de  DNA ( 1 6 8  pb )  a l r e d e d o r  d e l  

o c t â m e r o  de h i s t o n a s ,  e n t o n c e s  l a  l o n g i t u d  d e l  DNA e s p a c i a -  

dor  v a r i a  de 0 pb en l e v a d u r a  y e u c a r i o n t e s  i n f e r i o r e s  (Lohr 

y c o l . ,  1977k Thomas  y F u r b e r ,  1976;  N o l l ,  1 9 76 a ;  M o r r i s ,  

1 9 7 6 a )  h a s t a  80  pb e n  e s p e r m a  de e r i z o  de  ma r  ( S p a d a f o r a  y 

c o l . ,  1 9 7 6 ).  E s t a  v a r i a b i l i d a d  e n  l a  l o n g i t u d  d e l  DNA e s p a -  

c i a d o r  puede  d a r s e  i n c l u s o  d e n t r o  de l a  misma c e l u l a ,  como
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han s u g e r i d o  e x p e r i m e n t o s  de d i g e s t i o n  con n u c l e a s a s  (Lohr  y 

c o l . , 1 9 7 7k  Todd y G a r r a r d ,  1 9 7 7 ) .  Es  t o  h a  r e c i b i d o  a p oy o  

e x p e r i m e n t a l  a l  h a b e r s e  comprobado en d i f e r e n t e s  t i p o s  c e l u -  

l a r e s  de Xenopus (Humphr i es  y c o l . ,  1979) .

E s t e  h e c h o  s e  ha  r e l a c i o n a d o  c o n  l a  a c t i v i d a d  

g ë n i c a ,  de fo rma  que l a s  meno re s  l o n g i t u d e s  n u c l e o s o m a l e s  se  

han r e l a c i o n a d o  con l o s  mayores  n i v e l e s  de a c t i v i d a d  g ë n i c a .  

S i n  embargo ,  aunque  hay d a t o s  que i n d i c a n  que e s t e  puede  s e r  

c i e r t o  e n  a l g u n o s  c a s o s  ( S p a d a f o r a  y c o l . ,  1976 ;  M o r r i s ,  

1 9 7 6 b;  Thomas  y T hompson ,  19 77) t a m b i e n  s e  h a n  o b s e r v a d o  

e x c e p c i o n e s ,  a l  menos  e n  e u c a r i o n t e s  i n f e r i o r e s  ( L i p p s  y 

M o r r i s ,  1977;  Lohr  e I d e ,  1979) .

Tambien  s e  ha p r o p u e s t o  que l a s  mayo re s  l o n g i t u d e s  

i n t e r n u c l e o s o m a l e s  se  e n c u e n t r a n  a s o c i a d a s  con l a  HI. As i ,  

en e r i t r o c i t o  de p o l i o ,  que po see  l a  H5, l a  l o n g i t u d  n u c l e o ­

s o m a l  e s  mayo r  q u e  e n  o t r o s  t e j i d o s  de p o l i o  ( Y a g u c h i  y 

c o l . ,  1 9 8 0 ) .  P o r  o t r o  l a d o ,  S a c c h a r o m y c e s  c e r e v i s i a e , que  

c a r e c e  de h i s t o n a  HI,  po see  una menor l o n g i t u d  n u c l e o s o m a l  

( L oh r  y Van H o l d e ,  1 9 7 5 ) ,  l o  que  p a r e c e  c o n f i r m e r  d i c h a  

h i p o t e s i s .

1 . 2 . 2 .  ESTRUCTURAS PE ORDEN SUPERIOR

El  DNA de una c e l u l a  e u c a r i o t i c a  t i e n e  una enorme 

l o n g i t u d  e n  r e l a c i ô n  con  e l  t a m a h o  d e l  n u c l e o  c e l u l a r .  P o r  

t a n t o ,  su  l o c a l i z a c i o n  en e l  n u c l e o  supone  un e l e v a d o  g r a d o  

de c o m p a c t a c i o n ,  que  debe  p e r m i t i r  l o s  p r o c e s o s  de r e p l i c a -  

c i o n  y t r a n s e  r i p e  i o n .  Se  s a b e  que  e l  DNA e n  l o s  c r o m o s o m a s  

e s t a  co mpa c t a do  unas  10000 vece s .  La c o m p a c t a c i o n  d e l  DNA en



l o s  n u c l e o s o m a s  l l e g a  a s e r  de  ocho  v e c e s ,  p o r  l o  q u e  e s t e  

n i v e l  e s t r u c t u r a l  no  b a s t a  p a r a  d a r  c u e n t a  d e l  e m p a q u e t a -  

ra iento  d e l  DNA en l o s  c romosomas  e i n c l u s o  en l a  c r o m a t i n a .  

P o r  t a n t o ,  l a  c a d e n a  n u c l e o s o m a l  ha  de p l e g a r s e  mucho m âs ,  

adop t ando  e s t r u c t u r a s  de o r d e n  s u p e r i o r .

Los dos s i g u i e n t e s  n i v e l e s  de e s t r u c t u r a c i o n  de l a  

c r o m a t i n a ,  t r a s  e l  n u c l e o s o m a l ,  son e l  f i l a m e n t o  de 10 nm y 

l a  f i b r a  de  c r o m a t i n a  de  2 5 - 3 0  nin, l o s  c u a l e s  h a n  s i d o  

o b s e r v a d o s  a l  m i c r o s c o p i o  e l e c t r ô n i c o  ( R i s  y K u b a i ,  1 97 4 ) .  

Los nu c l e o so m as  deben  e m p a q u e t a r s e  en e s t a s  e s t r u c t u r a s  de 

una forma  mas o menos r e g u l a r .

Es d i f i c i l  o b t e n e r  i n f o r m a c i ô n  r e p r o d u c i b l e  s o b r e  

e s t r u c t u r a s  de o rd en  s u p e r i o r ,  de b idb ,  e n t r e  o t r a s  c a u s a s ,  a 

l a  v a r i a b i l i d a d  en l o s  métodos  de a i s l a m i e n t o  de c r o m a t i n a  y 

a l a s  c o n d i c i o n e s  d e l  d i  s o l  v e n t e  u t i l i z a d o  en  l a s  m e d i d a s .  

La p r e p a r a c i o n  de  l a s  f i b r a s  de  30 nm i n t a c t a s  r e q u i e r e  e l  

u s e  de d i s o l v e n t e s  de moderada  f u e r z a  i ô n i c a  ( a l  menos NaCl 

20  mM), l a  p r e s e n c i a  de  HI e n  e l  c o m p l e j o  y l a  a u s e n c i a  de 

g r a n d e s  f u e r z a s de c i z a l l a  d u r a n t e  l a  p r e p a r a c i ô n .

En r e l a c i ô n  c on  e l  e f e c t o  de  l a  f u e r z a  i ô n i c a  

s o b r e  l a  e s t r u c t u r a . d e  l a  c r o m a t i n a ,  s e  h a  c o m p r o b a d o  q u e  

l o s  c a t i o n e s  mono y d i v a l a n t e s  a c o n c e n t r a c i o n e s  e n t r e  10“ ^ 

y 10  M p a r a  Na'*' y 1 0 " ^  y 1 0 ” ^ M p a r a  Mg^'*' c a m b i a n  l a  

c o m p a c t a c i o n  de  l a  c r o m a t i n a  m o d i f i c a n d o  s u s  p r o p i e d a d e s  

f î s i c a s  ( F u l m e r  y F a s m a n ,  1979;  P e r e z - G r a u  y c o l . , 1984;  

A u s i ô  y c o l . , 1 9 8 4 ) .  E s t u d i o s  r e a l i z a d o s  s o b r e  l o s  e f e c t o s  

de l o s  i o n e s  Na'*’ y Mg^‘*‘ s o b r e  l a  e s t r u c t u r a  de l a  c r o m a t i n a  

han  l l e v a d o  a c o n c l u i r  que  s o l o  l o s  c a t i o n e s  d i v a l e n t e s  

e s t a b i l i z a n  l a  c r o m a t i n a  co ndensada  d e n t r o  d e l  n u c l e o  (Dixon
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y B u r k h o l d e r ,  1985).  E s t o  ha  ven ido  apoyado  po r  e s t u d i o s  de 

m o r f o l o g l a  c r o m o s ô m i c a  ( W e i t z ,  1983)  y  de  d i f r a c c i ô n  de  

r a y o s  X (Langmore y P a u l s o n ,  1983).  También  se ha comprobado  

que  l o s  e f e c t o s  de  l o s  i o n e s  Na'*’ y Mg^+ s o n  d i f e r e n t e s  e n  

l o s  p r i m e r o s  e s t a d o s  de l a  c o n d e n s a c i o n  , m i e n t r a s  q u e  a 

mayores  c o n c e n t r a c i o n e s  son a d i t i v o s  ( S t a r o n ,  1985) .

L as  f i b r a s  de 30  nm se  p u e d e n  c o n v e r t i r  r e v e r s i -  

b l e m e n t e  en f i l a m e n t o s  de 10 nm por  d i s m i n u c i ô n  de l a  f u e r z a  

i ô n i c a  (Renz  y c o l . ,  1977;  R i s  y K u b a i ,  1 97 4 ;  F i n c h  y K l u g ,  

1976) .  E s t a  t r a n s i c i ô n  se  ha  e s t u d i a d o  m e d i a n t e  d i f r a c c i ô n  

de n e u t r o n e s  (Suau  y c o l . ,  1979)  y m i c r o s c o p i a  e l e c t r ô n i c a  

(Thoma y c o l . ,  19 79 ;  Thoma y K o l l e r ,  1 9 7 7 ) .  Los  p r i m e r o s  

e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  u t i l i z a n d o  e s t a s  t é c n i c a s  ( F i n c h  y Klug,  

1976; C a r p e n t e r  y c o l . , 1976) h a b l a n  s u g e r i d o  que e l  f i l a m e n ­

t o  de 1 0 nm e r a  una  d i s p o s i c i o n  l i n e a l  de  l o s  n u c l e o s o m a s ,  

l o s  c u a l e s  s e  s u p e r e n r o l l a b a n  p a r a  f o r m a r  l a  f i b r a  de 30 nm 

o s o l e n o i d e .  E s t e  m o d e l o h a  s i d o  a p o y a d o  p o r  r e s u l t a d o s  

p o s t e r i o r e s .

E x p e r i m e n t o s  de  d i s p e r s i o n  de  n e u t r o n e s  ( Su a u  y 

c o l . ,  1979) r e v e l a r o n  que  l a  d i s p o s i c i ô n  l i n e a r  de n u c l e o s o ­

mas en  e l  f i l a m e n t o  de 10 nm o b t e n i d o  a b a j a  f u e r z a  i ô n i c a ,  

no puede  c o n s i s t i r  en un a p i l a m i e n t o  c a r a  a  c a r a .  Los d a t o s  

e s t â n  de  a c u e r d o  con  mo d e l  os e n  l o s  que  l o s  b o r d e s  c i l l n -  

d r i c o s  de l o s  nu c l e os om as  l i m i t e  e s t a n  en c o n t a c t e ,  con l a s  

c a r a s  o r i e n t a d a s  p a r a l e l a m e n t e  a l  e j e  d e l  f i l a m e n t o .  S eg un 

s e  a u m e n t a  l a  f u e r z a  i ô n i c a  s e  o r i g i n a  u n a  n u e v a  s e r i e  de 

e s t r u c t u r a s  de 30 nm de d i â m e t r o  pe ro  con u n a  masa v a r i a b l e  

p o r  u n i d a d  de  l o n g i t u d .  E s t a s  e s t r u c t u r a s  s e  h a c e n  mâs 

c o m p a c t a s  s e g ü n  a u m e n t a  l a  f u e r z a  i ô n i c a ;  l a  m â s  c o m p a c t a
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c o n s i s t e  en  una s u p e r h é l i c e  con 6 - 7  nuc l eo som as  po r  v u e l t a .  

Se p i e n s a  que l o s  n uc l e o so m as  l i m i t e  se  d i s p o n e n  de modo que 

l o s  d i a m e t r o s  de  l a  e s t r u c t u r a  e n  s u  a s p e c t o  c i l î n d r i c o  

e s t é n  p e r p e n d i c u l a r e s  a l  e j e  de l a  s u p e r h é l i c e .  Se ha su g e ­

r i d o  q u e  t a i e s  e j e s  de  l o s  n u c l e o s o m a s  l i m i t e  p u e d e n  se  r 

p a r a l e l o s  a l  de l a  s u p e r h é l i c e ,  con l o  que cada  v u e l t a  de l a  

s u p e r h é l i c e  e s  r e l a t i v a m e n t e  p l a n a  co n  l a s  c a r a s  de  l o s  

n u c l e o s o m a s ,  en v u e l t a s  s u c e s i v a s ,  p a r a l e l a s  u n a s  con o t r a s  

( F i g u r a  -10).

Por  m i c r o s c o p i a  e l e c t r ô n i c a  s e  ha  examinado  t am ­

b i é n  l a  t r a n s i c i ô n  de 1 f i l a m e n t o  de 10 nm a l a  f i b r a  de 30 

nm (Thoma y c o l . ,  1 9 7 9 ) .  A b a j a  f u e r z a  i ô n i c a  e l  f i l a m e n t o  

a p a r e c e  en  una c o n f i g u r a c i ô n  z i g - z a g ,  con una p e r i o d i c i d a d  

de dos nuc l eo som as .  Segûn se  aumenta  l a  c o n c e n t r a c i ô n  de s a l  

a l g u n a s  e s t r u c t u r a s  s o l e n o i d a l e s  i r r e g u l a r e s ,  de mayor d i a -  

m e t r o ,  comienzan  a f o r m a r s e ,  y a mayores  c o n c e n t r a c i o n e s  de 

s a l  ( 0 . 0 6 - 0 . 1  M NaCl)  l a  mayor  p a r t e  d e l  m a t e r i a l  e s t a  e n  

una  f i b r a  de  25  nm de  d i â m e t r o .  En e s t a s  f i b r a s  s e  p u e d e n  

v e r  e s  t r  l a  s s e p a r a d a s  p o r  11 nm ( R a t t n e r  y H a m k a l o ,  1979;  

R a t t n e r  y Hamkalo,  1978) ,  l o  que s u g i e r e  que l o s  n u c l e o so m as  

en v u e l t a s  s u c e s i v a s  pueden  e m p a q u e t a r s e  l a t e r a l m e n t e ,  mejor  

que  con  s u s  c a r a s  p a r a l e l a s  como p r o p o n e n  Suau  y c o l .  

( 1 9 7 9 ) .  En e s t e  mod e lo  e l  c o n t a c t e  e n t r e  d o s  n u c l e o s o m a s  

a d y a c e n t e s  de una misma v u e l t a  o c u r r e  po r  l a s  c a r a s  ( F i g u r a  

11) .  E s t e  ha ven ido  c o n f i r m a d o  por  e x p e r i m e n t o s  de d i c r o l s m o  

e l é c t r i c o  (McGhee y c o l .  1980) y r e c o n s t r u c c i o n e s  t r i d i m e n -  

s i o n a l e s  a p a r t i r  de m i c r o g r a f î a s  e l e c t r ô n i c a s  ( S u b i r a n a  y 

c o l . ,  1985) Pe se  a l a s  d i s c r e p a n c i e s ,  ambos g r up o s  de i n v e s -  

t i g a d o r e s  e s t â n  de acu e rd o  con que en e l  f i l a m e n t o  de 10 nm



F i g u r a  1 0 . -  M o d e l o  de  d i s p o s i c i ô n  de  l o s  n u c l e o s o m a s  e n  e l  

s o l e n o i d e .  En e s t e  m o d e l o  l a s  c a r a s  de  l o s  n u c l e o s o m a s  s e  

d i s p o n e n  p e r p e n d i c u l a r m e n t e  a l  e j e  d e l  s o l e n o i d e .

F i g u r a  1 1 . -  M o d e l o  de  d i s p o s i c i ô n  de  l o s  n u c l e o s o m a s  e n  e l  

s o l e n o i d e .  En e s t e  m o d e l o  l a s  c a r a s  de  l o s  n u c l e o s o m a s  s e  

d i s p o n e n  r a d i a l m e n t e  a l  e j e  d e l  s o l e n o i d e .
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l o s  n u c l e o s o m a s  e s t â n  d i s p u e s t o s  con  s u s  e j e s  p e r p e n d i c u ­

l a r e s  a l  d e l  f i l a m e n t o ,  y que  l a  f i b r a  de  30 nm c o n s i s t e  e n  

una s u p e r h é l i c e  c o n t i n u a  de nuc l eosomas  con unes  6 - 7  n u c l e o ­

somas po r  v u e l t a  ( F i g u r a  12).

Ademâs d e l  modelo de s u p e r h é l i c e  c o n t i n u a  hay o t r o  

que d i f i e r e  d e l  a n t e r i o r  en que s u g i e r e  que a g r u p a c i o n e s  de 

6 - 8  n u c l e o s o m a s ,  j u n t a s ,  f o r m a n  l a  f i b r a  de 30  nm. T a i e s  

e s t r u c t u r a s  se  han v i s  t o  m e d i a n t e  m i c r o s c o p i a  e l e c t r ô n i c a  

(Renz y c o l . ,  1977 ;  H o z i e r  y c o l . ,  1977 ;  S t r a t l i n g  y c o l . ,  

1 97 8 ) .  E x p e r i m e n t o s  de c r o s s l i n k i n g  ( I t k e s  y c o l . ,  1980)  y 

de d i g e s t i ô n  con  n u c l e a s a s  ( P u i g d o m e n e c h  y R u i z - C a r r i l l o ,  

1982; Z e n t g r a f  y F r anke ,  1984; Muyldermans y c o l . ,  1985) han 

c u e s t i o n a d o  de nu ev o  e l  t e m a .  S i n  e m b a r g o ,  hay a u t o r e s  que  

o p i n a n  q u e  s e  t r a t a  de  v u e l t a s  de  s o l e n o i d e  a i s l a d a s  

( W o r c e l ,  1 9 7 8 ) .  P o r  s u  p a r t e ,  A z o r l n  y c o l .  ( 19 8 2 )  h a n  

s u g e r i d o  que e s t a s  a g r u p a c i o n e s  pueden  s e r  un e s t a d o  a l t e r ­

n a t i v e  de l a  e s t r u c t u r a  de l a  c r o m a t i n a ,  h a b i e n d o s e  l l e g a d o  

a s u g e r i r  t r a n s i c i o n e s  e n t r e  e s t a s  a g r u p a c i o n e s  y e l  s o l e ­

n o i d e  ( S u b i r a n a  y c o l . ,  1 98 5 ) .

La h i s t o n a  H1, que  p u e d e  f i j a r  l o s  n u c l e o s o m a s  

i n d i v i d u a l e s  en una c o n f o r m a c i ô n ,  puede t a m b i é n  e s t a b i l i z a r  

l a  f i b r a  de 30 nm (Thoma y c o l . ,  1979) .  As l ,  a l  p o d e r  é l i m i ­

na r  exc  l u s  i v a m e n t e  de l a  c r o m a t i n a  a l a  H1 ( M a r e k o v  y 

B e l t c h e v ,  1981)  s e  ha  o b s e r v a d o  que  l a s  PNH p r e v i e n e n  p a r -  

c i a l m e n t e  e l  d e s p l e g a m i e n t o  de l o s  n uc l eo som as  a b a j a  f u e r z a  

i ô n i c a ,  pe ro  que se  r e q u i e r e  l a  H1 p a r a  que haya un b lo qu eo  

c o m p l e t e  ( D i m i t r o v  y c o l . ,  1985 ) .  Se ha  c o m p r o b a d o  q u e  l a  

c r o m a t i n a  e n  p r e s e n c i a  de  H1 m u e s t r a  un a  e s t r u c t u r a  mâs  

compac t a  que en su  a u s e n c i a  (Varshavsky y c o l . ,  1976; C h r i s -
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F i g u r a  1 2 . -  Mo d e l o  s o l e n o i d a l  p r o p u e s t o  p a r a  e l  e n r o l l a m i e n -  

t o  de l a  c a d e n a  p o l i n u c l e o s o m a l



t i a n s e n  y G r i f f i t h ,  1977; Renz y c o l . ,  1977;  Vogel  y S i n g e r ,  

1976 ; B radbu ry  y c o l . ,  1973) .  A e s t e  r e s p e c t o ,  se  ha  compro­

bado que l a  h i s t o n a  H5 t a m b i e n  p a r e c e  p romover  l a  f o r m a c i ô n  

de  o r d e n  s u p e r i o r  e n  c r o m a t i n a  de  e r i t r o c i t o  de  p o l i o ,  e 

i n c l u s o  con una mayor e f e c t i v i d a d  que l a  HI (Thomas y Rees ,  

1983 ;  Thomas  y c o l . ,  1 9 8 5 ) .  La c a p a c i d a d  de  l a  HI p a r a  

f o r m a r  c o n t a c t a s  H1-H1 ( B u t l e r  y Thomas,  1980;  Losa  y c o l . ,

198 4 )  p e r m i t e  a l a  c r o m a t i n a  f o r m a r  e s t r u c t u r a s  de  o r d e n  

s u p e r i o r -  c u a n d o  s e  d e b i l i t a n  l a s  f u e r z a s  r e p u l s i v a s  e l e c ­

t r o s  t a t i c a s .  La l o c a l i z a c i o n  de  l a  HI e n  l a  e s t r u c t u r a  de  

o r d e n  s u p e r i o r  no  s e  c o n o c e  con  e x a c t i t u d ,  de  f o r m a  q u e  no  

e s t a  c l a r o  s i  l a  HI e s t a  en e l  i n t e r i o r  o en e l  e x t e r i o r  d e l  

s o l e n o i d e .  A s l ,  p o r  una  p a r t e ,  l à  HI e s  l a  h i s t o n a  mâs 

s u s c e p t i b l e  a l a  p r o t e o l i s i s ;  p o r  o t r a  p a r t e ,  se  ha  o b s e r v a ­

do  q u e  un a n t i c u e  rp o  c o n t r a  l a  HI s e  une  menos  a c r o m a t i n a  a 

a l t  a f u e r z a  i o n i c a  que  a b a j a  f u e r z a  i o n i c a  (Taka  h a s h i  y 

T a s h i r o ,  1979) ,  l o  que s u g i e r e  una d i s p o s i c i o n  i n t e r n a .

La t e n d e n c i a  de l o s  n u c l e o s o m a s  l i m i t e  a d e s l i z a r -  

s e  a l o  l a r g o  d e l  DNA c u a n d o  l a  HI e s  e l i m i n a d a  ( S t e i n m e t z  y 

c o l . ,  1978 ;  K i e v a n  y C r o t h e r s ,  1977 ;  T a t c h e l l  y Van H o l d e ,  

1978) s u g i e r e  que en d e t e r m i n a d a s  o c a s i o n e s  l o s  n u c l e o s o m a s  

l i m i t e  a d y a c e n t e s  i n t e r a c c i o n a n ,  l o  que q u i z a  j u e g a  un p a p e l  

e n  l a  e s t a b i l i z a c i o n  de l a  e s t r u c t u r a  de  o r d e n  s u p e r i o r .  

Aunque  l a  HI i n f l u y e  e n  l a  c a p a c i d a d  de l a  c r o m a t i n a  p a r a  

f o r m a r  e s t r u c t u r a s  c o m p a c t a s  r e g u l a r e s ,  muchas de l a s  c a r a c ­

t e r l s t i c a s  de  l a  f i b r a  de  30  nm s e  p u e d e n  ve r ,  a u n q u e  e n  

f o r m a  d e s o r d e n a d a ,  en c r o m a t i n a  s i n  HI (Thoma y c o l . ,  1979; 

Thoma y K o l l e r ,  1977) .  Ademas,  se  ha  o b s e r v a d o  como n u c l e o ­

so m a s  i n d i v i d u a l e s  f o r m a n  e s t r u c t u r a s  s i m i l a r e s  ( F i n c h  y



Klug,  1976). Es p r o b a b l e  que l a s  i n t e r a c c i o n e s  e n t r e  n u c l e o ­

soma 8 l i m i t e  a y u d e n  a e s t a b i l i z a r  l a  e s t r u c t u r a  de  o r d e n  

s u p e r i o r .

S i n  e m b a r g o ,  l a  e s t r u c t u r a  s o l e n o i d a l  que  s e  ha  

d e s c r i t o  no b a s t a  p a r a  e x p l i c a r  e l  g r ado  de c o m p a c t a c i o n  de 

l a  c r o m a t i n a ,  por  l o  que e s t e  s o l e n o i d e  debe  a d o p t e r  e s t r u c ­

t u r a s  aun mas c o m p a c t a s .  A e s t e  r s p e c t o ,  e s t u d i o s  de d i g e s ­

t i o n  con DNasa I han m o s t r a d o  que a c o n c e n t r a c i o n e s  de Mg^+ 

menores  de 1 mM se p roduce  una t r a n s i c i o n  en l a  c r o m a t i n a  de 

e r i t r o c i t o  de  p o l i o  i n  s i t u .  E s t a  t r a n s i c i o n  p u e d e  e s t a r  

r e l a c i o n a d a  con  e l  e m p a q u e t a m i e n t o  de l a  f i b r a  de  30 nm e n  

e s t r u c t u r a s  de o rden  s u p e r i o r  ( K a c h a t r i a n  y c o l . ,  1985) .

1 . 3 . CROMATINA ACTIVA

El  DNA s e  e n c u e n t r a  en  e l  n u c l e o  c e l u l a r  e n  u na  

e s t r u c t u r a  t a n  compact a  que no puede s e r  a c c è s i b l e  a l  a p a r a -  

t o  t r a n s c r i p c i o n a l .  Se ha  o bs e r vad o  a l  m i c r o s c o p i o  e l e c t r ô ­

n i c o  que t a n t o  l a s  r e g i o n e s  que se t r a n s c r i b e n  como l a s  que 

no ,  p o s e e n  n u c l e o s o m a s  (Oshei ra  y c o l . ,  1 9 7 8 ) .  Ade mas ,  l o s  

p r o d u c t o s  de d i g e s t i ô n  con n u c l e a s a  m i c r o c o c a l  son l o s  m i s -  

mos (Lacy  y A x e l ,  1 9 7 5 ) .  P o r  t a n t o ,  l a  e s t r u c t u r a  d e l  n u ­

c l e o s o m a  d e be  s e r  d i f e r e n t e  e n  ambas  r e g i o n e s .  A e s t e  r e s ­

p e c t o ,  u na  d i f e r e n c i a  e n t r e  l o s  n u c l e o s o m a s  de a m b a s  r e ­

g i o n e s  ha quedado p a t e n t e  m ed i a n t e  e s t u d i o s  con e n d o n u c l e a ­

s e s  r e l a t i v a m e n t e  i n e s p e c i f i c a s ,  l a s  c u a l e s  r e c o n o c e n  l a  

e s t r u c t u r a  e s p e c i a l  de l o s  genes  a c t i v o s  d i g i r i e n d o l o s  mas 

r a p i d a m e n t e  (Wei sbrod,  1982) .  Es to  s u g i e r e  que e s t o s  n u c l e o ­

somas  s i t u a d o s  en  r e g i o n e s  a c t i v a s  p .oseen una  e s t r u c t u r a



d i f e r e n t e  y mâs a b i e r t a  que l a  de l o s  n uc l e o so m as  p r é s e n t e s  

en l a s  r e g i o n e s  que no se  t r a n s c r i b e n .

Los e s t u d i o s  s o b r e  c r o m a t i n a  a c t i v a  han mo s t r ado  

a l g u n a s  c a r a c t e r l s t i c a s  d i f e r e n c i a l e s  c o n  r e s p e c t o  a l a  

i n a c t i v a .  A e s t e  r e s p e c t o ,  se ha comprobado que e l  gen de l a  

g l o b i n a  en n ü c l e o s  de e r i t r o c i t o  de p o l i o  e s  p r e f e r e n t e m e n t e  

d e g r a d a d o  p o r  l a  DNasa I  ( W e i n t r a u b  y G r o u d i n e ,  1 9 7 6 ) ,  l o  

que i n d i c a  una e s t r u c t u r a  c o n f o r m a c i o n a l m e n t e  d i s t i n t a  d e l  

r e s t e  de l a  c r o m a t i n a .  E s t a  s e n s  i b i l i d a d  d e l  gen  de l a  

g l o b i n a  e s  e s p e c i f i c a  de t e j i d o ,  pues  d i c h o  gen no e s  p r e f e ­

r e n t e m e n t e  d i g e r i d o  e n  o v i d u c t o  de g a l l i n a ,  e n  d o n d e  s i  l o  

e s ,  p o r  e l  c o n t r a r i o ,  e l  g e n  de  l a  o v o a l b ü m i n a  ( G a r e l  y 

A x e l ,  1 97 6 ) .  E s t a  s e n s  i b i l i d a d  d i f e r e n c i a l  a l a  DNasa I de 

l o s  ge ne s  a c t i v o s  se  ha  o b s e r v a d o  en d i f e r e n t e s  o r g a n i s m e s  

( S t a d l e r  y c o l . ,  1978;  F l i n t  y W e i n t r a u b ,  1977 ;  G r o u d i n e  y 

c o l . ,  1978 ;  G a r e l  y c o l . ,  1977 ;  C z u p r y i n  y T o c z k o ,  1 9 8 5 ) ,  

pe r o  mâs b i e n  i n d i c a  l a  p o s i b i l i d a d  de que s ea  t r a n s c r i t e  en 

a l g ü n  memen to  de  l a  h i s t o r i a  c e l u l a r  que  e l  que  l o  s e a  en  

r e a l i d a d  ( S t a d l e r  y c o l . ,  1980a) .

La s e n s i b i l i d a d  a l a  DNasa I no  s o l o  a f e c t a  a l a s  

r e g i o n e s  c o d i f i c a d o r a s ,  s i n e  que se  e x t i e n d e  a ambos e x t r e ­

mos de  l a s  m i s m a s  ( S t a d l e r  y c o l . ,  1980 a ;  S t a d l e r  y c o l . ,  

1980b;  Wood y F e l s e n f e l d ,  1982) ;  e l l o  p o d r i a  s u g e r i r  que l o s  

g e n e s  en e s t a d o  a c t i v o  s e  l o c a l i z a n  en d o m in i o s  mayo re s  que 

e l  p r o p i o  ge n  con  l a  e s t r u c t u r a  a l t e r  a d a  ( S m i t h  y c o l . ,  

1984; Alevy y c o l . ,  1984) .  A e s t e  r e s p e c t o  se  ha  m o s t r a d o  l a  

e x i s t e n c i a  de zonas  h i p e r s e n s i b l e s  a l a  DNasa I  en l a  r e g i o n  

5 '  de  l a s  r e g i o n e s  c o d i f i c a d o r a s  (Wu, 1 9 8 0 ) .  E s t o s  s i t i o s  

h i p e r s e n s i b l e s  no e x i s t e n  en e l  DNA l i b r e ,  por  l o  que han de



s e r  c o n s e c u e n c i a  de l a  e s t r u c t u r a  de l a  c r o m a t i n a .  R e s u l t a ­

d o s  o b t e n i d o s  c o n  e l  g e n  de  l a  g l o b i n a  ( G r o u d i n e  y 

We in t r aub ,  1981) han r e l a c i o n a d o  e s t o s  s i t i o s  h i p e r s e n s i b l e s  

con l a  a c t i v a c i ô n  d e l  gen.  Es p o s i b l e  que e s t a s  z o n a s  i n d i -  

quen c u a l e s  son l o s  ge nes  que deben s e r  t r a n s c r i t e s .

La c r o m a t i n a  a c t i v a  t a m b i é n  e s  d i g e r i d a  p r e f e r e n ­

t e m e n t e  p o r  l a  DNasa I I  ( M a r u s h i g e  y B o n n e r ,  1 9 7 1 ) ,  l o  q ue  

ha  p e r m i t i d o  s u  f r a c e i o n a m i e n t o .  La d i g e s t i ô n  s u a v e  c o n  

DNasa I I  s o l u b i l i z a  un m a t e r i a l  que se  puede  f r a c c i o n a r  po r  

p r e c i p i t a c i ô n  con c a t i o n e s  d i v a l e n t e s  como e l  Mg^'*'. La f r a c -  

c i ô n  s o l u b l e  en p r e s e n c i a  de Mg^+ c o r r e s p o n d e  a  l a s  r e g i o n e s  

a c t i v a s  de  l a  c r o m a t i n a  ( F u n d e r u d  y H a u g l i ,  19 77 ;  Mohb e r  y 

Rush ,  1 97 1 ) .  Las  r e g i o n e s  t r a n s c r i b i b l e s  a i s l a d a s  de e s t a  

f orma e s t â n  o r g a n i z a d a s  en u n i d a d e s  r e p e t i t i v a s  e n r i q u e c i d a s  

en PCNH. Ademâs,  p r e s e n t a n  un c o e f i c i e n t e  de s e d i m e n t a c i ô n  

mayor que e l  de n u c l e o s o m a s  de c r o m a t i n a  i n a c t i v a  ( G o t t e s -  

f e l d  y B u t l e r ,  1 9 7 7 ) ,  l o  q u e  s e  ha  a t r i b u î d o  a l a  p r e s e n c i a  

de RNA n a c i e n t e .

La n u c l e a s a  m i c r o c o c a l  ha  s i d o  a m p l i a m e n t e  u t i l i -  

z ada  e n  e l  f r a c  c i  on a  mi en  t o  de l a  c r o m a t i n a  a c t i v a .  Se ha 

c o m p r o b a d o  que  l a  f r a c c i ô n  s o l u b l e  o b t e n i d a ,  t r a s  d i g e r i r  

n ü c l e o s  de o v i d u c t o  de g a l l i n a ,  e s t â  e n r i q u e c i d a  e n  e l  gen  

de l a  a l  b ü m i n a  (Bloom y A n d e r s o n ,  19 78) y que  a d e m â s  e s t â  

compues t a  f u n d a m e n t a l m e n t e  po r  mononucl eosomas .  P u e s t o  que  

l a  n u c l e a s a  m i c r o c o c a l  a t a c a  p r e f e r e n t e m e n t e  a l  DNA i n t e r n u ­

c l e o s o m a l  (No l l ,  1974a;  Axel ,  1975) l a  l i b e r a c i ô n  de mononu­

c l e oso m as  e n r i q u e c i d o s  en ge n e s  a c t i v o s  puede  s e r  e l  r e s u l -  

t a d o  de l a  r u p t u r a  p r e f e r e n t e  d e l  DNA i n t e r n u c l e o s o m a l  de 

l a s  r e g i o n e s  a c t i v a s .  La p r e s e n c i a  de c r o m a t i n a  i n a c t i v a  en



l a  f r a c c i ô n  s o l u b l e  t r a s  l a  d i g e s t i o n  i n d i c a  q u e  e l  DNA de 

e s a s  r e g i o n e s  no e s  t o t a l m e n t e  r e s i s t e n t e  a l a  a c c i ô n  de l a  

n u c l e a s a .  Un método de f r a c c i o n a m i e n t o  u s u a l m e n t e  u t i l i z a d o  

e s  e l  de L e v y - W i l s o n  y c o l .  ( 1 9 7 9 ) .  E s t e  m é t o d o  c o n s i s t e  e n  

d i g e r i r  l o s  n ü c l e o s  h a s t a  o b t e n e r  un 3% de  DNA s o l u b l e  e n  

a c i do .  T r a s  s e d i m e n t a r  l o s  n ü c l e o s  d i g e r i d o s ,  é s t o s  s e  l i s a n  

o b t e n i e n d o s e  un m a t e r i a l  s o l u b l e  t r a s  c e n t r i f u g a c i ô n .  E s t e  

m a t e r i a l  s o l u b l e  s e  p o d i a  f r a c c i o n a r  p o s t e r i o r m e n t e  s egün  su  

s o l u b i l i d a d  en NaCl 0.1 M. Tanto  l a  f r a c c i ô n  s o l u b l e  como l a  

i n s o l u b l e  e n  NaCl 0.1 M e s t a b a n  e n r i q u e c i d a s  e n  s e c u e n c i a s  

t r a n s c r  i b i b  l e  s ,  s i  b i e n  e s t e  e n r i q u e c i m i e n t o  e r a  mayor en l a  

s o l u b l e .

Una p o s i b l e  c a u s a  de  l a  d i f e r e n t e  e s t r u c t u r a  de 

l o s  nuc l eosomas  a c t i v o s  e s  l a  p r e s e n c i a  de h i s t o n a s  a c e t i l a -  

da s  (Mathews y Bradbu ry ,  1982) .  En c r o m a t i n a  e n r i q u e c i d a  en 

h i s t o n a s  h i p e r a c e t i l a d a s ,  l a s  z o n a s  q u e  s e  d i g i e r e n  mâs  

r â p i d a m e  n t e  p o r  l a  DNasa I s o n  p r e c i  same n t e  a q u e l l a s  que  

c o n t i e n e n  l a s  h i s t o n a s  h i p e r a c e t i l a d a s  ( V i d a l i  y c o l . ,

19 7 8 ) .  P o r  o t r a  p a r t e ,  l o s  n u c l e o s o m a s  c o n  h i s t o n a s  h i ­

p e r a c e t  i l a d a  s , a d e m â s  de  p r e s e n t e r  l o s  s i t i o s  de r o t u r a  

t î p i c o s  p a r a  l a  DNasa I ,  p o se en  t r e s  s i t i o s  nuevos .  Ademâs,  

segün se  d e sp r en de  de e s t u d i o s  de d e s n a t u r a l i z a c i ô n  t é r m i c a ,  

s u  e s t r u c t u r a  e s  me nos  e s t a b  l e  que  l a  de  l o s  n u c l e o s o m a s  

n o r m a l e s  (Bode y c o l . ,  1980;  Yau y c o l . ,  1982 ;  S i m p s o n ,  

1978b).  Mâs r e c i e n t e m e n t e  s e  ha p r o p u e s t o  que l a  h i p e r a c e t i ­

l a c i ô n  de H3 y H4 e n  P h y s a r u m  o c u r r i r î a  e n  l a  f a s e  G2 de 1 

c i c l o  c e l u l a r  y e s t a r i a  r e l a c i o n a d a  con l a  t r a n s c r i p c i ô n  d e l  

DNA, m i e n t r a s  que l a s  h i s t o n a s  H2A y H2B se  h i p e r a c e t i l a r î a n  

e n  l a  f a s e  S d e l  c i c l o ,  f a c i l i t a n d o  l a  r e p l i c a c i ô n  d e l  DNA
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( Wa te rbo rg  y Mathews,  1983).

Por  o t r a  p a r t e ,  se  ha comprobado que l a  e x t r a c c i o n  

de l a s  p r o t e i n a s  HMG de l a  c r o m a t i n a  de e r i t r o c i t o  de p o l i o  

é l i m i n a  l a  e s p e c i a l  s e n s i b i l i d a d  d e l  gen de l a  g l o b i n a  a l a  

DNasa I  ( W e i s b r o d  y W e i n t r a u b ,  1979 ) .  Al r e c o n s t i t u i r  l a  

c r o m a t i n a  com e l  c o n j u n t o  de l a s  HMG e x t r a l d a s ,  o con  HMG-14 

y HMG-17 p u r i f i c a d a s ,  e s a  s e n s i b i l i d a d  r e a p a r e c e  (We i sb rod  y 

c o l . ,  1 9 8 0 ) .  La mayor  s e n s i b i l i d a d  a l a  DNasa I de  l a s  

r e g i o n e s  de c r o m a t i n a  con p r o t e i n a s  HMG p a r e c e  s e r  un f e n o -  

meno g e n e r a l ,  p u e s  s e  ha  d e s c r i t o  i n c l u s o  e n  c r o m a t i n a  de 

p l a n t a s  ( S p i k e r  y c o l . ,  1 98 3 ) .

Como ya se  ha i n d i c a d o ,  l a s  HMG p o s e e n  un e l e v a d o  

c o n t e n i d o  t a n t o  en a m i n o a c i d o s  a c i d o s  como en  b â s i c o s .  Por  

e s t e  mo t ivo  se  p i e n s a  que son c a p a c e s  de i n t e r a c c i o n a r  t a n t o  

con e l  DNA como con l a s  h i s t o n a s  ( Johns ,  1982).  Las HMG-14 y 

HMG-17 s e  unen t a n t o  a l  c o r e  nu c l e o so m a l  como a n u c l e o s o m a s  

con H1/H5, h a c i e n d o l o  dos  m o l é c u l a s  por  nuc l eosoma  (Sh i ck  y 

c o l . ,  1985;  M a r d i  an y c o l . ,  1 9 80 ) .  P a r e c e  s e r  que  e s t a s  HMG 

i n t e r a c c i o n a n  p o r  l o s  e x t r e m o s  d e l  DNA d e l  c o r e  ( S a n d e e n  y 

c o l . ,  1980;  Mard i an  y c o l . ,  1980) p e ro  t a m b i é n  en dos  s i t i o s  

i n t e r n o s  (Sh i ck  y c o l . ,  1985).  E s t a  un ion  no a f e c t a  a l  r e s t e  

de l a s  h i s t o n a s  ( S a n d e e n  y c o l . ,  1 9 8 0 ) .  E s t o  ha  l l e v a d o  a 

s u g e r i r  q ue  e s t a s  p r o t e i n a s  p u e d e n  a f e c t a r  a l a s  r e g i o n e s  

a c t i v a s  no p o r  c a m b i o s  e n  l a  e s t r u c t u r a  n u c l e o s o m a l  s i n o  

p a r t i c i p a n d o  en un d e s p l a z a m i e n t o  t e m p o r a l  de l a s  h i s t o n a s  

d u r a n t e  l a  t r a n s c r i p c i ô n  ( L a b h a r t  y K o l l e r ,  19 8 2 ;  Ka rpo v  y 

c o l . ,  1984; P r e o b r a z h e n s k a y a  y c o l . ,  1984).

De l a  misma f o r m a  que  l a s  r e g i o n e s  a c t i v a s  e s t â n  

e n r i q u e c i d a s  en HMG, se  ha obse rv ado  una e s c a s e z  de H1, por



l o  que  l a  p r e s e n c i a  de d i c h a  h i s t o n a  s e  ha  r e l a c i o n a d o  c on  

l a  c r o m a t i n a  i n a c t i v a .  Po r  o t r a  p a r t e ,  Komaiko y F e l s e n f e l d  

(1985 )  h a n  m o s t r a d o  q ue  l a  a u s e n c i a  de H1 de  n u c l e o s o r a a s  

a c t i v e s  puede d e b e r s e  a un a r e d i s t r i b u c i o n  d e b i d a  a l  mener  

t amahe  d e l  DNA de l e s  n u c l e e s e m a s  a c t i v e s  a l  s e r  e s t e s  mas 

s e n s i b l e s  a l a  d i g e s t i o n .  S i n  e m b a r g o ,  l e s  r e s u l t a d e s  de  

K i m u r a  y c o l .  ( 1983 )  y S m i t h  y c o l .  ( 1984 )  i n d i c a n  q u e  l a  

c r o m a t i n a  a c t i v a  e s t a  p r e b a b l e m e n t e  d e s p r e v i s t a  de  H1 i n  

v i v e . A e s t e  r e s p e c t e ,  se  ha cemprebade  que una v a r i a n t e  de 

l a  h i s t o n a  H1 que  a p a r e c e  en  l e s  e s t a d e s  emb r i e n a r l e s , l a  

H1^, e s t a  a s e c i a d a  a un gen r e p r i m i d e  d u r a n t e  e l  d e s a r r e l l e  

d e l  h i g a d e  de  r a t a  (Roche  y c o l . ,  19 8 5 ) .

Pe r  e t r a  p a r t e ,  se  ha cemprebade  que l a  d i g e s t i o n  

de  n ü c l e e s  de  t e s t i c u l e  de  t r u c h a  c e n  n u c l e a s a  m i c r e c e c a l  

l i b é r a  l a  p r e t e l n a  HMG-T, s i m i l a r  a l a s  HMG-1 y HMG-2 de 

t i m e  de  t e r n e r a ,  p e r  l e  que  s e  ha  p r e p u e s t e  s u  a se  c i a c i  en 

cen  e l  DNA i n t e r n u c l e e s e r a a l  ( p r e f e r e n t e m e n t e  a t a c a d e  p e r  l a  

n u c l e a s a )  de  l a  c r o m a t i n a  a c t i v a  de  t e s t i c u l e  de  t r u c h a  en  

s u s t i t u c i ô n  de l a  H1, i n h i b i e n d e  l a  f e r m a c i ô n  d e l  s e l e n e i d e  

( L e v y - W i l s o n  y c e l . ,  1 9 7 7 ) .  E s t u d i e s  de v e l e c i d a d  de s e d i -  

m e n t a c i ô n  yde e l e c t r e f e r e s i s  en g e l  han i n d i c a d e  que mien -  

t r a s  que t a n t e  l a  HMG-1 cerne l a  HMG-2 se  unen a n u c l e e s e m a s  

de 180 pb ,  l a  HMG-1 i n t e r a c c i e n a  muche mas  d ë b i l m e n t e  

( S c h r e t e r  y Bede ,  1 9 8 2 ) ,  s i e n d e  e l  t a m a h e  de  s u  s i t i e  de 

un io n  de 14 pb (14 b a s e s  en e l  c a s e  de un ion  a DNA m e n e c a t e -  

n a r i e  ( B u t l e r  y c o l . ,  19 8 5 ) .  Cen r e s p e c t e  a s u  p a p e l  en  l a  

c r o m a t i n a ,  S t eude  y M a z l u f f  (1982) han s u g e r i d e  que  l a  HMG-1 

y HMG-2 pueden e s t i m u l a r  l a  t r a n s c r i p c i o n  p e r  una RNA p e l i -  

m e r a s a  e n d o g e n a  de n ü c l e e s  de mi e l e m a  de r a t o n .  P e r  e t r a
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p a r t e ,  Bonna-Andrea y c o l .  (1984) han e n c o n t r a d o  que HMG-1 y 

HMG-2 pueden  media r  en e l  e n s a m b l a j e  d e l  nu c l e osoma .

Debido a e s t a  r e l a c l ô n  de a c e t i l a c i ô n  de h i s t o n a s  

y p r e s e n c i a  de HMG-14 y HMG-17 con  l a  a c t i v i d a d  g ê n i c a ,  s e  

ha e s t u d i a d o  e l  e f e c t o  que p rovocan  en l a  e s t r u c t u r a  n u c l e o -  

so m a l  (Bode y c o l . ,  1 9 8 3 ) .  De e s t a  f o r m a ,  s e  h a  c o m p r o b a d o  

que t a n t e  l e s  n u c l e e s em as  que c e n t i e n e n  HMG-14 y HMG-17 oeme 

a q u e l l e s  que pe see n  h i s t o n a s  a c e t i l a d a s  pe se e n  una e s t r u c t u ­

r a  mas a b i e r t a  que l a  d e l  nuc l eosoma  no r ma l .  S i n  embargo,  l a  

e s t r u c t u r a  de l  nuc l eosoma  cen  e l  e c t â m e r e  a c e t i l a d e  p a r e c e  

s e r  menes r i g i d a  que l a  de a q u e l l e s  que c e n t i e n e n  p r e t e i n a s  

HMG. Ambes hech es ,  c e n j u n t a m e n t e ,  p e d r i a n  d a r  c u e n t a  de una 

e s t r u c t u r a  a b i e r t a  y f l e x i b l e ,  y j u n t e  c e n  l a  a u s e n c i a  de  

H1, m an t en e r  l a  c r o m a t i n a  en una c e n f e r m a c i o n  e x t e n d i d a ,  que 

f a c i l i t e  e l  p r e c e s e  de l a  t r a n s c r i p c i o n .

En c o n c l u s i o n ,  p a r e c e  h a b e r  una e s t r e c h a  r e l a c i ô n  

e n t r e  l a  p r e s e n c i a  de HMG y l a  a c t i v i d a d  t r a n s c r i p c i e n a l  de 

l a  c r o m a t i n a .  Se ha p r e p u e s t e  que l a s  p r e t e i n a s  HMG de a l t o  

peso  m o l e c u l a r  e s t a r l a n  a s e c i a d a s  cen  e l  DNA i n t e r n u c l e e s e -  

mal (Mathew y c o l . ,  1979;  Lev y -W i l s en  y c o l . ,  1977)  p u d i e n d e  

a s i  i n f l u i r  sob re  l a  a d e p c i ô n  de e s t r u c t u r a s  de e r d e n  supe ­

r i o r ,  i m p i d i e n d e l a ,  m i e n t r a s  que l a s  de b a j e  pe so  m o l e c u l a r  

e s t a r l a n  a s e c i a d a s  a l  nuc l eosoma  l i m i t e  a l t e r a n d e  su  e s t r u c ­

t u r a ,  de  f e r m a  que  p r e s e n t e n  u na  g r a n  s e n s i b i l i d a d  a l a  

DNasa I  ( H u t c h e e n  y c o l . ,  1 98 0 ) .

E s t a s  m e d i f i c a c i e n e s  v i v e  pueden  v e n i r  p r e v e c a -

d a s  p e r  l a  a c c i o n  de e t r a s  m e l ë c u l a s  cerne l a s  v i t a m i n a s .  

As l ,  s e  ha e b s e r v a d e  que en c é l u l a s  t r a t a d a s  c en  r e t i n e l ,  l a  

c r o m a t i n a  se hace  mas a c c e s i b l e  a DNasa I ,  a l  misme t i e m p e



q u e  s e  m o d i f i c a  e l  p a t r o n  de a c e t i l a c i ô n  de  h i s t o n a s  y e l  

c o n t e n i d o  e n  p r o t e î n a s  c r o m o s o m a l e s  ( F e r r a r i  y V i d a l i ,

19 85 ) .

1 . 4 .  CROMATINA DE LEVADURA

La c r o m a t i n a  de Sac cha romyces  c e r e v i s i a e  e s  s i m i ­

l a r  a l a  de o t r o s  o r g a n i s m o s  s u p e r i o r e s ,  p e r o  de  una  mayor  

s i m p l i c i d a d .  E s t a  s i m p l i c i d a d  queda p a t e n t e  po r  l a  a u s e n c i a  

de c r o m o s o m a s  c o n d e n s a d o s  d u r a n t e  l a  d i v i s i o n  c e l u l a r  

( R o z i j n  y T o n i n o ,  19 64 ;  G o r d o n ,  1 9 7 7 ) ,  p e s e  a l a  e x i s t e n c i a  

de n û c l e o s .  E s t o  h ace  de l a  l e v a d u r a  un m a t e r i a l  de t r a b a j o  

muy i n t e r e s a n t e .  Ademâs,  e s t e  i n t e r ë s  s e  a c r e c i e n t a  po rq u e  

l a  mayor  p a r t e  de  l a  c r o m a t i n a  de l e v a d u r a  s e  e n c u e n t r a  e n  

u n a  c o n f o  r m a c i ô n  t r a n s e  r i p e i o n a l m e n t e  c o m p é t e n t e  ( L o h r  y 

H e r e f o r d ,  1979) ,  l o  que  l a  hace  un e x c e l e n t e  s i s t e m a  p a r a  e l  

e s t u d i o  de l a  e s t r u c t u r a  de l a  c r o m a t i n a  t r a n s c r i p c i o n a l m e n -  

t e  a c t i v a .  P e r o ,  p r e c i s a m e n t e ,  l a  e l e v a d a  a c t i v i d a d  t r a n s -  

c r i p c i o n a l  e n  l a  l e v a d u r a  p r o v o c a  l a  e x i s t e n c i a  de  un os 

n i v e l e s  de  RNA e n  n û c l e o s  muy e l e v a d o s  ( T a b l a  VI ) ;  e l l o  

d i f i c u l t a  e l  e s t u d i o  de l a  e s t r u c t u r a  de l a  c r o m a t i n a ,  s o b r e  

t o d o  s i  s e  t i e n e n e n  c u e n t a  1 o s  b a j o s  n i v e l e s  de  DNA q u e  

e x i  s t e n  e n  n û c l e o s  de  l e v a d u r a  e n  c o m p a r a c i ô n  con  1 os de 

o r g a n i s m o s  s u p e r i o r e s  (Tab l a  VI) .

Ya en l o s  p r i m e r o s  e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  con c ro m a ­

t i n a  de l e v a d u r a  se  o b s e r v e  l a  p r e s e n c i a  de h i s t o n a s  (Tonino 

y R o z i j n ,  1966) .  En 1973,  W i n t e r s b e r g e r  y c o l .  (1973) l o g r a -  

r on  o b t e n e r  p r e p a r a c i o n e s  de h i s t o n a s  a p a r t i r  de n û c l e o s  de 

l e v a d u r a ,  c u y a  i m a g e n  e l e c t r o f o r ë t i c a  m o s t r a b a  b a n d a s  de
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m o v i l i d a d  semej a n t e  a H4, H2A y H2B-H3 de o r g a n i s m o s  s u p e ­

r i o r e s ,  p e ro  n i nguna  de m o v i l i d a d  s i m i l a r  a l a  H1. El  f r a c -  

c i o n a m i e n t o  de l a s  h i s t o n a s  c o n d u j o  a l  a i s l a m i e n t o  de  H4, 

H2A y H2B, p e ro  no se  e n c o n t r a r o n  n i  H3 n i  H1. P o s t e r i o r m e n -  

t e ,  s e  c o n s i g u i o  a i s l a r  l a  h i s t o n a  H3 ( B r a n d t  y Von H o l t ,  

1 9 7 6 ) ,  p e r o  e n  l a  a o t u a l i d a d  n o  s e  h a  d e t e c t a d o  n i n g u n a  

h i s t o n a  s e m e j a n t e  a l a  H1 ( F r a n c o  y c o l . ,  197 4 ;  Thomas  y 

F u r b e r ,  1976;  B r a n d t  y c o l . ,  1 98 0 ) .  P r e c i s a m e n t e  c o n  l a  

a u s e n c i a  de  h i s t o n a  HI s e  ha  r e l a c i o n a d o  l a  a u s e n c i a  de  

cromosomas condensados .  La c o m p o s i c io n  de a m i n o a c i d o s  (Tab l a

V I I ) ,  l a  m o v i l i d a d  e l e c t r o f o r e t i c a  y e l  a n â l i s i s  de  d a t o s  

p a r c i a l e s  de e s t r u c t u r a  p r i m a r i a  han p e r m i t i d o  i d e n t i f i c a r  

una  v a r i a n t e  de  c a d a  una  de l a s  h i s t o n a s  H3 y H4 y d o s  

v a r i a n t e s  de c a d a  u n a  de  l a s  h i s t o n a s  H2A y H2B ( B r a n d t  y 

c o l . ,  1 98 0 ) .  M e d i a n t e  l a  c o m p a r a c i o n  de d i c h a s  s e c u e n c i a s  

p a r c i a l e s  con l a s  de h i s t o n a s  de o rg an i s m o s  s u p e r i o r e s ,  se  

ha  o b s e r v a d o  que  e n  H3 y H4 e 1 7 % de l o s  r e s i d u o s  v a r i a ,  

mi e n t r a s  que  en  H2A y H2B e s  e l  20^  ( B r a n d t  y c o l . ,  19 80)

Por  o t r a  p a r t e ,  l a  e l e v a d a  a c t i v i d a d  t r a n s c r i p c i o -  

n a l  que  e x i s t e  e n  l e v a d u r a s  l a s  c o n v i e r t e  e n  i n t e r e s a n t e  

m a t e r i a l  b i o l ô g i c o  p a r a  e x a m in a r  e l  n i v e l  de a c e t i l a c i ô n  de 

s u s  h i s t o n a s  ( D a v i e  y c o l . ,  19 81 ;  N e l s o n ,  1 9 8 2 ) .  Los  r e s u l -  

t a d o s  han mos t r ado  que l a  c r o m a t i n a  de l e v a d u r a  s e  e n c u e n t r a  

e n t r e  l a s  c r o m a t i n a s  mas  a c e t i l a d a s  ( D a v i e  y c o l . ,  1 9 8 1 ) ,  

E s t o s  r e s u l t a d o s  so n  c o n s i s t e n t e s  c on  l a  i d e a  de  q u e  l a  

h i p e r a c e t i l a c i ô n  de  h i s t o n a s  p e r m i t e  a l a  c r o m a t i n a  s e r  

t r a n s c r i t e  a mayor v e l o c i d a d .

Con r e s p e c t o  a l a s  p r o t e î n a s  c ro m o s o m a le s  no h i s ­

t o n a s ,  t a m b i é n  s e  han  d e s c r i t o  p r o t e î n a s  HMG e n  l e v a d u r a



TABLA V I I  C o m p o s i c i o n  de  a m i n o a c i d o s  de  l a s  h i s t o n a s  de
l e v a d u r a  
moles  po r

(Brar idt  y 
c i e n t o .

c o l . , 1980) .  Los v a l o r e s  se e x p r e s a n como

H2Bi H2B2 H2Ai H2A2 H3 H4

Lys 13 .7 1 4 . 0 11 .9 9 . 8 1 1 . 3 1 0 . 6
Hi s 1 . 7  , 1 . 5 1 .9 2 . 3 1 .4 2 .1
Arg 5 .2 5 . 0 6 . 7 7 . 4 1 0 . 9 1 1 . 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
Se r 11 .2 1 1 . 3 7 . 9 6 . 7 7 . 8 5 . 9
Glx 1 0 . 3 9 . 7 9 . 3 9 . 0 1 2 . 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 1 4 . 4
Ala 12 .7 1 4 . 2 14 .0 1 4 . 2 1 2 .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
I l e 5 .5 5 . 8 5 . 2 4 . 7 4 .5 5 . 3
Leu 5 . 8 6 .1 9 . 7 1 1 . 7 9 . 9 8 . 5
Tyr 3 .5 3 . 5 2 .8 2 . 3 1 . 7 3 . 9
Phe 1 .9 1 . 7 1 .4 1 . 2 3 . 7 2 . 3
Lys/Arg, 2.6 2.8 1.8 1.3 1.04 0.94



( S p i k e r  y c o l . ,  197 8 ) .  Weber  e I s e n b e r g  (1980)  h a n  d e s c r i t o  

l a  e x i s t e n c i a  de  c u a t r o  p r o t e î n a s  HMG e n  l e v a d u r a  ( T a b l a

V I I I ) .  M i e n t r a s  t r è s  de e l l a s  p r e s e n t a n  l a s  mismas  c a r a c t e -  

r î s t i c a s  de  e x t r a c c i o n  que  l a s  HMG t î p i c a s ,  como l o  e s  s u  

d i s o c i a c i ô n  de  l a  c r o m a t i n a  con  NaCl 0 .35  M, l a  c u a r t a  HMG 

no s e  e x t r a e ;  p e r o ,  s e  s o l u b i l i z a  j u n t o  con  l a s  h i s t o n a s  

cuando se  emp lea  HCl 0.25 N. Debido a m o s t r a r  e s t a  c a r a c t e -  

r i s t i c a  de s e r  e x t r a î d a  con  â c i d o  s e  l a  ha  d e n o m i n a d o  HMGa 

( Weber  e I s e n b e r g ,  1 9 80 ) .  La m o v i l i d a d  e l e c t r o f o r  e t  i c a  de  

e s t a  p r o t e i n a  e n  g e l e s  de  p o l i a c r i l a m i d a  e n  p r e s e n c i a  de  

u r e a  e s  s i m i l a r  a l a  de l a  h i s t o n a  H1 de o r g a n i s m o s  s u p e ­

r i o r e s  (Weber e I s e n b e r g ,  1980) .  E s t o  l l e v ô  a s e r  c o n s i d e r a -  

da en un p r i m e r  momento como H1 (Sommer,  1978).  S i n  embargo,  

l a  c o m p o s i c i o n  de  a m i n o a c i d o s  e s  muy d i  f e  r e n t e  y a l  mismo 

t i e m p o  e s  t î p i c a  de  HMG ( S p i k e r  y c o l . ,  1978;  Weber  e 

I s e n b e r g ,  1 9 8 0 ) ,  p o r  l o  que  s e  i n c l u y e  e n  e s t e  t i p o  de 

p r o t e î n a s .  R e c i e n t e m e n t e  s e  ha d e s c r i t o  q u e  e s  s o l u b l e  e n  

PCA a l  3%, i g u a l  que  l a  H1 de  o r g a n i s m o s  s u p e r i o r e s ,  y que  

c o m pa r t e  a l g u n a s  p r o p i e d a d e s  i n m u n o l o g i c a s  con d i c h a  h i s t o n a  

E s t a s  HMG ( S I , S 3 , 8 4  y HMGa) s e  h a n  o b t e n i d o  a p a r t i r  de  

l e v a d u r a  p r e n s a d a .  R e c i e n t  e m e n t e , E s t r u c h  y c o l . ,  ( 1 98 6 a )  

han  o b s e r v a d o  que  a l  d i g e r i r  n û c l e o s  de c é l u l a s  e n  c r e c i -  

m ien to  con n u c l e a s a  m i c r o c o c a l  se  l i b e r a n  c u a t r o  p o l i p é p t i -  

dos  CO, C l ,  C2 y C3,  m o s t r a n d o  CO y C3 i n m u n o r e a c t  i v i d a d  

h a c i a  a n t i c u e r p o s  de HMG1 de t im o  de t e r n e r a .

Por  o t r a  p a r t e ,  se  ha d e m o s t r a d o  l a  e x i s t e n c i a  en 

c r o m a t i n a  de l e v a d u r a  de una  e s t r u c t u r a  r e p e t i t i v a  y de 

n u e l e o s o m a  s (Loh r  y Van H o l d e ,  1975;  N e l s o n  y c o l . ,  1 9 7 7 ) ,  

s i  b i e n  e l  t a m a h o  de l o s  m i s m o s  e s  meno r  q u e  e l  de  n u c l e o s o -



TABLA V I I I . -  Compos i c ion  de am i n o ac i d o s  de l a s  p r o t e î n a s  HMG 
de  S a c c h a r o m y c e s  c e r e v i s i a e  (Weber  e I s e n b e r g ,  1 9 80 ) .  Los  
v a l o r e s  s e  e x p r e s a n  como mo le s  po r  c i e n t o .

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
S e r 1 0 .4 9 . 9 8 . 0 7 .5
Glx 9 . 7 1 0 . 2 11 .7 15 .6
Pro - - - 5 . 9
Gly 7 . 7 5 . 6 11 .4 3 .6
Ala 9 . 9 1 0 . 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
I l e 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 1 2 . 2 14.1 15 .9
Arg 3 . 5 4 . 7 5 .1 5 . 5
Lys / Arg 5 . 4 2 . 6 2 . 8 2 . 9
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mas de  e u c a r i o n t e s  s u p e r i o r e s ,  con  un t a m a h o  med io  de  160 

pb .  P a r e c e  s e r  que  e l  t a m a h o  n u c l e o s o m a l  e s  v a r i a b l e  e n  

l e v a d u r a ,  h a b i e n d o s e  o b t e n i d o  t amahos  c o m p re n d i d os  e n t r e  150 

y 165 pb. También s e  ha comprobado l a  e x i s t e n c i a  d e l  n u c l e o ­

soma l i m i t e ,  cuyo t amaho y e s t r u c t u r a  son s i m i l a r e s  a l o s  de 

e u c a r i o n t e s  s u p e r i o r e s  ( L o h r  y c o l . ,  1 9 7 7 a ) .  P o r  t a n t o ,  l a  

d i f e r e n c i a  o b s e r v a d a  r a d i c a  e n  e l  DNA i n t e r n u c l e o s o mal .  

E s t o s  e s t u d i o s  se  han l l e v a d o  a cabo m e d i a n t e  e l e c t r o f o r e s i s  

d e l  DNA e x t r a  i d o  de l a s  p a r t î c u l a s ,  s i n  h a b e r s e  l l e g a d o  a 

r e a l i z a r  n ingu n  t i p o  de e s t u d i o  con n u c l e o s o m a s  a i s l a d o s  a 

p a r t i r  de n û c l e o s .  E s t o  e s  d e b id o  f u n d a m e n t a l m e n t e  a l  b a j o  

r e n d i m i e n t o  e n  n u c l e o s o m a s ,  que  a s u  v e z  s e  d e b e  a l  h e c h o  de 

no  p o d e r  t r  a b a  j a r  con  un g r a n  n û m e r o  de n û c l e o s  y a l  b a j o  

c o n t e n i d o  en DNA de l o s  mismos.  Se han d e s c r i t o  o t r o s  p r o c e -  

d i m i e n t o s  que conducen  a l  a i s l a m i e n t o  de un c o m p l e j o  n u c l e o -  

p r o t e î c o  s i n  n e c e s i d a d  de  p a s a r  a t r a v é s  de un a e t a p a  de 

n û c l e o s  (Tonino y R o z i j n ,  1966; F r anco  y Lo pez -B rah a ,  1978) ,  

p e r o  d i c h o s  m é t o d o s  p u e d e n  a l t e r a r  l a  e s t r u c t u r a  de l a  

c r o m a t i n a  y,  po r  t a n t o ,  no s e r  û t i l e s .

P o r  o t r o  l a d  o, e n  c o n t r a s t e  con  l o s  e u c a r i o n t e s  

s u p e r i o r e s ,  L o h r  y H e r e f o r d  (19 79 )  ha n  m o s t r a d o  qu e  l a  

c r o m a t i n a  de l e v a d u r a  p r é s e n t a  una a p a r e n t e  c o n d u c t a  " t o d o ­

n a  da"  en  l o  q u e  r e s p e c t a  a s u  s e n s i b i l i d a d  a l a  DNasa I ,  l o  

que  p u e d e  e s t a r  r e l a c i o n a d o  con  l a  e l e v a d a  t a s a  de t r a n s ­

c r i p c i o n  de l e v a d u r a  ( H e r e f o r d  y Rosbash ,  1977).  Cuando l a s  

c é l u l a s  de l e v a d u r a  e s t â n  en f a s e  de c r e c i m i e n t o  e x p o n e n c i a l  

t o  da l a  c r o m a t i n a  e s  d i g e r i d a  mas r a p i d a m e n t e  q u e  l a  de  

c é l u l a s  en  f a s e  e s t a c i o n a r i a .  S i n  e m b a r g o ,  S l e d z i e w s k i  y 

Young (1982 )  h a n  e n c o n t r a d o  una  l i g e r a  p r e f e r e n c i a  de l a
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DNasa I h a c i a  genes  t r a n s c r i b i e n d o s e  a c t u a l r a e n t e  b a j o  c o n d i -  

c i o n e s  muy s u a ve s  de d i g e s t i o n .

E s t r u c h  y c o l .  ( 1 9 8 6 b )  h a n  o b s e r v a d o  q u e  l a  

c r o m a t i n a  de l e v a d u r a  no e s  d i g e r i d a  u n i f o r m e m e n t e  po r  l a  

n u c l e a s a  m i c r o c o c a l .  Sus  r e s u l t a d o s  s u g i e r e n ,  a d e m â s ,  que  

e s t a  e n z i m a  t i e n e  p r e f e r e n c i a  p o r  r é g i  o n e s  no  

h i p e r a c e t i l a d a s ,  l o  que  p o d r i a  i m p l i c a r  que  no  d i g i e r e  

p r e f e r e n t e m e n t e  l a s  r e g i o n e s  a c t i v a s .

Una c a r a c t e r î s t i c a  i n t e r e s a n t e  de l a  c r o m a t i n a  de 

l e v a d u r a  ha s u r g i d o  de e s t u d i o s  de m i c r o s c o p î a  e l e c t r o n i c a ,  

l o s  c u a l e s  han  m o s t r a d o  l a  e x i s t e n c i a  de d os  r e g i o n e s  e s -  

t r u c t u r a l m e n t e  d i s t i n t a s  ( R a t t n e r  y c o l . ,  1982) .  As î ,  m ie n ­

t r a s  que e l  90-93# de l a  c r o m a t i n a  p r é s e n t a  l a  t î p i c a  o r g a -  

n i z a c i o n  n u c l e o s o m a  1, e l  r e s t e  p a r e c e  q u e  n o ,  a p a r e c i e n d o  

como una f i b r a  de 30 -4 0  A de d i â m e t r o .

P o r  t a n t o ,  e l  n i v e l  de e s t r u c t u r a  p r i m a r i a  de  l a  

c r o m a t i n a ,  e l  nu c l e oso m a ,  no e s t a  aun b i e n  c a r a c t e r i z a d o  en 

l e v a d u r a .  S i  e s t o  e s  a s î ,  l a  p o s i b l e  a d o p c i ô n  de s u p e r e s -  

t r u c t u r a ,  s i m i l a r  a l a  de o r g a n i s m o s  s u p e r i o r e s  e s t a  a un 

mucho menos  c o n o c i d a .  Al  m i c r o s c o p i o  e l e c t r o n i c o  s e  ha n  

o b s e r v a d o  e s t r u c t u r a s  c o n  un d i â m e t r o  de  2 0 0 - 3 0 0  A, l a s  

c u a l e s  se  e n c u e n t r a n  s e p a r a d a s  a vece s  po r  zo nas  c a r e n t e s  de 

nu c l e o so m as  ( R a t t n e r  y c o l . ,  1982) .  Ademâs,  l a  c r o m a t i n a  de 

l e v a d u r a  posee  un mînimo de s o l u b i l i d a d  en  e l  i n t e r v a l o  de 

c o n c e n t r a c i ô n  s a l i n a  de  1 0 0 - 2 0 0  mM ( L o p e z - B r a h a ,  1 9 7 9 ) ,  

t r a n s i c i ô n  en l a  que p a r e c e n  e s t a r  i m p l i c a d a s  l a s  p r o t e î n a s  

HMG (De C a s t r o ,  1 9 8 0 ) .  P o r  t a n t o ,  a p e s a r  de  c a r e c e r  de H1 , 

l a  c r o m a t i n a  de l e v a d u r a  p a r e c e  capaz  de a d o p t a r  e s t r u c t u r a s  

de o rden  s u p e r i o r  s i m i l a r e s  a l a s  de e u c a r i o n t e s  s u p e r i o r e s ,
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s i  b i e n  no han s i d o  p r a c t i c a m e n t e  e s t u d i a d a s .

1 . 5 .  TECNICAS FISICOQUIMICAS USADAS EN EL PRESENTE ESTUDIO

1 . 5 . 1 .  DICROISMO CIRCULAR

El d i c r o l s m o  c i r c u l a r  e s  una t e c n i c a  que p e r m i t e  

o b t e n e r  i n f o r m a c i ô n  de l a s  c o n f o r m a c i o n e s  de â c i d o s  n u c l e i -  

008 y de n u c l e o p r o t e î n a s .  La a c t i v i d a d  ô p t i c a  de l o s  â c i d o s  

n u c l e i c os se  debe a l a  a s i m e t r i a  de sus  compon en t e s  b â s i c o s  

y a l a  a s i m e t r i a  de l a  d o b l e  h é l i c e .  La d i f r a c c i ô n  de r a y e s  

X ha p e r m i t i d o  d i s t i n g u i r  t r è s  d i f e r e n t e s  c o n f o r m a c i o n e s  

p a r a  l a  d o b l e  h é l i c e  de DNA (A, B y C) ( F u l l e r  y c o l . ,  

1 96 5 ) ,  l a  s c u a l e s  s e  d i f e r e n c i a n  e n  e l  n u m é r o  de  p a r e s  de 

b a s e s  y e n  o t r o s  de t a l  l e s  e s t r u c t u r a l e s .  E l  e s p e c t r o  de 

d i c r o l s m o  c i r c u l a r  de l a s  t r è s  f o r m a s  e s  d i  f e  r e n t e  p o r  l o  

que p e r m i t e  d i s t i n g u i r  en c u a l  de e s t a s  t r è s  c o n f o r m a c i o n e s  

se e n c u e n t r a  l a  h é l i c e  y d e t e c t a r  c amb ios  de s i m e t r i a  (Tu- 

n i s - S c h n e i d e r  y M e s t r e ,  1970).

En e l  e s p e c t r o  de d i c r o l s m o  c i r c u l a r  de l a  c roma­

t i n a  e s  p o s i b l e  e s t u d i a r  po r  s e p a r a d o  l a s  c o n f o r m a c i o n e s  de l  

DNA y de l a s  h i s t o n a s ,  ya que  é s t a s  c o n t r i b u y e n  s o l o  a 

l o n g i t u d e s  de onda  i n f e r i o r e s  a 240  nm. E l  e s p e c t r o  de 

d i c r o l s m o  c i r c u l a r  d e l  DNA en  l a  c r o m a t i n a  o n u c l e o s o m a s  

e s t a  s i g n i f i c a t i v a ment e  a l t e r a d o  con  r e s p e c t o  a l  o b t e n i d o  

p a r a  l a  f o r m a  B d e l  DNA e n  d i  s o l u c i ô n  (Tun i s - S c h n e i d e r  y 

M e s t r e ,  1970; Wh i t l ock  y Simpson,  1976);  so b r e  l o s  280 nm e l  

e s p e c t r o  de l a  c r o m a t i n a  e s t é  c o n s i d e r a b l e m e n t e  r e d u c i d o .  Se 

ha p o s t u l a d o  que e s t a  a l t e r a c i ô n  e s  un r e f l e j o  de l a  e s t r u c -
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t u r a  t e r c i a r l a  d e l  DNA en e l  nuc leosoma  a l  s u p e r e n r o l l a r s e  

e s t e  e n  t o r n o  a l  o c t â m e r o  de h i s t o n a s  (Cowman y F a s m a n ,  

1980; Cowman y Fasman,  1978) que c o n t r i b u i r i a  con una banda  

n e g a t i v a  c e n t r a d a  a l o s  275 nm. E s t a  ba n da  n e g a t i v a  e s  

s i m i l a r  en forma  y p o s i c i ô n  a l  e s p e c t r o  de d i c r o l s m o  c i r c u ­

l a r  de DNA- ( J o r d a n  y c o l . , 1 9 7 2 ) ,  a l  de l o s  c o m p l e j o s  DNA- 

p o l i l i s i n a  (H aynes  y c o l . ,  1970)  o a l  d e l  DNA e n  d i s o l u c i ô n  

a e l e v a d a  s c o n c e n t r a c i o n e s  de L i C l  (Wol f  y c o l . , 1 9 7 7 ) .  En 

e s t o s  c a s o s  e l  DNA se condensa  en una e s t r u c t u r a  s e c u n d a r i a  

s i m i l a r  a l a  d e l  DNA-B ( M a n i a t i s  y c o l . , 1974) .

El  tamaho d e l  DNA nu c l e o so m a l  e s t a  r e l a c i o n a d o  con 

l a  m a g n i t u d  de l a  b a n d a  de e l i p t i c i d a d  n e g a t i v a  a 275  nm. 

Los n u c l e  s o ma s con  l o n g i t u d e s  de DNA mas c o r t a s  p r e s e n t a n  

una menor e l i p t i c i d a d  que l o s  nuc l e oso mas  mayore s  (Cowman y 

Fasman,  1980).  La p r e s e n c i a  de l a s  h i s t o n a s  H1/H5 a s o c i a d a s  

a l  DNA l i n k e r  c o m p l e t a n  l a  c o n d e n s a c i ô n  d e l  DNA n u c l e o s o m a l ,  

Como se  c o m p r u e b a  a l  o b s e r v a r  como v a r i a  e l  e s p e c t r o  de 

d i c r o l s m o  c i r c u l a r  cuando  e s t a s  h i s t o n a s  se  d i s o c i a n  de l o s  

nuc l eosomas  (Cowman y Fasman,  1980) ,  o l i g o n u c l e o s o m a s  ( T a t -  

c h e l l  y Van Holde ,  1979) y c r o m a t i n a  (Watanabe e I s o ,  1981) .

La h i p ô t e s i s  de que e l  e s p e c t r o  de d i c r o l s m o  c i r ­

c u l a r  d e l  DNA n u c l e o s o m a l  r e f l e j a  su  e s t r u c t u r a  t e r c i a r i a  se  

ha  u t i l i z a d o  p a r a  i n t e  r p r e t a r  l o s  c a m b i o s  e s t r u c t u r a i e  s 

p r o v o c a d o s  e n  e l  n u c l e o s o m a  p o r  d i v e  r  s o s  a g e n t e s  

( H a r r i n g t o n ,  1982;  L i b e r t i n i  y S m a l l ,  1982;  O l i n s  y c o l . ,  

1977 ;  Zama y c o l . ,  1976 )  y l o s  o b s e r v a d o s  " i n  v i v o "  p o r  

h i p e r a c e t i l a c i ô n  de h i s t o n a s  (Bode y c o l . ,  1980; Yau y c o l . ,  

1982) .
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1 . 5 . 2 . DESNATURALIZACION TERMICA DEL DNA

Al a u m e n t a r  l a  t e r a p e r a t u r a  de  u n a  d i s o l u c i ô n  de 

DNA de d o b l e  h é l i c e  se  p roduce  l a  d e s n a t u r a l i z a c i ô n  de é s t e  

a u na  t e m p e r a t u r a  que  d e p e n d e  de s u  c o m p o s i c i ô n  de b a s e s  y 

de l a  c o n c e n t r a c i ô n  de c a t i o n e s  d e l  medio.  E s t a  d e s n a t u r a l i ­

z a c i ô n  s e  d é t e c t a  f â c i l m e n t e  m i d i  end o e l  i n c r e m e  n t o  e n  l a  

a b s o r c i ô n  de  l a  l u z  UV ( H i p e r c r o m i c i d a d )  qu e  a c o m p a h a  a l a  

s e p a r a c i ô n  de l a s  dos c a d e n a s  de l a  do b l e  h é l i c e .

La r e p r e s e n t a c i ô n  de l a  v a r i a c i ô n  de l a  a b s o r c i ô n  

en f u n c i ô n  de l a  t e m p e r a t u r a  se  denomina  p e r f i l  de d e s n a t u ­

r a l i z a c i ô n  o de f u s i ô n  y r e f l e j a  l a s  t r a n s i c i o n e s  e s t r u c t u -  

r a l e s  d e l  DNA a l o  l a r g o  de su  d e s n a t u r a l i z a c i ô n .  El  p e r f i l  

de f u s i ô n  de un c o m p l e j o  DNA-pro te ina s  depende  de una s e r i e  

de p a r a m é t r é s  como e l  t i p o  de DNA y p r o t e î n a s ,  l a  f u e r z a  

i ô n i c a  de l a  d i s o l u c i ô n ,  l a s  i n t e r a c c i o n e s  e n t r e  ambas  

m o l é c u l a s ,  e l  pH, e t c .

La a s o c i a c i ô n  de l a s  h i s t o n a s  con e l  DNA se  r e f l e ­

j a  e n  un a u m e n t o  de  l a  t e m p e r a t u r a  a l a  q u e  s e  d e s n a t u r a l i z a  

é s t e  ( T e m p e r a t u r a  de  f u s i ô n :  Tm). E s t a  e s t a b i l i z a c i ô n  s e  

debe  a l a  n e u t r a l i z a c i ô n  p a r c i a l  de l a s  c a r g a s  n e g a t i v a s  d e l  

DNA po r  l a s  c a r g a s  p o s i t i v a s  de l a s  h i s t o n a s .  A s l ,  s e  r e d u c e  

l a  r e p u l s i ô n  e l e c t r o s t â t i c a  e n t r e  l a s  d o s  c a d e n a s  de l a  

do b l e  h é l i c e  y se  r e q u i e r e  una t e m p e r a t u r a  mas e l e v a d a  p a r a  

s e p a r a r l a s .  Por  o t r a  p a r t e ,  l a s  u n i o n e s  h i d r o f ô b i c a s  de l a s  

h i s t o n a s  c o n  e l  DNA t a m b i é n  j u e g a n  un p a p e l  en  l a  

e s t a b i l i z a c i ô n  ( B a r t l e y  y C h a l k l e y ,  1 97 2 ) .  En n u c l e o s o m a s ,  

e s t a s  i n t e r a c c i o n e s  b a s t a n  pa r a  e x p l i c a r  l a  e s t a b i l i z a c i ô n  

ob se r va d a  en l a  cu rv a  de f u s i ô n .  En l a  c r o m a t i n a ,  l a  f u s i ô n



(  (

d e l  DNA e s  un p r o c e s o  mucho mas c o m p l e j o  y hay que t e n e r  en 

c u e n t a  o t r a s  i n t e r a c c i o n e s  p r o v o c a d a s  p o r  l a  s u p e r e s t r u c t u r a  

( W i l h e l m  y c o l . ,  1974;  L i  y B o n n e r ,  1971;  F u l m e r  y F a s m a n ,

1979 ) .
E l  DNA n u c l e o s o m a l  l i b r e  s e  d e s n a t u r a l i z a  s o b r e  

l o s  50  ° C . L o s  c o r e s  n u c l e o s o m a l e s  m a n i f i e s t a n  d o s  
t r a n s i c i o n e s ,  un a  a 74 Y ° t r a  a 60  (Cowman y Fa sm a n ,  
1980;  Van Ho ld e  y c o l . ,  1980;  W e i s c h e t  y c o l . ,  1 9 78 ) .  E s t a  

u l t i m a  . s e  ha  a s i g n a d o  a l a  d e s n a t u r a l i z a c i ô n  de  40 pb 

s i t u a d o s  e n  l o s  d o s  e x t r e m o s  de l a  p a r t l c u l a  ( W e i s c h e t  y 

c o l . ,  1978;  Simpson,  1 9 7 9 ) .

Los n uc l e o so m a s  de mas de 140 pb de DNA p r e s e n t a n  

t a m b i é n  pe  r f i l e s  de  d e s n a t u r a l i z a c i ô n  b i f a  s i c o s .  La 

t e m p e r a t u r a  de l a s  t r a n s i c i o n e s  depende  de l a  l o n g i t u d  d e l  

DNA y l a  p r e s e n c i a  o a u s e n c i a  de H1/H5.  Una mayor  l o n g i t u d  

de DNA l i n k e r  t i e n d e  a d e s e s t a b i l i z a  r  t é  r m i c a m e  n t e  l a  

p a r t l c u l a  en a u s e n c i a  de H1/H5. E s t a s  h i s t o o n a s  aumen tan  l a  

e s t a b i l i z a c i ô n  t a n t o  d e l  DNA l i n k e r  como d e l  d i  s p u e s t o  en 

e l  c o r e  (Cowman y Fasman,  1980) .

1.6. OBJETIVOS DE LA PRESENTE INVESTIGACION

E l  h e c h o  de  q u e  l a  c r o m a t i n a  de  l e v a d u r a  no 

p r e s e n t e  cromosomas en m e t a f a s e  l a  c o n v i e r t e  en un s i s t e m a  

de i n t e r é s  p a r a  e l  e s t u d i o  de l a  e s t r u c t u r a  de l a  misma.  En 

e s t a  I n v e s t i g a c i o n  s e  ha  ab o r d ad o  e l  e s t u d i o  e s t r u c t u r a l  de 

l a  c r o m a t i n a  de l e v a d u r a  con  o b j e  t o  de  c a r a c t e r i z a r l a  

p a r c i a l m e n t e .

El  e s t u d i o  de l a  e s t r u c t u r a  de l a  c r o m a t i n a  no se



p u ed e  l l e v a r  a c a b o  f â c i l m e n t e  s o b r e  l a  t ô t  a l i d a d  d e l  

m a t e r i a l ,  d ad  s u  e n o rm e  c o m p l e j i d a d .  P o r  e s t e  m o t i v o  s e  

p r o c e d i o  a l a  o b t e n c i o n  de f r a c c i o n e s  s o l u b l e s  que ,  ademâs 

de m o s t r a r  u n a  menor  c o m p l e j i d a d ,  p e r m i t e n  l a  a p l i c a c i o n  

s o b r e  e l l a s  de t e c n i c a s  e s p e c t r o s c o p i c a s  como e l  d i c r o l s m o  

c i r c u l a r ,  con o b j e t o  de a n a l i z a r  l a  e s t r u c t u r a  t e r c i a r i a  que 

a d o p t a  e l  DNA e n  e l l a s .  E l  e s t u d i o  de  l a s  f r a c c i o n e s  

s o l u b l e s  t a m b i é n  se  ha  a b o rd a do  m ed i a n t e  d e s n a t u r a l i z a c i ô n  

t é r m i c a  .del  DNA con e l  f i n  de d e t e r m i n e r  l a  e s t a b i l i d a d  de l  

mismo en d i c h a s  f r a c c i o n e s .

P o r  o t r a  p a r t e ,  s e  p r o c e d i o  a l  a i s l a m i e n t o  de 

mononucleosomas de l e v a d u r a  a p a r t i r  de n û c l e o s ,  en c a n t i d a d  

s u f i c i e n t e  p a r a  p o d e r  r e a l i z a r  s o b r e  e 1 l o s  e s t u d i o s  

e s t r u c t u r a l e s  c o n  l a s  m i s m a s  t é c n i v c a s  q u e  p a r a  l a s  

f r a c c i o n e s  s o l u b l e s  de l e v a d u r a .
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de c r e c i m i e n t o  d e l  c u l t i v o  como se  e x p l i c a  e n  e l  a p a r t a d o

3 .1 .  de R e s u l t a d o s .

L a s  c é l u l a s  s e  r e c o g i e r o n  e n  e l  e s t a d o  de c r e c i ­

m ien to  de seado  po r  c e n t r i f u g a c i ô n  a 3000 g d u r a n t e  5 minu­

t e s .  Se l a v a r o n  dos v e c e s  con agua d e s t i l a d a  c e n t r i f u g a n d o s e  

de l a  misma forma.

2 . 3 .  PREPARACION DE DNH

2 . 3 . 1 .  P r e p a r a c i o n  de DNH c ru d a

La DNH c ruda  s e  ob tuvo  s i g u i e n d o  e l  método d e s c r i ­

t o  po r  F r anco  y Lopez -Braha  (1978) .  La l e v a d u r a ,  p r e n s a d a  o 

p r o v e n i e n t e  de l o s  c u l t i v e s ,  se  homogene izô  en  una  d i s o l u ­

c i ô n  de t a m p ô n  f o s f a t o  5 mM, MgSO^ 1 mM, pH 6 . 5 ,  y e n  

p r e s e n c i a  de f l u o r u r e  de p - m e t i l s u l f o n i l o  (PMSF) con o b j e t o  

de i n h i b i r  l a  p r o t e o l i s i s ;  s e  u s a r o n  900 ml de m ed i o  y 10 ml 

de PMSF 0 .2  mM e n  a l c o h o l  i s o p r o p l l i c o  p a r a  50 0  g r a m o s  de 

l e v a d u r a .  La ho m og ene i zac iôn  se  l l e v ô  a c abo  po r  a g i t a c i ô n  

(7.5 cm de a m p l i t u d ;  1 50 o s c i l a c i o n e s  p o r  m i n u t e )  a 0 - 4  °C 

d u r a n t e  22  h o r a s ,  en  r e c i p i e n t e s  de p l a s t i c o  c o n  2 7 0  ml de 

p e r l a s  de v i d r i o  de 2 .5  mm de d i â m e t r o ,  375 g r  de p e r l a s  de 

v i d r i o  de 6 mm de d i â m e t r o  y 15 b o l a s  de p o r c e l a n a  de 25 mm 

de d i â m e t r o .

E l  h o m o g e n e i z a d o ,  p r e v i a  a d i c i ô n  de o c t a n o l  p a r a  

e l i m i n a r  l a  e spuma  se  c e n t r i f u g ô  a 8000  g d u r a n t e  5 0  m i n u ­

t e s ;  e l  s e d im e n to  p r e s e n t ô  dos c a p a s  de l a s  c u a l e s  l a  i n f e ­

r i o r ,  b l a n q u e c i n a ,  e s t a b a  f o r m a d a ,  f u n d a m e n t  a l  ment e ,  p o r  

p a r e d e s  y c é l u l a s  s i n  r o m p e r ,  y l a  s u p e r i o r ,  m â s  o s c u r a .



c o n t e n î a  l a  mayor p a r t e  de l a  n u c l e o p r o t e i n a .  Re cu pe ra da  l a  

c a p a  s u p e r i o r  d e l  s e d i m e n t o  s e  l a v o  dos  v e c e s  c o n  e l  mismo 

med io  ( c e n t r i f u g e c i  on a 8000  g d u r a n t e  40 m i n u t e s ) .  E l  

s e d i m e n to  r é s u l t a n t e  se  r e s u s p e n d i ô  en NaCl 0 .14 M, T r i s - H C l  

5 mM, pH 7 .5  y s e  c e n t r i f u g ô  a 8 00 0  g d u r a n t e  2 0  m i n u t e s .  

E s t e  l av a d o  se  r e p i t i ô  h a s t a  que e l  s o b r e n a d a n t e  quedô c l a r o  

(de  4 a 6 v e c e s ) .  P o s t e r  i o  r  men t e  e l  s e d i m e n t o  s e  s o m e t i ô  a 

t r è s  l a v a d o s  con  s a c a r o s a  0 . 2 5  M , MgSO^ 1 mM, T r i t o n  X-1 00 

0 .5#  ( v / v ) ,  T r i s - H C l  5 mM, pH 8 .0  (150 00  g d u r a n t e  10  m i n u ­

t e s ) .  E l  m a t e r i a l  o b t e n i d o  se  denominô DNH c ru d a .  Todas  l a s  

o p e r a c i o n e s  d e s c r i t a s  se  r e a l i z a r o n  a una t e m p e r a t u r a  de 0 - 4  

°C p a r a  d i s m i n u i r  e n  l o  p o s i b l e  e l  r i e s g o  de d e g r a d a c i ô n .  

Con e l  mismo f i n ,  d i s t i n t a s  e t a p a s  de l a v a d o  a l o  l a r g o  de 

t od o  e l  p r o c e s o  se  e f e c t u a r o n  en p r e s e n c i a  de PMSF.

2 . 5 . 2 .  P u r i f i c a c i ô n  de DNH

La DNH c ru da  se  p u r i f i c ô  s i g u i e n d o  e l  método  d e s ­

c r i t o  p o r  F r a n c o  y L ô p e z - B r a h a  ( 1 9 7 8 ) ,  m e d i a n t e  c e n t r i f u ­

g a c i ô n  a t r a v é s  de un g r a d i e n t s  d i s c o n t i n u e  de s a c a r o s a .  El  

g r a d i e n t s  s e  p r e p a r ô  c o n  15 ml de s a c a r o s a  2 .0  M, MgSO^ 1 

mM, T r i s -H Cl  5 mM, pH 8.0 y 15 ml de s a c a r o s a  1.5 M, MgSO^ 1 

mM, T r i s -H Cl  5 mM, pH 8 .0 ,  c e n t r i f u g a n d o s e  a  35000 g d u r a n t e  

dos  h o r a s .  E l  s e d i m e n t o  s e  l a v ô  una  o dos  v e c e s  c o n  MgSO^ 1 

mM, T r i s - H C l  5 mM, pH 8 .0 .  T o d as  l a s  e t a p a s  d e l  p r o c e s o  se  

l l e v a r o n  a  cabo a una t e m p e r a t u r a  de 0 -4  °C. El  m a t e r i a l  a s l  

o b t e n i d o  s e  denominô d e s o x i r r i b o n u c l e o h i s t o n a  (DNH) pu r a .
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2 . 4 .  PREPARACION DE DNH SOLUBLE

2 . 4 . 1 .  S o l u b l l i z a c i o n  de DNH po r  d i â l i s i s

La DNH p u r a  s e  l a v ô  d o s  v e c e s  con  10  v o l û m e n e s  de 

agua d e s t i l a d a  (18000 g d u r a n t e  10 m i n u t e s ) .  E l  s e d i m e n t o  se  

r e s u s p e n d i ô  en  10 vo lûmenes  de T r i s - H C l  5 mM, EDTA 1 mM, pH 

7 .5  y s e  s o m e t i ô  a d i â l i s i s  e x h a u s t i v e  a 0 - 4  °C T r e n t e  a  25 

vo lûmenes  d e l  mismo medio en p r e s e n c i a  de PMSF (5 -6  cam b ios  

d u r a n t e  c i n c o  d i a s ) .  La f r a c c i ô n  de DNH-Sg^ s e  o b t u v o  t r a s  

c e n t r i f u g a c i ô n  a 35000 g d u r a n t e  30 m i n u t e s .

2 . 4 . 2 .  S o l u b i l i z a c i ô n  p o r  d i g e s t i ô n  con n u c l e a s a  m i c r o c o ­

c a l

La DNH pu r a  s e  l a v ô  con tampôn de d i g e s t i ô n  ( s a c a ­

r o s a  0 .3  M, Ca Cl 2 1 mM, T r i s - H C l  5 mM, pH 7 . 3 )  y s e  c e n t r i ­

f ugô  a 20000 g d u r a n t e  5 m i n u t e s .  El  s e d i m e n t o  s e  r e s u s p e n ­

d i ô  en e l  medio de d i g e s t i ô n  a una c o n c e n t r a c i ô n  de 3 mg de 

DNA p o r  ml d e l  t a m p ô n  y s e  p r o c e d i ô  a l a  d i g e s t i ô n  c o n  

n u c l e a s a  m i c r o c o c a l  (EC 3 . 1 . 4 . 7 .  B o e h r i n g e r  Manhe im)  de l a  

f o r m a  d e s c r i t a  p o r  Woodhead y J o h n s  ( 1 9 7 6 ) .  Se a h a d i e r o n  a 

e s t a  s u s p e n s i ô n  200 u n i d a d e s  de n u c l e a s a  m i c r o c o c a l  por  ml y 

se  i n cubô  a 37 ^C d u r a n t e  30 m i n u t e s .

P a r a  d e t e n e r  l a  r e a c c i o n  s e  a h a d i ô  EDTA 0.1 M, e n  

f r i e ,  h a s t a  l l e v a r  l a  d i s o l u c i ' h o n  a una c o n c e n t r a c i ô n  f i n a l  

de  1.7 mM, c e n t r i f u g a n d o s e  a c o n t i n u a c i ô n  a 1800  g d u r a n t e  

10 m in u t e s .  El  s o b r e n a d a n t e  c o n s t i t u y ô  l a  f r a c c i ô n  i n i c i a l  

de DNH p u r a  s o l u b i l i z a d a  p o r  l a  d i g e s t i ô n  e n z i m â t i c a .



Con e l  f i n  de e l i m i n a r  l o s  o l i g o n u c l e o t i d e s  g e n e ­

r a t e s  en  l a  d i g e s t i o n ,  se  a h a d i o  MgCl2 h a s t a  una c o n c e n t r a ­

c i ô n  de 1 0 mM. Se d e j ô  p r  e c i p i  t a r  d u r  a n t e  u n a  h o r a  y s e  

c e n t r i f u g ô  a 1000  g d u r a n t e  10 m i n u t e s .  E l  s e d i m e n t o  s e  

r e s u s p e n d i ô  en  T r i s  5 mM, EDTA 1 mM, pH 7 .5  y s e  d i a l i z ô  

f r e n t e  a l  mismo medio,  con l o  que se c o n s i g u i ô  su  r e s o l u b i -  

l i z a c i ô n .  E s t a  d i s o l u c i ô n  c o n s t i t u y ô  l a  f r a c c i ô n  DNH-S^.

2 . 5 .  PREPARACION DE NUCLEOS DE S.  c e r e v i s i a e

E l  m é t o d o  de o b t e n c i ô n  de n û c l e o s  que  s e  ha  s e g u i -  

do p a s a  a t r a v é s  de  una  e t a p a  de e s f e r o p l a s t e s .  E s t o  e s  

n e c e s a r i o  de b id o  a que l a  o b t e n c i ô n  de l o s  n û c l e o s  se  r e a l i ­

ze m e d i a n t e  l i s i s  o s m ô t i c a  de l a s  c é l u l a s .  Dado q u e  l a s  

c é l u l a s  de l e v a d u r a  pose en  p a r e d  c e l u l a r ,  e s  n e c e s a r i o  e l i -  

m i n a r l a  p a r a  poder  l i s a r  o sm o t i c a m e n te  l a s  c é l u l a s .

2 . 5 . 1 .  T ra n s f o r m a c i ô n  de l a s  c é l u l a s  en e s f e r o p l a s t o s

Se s i g u i ô  e l  p r o c e d i m i e n t o  de L o h r  e I d e  (1979 )  

con a l g u n a s  m o d i f i c a c i o n e s .  La e l i m i n a c i ô n  de l a  p a r e d  c e l u ­

l a r  de l e v a d u r a  s e  l l e v a  a c a b o  p o r  d i g e s t i ô n  de  l a  mi sma  

con  6 - G l u c u r o n i d a s a .  E s t a  r e a c c i ô n  s e  ha  v i s t o  que  s e  ve 

f a v o r e c i d a  p r e i n c u b a n d o  l a s  c é l u l a s  con a l g û n  a g e n t e  r e d u c -  

t o r  como e l  f t - M e r c a p t o e t a n o l .  As l ,  l a s  c é l u l a s  s e  s u s p e n d i e -  

r on  en e l  medio de p r e t r a t a m i e n t o  ( T r i s  0.1 M, EDTA 5 mM, ft- 

M e r c a p t o e t a n o l  75 mM, pH 8 .0 )  h a s t a  un a  c o n c e n t r a c i ô n  de 

0.2 5 g de c é l u l a s  p o r  ml .  En e l  ca so  de c é l u l a s  e n  f a s e  

e s t a c i o n a r i a  l a  s u s p e n s i ô n  de c é l u l a s  se  i n c u b ô  d u r a n t e  30



m inu tos  a 32 °C con a g i t a c i o n ;  en e l  c aso  de c é l u l a s  en f a s e  

e x p o n e n c i a l  l a  i n c u b a c i o n  t u v o  l u g a r  a 0 ®C. T r a s  e l l o ,  s e  

c e n t r i f u g ô  d u r a n t e  5 m in u to s  a 1000 g. Las c é l u l a s  se  l a v a ­

r o n  con  e l  med io  de d i g e s t i o n  ( S o r b i t o l  1.1 M, f o s f a t o  

p o t a s i c o  24 mM, pH 6 .5 )  y s e  c e n t r i f u g a r o n  a 1 000  g d u r a n t e  

5 m inu to s .  Las  c é l u l a s  se  r e s u s p e n d i e r o n  en e l  mismo medio a 

una  c o n c e n t r a c i ô n  de 0 .25  g de c é l u l a s  p o r  ml y s e  a h a d i ô  

Ca Cl 2 h a s t a  una  c o n c e n t r a c i ô n  de 4 mM . La m e z c l a  s e  a t e m p e -  

rô  a 37 °C, se  a h a d i ô  l a  enz ima  ( ^ - G l u c u r o n i d a s a - A r i l s u l f a -  

t a s a ;  B o e h r i n g e r - M a n n h e i m ) en  un a  r e l a c i ô n  de  0 .4  ml p o r  

gramo de l e v a d u r a  (La c a s a  c o r a e r c i a l  s u m i n i s t r a  e s t a  enz ima  

cOomo una  d i s o l u c i ô n  c r u d a )  y s e  i n c u b ô  a 37 °C.  La f o r m a -  

c i ô n  de l o s  e s f e r o p l a s t o s  se s i g u i ô  m ed i an t e  o b s e r v a c i ô n  a l  

r a i c r o s c o p i o  ôp t  i c o  y e l  t i e m p o  de i n c u b a c i  ôn no  f u e  n u n c a  

s u p e r i o r  a una  h o r a .  E l  s e g u i m i e n t o  de  l a  f o r m a c i ô n  de  

e s f e r o p l a s t o s  s e  h i z o  en  b a s e  a l  d i  f e  r e n t e  a s p e c t o  que  

m u e s t r a n  a l  m i c r o s c o p i o  ô p t i c o  l a s  c é l u l a s  i n t a c t a s  y l o s  

e s f e r o p l a s t o s .  Las  p r i m e r a s  p r e s e n t a n  una s e c c i ô n  i r r e g u l a r  

m i e n t r a s  que l o s  e s f e r o p l a s t o s  m u e s t r a n  una s e c c i ô n  c i r c u ­

l a r ,  O t ro  p r o c e d i m i e n t o  p a r a  s e g u i r  l a  f o r m a c i ô n  de e s f e r o ­

p l a s t o s  f u e  o b s e r v a r  e l  e f e c t o  de a h a d i r  SDS a l  s o b r e  l a  

m ue s t r a .  La d i s o l u c i ô n  de SDS e n t r a  po r  c a p i l a r i d a d  e n t r e  e l  

p o r t a  y e l  cub r e o b  j e  t o s  y l o s  e s f e r o p l a s t o s  l i s a n .  P o r  e l  

c o n t r a r i o ,  l a s  c é l u l a s  que  a un ma n t i e n e n  l a  p a r e d  c e l u l a r  

pe rmenecen  i n t a c t a s .  T r a s  comproba r  que l a  c a s i  t o t a l i d a d  de 

l a s  c é l u l a s  se  h a b i a n  t r a n s f o r r a a d o  en e s f e r o p l a s t o s  ( s i e r a p r e  

s e  a l c a n z ô  e l  90^ de r e n d i m i e n t o ) , é s t o s  s e  r e c o g i e r o n  p o r  

c e n t r i f u g a c i ô n  a 4000 g d u r a n t e  10 m in u to s .  Los e s f e r o p l a s ­

t o s  s e  l a v a r o n  c o n  e l  mismo medio  de d i g e s t i ô n  , ya  s i n
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CaCl2 ; con e l  f i n  de e l i m i n a r  l o s  r e s t o s  de l a  enz ima .

2 . 5 . 2 . L i s i s  de l o s  e s f e r o p l a s t o s

Los e s f e r o p l a s t o s  o b t e n i d o s  s e g u n  s e  ha  d e s c r i t o  

en  e l  a p a r t a d o  a n t e r i o r  se  l i s a r o n  con o b j e t o  de a i s l a r  l o s  

n û c l e o s .  Pa r a  e l l o ,  i n i c i a l m e n t e  se  s i g u i ô  e l  p r o c e d i m i e n t o  

d e s c r i t o  p o r  Loh r  y c o l .  {^977à t b a s a d o  a s u  vez  e n  e l  de  

W i n t e r s b e r g e r  y c o l .  ( 1 9 7 5 ) .  Los  e s f e r o p l a s t o s  s e  s u s p e n -  

d i e r o n  en  F i c o l l  18#, f o s f a t o  p o t a s i c o  20  mM, MgCl2 0.5 mM, 

pH 6.8.  E s t e  medio no e s t a b i l i z a  o s m ô t i c a m e n t e  a l o s  e s f e r o ­

p l a s t o s  p o r  l o  que  l i s a n .  Los  n û c l e o s  s e  a i  s l a r o n  p o r  c e n ­

t r i f u g a c i ô n  d i f e r e n c i a l .  Los  e s f e r o p l a s t o s  que  no h a b i a n  

l i s a d o  y l a s  c é l u l a s  i n t a c t a s  s e d i m e n t a r o n  a l  c e n t r i f u g e r  a 

4000  g d u r  a n t e  5 m i n u t e s .  Los  n û c l e o s  s e  o b t u v i e r o n  p o r  

c e n t r i f u g a c i ô n  a 50000 g d u r a n t e  20 m i n u t e s .  Los f r a g m e n t e s  

de membrane,  m i t o c o n d r i a s  y demas  p a r t i c u l e s  c i t o p l a s r a i c a s  

p e r m a n e c e n  en  l a  s u p e r f i c i e  d e b i d o  a l a  a l t a  d e n s i d a d  de 

e s t e  medio.  Los n û c l e o s  se  r e s u s p e n d i e r o n  en 4 vo lûmenes  de 

F i c o l l  7# ,  G l i c e r o l  20 # ,  S o r b i t o l  1 M. T r a s  e l l o  s e  d i e r o n  

t r è s  c e n  t r i f  uga c i  one s a 7 00 0 ,  6 5 OO y 6 OOO rpm e n  un r o t o r  

S o r v a l l  SS34 pa r a  e l i m i n a r  l o s  û l t i m o s  r e s t o s  de e s f e r o p l a s ­

t o s  y c é l u l a s  (Loh r  y c o l . ,  197%).  P o r  û l t i m o ,  l o s  n û c l e o s  

se  o b t u v i e r o n  c e n t r i f u g a n d o  a 20000 g d u r a n t e  25 min u to s .

Con e l  m é t o d o  d e s c r i t o  e n  e l  p â r r a f o  a n t e r i o r  s e  

ob tu vo  un r e n d i m i e n t o  b a j o  en n û c l e o s  (Ver R e s u l t a d o s ) .  Por  

e l l o  s e  i n t e n t ô  f a v o r e c e r  l a  l i s i s  de l o s  e s f e r o p l a s t o s  

m e d i a n t e  e l  u s o  de un h o m o g e n e i z a d o r  P o t t e r - E l v e h j e r a  

( W i n t e r s b e r g e r  y c o l . ,  1 9 7 3 ) ,  p e r o  e s t o  s o l o  c o n s i g u i ô
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aum en ta r  un poco e l  r e n d i m i e n t o  en n û c l e o s .

Un segundo  método u t i l i z a d o  p a r a  l i s a r  l o s  e s f e r o ­

p l a s t o s  de l e v a d u r a  f u e  e l  s e g u i d o  p o r  N e l s o n  y c o l .  ( 19 7 7 )  

con a l g u n a s  m o d i f i c a c i o n e s .  Los e s f e r o p l a s t o s  s e  s u s p e n d i e -  

r o n  una  vez  e n  e l  m ed i o  TKMC ( T r i s - H C l  50  mM, KCl 25  mM, 

MgCl2 5 mM, C a C l 2 1 mM, S a c a r o s a  250 mM, pH 7 . 5 ,  T r i t o n  X- 

100  0 . 5 # ) e n  e l  qu e  l i s a n .  Los  n û c l e o s  s e  s e d i m e n t a r o n  c e n ­

t r i f  ug a n d o  a 4 00 0  g d u r a n t e  10  m i n u t o s .  En e l  s e d i m e n t o ,  

j u n t o  coTi l o s  n û c l e o s  s e  e n c u e n t r a n  l a s  c é l u l a s  i n t a c t a s  y 

l o s  e s f e r o p l a s t o s  que no hayan l i s a d o .  Por  e l l o  e l  s e d i m e n t o  

se  r e s u s p e n d i ô  en e l  medio de homogene i zac ion  d e s c r i t o  en e l  

m é t o d o  a n t e r i o r  y s e  p r o c e d i o  como en  é 1 s e  d e s c r i b e  h a s t a  

l a  o b t e n c i ô n  de l o s  n û c l e o s .  E s t e  m é to do  c o n d u j o  a l  a i  s i a -  

m i e n t o  de n û c l e o s  c o n  un r e n d i m i e n t o  s u p e r i o r  a l  a n t e r i o r  

(Ver R e s u l t a d o s ) .

P o r  û l t i m o ,  s e  s i g u i ô  e l  m é t o d o  d e s c r i t o  p o r  

S c h u l t z  (1978) e l  c u a l  e s t a  ba sado  en e l  de W i n t e r s b e r g e r  y 

co l ,  (1973) con a l g u n a s  m o d i f i c a c i o n e s .  Los e s f e r o p l a s t o s  se  

l i s a r o n  p o r  s u s p e n s i ô n  en  5 v o l û m e n e s  de 1 m ed i o  de l i s i s  

( F i c o l l  1 8# ,  f o s f a t o  p o t a s i c o  20  mM, Ca Cl 2 0 .5  mM, PMSF 1 mM 

pH 6 . 8 ) .  E s t a  s u s p e n s i ô n  se  a g i t ô  v i g o r o s a m e n t e  d u r a n t e  1 

m i n u t o  en  un V o r t e x  y s e  c e n t r i f u g ô  d u r a n t e  5 m i n u t o s  a 2000  

g con  e l  f i n  de e l i m i n a r  c é l u l a s  i n t a c t a s  q ue  no  s e  h u b i e r a n  

t r a n s f o r m a d o  en e s f e r o p l a s t o s .  El  s o b r e n a d a n t e  s e  c e n t r i f u g ô  

a 27000 g d u r a n t e  25 m in u t e s  sed i raent ando  l o s  n û c l e o s .  En e l  

s o b r e n a d a n t e  f i n a l  queda m a t e r i a l  c i t o p l a s m â t i c o  a s î  como 

r e s t o s  de membranes  que forraan una capa en l a  s u p e r f i c i e .  El  

s e d i m e n t o  de  n û c l e o s  s e  r e s u s p e n d i ô  e n  dos  v o l û m e n e s  d e l  

med io  HM ( S o r b i t o l  1 M, G l i c e r o l  2 0 # ,  F i c o l l  7# ,  C a C l 2 0 .5
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mM, f o s f a t o  p o t a s i c o  20  mM, PMSF 0 .5  mM pH 6 .8 )  y l u e g o  s e  

a h a d i e r o n  o t r o s  8 vo l ûme nes  d e l  mismo medio.  Se c e n t r i f u g ô  

d u r a n t e  5 m i n u t o s  a 4000  g,  un n û m e r o  v a r i a b l e  de v e c e s  

h a s t a  que no se  ob tuvo  s e d i m e n to .  E s t o s  s e d i m e n t o s ,  compues-  

t o s  de c é l u l a s  i n t a c t a s ,  s e  e l i m i n a r o n .  E l  s o b r e n a d a n t e  

f i n a l  se  c e n t r i f u g ô  d u r a n t e  25 m in u t o s  a 27000 g con l o  que 

s e d i m e n t a r o n  l o s  n û c l e o s .  La p u r e z a  de e s t o s  n û c l e o s  s e  

comprobô m ed i a n t e  o b s e r v a c i ô n  a l  m i c r o s c o p i o ,  no d e t e c t a n -  

dose  n i nguna  c é l u l a .

Como s e  c o m e n t a r â  m âs  a d e l a n t e  en  e l  a p a r t a d o  de 

R e s u l t a d o s ,  e s t e  û l t i m o  método f u e  e l  que d i ô  unos  m e j o r e s  

r e s u l t a d o s  en  c u a n t o  a l  r e n d i m i e n t o  e n  n û c l e o s ,  p o r  l o  que  

f u e  e l  u t i l i z a d o  e n  e s t a  i n v e s t i g a c i o n .  O t r o  f a c t o r  qu e  

t a m b i é n  s e  t u v o  e n  c u e n t a  f u e  e l  de l a  e s t a b i l i d a d  de  l o s  

nÛQ leo s  e n  c u a n t o  a s u  f a c i l i d a d  p a r a  l i s a r  e n  e l  med i o  de 

d i g e s t i ô n  con n u c l e a s a  m i c r o c o c a l .  Se comprobô que l o s  nû­

c l e o s  o b t e n i d o s  p o r  e s t e  û l t i m o  m é t o d o  e r a n  l o s  mâs a s t a ­

b l e s .

2 . 6 .  PREPARACION Y FRACCIONAMIENTO DE CROMATINA

2 . 6 . 1 .  Ob te nc i ôn  de f r a c c i o n e s  s o l u b l e s

2 . 6 . 1 . 1 .  D i g e s t i ô n  de n û c l e o s  con n u c l e a s a  m i c r o c o c a l

Se l l e v ô  a cabo m ed i an t e  e l  p r o c e d i m i e n t o  d e s c r i t o  

p o r  E s t r u c h  y c o l .  ( 1 9 8 6 a ) .  Los  n û c l e o s  s e  l a v a r o n  c o n  e l  

m ed io  de d i g e s t i ô n  ( S a c a r o s a  0 .25  M, NaCl  10  mM, MgCl2 3 mM, 

C a C l 2 1 mM, T r i s - H C l  10  mM pH 7 . 4 ) ,  c e n t r i f u g a n d o s e  10
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minu tos  a 2000 g. Los n û c l e o s  se r e s u s p e n d i e r o n  en  e l  mismo 

med io  y s e  p r o c e d i ô  a v a l  o r  a r  e l  DNA que  c o n t e n î a n ,  l o  que  

se  l l e v ô  a cabo por  e l  p r o c e d i m i e n t o  d e s c r i t o  en e l  a p a r t a d o

2 .8 . 1 .  Los  n û c l e o s  s e  a j u s t a r o n  a una  c o n c e n t r a c i ô n  de  0.1 

mg de  DNA/ml c o n  e l  m ed i o  de  d i g e s t i ô n .  Se  a t e m p e r ô  l a  

mezcl a  a 37 y se  a h a d i ô  n u c l e a s a  m i c r o c o c a l  en  una  r e l a ­

c i ô n  de  1 .5U/  g DNA. La i n c u b a c i ô n  s e  l l e v ô  a c a b o  a 37 

d u r a n t e  e l  t i e m p o  r e q u e r i d o .  La r e a c c i ô n  s e  d e t u v o  p o r  

a d i c i ô n  de 1 / 1 0  volumen de EDTA 0.15 M pH 7.5 y l a s  m u e s t r a s  

s e  m a n t u v i e r o n  a 0 - 4  ®C. L a s  m u e s t r a s  t a m b i é n  s e  h i c i e r o n  

0.1 mM e n  PMSF, a no  se  r  q u e  f u e r a n  a s e r  t r a t a d a s  co n  

p r o t e a s a s .

La e v o l u c i ô n  de l a  d i g e s t i ô n  se  s i g u i ô  p o r  v a l o r a -  

c i ô n  d e l  DNA s o l u b l e  en â c i d o .  P a r a  e l l o  se  t om a r on  a l i c u o -  

t a s  a d i f e r e n t e s  t i e m p o s  de i n c u b a c i ô n .

P a r a  l a  v a l o r a c i ô n  d e l  DNA s o l u b l e  e n  â c i d o  s e  

s i g u i ô  e l  m é t o d o  d e s c r i t o  p o r  L o h r  y c o l .  ( 1 9 7 7 ) .  A l a s  

a l î c u o t a s  t o m a d a s  de l a  m e z c l a  de d i g e s t i ô n  s e  l e s  a h a d i ô  

PCA 1 N, NaCl 1 M f r i o  h a s t a  una c o n c e n t r a c i ô n  de PCA 0.3 N, 

NaCl 0.3 M. Las m u e s t r a s  se  a g i t a r o n  d u r a n t e  10 m i n u t o s  y se  

c e n t r i f u g a r o n  a 15000 g d u r a n t e  15 m in u t o s .  El  s e d i m e n t o  se  

l a v ô  una  vez  c o n  PCA 0 .3  N, NaCl 0 .3  M y s e  r e c e n t r i f u g ô .  

Los s o b r e n a d a n t e s  c o n s t i t u y e r o n  l a  f r a c c i ô n  s o l u b l e  en â c i d o  

y e l  s e d i m e n to  l a  f r a c c i ô n  no s o l u b l e  en â c i d o .

Las  m u e s t r a s  s o l u b l e s  en â c i d o  s e  a j u s t a r o n  a una 

c o n c e n t r a c i ô n  0.5 N de PCA y se  h i d r o l i z a r o n  a 70 °C d u r a n t e  

15 m i n u t o s .  E s t e  h i d r o l i z a d o  s e  d e n o m i n ô  f r a c c i ô n  S.  L a s  

m u e s t r a s  i n s o l u b l e s  en  â c i d o  f u e r o n  h i d r o l i z a d a s  en  PCA 0.5 

N a 70 °C d u r a n t e  20  m i n u t o s .  E n t o n c e s ,  s e  c e n t r i f u g a r o n  a
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15000 g d u r a n t e  15 m i n u t o s ,  se  r e c o g i ô  e l  s o b r e n a d a n t e ,  y e l  

s e d im e n t o  se  r e e x t r a j o  con PCA 0.5 N d u r a n t e  15 m in u t o s  a  70 

®C y s e  c e n t r i f u g ô  de nuevo  a 15000  g d u r a n t e  15 m i n u t o s .  

Los dos  s o b r e n a d a n t e s  s e  c o m b i n a r o n  y c o n s t i t u y e r o n  l a s  

f r a c c i o n e s  P, i n s o l u b l e s  en â c i d o .

2 . 6 . 1 . 2 .  F r a c c i o n a m i e n t o  de l a  c r o m a t i n a

Los n û c l e o s  de l e v a d u r a  se  d i g i r i e r o n  i n i c i a l m e n t e  

h a s t a  un 5# de DNA s o l u b l e  en â c i d o .  T r a s  e l l o ,  s e  c e n t r i f u ­

g a r o n  l o s  n û c l e o s  a 2000  g d u r a n t e  10 m i n u t o s .  E l  s o b r e n a ­

d a n t e  c o n s t i t u y ô  l a  f r a c c i ô n  SI .  El  s e d i m e n to  PI s e  l i s ô  p o r  

a d i c i ô n  de T r i s  5 mM, EDTA 1 mM, pH 7.5,  en f r i o ,  a g i t a n d o s e  

d u r a n t e  10 minu to s .  P o s t e r i o r m e n t e  se  c e n t r i f u g ô  a 50000 g 

d u r a n t e  15 mi n u to s  y e l  s o b r e n a d a n t e  c o n s t i t u y ô  l a  f r a c c i ô n  

S2.

O t ro  t i p o  de f r a c c i o n a m i e n t o  se  l l e v ô  a c abo  e f e c -  

t u a n d o  una  d i g e s t i ô n  mâs s u a v e  (30 s e g u n d o s ) ( V e r  R e s u l t a ­

dos) .  Las  f r a c c i o n e s  S2 se  o b t u v i e r o n  de l a  misma fo rma  que 

s e  ha  d e s c r i t o  e n  e l  p â r r a f o  a n t e r i o r .  En e s t e  f r a c c i o n a ­

m i e n t o  e l  s e d i m e n t o  P2 s e  d i a l i z ô  f r e n t e  a T r i s  5 mM, EDTA 1 

mM, pH 7 .5  t o d a  l a  n o c h e ,  t r a s  l o  que  s e  c e n t r i f u g ô  de l a  

misma manera  o b t e n i e n d o s e  l a  f r a c c i ô n  S2*.

Las f r a c c i o n e s  s o l u b l e s  se  p u r i f i c a r o n  p a r c i a l m e n ­

t e  p o r  p r e c i p i t a c i ô n  con  MgCl2 , e l i m i n a n d o s e  l o s  o l i g o n u -  

c l e o t i d o s  p r é s e n t e s .  E l  p r e c i p i t a d o  s e  r e s o l u b i l i z ô  p o r  

d i â l i s i s  f r e n t e  a T r i s  5 mM, EDTA 1 mM, pH 7.5.



2 . 6 . 2 .  A l s l a m i e n t o  de mononucleosomas de l e v a d u r a

Los n û c l e o s  de l e v a d u r a  se  d i g i r i e r o n  con n u c l e a s a  

m i c r o c o c a l  en  l a s  c o n d i c i o n e s  d e s c r i t a s  p o r  N e l s o n  y c o l .  

( 1 9 7 7 ) .  Los n û c l e o s  s e  l a v a r o n  con  e l  m ed i o  de  d i g e s t i o n  

( S a c a r o s a  0 .25  M, KCl 60  mM, NaCl 15 mM, MgCl2 10  mM, C a C l 2 

1 mM, T r i s - c a c o d i l a t o  15 mM, pH 6 .5) ,  c e n t r i f u g a n d o s e  a 2000 

g d u r a n t e  10 m i n u t e s .  Los  n û c l e o s  s e  r e s u s p e n d i e r o n  e n  e l  

mismo medio a un a c o n c e n t r a c i ô n  de 0.1 mg DNA/ml. La mezc l a  

s e  a t e m p e r ô  a 37 y s e  a f i a d i ô  n u c l e a s a  m i c r o c o c a l  e n  un a

r e l a c i o n  de 1U/ g DNA. La r e a c c i ' o n  se  de tuv o  p o r  a d i c i ô n  de 

1 / 1 0  v o l u m e n  de EDTA 0 .15  M pH 7 .5 .

La e v o l u c i ô n  de l a  d i g e s t i o n  s e  s i g u i ô  p o r  a n a l i -  

s i s  de  1 os  t a m a n o s  de 1 os  f r a g m e n t e s  de  DNA. P a r a  e l l e  s e  

t omaron  a l i c u o t a s  a d i f e r e n t e s  t i e m p o s  de i n c u b a c i ô n .  El  DNA 

se  a i s l ô  de l a  f o rma  que se  d e s c r i b e  en e l  a p a r t a d o  2.8 .4 .  y 

s e  s o m e t i o  a e l e c t r o f  o r e s i s .  E l  a n â l i  s i s  d e l  t amaf îo  de  1 os 

f r a g m e n t e s  de DNA o r i g i n a d o s  en l a  d i g e s t i o n  i n d i c a r o n  que a 

l e s  30 m inu to s  de i n c u b a c i ô n  h a b î a  un mayor  e n r i q u e c i m i e n t o  

e n  mononue l e  o se m as  (Ve ase  a p a r t a d o  3 . 7 . 1 .  de R e s u l t a d o s ) .  

Por  e s t e  m o t ive  s e  i n c u b a r o n  l e s  n û c l e o s  con n u c l e a s a  m i c r o ­

c o c a l  a 37 °C d u r a n t e  30 m i n u t o s .  La r e a c c i ô n  s e  d e t u v o  de 

l a  f o rma  ya i n d i c a d a  en e l  a p a r t a d o  2.5.  m e d i a n t e  a d i c i ô n  de 

1 /10  volumen de EDTA 0.15 M pH 7.5,  PMSF 1 mM.

Los n û c l e o s  d i g e r i d o s  s e  l i s a r o n  p o r  d i â l i s i s  

f r e n t e  a T r i s  10 mM, EDTA 0.7 mM, PMSF 0.1 mM pH 7.5 d u r a n t e  

una  n o c h e .  T r a s  e l l e ,  s e  c e n t r i f u g e  a 20 0 0  g d u r a n t e  10  

min u t o s  pa r a  s e d i m e n t a r  l e s  r e s t e s  n u c l e a r e s  y se  r e c o g i ô  e l  

s o b r e n a d a n t e ,  S2, e l  c u a l  c o n t e n î a  e l  m a t e r i a l  s o l u b i l i z a d o
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po r  l a  d i g e s t i o n .

2 . 6 . 2 . 1 .  C r o m a t o g r a f l a  en B io ge l  A-5m

La f r a c c i o n  s o l u b l e  S2 o b t e n i d a  corao s e  d e s c r i b e  

en e l  a p a r t a d o  2.6 .2 .  se  c o n c e n t r e  m e d i a n t e  u l t r a f i l t r a c i o n  

en un D i a f l o  Amicon con una membrana PM-30 h a s t a  un volumen 

ap rox imado  de 1 ml.

La t o t a l i d a d  de e s t e  v o l u m e n  s e  a p l i c o  e n  u n a  

columna de B io ge l  A-3m (Bio rad )  de 90 x 1.5 cm, con un f l u j o  

de unos  1 1 - 1 2  m l / h .  Se r e c o g i e r o n  f r a c c i o n e s  de  1 .2 5  ml e n  

l a s  que  s e  m i d i o  l a  a l g u n a s  de  e s t a s  f r a c c i o n e s

t a m b i ê n  s e  a n a l i z ô  e l  t amaRo  de l e s  f r a g m e n t e s  de  DNA.

A l a  v i s t a  d e l  p e r f i l  de e l u c i o n  y de l e s  r e s u l t a ­

dos de l a  e l e c t r o f o r e s i s  d e l  DNA p r é s e n t e  en l a s  d i f e r e n t e s  

f r a c c i o n e s  (Vease  R e s u l t a d o s ) ,  se  j u n t a r o n  l a s  f r a c c i o n e s  

que  i n t e r e s a r o n  t a l  como s e  d e s c r i b e  e n  e l  a p a r t a d o  3 . 7 .  

E s t e s  p i c o s  s e  c o n c e n t r a r o n  como a n t e r i o r m e n t e  s e  ha  e x -  

p l i c a d o  p a r a  l a  f r a c c i o n  S2 en  un D i a f l o  Amicon  con  un a  

membrana PM-30.

2 . 7 .  TECNICAS ESPECTROSCOPICAS

2 . 7 . 1 .  Dicro i smo c i r c u l a r

Los e s p e c t r o s  de d i c r o i s m o  c i r c u l a r  (DC) se  r e a l i -  

z a r on  en un d i c r o g r a f o  Job in -Yvon  Mark I I I  eq u ipado  con una 

l âmpa ra  de a r c o  de xenon de 250 W, r e f r i g e r a d a  p o r  agua.  El  

a i r e  c o n t e n i d o  e n  l a  c â r a a r a  de m u e s t r a ,  s i s t e m a  o p t i c o  y



câmara  de f o t o m u l t i p l i c a d o r  se d e s a l o j o  con una c o r r i e n t e  de 

n i t r ô g e n o  m a n t e n i d a  d u r a n t e  l a  r e a l i z a c i o n  d e l  e s p e c t r o .  

Pa r a  e s t e  e s t u d i o  se  em p le a ro n  c u b e t a s  de c u a r z o  de 1 cm de 

paso  o p t i c o .

Los e s p e c t r o s  de l a s  m u e s t r a s  n u c l e o p r o t e i c a s  se  

h i c i e r o n  n o r m a l m e n t e  e n  e l  u l t r a v i o l e t s  p r o x i m o  ( 3 2 0 - 2 5 0  

nm),  Los e s p e c t r o s  s e  r é g i s t r a r o n  p o r  t r i p l i c a d o  a un a  

v e l o c i d a d  de b a r r i d o  de 0.5 nm/s  y una v e l o c i d a d  de c a r t a  de 

2 mm/nm.'  La l l n e a  b a se  se  r e g i s t r e  en l a s  mismas  c o n d i c i o n e s  

con e l  tampon de d i s o l u c i o n  de l a  m u e s t r a .  Debido a l a  b a j a  

c o n c e n t r a c i ô n  de  a l g u n a s  de  l a s  m u e s t r a s ,  e n  o c a s i o n e s  s e  

t r a b a j ô  a l a  maxima s e n s i b i l i d a d ;  en e s t e s  c a s e s  l e s  e s p e c ­

t r o s  s e  r e g i s t r a r o n  p o r  c u a d r u p l i c a d o .

La e l i p t i c i d a d  a c ada  l o n g i t u d  de onda se  e x p r e s s  

como e l i p t i c i d a d  m o la r  p o r  r e s i d u e  de n u c l e o t i d e  en u n i d a d e s  

de g r a d e  x cm^ x d e c i m o l " ^ . E l  p e s o  m o l e c u l a r  m ed i o  po r  

r e s i d u e  de n u c l e o t i d e  que se  c o n s i d e r ô  f u e  de 330.  La e l i p ­

t i c i d a d  m o l a r  p o r  r e s i d u e  s e  c a l c u l a  s e g ù n  l a  s i g u i e n t e  

e x p r e s i ô n ;

[@] _ 3 3 0  X  3 3 0 0  X S X H 

d X C

s i e n d o

[0] : e l i p t i c i d a d  m o la r  po r  r e s i d u e ;

S : s e n s i b i 1 i d a d  a l a  q u e  s e  r e g i s t r e  e l  

e s p e c t r o ;

H : mm a c ad a  l o n g i t u d  de onda  e n t r e  l a  c u r v a  d e l  

e s p e c t r o  y l a  l l n e a  b a se ;
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d : paso  o p t i c o  en cm;

C : c o n c e n t r a c i ô n  en mg/ml;

3300  e s  e l  f a c t o r  n u m ê r i c o  de c o n v e r s i o n  e n t r e  

d i c r o i s m o  c i r c u l a r  y e l i p t i c i d a d .

La c o n c e n t r a c i ô n  de DNA en l a s  m u e s t r a s  se c a l c u l ô  

a p a r t i r  d e l  e s p e c t r o  de a b s o r c i ô n  en l a  r e g i ô n  u l t r a v i o l e ­

t s .  El  v a l o r  de p a r a  e l  DNA en c r o m a t i n a  que se  c o n s i ­

d e r ô  fue .  de 20.  Los  e s p e c t r o s  s e  c o r r i g i e r o n  p a r a  e l i m i n a r  

l a  d i s p e r s i ô n  de l a  m i sma  f o r m a  q u e  s e  I n d i e s  e n  e l  s i g u i e n ­

t e  a p a r t a d o .

2 . 7 . 2 .  E s p e c t r o s  de a b s o r c i ô n

Se r e a l i z a r o n  e n  un e s p e c t r o f o t ô m e t r o  Ca ry  118 ,  

m ed i a n t e  un p r og rams  de a m p l i f i c a c i ô n  c o n s t a n t e  de l a  seRa l  

p o r  v a r i a c i ô n  c o n t i n u a  de l a  a n c h u r a  de r e n d i j a .  P a r a  l a  

r e a l i z a c i ô n  de l o s  e s p e c t r o s  se  u t i l i z a r o n  c u b e t a s  de c u a r z o  

de  1 cm de p a s o  ô p t i c o .  En l o s  c a s o s  e n  que  h a b î a  d i s p e r ­

s i o n ,  l a  a b s o r c i ô n  a p a r e n t e  de b id a  a l a  misma se  d e s c o n t ô  de 

l a  m e d i d a  e x p e r i m e n t a l  e n  b a s e  a l a  r e l a c i ô n  l i n e a l  que  

e x i s t e  e n t r e  e l  v a l o r  de a b s o r c i ô n  a p a r e n t e  y e l  i n v e r s o  de 

l a  c u a r t a  p o t e n c i a  de l a  l o n g i t u d  de onda.

2 .7.3.  D e s n a t u r a l i z a c i ô n  t ë r m i c a  de DNA y n u c l e o p r o t e î n a s

Los e s t u d i o s  de d e s n a t u r a l i z a c i ô n  t é r m i c a  s e  h i ­

c i e r o n  en un e s p e c t r o f o t ô m e t r o  Beckman DU-8 e q u i pa do  con e l  

modulo TM. Se u t i l i z e  un b lo q ue  de s e i s  c u b e t a s  de c u a r z o  de
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un v o l u m e n  de  0 .34  ml c a d a  una  de e l l a s ,  l o  q u e  pe r  m i t e  e l  

r e g i s t r e  s i m u l t â n e o  de l a  d e s n a t u r a l i z a c i ô n  de h a s t a  c i n c o  

m u e s t r a s .

Los p e r f i l e s  de d e s n a t u r a l i z a c i ô n  t e r m i c a  se  o b t u -  

v i e r o n  a b a j a  f u e r z a  i ô n i c a .  P a r a  e l l e  l a s  m u e s t r a s  s e  

d i a l i z a r o n  p r e v i a m e n t e  f r e n t e  a EDTA 0.25 mM pH ,8 .0  ( a j u s -  

t a d o  con T r i s )  d u r a n t e  24 h o r a s  a 0 - 4  °C.

Las  c u r v a s  de t r a n s i c i ô n  se  o b t u v i e r o n  r e g i s t r a n d o  

l a  a b s o r b a n c i a  a 260 nm de l a s  m u e s t r a s  a d i f e r e n t e s  t empe ­

r a t u r e s .  La t e m p e r a t u r e  s e  i n c r e m e n t o  de g r a d e  e n  g r a d e  

e n t r e  25 y 102 °C y s e  d e j ô  a t e m p e r a r  d u r a n t e  un m i n u t e  

a n t e s  de r e a l i z a r  l a  medida .  El  v a l o r  de a b s o r b a n c i a  t omado 

a c ada  t e m p e r a t u r e  f u e  l a  media  de c i n c o  d e t e r m i n a c i o n e s .  La 

r e n d i j a  empleada  en e s t a s  d e t e r m i n a c i o n e s  f u e  de 0.5 nm.

Con e l  f i n  de poder  co m pa ra r  c u r v a s  de d e s n a t u r a ­

l i z a c i ô n  t é r m i c a  o b t e n i d a s  a d i f e r e n t e s  c o n c e n t r a c i o n e s  de 

DNA, l o s  v a l o r e s  de A^^g p a r a  cada  t e m p e r a t u r e  se  t r a n s f o r ­

ma r o n  en  h i p e r c r o m i c i d a d  ( t a n t o  p o r  c i e n t o )  m e d i a n t e  l a  

e x p r e s i ô n ;

A26o(T) -  *260(25)

H(T) = --------------------------------- ^ 100
^260(25)

Donde H(T) e s  l a  h i p e r c r o m i c i d a d  a l a  t e m p e r a t u r e  

T; *26o(T)  G s l a  a b s o r b a n c i a  a 260 nm a l a  t e m p e r a t u r e  T; y 

^ 2 6 0 (2 5 ) e s  l a  a b s o r b a n c i a  a 260 nm a 25 °C.

A p a r t i r  de l o s  v a l o r e s  de h i p e r c r o m i c i d a d  c a l c u -
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l a d o s  s e  c a l c u l a r o n  a s u  vez  l o s  v a l o r e s  de l a  p r i m e r a  

d e r i v a d a .  P a r a  h a l l a r  l a  d e r i v a d a  e n  un pun t o  s e  t om 6 un 

i n t e r v a l o  i m p a r  de p u n t o s  (2n + 1) c o m p ue s  t o  p o r  e l  pun t o  

que  s e  e s t a  c a l  c u l a n d o  y l o s  n a n t e  r  i o r e s  y l o s  n p o s t e -  

r i o r e s .  En d i cho  i n t e r v a l o  se  a j u s t e  una r e c t a  por  r e g r e s i o n  

l i n e a l  m e d i a n t e  min imes  c u a d r a d o s  y s e  tomô como p e n d i e n t e  

e n  e l  p u n t o  c o n s i d e r a d o  l a  de l a  r e c t a  a j u s t a d a .  En t o d a s  

l a s  c u r v a s  de d e s n a t u r a l i z a c i ô n  t é r m i c a  r e a l i z a d a s  en  e s t a  

i n v e s t i g a c i ô n  se  ha u t i l i z a d o  un i n t e r v a l o  de 5 p u n t o s .

L a s  c u r v a s  d e r i v a d a s  o b t e n i d a s  de  a l g u n a s  de  l a s  

c u r v a s  de d e s n a t u r a l i z a c i ô n  t é r m i c a  s e  d e s c o m p u s i e r o n  en  

t r è s  g a u s s i a n a s  c o n  o b j e t o  de  c u a n t i f i c a r  c a d a  u n a  de l a s  

t r a n s i c i o n e s .  No s e  l l e v ô  a c a b o  n i h g ü n  a j u s t e  f i n e  p o r  l o  

que l o s  d a t o s  han de s e r  t omados  con p r e c a u c i ô n .

2.8.  METODOS ANALITICQS

2 . 8 . 1 .  V a l o r a c i ô n  e s p e c t r o f o t o m é t r i c a  de DNA

Se s i g u i ô  un m é t o d o  b a s a d o  en  e l  d e s c r i t o  p o r  

S c h m i d t  y T h a n h a u s e r  ( 1 9 4 5 ) .  L as  a l î c u o t a s  de c a d a  m u e s t r a  

s e  l l e v a r o n  h a s t a  2 ml c on  a g u a  d e s t i l a d a .  E l  m a t e r i a l  

s o l u b l e  en â c i d o  se  e l i m i n ô  p o r  a d i c i ô n  de 1 ml de PCA 0.6 N 

f r i o .  Se d e j ô  p r e c i p i t a r  en  bano de h i e l o  d u r a n t e  10 m in u t o s  

y s e  c e n t r i f u g ô .  E l  p r e c i p i t a d o  s e  l a v ô  con  1 ml de PCA 0 .2  

N.

E l  p r e c i p i t a d o  s e  d i s o l v i ô  en  2 ml de KOH 0 .3  N y 

s e  i n c u b ô  a 37 °C d u r a n t e  una  h o r a .  T r a s  e l l o  s e  e n f r i ô  en  

b a n o  de h i e l o  10 m i n u t o s ,  s e  a n a d i e r o n  2 ml de PCA 0 .6  N y
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s e  d e j ô  p r e c i p i t a r  en f r i o  d u r a n t e  30 m i n u t e s .  T ra s  c e n t r i -  

f u g a r  s e  r e c o g i ô  e l  s o b r e n a d a n t e  y e l  p r e c i p i t a d o  s e  l a v ô  

con  1 ml de  PCA 0 .2  N. E s t e  s e g u n d o  s o b r e n a d a n t e  s e  j u n t o  

con e l  a n t e r i o r  y c o n s t i t u y ô  l a  f r a c c i ô n  RNA.

El  p r e c i p i t a d o  s e  s u s p e n d i ô  en 2 ml de PCA 0.6 N y 

s e  i ncubô  d u r a n t e  30 m in u t o s  en un bafîo de agua  a  100 °C. Se 

d e j ô  e n f r i a r  d u r a n t e  15 m i n u t o s  en  baRo de  h i e l o  y s e  c e n -

t r i f u g ô .  T r a s  r e c o g e r  e l  s o b r e n a d a n t e  e l  p r e c i p i t a d o  se  l a v ô

con  1 ml de PCA 0 .6  N. E l  s o b r e n a d a n t e  s e  j u n t ô  con  e l

a n t e r i o r  y c o n s t i t u y ô  l a  f r a c c i ô n  DNA.

E l  c o n t e n i d o  en  RNA y DNA en  c a d a  una  de e s t a s  

f r a c c i o n e s  se  ob tuvo  m e d i a n t e  l a  medida  de l a  *2 5 0 » c o n s i d e -  

r ando  22 .4  y 28.5 como v a l o r e s  de lois c o e f i c i e n t e s  de e x t i n -  

c i ô n  E ^ ' l *  a 26 0  nm de l o s  d e s o x i r i b o n u c l e ô t i d o s  y de l o s  

r i b o n u c l e ô t i d o s ,  r e s p e c t i v a m e n t e .

2 . 8 . 2 .  V a l o r a c i ô n  de DNA. Método f l u o r i m é t r i c o

E l  DNA s e  v a l o r ô s i g u i e n d o  e l  p r o c e d i m i e n t o  em-  

p l e a d o  p o r  Lohr  y c o l .  (1977) con a l g u n a s  m o d i f i c a c i o n e s .  Se 

t r a t a  de  un m é t o d o  f l u o r i m é t r i c o  b a s a d o  en  e l  de K i s s a n e  y 

Rob ins  (1958) y F i s z e r - S z a f a r z  y c o l .  (1981) .

El  r e a c t i v o  se  p r é p a r é  de l a  s i g u i e n t e  manera;  300 

mg de â c i d o  d i a m i n o b e n z o l c o  (DABA) se  d i s o l v i e r o n  po r  a g i t a -  

c i ô n  en  1 ml de  HCl 4 N. A c o n t i n u a c i ô n  s e  a R a d i e r o n  150 mg 

de c a r bô n  a c t i v o ,  se  a g i t ô  y s e  c e n t r i f u g é .  El  s o b r e n a d a n t e  

s e  f i l t r é  a t r a v é s  de  un f i l t r o  S a r t o r  l u s  de 0 .45  m. E s t e  

r e a c t i v o  debe  m a n t e n e r s e  en l a  o s c u r i d a d  y s e r  u sado  en l a s  

dos  h o r a s  s i g u i e n t e s  a su  p r e p a r a c i ô n .
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El  e n s a y o  c o n s i s t i ô  en  l a  m e z c l a  de 0.1 ml de 1 

r e a c t i v o  DABA con 0.2 ml de l a  m u e s t r a ,  i n cu b a nd o se  a t em pe -  

r a t u r a  a m b i a n t e  d u r a n t e  60 m in u t o s .  F i n a l m e n t e ,  l a  mezc l a  de 

r e a c c i ô n  s e  d i l u y ô  con  0 .9  ml de PCA 0 .6  N. Los  b l a n c o s  s e  

p r e p a r a r o n  de i d é n t i c a  f o rm a  que l a s  m u e s t r a s .

Se g u i d am en te  se  m id io  l a  i n t e n s i d a d  de f l u o r e s c e n -  

c i a  de l a s  m u e s t r a s  en un e s p e c t r o f l u o r i m e t r o  P e r k i n - E l m e r  

MPF-44E, con una l o n g i t u d  de onda de e x c i t a c i ô n  de 405 nm y 

una  l o n g i t u d  de onda  de e m i s i ô n  de  520 nm ( L as  r e n d i j a s  

f u e r o n  5 y 7 nm r e s p e c t i v a m e n t e ) .  To d as  l a s  m e d i d a s  s e  

l l e v a r o n  a  c a b o  a 28 °C.

P a r a  l a  d e t e r m i n a c i o n  d e l  DNA s o l u b l e  en â c i d o  no 

f u e  n e c e s a r i o  l a  p r e p a r a c i ô n  de unos  p a t r o n e s  de c o n c e n t r a ­

c i ô n  de DNA c o n o c i d a .  Una vez  r e s t a d a  l a  i n t e n s i d a d  de 

f l u o r e s c e n c i a  de c a d a  b l a n c o ,  s e  c o n s i d e r ô  que  l a  suma de 

l a s  i n t e n s i d a d e s  de f l u o r e s c e n c i a  de l a s  f r a c c i o n e s  S y P 

p a r a  un mismo  t i e m p o  de  i n c u b a c i ô n  e r a  e l  100#  d e l  DNA 

p r é s e n t e  en l a  a l l c u o t a  t omada  a e s e  t i e m p o  de d i g e s t i o n .  La 

s o l u b i l i d a d  en â c i d o  se  d e t e r m i n ô  m ed i a n t e  l a  e x p r e s i ô n :

I s
% DNA s o l u b l e  en â c i d o  = ----------------

I s  + Ip

p a r a  c ada  t i empo  de i n c u b a c i ô n ,  s i e n d o :

Ig :  I n t e n s i d a d  de f l u o r e s c e n c i a  de l a  f r a c c i ô n  S; 

I p :  I n t e n s i d a d  de f l u o r e s c e n c i a  de l a  f r a c c i ô n  P.
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2 . 8 . 3 .  E l e c t r o f o r e s l s  de DNA en g e l e s  de p o l l a c r i l a m i d a -  

a g a r o s a

La c o m p o s i c io n  de l o s  g e l e s  f u e  de a c r i l a m i d a  4#,  

a g a r o s a  0 .5#.  Los g e l e s  se  r e a l i z a r o n  de l a  s i g u i e n t e  mane­

r a .  P o r  una  p a r t e ,  s e  m e z c l a r o n  4 .8  ml de a c r i l a m i d a  40# ,  

3 . 3  ml de b i s a c r i l a m i d a  2# y 10 ml de  t a m p o n  TBE c o n c e n t r a d o  

c i n c o  v e c e s .  E s t a  m e z c l a  s e  a j u s t o  con  a g u a  d e s t i l a d a  a 25 

ml y se  d e s g a s i f i c ô  a  v a c l o .  T r a s  e s t o ,  s e  a t e m p e r ô  a  37 °C.

P o r  o t r a  p a r t e ,  0 . 25  g de a g a r o s a  s e  d i s o l v i e r o n  

en agua  d e s t i l a d a  m e d i a n t e  e b u l l i c i ô n .  Una vez d i s u e l t a ,  e l  

v o l u m e n  s e  a j u s t é  a 25 ml y s e  a t e m p e r ô  a 50 °C.

Una vez que l a  d i s o l u c i ô n  de a g a r o s a  e s t u v o  a 50 

°C s e  v e r t i o  s o b r e  l a  de  a c r i l a m i d a  con  a g i t a c i o n  s u a v e .  

E n t o n c e s  s e  a R a d i e r o n  20 j x l  de  TEMED y 158 jj.1 de p e r s u l f a -  

t o  a m ô n i c o  20# .  La m e z c l a  s e  a g i t ô  s u a v e m e n t e  y s e  v e r t i o  

e n t r e  dos  p l a ç a s  de v i d r i o  p r e v i a m e n t e  c a l e n t a d a s  y se  d e jô  

a  t e m p e r a t u r e  a m b i a n t e  h a s t a  l a  p o l i m e r i z a c i ô n .

Una v e z  p o l i m e r i z a d o  e l  g e l ,  e s t e  s e  s o m e t i o  a 

p r e e l e c t r o f o r e s i s  d u r a n t e  dos  h o r a s  a 200 V, en t ampôn TBE. 

T r a s  l a  p r e e l e c t r o f o r e s i s  s e  p r o c e d i ô  a l a  a p l i c a c i ô n  de l a s  

m u e s t r a s  d i s u e l t a s  en TBE, g l i c e r o l  10#,  a z u l  de b r om ofe no l  

1#,  r e a l i z a n d o s e  l a  e l e c t r o f o r e s i s  a  un v o l t a j e  c o n s t a n t e  

de  200  V. La e l e c t r o f o r e s i s  s e  d e t u v o  c u a n d o  e l  a z u l  de 

b r o m o f e n o l  s a l i ô  d e l  g e l .

La t i n c i ô n  d e l  g e l  s e  l l e v ô  a c a b o  con  b r o m u r o  de 

e t i d i o  a una c o n c e n t r a c i ô n  de 2 y ig /ml  d u r a n t e  20 m in u t o s .  A 

c o n t i n u a c i ô n  se  l av ô  r e p e t i d a m e n t e  con agua  d e s t i l a d a .  Las 

ba n da s  de DNA se  v i s u a l i z a r o n  m e d i a n t e  i l u m i n a c i ô n  con l uz
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u l t r a v i o l e t a ,  p a r a  l o  que s e  u t i l i z ô  un t r a n s i l u m i n a d o r  UV.

2 . 8 . 4 .  A l s l a m i e n t o  de DNA

Se s i g u i ô  e l  p r o c e d i m i e n t o  d e s c r i t o  p o r  Marmur  

( 1961) con a l g u n a s  m o d i f i c a c i o n e s .

Las  d i f e r e n t e s  m u e s t r a s ,  cada  una de e l l a s  d i s u e l ­

t a  en  su  r e s p e c t i v e  m e d i o ,  s e  t r a t a n  d u r a n t e  1 h o r a  a 37 °C 

con RNasà p a n c r e â t i c a  a una c o n c e n t r a c i ô n  de enz ima  de 100 

; ig /ml .  La RNasa p a n c r e â t i c a  h a b î a  s i d o  p r e v i a m e n t e  t r a t a d a  

p a r a  e l i m i n a r  c u a l q u i e r  a c t i v i d a d  DNasa que p u d i e r a  h a b e r  en 

e l  p r o d u c t o  c o m e r c i a l .  E s t e  t r a t a m i e n t o  c o n s i s t i ô  en c a l e n -  

t a r  a  90 °C d u r a n t e  30 m i n u t o s .

T r a s  l a  d i g e s t i ô n  con RNasa se  aRade SDS h a s t a  una 

c o n c e n t r a c i ô n  f i n a l  de  0 . 5 #  ( p / v )  y p r o t e i n a s a  K a una  

c o n c e n t r a c i ô n  de 100 y g / m l .  La mez c l a  de r e a c c i ô n  s e  i n cu b a  

a 37 °C d u r a n t e  4 h o r a s .

Despues  d e l  t r a t a m i e n t o  con p r o t e i n a s a  K l a s  mues­

t r a s  se  d e s p r o t e i n i z a n  po r  a d i c i ô n  de 2 vo lûmenes  de c l o r o -  

f o r m o / o c t a n o l  ( 24 :1  v / v ) .  T r a s  una  v i g o r o s a  a g i t a c i ô n  s e  

c e n t r i f u g e  e n  una  m i c r o f u g a  E p p e n d o r f  d u r a n t e  10 m i n u t o s ,  

co n  l o  que  s e  s e p a r a n  l a s  dos  f a s e s .  Se r e c o g e  l a  f a s e  

a c u o s a ,  en  l a  que  s e  e n c u e n t r a  e l  DNA y s e  r e p i t e  e s t e  

t r a t a m i e n t o  h a s t a  que  en  l a  i n t e r f a s e  no a p a r e c e  n i n g û n  

p r e c i p i t a d o .  E l  DNA p r é s e n t e  en  l a  f a s e  a c u o s a  f i n a l  s e  

p r é c i p i t a  p o r  a d i c i ô n  de dos  vo lûmenes  de e t a n o l  100# f r i o ,  

d e j a n d o s e  t o d a  l a  noche a  - 2 0  °C.

El  DNA p r e c i p i t a d o  s e  s e d i m e n t a  po r  c e n t r i f u g a c i ô n  

en  una  m i c r o f u g a  E p p e n d o r f  d u r a n t e  10 m i n u t o s  ( 0 - 4  ®C). El
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s e d i m e n t o  s e  l a v ô  d o s  v e c e s  c on  e t a n o l  100#  f r i o  y se  s e c ô  

e n  un S p e e d - V a c .  E s t a s  m u e s t r a s  s e  a l m a c e n a r o n  h a s t a  s u  

u t i l i z a c i ô n  p a r a  d e t e r m i n a r  su  tamaRo m e d i a n t e  e l e c t r o f o r e ­

s i s  en  g e l e s  de  p o l i a c r i l a m i d a - a g a r o s a  ( V e a s e  a p a r t a d o  

2 . 8 . 3 . ) .

2 . 8 . 6 .  ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

Los  g e l e s  s e  p r e p a r a r o n  e n  p l a ç a s  de  a c u e r d o  con  

Pa ny im  y C h a l k l e y  ( 1 9 6 9 ) .  E l  e s p e s o r  de l o s  g e l e s  f u e  de  1 

mm y l a  l o n g i t u d  de 17 cm.

La m e z c l a  de  p o l i m e r i z a c i ô n  s e  p r e p a r ô  j u n t a n d o  

l a s  s i g u i e n t e s  d i s o l u c i o n e s  en l a  r e l a c i ô n  que se  i n d i c a :

A. A c r i l a m i d a  6 0 # ( p / v ) ,  b i s a c r i l a m i d a  0 .4 # ( p / v )

B. Acido a c é t i c o  g l a c i a l  4 3 . 2 # ( v / v ) ,  TEMED 4%,

C. Urea  2.5 M, p e r s u l f a t e  amônico  0.07#.

2A;1B;5C

Los g e l e s  se  s o m e t i e r o n  a p r e e l e c t r o f o r e s i s  p a r a  

e l i m i n a r  e l  e x c e s o  de TEMED y p e r s u l f a t o  (2 h o r a s  a 160 V). 

El  t ampôn f u e  â c i d o  a c e t i c o  0.9 N.

Las  m u e s t r a s  se  d i s o l v i e r o n  en â c i d o  a c e t i c o  0.18 

N, u r e a  8 M. La e l e c t r o f o r e s i s  s e  d é s a r r o i 1 ô c o n  e l  mismo 

t a m p ô n  que  l a  p r e e l e c t r o f o r e s i s  d u r a n t e  3 h o r a s  y m e d i a  a 

160 V.

T r a s  l a  e l e c t r o f o r e s i s ,  l a  p r e s e n c i a  de m a t e r i a l e s

p r o t e i c o s  se  d e t e c t ô  m e d i a n t e  t e R i d o  con s a l e s  de p l a t a .
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2 . 9 .  OTROS METODOS

2 . 9 . 1 .  T r a t a m i e n t o  de b o i s a s  de d i â l i s i s

Todas  l a s  d i â l i s i s  l l e v a d a s  a cabo en  e s t a  i n v e s ­

t i g a c i ô n  s e  h i c i e r o n  e n  b o i s a s  t r a t a d a s  de l a  f o r m a  que  s e  

d e s c r i b e  a c o n t i n u a c i ô n .  Se s i g u i ô  e l  p r o c e d i m i e n t o  d e s c r i t o  

p o r  M c P h i e  ( 1 9 7 1 ) .  La b o i s a  de  d i â l i s i s  s e  c o r t ô  e n  t r o z o s  

de l o n g i t u d  a p r o p i a d a .  E s t o s  t r o z o s  se  empaparon ,  se  a b r i e -  

ron b i e n  y se  s o m e t i e r o n  a :

-  1 ho ra  en  e t a n o l  50#

-  1 ho ra  en e t a n o l  50#

- 2 x 2  h o r a s  en NaHCO^ 10 mM 

- 2 x 2  h o r a s  en EDTA 1 mM 

- 2 x 1  ho ra  en H£0 d e s t i l a d a

Los  p i e z a s  s e  a l m a c e n a r o n  e n  a g u a  d e s t i l a d a  a 4 

°C. En c a s o  de  p r e v e e r  un l a r g o  a l m a c e n a m i e n t o  s e  a f i a d i ô  

a z i d a  s ô d i c a .

Ante s  de s u  u t i l i z a c i ô n  s e  l a v a r o n  a b u n da n t e m en te  

con agua d e s t i l a d a ,  t a n t o  po r  d e n t r o  como po r  f u e r a .  En todo 

momento l a s  b o i s a s  de d i â l i s i s  se  m an e j a ro n  con g u a n t e s .
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3. RESULTADOS Y DISCüSION 

3.1. CULTIVO DE LEVADURA

Los c u l t i v o s  de l e v a d u r a  se  l l e v a r o n  a c abo  segün 

s e  d e s c r i b e  en  e l  a p a r t a d o  2 .2 .  En l a  F i g u r a  13 s e  m u e s t r a  

l a  c u r v a  de c r e c i m i e n t o  de  l a  c e p a  CECT-1383 de  S a c c h a r o -  

myces c e r e v i s i a e , e x p r e s a d o s  como numéro de c é l u l a s  y pe so  

de l a s  mismas  en f u n c i ô n  d e l  t i em po .  Con v i s t a s  a una mayor 

r a p i d e z  en l a  d e t e r m i n a c i o n  d e l  e s t a d o  en que se  e n c o n t r a b a  

e l  c u l t i v o ,  se  e s t a b l e c i ô  una r e l a c i ô n  e n t r e  ambos p a r a m è ­

t r e s  menc ionados  y l a  t u r b i d e z  d e l  medio de c u l t i v o  (A^qq). 

M e d i a n t e  e s t a  r â p i d a  d e t e r m i n a c i o n  s e  l o g r ô  d e t e n e r  l o s  

c u l t i v o s  p r â c t i c a m e n t e  en e l  e s t a d o  de c r e c i m i e n t o  de seado .

Los c u l t i v o s  s e  d e t u v i e r o n  en dos d i f e r e n t e s  pun­

t o s  de  l a  c u r v a  de c r e c i m i e n t o ,  uno c o r r e s p o n d i e n t e  a l a  

f a s e  de c r e c i m i e n t o  e x p o n e n c i a l  y o t r o  a l a  f a s e  e s t a c i o n a -  

r i a .  P a r a  l a  o b t e n c i ô n  de c é l u l a s  e n  f a s e  e x p o n e n c i a l  s e  

r e c o g i e r o n  a u n a  d e n s i d a d  de  4 - 3  x 10^  c é l u l a s / m l .  P a r a  

c é l u l a s  e n  f a s e  e s t a c i o n a r i a  s e  r e c o g i e r o n  a 1 - 2  x 10® 

c é l u l a s / m l .

3.2. AISLAMIENTO Y ANALISIS DE NUCLEOS DE LEVADURA

Los  m é t o d o s  p u b l i c a d o s  p a r a  e l  a l s l a m i e n t o  de 

n û c l e o s  de l e v a d u r a  son  f u n d a m e n t a l m e n t e  de dos t i p o s .  Uno 

e s  a p a r t i r  de  c é l u l a s  n o r m a l e s  u s a n d o  v a r i o s  m é t o d o s  de  

p r e s i ô n  (Tekamp y c o l . , 1979;  B h a r g a v a  y H a l v o r s o n ,  1971;
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S a j d e l - S u l k o w s k a  y c o l . ,  1 97 4 ) ;  e l  o t r o  e s  a t r a v é s  de  l a  

f o r m a  c i  ôn de e s f e r o p l a s t o s  p o r  d i g e s t i o n  e n z i m â t i c a  de  l a  

p a r e d  c e l u l a r  y s u b s i g u i e n t e  l i s i s  de 1 e s f e r o p l a s t o  p o r  

ch o q u e  o s m ô t i c o  (May,  197 1 ;  W i n t e r s b e r g e r  y c o l . , 1973;  

S c h u l t z ,  1978; S l e d z i e v s k y  y c o l . , 1982).  Aunque l o s  n û c l e o s  

o b t e n i d o s  po r  e l  p r i m e r  método p r o v i e n e n  de c é l u l a s  n o r m a l e s  

e l  r e n d i m i e n t o  e s  muy b a j o  y ademâs s u f r e n  dafîos d u r a n t e  e l  

a l s l a m i e n t o .  El  segundo método da mayores  r e n d i m i e n t o s  y en 

b a s e  a e ' i l o  e s  e l  q ue  s e  ha  u t i l i z a d o .  Ademâs ,  l o s  n û c l e o s  

p a r e c e  que no s u f r e n  n ingûn  dafïo, aunque s u  e s t a d o  f i s i o l ô -  

g i c o  puede  v e r s e  a f e c t a d o  ( Id e  y Sa unde r s ,  1981).

En e s t a  i n v e s t i g a c i ô n  s e  s i g u i e r o n  l o s  p r o c e d i -  

m i e n t o s  d e s c r i t o s  en  e l  a p a r t a d o  2 .5 .  Un p a s o  p r e v i o  e s  l a  

t r a n s f o r m a c i ô n  de l a s  c é l u l a s  en  e s f e r o p l a s t o s  (Vease a p a r ­

t a d o  2 . 5 . 1 . ) .  E s t a  t r a n s f o r m a c i ô n  s e  c o n t r o l ô  m e d i a n t e  l a  

o b s e r v a c i ô n  a l  m i c r o s c o p i c ,  en b a se  a l  d i f e r e n t e  a s p e c t o  que 

m u e s t r a n  l a s  c é l u l a s  y l o s  e s f e r o p l a s t o s  r e s p e c t i v a m e n t e .  

Las  c é l u l a s  i n t a c t e s  p r e s e n t a n  un c o n t o r n o  i r r e g u l a r  m ien-  

t r a s  que  l o s  e s f e r o p l a s t o s ,  como i n d i c a  s u  p r o p i o  n o m b r e ,  

p r e s e n t a n  una s e c c i ô n  c i r c u l a r .  Una co mprobac iôn  a d i c i o n a l  

s e  r e a l i z ô  por  o b s e r v a c i ô n  d e l  e f e c t o  de SDS a l  1 $ s o b r e  l a  

m u e s t r a .  La d i s o l u c i ô n  de SDS p é n é t r a  por  c a p i l a r i d a d  e n t r e  

e l  p o r t a  y e l  c u b r e o b j e t o s  y l o s  e s f e r o p l a s t o s  l i s a n .  Por  e l  

c o n t r a r i o ,  l a s  c é l u l a s  que  a un ma n t i e n e n  l a  p a r e d  c e l u l a r  

pe rmanecen  i n t a c t a s .  M e d i an t e  e s t e  p r o c e d i m i e n t o  pudo com- 

p r o b a r s e  que l a  f o r m a c i ô n  de e s f e r o p l a s t o s  su p e r ô  s i e m p r e  e l  

90^ de r e n d i m i e n t o .

En c u an to  a l a  l i s i s  o s m ô t i c a  de l o s  e s f e r o p l a s t o s  

con o b j e t o  de o b t e n e r  l o s  n û c l e o s  se  o b s e r v é  una g r a n  d i f e -
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r e n c i a  e n t r e  l o s  métodos  u t i l i z a d o s ,  t a n t o  en e l  r e n d i m i e n t o  

como en l a  e s t a b i l i d a d  de l o s  n û c l e o s  o b t e n i d o s .

I n i c i a l m e n t e  se  s i g u i ô  e l  método d e s c r i t o  po r  Lohr  

y c o l .  (1977&, b a s a d o  en  e l  de  W i n t e r s b e r g e  r  y c o l .  ( 1 9 7 3 ) .  

Se o b s e r v é  que e l  r e n d i m i e n t o  en n û c l e o s  e r a  muy pequeho.  En 

un p r i n c i p l e  se  pensô  que e r a  de b id o  a una i n c o m p l e t a  l i s i s  

de l o s  e s f e r o p l a s t o s  p o r  l o  qu e  se  i n t e n t é  s o l u c i o n a r  me­

d i a n t e  e l  u s o  de un h o m o g e n e i z a d o r  P o t t e r - E l v e h j e m  (Win-  

t e r s b e r g e r  y c o l . ,  1973) .  S i n  embargo,  e s t o  aumen tô  muy poco 

e l  r e n d i m i e n t o  en n û c l e o s .  Po r  o t r o  l ad o ,  t a m b i é n  s e  compro-  

bo que  l o s  n û c l e o s  o b t e n i d o s  p o r  e s t e  p r o c e d i m i e n t o  e r a n  

poco  a s t a b l e s ,  p u e s  c u a n d o  s e  r e s u s p e n d l a n  e n  e l  m ed io  de 

d i g e s t i ô n  con n u c l e a s a  m i c r o c o c a l  l i s a b a n  con g r a n  f a c i l i -  

dad.

Debido a e s t o s  i n c o n v e n i e n t e s  s e  p r o c e d i ô  a l  a i s -  

l a m i e n t o  de n û c l e o s ,  a p a r t i r  de e s f e r o p l a s t o s ,  segûn o t r o s  

p r o c e d i m i e n t o s .  De e s t a  manera ,  se  d e t e r m i n ô  que e l  método 

de N e l s o n  y c o l .  ( 1 9 7 7 ) ,  m o d i f i c a d o  s e g û n  s e  d e s c r i b e  en  e l  

a p a r t a d o  2 . 5 . 2 . ,  c o n d u c î a  a l  a l s l a m i e n t o  de n û c l e o s  con  un 

r e n d i m i e n t o  s u p e r i o r  a l  a n t e r i o r .  Ademâs ,  e s t o s  n û c l e o s  

r e s u l t a r o n  s e r  mucho m âs  a s t a b l e s  que  l o s  a n t e r i o r e s  e n  

c u a n t o  a q u e  no  l i s a b a n  a l  s u s p e n d e r l o s  e n  e l  med io  de 

d i g e s t i ô n  de n u c l e a s a  m i c r o c o c a l .

F i n a l m e n t e ,  s e  u t i l i z ô  e l  método de S c h u l t z  (1978) 

que r é s u l t é  se  r  e l  m a j o r .  E s t e  m é to do  e s  p r â c t i c a m e n t e  e l  

mismo que  e l  de L o h r  y c o l .  ( 1 9 7 7 b , p e r o  d i  f i e r a  e n  que  

t a n t o  en e l  medio de l i s i s  como en e l  medio de homogene i za -  

c i ô n  s e  u t i l i z a  Ca'*’'*' e n  l u g a r  de Mg'*"*’. P a r e c e  s e r  que  e l  

Ca** p r é s e r v a  a l  n û c l e o  de l i s a r ,  aunque i n c l u s o  se  u t i l i c e
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una  f u e r t e  a g i t a c i o n ,  l o  que  c o n c u e r d a  con  l o s  r e s u l t a d o s  

o b t e n i d o s  con e l  método de Ne l son  y c o l .  (1977) ,  método que 

i n c o r p o r a  Ca^+ en  t o d o s  su s  medios  (Vease a p a r t a d o  2 .5 .2 . ) .

En e l  método de o b t e n c i ô n  de e s f e r o p l a s t o s  t a m b i é n  

e s t a  p r é s e n t e  e l  Ca^+ en e l  medio de i n c u b a c i ô n  con y9-Glucu-  

r o n i d a s a .  Los r e s u l t a d o s  p a r e c e n  i n d i c a r  que e l  Ca** a c t i v a  

de a l g u n a  forma  a l a  enz ima  con l o  que l o s  e s f e r o p l a s t o s  se  

o b t i e n e n  mâs r â p i d a m e n t e ,  l o  que imp ide  t a m b i é n  una  p r o n t a  

l i s i s  n u c l e a r  y de una  d e g r a d a c i o n  d e l  m a t e r i a l  g e n ê t i c o .  

Todas  e s t a s  c a r a c t e r î s t i c a s  l l e v a r o n  a c o n s i d e r a r  e s t e  u l ­

t i m o  m é t o d o  de l i s i s  de  e s f e r o p l a s t o s  como e l  mâs  i d o n e o  

p a r a  l a  o b t e n c i ô n  de n û c l e o s  de l e v a d u r a .

Una vez  q u e  l o s  n û c l e o s  s e  han  s u s p e n d i d o  e n  e l  

medio de d i g e s t i ô n  con n u c l e a s a s  son  a s t a b l e s  s o l o  d u r a n t e  

u n o s  p o c o s  d i a s ,  p o r  l o  q u e  e s  c o n v e n i e n t e ,  y a s î  s e  ha 

r e a l i z a d o  en e s t a  i n v e s t i g a c i ô n ,  s u  r â p i d a  u t i l i z a c i ô n .

3 . 2 . 1 .  Composic ion  de l o s  n û c l e o s  de l e v a d u r a

Los n û c l e o s  de l e v a d u r a  o b t e n i d o s  a p a r t i r  de  

c é l u l a s  en  f a s e  e x p o n e n c i a l  o en f a s e  e s t a c i o n a r i a  se  a n a l i -  

z a r o n  segûn se  d e s c r i b e  en e l  a p a r t a d o  2.8 .1 .  En l a  Ta b l a  IX 

s e  m u e s t r a n  l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  e x p r e s a d o s  como r e l a ­

c i ô n  en peso  con r e s p e c t o  a l  DNA.

Puede o b s e r v a r s e  como l a  r e l a c i ô n  RNA/DNA e s  p r â c ­

t i c a m e n t e  i g u a l  p a r a  l o s  n û c l e o s  de  f a s e  e x p o n e n c i a l  y 

e s t a c i o n a r i a  (2.15 y 2.4 r e s p e c t i v a m e n t e ) .  Tampoco hay g r a n ­

d e s  d i f e r e n c i a s  en  l a  r e l a c i ô n  p r o t e î n a / D N A  e n t r e  l o s  n û ­

c l e o s  de d i f e r e n t e  e s t a d o  de c r e c i m i e n t o .  E s t o s  v a l o r e s



TABLA IX

DNA__________ RNA___________PROTEINA

Nûc leos  f a s e  e x p o n e n c i a l  1 2 . 1 5  1 4 . 2

Nûc leos  f a s e  e s t a c i o n a r i a  1 2 . 4 0  1 4 . 6

Compos ic ion  de l o s  n û c l e o s  de Sacha romyces  c e r e v i s i a e  o b t e n i d o s  a 

p a r t i r  de c é l u l a s  en f a s e  e s t a c i o n a r i a  y en f a s e  e x p o n e n c i a l .
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e s  t a n  e n  c o n s o n a n c i a  c o n  l o s  v a l o r e s  o b t e n i d o s  p o r  o t r o s  

a u t o r e s  ( B h a r g a v a  y H a l v o r s o n ,  1971 ;  W i n t e r s b e r g e r  y c o l . , 

1973; Duf fu s ,  1975).

Los r e s u l t a d o s  m o s t r a d o s  e n  l a  T a b l a  IX s o n  de 

d i f l c i l  i n t e r p r e t a c i o n ,  s i  b i e n  p o d r i a n  e s p e r a r s e  unas  d i f e ­

r e n t e s  r e l a c i o n e s  e n t r e  l o s  n û c l e o s  de f a s e  e x p o n e n c i a l  y 

l o s  de f a s e  e s t à c i o n a r i a .  I de  y Saunde r s  (1981) han s u g a r i d o  

que l o s  n û c l e o s  o b t e n i d o s  p o r  p r o c e d i m i e n t o s  como e l  que se  

ha  s e gu id o  en  e s t a  i n v e s t i g a c i ô n  pueden v e r s e  a f e c t a d o s  en 

su  e s t a d o  f i s i o l o g i c o .  E f e c t i v a m e n t e ,  en  e l  t i e m p o  t r a n s c u -  

r r i d o  desde  l a  r e c o g i d a  de l a s  c é l u l a s  h a s t a  l a  o b t e n c i ô n  de 

l o s  n û c l e o s  e s  p o s i b l e  que e s t o s  s u f r a n  cam b io s  f i s i o l o g i -  

0 0 8 , e s p e c i a l m e n t e  en e l  p r o c e s o  de f o r m a c i ô n  de e s f e r o p l a s ­

t o s ,  d u r a n t e  e l  c u a l  se  i n cu b an  l a s  c é l u l a s  a 37 ^C.

3.3. ESTUDIO DE LA FRACCION DE DNH SOLÜBILIZADA POR DIA-
LISIS

El  e s t u d i o  e s t r u c t u r a l  s o b r e  l a  c r o m a t i n a  de l e v a ­

du r a  se  i n i c i ô  con e s t e  m a t e r i a l  po r  un mot ivo  d o b l e .  Por  un 

l a d o  s e  t r a t a  de u n a  f r a c c i ô n  de f a c i l  p r e p a r a c i ô n .  P o r  

o t r o ,  su  c a r a c t e r i z a c i ô n  s e  h a b î a  ya i n i c i a d o  en  e s t e  l a b o -  

r a t o r i o  (Fr anco  y Lôpez -Braha ,  1978;  C a s t r o  y c o l . ,  1982) .

La f r a c c i ô n  DNH-S^ de l e v a d u r a  p r e n s a d a  se  ob tuvo  

s e g û n  s e  d e t a l l a  e n  e l  a p a r t a d o  2 . 4 . 1 .  Un p r i m e r  p a s o  e n  s u  

a n â l i s i s  f u e  l a  r e a l i z a c i ô n  de s u  e s p e c t r o  de  a b s o r c i ô n  en  

l a  r e g i ô n  u l t r a v i o l e t a .  E s t e  m o s t r ô  un a s p e c t o  t î p i c o  de 

c r o m a t i n a  s o l u b l e ,  con un mâximo a 258 nm y un mînimo a l r e -  

d e d o r  de l o s  235 nm. S i n  e m b a r g o ,  e l  m a t e r i a l  o b t e n i d o  en
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cada  e x p é r i m e n t e  e r a  d i f e r e n t e  a l o s  demas en v a r i o s  a s p e c -  

t o s  d e l  e s p e c t r o .  En p r i m e r  l u g a r ,  hay  que  r e f l e j a r  l a  

d i f e r e n c i a  e x i s t a n t e  en l a  en  cada  c a s o ,  l o  que i n d i c a

un d i f e r e n t e  c o n t e n i d o  e n  p o l i n u c l e o t i d e s .  P u e s t o  que  l a s  

c o n d i c i o n e s  de l a  d i â l i s i s  que conduce  a l a  s o l u b i l i z a c i o n  

son c o n s t a n t e s ,  un mayor  o mener  c o n t e n i d o  en  p o l i n u c l e o t i -  

dos  i m p l i c a  una mayor o mener  s o l u b i l i d a d  de e s t a  f r a c c i o n  

de DNH, r e s p e c t i v a m e n t e ,  q u i z â  deb ida  i n c l u s o  a a l g u n  f a c t o r  

a j e n o  a i  p r o c e d i m i e n t o .  O t r o  a s p e c t o  v a r i a b l e  f u e  l a  r e l a ­

c i o n  ^ 2 3 0 / ^ 2 6 0 » i n d i c e  de  l a  r e l a c i o n  p r o t e i n a / â c i d o  n u -  
c l e i c o .

La v a l o r a c i ô n  de  DNA, RNA y p r  o t e i n a s  a p o y ô  l o  

a n t e r i o r m e n t e  e x p u e s t o  ( ve r  a d e l a n t e ) ,  comprobandose  que su s  

c o n c e n t r a c i o n e s  e r a n  v a r i a b l e s  de unos e x p e r i m e n t o s  a o t r o s .  

Como s e  i n d i c a  e n  M a t e r i a l e s  y M é t o d o s  ( V e as e  a p a r t a d o

2 .8 .1 . )  e l  pa so  i n i c i a l  de l a  v a l o r a c i ô n  de DNA y RNA sup one 

l a  e l i m i n a c i ô n  d e l  m a t e r i a l  s o l u b l e  en  â c i d o .  E s t e  m a t e r i a l  

s e  v a l  or  ô e n  c i e r t a  f o r m a  m e d i a n t e  l a  m e d i d a  de l a  ^ 2 6 0 * 

mos t r ando  s e r  muy v a r i a b l e .  En e s t e  m a t e r i a l  se  deben  encon -  

t r a r  p r i n c i p a l m e n t e  l o s  f r a g m e n t o s  de â c i d o s  n u c l e i c o s  l o  

s u f i c i e n t e m e n t e  pequehos  p a r a  no p r e c i p i t a r  a e s a  c o n c e n t r a ­

c i ô n  de â c i d o  p e r c l ô r i c o  (PCA). En una p r i m e r a  a p r o x i m a c i ô n  

se  p o d r i a  t r a t a r  de e s t a b l e c e r  una r e l a c i ô n  e n t r e  l a  A250 de 

l a  f r a c c i ô n  y e l  c o n t e n i d o  en  o l i g o n u c l e ô t i d o s  s o l u b l e s  

e n  â c i d o  p r é s e n t e s  en  l a  m i s ma ,  l o  qu e  l l e v a r i a  a s u g e r i r  

que  l a  mayo r  o meno r  s o l u b i l i z a c i ô n  de  l a  DNH s é r i a  e l  

r e s u l t a d o  de una mayor o menor d e g r a d a c i ô n  de l a  misma.  S i n  

embargo,  e l  c o n t e n i d o  en m a t e r i a l  s o l u b l e  en â c i d o  no j u s t i ­

f i e s  t o t a l  m en t e  l a  v a r i a c i ô n  en  A250  • Como c o n f  i  r m a c i ô n .
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l o s  v a l o r e s  o b t e n i d o s  e n  e l  a n â l i s i s  de DNA y RNA f u e r o n  

t a m b i e n  v a r i a b l e s  s i n  m o s t r a r  r e l a c i o n  e n  a b s o l u t e  con  l a  

c a n t i d a d  de m a t e r i a l  s o l u b l e  en â c i d o .

A c o n t i n u a c i ô n  s e  p r e s e n t a n  a l g u n o s  de l o s  r e s u l ­

t a d o s  o b t e n i d o s  con a l g u n a s  de l a s  m u e s t r a s  a i s l a d a s .  Se 

p r e s e n t a n  un i c a m e n t e  a q u e l l o s  que p e r m i t l a n  su p o n e r  que e s a  

DNH-Sg e r a  un m a t e r i a l  n u c l e o p r o t e l c o  con unas  c a r a c t e r i s -  

t i c a s  p r ô x i m a s  a l a  de l a  c r o m a t i n a .  As i ,  s e  c a r a c t e r i z a b a n  

p o r  p r é s e n t a r  u n o s  b a j o s  n i v e l e s  de  m a t e r i a l  s o l u b l e  en  

â c i d o ,  i n d i c e  de una  b a j a  t a s a  de d e g r a d a c i ô n .  O t r o  f a c t o r  

comün  e s  qu e  m o s t r a b a n  un v a l o r  e l e v a d o  de  l a  r e l a c i ô n  

^ 2 3 0 / ^ 2 6 0 * c r o m a t i n a  d e b e  m a n t e n e r  u n a  r e l a c i ô n

p ro t e ina /DNA b a s t a n t e  c o n s t a n t e ;  l a  r e l a c i ô n  ^2 3 0^^260  s o l o  

se v e r â  a f e c t a d a  p o r  l a  p r e s e n c i a  de o l i g o n u c l e ô t i d o s  s o l u ­

b l e s  e n  â c i d o  y / o  RNA, l o  q u e  p r o v o c a r i a ,  e n  ambos  c a s o s ,  

una d i s m i n u c i ô n  de e s t a  r e l a c i ô n .  Tambien se  c a r a c t e r i z a b a n  

p o r q u e  l a  v a l o r a c i ô n  de DNA y RNA d i  ô una  r e l a c i ô n  RNA/DNA 

muy pequena  y porque  l o s  e s p e c t r o s  de d i c r o î s m o  c i r c u l a r  y 

l a s  c u r v a s  de d e s n a t u r a l i z a c i ô n  t é r m i c a  e r a n  s i m i l a r e s  a l o s  

o b t e n i d o s  con c r o m a t i n a s  de e u c a r i o n t e s  s - up e r io r e s .

3 .3 .1 . CARACTERISTICAS ESTRUCTÜRALES DE LA FRACCION DNH-S^

3 . 3 . 1 .1.  E s p e c t r o  de a b s o r c i ô n

En l a  F i g u r a  1 4 s e  m u e s t r a  e l  e s p e c t r o  de a b s o r ­

c i ô n  t l p i c o  de l a  f r a c c i ô n  DNH y en  é l  s e  p u e d e  v e r  un 

mâximo a l o s  258 nm con un minirao a 237 nm, p r e s e n t a n d o  una 

r e l a c i ô n  A23q/ ^260  0.85.
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3.3.1.2.  Compos ic ion  de l a  f r a c c i o n  DNH-S^

En l a  T a b l a  X s e  m u e s t r a  l a  c o m p o s i c i o n  e n  p e s o  de 

l a  f r a c c i ô n  DNH-S^ s o l u b l e  r e l a t i v e  a l  c o n t e n i d o  e n  DNA. 

Como s e  o b s e r v a ,  l a  r e l a c i ô n  RNA/DNA e s  muy b a j a  ( 0 . 1 8 )  s i  

l a  c o m p a r â m e s  c o n  l a  de c r o m a t i n a  c o i n c i d i e n d o  con  l o s  

r e s u l t a d o s  de F r a n c o  y L ô p e z - B r a R a  ( 1 9 7 8 ) . A l o  l a r g o  d e l  

p r o c e d i m i e n t o  de o b t e n c i ô n  de l a  DNH-S^ va d i sm inu ye ndo  e l  

c o n t e n i d o  e n  RNA. E s t o  s e  d e b e  p o r  un l a d o  a l o s  l a v a d o s  

dados  con NaCl en e l  a l s l a m i e n t o  de l a  DNH c r u d a ,  l o s  c u a l e s  

e l i m i n a n  l a  g r an  c a n t i d a d  de RNA p r é s e n t e  en l a  c r o m a t i n a  de 

l e v a d u r a ,  y p o r  o t r o  a l a  s e d i m e n t a c i ô n  a t r a v é s  d e l  g r a -  

d i e n t e  de  s a c a r o s a  ( p a s o  de  DNH c r u d a  a DNH p u r a ) ,  l o  que  

t a m b i é n  d i s m i n u y e  l a  r e l a c i ô n  RNA/DNA. En l a  f r a c c i ô n  

e s t a  r e l a c i ô n  e s  aun menor que en  l a  DNH p u r a ,  i n d i c a n d o  que 

s o l o  p a r t e  de 1 RNA p r é s e n t e  e n  e s t a  u l t i m a  s e  s o l u b i l i z a .  

Por  o t r o  l a d o ,  l a  r e l a c i ô n  p ro t eIna /DNA r é s u l t e  s e r  de 1.6,  

l o  q u e  dada  l a  r e l a c i ô n  p r o t e î n a / D N A  de l a  DNH p u r a  i n d i c a  

que  l a  f r a c c i ô n  de  DNH que  s e  s o l u b i l i z a  p o r  e s t e  m é t o d o  

t i e n e  menos  c o n t e n i d o  e n  p r o t e l n a  q u e  e l  r e s t o .  Es t a m b i é n  

de d e s t a c a r  e l  b a j o  v a l o r  de l a  r e l a c i ô n  p r o t e î n a / D N A  con  

r e s p e c t o  a l o s  n û c l e o s  de l e v a d u r a  (Vease Tab l a  IX).

3 .3 .1 .3 .  E s p e c t r o  de d i c r o î s m o  c i r c u l a r

En l a  F i g u r a  15 s e  m u e s t r a  e l  e s p e c t r o  de d i ­

c ro î s m o  c i r c u l a r  en l a  r e g i ô n  d e l  u l t r a v i o l e t a  p rôx imo  de l a  

f r a c c i ô n  DNH-S^ e n  T r i s  5 mM, EDTA 1 mM pH 7 .5 .  Se p u e d e  

o b s e r v e r  como s u  a s p e c t o  e s  t î p i c o  de c r o m a t i n a .  P r é s e n t a



TABLA X

DNA RNA PROTEINA

DNH c ru da  1 0 . 5 6  6 . 5

DNH pu r a  1 0 . 3 5  4 . 6

DNH s o l u b l e  a p a r t i r  de

l e v a d u r a  p r e n s a d a  1 0 .1 8  1 .6

Cr omat ina  s o l u b i l i z a d a  

po r  d i g e s t ô n  con nu­

c l e a s a  m i c r o c o c a l  1 0 . 0 5  1 . 8

DNH s o l u b l e  a p a r t i r  de

c u l t i v o s  de l e v a d u r a  1 2 . 0 3  0 . 5

Composic ion  en peso  r e l a t i v o  a l  de DNA de d i f e r e n t e s  m u es t r a s ,
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un a b a n d a  de e l i p t i c i d a d  p o s i t i v a  con  e l  maximo a 275  nm y 

una e l i p t i c i d a d  m o la r  de unos 5000 g r ado s  x cm^ x d e c i m o l " ^ .  

E l  v a l o r  e s  q u i z a  un po co  e l e v a d o  en  c o m p a r a c i o n  c on  1 os  

r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  con o t r a s  c r o m a t i n a s  p o r  o t r o s  a u t o r e s  

(Fu lmer  y Fasman,  1979; Watanabe e I s o ,  1981; Sh ih  y Fasman,  

1970;  De Murc i a  y c o l . ,  1978;  W hi t l o ck  y Simpson,  1979) ) .  A1 

mismo t i e m p o ,  e l  maximo de e l i p t i c i d a d  de l a  banda  p o s i t i v a  

e s t a  d e s p l a z a d o  h a c i a  l o n g i t u d e s  de onda menores  con r e s p e c ­

t e  a e s o s  mi s mos  e s t u d i o s .  P u e s t o  q ue  l a  d i s m i n u c i o n  de l a  

e l i p t i c i d a d  d e l  DNA en l a  c r o m a t i n a  con r e s p e c t e  a DNA l i b r e  

se  ha r e l a c i o n a d o  con l a  e s t r u c t u r a  t e r c i a r i a  d e l  DNA en l a  

c r o m a t i n a  (Cowman y Fasman,  1 9 7 8 ) , e s t e s  d a t e s  p o d r i a n  i n d i ­

c a r  q u e  l a  c r o m a t i n a  p r e s e n t e  e n  l a  DNH-S^ t i e n e  un m ene r  

n i v e l  de e s t r u c t u r  a t e r c i a r i a .  Es p o s i b l e  t a m b i e n  q u e  e s t a  

d i f e r e n c i a  se deba a l  RNA p r e s e n t e  en d i cho  m a t e r i a l .

3 . 3 . 1 . 4 .  C u r v a  de d e s n a t u r a l l z a c i S n  t e r m i c a

La f r a c c i o n  DNH-S^ o b t e n i d a  a p a r t i r  de  l e v a d u r a  

p r e n s a d a  s e  d i a l i z o  f r e n t e  a EDTA 0 .2 5  mM pH 8 .0  c o n  o b j e t o  

de r e a l i z a r  e s t u d i o s  de d e s n a t u r a l i z a c i o n  t e r m i c a .  La f u e r z a  

i o n i c a  t i e n e  una g r a n  i n f l u e n c i a  s o b r e  e l  p e r f i l  de d e s n a t u ­

r a l i z a c i o n  t e r m i c a ,  p o r  1 o qu e  de e s t a  m a n e r a  s e  i n t e n t o  

d i s m i n u i r  en l o  p o s i b l e  y m an t en e r  a l  mismo t i e m po  l a  c a p a -  

c i d a d  t amponado ra  d e l  medio.

En l a  F i g u r a  1 6a  s e  m u e s t r a  l a  c u r v a  de d e s n a t u r a ­

l i z a c i o n  t e r m i c a  de e s t a  f r a c c i o n  en EDTA 0.25 mM pH 8 .0 .  Se 

puede o b s e r v e r  come e l  v a l o r  de h i p e r c r o m i c i d a d  l l e g a  a 20.  

La h i p e r c r o m i c i d a d  d e l  DNA l i b r e  y d e l  DNA e n  c r o m a t i n a  e n
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F i g u r a  1 6 . -  A) P e r f i l  de  d e s n a t u r a l i z a c i o n  t ê r m i c a  de  l a  

f r a c c i o n  DNH-S^ p r o c é d a n t e  de l e v a d u r a  p r e n s a d a ,

B) Curva d e r i v a d a  d e l  p e r f i l  de d e s n a t u r a l i z a ­
c i o n .
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e s t a s  mismas c o n d i c i o n e s  l l e g a  a 30-35 .  El  mot ivo  po r  e l  que 

l a  h i p e r c r o m i c i d a d  de una  m u e s t r a  de c r o m a t i n a  s e a  menor  a 

e s t e  v a l o r  puede  s e r  l a  p r e s e n c i a  de RNA en l a  misma.  El  RNA 

p r é s e n t a  un e f e c t o  h i p e r c r ô m i c o  mucho menor que e l  DNA po r  

l o  que  su  p r e s e n c i a  en  l a  m u e s t r a  d i s m i n u i r â  l a  h i p e r c r o m i ­

c i d a d  de e s t a .  O t r a  p o s i b l e  c a u s a  que  e x p l i c a r i a  e l  b a j o  

v a l o r  de h i p e r c r o m i c i d a d  de l a  f r a c c i o n  DNH-S^ p o d r i a  s e r  l a  

p r e s e n c i a  de  o l i g o n u c l e o t i d e s .  S i n  e m b a r g o ,  p a r a  que  e s t o  

o c u r r i e r a  1 os o l i g o n u c l e o t i d e s  t e n d r i a n  que  s e r  de muy pe -  

quefio tamaflo y en e s t e  c a s e  s e  h a b r i a n  e l i m i n a d o  c a s i  t o t a l -  

m e n t e  e n  l a s  d i â l i s i s  e f e c t u a d a s  a l  p o d e r  e s c a p a r s e  de l a  

b o i s a .  P o r  t a n t e ,  p u e d e  a c e p t a r s e  que  en  l a  DNH s o l u b l e  s e  

o b t i e n e  un v a l o r  de h i p e r c r o m i c i d a d  de  20  d e b i d o  a  l a  p r e ­

s e n c i a  de RNA. E s t o  v i e n e  c o n f i r m e d  o p o r  e l  h e c h o  de que  en  

o t r a s  m u e s t r a s  de DNH-S^ c o n  un mayor  c o n t e n i d o  e n  RNA l a  

h i p e r c r o m i c i d a d  ob se r va d a  e r a  menor.

En l a  F i g u r a  1 6b s e  m u e s t r a  l a  p r i m e r a  d e r i v a d a  de 

l a  c u r v a  de d e s n a t u r a l i z a c i o n  t ê r m i c a  do n d e  s e  p u e d e n  v e r  

c l a r a m e n t e  l a s  t r a n s i c i o n e s  t é r m i c a s  que o c u r r e n .  Se d e t e c -  

t a n  h a s t a  c u a t r o  d i f e r e n t e s  t r a n s i c i o n e s  de t e m p e r a t u r e s  de 

f u s i o n  5 6 ,  62 ,  71 y 81 °C r e s p e c t i v a m e n t e .  P o r  o t r a  p a r t e ,  

e l  a r e a  de  c a d a  un o de 1 os p i c o s  de l a  c u r v a ,  d i  r e c t a m e  n t e  

r e l a c i o n a d o  con l a  p r o p o r c i o n  de DNA que fu nd e  a cada  t e m p e ­

r a t u r e ,  va aumentando  con e l l e .

El  DNA l i b r e  f u nde  a una t e m p e r a t u r e  de 55 °C (Ver 

F i g u r a  l 6 b ) ,  po r  l o  que e s  l ô g i c o  a t r i b u i r  l a  p r i m e r a  t r a n -  

s i c i ô n  de l a  DNH-S^ de  l e v a d u r a  a l  DNA l i b r e .  S i  l a s  r e l a -  

c i o n e s  a c e p t a d a s  en e u c a r i o n t e s  s u p e r i o r e s  e n t r e  l a s  t r a n s i ­

c i o n e s  t é r m i c a s  y l a s  i n t e r a c c i o n e s  d e l  DNA en  l a  c r o m a t i n a
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pueden  a c e p t a r s e  como v a l i d a s  p a r a  l a  DNH-S^ de l e v a d u r a ,  l o  

que  e s  l o g i c o  d ad a  l a  g r a n  s e m e j a n z a  e n t r e  s u  p e r f i l  de  

d e s n a t u r a l i z a c i o n  y e l  de e u c a r i o n t e s  s u p e r i o r e s ,  l a s  t r a n ­

s i c i o n e s  de  mayor  Tm (71 y 81 °C) s e r a n  d e b i d a s  a DNA e s t a -  

b i l i z a d o  p o r  h i s t o n a s .  La s e g u n d a  t r a n s i c i o n  (62 °C) p u e d e  

d e b e r s e  a DNA e s t a b i l i z a d o  p o r  i n t e r a c c i o n  c o n  o t r a s  

p r o t e i n a s  menos b a s i c a s  o p o r  r e g i o n e s  p a r t i c u l a r e s  de l a s  

h i s t o n a s .

- A e s t e  r e s p e c t o ,  hay  que  h a c e r  una  c o n s i d e r a c i o n  

y e s  qu e  , como ya s e  ha  m e n c i o n a d o  en  l a  I n t r o d u c c i o n ,  en  

l e v a d u r a  no e x i s t e  h i s t o n a  HI. En mononucl eosomas  de e r i t r o -  

c i t o  de p o l i o  con  una  l o n g i t u d  de 200  pb de  DNA s e  ha  

comprobado que l a  e l i m i n a c i o n  de H1/H5 l l e v a  a l a  d e s e s t a b i -  

l i z a c i o n  y a l t e r a c i o n  e s t r u c t u r a l  de p a r t e  d e l  DNA d e l  c o r e  

(Cowman y Fasm an ,  1 9 7 8 ) ,  a d e m a s  de d e s e s t a b i l i z a r  l o g i c a -  

m en t e  e l  DNA l i n k e r .  De e s t a  m a n e r a ,  e s  de  e s p e r a r  q u e  e l  

DNA en l a  c r o m a t i n a  de l e v a d u r a  se  e n c u e n t r e  menos e s t a b i l i ­

zado f r e n t e  a l a  t e m p e r a t u r a  que en o r g a n i s m e s  s u p e r i o r e s .

3 . 3 . 1 . 5 .  A n â l i s i s  de l a s  p r o t e i n a s  de l a  DNH s o l u b l e

Se l l e v ô  a cabo m ed ia n t e  e l e c t r o f o r e s i s  en  g e l  de 

p o l i a c r i l a m i d a  t a l  como s e  d e s c r i b e  e n  e l  a p a r t a d o  2 . 8 . 3 .  

Las p r o t e i n a s  se  o b t u v i e r o n  m ed ia n t e  l i o f i l i z a c i ô n  de l a  DNH 

s o l u b l e .  En l a  F i g u r a  17 s e  m u e s t r a  e l  r e s u l t a d o  de l a  e l e c ­

t r o f o r e s i s .  En e l l a  se  pueden  v e r  l a s  ba nd as  c o r r e s p o n d i e n -  

t e s  a l a s  h i s t o n a s  de l e v a d u r a  (H2A, H2B, H3 y H4) y o t r a s  

band as  que p r i n c i p a l m e n t e  de b e r ân  c o r r e s p o n d e r  a PCNH. Por  

o t r a  p a r t e ,  hay que  t e n e r  en  c u e n t a  e l  p r o c e d i m i e n t o  de



F i g u r a  1 7 . -  Imagen e l e c t r o f o r t i c a  de l a s  p r o t e i n a s  p r é s e n t e s  

en l a s  f r a c c i o n e s  DNH-S^ (A) y ONH-S^ (B) .



o b t e n c i ô n  de l a  DNH s o l u b l e  a n t e s  de a f i r m a r  l a  i d e n t i d a d  de 

e s t a s  bandas .  La c r o m a t i n a  se  l i b e r a  p o r  f u e r z a s  de c i z a l l a  

q u e  ro m p e n  l a  membrana  c i t o p l a s m â t i c a  y l a  n u c l e a r  co n  l o  

qu e  s e  po n e  e n  c o n t a c t e  e l  c o n t e n i d o  c i t o p l â s m i c o  c o n  l a  

c r o m a t i n a .  Es p o s i b l e  q u e  p r o t e i n a s  d e l  c i t o p l a s m a ,  e s p e -  

c i a l m e  n t e  l a s  b â s i c a s  ( r i b o s o m a l e s  p o r  e j e m p l o )  s e  un an 

i n e s p e c i f i c a m e n t e  a l a  c r o m a t i n a  y s e  a i s l e n  c o n  e l l a .  P o r  

t a n t o ,  con  l a  e x c e p c i ô n  de  l a s  h i s t o n a s ,  cuyo  p a t r o n  de 

m o v i l i d a d e s  e s t a  b i e n  d e t e r m i n a d o ,  de  1 r e s t e  de  l a s  

p r o t e i n a s  no puede  a s e g u r a r s e  s u  o r i g e n .  E s t o  v i e n e  c o n f i r -  

mado p o r  e l  h e c h o  de  q u e  e l  p a t r o n  de b a n d a s  de  l a  DNH Sĝ  

f u e  muy v a r i a b l e ,  no  s o l o  en  l a  i n t e n s i d a d  de  l a s  b a n d a s ,  

s i n e  t a m b i é n  en l a  p r e s e n c i a  y a u s e n c i a  de a l g u n a s  de e l l a s .

Los  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  c on  l a  f r a c c i o n  DNH-S^ 

o b t e n i d a  a p a r t i r  de l e v a d u r a  p r e n s a d a  son c o h e r e n t e s  con e l  

he ch o  de que  e s t e  m a t e r i a l  n u e l e o p r o t e i c o  c o n t i e n e  RNA. 

E s t o  e x p l i c a  1 os r e s u l t a d o s  de 1 os e s t u d i o s  de d e s n a t u r a l i ­

z a c i o n  t ê r m i c a  que m u e s t r a n  una h i p e r c r o m i c i d a d  d i s m i n u î d a  

p a r a  l a  DNH s o l u b l e  con  r e s p e c t o  a o t r a s  c r o m a t i n a s .  P o r  

o t r a  p a r t e ,  l a  p r e s e n c i a  de  RNA t i e n e  o t r a s  i m p l i c a c i o n e s  

s o b r e  e l  e s p e c t r o  de d i c r o î s m o  c i r c u l a r  de l a  DNH s o l u b l e .  

El  e s p e c t r o  de DC d e l  RNA p r é s e n t a ,  a l  i g u a l  qu e  e l  d e l  DNA 

una  b a n d a  de  e l i p t i c i d a d  p o s i t i v a  e n  l a  r e g i o n  d e l  UV p r o ­

x imo .  Se d i  f e  r e n c i a n  e n  que  mi e n t r a s  e l  e s p e c t r o  d e l  DNA 

a l c a n z a  e l  maximo de e l i p t i c i d a d  s o b r e  1 os  275  nm, e l  d e l  

RNA l o  p r é s e n t a  a menores  l o n g i t u d e s  de onda,  s o b r e  l o s  265 

nm ( d e p e n d e  de 1 t i p o  de RNA). O t r a  d i f e r e n c i a  e n t r e  ambos
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e s p e c t r o s  r a d i c a  e n  e l  v a l o r  de e l i p t i c i d a d  m o l a r  e n  e l  

maximo: m i e n t r a s  e l  DNA l l e g a  a 9000 g r a d o s  x cm^ x d e c i m o l ” 

 ̂ (Cowman y Fa sm a n ,  1978;  W a t an a be  e I s o ,  1981)  e l  d e l  RNA 

l o  d o b l a  ( 18 00 0  g r a d o s  x cm^ x d e c i m o  1"^ ) .  E s t a s  dos  d i f e -  

r e n c i a s  i m p l i c a n  que l a  p r e s e n c i a  de RNA en c r o m a t i n a  p r o v o -  

c a r a  un d e s p l a z a m i e n t o  d e l  maximo d e l  e s p e c t r o  de DC h a c i a  

l o n g i t u d e s  de  on da  mas  b a j a s  y a d e m a s  un a u m e n t o  de  l a  

e l i p t i c i d a d  m o l a r  de  d i c h o  maximo.  Se  ha  m e n c i o n a d o  a n t e -  

r i o r m e n t e  q u e  e l  e s p e c t r o  de d i c r o î s m o  c i r c u l a r  q u e  s e  ha  

o b t e n i d o  con c r o m a t i n a s  de e u c a r i o n t e s  s u p e r i o r e s  p r é s e n t a  

e l  max imo  a 280 nm y c o n  u n o s  v a l o r e s  de e l i p t i c i d a d  q u e  

o s c i l a n  e n t r e  2 000  y 4000 g r a d o s  x cm^ x d e c i m o 1"^ (De 

M u r c i a  y c o l . ,  1978;  F u l m e r  y F a sm a n ,  1 9 7 9 ) .  P o r  t a n t o ,  e l  

e s p e c t r o  de  d i c r o î s m o  c i r c u l a r  de l a  DNH Sĝ  ( F i g u r a  15)  

m u e s t r a  l a s  c a r a c t e r î s t i c a s  e s p e r a d a s  de c o n t e n e r  RNA.

Como t a m b i é n  s e  ha  m e n c i o n a d o  a n t e r i o r m e n t e , e l  

v a l o r  de e l i p t i c i d a d  de l a  c r o m a t i n a  d e p e n d e  d e l  g r a d e  de  

e s t r u c t u r a c i o n  que pose a .  P u e s t o  que e l  maximo de e l i p t i c i ­

dad  d e l  DNA se  e n c u e n t r a  a l o s  275  nm y e l  de c r o m a t i n a  a 

l o s  2 8 0  nm, e s t a  c l a r o  que  l a  l o n g i t u d  de  onda  d e l  maximo 

t a m b i é n  depende de l a  e s t r u c t u r a  t e r c i a r i a .  Ten i endo  e s t o  en 

c u e n t a  e s  p o s i b l e  que e l  e s p e c t r o  que m u e s t r a  l a  DNH s o l u b l e  

s e  d e b a  a  q u e  e s t a  menos  e s t r u c t u r a d a  q u e  l a  c r o m a t i n a  de 

e u c a r i o n t e s  s u p e r i o r e s .  S i n  embargo,  e l  v a l o r  de e l i p t i c i d a d  

mas e l e v a d o  p a r a  c r o m a t i n a  e s  de  4000 g r a d o s  x cm^ x d e c i -  

mol"1  (Cowman y F a sm a n ,  1978 ;  F u l m e r  y F a s m a n ,  19 79) que  

d e b e  c o r r e s p o n d e r  a l  e s t a d o  de menor  e s t r u c t u r a c i o n  y p o r  

t a n t o ,  a l a  c a d e n a  p o l i n u c l e o s o m a 1 e x t e n d i d a .  Un v a l o r  mas  

e l e v a d o  p o d r i a  i m p l i c a r  d i f e r e n c i a s  en l a  e s t r u c t u r a  s u p e r -
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h é l i c o ï d a l  d e l  c o r e  n u c l e o s o m a l .

P o r  o t r a  p a r t e ,  s e  ha  c o m p r o b a d o  que  c u a n d o  l a  

c r o m a t i n a  se  s o l u b i l i z a  m ed i a n t e  metodos  que i m p l i c a n  c i z a ­

l l a ,  l a  e l i p t i c i d a d  de e s a  c r o m a t i n a  s o l u b l e  e s  mayor  que s i  

l a  s o l u b i l i z a c i o n  s e  l l e v a  a c a b o  p o r  m e t o d o s  mas  s u a v e s  

( N i c o l i n i  y c o l . ,  197 6 ;  De M u r c i a  y c o l . ,  1 9 78 ) .  E s t o  p u e d e  

d e b e r s e  a q u e  l a s  f u e r z a s  de  c i z a l l a  a f e c t a n  e n  mayor  o 

menor g r a d o  l a  e s t r u c t u r a  n u c l e o s o m a l .  La s o l u b i l i z a c i o n  de 

l a  DNH no se  l l e v a  a cabo p o r  metodos  b r u s c o s  p u e s t o  que e s  

p o r  una  s i m p l e  d i â l i s i s .  S i n  e m b a r g o ,  e l  p r o c e s o  g l o b a l  de 

a i  s l a m i e n t o  d e ' l a  DNH c o m i e n z a  con  una  e t a p a  e n  l a  que  l a s  

c e l u l a s  de l e v a d u r a  son machacadas .  Po r  t a n t o ,  hay una  e t a p a  

en l a  que se  ha pod ido  m o d i f i c a r  l à  e s t r u c t u r a  n u c l e o so m a l  

o r i g i n a n d o  un m a t e r i a l  que p r é s e n t a  una  e l i p t i c i d a d  i n c r e -  

m e n t a d a .

En c o n c l u s i o n ,  l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  con l a  DNH 

Sĝ  o b t e n i d a  a p a r t i r  de  l e v a d u r a  p r e n s a d a  p o d r i a n  i n d i c a r  

que l a  c r o m a t i n a  s o l u b i l i z a d a  t i e n e  una e s t r u c t u r a  n u c l e o s o ­

mal d i f e r e n t e  a l a  de e u c a r i o n t e s  s u p e r i o r e s .  Es p o s i b l e  que 

s e  t r a t e  de c r o m a t i n a  en  l a  que  e l  g r a d o  de s u p e r h e l i c i d a d  

de 1 DNA a l r e d e d o r  de  1 o c t â m e r o  de h i s t o n a s  s e a  meno r .  S i n  

e m b a r g o ,  e s t o  p o d r î a  d e b e r s e  a l a s  f u e r z a s  de  c i z a l l a  em-  

p l e a d a s  en l a  o b t e n c i ô n  de l a  DNH s o l u b l e ,  l a s  c u a l e s  pueden  

d e s t r u i r ,  a l  menos p a r c i a l m e n t e ,  l a  e s t r u c t u r a  n u c l e o s o m a l .

Los r e s u l t a d o s  m o s t r a d o s  i n d i c a n  que e l  m a t e r i a l  

s o l u b i l i z a d o  en  l a  d i â l i s i s  f r e n t e  a T r i s  5 mM, EDTA 1 mM pH 

7.5 t i e n e  una c o m p o s i c i ô n  e x c e s i v a m e n t e  v a r i a b l e  como p a r a  

que  p u e d a n  s e r  g e n e r a l i z a d o s .  E s t o  v i n o  c o n f i r m a d o  p o r  l a
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v a r i a b i l i d a d  que m o s t r a r o n  t a m b i é n  l o s  e s t u d i o s  de d i c r o î s m o  

c i r c u l a r  y de d e s n a t u r a l i z a c i o n  t ê r m i c a .

A l a  v i s t a  de l a s  a n t e r l o r e s  c o n s i d e r a c i o n e s  s e  

c r e y o  c o n v e n i e n t e  e s t u d i a r  e l  e f e c t o  de l a  m e t o d o l o g i a  em- 

p l e a d a  a s l  como d e l  e s t a d o  d e l  m a t e r i a l  de p a r t i d a .  As i ,  se 

p r  o c e d i  o a o b t e n e r  u n a  f r a c c i o n  de DNH s o l u b i l i z a d a  p o r  

d i g e s t i o n  de l a  DNH p u r a  con  n u c l e a s a  m i c r o c o c a l  (DNH-S^).  

Por  o t r a  p a r t e ,  se  p r o c e d i o  a a p l i c a r  e l  p r o c e d i m i e n t o  p a r a  

l a  o b t e n c i ô n  de  l a  f r a c c i o n  de DNH Sĝ  s o b r e  c é l u l a s  de  

l e v a d u r a  en c u l t i v o .

3.4. ESTÜDIQ DE LA FRACCION DNH-S^ SOLUBILIZADA FOR DIGES­
TION CON NUCLEASA MICROCOCAL

La DNH p u r a  o b t e n i d a  de l a  f o r m a  que  s e  d e s c r i b e  

e n  e l  a p a r t a d o  2 . 3 . 2 .  s e  d i g i r i ô  co n  n u c l e a s a  m i c r o c o c a l  

(Ve a s e  a p a r t a d o  2 . 4 . 2 ) .  La f r a c c i o n  s o l u b i l i z a d a  p o r  l a  a c -  

c i ô n  e n z i m â t i c a  se  e s t u d i o  p a r a  d e t e r m i n a r  s u s  c a r a c t e r î s ­

t i c a s .

3 . 4 . 1 .  E s p e c t r o  de a b s o r c i o n

En l a  F i g u r a  18 s e  m u e s t r a  e l  e s p e c t r o  de a b s o r ­

c i o n  de l a  f r a c c i o n  de DNH s o l u b i l i z a d a  p o r  a c c i ô n  de l a  

n u c l e a s a  m i c r o c o c a l  y p r e c i p i t a d a  c o n  MgCl2 p a r a  e l i m i n a r  

l o s  o l i g o n u c l e ô t i d o s  s o l u b l e s  en  â c i d o  ( V e a s e  a p a r t a d o

2 . 4 . 2 . ) .  Se p u e d e  o b s e r v e r  como l a  r e l a c i ô n  ^ 2 3 0 ^ ^ 2 6 0 "

l o  q u e  i n d i c a  q u e  l a  r e l a c i ô n  p r o t e î n a / â c i d o  nue  l e  i c o  e s  

may o r  que  en  e l  c a s o  de l a  f r a c c i o n  de  DNH-S^. E s t o  p u e d e
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d e b e r s e  a que l o s  o l i g o n u c l e o t i d e s  l i b e r a d o s  en l a  d i g e s t i o n  

s e  e l i m i n a n  p o s t e r i o r m e n t e  con l a  p r e c i p i t a c i o n  con MgCl2 y 

po r  t a n t o ,  l a  de l a  DNH s o l u b i l i z a d a  no r e p r é s e n t a  t odo

e l  m a t e r i a l  l i b e r a d o  po r  l a  n u c l e a s a .

3 . 4 . 2 .  Composic ion  de l a  c r o m a t i n a

En l a  T a b l a  X s e  i n d i c a  l a  r e l a c i ô n  e n  p e s o  de 

RNA, DNA y p r o t e i n a s  en  l a  f r a c c i o n  Sy . Se p u e d e  o b s e r v e r  

como e l  c o n t e n i d o  en RNA e s  d e s p r e c i a b l e  en r e l a c i ô n  con e l  

de DNA. Por  o t r a  p a r t e ,  l a  r e l a c i ô n  p ro t e ina /DNA e s  a l g o  mas

e l e v a d a  que l a  que p r é s e n t a  l a  DNH Sĝ .

A p e s a r  de que l a  r e l a c i ô n  A23Q/A250 mucho mas

e l e v a d a  en  l a  f r a c c i o n  S^,  l a  r e l a c i ô n  p r  o t e l n a / D N A  no  e s

muy s u p e r i o r  a l a  de DNH Sg .̂ E s t o  p u e d e  se  r  d e b i d o  a q u e  en  

e s t a  u l t i m a  hay  un mayor  c o n t e n i d o  e n  RNA y e n  o l i g o n u -  

c l e ô t i d o s ,  l o s  c u a l e s  c o n t r i b u y e n  a l a  A250 X d i s m in u y e n  l a  

r e l a c i ô n  A230/A260 '
E l  m a t e r i a l  que  e s  o b j e t o  de l a  d i g e s t i o n  c o n  l a  

n u c l e a s a  m i c r o c o c a l  e s  e l  mismo que  s e  s om e t e  a d i â l i s i s  

p a r a  o b t e n e r  l a  f r a c c i ô n  DNH-S^,, e s  d e c i r ,  DNH p u r a .  Ambos 

m a t e r i a l e s  s o l u b l e s  m u e s t r a n ,  s i n  e m b a r g o ,  una  d i f e r e n t e  

c o m p o s i c i ô n  que  d e b e  v e n i r  m o t i v a d a  f o  r z o s a m e n t e  p o r  e l  

d i f e r e n t e  metodo s e g u i do  en l a  s o l u b i l i z a c i o n .

5 . 4 . 3 . E s p e c t r o  de d i c r o î s m o  c i r c u l a r

En l a  F i g u r a  15 s e  m u e s t r a  e l  e s p e c t r o  de  d i ­

c r o î s m o  c i r c u l a r  en e l  u l t r a v i o l e t a  p rox imo  de l a  f r a c c i ô n
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de DNH s o l u b i l i z a d a  a p a r t i r  de DNH p u r a  p o r  d i g e s t i o n  con  

n u c l e a s a  m i c r o c o c a l ,  en  T r i s  5 mM, EDTA 1 mM pH 7 . 5 .  De sde  

un p u n t o  de v i s t a  c u a l i t a t i v o  e l  e s p e c t r o  e s  s i m i l a r  a l  de 

l a  DNH Sĝ  s i  b i e n  e l  maximo de l a  banda p o s i t i v a  s e  en cu e n ­

t r a  d e s p l a z a d o  h a c i a  l o n g i t u d e s  de onda mas a l t a s  (280 nm). 

S i n  e m b a r g o ,  d e s d e  un p u n t o  de v i s t a  c u a n t i t a t i v o  hay  u n a  

g r an  d i f e r e n c i a  p u e s t o  que l a  e l i p t i c i d a d  molar  maxima e s  de 

2000 g r a d o s  x cm^ x d e c i m o  1"^ , e n  c o m p a r a c i ô n  c o n  l o s  5 000  

g r ad os  x cm^ x de c imo l "^  de l a  DNH Sĝ . E s t a  d i f e r e n c i a  en l a  

e l i p t i c i d a d  p o d r i a  e x p l i c a r s e  s o b r e  l a  b a s e  de  un m ay o r  

g rado  de e s t r u c t u r a  t e r c i a r i a  en l a  f r a c c i ô n  Sy. Ademâs,  e s  

p o s i b l e  que e s t a  e s t r u c t u r a c i o n  s e a  semej a n t e  a l a  de c roma­

t i n a s  de e u c a r i o n t e s  s u p e r i o r e s ,  p u e s t o  q u e  e l  v a l o r  de 

e l i p t i c i d a d  c o i n c i d e  (De Murc i a  y c o l . ,  1978) .  O t r a  d i f e r e n ­

c i a  que m u e s t r a  e l  e s p e c t r o  de l a  f r a c c i ô n  con r e s p e c t o  

a l  de l a  DNH e s  l a  a p a r i c i ô n  de una  b a n d a  de  e l i p t i c i d a d  

n e g a t i v a  so b r e  l o s  300 nm. S i  suponemos que l a  c o n t r i b u c i ô n  

de l a  s u p e r h é l i c e  n u c l e o s o m a l  e s  u n a  b a n d a  n e g a t i v a  que  

p rovoca  l a  d i s m i n u c i ô n  d e l  e s p e c t r o  c o n s e r v a t i v o  d e l  DNA en 

mayor o menor g r ado  (Ver I n t r o d u c c i o n ) ,  hay que c o n c l u i r  que 

l a  banda n e g a t i v a  que m u e s t r a  l a  f r a c c i ô n  e s  s i m p l e m e n t e  

c o n s e c u e n c i a  de u na  mayor  c o n t r i b u e i ô n  p o r  p a r t e  de l a  

s u p e r h é l i c e .  Del e s p e c t r o  de d i c r o î s m o  c i r c u l a r  p a r e c e  a s î  

d e s p r e n d e r s e  que l a  f r a c c i ô n  s o l u b i l i z a d a  3^ t i e n e  un mayor 

g r ado  de e s t r u c t u r a c i ô n  que l a  DNH Sĝ .

3 . 4 . 4 . Curva de d e s n a t u r a l i z a c i o n  t ê r m i c a

En l a  F i g u r a  19a  s e  m u e s t r a  l a  c u r v a  de  d e s n a t u r a -
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F i g u r a  1 9 . -  A) P e r f i l  de d e s n a t u r a l i z a c i o n  t e r m i c a  o b t e n i d o  

con l a  f r a c c i o n  DNH-S^.

B) Curva d e r i v a d a  d e l  p e r f i l  de d e s n a t u r a l i z a ­
c i o n .
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l i z a c i o n  t e r m i c a  de l a  f r a c c i o n  de DNH s o l u b i l i z a d a  p o r  

d i g e s t i o n  de l a  DNH p u r a  con  n u c l e a s a  m i c r o c o c a l ,  e n  EDTA 

0.25  mM pH 8 .0 .  En e l l a  s e  p u e d e  a p r e c i a r  como l a  h i p e r c r o ­

m i c i d a d  de e s t a  m u e s t r a  e s  d e l  30# .  La b a j a  p r e s e n c i a  de 

RNA, que r e v e l a  e l  a n â l i s i s  de e s t a  f r a c c i o n ,  e s  t o t a l m e n t e  

c o h e r e n t e  con e l  hecho de que l a  h i p e r c r o m i c i d a d  a l c a n c e  e l  

v a l o r  c a r a c t e r i s t i c o  de DNA. En e s t e  a s p e c t o ,  l a  f r a c c i o n  Sy 

m ues t r a  s e r  d i f e r e n t e  de l a  DNH s o l u b l e  a p e s a r  de p r o c é d e r  

d e l  mismo m a t e r i a l .

En l a  F i g u r a  19b s e  m u e s t r a  l a  p r i m e r a  d e r i v a d a  

de l a  c u r v a  de d e s n a t u r a l i z a c i o n  t e r m i c a .  En e l l a  s e  p u e d e  

o b s e r v e r  como l a  f r a c c i o n  p r é s e n t a  dos  c l a r a s  t r a n ­

s i c i o n e s  t e r m i c a s  c u y a s  Tm (71 y 82 °C) c o i n c i d e n  con  l a s  

dos  u l t i m a s  t r a n s i c i o n e s  de l a  DNH Sg .̂ En p r i m e r  l u g a r  hay 

que d e s t a c a r  l a  a u s e n c i a  de l a  t r a n s i c i o n  c o r r e s p o n d i e n t e  a l  

DNA l i b r e ,  l o  que  i n d i c a  qu e  t o d o  e l  DNA p r e s e n t e  e n  l a  

f r a c c i o n  s o l u b i l i z a d a  p o r  d i g e s t i ô n  con n u c l e a s a  m i c r o c o c a l  

e s t a  i n t e r a c c i o n a n d o  con  p r o t e l n a s .  E s t o  e s  c o h e r e n t e  con  

l o s  d a t e s  a n t e r i o r e s ;  e s  de e s p e r a r  que l a  mayor e s t r u c t u r a ­

c io n  de e s t a  f r a c c i o n  de c r o m a t i n a  se  deba  a l a  i n t e r a c c i o n  

con d e t e r m i n a d a s  p r o t e i n a s  que a p a n t a l l e n  l a s  c a r g a s  n e g a t i ­

ve s  de l o s  g rupos  f o s f a t o  d e l  DNA p e r m i t i e n d o  s u  a p r o x i m a -  

c i o n  y po r  t a n t o  una mayor c om pa c t a c i on .  E s t e  a p a n t a l l a m i e n -  

t o  de l a s  c a r g a s  n e g a t i v a s  p r o v o c a r a  a l  mismo t i e m p o  un 

a u m e n t o  de l a s  Tm. E s t e  e f e c t o  e x p l i c a  t a m b i é n  l a  a u s e n c i a  

de  l a  s e g u n d a  t r a n s i c i o n  de l a  DNH Sĝ  que  o c u r r i a  a l o s  62 

°C. Se menciono e n t o n c e s  que e s t a  t r a n s i c i o n  se  h a b î a  r e l a ­

c i o n a d o  en  c r o m a t i n a  de e u c a r i o n t e s  s u p e r i o r e s  con  l a  i n ­

t e r a c c i o n  d e l  DNA con PCNH (Ver  I n t r o d u c c i o n ) .  E s t o  e s
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d e b i d o  a  qu e  e n  l a  mayor  p a r t e  de l o s  c a s o s  l a s  PCNH no son  

p r o t e i n a s  muy b a s i c a s ,  con l o  que e l  a p a n t a l l a m i e n t o  de l a s  

c a r g a s  n e g a t i v a s  d e l  DNA y por  t a n t o  su e f e c t o  e s t a b i l i z a d o r  

f r e n t e  a l a  d e s n a t u r a l i z a c i o n  t e r m i c a  s e r a  menor  que e l  de 

l a s  h i s t o n a s .  De nuevo hay que h a c e r  mencion de l a  a u s e n c i a  

de l a  h i s t o n a  H1 e n  l a  c r o m a t i n a  de l e v a d u r a  ( B r a n d t  y Von 

H o l t ,  1976;  F r a n c o  y c o l . ,  1 9 7 4 ) .  En un a p a r t a d o  a n t e r i o r  

mencionamos que e s t o  p o d r i a  i m p l i c a r  una menor e s t a b i l i z a -  

c i o n  d e l  DNA e n  l a  c r o m a t i n a .  S i n  e m b a r g o ,  e l  DNA e n  l a  

f r a c c i o n  DNH S^ e s t a  muy e s t a b i l i z a d o .  E s t o  p o d r i a  i n d i c a r  

qu e  e n  l a  c r o m a t i n a  de  l e v a d u r a  hay  a l g u n  c o m p o n e n t e  q ue  

s u s t i t u y e ,  a l  menos  p a r c i a l m e n t e ,  a l a  h i s t o n a  HI .  E s t a  

h i p o t e s i s  v i e n e  a p o y a d a  p o r  e l  h e c h o  de qu e  l a s  f r a c c i o n e s  

s o l u b l e s  de DNH de l e v a d u r a ,  a p e s a r  de  c a r e c e r  de  HI ,  

p r e s e n t a n  a l g u n a s  c a r a c t e r î s t i c a s  que c o i n c i d e n  con l a s  de 

e u c a r i o n t e s  s u p e r i o r e s  y en l a s  que e s t a  i m p l i c a d a  l a  h i s t o ­

n a  HI.  A s i ,  t a n t o  l a  f r a c c i o n  de DNH Sĝ  como l a  f r a c c i o n  

s o l u b i l i z a d a  p o r  d i g e s t i o n  con l a  n u c l e a s a  m i c r o c o c a l  (S%) 

p r e c i p i t a n  p a r c i a l m e n t e  cuando se  anade  KCl h a s t a  una con -  

c e n t r a c i o n  de 0.1 M ( L o p e z - B r a h a ,  1978 ;  C a s t r o  y c o l . ,  

1982) .  Por  t a n t o ,  e s  p o s i b l e  que en l a  c r o m a t i n a  de l e v a d u r a  

e s t é  p r e s e n t e  a l g u n a  p r o t e l n a  no h i s t o n a  que se  a s e m e j e  a l a  

h i s t o n a  HI en su  i n t e r a c c i o n  con e l  DNA y que l o  e s t a b i l i c e  

h a s t a  una t e m p e r a t u r a  de 71 °C.

Los r e s u l t a d o s  de  l o s  e s t u d i o s  de  d e s n a t u r a l i z a -  

c- ion t e r m i c a  s o b r e  l a  f r a c c i o n  i n d i c a n  q u e  s o l o  hay  d o s  

t r a n s i c i o n e s  t é r m i c a s ,  que  c o i n c i d e n  con  l a s  i m p u t a d a s  a 

r e g i o n e s  de DNA que  i n t e r a c c i o n a n  con  l a s  h i s t o n a s ,  a l  s e r  

é s t a s  mas b a s i c a s  y p r o v o c a r  un mayor e f e c t o  e s t a b i l i z a d o r .



E s t o ,  e n  p r i n c i p i o ,  dado  q u e  l a  c r o m a t i n a  p r e s e n t e  e n  l a  

f r a c c i o n  Sĝ  m u e s t r a  l a s  t r a n s i c i o n e s  t e r m i c a s  a 55 (DNA 

l i b r e )  y a 62  °C,  q u e  no  a p a r e c e n  en  l a  c r o m a t i n a  s o l u b i l i ­

z a d a  p o r  d i g e s t i o n  c o n  n u c l e a s a  m i c r o c o c a l ,  i n d i c a  que  en  

e s t a  e s a  s r e g i o n e s  no  e x i s t e n .  E s t o  p u e d e  d e b e r s e  a  una  

mayor e s t a b i l i z a c i o n  p r ovocada  po r  l a  i n t e r a c c i o n  con a l g u n a  

p r o t e l n a  e s p e c i f i c a  o po r  l a  mayor c o m p a c t a c i o n  de l a  c roma­

t i n a  en e s t a  f r a c c i o n .

5 . 4 . 5 . A n â l i s i s  de l a s  p r o t e i n a s  de l a  c r o m a t i n a

Las  p r o t e i n a s  p r é s e n t e s  en  l a  f r a c c i o n  de  DNH 

s e  a n a l i z a r o n  t r a s  11 o f i l i z a c i o n  de l a  m i sma  y m e d i a n t e  

e l e c t r o f o r e s i s  en g e l  de p o l i a c r i l a m i d a .  En l a  F i g u r a  18 se  

m u e s t r a  e l  r e s u l t a d o  de  d i c h a  e l e c t r o f o r e s i s .  Se p u e d e  ob ­

s e r v e r  l a  p r e s e n c i a  de l a s  h i s t o n a s  y de o t r a s  b a n d a s  que  

s e r â n  PCNH.

P o r  o t r a  p a r t e ,  s e  p u e d e  o b s e r v e r  como e l  p a t r o n  

de p r o t e l n a s  de l a  f r a c c i ô n  s o l u b i l i z a d a  t r a s  d i g e s t i o n  e s  

d i f e r e n t e  d e l  de l a  f r a c c i ô n  Sĝ . E s t a  d i f e r e n t e  c o m p o s i c iô n  

de p r o t e i n a s  puede  e s t e r  r e l a c i o n a d a  con l a s  d i f e r e n c i a s  e s -  

t r u c t u r a l e s  m a n i f e s t a d a s  p o r  l o s  e s t u d i o s  de d i c r o î s m o  c i r ­

c u l e r .  S i n  e m b a r g o ,  t e n i e n d o  e n  c u e n t a  l a  p r o c e d e n c i a  de 

e s t e  m a t e r i a l  (DNH p u r a )  n o  s e  p u e d e  de  t e r m i n e r  s i  l a s  

p r o t e i n a s  p r é s e n t e s  son c ro mosoma le s  o no,  como ya se  comen-  

t ô  a l  i g u a l  que  en  e l  c a s o  de  l a  f r a c c i ô n  Sg^, c o n  l a  e x c e p ­

c i ô n  de l a s  h i s t o n a s .
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Los e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  s o b r e  l a  f r a c c i ô n  de  DNH 

i n d i c a n  q u e  e s  d i f e r e n t e  de  l a  f r a c c i ô n  Sĝ  s o l u b i l i z a d a  

p o r  d i â l i s i s .  En p r i m e r  l u g a r ,  c o n t i e n e  me nos RNA c o n  l o s  

e f e c t o s  que c o n l l e v a  e s t o  s o b r e  l o s  e s p e c t r o s  de d i c r o î s m o  

c i r c u l a r  y l a s  c u r v a s  de d e s n a t u r a l i z a c i o n  t e r m i c a .  I n d e p e n -  

d i e n t e m e n t e  de e s t e  e f e c t o ,  l a  f r a c c i ô n  p r é s e n t a  un o s  

v a l o r e s  de e l i p t i c i d a d  m o la r  mucho menore s  que l a  f r a c c i ô n  

Sĝ , l o  que s u g i e r e  p a r a  a q u e l l a  un mayor g r ado  de e s t r u c t u ­

r a c i ô n .  Al mismo t i e m p o  l o s  e s t u d i o s  de d e s n a t u r a l i z a c i o n  

t e r m i c a  i n d i c a n  que e l  DNA se e n c u e n t r a  mâs p r o t e g i d o  en l a  

f r a c c i ô n  que  en  l a  Sg^, l o  que  s u g i e r e  que  t a m b i é n  s o n  

d i f e r e n t e s  l a s  i n t e r a c c i o n e s  DNA-pro t e ina s .

En c o n c l u s i ô n ,  l a  c o m p a r a c i ô n  de  l o s  r e s u l t a d o s  

o b t e n i d o s  con ambas m u e s t r a s  s o l u b l e s  s u g i e r e n  que  se  t r a t a  

de d o s  d i f e r e n t e s  f r a c c i o n e s  de c r o m a t i n a  que  d i f i e r e n  e n  

d i c r o î s m o  c i r c u l a r ,  e s t a b i l i d a d  f r e n t e  a l a  t e m p e r a t u r a  y 

c o m p o s i c i ô n  de  p r o t e î n a s .  Como ya s e  ha  m e n c i o n a d o ,  s e  ha  

d e s c r i t o  que e l  DNa de l e v a d u r a  e s  de l o n g i t u d  v a r i a b l e  y e s  

p o s i b l e  que haya r e g i o n e s  con menor l o n g i t u d .  E s t a s  r e g i o n e s  

no s o l o  s e  c a r  a c t e r  i z a r  î a n  p o r  una  mayor  e s t a b i  l i d a d  de  s u  

DNA, s i n o  que t a m b i é n  i r î a  acompahada de unos  b a j o s  v a l o r e s  

de e l i p t i c i d a d .  Po r  o t r o  l a d o ,  e s t a s  r e g i o n e s  s e r l a n  poco  

a c c e s i b l e s  a l a  n u c l e a s a  y q u i z â  p o r  e l l o  l a  f r a c c i ô n  

s o l o  s e  s o l u b i l i z a  t r a s  una  f u e r t e  d i g e s t  i ô n  c o n  d i c h a  

enzi raa .

No hay que  o l  v i d a  r  l a  p o s i b i l i d a d  de que  l a  f r a c ­

c i ô n  de DNH Sĝ  t e n g a  una  e s t r u c t u r a  que  h a y a  s i d o  a l t e r  a da  

d u r a n t e  su  o b t e n c i ô n  y que l a s  d i f e r e n c i a s  e x i s t a n t e s  e n t r e  

ambas f r a c c i o n e s  se deban a e l l o .



132

3.5. ESTÜDIQ DE LA FRACCION A PARTIR DE CÜLTIYOS DE LEVA- 
DURA

La f r a c c i ô n  de DNH se ob tuvo  de l a  misma fo rma  

que a p a r t i r  de l e v a d u r a  p r en s ad a  (Vease a p a r t a d o  2 .4 .1 ) .  Al 

i g u a l  que con e s t a  se  r e a l i z ô  un e s p e c t r o  de a b s o r c i ô n  en l a  

r e g i o n  u l t r a v i o l e t a  ( F i g u r a  1 4 ) .  Al c o n t r a r i o  qu e  con  l a  

f r a c c i ô n  s o l u b i l i z a d a  de l e v a d u r a  p r e n s a d a ,  l a  A2 5 0  

d i f e r e n t e s  m u e s t r a s  e r a  muy c o n s t a n t e ,  a s i  como l a  r e l a c i ô n  

^230 / ^ 260* Gs t a ,  s i n  embargo,  e r a  muy pequefia,  l o  que i n d i c a  

una  b a j a  r e l a c i ô n  p r o t e i n a / â c i d o  n u c l e i c o .  P o r  t a n t o ,  una  

d i f e r e n c i a  con r e s p e c t o  a l a  DNH S .̂ de l e v a d u r a  p r e n s a d a  e s  

l a  c o n s t a n c i a  en l o s  d a t o s  de duc idos  d e l  e s p e c t r o  de a b s o r ­

c i ô n .  Es t o  p a r e c e  s u g e r i r  que l a  v a r i a b i l i d a d  en l a s  p r o p i e -  

d a d e § de l a  DNH Sĝ  de l e v a d u r a  p r e n s a d a  s o n  d e b i d a s  a l  

e s t a d o  e n  que  s e  e n c u e n t r a  l a  c r o m a t i n a  e n  e l  m a t e r i a l  de  

p a r t i d a .  Hay que t e n e r  en  c u e n t a  que e l  metodo u t i l i z a d o  con 

ambos m a t e r i a l e s  e s  e l  mismo,  con l o  que se  puede  d e s c a r t a r  

como c a u s a n t e  de l a s  d i f e r e n c i a s .  Por  o t r o  l a d o ,  l a  l e v a d u r a  

o b t e n i d a  a p a r t i r  de c u l t i v e s  ha de e n c o n t r a r s e ,  p a r a  l a s  

mismas c o n d i c i o n e s  en e l  mismo e s t a d o ,  y l o  mismo se  puede 

d e c i r  de su  c r o m a t i n a .  La û n i c a  r azôn  p a r a  e l  c o m p o r t a m i e n t o  

de l a  DNH Sĝ  de l a  l e v a d u r a  p r e n s a d a  e s  q u e  no  s e  t r a b a j e  

con  un m a t e r i a l  de p a r t i d a  c o n s t a n t e .  La l e v a d u r a  p r e n s a d a  

e s  c o m e r c i a l  y no e s  p o s i b l e  c o n t r ô l e r  su  e s t a d o ,  p u e s t o  que 

no e s  p o s i b l e  conoce r  e l  t i empo  que ha t r a n s c u r r i d o  e n t r e  su  

r e c o g i d a  y s u  u t i l i z a c i ô n  como m a t e r i a l  b i o l ô g i c o  en  l a  

p r é s e n t e  i n v e s t i g a c i ô n .  Al v a r i e r  e s t e  t i e m p o  e l  m a t e r i a l ,  

aun guardado  en camera s  f r i g o r î f i c a s ,  debe  e s t e r  en d i f e r e n -
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t e  e s t a d o ,  mâs  d e g r a d a d o  o u a n t o  mayor  s e a  e l  t i e m p o .  Un 

d i f e r e n t e  g r a d o  de d e g r a d a c i ô n  conduce  a una  d i f e r e n t e  s o l u -  

b i l i d a d .

Con l a  DNH o b t e n i d a  a p a r t i r  de  c u l t i v e s  de

l e v a d u r a  s e  r e a l i z a r o n  d i v e r s e s  e s t u d i o s  c o n  e l  f i n  de  

i n v e s t i g a r  su s  c a r a c t e r î s t i c a s .

3 . 5 . 1 .  E s p e c t r o  de a b s o r c i ô n

Como ya  s e  ha  m e n c i o n a d o ,  l a  f r a c c i ô n  DNH Sĝ  de  

c u l t i v e s  de l e v a d u r a  p r é s e n t a  un e s p e c t r o  de a b s o r c i ô n  i n d e -  

p e n d i e n t e  d e l  e x p é r i m e n t e  ( F i g u r a  1 4 ) .  S i  c o n s i d é r â m e s  e l  

v a l o r  de como un I n d i c e  de l a  s o l u b i l i z a c i ô n  de l a  DNH

podemos c o n c l u i r  que l a  s o l u b i l i z a c i ô n  e s  en e s t e  c a so  mucho 

menor  que  c u a n d o  l a  DNH p r o c é d é  de l e v a d u r a  p r e n s a d a .  P o r  

o t r a  p a r t e ,  l a  r e l a c i ô n  ^ 2 3 0 / ^ 2 6 0  mucho m en or  que  l a  de 

DNH Sĝ  de l e v a d u r a  p r e n s a d a  ( 0 . 5 7 ) ,  1 o q u e  i n d i c a  una  menor  

r e l a c i ô n  p r o t e i n a / â c i d o  n u c l e i c o .

3 . 5 . 2 . Compos i c iôn  de l a  DNH s o l u b l e

En l a  T ab l a  X s e  m u e s t r a  l a  c o m p o s i c i ô n  de l a  DNH 

Sĝ  de l e v a d u r a  c u i t i v a d a  como l a  r e l a c i ô n  e n  p e s o  con  r e s ­

p e c t o  a l  DNA. Se puede  o b s e r v e r  como l a  r e l a c i ô n  RNA/DNA e s  

a l t l s i m a ,  l o  qu e  da da  l a  b a j a  r e l a c i ô n  que  m u e s t r a  l a  DNH 

p u r a ,  i n d i c a  un g r a d o  de s o l u b i l i z a c i ô n  de l a  c r o m a t i n a  muy 

pequeno.  La DNH p u r a  o b t e n i d a  a p a r t i r  de c u l t i v e s  de l e v a ­

d u r a  p r é s e n t a  una  c o m p o s i c i ô n  muy s i m i l a r  a l a  o b t e n i d a  a 

p a r t i r  de l e v a d u r a  p r e n s a d a .  Por  o t r a  p a r t e ,  e l  c o n t e n i d o  en
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p r o t e l n a  e n  l a  f r a c c i ô n  Sĝ  e s  t a m b i é n  muy peque f îo ,  l o  que  

c o n f i r m a  que p r i n c i p a l m e n t e  se  s o l u b i l i z a  RNA y no c r o m a t i ­

n a .

3 . 5 . 3 . E s t u d i o s  de d i c r o î s m o  c i r c u l a r  y d e s n a t u r a l i z a c i o n  

t e r m i c a

O t r o s  e s t u d i o s ,  t a i e s  como d i c r o î s m o  c i r c u l a r  y 

d e s n a t u r à l i z a c i ô n  t e r m i c a ,  e f e c t u a d o s  s o b r e  l a  DNH s o l u b l e  

o b t e n i d a  a p a r t i r  de  c u l t i v e s  de l e v a d u r a ,  i n d i c a r o n  l o  

mi smo.  A s i ,  e l  e s p e c t r o  de d i c r o î s m o  c i r c u l a r  e n  e l  u l t r a ­

v i o l e t a  l e  j a n o  f  ue  e l  e s p e r a d o  p a r a  u n a  m u e s t r a  c on  g r a n  

c o n t e n i d o  e n  RNA: b a n d a  de  e l i p t i c i d a d  p o s i t i v a  con  e l

maximo a l o s  265 nm y co n  un v a l o r  de  1 5 0 0 0  g r a d o s  x cm^ x 

d e c i m o l " ^ .  Po r  su  p a r t e ,  l o s  e s t u d i o s  de d e s n a t u r a l i z a c i ô n  

t ê r m i c a  demos t r a r o n  que  en  e s t e  m a t e r i a l  no  h a b l a  n i n g u n a  

t r a n s i e  i  ôn t ê r m i c a .  En e l  c a s o  de q u e  e s t a  f r a c c i ô n  c o n t u -  

v i e r a  c r o m a t i n a  e l  e l e v a d o  c o n t e n i d o  en RNA debe e n m a s c a r a r  

l a s  t r a n s i c i o n e s  t é r m i c a s .

E s t e s  e x p e r i m e n t o s  r e a l i z e d  os c o n  c u l t i v e s  de 

l e v a d u r a  p a r e c e n  i n d i c a r  que l a  c r o m a t i n a  s o l u b i l i z a d a  por  

d i â l i s i s  a p a r t i r  de  l e v a d u r a  p r e n s a d a  no  l o  e s  m e r c e d  a una  

e s t r u c t u r a  e s p e c i a l ,  s i n o  p o s i b 1 e m e n t e  a una  d e g r a d a c i ô n  

mayor o menor d u r a n t e  su  a l m a c e n a m ie n t o .

A l o  l a r g o  de l a  e x p o s i c i ô n  de l o s  r e s u l t a d o s  s e  

ha  v e n i d o  p l a n t e a n d o  l a  p o s i b i l i d a d  de  que  e l  m a t e r i a l  

p r é s e n t e  e n  l a  f r a c c i ô n  Sĝ  de  DNH se  s o l u b i  l i z a r a  m e r c e d  a
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una  d e g r a d a c i ô n  p r o v o c a d a  p o r  e l  m e t o d o  de  o b t e n c i ô n .  S i n  

embargo,  l a  a p l i c a c i o n  de d i c ho  metodo a l e v a d u r a  r e c o g i d a  

de c u l t  i v o s  no  s o l u b i l i z a  e s t e  m a t e r i a l .  E s t o  i n d i c a  q u e ,  

e f e c t i v a m e n t e ,  e l  m a t e r i a l  p r e s e n t e  en  l a  DNH Sĝ  no  s e  

s o l u b i l i z a  d i r e c t a m e n t e  porque  posea  una e s t r u c t u r a  e s p e c i a l  

que  l o  hag a  mas  s o l u b l e ,  s i n o  q u e  l o  e s  d e b i d o  a a l g u n  

e f e c t o  d e g r a d a t i v o  a j e n o  a l  metodo de o b t e n c i ô n .  La d i f e r e n ­

c i a  e n t r e  l o s  dos m a t e r i a l e s  de p a r t i d a  e s  e l  t i e m p o  t r a n s ­

c u r r i d o  d e s d e  l a  r e c o l e c c i ô n  de l a s  c e l u l a s  y su  u s e .  Mien­

t r a s  l a s  c e l u l a s  de c u l t i v o  se  u t i l i z a n  i n m e d i a t a m e n t e  d e s ­

p u e s  de  s u  r e c o g i d a ,  e l  t i e m p o  de  a l m a c e n a m i e n t o  de  l a  

l e v a d u r a  p r e n s a d a  e s  d e s c o n o c i d o .  E s t e  t i e m p o  d e b e  s e r  v a ­

r i a b l e  y d u r a n t e  e l  van  a e s t a r  a c t u a n d o  l a s  n u c l e a s a s  

e n d ô g e n a s  de l a  c r o m a t i n a  de  l e v a d u r a .  E s t o  e x p l i c a r i a  e l  

h e c h o  de l a  g r a n  v a r i a b i l i d a d  e n  l a  s o l u b i l i z a c i ô n  p o r  

d i â l i s i s  de e s t e  m a t e r i a l .

En g e n e r a l ,  s e  p u e d e  d e c i r  que  e n  l a  DNH p u r a  de 

l e v a d u r a  e x i s t e n  a l  menos dos  d i f e r e n t e s  f r a c c i o n e s  de c r o ­

m a t i n a ,  una de e l l a s  s o l u b i l i z a d a  f â c i l m e n t e  p o r  d i â l i s i s ,  

s i  b i e n  r e q u i r i e n d o  una c i e r t a  d e g r a d a c i ô n ,  y o t r a  s o l u b i l i ­

z a d a  m e d i a n t e  d i g e s t i ô n  co n  n u c l e a s a  m i c r o c o c a l  e n  c o n d i ­

c i o n e s  f u e r t e  s .  La p r i m e r a  de  e l l a s ,  q u e  po s  i b 1 e m e n t e  e s t â  

e n r i q u e c i d a  e n  s e c u e n c i a s  t  r a n s c  r i p c  i o n a l m e n t e  a c t i v a s  se  

c a r a c t e r i z a  po r  p r e s e n t e r  un menor g r a do  de e s t r u c t u r a  t e r ­

c i a r i a  y una menor e s t a b i l i d a d  f r e n t e  a l a  t e m p e r a t u r a .  Por  

o t r a  p a r t e ,  como q u e d a  b i e n  p a t e n t e  e n  l a  F i g u r a  17 ,  l a  

c o m p o s i c iô n  en p r o t e i n a s  de ambas m u e s t r a s  e s  d i f e r e n t e .  Es
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p o s i b l e  que e s t a  d i f e r e n t e  c o m p o s i c io n  p r o t e i c a  s e a  l a  r e s ­

p o n s a b l e  de l a s  d i f e r e n c i a s  e s t r u c t u r a l e s .

S i n  em b a r g o ,  ambas  m u e s t r a s  s e  o b t i e n e n  a p a r t i r  

de un m a t e r i a l  que no e s t â  i n t a c t o  (ha s i d o  machacado) .  Po r  

e s t e  mot ivo  se  penso  que e r a  n e c e s a r i o  t r a b a j a r  con n u c l e o s  

de l e v a d u r a .  En l o s  n u c l e o s  l a  c r o m a t i n a  e s t â  i n t a c t a  y ,  p o r  

t a n t o ,  l a s  f r a c c i o n e s  de l a  mi sma  q u e  s e  o b t e n g a n  a p a r t i r  

de e l l o s  se  d i f e r e n c i a r â n  en c a r a c t e r î s t i c a s  e s t r u c t u r a l e s  

i n t r i n s e c a  s de  c a d a  f r a c c i o n .  Ademâs ,  l a  u t i l i z a c i ô n  de 

n u c l e o s  p e r m i t e  e l  e s t u d i o  de l a  e s t r u c t u r a  de l a  c r o m a t i n a  

en  d i f e r e n t e s  e s t a d o s  de c r e c i m i e n t o  de l a  l e v a d u r a .  Da da s  

l a s  d i f e r e n c i a s  f u n c i o n a l e s  e x i s t a n t e s  e n t r e  c r o m a t i n a  de 

c e l u l a s  e n  f a s e  e x p o n e n c i a l  y de  f â s e  e s t a c i o n a r i a , p u e d e n  

r e l a c i o n a r s e  con d i f e r e n c i a s  en l a  e s t r u c t u r a  de l a  c r o m a t i ­

na en ambos c a s o s .

As î ,  se p r o c e d i o  a l a  o b t e n c i ô n  de c r o m a t i n a  s o l u ­

b l e  a p a r t i r  de n u c l e o s  de l e v a d u r a .

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

A f i n  de p r e p a r a r  f r a c c i o n e s  s o l u b l e s  de c r o m a t i ­

n a ,  s e  r e a l i z a r o n  d i g e s t i o n e s  de n u c l e o s  de l e v a d u r a  con  

n u c l e a s a  m i c r o c o c a l .

To dos  l o s  e x p e r i m e n t o s  s e  han  l l e v a d o  a c a b o  co n  

c e l u l a s  r e c i e n  r e c o g i d a s ,  t a n t o  en f a s e  e x p o n e n c i a l  como en 

f a s e  e s t a c i o n a r i a .  Los  n u c l e o s  o b t e n i d o s  a p a r t i r  de  e s t a s  

c e l u l a s  de l a  f o r m a  que  se  d e s c r i b e  en  e l  a p a r t a d o  2 . 5 .  se  

d i g i r i e r o n  con n u c l e a s a  m i c r o c o c a l .  En p r i m e r  l u g a r  s e  p r o -
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c e d i ô  a un e s t u d i o  de l a  c i n e t i c a  de l a  d i g e s t i o n  con  e l  

f i n  de  d e t e r m i n a r  l a s  c o n d i c i o n e s  de  l a  i n c u b a c i ô n  (V e as e  

a p a r t a d o  2 . 6 . 1 ) .  Una vez  a j u s t a d a s  d i c h a s  c o n d i c i o n e s ,  l o s  

n u c l e o s  s e  s o m e t i e r o n  a l a  d i g e s t i ô n  con n u c l e a s a  en d i f e ­

r e n t e s  g r a d o s .  En t o d o s  l o s  c a s o s  l a  mez c l a  de d i g e s t i ô n  se 

f r a c c i o n ô  de l a  misma fo r m a ,  l a  c u a l  se  d e t a l l a  en e l  a p a r ­

t a d o  2 . 6 . 1 .

Con e l  f i n  de s o l u b i l i z a r  d i f e r e n t e s  f r a c c i o n e s  de 

c r o m a t i n a ,  se  r e a l i z a r o n  dos  t i p o s  de d i g e s t i ô n ,  d i f e r e n t e s  

en  i n t e n s i d a d .  P o r  un l a d o ,  l a  i n c u b a c i ô n  s e  m a n t u v o  h a s t a  

l o g r a r  un 5# de DNA s o l u b l e  en â c i d o .  Por  o t r o ,  l a  d i g e s t i ô n  

se  r e a l i z ô  en c o n d i c i o n e s  mucho mâs s u a v e s  y r e d u c i d a s .

3 . 6 . 1 .  D i g e s t i ô n  de n u c l e o s  h a s t a  un 5# de DNA s o l u b l e  en 

â c i d o

Los n u c l e o s  o b t e n i d o s  a p a r t i r  de c e l u l a s  de l e v a ­

du r a ,  t a n t o  en  f a s e  e s t a c i o n a r i a  como e x p o n e n c i a l  se  d i g i ­

r i e r o n  con n u c l e a s a  m i c r o c o c a l  h a s t a  un 5# de DNA s o l u b l e  en 

â c i d o .  Se ha d e s c r i t o  en o r g a n i s m e s  s u p e r i o r e s  que l a  d i g e s ­

t i ô n  de n u c l e o s  h a s t a  e s e  p un t o  s o l u b i l i z a  p r e f e r e n t e m e n t e  

l a s  r e g i o n e s  a c t i v a s  de  l a  c r o m a t i n a .  A s l ,  l a  c r o m a t i n a  

s o l u b i l i z a d a  de e s t a  manera  e s t â  e n r i q u e c i d a  en s e c u e n c i a s  

de  DNA t r a n s c r i b i b l e s  ( L e v y - W i l s o n  y c o l . ,  19 7 9 ) .  Ademâs ,  

e s t a  f r a c c i ô n  e s t â  e m po br e c i d a  en l a  h i s t o n a  H1. Debido a l a  

c a r e n c i a  de  H1 de l a  c r o m a t i n a  de l e v a d u r a  f  ue  de  i n t e r é s  

e s t u d i a r  l a  f r a c c i ô n  s o l u b i l i z a d a  p o r  e s t e  p r o c e d i m i e n t o .
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3 . 6 . 1 . 1 .  C i n e t i c a  de l a  d i g e s t i o n

Se r e a l i z ô  de  l a  f o r m a  que  s e  d e t a l l a  e n  e l  a p a r ­

t a d o  2 . 6 . 1 .  Los  n u c l e o s  s e  r e s u s p e n d i e r o n  e n  e l  m ed i o  de 

d i g e s t i ô n  y s e  d i g i r i e r o n  con  n u c l e a s a  m i c r o c o c a l  a l a s  

c o n c e n t r a c i o n e s  de DNA y de n u c l e a s a  qu e  s e  i n d i c a n  e n  e l  

a p a r t a d o  2 . 6 . 1 .  La e v o l u c i ô n  de l a  r e a c c i ô n  s e  s i g u i ô  me­

d i a n t e  l a  v a l o r a c i ô n  d e l  p o r c e n t a j e  de DNA s o l u b l e  en  â c i d o  

p r é s e n t e  en a l î c u o t a s  de l a  mezc l a  de i n c u b a c i ô n  t o m a d as  a 

d i f e r e n t e s  t i e m p o s  ( A p a r t a d o  2 . 8 . 2 ) .  En l a  F i g u r a  20  s e  

m u e s t r a  e l  r e s u l t a d o  de e s t e  e s t u d i o  r e a l i z a d o  con n u c l e o s  

en f a s e  e x p o n e n c i a l  y en f a s e  e s t a c i o n a r i a .  Con v i s t a s  a un 

f r a c c i o n a m i e n t o  de l a  c r o m a t i n a  segûn e l  p r o c e d i m i e n t o  d e s ­

c r i t o  p o r  L e v y - W i l s o n  y D ixon  ( 1 9 7 9 ) ,  s e  d e t e r m i n ô  d i g e r i r  

l o s  n u c l e o s  h a s t a  q u e  s e  a l c a n z a r a  un 5# de DNA s o l u b l e  en  

â c i d o .  En l a  F i g u r a  20  s e  m u e s t r a  como s e  c o n s i g u e  e s t e  

v a l o r  t r a s  10  m i n u t o s  de d i g e s t i ô n  c u a n d o  s e  t r a t a  de  n u ­

c l e o s  de c e l u l a s  en f a s e  e s t a c i o n a r i a  y de 5 m in u t o s  cuando 

se t r a t a  de n u c l e o s  de c e l u l a s  en f a s e  e x p o n e n c i a l .

Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  i n d i c a n  que l a  l i b e r a c i ô n  

de DNA s o l u b l e  en â c i d o  se  p r odu ce  con mayor r a p i d e z  cuando 

s e  d i g i e r e n  n u c l e o s  de c e l u l a s  en  f a s e  e x p o n e n c i a l ,  l o  que  

s u g i e r e  una  mayor a c c e s i b i l i d a d  de l a  n u c l e a s a  m i c r o c o c a l  a 

l a  c r o m a t i n a  de c e l u l a s  e n  e s t a  f a s e .  E s t o  a s u  v e z  p o d r i a  

i n d i c a r  una  menor  e s t r u c t u r é e i ô n  de  l a  c r o m a t i n a  e n  e s t a s  

c e l u l a s ,  l o  c u a l  v i e n e  c o n f i r m a d o  po r  l o s  r e s u l t a d o s  de DC.
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 2 0 . — Gin e t l c a  de l a  d i g e s t i o n  de n u c l e o s  de l e v a d u r a

con n u c l e a s a  m i c r o c o c a l .  Se m u e s t r a  e l  DNA s o l u b l e  en â c i d o  

en  f  un c i o n  d e l  t i e m p o .  Los n u c l e o s  p r o c e d i a n  de c é l u l a s  en  

f a s e  e x p o n e n c i a l  ( ■) y en f a s e  e s t a c i o n a r i a  (-------- ) ,
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3 . 6 . 1 . 2 ,  P r e p a r a c i o n  de f r a c c i o n e s  de l a  c r o m a t l n a

Los n û c l e o s  de l e v a d u r a  t a n t e  de f a s e  e x p o n e n c i a l  

como de f a s e  e s t a c i o n a r i a  se  d i g i r i e r o n  h a s t a  o b t e n e r  un 3% 

de DNA s o l u b l e  e n  â c l d o  y l a  m e z o l a  s e  f r a c c i o n ô  s e g ü n  s e  

d e s c r i b e  en  e l  a p a r t a d o  2 .6.1.

E l  e s p e c t r o  de  a b s o r c i ô n  de l a  f r a c c i ô n  S I ,  e l  

s o b r e n a d a n t e  o b t e n i d o  t r a s  s e d i m e n t a r  1 os n û c l e o s  mo s t r ô  un 

mâximo s o b re  l o s  258 nm con una t am b i ën  a l t a ,  i n d i c a n d o

l a  p r e s e n c i a  de m a t e r i a l  n u c l e o p r o t e î c o .  E s t o  p o d r i a  i n d i c a r  

que  h a b î a  o c u r r i d o  un a  l i s i s  n u c l e a r .  S i n  e m b a r g o ,  c u a n d o  

e s t a  f r a c e i ô n  s e  h i z o  10  mM e n  Mg++ no  p r e c i p i t ô  n i n g û n  

m a t e r i a l  l o  que s u g i e r e  que l a  f r a c c i ô n  SI e s  una mez c l a  de 

o l i g o n u c l e o t i d e s  y p r o t e i n a s  l i b e r a d a s  d e l  n ü c l e o .  E s t e  

m a t e r i a l  s e  p r o d u c e  como c o n s e c u e n c i a  de  l a  d i g e s t i o n  y 

d e b i d o  a su  p e q u e n o  t ama f î o ,  p u e d e n  s a l i r  d e l  n ü c l e o .  F o r  

t a n t o ,  no  s a l e n  d e l  n ü c l e o  f r a g m e n t e s  de  c r o m a t i n a .  E s t e  

r e s u l t a d o  s i r v e  p a r a  c o n f i r m a r  que d u r a n t e  l a  d i g e s t i o n  no 

han l i s a d o  l o s  n û c l e o s .

Sstudlo de la fracciôn 82

Los n û c l e o s  ( f r a c c i ô n  P1) se  l i s a r o n  o b t e n i e n d o s e  

l a  f r a c c i ô n  s o l u b l e  S2,  l a  c u a l  t r a s  p r e c i p i t a r s e  con  Mg'*”*’ 

se  d i a l i z ô  f r e n t e  a T r i s  5 mM, EDTA 1 mM pH 7.5.  El  e s p e c t r o  

de a b s o r c i ô n  en  l a  r e g i ô n  UV de l a  f r a c c i ô n  S2 de c é l u l a s  

t a n t o  en f a s e  e s t a c i o n a r i a  como en f a s e  e x p o n e n c i a l  m u e s t r a  

una  b a j a  r e l a c i ô n  ^ 2 3 0 ^ ^ 2 6 0  ( F i g u r a  21)  l o  que  i n d i c a  una  
pequeRa r e l a c i ô n  p r o t e i n a  / â c i d o  n u c l e i c o .
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F i g u r a  2 1 E s p e c t r o  de a b s o r c i ô n  UV de l a  f r a c c i ô n  32 

o b t e n i d a  a l  d i g e r i r  n û c l e o s  de l e v a d u r a  c o n  n u c l e a s a  

m i c r o c o c a l  h a s t a  un de  DNA s o l u b l e  e n  â c i d o .  A) N û c l e o s  

en f a s e  e x p o n e n c i a l ;  B) Nûc leos  en f a s e  e s t a c i o n a r i a .



142

Se g ü n  s e  m u e s t r a  en  l a  T a b l a  XI ,  l a  r e l a c i ô n  

p r o t e î n a / D N A  e n  p e s o  de c e l u l a s  e n  f a s e  e s t a c i o n a r i a  e s  

mayor que l a  de c é l u l a s  en f a s e  e x p o n e n c i a l .  Al mismo t i e m -  

po,  l a  r e l a c i ô n  RNA/DNA e s  a l t a ,  l o  que  s u g i e r e  q u e  e l  RNA 

e s  e l  r e s p o n s a b l e  de l a  b a j a  r e l a c i ô n  A230/A26O'

En l a  F i g u r a  22 s e  p u e d e  o b s e r v e r  e l  e s p e c t r o  de

DC de  l a s  f r a c c i o n e s  32 en  T r i s  5 mM, EDTA 1 mM pH 7 . 5 ,

o b t e n i d a s  a l  d i g e r i r  l o s  n û c l e o s  h a s t a  un 5^ de DNA s o l u b l e  

en  â c i d o ,  c o r r e s p o n d i e n t e  a c é l u l a s  en  f a s e  e x p o n e n c i a l  y 

c é l u l a s  e n  f a s e  e s t a c i o n a r i a .  E s t e  e s p e c t r o  e s  t l p i c o  de 

m u e s t r a s  que p r e s e n t a n  un e l e v a d o  c o n t e n i d o  en RNA. Es ,  p o r  

t a n t o ,  c o h e r e n t e  con l o s  d a t o s  de c o m p o s i c i ô n ,  que r e f l e j a n  

r e l a c i o n e s  RNA/DNA e l e v a d a s .

P o r  o t r a  p a r t e ,  c a b e  t a m b i é n  d e s t a c a r  l a  a p a r i -

c i ô n  en l a  f r a c c i ô n  32 o b t e n i d a  a p a r t i r  de c é l u l a s  en f a s e

e s t a c i o n a r i a  de  u n a  b a n d a  n e g a t i v a  a l o s  300  n m , b a n d a  que  

no a p a r e c e  en l a  misma m u e s t r a  cuando p r o c é d é  de c é l u l a s  en 

f a s e  e x p o n e n c i a l .  E s t o  s u g i e r e  que l a  c r o m a t i n a  p r é s e n t e  en 

e s a  f r a c c i ô n  p r é s e n t a  un mayor g r ad o  de e s t r u c t u r a  t e r c i a r i a  

c u a n d o  p r o v i e n s  de  c é l u l a s  e n  f a s e  e s t a c i o n a r i a .  

Las c u r v a s  de d e s n a t u r a l i z a c i ô n  t é r m i c a s  r e a l i z a d a s  con l a s  

f r a c c i o n e s  32 en  EDTA 0 . 25  mM pH 8 .0  no a p o r t a n  n i n g û n  d a t o  

de i n t e r é s  d e b i d o  a l a  b a j a  h i p e r c r o m i c i d a d ,  r e s u l t a d o ,  

p r o b a b l e m e n t e  d e l  e l e v a d o  c o n t e n i d o  en RNA que p r e s e n t a n .

La d i g e s t i o n  de n û c l e o s  de l e v a d u r a  h a s t a  un 3% de 

DNA s o l u b l e  en  â c i d o  s o l u b i l i z a  un m a t e r i a l  c on  un e l e v a d o  

c o n t e n i d o  e n  RNA. La c r o m a t i n a  p r é s e n t e  e n  e s t a  f r a c c i ô n  

p r é s e n t a  c a r a c t e r l s t i c a s  e s t r u c t u r a l e s  d i f e r e n t e s  d e p e n d i e n -  

do d e l  e s t a d o  de c r e c i m i e n t o  d e l  c u l t i v e  de p a r t i d a ,  c o n c r e -
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TABLA XI

D i g e s t i o n  5^ de DNA 

s o l u b l e  en â c i d o

S2 e s t a c i o n a r i a  1 1 . 5  1 . 6

S2 e x p o n e n c i a l  1 1 . 5  1 . 4

D i g e s t i o n  suave

S2 e s t a c i o n a r i a  1 -  1 . 6

S2 e x p o n e n c i a l  1 -  1 . 5

S2'  e s t a c i o n a r i a  1 1 . 8  0 . 9

S 2 ’ e x p o n e n c i a l  1 1 . 9  1 . 0

C o m p o s i c i ô n  de l a s  d i f e r e n t e s  f r a c c i o n e s  a i s l a d a s  a p a r t i r  de  

n û c l e o s  de l e v a d u r a  po r  d i g e s t i o n  con n u c l e a s a  m i c r o c o c a l .
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t a d a s ,  f u n d a m e n t a l m e n t e ,  en l a  banda de e l i p t i c i d a d  n e g a t i v a  

s o b r e  l o s  300 nm.

3 . 6 . 2 .  D i g e s t i o n  de n û c l e o s  en c o n d i c i o n e s  s u a v e s

El  segundo p r o c e d i m i e n t o  de p r e p a r a c i o n  de f r a c ­

c i o n e s  de c r o m a t i n a  s e  b a s ô  e n  un a d i g e s t i o n  mucho mas  

r e d u c i d a .  E l  m e t o d o  s e g u i d o  f u e  e l  d e s c r i t o  e n  e l  a p a r t a d o

2.6.1 . .  E l  t i e m p o  de d i g e s t i o n  e s c o g i d o  f u e  de 30  segundos .

3 .6 .2 .1 .  P r e p a r a c i o n  de f r a c c i o n e s  de l a  c r o m a t i n a

A p a r t i r  de l o s  n û c l e o s  d i g e r i d o s  de l a  f o rma  que 

s e  i n d i c a  e n  e l  a p a r t a d o  2 . 6 .  d u r a n t e  30 s e g u n d o s  s e  p r o c e -  

d i ô  a l a  p r e p a r a c i o n  de  f r a c c i o n e s  s e g ü n  s e  d e s c r i b e  en  e l  

a p a r t a d o  2 . 6 . 1 .

La f r a c c i ô n  SI a i s l a d a  t a n t o  de c é l u l a s  e n  f a s e  

e x p o n e n c i a l  como de c é l u l a s  en f a s e  e s t a c i o n a r i a  mo s t rô  un 

e s p e c t r o  de a b s o r c i ô n  t i p i c o  de c r o m a t i n a ,  a l  i g u a l  que  l a  

f r a c c i ô n  h o m ô l o g a  o b t e n i d a  t r a s  d i g e s t i ô n  h a s t a  e l  5^ de 

s o l u b i l i d a d  e n  â c i d o .  S i n  e m b a r g o ,  l o  mismo q u e  a q u e l l a ,  

c u a n d o  s e  h i z o  10 mM en  Mg'*’"*' no p r e c i p i t ô  n i n g û n  m a t e r i a l  

i n d i c a n d o  que  no c o n t e n î a  c r o m a t i n a .  E s t e  h e c h o  i n d i c a  que  

l a  f r a c c i ô n  SI p o d r i a  s e r  una mezc l a  de o l i g o n u c l e ô t i d o s  y 

p r o t e i n a s  que d i e r a  l u g a r  a un e s p e c t r o  de a b s o r c i ô n  seme-  

j a n t e .

E l  s e d i m e n t o  de  n û c l e o s ,  P I ,  s e  l i s ô  como s e  

i n d i c a  e n  e l  a p a r t a d o  2 . 6 . 1 .  y se  o b t u v i e r o n  l a s  f r a c c i o n e s  

S2 y S 2 ' .  Ambas f r a c c i o n e s  s e  p r e c i p i t a r o n  co n  MgCl2 1 0 mM
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p a r a  e l i m i n a r  l o s  n u c l e ô t i d o s  p r é s e n t a s .

E s t u d i o  de l a  f r a c c i ô n  S2

Con r e s p e c t o  a l a  f r a c c i ô n  S2,  e l  s o b r e n a d a n t e  

o b t e n i d o  t r a s  l a  p r e c i p i t a c i ô n  con no m o s t r ô  p r â c t i c a -

m e n t e  n i n g u n a  a b s o r c i ô n  e n  l a  r e g i ô n  UV. E s t e  r e s u l t a d o  

c o n f i r m a  que l a  d i g e s t i ô n  r e a l i z a d a  e s  en  c o n d i c i o n e s  s u a ­

ve s ,  pu es  l o s  n i v a l e s  de o l i g o n u c l e ô t i d o s  s o l u b l e s  en Mg*+ 

en  S2 s o n  m i n i m o s .  E l  s e d i m e n t o  s e  r e s o l u b i l i z ô  m e d i a n t e  

d i â l i s i s  f r e n t e  a EDTA 0 .25  mM pH 8 .0 .  Se p u e d e  o b s e r v e r  e n  

l a  T a b l a  XI como e s t a s  mue s t r a s  no c o n t i e n e n  RNA, a l  menos  

en  c a n t i d a d e s  a p r e c i a b l e s .  E s t e  r e s u l t a d o  e s  i n t e r e s a n t e  

p u e s t o  que  s é r i a  de  e s p e r a r  que  l a s  r e g i o n e s  que  s e  e s t u -  

v i e r a n  t r a n s c r i b i e n d o  f u e r a n  mas a c c e s i b l e s  a l a  n u c l e a s a .

S in  embargo,  se  han o b t e n i d o  r e s u l t a d o s  que p a r e c e n  i n d i c a r  

q u e  e s t o  no e s  a s î .  Kohno y c o l .  ( 1983)  h a n  o b s e r v a d o  q u e  en  

exceso  de RNA p o l i m e r a s a  e l  DNA de l a  c r o m a t i n a  se  hace  mas 

r e s i s t e n t e  a l a  d i g e s t i ô n  con n u c l e a s a  m i c r o c o c a l .  A su  vez ,  

E s t r u c h  y c o l .  ( 1 9 8 6 a )  h a n  o b s e r v a d o  que  e s t a  e n z i m a  a t a c a  

p r e f e r e n t e m e n t e  r e g i o n e s  que no t i e n e n  l a s  h i s t o n a s  h i p e r -  

a c e t i l a d a s .

En l a  F i g u r a  23 s e  m u e s t r a  e l  e s p e c t r o  de  DC en  

l a  r e g i ô n  d e l  u l t r a v i o l e t a  p rôx imo de l a  f r a c c i ô n  S2 o b t e n i d a  a 

p a r t i r  de c é l u l a s  en f a s e  e s t a c i o n a r i a  y e x p o n e n c i a l .  Ambos 

e s p e c t r o s  c o i n c i d e n  e n  p r e s e n t e r  una  b a n d a  de e l i p t i c i d a d  

p o s i t i v a  con e l  mâximo s i t u a d o  sob re  l o s  280 nm. E s t e  r e s u l ­

t a d o  e s  c o m p a t i b l e  con  l a  a u s e n c i a  de RNA e n  e s t a  f r a c c i ô n  

que,  en c a so  c o n t r a r i o ,  d e s p l a z a r l a  e l  mâximo h a c i a  e l  a z u l  

( e l  mâx imo  de 1 RNA s e  e n c u e n t r a  s o b r e  l o s  265 nm y con  una
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e l i p t i c i d a d  mo la r  muy e l e v a d a ) .

La f r a c c i o n  S2 p r o c é d a n t e  de c é l u l a s  en f a s e  e s t a ­

c i o n a r i a  p r é s e n t a  una e l i p t i c i d a d  mo la r  a l o s  280 nm de 2700 

g r a d o s  x cm^ x d e c i m o 1"^ m i e n t r a s  que  l a  m i sma  f r a c c i ô n  

p r o c é d a n t e  de c é l u l a s  en  f a s e  e x p o n e n c i a l  l a  p r é s e n t a  de 

3700 g r a d o s  x cm^ x d e c i m o l ” "*.

E s t o s  d a t o s  s u g i e r e n  que l a  c r o m a t i n a  s o l u b i l i z a d a  

por  a c c i ô n  de l a  n u c l e a s a  m i c r o c o c a l ,  p r o c é d a n t e  de c é l u l a s  

en f a s e  - e s t a c i o n a r i a ,  p r é s e n t a  un mayor g r a d o  de e s t r u c t u r a -  

c i ô n  que l a  f r a c c i ô n  homôloga p r o c é d a n t e  de c é l u l a s  en f a s e  

e x p o n e n c i a l ,  en c o i n c i d e n c i a  con c o m e n t a r i o s  a n t e r i o r e s .

E l  v a l o r  de  [ 1280 l a  f r a c c i ô n  S2 de f a s e  

e x p o n e n c i a l  e s  l i g e r a m e n t e  i n f e r i o r  a l  e n c o n t r a d o  en mues­

t r a s  po c o  e s t r u c t u r a d a s  de c r o m a t i n a  de  e u c a r i o n t e s  s u p e -  

r i o r e s  (Ver  I n t r o d u c c i ô n ) .  Como ya  s e  ha  m e n c i o n a d o  a n t e -  

r i o r m e n t e  l a  l o n g i t u d  d e l  DNA de l a  r e g i ô n  i n t e r n u c l e o s o m a l  

a f e c t a  a l  e s p e c t r o  de DC. La l o n g i t u d  d e l  DNA n u c l e o s o m a l  en  

l e v a d u r a  e s  de  160  pb e n  c o n t r a s t e  co n  l o s  200  pb de DNA e n  

e u c a r i o n t e s  s u p e r i o r e s ,  e s  d e c i r ,  e s  unos  40 pb menor.  E s t e  

puede s e r  e l  mo t ivo  p o r  e l  que l a  f r a c c i ô n  82 de f a s e  expo ­

n e n c i a l  a l c a n z a  s o l o  un v a l o r  de  [ 1280 37 00  g r a d o s  x cm^

X d e c i m o l " ^  f r e n t e  a l o s  4000  a l c a n z a d o s  p o r  l a  c r o m a t i n a  

e u c a r i ô t i c a .

Con r e s p e c t o  a l a  f r a c c i ô n  82 de f a s e  e s t a c i o n a ­

r i a ,  p r é s e n t a  u n a  [ 1280 Bl&o s u p e r i o r  a l  v a l o r  de 20 00  

g r a d o s  x cm^ x d e c i m o 1"^ e n c o n t r a d o  p a r a  f r a c c i o n e s  de  

c r o m a t i n a  muy e s t r u c t u r a d a  en o t r o s  o r g a n i s m e s .  E s t o  i n d i c a  

un menor  g r a d o  de  e s t r u c t u r a  t e r c i a r i a  p a r a  l a  f r a c c i ô n  de  

c r o m a t i n a  de  l e v a d u r a ,  a p e s a r  de  que  como s e  ha  i n d i c a d o  en
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e l  p â r r a f o  a n t e r i o r ,  l a  l o n g i t u d  d e l  DNA i n t e r n u c l e o s o m a l  en 

l a  c r o m a t i n a  de  l e v a d u r a  e s  meno r  que  en  l a  de e u c a r i o n t e s  

s u p e r i o r e s  y su  c o n t r i b u c i ô n  a l  e s p e c t r o  de d i c r o î s m o  c i r c u ­

l a r  ha  de s e r ,  po r  t a n t o ,  t a m b i é n  menor.

Hay o t r a  r e g i ô n  d e l  e s p e c t r o  en  l a  q u e  d i f i e r e n  

l a s  f r a c c i o n e s  S2 de  f a s e  e x p o n e n c i a l  y e s t a c i o n a r i a ,  r e s ­

p e c t  i va m en  t e .  En l a  F i g u r a  23 s e  p u e d e  o b s e r v e r  como l a  

f r a c c i ô n  S2 de f a s e  e s t a c i o n a r i a  m u e s t r a  una banda  de e l i p ­

t i c i d a d  n e g a t i v a  s o b r e  l o s  300 nm, m i e n t r a s  que l a  f r a c c i ô n  

S2 de f a s e  e x p o n e n c i a l  c a r e c e  de e l l a .  Po r  t a n t o ,  e s t o  ha de 

s e r  e l  r e f l e j o  de a l g u n a  d i f e r e n c i a  e n t r e  l a s  e s t r u c t u r a s  de 

ambas  f r a c c i o n e s .  Las  f r a c c i o n e s  S2 p r e s e n t a n  l a  misma d i s -  

m i n u c i ô n  a u n q u e  en  menor  g r a d o  de l a  e l i p t i c i d a d  p o s i t i v a  

con r e s p e c t o  a l  e s p e c t r o  c o n s e r v a t i v e  d e l  DNA y s o l o  una de 

e l l a s  p r é s e n t a  e s t a  banda  n e g a t i v a .  E s t o  p o d r i a  s e r  r e f l e j o  

de un mayor  g r a d o  de  e s t r u c t u r a  t e r c i a r i a ,  c o n  l o  qu e  s u  

c o n t r i b u c i ô n  n e g a t i v a  a l  e s p e c t r o  de d i c r o î s m o  c i r c u l a r  

s é r i a  mayor.  Hay que r e s a l t a r  e l  hecho de que l o s  e s p e c t r o s  

de DC de l a  e s t r u c t u r a  d e l  DNA p r o v o c a d o s  p o r  l a  u n i ô n  de 

l a  h i s t o n a  H1 a l  DNA m u e s t r a n  una banda n e g a t i v a  que comien -  

za  e x a c t a m e n t e  e n  e s t a  z o na  d e l  e s p e c t r o  ( 3 1 0 - 2 9 0  nm).  Po r  

t a n t o ,  e s  p o s i b l e  que  e s t a  b a n d a  n e g a t i v a  s e  d e b a  a l a  

a d q u i s i c i ô n  p o r  p a r t e  d e l  DNA de una  e s t r u c t u r a  t i p o -  p o r  

l a  i n t e r a c c i ô n  con a l g u n a  p r o t e i n a  que,  en e l  c a s o  de l e v a ­

d u r a  no  p u e d e  se  r  l a  h i s t o n a  H1. E l  e s p e c t r o  de  DC de l a  

e s t r u c t u r a  d e l  DNA p r é s e n t a  su  mâximo de e l i p t i c i d a d  en l a  

b a n d a  n e g a t i v a  s o b r e  l o s  265  nm, l o  q u e  p o r  o t r a  p a r t e  

j u s t i f i c a r l a  l a  d i s m i n u c i ô n  de e l i p t i c i d a d  m o l a r  d e l  DNA en 

l a  c r o m a t i n a .



En l a  F i g u r a  24a  s e  m u e s t r a  l a  c u r v a  de d e s n a t u r a ­

l i z a c i ô n  t é r m i c a  de l a  f r a c c i ô n  S2 de c é l u l a s  en f a s e  expo ­

n e n c i a l ,  y en  l a  F i g u r a  25a  l a  c o r r e s p o n d i  e n t e  a l a  mi sma  

f r a c c i ô n  de c é l u l a s  en  f a s e  e s t a c i o n a r i a .  Se puede  o b s e r v e r  

como en ambos c a s o s  s e  a l c a n z ô  un v a l o r  de h i p e r c r o m i c i d a d  

d e l  o r d e n  de 3 0 ,  de  a c u e r d o  con  e l  h e c h o  de n o  p r e s e n t e r  

RNA. P o r  o t r a  p a r t e ,  en  l a s  F i g u r a s  24B y 2 5 B s e  m u e s t r a  l a  

p r i m e r a  d e r i v a d a  de l a  cu rva  de d e s n a t u r a l i z a c i ô n  c o r r e s p o n -  

d i e n t e .  Se puede  o b s e r v e r  como ambas  m u e s t r a s  p r e s e n t a n  dos 

t r a n s i c i o n e s  p r i n c i p a l e s  cuyas  Tm son 72 y 81 °C r e s p e c t i v a -  

m e n t e .  En l a  f r a c c i ô n  S2 de  c é l u l a s  en  f a s e  e x p o n e n c i a l  l a  

p r i m e r a  t r a n s i c i ô n  e s  de  meno r  l o n g i t u d  q u e  l a  s e g u n d a ,  

l l e g a n d o  a o b s e r v a r s e  un mînimo e n t r e  ambas  t r a n s i c i o n e s .  En 

l a  f r a c i ô n  S2 de c é l u l a s  e n  f a s e  e s t a c i o n a r i a  s i g u e  s i e n d o  

de mayor  m a g n i t u d  l a  s e g u n d a  t r a n s i c i ô n ,  p e r o  l a  p r i m e r a  

pa sa  a s e r  un hombro de l a  misma.  En c o n c l u s i o n ,  l a  f r a c c i ô n  

s o l u b i l i z a d a  p o r  d i g e s t i ô n  s u a v e  de  l a  c r o m a t i n a  p r é s e n t a  

una mayor e s t a b i l i d a d  f r e n t e  a l a  d e s n a t u r a l i z a c i ô n  t é r m i c a  

c u a n d o  p r o c é d é  de c é l u l a s  en  f a s e  e s t a c i o n a r i a .  E s t o  ha  de 

d e b e r s e  a una d i f e r e n t e  i n t e r a c c i ô n  e n t r e  e l  DNA y p r o t e i n a s  

en ambas  f a s e s .

E s t u d i o  de l a  f r a c c i ô n  S2'

El  s e d i m e n t o  P2 o b t e n i d o  t r a s  l a  l i s i s  n u c l e a r  se  

d i a l i z ô  f r e n t e  a T r i s  5 mM, EDTA 1 mM pH 7 .5  y s e  o b t u v o  l a  

f r a c c i ô n  S2 '  de l a  f o r m a  q u e  s e  d e s c r i b e  e n  e l  a p a r t a d o

2.6.1.  El  e s p e c t r o  de a b s o r c i ô n  de ambas m u e s t r a s  i n d i c a  una 

muy b a j a  r e l a c i ô n  A230 /A260 1° que e s  l ô g i c o  s i  se  t i e n e  en
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F i g u r a  2 4 . -  A) P e r f i l  de d e s n a t u r a l i z a c i ô n  t é r m i c a  o b t e n i d o  

c o n  l a  f r a c c i ô n  S 2 o b t e n i d a  a l  d i g e r i r  n û c l e o s  en  

c o n d i c i o n e s  suav es .  Los n û c l e o s  p r o c e d i a n  de c é l u l a s  en f a s e  
e x p o n e n c i a l .

B) Curva d e r i v a d a  d e l  p e r f i l  de d e s n a t u r a l i z a ­
c i ô n .
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F i g u r a  2 5 . -  A) P e r f i l  de  d e s n a t u r a l i z a c i ô n  t é r m i c a  de  l a  

f r a c c i o n  S2 o b t e n i d a  a l  d i g e r i r  l o s  n û c l e o s  en  c o n d i c i o n e s  

sua ves ,  p r o c e d e n t e  de c é l u l a s  en f a s e  e s t a c i o n a r i a

B) Curva d e r i v a d a  d e l  p e r f i l  de d e s n a t u r a l i z a ­
c i ô n .



cu en t a  e l  e l e v a d o  c o n t e n i d o  en RNA (Tabl a  XI) .  E s t a  r e l a c i ô n  

e s  meno r  que  l a  de l a  f r a c c i ô n  S2 de l a  d i g e s t i ô n  h a s t a  e l  

5% de s o l u b i l i d a d  en â c i d o ,  l o  que puede r e l a c i o n a r s e  con e l  

hecho de que l a  r e l a c i ô n  p r o t e i n a / â c i d o  n u c l e i c o  e s  menor en 

e s t e  c a s o .  En l a  F i g u r a  26 s e  m u e s t r a  e l  e s p e c t r o  de DC de 

e s t a s  f r a c c i o n e s  S2* o b t e n i d a  s a p a r t i r  de c é l u l a s  en  f a s e  

e x p o n e n c i a l  y en  f a s e  e s t a c i o n a r i a .  El  e l e v a d o  c o n t e n i d o  en 

RNA que m u e s t r a  e s t a  f r a c c i ô n  e s  c o n s e c u e n t e  con e l  e s p e c t r o  

o b t e n i d o .  Se puede o b s e r v e r  como a p a r e c e  una banda  de e l i p ­

t i c i d a d  p o s i t i v a  cuyo mâximo se  e n c u e n t r a  a l o s  267 -268  nm y 

co n  un v a l o r  de e l i p t i c i d a d  de 10 00 0  g r a d o s  x cm^ x d e c i m o l "  

^ . El  hecho de que e l  v a l o r  de e l i p t i c i d a d  no s e a  mâs e l e v a ­

do  a s  1 como q u e  e l  d i c r o î s m o  a m e n o r e s  l o n g i t u d e s  de onda  

i n d i q u e  l a  p r e s e n c i a  de  p r o t e i n a s ,  s u g i e r e  que  e n  l a  f r a c ­

c i ô n  S2* hay  t a m b i é n  una  p e q u e h a  p r o p o r c i ô n  de  c r o m a t i n a .  

Ambos e s p e c t r o s  m u e s t r a n  una g r a n  s e m e j an z a  con l o s  o b t e n i -  

dos  con l a s  f r a c c i o n e s  32 en l a s  d i g e s t i o n e s  h a s t a  un 5^ de 

s o l u b i l i d a d  en  â c i d o .  No e s  e x t r a h o  d a d o  que  c o i n c i d e n  en  

p r e s e n t e r  e l e v a d o s  n i v e l e s  de RNA.

El  m a t e r i a l  p r é s e n t e  e n  l a  f r a c c i ô n  8 2 ’ no  p r o ­

cédé ,  a l  menos p r i n c i p a l m e n t e ,  de l a  d i g e s t i ô n  con n u c l e a s a ,  

p u e s t o  que no s e  l i b e r a  cuando  se  l i s a n  l o s  n û c l e o s .  As î ,  l a  

s o l u b i l i z a c i ô n  debe t e n e r  o t r a  c au sa .  El  método s e g u i d o  p a r a  

l a  o b t e n c i ô n  de 32 '  e s  e l  mismo a l  u s a d o  p a r a  l a  o b t e n c i ô n  

de l a  DNH l o  qu e  i n d i c a  q u e  e l  m o t i v o  de l a  s o l u b i l i z a ­

c i ô n  p o d r i a  s e r  e l  mismo. Las  d i f e r e n c i a s  e x i s t a n t e s  e n t r e  

e l  m a t e r i a l  s o l u b i l i z a d o  a p a r t i r  de  c r o m a t i n a  de  c é l u l a s  

machacadas  y de n û c l e o s  d i g e r i d o s  l i s a d o s  puede  d e b e r s e  a l  

método de p r e p a r a c i ô n .
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F i g u r a  2 6 . -  E s p e c t r o s  de  d i c r o î s m o  c i r c u l a r  de  l a s  

f r a c c i o n e s  S2’ o b t e n i d a s  a l  d i g e r i r  l o s  n û c l e o s  de l e v a d u r a

con n u c l e a s a  m i c r o c o c a l  en c o n d i c i o n e s  su a ve s .  (----------) Fa se

e x p o n e n c i a l ;  (--------- ) Fa se  e s t a c i o n a r i a .
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En l a  b a n d a  p o s i t i v a  d e l  e s p e c t r o  l a s  m u e s t r a s  

p r o c é d a n t e s  de c é l u l a s  en f a s e  e s t a c i o n a r i a  y en f a s e  expo ­

n e n c i a l  no  p r e s e n t a n  c l a r a s  d i f e r e n c i a s .  E s t o  p u e d e  s e r  

d e b i d o  a q u e  e l  c o n t e n i d o  e n  RNA e s  t a n  e l e v a d o  que  e n m a s c a -  

r a  l a  c o n t r i b u c i ô n  de l a  c r o m a t i n a .  S i n  e m b a r g o ,  s e  p u e d e  

a p r e c i a r  una d i f e r e n c i a  en l a  zona a l r e d e d o r  de l o s  300 nm, 

r e g i ô n  d e l  e s p e c t r o  e n  l a  que  s o l o  c o n t r i b u y e  l a  s u p e r e s ­

t r u c t u r a  de l a  c r o m a t i n a .  Es p o s i b l e  que l a  e x p l i c a c i o n  sea  

l a  misma que en e l  c a so  de l a s  f r a c c i o n e s  S2.

Con r e s p e c t o  a l a s  c u r v a s  de d e s n a t u r a l i z a c i ô n  

t é r m i c a  de l a s  f r a c c i o n e s  32* se  o b t u v i e r o n  unos r e s u l t a d o s  

a c o r d e s  co n  e l  e l e v a d o  c o n t e n i d o  e n  RNA. A s î ,  m o s t r ô  muy 

b a j a  h i p e r c r o m i c i d a d  y no se  p u d i e r o n  d e t e r m i n e r  l a s  t r a n s i ­

c i o n e s  t é r m i c a s .

Los  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  c on  n û c l e o s  de l e v a d u r a  

i n d i c a n  qu e  a l  menos  hay  d o s  d i f e r e n t e s  f r a c c i o n e s  e n  s u  

c r o m a t i n a  que  d i f i e r e n  en  s u  a c c e s i b i l i d a d  a l a  n u c l e a s a  

m i c r o c o c a l .  La f r a c c i ô n  mâs a c c e s i b l e  e s  a t a c a d a  p r e f e r e n t e ­

men te  p o r  l a  e n z i m a ,  de  ma ne r  a que  s e  s o l u b i l i z a ,  a l  me nos  

p a r c i a l m e n t e ,  i n c l u s o  con una d i g e s t i ô n  suave .  Una d i g e s t i ô n  

mâs i n t e n s a  p a r e c e  l i b e r a r  p r i n c i p a l m e n t e  RNA a s o c i a d o  a l a  

c r o m a t i n a ,  e l  c u a l  se  s o l u b i l i z a  t a m b i é n  po r  d i â l i s i s  f r e n t e  

a un t a m p ô n  de  b a j a  f u e r z a  i ô n i c a .  L ô g i c a m e n t e ,  e s t a  m ayo r  

d i g e s t i ô n  debe  a f e c t a r  a una mayor p r o p o r c i ô n  de c r o m a t i n a  

que en  l a  d i g e s t i ô n  s u a v e ,  p e r o  ha  de m o s t r a r  t a m b i é n  u n a  

a c c e s i b i l i d a d  mayor  q u e  e l  r e s t o  de l a  c r o m a t i n a .  En t o d o  

ca s o ,  e s t a  c r o m a t i n a  no ha s i d o  e s t u d i a d a  d e b i d o  a l  e l e v a d o



c o n t e n i d o  e n  RNA. En c o n c l u s i o n ,  l a  d i g e s t i o n  con  n u c l e a s a  

m i c r o c o c a l  de n û c l e o s  de l e v a d u r a  m a n i f i e s t a  l a  e x i s t e n c i a  

de  a l  menos  d o s  d i f e r e n t e s  f r a c c i o n e s  e n  l a  c r o m a t i n a  q u e  

d i f i e r e n  e n  l a  s u s c e p t i b i l i d a d  a l a  e n z i m a ,  l o  c u a l  p u e d e  

e s t a r  r e l a c i o n a d o  con l a  a c t i v i d a d  t r a n s c r i p c i o n a l .

E l  m a t e r i a l  s o l u b i l i z a d o  med i  a n t e  l a  d i g e s t i o n  

suave  de n û c l e o s  p r o c e d e n t e s  de c e l u l a s  en f a s e  e s t a c i o n a r i a  

m u e s t r a  un d i f e r e n t e  e s p e c t r o  de DC que  e l  mismo m a t e r i a l  

p r o c é d a n t e  de c e l u l a s  e n  f a s e  e x p o n e n c i a l ,  i n d i c a n d o  q u e  

e s t e  p o s e e  una  menor  e s t r u c t u r a c i o n .  De e s t a  f o r m a ,  l a  

c r o m a t i n a  s o l u b l e  de c e l u l a s  e s t a c i o n a r i a s  t e n d r i a  un mayor 

g r a d o  de e s t r u c t u r a  t e r c i a r i a .  E s t o  e s t a  de a c u e r d o  con l o s  

r e s u l t a d o s  de  l a  c i n e t i c a  de d i g e s t i o n  de l o s  n û c l e o s  con  

n u c l e a s a  m i c r o c o c a l .  E s t o s  e s t u d i o s  ha n  mos t r a d o  como l a  

d i g e s t i o n  t r a n s c u r r e  a mayor  v e l o c i d a d  e n  l o s  n û c l e o s  de  

f a s e  e x p o n e n c i a l ,  i n d i c a n d o  una  mayor  a c c e s i b i l i d a d  a l a  

enz ima  y una menor e s t r u c t u r a c i o n .

Po r  o t r a  p a r t e ,  l o s  e s t u d i o s  de d e s n a t u r a l i z a c i ô n  

t é r m i c a  i n d i c a n  q u e  e l  DNA e s t a  mas e s t a b i l i z a d o  e n  l a  

c r o m a t i n a  s o l u b l e  de  c e l u l a s  e n  f a s e  e s t a c i o n a r i a .  E s t o  

puede  i m p l i c a r  una v a r i a c i o n  en l a s  i n t e r a c c i o n e s  d e l  DNA, 

q u i z a  po r  a p a r i c i o n  de nuev as  p r o t e i n a s  o p o r  m o d i f i c a c i o n  

de l a s  ya e x i s t a n t e s .  E s t a s  n u e v a s  p r o t e i n a s ,  o e n  su  c a s o  

l a s  m o d i f i c a c i o n e s  p o d r l a n  s e r  l a s  r e s p o n s a b l e s  de l o s  cam- 

b i o s  e s t r u c t u r a l e s  e n t r e  ambas c r o m a t i n a s  s o l u b l e s .



3 . 7 .  ESTUDIOS ESTRUCTURALES CON MONONUCLEOSOMAS DE LEVADURA

F i n a l m e n t e ,  con v i s t a s  a c o n s e g u i r  mayor  i n f o r m a -  

c i o n  de l a  c r o m a t i n a  de  l e v a d u r a  s e  p l a n t e ô  e l  e s t u d i o  de  l a  

sub un id ad  de l a  misma,  e l  mononucleosoma.  Los mononuc l eoso-  

ma s de l e v a d u r a  ya  h a n  s i d o  a i s l a d o s  a p a r t i r  de n û c l e o s  

p o r  L o h r  y c o l .  ( 1 977 )  y N e l s o n  y c o l .  ( 1977 )  a u n q u e  no  en  

s u f i c i e n t e  c a n t i d a d  como p a r a  po de r  r e a l i z a r  e s t u d i o s  e s p e c -  

t r o s c ô p î c o s  con  l o s  m i s m o s .  P o s t e r i o r m e n t e , Lee  y c o l .  

( 1982 )  t a m b i é n  p r e p a r a r o n  n u e l e o s o m a s  de l e v a d u r a  p e r o  a 

p a r t i r  de  un m a t e r i a l  seme  j a n t e  a l a  DNH p u r a ,  l o  q u e  s u ­

g i e r e  que su s  r e s u l t a d o s  p o d r l a n  h a b e r s e  v i s t o  m o d i f i c a d o s  

p o r  e l  m é t o d o  de  o b t e n c i ô n  q u e  t a l  y como ya  s e  ha  c o m e n t a d o  

a n t e r i o r m e n t e  c o n l l e v a  c i z a l l a .

Pa r a  e v i t a r  e s t o s  p r o b l è m e s ,  en e s t a  i n v e s t i g a c i ô n  

s e  h a n  a i s l a d o  m o n o n u c l e o s o m a s  de l e v a d u r a  a p a r t i r  de 

n û c l e o s ,  s i e n d o  e s t a  l a  p r i m e r a  vez que se  r e a l i z a n  e s t u d i o s  

e s t r u c t u r a l e s  so b r e  mononucleosomas  p r e p a r a d o s  de e s t a  mane-  

r a .  P a r a  e v i t a r  t a m b i é n  p r o b l e m a s  de r e n d i m i e n t o  s e  ha  

p a r t i d o  s i e m p r e  de c é l u l a s  en f a s e  e s t a c i o n a r i a .

3 . 7 . 1 .  AISLAMIENTO DE MONONUCLEOSOMAS DE LEVADURA

El a i s l a m i e n t o  de mononucleosomas  se  p l a n t e ô  de l a  

f o r ma  que se  ha d e s c r i t o  en e l  a p a r t a d o  2 .6 .3 . ,  b a s a d a  en e l  

método d e s c r i t o  por  Nel son  y c o l .  (1977) .  P a r a  o p t i m i z e r  e l  

p r o c e d i m i e n t o  s e  l l e v ô  a cabo un a n â l i s i s  de l o s  t amahos  de 

l o s  f r a g m e n t o s  de DNA a d i f e r e n t e s  t i e m p o s  de d i g e s t i ô n  de 

l o s  n û c l e o s  de  l e v a d u r a  con  n u c l e a s a  m i c r o c o c a l .  P a r a  e l l e
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s e  a i s l ô  e l  DNA de l a s  d i f e r e n t e s  a l i c u o t a s  y s e  some t i o  a 

e l e c t r o f o r e s i s  segün se  d e s c r i b e  en e l  a p a r t a d o  2.8 .3 .  En l a  

F i g u r a  27 s e  m u e s t r a  e l  r e s u l t a d o  de e s t e  e s t u d i o .  Se puede 

o b s e r v a r  en l a  misma c5mo a n t e s  d e l  comienzo  de l a  d i g e s t i o n  

e l  DNA e s  de  a l t o  p e s o  m o l e c u l a r .  A m e d i d a  qu e  a v a n z a  l a  

d i g e s t i o n  e l  tamafio de l o s  f r a g m e n t o s  de DNA va d i s m i n u y e n -  

do,  a p a r e c i e n d o  ya m o n o n u c l e o s o m a s  a l o s  d o s  m i n u t o s  de 

d i g e s t i o n .  Conforme va aumentando e l  t i e m p o  de d i g e s t i o n  van 

d i sm in u y e n d o  de i n t e n s i d a d  l a s  ba nd as  c o r r e s p o n d i e n t e s  a l o s  

f r a g m e n t o s  de mayor tamafio y se  va i n c r e m e n t a n d o  l a  i n t e n s i ­

dad de l a  banda c o r r e s p o n d i e n t e  a l  mononucl eosoma,  h a s t a  e l  

momento en e l  que e s t a  t a m b i é n  emp ieza  a d i s m i n u i r .  A l o s  45 

m in u t o s  ya hay c a s i  e x c l u s i v a m e n t e  mononuc l eosomas  y a l o s  

120 m in u to s  p r â c t i c a m e n t e  ya no e x i s t e n .

Con o b j e t o  de o b t e n e r  e l  mâximo r e n d i m i e n t o  p o s i ­

b l e  en mononucleosomas  l o s  n û c l e o s  de l e v a d u r a  se  d i g i r i e r o n  

en  l a s  c o n d i c i o n e s  d e s c r i t a s  e n  e l  a p a r t a d o  2 . 6 . 3 .  d u r a n t e  

30  m i n u t o s .  T r a s  p a r a r  l a  r e a c c i ô n  l o s  n û c l e o s  s e  l i s a r o n  

p o r  d i â l i s i s  . La f r a c c i ô n  s o l u b l e  82 s e  o b t u v o  medi  a n t e  

c e n t r i f u g a c i ô n  de l a  mezc l a  a 2000 g d u r a n t e  10 m i n u t o s ,  con 

l o  que  s e d i m e n t a r o n  l o s  r e s i d u o s  i n s o l u b l e s  de l o s  n û c l e o s .

E l  t amaf îo  d e l  DNA p r é s e n t e  e n  l a  f r a c c i ô n  32 s e  

a n a l i z ô  m e d i a n t e  e l e c t r o f o r e s i s .  En l a  F i g u r a  28 s e  m u e s t r a  

e l  r e s u l t a d o  de l a  e l e c t r o f o r e s i s  en g e l  de p o l i a c r i l a m i d a -  

a g a r o s a  d e l  DNA a i s l a d o  de d i c h a  f r a c c i ô n ,  o b se r v a n d o s e  como 

p r é s e n t a  un c o n t e n i d o  m a y o r i t a r i o  en mononuc l eosomas ,  c o n t e -  

n i e n d o  t a m b i é n  d i n u e l e o s o m a  s.  S i n  e m b a r g o ,  no  s e  o b s e r v a n  

f r a g m e n t e s  de mayor tamafîo,  l o  que c o n c u e rd a  con l o s  r e s u l ­

t a d o s  de l a  c i n e t i c a  menc ionados  a l  comienzo  de e s t e  a p a r t a -
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F i g u r a  2 7 . -  I m a g e n  e l e c t r o f o r é t i c a  de  l o s  f r a g m e n t o s  de  DNA 

g e n e r a d o s  e n  l a  d i g e s t i o n  d e  l o s  n û c l e o s  c o n  n u c l e a s a  

m i c r o c o c a l  a d i f e r e n t e s  t i e m p o s  de  i n c u b a c i o n ;  a ) 2  m i n ; b ) 5  

m i n  ; c ) 1 0  m in  ; d)  15 m i n  ; e )  2 0  m i n ;  f  ) 3 0  m i n  ; g )  45  m i n ;  h)  6 0  

min ;  i  ) 90 m i n ; j )  120  m in ;  k )  180 m in .



d o .

P o r  o t r a  p a r t e ,  e n  l a  F i g u r a  28 s e  m u e s t r a  e l  

e s p e c t r o  de  a b s o r c i ô n  e n  l a  r e g i ô n  UV de l a  f r a c c i ô n  S2,  

mo s t r and o  un a s p e c t o  t l p i c o  de m a t e r i a l  n u c l e o p r o t e î c o .  La 

^ 26 0  de 1.81 i  0.1 y l a  r e l a c i ô n  ^ 2 3 0 / ^ 2 6 0  de 1 .05 .

3 . 7 . 1 . 1 .  CROMATOGRAFIA EN BIOGEL A-5 m

D e b i d o  a q u e  l a  c e n t r i f u g a c i ô n  e n  g r a d i e n t e  de 

s a c a r o s a  no f ue  u t i l  p a r a  e l  a i s l a m i e n t o  de l o s  mononucl eo­

somas ,  se  l l e v ô  a cabo e l  f r a c c i o n a m i e n t o  de S2 po r  c r o m a t o -  

g r a f l a  en B io-Ge l  A-5m.

La f r a c c i ô n  S2 o b t e n i d a  t r a s  d i g e s t i ô n  de l o s  

n û c l e o s  de l e v a d u r a  con n u c l e a s a  m i c r o c o c a l  se  c o n c e n t r ô  por  

u l t r a f i l t r a c i ô n  a t r a v é s  de una membrana PM-30 (Amicon) que 

p e r m i t e  e l  pa so  de m o l é c u l e s  con un pe so  m o l e c u l a r  de h a s t a  

3 0 0 0 0 . En l a  F i g u r a  29 s e  m u e s t r a  e l  e s p e c t r o  de a b s o r c i ô n  

de l a  f r a c c i ô n  S2 c o n c e n t r a d a  y e l  de  1 e l u î d o  de l a  u l t r a -  

f i l t r a c i ô n .  Como se  o b s e r v a ,  e l  e s p e c t r o  d e l  e l u i d o  m u e s t r a  

una A250 Que e s  i m p o r t a n t e  s i  se  compara  con l a  de l a  f r a c ­

c i ô n  32 a n t e s  de l a  c o n c e n t r a c i ô n .  E s t o  e s  d e b i d o  a que  a 

t r a v é s  de  l a  membrana  PM-30 p a s a n  l o s  o l i g o n u c l e ô t i d o s  de 

peso  m o l e c u l a r  i n f e r i o r  a 30000,  g e n e r a d o s  d u r a n t e  l a  d i g e s ­

t i ô n  e n z i m a t i c a .  P o r  t a n t o ,  un g r a n  t a n t o  p o r  c i e n t o  de  l a  

A260 l a  f r a c c i ô n  32 se  debe  a o l i g o n u c l e ô t i d o s .  Po r  o t r a  

p a r t e ,  e l  e s p e c t r o  de  a b s o r c i ô n  d e l  e l u i d o  de l a  u l t r a f i l ­

t r a c i ô n ,  con su  b a j a  ^230* i n d i c a  una a u s e n c i a  c a s i  t o t a l  de 

p r o t e i n a s  y por  t a n t o  de c r o m a t i n a .  E s t o  se  comprobô med ian ­

t e  e l  a i s l a m i e n t o  y e l e c t r o f o r e s i s  d e l  DNA de e s t e  e l u i d o ,  

no a p a r e c i e n d o  n i nguna  banda  en e l  g e l .

La f r a c c i ô n  32 se  s o m e t i ô  a c r o m a t o g r a f l a  de p e n e -  

t r a b i l i d a d  como s e  d e s c r i b e  e n  e l  a p a r t a d o  2 . 6 . 3 .  En l a
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F i g u r a  30 se  m u e s t r a  e l  p e r f i l  de e l u c i ô n  de d i c h a  c r o m a t o ­

g r a f  l a ,  r e p r e s e n t a n d o s e  l a  e l u i d o  e n  f u n c i ô n  d e l

numéro de f r a c c i ô n .

Se p u e d e  o b s e r v a r  que  en  e l  v o l u m e n  de  e x c l u s i o n  

a p a r e c e  un p i c o  de A2 5 0  s e g u i d o  de o t r o s  d o s  p i c o s  s o l a p a -  

dos.  En e s t a  r e g i ô n  d e l  p e r f i l  se  e s t u d i ô  e l  tamafio d e l  DNA 

q u e  c o n t e n î a  c a d a  f r a c c i ô n .  En l a  F i g u r a  31 s e  m u e s t r a  e l  

r e s u l t a d o  de l a  e l e c t r o f o r e s i s  l l e v a d a  a  cabo en l a s  c o n d i ­

c i o n e s  d e s c r i t a s  en  e l  a p a r t a d o  2 .8.3.  con e l  DNA a i s l a d o  de 

d i f e r e n t e s  f r a c c i o n e s  de l a  c r o m a t o g r a f l a .  De e s t a  f o rma  se  

comprobô que en e l  volumen de e x c l u s i o n  no h a b î a  DNA, y que 

l o s  o t r o s  dos p i c o s  c o n t e n î a n  d i n u c l e o s o m a s  y mo no nuc l eoso ­

mas r e s p e c t i v a m e n t e .  Por  d e l a n t e  d e l  p r i m e r o  de e s t o s  p i c o s  

s e  e n c o n t r a b a  DNA de mayor  tamaf îo  que  d e b e  c o r r e s p o n d e  r  a 

c r o m a t i n a  de a l t o  pe so  m o l e c u l a r .  Debido a l  s o l a p a m i e n t o  de 

l o s  p i c o s ,  e s t o s  a p a r e c e n  c o n t a m i n a d o s  c o n  f r a g m e n t o s  de 

d i f e r e n t e  tamafîo.  Con v i s t a s  a o b t e n e r  mononucl eosomas  pu-  

r o s ,  s e  r e c o g i ô  e x c l u s i v a m e n t e  l a  c a î d a  d e l  p i c o  de l o s  

mismos,  c o n s t i t u y e n d o  e l  p i c o  IV de l a  c r o m a t o g r a f î a .  Des-  

p u é s  s e  a g r u p a r o n  l a s  f r a c c i o n e s  en  l o s  p i c o s  I I  y I I I  como 

se  d e t a l l a  en  l a  F i g u r a  30.

P o s t e r i o r m e n t e  se  p r o c e d i ô  a l  a i s l a m i e n t o  d e l  DNA 

de cada  une de e s t o s  p i c o s  y se s o m e t i ô  a e l e c t r o f o r e s i s  en 

g e l  de p o l i a c r i l a m i d a - a g a r o s a  en l a  f o rma  en que s e  d e s c r i b e  

en e l  a p a r t a d o  2.8.3.  En l a  F i g u r a  31 se m u e s t r a  e l  r e s u l t a ­

do de  l a  e l e c t r o f o r e s i s  t r a s  t e f î i r  e l  g e l  c o n  b r o m u r o  de 

e t i d i o .  P u e de  c o m p r o b a r s e  como e n  e l  p i c o  I  no  h a y  DNA; e n  

e l  p i c o  I I  hay  c r o m a t i n a  de  a l t o  p e s o  m o l e c u l a r  j u n t o  con  

d i n u c l e o s o m a s ;  e n  e l  p i c o  I I I  h a y  una  m e z c l a  de mono y
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d i n u c l e o s o m a  s;  y e n  e l  p i c o  IV hay e x c l u s !  va men t e  mononu-  

c l e o s o m a s  ( C o r e s  n u c l e o s o m a l e s ) . Los  p l c o s  I I ,  I I I  y IV s e  

c o n c e n t r a r o n  con  o b j e t o  de r e a l i z a r  co n  e l l o s  p os  t e r l o r e s  

e s t u d l o s .

3 . 7 . 2 .  DICROISMQ CIRCULAR DE MQNONUCLEOSOMAS

Los e s p e c t r o s  de d i c r o î s m o  c i r c u l a r  son unos  s e n ­

s i b l e s  i n d i c a d o r e s  de l a s  e s t r u c t u r a s  s e c u n d a r i a s  t a n t o  de 

p r o t e ï n a s  como de â c i d o s  n u c l e i c o s .  E s p e c l f i c a m e n t e ,  1 o s  

e s p e c t r o s  de  n u e l e o h i s t o n a s  e n t r e  1 os 2 5 0  y 1 os 320  nm 

r e f l e j a n  s o l o  l a  c o n f o r m a t i o n  d e l  DNA p u e s t o  que l a s  h i s t o -  

n a s  pose en  pocos  r e s i d u o s  a r o m â t i c o s .

El e s p e c t r o  de d i c r o î s m o  c i r c u l a r  en e l  UV p roximo 

de l o s  mononucl eosomas  de l e v a d u r a  r e a l i z a d o  s egûn  se  d e s ­

c r i b e  e n  e l  a p a r t a d o  2 . 7 . 1 .  s e  m u e s t r a  e n  l a  F i g u r a  32 .  Se 

o b s e r v a  l a  p r e s e n c i a  de un mâximo de e l i p t i c i d a d  p o s i t i v a  

s o b r e  l o s  282  nm y un hombro  a l o s  277  nm, c o n  u n o s  v a l o r e s  

de  e l i p t i c i d a d  de [ l 282~  2 750  g r a d e s  x cm^ x d e c i m o  1"^ y
[ ] ^7 = 912% crrados X cm^ % d e c i m o  1 " ^ .  F . s t os  v a l o r e s  dm 

A l i n t i c i d a d  son del  mismo nrden nne l o s  o b t e n i d o s  con mono- 

nno l eos omss  de e i i c a r i o n t e s  s u p e r i o r e s ,  s i  b i e n  e s  a l g o  e l e -  

vado p a r a  t r a t a r s e  de c o r e s  (Cowman y Fasman,  1978;  Watanabe 

e I s o ,  1 9 8 1 ) .  Ademâs ,  l a  l o n g i t u d  de  onda  a l a  que  l a  e l i p ­

t i c i d a d  c a m b i a  de s i g n o  e s t a  s o b r e  l o s  26 3  nm, 1 o que  t a m -  

b i é n  c o i n c i d e  con l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  con o t r o s  o r g a ­

n i smes  .

Cowman y Fasman (1978) han comprobado que l a  e l i p ­

t i c i d a d  molar  d e l  mononucleosoma so b re  l o s  280 nm depends  de
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Longitud de onda (nm)

F i g u r a  3 2 . -  E s p e c t r o  de d i c r o î s m o  c i r c u l a r  de mononuc l eoso ­

mas de l e v a d u r a  (-------- ) y de DNA de l e v a d u r a  (-------- ). Se

m u e s t r a  t a m b i é n  e l  e s p e c t r o  de d i f e r e n c i a .



l a  l o n g i t u d  de  s u  DNA, de f o r m a  que  e l  meno r  v a l o r  de  e l i p ­

t i c i d a d  se  o b t i e n e  con l a  p a r t i c u l e  c o r e  n u c l e o s o m a l  de 140 

pb ([  1284“ 19 00 +2 0 0  g r a d o s  x cm^ x d e c i m o  1~^ ) .  Ademâs ,  

c o n f o r m e  s e  r e d u c e  l a  l o n g i t u d  de DNA s e  p r o d u c e  l a  a p a r i -  

c i ô n  de un a ba n d a  de  e l i p t i c i d a d  n e g a t i v e  a 2 95  n m , y e l  

p u n t o  de c o r t e  d o n d e  l a  e l i p t i c i d a d  s e  h a c e  n e g a t i v e  s u f r e  

un d e s p l a z a m i e n t o  a m a y o r e s  l o n g i t u d e s  de onda  (Cowman y 

Fasman ,1978).  El  e s p e c t r o  de d i c r o î s m o  c i r c u l a r  de l o s  mono­

nu c l e o so m as  de l e v a d u r a  no m u e s t r a  e s a  banda n e g a t i v e  a l o s  

295 nm, en l o  que c o i n c i d e  con l o s  mononucl eosomas  de e u c a -  

r i o n t e s  s u p e r i o r e s  con  un a l o n g i t u d  de  2 00  pb .  P o r  t a n t o ,  

l o s  mononucleosomas  de l e v a d u r a  m u e s t r a n  une g r a n  s e m e ja nz a  

en c u an to  a s u  e s p e c t r o  de d i c r o î s m o  c i r c u l e r ,  t a n t o  c u a l i -  

t a t i v a  como c u a n t i t a t i v a m e n t e ,  con l o s  mononucleosomas  de 

e u c a r i o n t e s  s u p e r i o r e s  de 200 pb de  l o n g i t u d ,  p e r o  s i n  

embargo,  su  l o n g i t u d  de DNA e s  mucho menor .

Cowman y Fasman (1978) han comprobado t a m b i é n  que 

l a  e l i p t i c i d a d  de l o s  mononucleosomas se  ve a f e c t a d a  por  l a  

p r e s e n c i a  de l a  h i s t o n a  H1 (6 H5).  La c o m p l é t a  e l i m i n a c i ô n  

de  H1 y H5 p r o v o c a  un i n c r e m e n t o  en  l a  e l i p t i c i d a d  a 283 nm, 

t a n t o  en c r o m a t i n a  como en  l o s  d i f e r e n t e s  t i p o s  de mononu­

c l e o s o m a s ,  c o n  l a  e x c e p c i ô n  de l a s  p a r t î c u l a  s c o r e .  S i n  

e m b a r g o ,  l a  e l i m i n a c i ô n  de  e s t a s  h i s t o n a s  no d e s t r u y e  l a  

d e p e n d e n c i a  d e l  e s p e c t r o  de d i c r o î s m o  c i r c u l a r  de  mononu­

c l e o so m as  con l a  l o n g i t u d  de DNA que c o n t i e n e n .  E s t e s  a u t o -  

r e s  han  p r o p u e s t o  q u e  l a  f r a c c i ô n  de  DNA l i n k e r  c o n d e n s a d a  

p o r  i n t e r a c c i o n  con  H1 (ô  H5) c o n t r i b u y e  a l  e s p e c t r o  de DC 

de  un a f o r m a  s i m i l a r  a l  de  l a  p a r t î c u l a  c o r e  y q u e  e l  DNA no 

condensado  t i e n e  l a s  mismas  p r o p i e d a d e s  e s p e c t r a l e s  que e l



I

DNA l i b r e .

E l  DNA l i b r e  e n  e s t r u c t u r a  B p r é s e n t a  un m#x4ifno de 

e l i p t i c i d a d  a l o s  275  nm ([ ] 2 7 5 “ 9 5 0 0 ^ 2 0 0  g r a d e s  x cm^ x 

d e c i m o  1"^ ) co n  un homb ro  a 280 nm ( [ 1280"  9 0 00  g r  a d o s  x cm^

X d ë c i m o l ” "*). La g r a n  r e d u c c i o n  de l a  e l i p t i c i d a d  de  l a s  

p a r t i c u l e s  c o r e  con r e s p e c t o  a l a  d e l  DNA l i b r e  s e  ha a t r i -  

bu ldo  a  l a  a d q u i s i c i o n  de e s t r u c t u r a  t e r c i a r i a  po r  p a r t e  d e l  

DNA c u a n d o  s e  e n r o l l a  a l r e d e d o r  d e l  o c t a m e r o  de h i s t o n a s  

(Cowman y Fasman,  1978).  El  r e s t o  d e l  DNA h a s t a  c o m p l e t a r  l a  

l o n g i t u d  t o t a l  d e l  mononucleosoma s o l o  c o n t r i b u i r i a  a l  e s ­

p e c t r o  con l a  e s t r u c t u r a  B d e l  DNA. El  e s p e c t r o  de DC c a l c u -  

l a d o  p a r a  e l  DNA l i n k e r  a p a r t i r  de  l o s  o b t e n i d o s  c on  c r o m a ­

t i n a  y p a r t i c u l e s  c o r e  c o i n c i d e  c a s i  e x a c t a m e n t e  c o n  e l  de  

DNA l i b r e  ( W a t a n a b e  e I s o ,  19 8 1 ) .  De e s t a  f o r m a ,  c u a n t o  

mayor e s  l a  l o n g i t u d  d e l  DNA n u c l e o s o m a l  mayor  e s  l a  e l i p t i ­

c i d a d  en l a  zona de l o s  280 nm. La c o n t r i b u c i o n  a l  e s p e c t r o  

de DC de e s t a  e s t r u c t u r a  t e r c i a r i a  l a  han d e t e r m i n a d o  Cowman 

y F as m an  (19 78 )  s u s t r a y e n d o  a l  e s p e c t r o  de  l a  p a r t i c u l e  

n u c l e o s o m a l  e l  d e l  DNA l i b r e ,  a p a r e c i e n d o  una  b a n d a  de  

e l i p t i c i d a d  n e g a t i v a  c e n t r a d a  a l o s  275 nm. La i n t e n s i d a d  de 

l a  banda  n e g a t i v a  depende  de l a  p r o p o r c i o n  de DNA condensado  

en una manera  e s p e c l f i c a .  Segun e s t o s  a u t o r e s ,  e s t a  banda se  

puede  de b e r  a l a  e s t r u c t u r a  t e r c i a r i a  comp ac t a  d e l  DNA, e s t o  

e s ,  l a  m a n e r a  en  l a  que  e l  DNA s e  e n r o l l a  a l r e d e d o r  d e l  

oc t a me ro  de h i s t o n a s  p e r m i t i e n d o  i n t e r a c c i o n e s  e n t r e  v u e l t a s  

a d y a c e n t e s  de l a  s u p e r h é l i c e .

En l a  F i g u r a  32 s e  m u e s t r a  e l  e s p e c t r o  de d i c r o î s ­

mo c i r c u l a r  e n  e l  UV p r o x i m o  d e l  DNA de l e v a d u r a ,  a i s l a d o  de 

l a  f o r m a  que  s e  d e s c r i b e  en  e l  a p a r t a d o  2 . 8 . 5 .  En e s t e



e s p e c t r o  s e  o b s e r v a  un mâximo de e l i p t i c i d a d  a l o s  275 nm 

{[ 1275” 9300 g r a d o s  x cm^ x d e c i m o l ' 1 )  con un hombro a l o s  

280 nm ([ 1280” 8600  g r a d o s  xcm^ x d e c i m o  1"^ ) ,  r e s u l t a d o s  

que c o nc ue rd a n  t o t a l m e n t e  con l o s  o b t e n i d o s  po r  o t r o s  a u t o ­

r e s  con DNA de o r g a n i s m e s  s u p e r i o r e s .  En l a  misma F i g u r a  se  

m u e s t r a  t am b i én  e l  e s p e c t r o  de d i f e r e n c i a  o b t e n i d o  a l  r e s t a r  

e l  e s p e c t r o  d e l  DNA l i b r e  d e l  e s p e c t r o  o b t e n i d o  c on  l o s  

m o n o n u c l e o s o m a s  de l e v a d u r a .  Se p u e d e  o b s e r v e r  como d i c h o  

e s p e c t r o  m u e s t r a  una banda de e l i p t i c i d a d  n e g a t i v a  c e n t r a d a  

a 275 nm, l o  que c o nc u e rd a  con l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  con 

e u c a r i o n t e s  s u p e r i o r e s .  E s t o  p a r e c e  s u g e r i r  que  e n  e l  n u -  

c l eo so m a  de l e v a d u r a  e l  DNA a d q u i e r e  una e s t r u c t u r a  t e r c i a ­

r i a  s i m i l a r  a l a  de e u c a r i o n t e s  s u p e r i o r e s .  S i n  embargo,  e l  

v a l o r  de  e l i p t i c i d a d  a l c a n z a d o  e s  mucho menor  e n  v a l o r  

a b s o l u t o ,  l o  que p o d r i a  i n d i c a r  un menor g r a d o  de e s t r u c t u r a  

t e r c i a r i a .  Por  t a n t o ,  l o s  r e s u l t a d o s  s u g i e r e n  que e l  DNA en 

e l  m o n o n u c l e o s o m a  de l e v a d u r a  a d q u i e r e  e l  mismo t i p o  de 

s u p e r e s t r u c t u r a  que  e n  l o s  m o n o n u c l e o s o m a s  de e u c a r i o n t e s  

s u p e r i o r e s ,  p e ro  en menor g rado .

La a i t e r a c i ô n  e n  l a s . p r o p i e d a d e s  de d i c r o î s m o  

c i r c u l a r  q u e  a c o m p a h a  l a  c o n d e n s a c i ô n  de DNA p o r  h i s t o n a s  

p o d r î a  d e b e r s e  a un c a m b i o  en  l a  e s t r u c t u r a  s e c u n d a r i a  o a 

a l g ü n  a s p e c t o  de l a  e s t r u c t u r a  t e r c i a r i a .  E s t u d i o s  de e s p e c -  

t r o s c o p î a  Raman (Goodwin  y Br a h m s ,  1978 )  y d i s p e r s i o n  de 

r a y o s  X (Bram, 1971) han mos t rado  que e l  DNA en c r o m a t i n a  y 

en n u c l e o so m as  a i s l a d o s  a d o p t a  una e s t r u c t u r a  s e c u n d a r i a  d e l  

t i p o  B. El  DNA l i b r e  de  p r o t e î n a  en  s o l u c i o n e s  a c u o s a s  de  

b a j a  f u e r z a  i ô n i c a  t a m b i é n  e x i s t e  en  f o r m a  B (Bram,  1971 ;  

M a n i a t i s  y c o l . ,  1 9 7 4 ) ,  no  h a b i e n d o s e  d e t e c t a d o  n i n g u n a



d i f e r e n c i a  e n t r e  ambos t i p o s  de c o n f o r m a c i o n e s .

Una e x p l i c a c i ô n  a l t e r n a t i v a  p a r a  l a s  p r o p i e d a d e s  

de d i c r o î s m o  c i r c u l a r  d e l  DNA n u c l e o s o m a l  p u e d e  s e r  l a  

e s t r u c t u r a  t e r c i a r i a .  Una banda  n e g a t i v a  a  275 nm t a l ,  como 

l a  d e s c r i t a  en  l o s  e s p e c t r o s  de d i f e r e n c i a  c o m e n t a d o s  en  

e s t e  mismo Apa r t a do ,  se  ha o b se r v ad o  p r e v i a m e n t e  en  DNA b a j o  

d i f e r e n t e s  c o n d i c i o n e s :  DNA-Ô ( J o r d a n  y c o l . ,  1972) ,  c om p le -  

j o s  DNA-H1 (F a sm a n  y c o l . ,  1970)  y c o m p l e j o s  D N A - p o l i ( L -  

L i s i n a ) ' (H a y n es  y c o l . ,  1 9 7 0 ) .  En t o d o s  e s t o s  c a s o s  l a  

e s t r u c t u r a  s e c u n d a r i a  d e l  DNA e s  de t i p o  B ( M a n i a t i s  y c o l . ,  

1974; Haynes y c o l . ,  1970) ,  p e ro  e l  DNA se  e n c u e n t r a  conden­

s a d o  e n  una e s t r u c t u r a  c o m p a c t a .  La b a n d a  a 275 nm e s  a p a -  

r e n t e m e n t e  e l  r e s u l t a d o  de l a  i n t e r a c c i o n  de l u z  p o l a r i z a d a  

c i r c u l a r m e n t e  con l a  d i s p o s i c i o n  t e r c i a r i a  o rd ena da .

Aunque s e  ha  p r o p u e s t o  ( J o r d a n  y c o l . ,  1972 )  que  

se  r e q u i e r e n  i n t e r a c c i o n e s  e n t r e  muchas c a d e n a s  de DNA a d y a ­

c e n t e s  en  p a r t i c u l e s  g r a n d e s  p a r a  d a r  l u g a r  a l  e s p e c t r o  @, 

e s  p o s i b l e  que l a  i n t e r a c c i o n  e n t r e  dos  c a d e n a s  de DNA en e l  

n u c l e o s o m a  s e a  s u f i c i e n t e  p a r a  p r o d u c i r  un e f e c t o  de b a j a  

i n t e n s i d a d .  De a c u e rd o  con e l  modelo de nuc l eosoma  de F i n c h  

y c o l .  ( 1 9 7 7 ) ,  l a  d i s t a n c i a  e n t r e  v u e l t a s  a d y a c e n t e s  de  l a  

s u p e r h é l i c e  de DNA e s  a p rox im ad a m en te  6 A. Cowman y Fasman

(1978 )  h a n  p r o p u e s t o  que  e l  e s p e c t r o  de  d i c r o î s m o  c i r c u l a r  

de  n u c l e o s o m a s  c o n t i e n s  una  c o n t r i b u c i o n  de t i p o  @ como 

c o n s e c u e n c i a  de l a  i n t e r a c c i o n  de l u z  p o l a r i z a d a  c i r c u l a r ­

m e n t e  con  l a  e s t r u c t u r a  t e r c i a r i a  o r d e n a d a  de  1 DNA y q u e  

depende de l a  p r o x i m i d a d  de l a s  v u e l t a s  a d y a c e n t e s  de s u p e r ­

h é l i c e ,  De a c u e r d o  con  e s t a  h i p o t e s i  s ,  e n  e l  n u c l e o s o m a  de 

l e v a d u r a  s e  d a r î a  e l  mismo f e n o m e n o .  A h o r a  b i e n ,  l a  b a n d a
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n e g a t i v a  a 275  nm s e  e n c u e n t r a  a un m as  r e d u c i d a  e n  e l  n u ­

c l e o s o m a  de l e v a d u r a  c o n  r e s p e c t o  a l  e s p e c t r o  l o  qu e  

p o d r i a  i n d i c a r  una mayor s e p a r a c i ô n  de l a s  c a d e n a s  de DNA.

3.7.3.  DESNATURALIZACION TERMICA DE MONONUCLEOSOMAS

Los mononucl eosomas  de l e v a d u r a  a i s l a d o s  s e  some-  

t i e r o n  à  d e s n a t u r a l i z a c i o n  t é r m i c a  e n  EDTA 0 . 25  mM pH 8 . 0 ,  

s e g û n  s e  d e s c r i b e  e n  e l  a p a r t a d o  2 . 7 . 3 .  En l a  F i g u r a  33a  s e  

m u e s t r a  e l  p e r f i l  de d e s n a t u r a l i z a c i o n  t é r m i c a  o b t e n i d o ,  

a l c a n z a n d o s e  un v a l o r  de h i p e r c r o m i c i d a d  de 29 a 100 °C, l o  

q u e  c o n c u e r d a  c o n  l o s  v a l o r e s  o b t e n i d o s  p o r  o t r o s  a u t o r e s  

p a r a  DNA ( W a t a n a b e  e I s o ,  1 9 8 1 ) ) .  En l a  F i g u r a  33 b s e  m u e s ­

t r a  l a  p r i m e r a  d e r i v a d a  de d i ch o  p e r f i l  de d e s n a t u r a l i z a c i ô n  

t é r m i c a .  En e l l a  s e  o b s e r v a  un maximo  a l o s  78  °C c o n  un 

hombro  s o b r e  l o s  72 °C. T a m b i é n  p a r e c e  h a b e r  o t r o  p e q u e h o  

h o m br o  s o b r e  l o s  62 °C.  E s t o  i n d i c a  l a  e x i  s t e n c i a  e n  e l  

m o n o n u c l e o s o m a  de l e v a d u r a  de  a l  men os  t r è s  t r a n s i c i o n e s  

t é r m i c a s ,  u n a  m a y o r i t a r i a  c e n t r a d a  a l o s  78  ®C, o t r a  mas  

p e q u e h a  s o b r e  l o s  72 °C y o t r a  ya muy p e q u e h a  s o b r e  l o s  62 

°C. E s t o s  r e s u l t a d o s  c o n c u e r d a n  e n  g r a n  m e d i d a  c o n  l o s  de  

Lee y c o l .  (1982) s i  b i e n  l a s  t e m p e r a t u r a s  de t r a n s i c i o n  que 

e l l o s  o b t i e n e n  s o n  a l g o  i n f e r i o r e s .  A s î ,  e s t o s  a u t o r e s  o b -  

t i e n e n  l a  t r a n s i c i o n  m a y o r i t a r i a  a l o s  75 °C,  l a  s e g u n d a  a 

l o s  68  °C y l a  t e r c e r a  s o b r e  l o s  60  °C.  Es p o s i b l e  que  e s t a  

p r i m e r a  t r a n s i c i o n  se  deba  a l  DNA e s p a c i a d o r  e n t r e  n u c l e o s o ­

mas l i m i t e ,  p u e s t o  que a l g u n o s  de l o s  mononuc l eosomas  a i s l a ­

d o s  no l o  h a b r â n  p e r d i d o  d u r a n t e  l a  d i g e s t i o n  e n z i m a t i c a .
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F i g u r a  3 3 »- A) P e r f i l  de d e s n a t u r a l i z a c i o n  t é r m i c a  de l o s  

mononucleosomas de l e v a d u r a .

B) Curva d e r i v a d a  d e l  p e r f i l  de d e s n a t u r a -

l i z a c i o n .



Las o t r a s  dos t r a n s i c i o n e s  e s t a r l a n  en  e s t e  c a s o  a s o c i a d a s  

a l  DNA d e l  nuc l eosoma  l i m i t e .

Las  d i f e r e n c i a s  ya s e R a l a d a s  e n t r e  l a s  t e m p e r a t u ­

r a s  de t r a n s i c i o n  o b t e n i d a s  po r  Lee y c o l .  (1982) y l a s  a q u i  

d e s c r i t a s  p u e d e n  a t r i b u i r s e  a d i f e r e n c i a s  e s t r u c t u r a l e s  

e n t r e  ambos t i p o s  de nuc l eo som as  p r o v o c a d a s  p o r  e l  d i f e r e n t e  

metodo de o b t e n c i o n  . Los mononuc l eosomas  o b t e n i d o s  p o r  Lee 

y c o l .  (1982) p r o v i e n e n  de c r o m a t i n a  a i s l a d a  po r  e l  p r o c e d i -  

m i e n t o  de  F r a n c o  y L o p e z - B r a f i a  ( 1978 )  e l  c u a l  i n c l u y e  u n a  • 

e t a p a  de c i z a l l a .  E s t e  t i p o  de t r a t a m i e n t o s  a f e c t a  a l a  

e s t r u c t u r a  de l a  c r o m a t i n a ,  como se  d e s p r e n d e  de l o s  t r a b a -  

j o s  r e a l i z a d o s  po r  o t r o s  a u t o r e s  a e s t e  r e s p e c t o  ( N i c o l i n i  y 

c o l .  1 9 7 6 ) .  P o r  o t r a  p a r t e ,  en  e s t a  i n v e s t i g a c i ô n  s e  h a  

comprobado que e s  a s !  (Vease l a  p r i m e r a  p a r t e  de l o s  r e s u l ­

t a d o s  de e s t a  Memor ia) .  P o r  e l  c o n t r a r i o ,  l o s  mon onu c l e os o ­

mas o b t e n i d o s  e n  e s t a  i n v e s t i g a c i ô n  p r o v i e n e n  d i r e c t a m e n t e  

de n û c l e o s  de l e v a d u r a ,  no h a b i e n d o  s u f r i d o  en n i ngü n  momen­

t a  f u e r z a s  de c i z a l l a .  Por  e s t e  mo t iv o ,  l o s  mononucleosomas  

de l e v a d u r a  que  s e  h a n  o b t e n i d o  s o n  l o s  p r i m e r a s  que  s e  

o b t i e n e n  con l a  e s t r u c t u r a  n a t i v a  en e s t e  o r g a n i s m e ,  por  l o  

que l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  con e l l o s  c r e e m o s  son  de mayor 

f i a b i l i d a d .

Una vez  c a l c u l a d a  l a  c u r v a  d e r i v a d a  s e  a j u s t é  l a  

cu rva  e x p e r i m e n t a l  a l  me jo r  c o n j u n t o  de g a u s s i a n a s .  La F i g u ­

r a  34 m u e s t r a  e l  r e s u l t a d o  de l a  d e s c o m p o s i c i ô n  de l a  cu rv a  

d e r i v a d a  de mononucleosomas  en t r è s  g a u s s i a n a s .  En l a  Tab l a  

XI I  s e  e n u m e r a n  l o s  r e s u l t a d o s  r e p r e s e n t a d o s  e n  l a  F i g u r a  

34,  i n d i c a n d o  l a  t e m p e r a t u r a  de f u s i o n  de  c a d a  una  de l a s  

t r a n s i c i o n e s  en que se  ha de scompues to  l a  c u r v a ,  a s l  como e l
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F i g u r a  3 4 . -  D e s c o m p o s i c i  on en  g a u s s i a n a s  de l a  c u r v a  

d e r i v a d a  de l  p e r f i l  de d e s n a t u r a l i z a c i o n  t é r m i c a .
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p o r c e n t a j e  que r e p r e s e n t a n  o b t e n i d o  a p a r t i r  d e l  a r e a  de l a  

cu r v a  g a u s s i a n a  c a l c u l a d a  p a r a  cada  t r a n s i c i o n .

Los  m o n o n u c l e o s o m a s  m u e s t r a n  dos  t r a n s i c i o n e s  

m a y o r i t a r i a s  que o c u r r e n  a 72 y 79 °C r e s p e c t i v a m e n t e ,  j u n t o  

co n  u n a  pequ e f i a  t r a n s i c i ô n  c e n t r a d a  a 62 °C.  E s t a s  t r è s  

t r a n s i c i o n e s  c o i n c i d e n  con l a s  d e s c r i t a s  p o r  o t r o s  a u t o r e s  

p a r a  c r o m a t i n a  de a l t o  p e s o  m o l e c u l a r .  F u l m e r  y F a s m a n

(1979) ,  en c r o m a t i n a  de a l t o  pe so  m o l e c u l a r  de e r i t r o c i t o  de 

p o l i o ,  h a n  a s i g n a d o  l a  p r i m e r a  de l a s  t r a n s i c i o n e s  a l  DNA 

p r o x i m o  a l  n u c l e o s o m a  l i m i t e ,  m i e n t r a s  q u e  l a s  o t r a s  d o s  

c o r r e s p o n d e r l a n  a DNA e s t a b i l i z a d o  p o r  h i s t o n a s .

La b a j a  c o n t r i b u c i o n  de l a  p r i m e r a  t r a n s i c i o n  a l a  

c u r v a  de  d e s n a t u r a l i z a c i o n  de m o n o n u c l e o s o m a s  de l e v a d u r a  

p u e d e  d e b e r s e  a l  h e c h o  de  qu e  e s e  DNA e s t é  t a m b i é n  menos  

p r o t e g i d o  d e l  a t a q u e  p o r  l a  n u c l e a s a  m i c r o c o c a l  y haya  s i d o  

d e g r a d ad o .

3 . 7 . 4 .  EFECTO DE LA FUERZA lONICA

En d i f e r e n t e s  p u n t o s  de e s t a  Memoria  se  ha  menc io -  

n a d o  q u e  l a s  f r a c c i o n e s  s o l u b l e s  de  DNH o de c r o m a t i n a  de  

l e v a d u r a  p r e c i p i t a n  p a r c i a l m e n t e  a c o n c e n t r a c i o n e s  de s a l  

0.1 M. S i n  embargo,  l o s  mononucl eosomas  a i s l a d o s  no p r e c i p i -  

t a r o n  en a b s o l u t o .  E s t o  puede  s e r  d e b i d o  a que son  p a r t i c u ­

l e s  c o r e ,  no p r e c i p i t a n d o  t ampoco en o r g a n i s m e s  s u p e r i o r e s .

P o r  o t r a  p a r t e ,  s e  l l e v o  a c a b o  un e s t u d i o  e n  e l  

que  s e  i n t e n t é  v e r  e l  e f e c t o  de l a  f u e r z a  i o n  i c a  s o b r e  l a  

e s t r u c t u r a  t e r c i a r i a  d e l  DNA e n  e l  c o r e  n u c l e o s o m a l .  E s t e  

e s t u d i o  se l l e v o  a cabo r e a l i z a n d o  e l  e s p e c t r o  de d i c r o î s m o
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c i r c u l a r  de l o s  c o r e s  a  d i f e r e n t e s  f u e r z a s  i o n i c a s .  La 

c o n c e n t r a c i o n  de s a l  (KCl) mas e l e v a d a  que s e  u t i l i z ô  f u e  de

0.1 M. En t odo  e l  r ango  de c o n c e n t r a c i o n e s  de s a l  u t i l i z a d a s  

no s e  d e t e c t ô  n i n g ü n  c a m b i o  e n  l a  e l i p t i c i d a d  a 2 8 0  nm. E s t o  

q u i e r e  d e c i r  q u e  e l  DNA de 1 c o r e  n u c l e o s o m a l  de  l e v a d u r a  no  s u f r e  

nunguna v a r i a c i ô n  en su  e s t r u c t u r a  t e r c i a r i a .

3.8. EFECTO DE LA LONGITUD DE LA CADENA NUCLEOSOMAL

3 . 8 . 1 .  D e s n a t u r a l i z a c i o n  t é r m i c a

Con o b j e t o  de  v e r  l a  i n f l u e n c i a  de l a  l o n g i t u d  de 

l a  c adena  n u c l e o s o m a l  s o b r e  e l  p e r f i l  de d e s n a t u r a l i z a c i o n  

t é r m i c a ,  l o s  d i s t i n t o s  p i c o s  o b t e n i d o s  en l a  c r o m a t o g r a f î a  

e n  B i o g e l  A5 m s e  d i a l i z a r o n  f r e n t e  a EDTA 0 . 2 5  mM pH 8 .0  

p a r a  s o m e t e r l e s  a d e s n a t u r a l i z a c i o n  t é r m i c a  (Vease a p a r t a d o

2 .7. 3 . ) .  Los p e r f i l e s  de d e s n a t u r a l i z a c i o n  t é r m i c a  de d i c h o s  

p i c o s  m o s t r a r o n  unos v a l o r e s  de h i p e r c r o m i c i d a d  de 29 p a r a  

mononucleosomas ,  34 p a r a  e l  p i c o  I I  y 33 p a r a  e l  p i c o  I I I .

En l a  F i g u r a  35 se  m u e s t r a  l a  p r i m e r a  d e r i v a d a  de 

l o s  p e r f i l e s  de d e s n a t u r a l i z a c i o n  de l o s  p i c o s  I I  y I I I .  En 

e l l a  se  puede o b s e r v e r  que cada  f r a c c i o n  m u e s t r a  unas  c a r a c -  

t e r i s t i c a s  p r o p i a s .  A s î ,  m i e n t r a s  l o s  m o n o n u c l e o s o m a s
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m u e s t r a n  l a s  t r a n s i c i o n e s  ya c o m e n t a d a s  e n  e l  a p a r t a d o  

3 . 7 . 3 . ,  e s  d e c i r ,  62 ,  72 y 78  °C,  l o s  p i c o s  I I  y I I I  p a r e c e n  

m o s t r a r  t r a n s i c i o n e s  t é r m i c a s  a e s a s  m i s m a s  t e m p e r a t u r a s  

pe ro  con una  d i f e r e n t e  c o n t r i b u c i o n  de cada  una  de e l l a s .

En l a  F i g u r a  36 s e  m u e s t r a  l a  d e s c o m p o s i c i ô n  e n  

g a u s s i a n a s  de l a s  c u r v a s  d e r i v a d a s  de l a s  t r è s  f r a c c i o n e s ,  y 

e n  l a  T a b l a  X I I  s e  m u e s t r a  e l  p o r c e n t a j e  de  c a d a  una  de l a s  

t r a n s i c i o n e s .  Se puede  o b s e r v e r  como l a  p r i m e r a  t r a n s i c i ô n  

va aumentando  en i m p o r t a n c i a  desde  e l  mononucleosoma h a s t a  

e l  p i c o  I I .  P o r  o t r a  p a r t e ,  e l  p o r c e n t a j e  de  l a  s e g u n d a  

t r a n s i c i ô n  va d i sm inu ye nd o  y e l  de l a  t e r c e r a  va aumentando .  

E l  t a n t o  p o r  c i e n t o  d e l  a r e a  t o t a l  que  c o r r e s p o n d e  a c a d a  

t r a n s i c i ô n  e s  é q u i v a l e n t e  e l  t a n t o  p o r  c i e n t o  de p a r e s  de  

b a s e s  de DNA que e s t a n  i m p l i c a d o s  en e s a  t r a n s i c i ô n .  De e s t a  

manera ,  p u e s t o  que e l  t amaho de l o s  mononucleosomas  a i s l a d o s  

e s  de  140  p b ,  e s  d e c i r ,  s e  t r a t a  d e l  c o r e  n u c l e o s o m a l ,  e l  

a u m e n t o  de 1 t a n t o  p o r  c i e n t o  de p a r e s  de  b a s e s  de  DNA q u e  

f u n d e n  a l a  t e m p e r a t u r a  de  l a  p r i m e r a  t r a n s i c i ô n  d e b e  s e r  

c o n s e c u e n c i a  de  l a  p r e s e n c i a  e n  p i c o  I I  y p i c o  I I I  (mas  en  

e l  p r ime  ro)  d e l  DNA l i n k e r ,  d e l  c u a l  c a r e c e  e l  mononuc l eoso ­

ma. E l  h e c h o  de q u e  e s t e  DNA no  f u n d a  e x a c t a m e n t e  a l a  

t e m p e r a t u r a  de  f u s i ô n  d e l  DNA l i b r e  p u e d e  d e b e r s e  a s u  

pequef ia  l o n g i t u d  y a e s t a r  e n t r e  d o s  r e g i o n e s  muy p r o t e g i -  

das .  Es p o s i b l e  que l a s  h i s t o n a s  d e l  c o r e  p r o t e j a n  t a m b i é n ,  

aunque en menor medida ,  a l  DNA l i n k e r .

Mas  d i f i c i l  de e x p l i c a r  e s  e l  a u m e n t o  d e l  t a n t o  

p o r  c i e n t o  d e l  DNA q ue  c o n t r i b u y e  a l a  u l t i m a  t r a n s i c i ô n .  

E s t e  hecho puede  d e b e r s e  a un e f e c t o  que e j e r z a  cada  p a r t i -  

c u l a  c o r e  s o b r e  l a s  a d y a c e n t e s ,  de m a n e r a  q u e  e l  DNA d e l
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TABLA X I I

F r a c c i o n  

p i c o  I I  

p i c o  I I I  

p i c o  IV

T r a n s i c i ô n  

1 2

25$(61°C)  ■ 23îf(71°C) 52%(77°C)

13*(61°C)  36%(72°C) 51*(78°C)

3%(61°C) 66*(72°C)  31*(79°C)

P o r c e n t a j e  y t e m p e r a t u r a  de  c a d a  t r a n s i c i ô n  e n  l a s  

f r a c c i o n e s  de l a  c r o m a t o g r a f î a .



c o r e  s e  e n c u e n t r e  mas  p r o t e g i d o .  En e l  m o n o n u c l e o s o m a  l o s  

e x t r e m o s  d e l  DNA d e l  c o r e  s e  e n c u e n t r a n  l i b r e s  con  l o  que  e s  

p o s i b l e  q u e  s e  e n c u e n t r e n  d e s e s t a b i l i z a d o s  y f u n d a n  a una  

t e m p e r a t u r a  menor .  La p r e s e n c i a  de o t r a  p a r t î c u l a  c o r e  v e c i -  

na  o q u i z a  s i m p l e m e n t e  d e l  DNA l i n k e r  pu ed en  p r o t é g e r  e s t a  

r e g i o n .

3 . 8 . 2 .  D ic ro î smo  c i r c u l a r

En l a  F i g u r a  37 s e  m u e s t r a  l o s  e s p e c t r o s  de d i ­

c r o î s m o  c i r c u l a r  c o r r e s p o n d i e n t e s  a l o s  t r è s  p i c o s  de l a  

c r o m a t o g r a f î a  en  B i o g e l  A-5m. Los e s p e c t r o s  s e  r e a l i z a r o n  

con l a s  m u e s t r a s  en T r i s  10 mM, EDTA 0.7 mM pH 7.6.  Se puede  

o b s e r v e r  como hay un d e s p l a z a m i e n t o  d e l  mâximo de e l i p t i c i ­

dad p o s i t i v a  a l o n g i t u d e s  de onda menore s  con e l  aumento  de 

l a  l o n g i t u d  de l a  c adena  n u c l e o s o m a l .  As î ,  l o s  mononuc l eoso ­

mas ,  como ya  s e  ha d e s c r i t o  e n  e l  a p a r t a d o  3 .7 . 2 .  p r e s e n t a n  

un mâx imo  de e l i p t i c i d a d  s o b r e  l o s  2 8 0  nm c o n  un h om b r o  

s o b r e  l o s  275  nm. P o r  o t r o  l a d o ,  e l  e s p e c t r o  de 1 p i c o  I I I  

m u e s t r a  un mâximo de e l i p t i c i d a d  s o b r e  l o s  278 nm, y e l  d e l  

p i c o  I I  s o b re  l o s  275 nm.

El  v a l o r  de e l i p t i c i d a d  m o la r  t a m b i é n  se  ve a f e c -  

t a d o  p o r  l a  l o n g i t u d  de  l a  c a d e n a  n u c l e o s o m a l .  A s î ,  l o s  

mononucl eosomas  p r e s e n t a n  en e l  mâximo una  e l i p t i c i d a d  mo la r  

de 2 7 0 0  g r a d o s  x cm^ x d e c i m o l ” ^.  P o r  s u  p a r t e ,  e l  mâximo de 

e l i p t i c i d a d  d e l  p i c o  I I I  e s  de  2875  g r a d o s  x cra^ x d e c i m o  1"^ 

y e l  d e l  p i c o  I I  de 3800 g r a d o s  x cm^ x d e o i m o l " ^ .

Se p u e d e  o b s e r v a  r  como l a  l o n g i t u d  de  l a  c a d e n a  

n u c l e o s o m a l  t a m b i é n  i n f l u y e  s o b r e  l a  l o n g i t u d  de onda a l a
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que l a  e l i p t i c i d a d  se  hace  n e g a t i v a .  M i e n t r a s  l a  e l i p t i c i d a d  

molar  de l o s  mononucl eosomas  camb ia  de s i g n o  a l o s  265 nm, 

l a  d e l  p i c o  I I I  l o  h a c e  a l o s  261 nm y l a  d e l  p i c o  I I  a l o s  

259  nm.

Como s e  p u e d e  v e r  e n  l a  F i g u r a  35 ,  e n  e l  p i c o  I I I  

hay una mezcl a  de mononucleosomas  y d i n u c l e o s o m a s ,  m i e n t r a s  

que en e l  p i c o  I I  se  e n c u e n t r a n  p r i n c i p a l r a e n t e  f r a g m e n t e s  de 

e l e v a d o  pe so  m o l e c u l a r .  A l a  v i s t a  de l o s  r e s u l t a d o s  p a r e c e  

que e l  pa so  de mononucleosoma a d i n u c l e o s o m a  p r o v o ca  ya  e l  

d e s p l a z a m i e n t o  d e l  mâximo a menor  l o n g i t u d  de onda ,  m i e n t r a s  

que e s  n e c e s a r i a  una mayor l o n g i t u d  p a r a  que s e  p r od u zc a  e l  

i n c r e m e n t o  en e l  v a l o r  de e l i p t i c i d a d  mo la r .

S i  t enemos  en c u e n t a  l a  p o s i b l e  r e l a c i ô n  e x i s t e n t e  

e n t r e  l a  e s t r u c t u r a  t e r c i a r i a  d e l  DNA y e l  d i c r o î s m o  c i r c u ­

l a r ,  e l  aumento  de e l i p t i c i d a d  i n d i c a r l a  una menor e s t r u c t u -  

e n  e l  DNA. E s t o  p o d r i a  d e b e r s e  a  l a  p r e s e n c i a  de  DNA 

l i n k e r .  De e s t a  manera ,  e l  DNA c o n t r i b u i r i a  e x c l u s i v a m e n t e  

con e l  e s p e c t r o  c o n s e r v a t i v o  d e l  DNA ( e s t r u c t u r a  B) y d i s m i -  

n u i r l a  e l  t a n t o  p o r  c i e n t o  d e l  DNA que  c o n t r i b u y e  con  l a  

s e r i a l  de  d i c r o î s m o  de l a  e s t r u c t u r a  t e r c i a r i a  ( b a n d a  de 

e l i p t i c i d a d  n e g a t i v a  a l o s  275 nm).

De e s t a  f o r m a ,  e l  a u m e n t o  e n  l o n g i t u d  de  l a  c a d e n a  

nu c l e o so m a l  i m p l i c a  d e s e s t a b i l i z a c i ô n  d e l  DNA f r e n t e  a 

l a  t e m p e r a t u r a  y un aumento  de l a  e l i p t i c i d a d .  Ambos e f e c t o s  

pueden  t e n e r  su  e x p l i c a c i ô n  en l a  p r e s e n c i a  d e l  DNA l i n k e r .  

S i n  embargo,  t am b ié n  s e  p r od uc e  una e s t a b i l i z a c i l o n  de p a r t e  

d e l  DNA q u e  s o l o  p u e d e  e x p l i c a r s e  en  f u n e i  on de  una  

i n t e r a c c i o n  e n t r e  l o s  c o r e s  n u c l e o s o r a a l e s .



F o r  o t r a  p a r t e ,  s e  p u e d e  o b s e r v e r  como e l  

i n c r e m e n t o  en l a  l o n g i t u d  de l a  c adena  n u c l e o s o m a l  p ro d u ce  

un d e s p l a z a m i e n t o  d e l  maximo de e l i p t i c i d a d  h a c i a  menores  

l o n g i t u d e s  de o n d a ,  l o  que  e s  t î p i c o  de m u e s t r a s  co n  RNA. 

S i n  embargo,  l o s  v a l o r e s  de h i p e r c r o m i c i d a d  i n d i c a n  t o do  l o  

c o n t r a r i o .  Es p o s i b l e  que e s t o s  r e s u l t a d o s  se deban a a l g u n a  

c o n t a m i n a c i ô n  d e l  p i c o  I .  E s t e  p i c o  no  c o n t i e n e  DNA y s i n  

embargo,  p r é s e n t a  una e l e v a d a  ^2S0* hecho de que e l u y a  en 

e l  v o l u m e n  de e x c l u s i o n  i n d i c a ,  a d e m â s ,  que  e s  de  e l e v a d o  

peso  m o l e c u l a r .  E s t o s  r e s u l t a d o s  p a r e c e n  s u g e r i r  que en e s t e  

p i c o  s e  e n c u e n t r a  RNA de a l t o  pe so  m o l e c u l a r ,  p o s i b l e m e n t e  

a s o c i a d o  con p r o t e ï n a s .

Se gûn  C a n t o r  y Schimme  1 ( 19 75 )  1 os RNA de  g r a n  

t amano  c o n t i e n e n  s e g u r a m e n te  e s t r u c t u r a  t e r c i a r i a .  Me d ian t e  

e s t u d i o s  de c r o s s l i n k i n g  s e  ha o b s e r v a d o  que l o s  rRNA 16S y 

23S c o n t i e n e n  r e g i o n e s  en d o b l e  h é l i c e .  A l a  v i s t a  de e l l e ,  

s e  p u e d e  s u g e r i r  que  e l  m a t e r i a l  p r é s e n t e  e n  e l  p i c o  I  e s  un 

RNA de  e s t e  t i p o  (o s u  p r e c u r s o r  en  e l  n û c l e o ) .  E l  h e c h o  de 

p o s e e r  r e g i o n e s  en do b l e  h é l i c e  e x p l i c a r i a  e l  e l e v a d o  v a l o r  

de h i p e r c r o m i c i d a d  a l  mismo t i emp o  que e l  mâximo de e l i p t i ­

c i d a d  s e  e n c u e n t r a  d e s p l a z a d o  h a c i a  m e n o r e s  l o n g i t u d e s  de 

o n d a .
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Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  e n  e s t a  i n v e s t i g a c i ô n  

s u g i e r e n  que  en l a  c r o m a t i n a  de l e v a d u r a  e l  DNA se  e n c u e n t r a  

c o n  un  m e n o r  g r a d o  de  e s t r u c t u r a  t e r c i a r i a .  A s î ,  l o s  

e s p e c t r o s  de  d i c r o î s m o  c i r c u l a r  de l a s  f r a c c i o n e s  S2 

m u e s t r a n  un o s  v a l o r e s  de  e l i p t i c i d a d  s u p e r i o r e s  a l o s  que  

m u e s t r a n  f r a c c i o n e s  s e m e j a n t e s  de e u c a r i o n t e s  s u p e r i o r e s  

(Cowman y Fa sm a n ,  1978 ;  W a t a n a b e  e I s o ,  1 9 8 1 ) .  Ade mâs ,  e l  

h e c h o  de q u e  l o s  c o r e s  nue l e o s o m a l e s  de l e v a d u r a  m u e s t r e n  

t a m b i é n  v a l o r e s  de e l i p t i c i d a d  s u p e r i o r e s  a l o s  de l a s  

m i s m a s  p a r t î c u l a  s de e u c a r i o n t e s  s u p e r i o r e s  i n d i c a  q ue  l a  

d i f e r e n c i a  e x i s t e n t e  e n t r e  e s t o s  o r g a n i s m o s  y l a  l e v a d u r a  

r a d i c a  en  l a  d i s p o s i c i o n  d e l  DNA a l r e d e d o r  d e l  o c t â m e r o  de 

h i s t o n a s .  A s î ,  e l  DNA s e  d e b e  d i s p o n e r  de un a  f o r m a  me nos  

e s t r u c t u r a  da  d e  f o r m a  q u e  l a  c o n t r i b u c i o n  d e  l a  

s u p e r e s t r u c t u r a  a l  e s p e c t r o  de d i c r o î s m o  c i r c u l a r  ( ba n d a  

n e g a t i v a  s o b r e  l o s  275 nm) (Cowman y Fasman,  1978) s ea  menor 

y ,  por  t a n t o ,  m o s t r a r  unos mayores  v a l o r e s  de e l i p t i c i d a d .

Un f a c t o r  a t e n e r  e n  c u e n t a  e s  q u e  e s t u d i o s  

r e a l i z a d o s  p a r a  e x a m i n a r  e l  n i v e l  de a c e t i l a c i ô n  de l a s  

h i s t o n a s  de  l e v a d u r a  ( D a v i e  y c o l . ,  1981;  N e l s o n ,  1982)  han  

mo s t r ad o  que l a  c r o m a t i n a  de l e v a d u r a  se  e n c u e n t r a  e n t r e  l a s  

c r o m a t i n a s  mas a c e t  i l a d a  s .  Po r  o t r a  p a r t e ,  Bode y c o l .  

( 1 9 8 3 )  h a n  c o m p r o b a d o  q u e  l o s  n u c l e o s o m a s  q u e  p o s e e n  

h i s t o n a s  a c e t i l a d a s  poseen  una e s t r u c t u r a  mâs a b i e r t a  que l a  

d e l  n u c l e o s o m a  n o r m a l .  T a m b i é n  s e  ha  s u g e r i d o  que  u n a  

p o s i b l e  c a u s a  de l a  d i f e r e n t e  e s t r u c t u r a  de l o s  nuc l eo som as  

a c t i v o s  e s  l a  p r e s e n c i a  de  h i s t o n a s  a c e t i l a d a s  ( M a th ew s  y 

B r a d b u r y ,  19 8 2 ) .  T a m b i é n  s e  ha  c o m p r o b a d o  q u e  en  c r o m a t i n a  

e n r i q u e c i d a  en h i s t o n a s  h i p e r a c e t i l a d a s  l a s  r e g i o n e s  que son



d i g e r i d a s  mâs  r â p i d a m e n t e  p o r  l a  DNasa I  son  p r e c i s a m e n t e  

a q u e l l a s  que  c o n t i e n e n  l a s  h i s t o n a s  a c e t i l a d a s  ( V i d a l i  y 

c o l . ,  1 9 78 ) .  P o r  u l t i m o ,  e s t u d i o s  de d e s n a t u r a l i z a c i o n  

t é r m i c a  ha n  i n d i c a d o  que  l a  e s t r u c t u r a  de l o s  n u c l e o s o m a s  

e n r i q u e c i d o s  e n  h i s t o n a s  h i p e r a c e t i l a d a s  t i e n e n  u n a  

e s t r u c t u r a  menos e s t a b l e  que l a  de l o s  nu c l e o s o m a s  n o r m a l e s  

(Bode y c o l . ,  1980;  Yau y c o l . ,  1982; Simpson,  1978b) .

T e n i e n d o  t o d o s  l o s  a n t e r i o r e s  f a c t o r e s  e n  c u e n t a  

e s  p o s i b l e  que l a  mayor e l i p t i c i d a d  de l o s  c o r e s  de l e v a d u r a  

en c o m p a r ac io n  con l o s  de o rg an i s m os  s u p e r i o r e s  s e a  d e b id a  a 

l a  a c e t i l a c i ô n  de  h i s t o n a s .  La h i p e r a c e t i l a c i ô n  de  l a s  

h i s t o n a s  s e  ha  a s o c i a d o  t a m b i é n  co n  l a  e l e v a d a  a c t i v i d a d  

t r a n s c r i p c i o n a l  que e x i s t e  en l e v a d u r a .  S i  l a  a c e t i l a c i ô n  de 

l a s  h i s t o n a s  p ro v oc a  una p é r d i d a  de e s t r u c t u r a  t e r c i a r i a  po r  

p a r t e  d e l  DNA, e s  p o s i b l e  que ,  a l  mismo t i e m p o ,  l o  haga  mâs 

a c c e s i b l e  a l a  RNA p o l i m e r a s a .

Se ha comprobado t a m b i é n  en e s t a  i n v e s t i g a c i ô n  que 

l a  f r a c c i ô n  s o l u b i l i z a d a  a p a r t i r  de  c é l u l a s  e n  f a s e  

e s t a c i o n a r i a  m u e s t r a  unos  menores  v a l o r e s  de e l i p t i c i d a d  que 

l a  que p r o v i e n e  de c é l u l a s  en f a s e  e x p o n e n c i a l .  S i  a ce p t a mo s  

l o  a n t e r i o r m e n t e  e x p u e s t o ,  e s t e  r e s u l t a d o  i n d i c a  que e l  DNA 

t i e n e  un mayor g r ad o  de e s t r u c t u r a  t e r c i a r i a  en l o s  n û c l e o s  

que  p r o v i e n e n  de c é l u l a s  en  f a s e  e s t a c i o n a r i a .  E s t o  

p o d r i a  i n d i c a r  q u e  l a  a c t  i v i d a d  t r a n s c r  i p c i o n a l  de l a s  

c é l u l a s  e n  f a s e  e s t a c i o n a r i a  e s  meno r  que  l a  de c é l u l a s  e n  

f a s e  e x p o n e n c i a l  y p o d r î a  d e b e r s e  a un menor n i v e l  de a c e t i ­

l a c i ô n  en l a s  h i s t o n a s  de l a  p r i m e r a .

O t r a  p o s i b l e  c a u s a  de l a  menor e s t r u c t u r a c i ô n  d e l  

DNA en l o s  c o r e s  de l e v a d u r a ,  no e x c l u y e n t e  con l a  a n t e r i o r ,



e s  l a  p r e s e n c i a  de  una  h i s t o n a  H3 que  d i f i e r e  b a s t a n t e  de  

l a s  de o rg an i s mo s  s u p e r i o r e s .  Como ya s e  ha e x p l i c a d o  en l a  

I n t r o d u c c i ô n ,  l a  h i s t o n a  H3 e s  l a  q u e  i n t e r a c c i o n a  con  l o s  

e x t r e m o s  de l  DNA en e l  c o r e ,  po r  l o  que unas  d i f e r e n c i a s  en 

e s t a  h i s t o n a  p u e d e n  p r o v o c a r  c a m b i o s  e n  l a  e s t r u c t u r a  d e l  

DNA en e s t a s  zo nas .

P o r  o t r a  p a r t e ,  s e  ha  c o m p r o b a d o  que  e l  a u m e n t o  de  

l a  c adena  n uc l eo so m a l  i m p l i c a  un aumento en l a  e l i p t i c i d a d  y 

una e s t a b i l i z a c i o n  f r e n t e  a l a  d e s n a t u r a l i z a c i o n  t é r m i c a .  El  

aumento  de l a  e l i p t i c i d a d  t i e n e  una e x p l i c a c i ô n  l ô g i c a  en l a  

c o n t r i b u c i ô n  d e l  DNA l i n k e r ,  a s î  como e l  i n c r e m e n t o  e n  l a  

t r a n s i c i ô n  que  c o u r r e  a meno r  t e m p e r a t u r a .  En c u a n t o  a l a  

e s t a b i l i z a c i ô n  f r e n t e  a l a  t e m p e r a t u r a  p u e d e  d e b e r s e  a l  

e f e c t o  e s t a b i l i z a n t e  de  u n a s  p a r t l c u l a s  s o b r e  o t r a s .  S i n  

e m b a r g o ,  l a  p o s i b i l i d a d  de  que  e s t é  p r é s e n t e  ( e n  p i c o  I I )  

RNA con  una  c i e r t a  e s t r u c t u r a  t e r c i a r i a  p u e d e  h a c e  r  q u e  s e  

m a l i n t e r p r e t e n  l o s  r e s u l t a d o s .



CONCLUSIONES

1 . -  La c r o m a t i n a  de  l e v a d u r a  p r e n s a d a  t i e n e  un a  

e s t r u c t u r a  a l t e r a d a  d e b i d o  a  h a b e r  s u f r i d o  a l g u n  t i p o  de  

d e g r a d a c o i o n ,  p o r  l o  que  no  e s  un m a t e r i a l  i d o n e o

p a r a  e l  e s t u d i o  de  l a  e s t r u c t u r a  de l a  c r o m a t i n a  a l  no  p o d e r  

g e n e r a l i z a r s e  su s  r e s u l t a d o s .

2 . - E l  metodo de s o l u b i l i z a c i o n  de f r a c c i o n e s  de c roma ­

t i n a  p o r  d i a l i s i s  no  e s  v a l i d e  p u e s  r e q u i e r e  una  c i e r t a  

d e g r a d a c i o n  p r e v i a  de l a  c r o m a t i n a .

3 . -  El  DNA en l a  f r a c c i o n  DNH-Sg s o l u b i l i z a d a  po r  d i a ­

l i s i s  p r é s e n t a  un mener  n i v e l  de e s t r u c t u r a  t e r c i a r i a  que e l  

de l a  f r a c c i o n  DNH-S^ s o l u b i l i z a d a  p o r  d i g e s t i o n  con n u c l e a ­

s e  m i c r o c o c a l . .

4 . -  La d i g e s t i o n  de n u c l e o s  h a s t a  un 5 # de DNA s o l u b l e  

en  a c i d o  l i b e r a  de m a s i a d o  RNA que e n m a sc a r a  l a s  c a r a c t e r l s -  

t i c a s  d e l  DNA Por  e l  c o n t r a r i o ,  l a  d i g e s t i o n  suave  conduce  a 

f r a c c i o n e s  s o l u b l e s  de  c r o m a t i n a  qu e  no c o n t i e n e n  RNA, a l  

menos en c a n t i d a d e s  d é t e c t a b l e s .

5 . -  Los  n u c l e o s  p r o c e d e n t e s  de  c e l u l a s  e n  d i f e r e n t e  

f a s e  de c r e c i m i e n t o  m u e s t r a n  una  d i f e r e n t e  c i n e t i c a  de  

d i g e s t i o n  con n u c l e a s a  m i c r o c o c a l .  Los n u c l e o s  de c e l u l a s  en 

f a s e  e x p o n e n c i a l  m u e s t r a n  una  c i n e t i c a  mas  r a p i d a ,  l o  qu e  

i n d i c a  una. e s t r u c t u r a  mas a c c e s i b l e .



l y u

6 . -  E l  DNA e n  l a  c r o m a t i n a  de l e v a d u r a  t i e n e  un menor  

g r a d o  de e s t r u c t u r a  t e r c i a r i a  que  e l  de  c r o m a t i n a  de o r g a ­

n i s m e s  s u p e r i o r e s ,  como se deduce  de 1 os e s p e c t r o s  de d i c r o i s m o  

c i r c u l a r .

7 . -  El  DNA t i e n e  un mayor g r a d o  de e s t r u c t u r a  t e r c i a r i a  

e n  l a  c r o m a t i n a  de c é l u l a s  e n  f a s e  e s t a c i o n a r i a .  Al mismo 

t i e m p o ,  t am b i én  p r é s e n t a  una mayor e s t a b i l i z a c i o n  f r e n t e  a 

l a  d e s n a t u r a l i z a c i ô n  t é r m i c a .

8 . -  E l  DNA de l a s  p a r t i c u l a s  c o r e  a i s l a d a s  p r é s e n t a  

t a m b i e n  una  menor  e s t r u c t u r a c i o n  q u e  1 os  c o r e s  de  

o r g a n i s m e s  s u p e r i o r e s  p ud i e nd o  e s t e  e s t a r  r e l a c i o n a d o  con l a  

e l e v a d a  a c t i v i d a d  t r a n s c r i p c i o n a l  de e s t e  o r g a n i s m e .

9 . -  Al a u m e n ta r  l a  l o n g i t u d  de l a  cadena  n u c l e o s o m a l  se  

p r o d u c e  una  e s t a b i l i z a c i o n  f r e n t e  a l a  d e s n a t u r a l i z a c i ô n  

t é r m i c a .  Las  p a r t i c u l a s  c o r e  e s t a b i l i z a n  de a l g u n a  forma  a 

l a s  p a r t i c u l a s  v e c i n a s .  S i n  embargo,  l e s  r e s u l t a d o s  pueden 

v e n i r  a f e c t a d o s  p o r  l a  p r e s e n c i a  de  RNA q u e  m u e s t r e  

e s t r u c t u r a  s e c u n d a r i a  y t e r c i a r i a .
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