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Capitulo 1

Introduccion

En la naturaleza podemos observar la existencia de eventos
periodicos, un ejemplo muy conocido es el de los relojes biologi-
cos. La frecuencia de estos sucesos puede medirse para deter-
minar cual es el periodo con el que aparecen dichos ciclos. Sin
embargo en muchas ocasiones las senales de frecuencia son difici-
les de determinar cuando estas se mezclan.

Uno de los métodos mas usados para distinguir diferentes
periodos de senales mezcladas o con ruido, es el analisis de Fou-
rier, el cual descompone una funcién dada en varias funciones
periddicas (senos o cosenos) que permiten determinar la existen-
cia de diferentes senales y definir los distintos periodos.

En la molécula del DNA existen formas muy diversas de se-
cuencias que se repiten periddicamente y considerando que es
posible cuantificar la distancia o el nimero de nucledtidos que
hay entre un nucleétido determinado o un conjunto de nucled6ti-
dos y otro igual, se han podido utilzar métodos como por ejem-
plo el andlisis de Fourier, para establecer diferentes patrones de
periodicidad y su distribucién en el genoma, por ejemplo el uso
de codones en exones, los Alu repeats, y diversos patrones en las
regiones de heterocromatina.



Otro evento con una periodicidad constante en el DNA es la
presencia de proteinas nucleosémicas, en las que se enrolla el
DNA, cuya funcién es de gran importancia para la organizacion
del genoma y la regulacion de la expresion de genes. Por esta
razon los trabajos que se han realizado para la deteccion de se-
cuencias asociadas al DNA son acercamientos interesantes para
entender el comportamiento de estos mecanismos reguladores.

Este trabajo tuvo por objetivo probar una herramienta que
perimitiera detectar periodos en la secuencia de DNA que res-
pondieran a un patrén de posibles secuencias asociadas a nucleo-
somas, esperando realizar en trabajos futuros la caracterizacién
de estas secuencias y definir los niveles de restriccion estructural
del DNA que influyan en la funcionalidad del genoma y el sesgo
implicito en la variabilidad genética.

Se ha visto que la asociacién de proteinas al DNA se debe
a reconocimientos estructurales en los que interactiian tanto la
secuencia primaria del DNA como la estructura tridimensional
de las proteinas. Sabemos que las proteinas nucleosémicas son
proteinas estructuralmente muy conservadas por lo que las re-
giones de DNA en las que se asocian, deberian de mantener un
patron, el cual se ha buscado con relativo éxito en la sucesiéon de
nucleétidos en muchos trabajos, algunos comentados méas ade-
lante.

En este trabajo se utilizo la transformada rapida de Fourier
para encontrar periodos que correspondieran a la presencia de
nucleosomas utilizando como senal, en vez de la sucesién de nu-
cledtidos, las caracteristicas fisico-quimicas de los nucledtidos,
asi como la presencia de enlaces fuertes o débiles que se forman
con la cadena complementaria de la doble hélice y la variacion de
la energia libre entre nucledtidos contiguos, es decir, la energia
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liberada que se transforma en trabajo y calor a partir del rom-
pimiento de los enlaces quimicos en un sistema cerrado, estas
son cualidades que comparten y diferencian a los nucleétidos y
que puede conferir a un conjunto de nucleétidos las caracteristi-
cas fisicas necesarias que le permitan enrollarse en los comple-
jos nucleosémicos, por esto, consideramos estas cualidades como
posibles senales para encontrar periodos relacionados con la pre-
sencia de nucleosomas y encontramos que con estas senales se
pueden detectar periodos que presumiblemente corresponden a
regiones de DNA espaciador o internuclesémico, por lo menos en
las muestras analizadas y sin los sesgos experimentales comen-
tados a lo largo de este trabajo y en la discusion.

En el capitulo de antecedentes se describen las caracteristicas
estructurales del DNA y los pardmetros que se utilizaron para
realizar este trabajo; se explica la composicion de los nucleoso-
mas, tanto en eucariontes como en arqueas y su funcion en el
genoma. En el tercer capitulo se mencionan algunos de los tra-
bajos y métodos que se han utilizado para la identificacion de
secuencias asociadas a nucleosomas en ambos dominios. En el
capitulo cuatro se describe la metodologia aplicada en el desa-
rrollo del trabajo experimental; se explica cémo se manejaron
las secuencias, tomadas al azar, de los genomas seleccionados y
el analisis de Fourier, con el que se trabajaron los datos. En el
capitulo cinco se exponen los resultados del analisis de secuen-
cias con la metodologia expuesta anteriormente y se presentan
algunas de las graficas en las que se observan los periodos en-
contrados en cada muestra de genoma. En el capitulo sexto se
plantea una discusion sobre estos resultados obtenidos y sobre
el método utilizado, comparandolo con los trabajos descritos en
el capitulo de antecedentes; ademas, se plantean las posibles im-



plicaciones que tiene la presencia de patrones en la secuencia de
nucledtidos como sesgos en la variabilidad genémica. Por tltimo,
en el apéndice se presentan el resto de las graficas resultantes
del analisis de periodicidad con los parametros estructurales ob-
tenidos de las secuencias gendémicas.



Capitulo 2

Antecedentes

La organizacion del genoma eucarionte le ha conferido cuali-
dades particulares a estos organismos, dentro de los niveles de
organizacion del genoma se encuentra la unidad estructural méas
pequena que es la de los nucleosomas (ver fig. 2.1), en estas es-
tructuras se enrolla el DNA conduciendo al empaquetamiento
del genoma para formar los cromosomas.

Los nucleosomas, son complejos de proteinas llamadas his-
tonas, que involucran los niveles de organizacién primarios del
genoma y son elementos basicos para entender una parte impor-
tante de las funciones estructurales del genoma, estabilizando,
protegiendo y restringiendo fisicamente la expresién génica y
fomentando, muy probablemente, la especializacién celular [23].

La conservacién estructural en los eucariontes y la interac-
cion de este complejo de proteinas con la secuencia de DNA, ha
permitido observar una relaciéon estrechamente dependiente de
la. conformacién estructural tanto de las proteinas como de la
misma secuencia de DNA a la que se unen.

Sin embargo, esta relacion es dinamica debido a que hay fac-
tores externos que modifican estructuralmente al DNA y a di-
chas proteinas, permitiendo con ello el enrollamiento y desenro-

6
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Figura 2.1: Nucleosomas observados en el microscopio electrénico (Al-
berts,1996)

llamiento del DNA en el nucleosoma, exponiendo asi secuencias
génicas y sitios de activacién transcripcional a los que se unen
factores transcripcionales para que sean facilmente expresadas.
La presencia de nucleosomas en el DNA y todas estas implica-
ciones abren un campo de investigacion muy interesante dentro
del area conocida como epigenética, a la que se le atribuye la
modulacion de la expresion de diversos genes y el silenciamien-
to de otros [3], sin necesidad de cambiar la secuencia del DNA.
Estos mecanismos de modulacién en muchos casos son informa-
cién heredable de la cual prescinde el DNA para su expresién
correcta y con la falla o la herencia de senales epigenéticas se
pueden ver involucradas enfermedades, como algunos casos de
retraso mental y ciertos tipos de cancer en humanos[10].
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2.1. Caracteristicas estructurales del DNA

La molécula del DNA esta formada por bases nitrogenadas
débiles (purinas y pirimidinas), moléculas de aztcar (desoxiribo-
sa) y al menos un grupo fosforilo. A la molécula que se forma por
la union de una base nitrogenada con un azicar se le llama nu-
cledsido. El enlace gilcosidico se da entre el carbono anomérico
y el N(9) de una purina o el N(1) de una pirimidina.

Los nucleétidos se forman cuando una molécula de acido
fosforico se esterifica al azicar de un nucledsido. Esta esteri-
ficacién ocurre en la posicién 3’ 0 5’ de un deoxiriobonucledsido
y en la posicién 2’,3’,5” de un ribonucledsido.

Una cadena sencilla de nucleétidos se forma por la union fos-
fodiéster en la region 3’-5 de los azucares a los que se encuentran
unidos los grupos fosfatos, la uniéon por puentes de hidrégeno de
los nucleétidos con los nucledtidos de otra cadena complementa-
ria y de forma antiparalela formarén la doble hélice del DNA [1].
Sin embargo la doble hélice es demasiado irregular pues puede
adoptar tres tipos de estructuras, que dependes de la secuencia
de nucledtidos, de la humedad y de la presencia de iones. Estas
estructuras se conocen como B, Z y C (ver fig.2.2).

La hélice del DNA-B, considerada como la conformacién na-
tiva ideal y la que se observa funcionalmente en los seres vivos,
tiene aproximadamente 10 pares de bases por vuelta [36]. Esto
quiere decir que tiene un giro helicoidal de 36 grados por cada
par de bases. Las bases aromaticas tienen espesores que le dan
los enlaces de Van der Waals de 3.44 y estan parcialmente api-
ladas una sobre otra, por lo que la hélice presenta una elevacion
por vuelta de 34 A. Esta conformacién origina que en el en-
rollamiento de la hélice se formen dos surcos uno mayor y otro
menor (ver fig.2.3).
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En un primer orden, la conformacion estructural del DNA,
esta determinada principalmente por la secuencia de nucledti-
dos y por las interacciones que derivan de los mismos, (tanto
entre nucledtidos contiguos como con los nucledtidos que in-
teraccionan para formar la doble hélice). En un segundo orden,
estd determinada por proteinas asociadas al DNA y algunos gru-
pos quimicos. Sin embargo, es determinante la configuracion del
primer orden asociado a la secuencia de nucleétidos, para la
configuracién resultante del DNA. Las caracteristicas quimicas
y fisicas de los nucledtidos confieren conformaciones singulares
que no solamente caracterizara estructuralmente al genoma de
una especie con una firma estructural (IDH) (ver fig. 2.4)[27],
sino también afectaran la afinidad a proteinas que interaccio-
nan con el DNA, como los factores de transcripcion, replicacion,
histonas, etc.

2.1.1. Parametros estructurales

Por su naturaleza quimica los nucledtidos se clasifican por su
tamano en dos diferentes grupos, purinas (Guanina y Adenina)
y pirimidinas (Timina y Citocina). Las pirimidinas son com-
puestos heterociclicos que contienen cuatro atomos de carbono
y dos de nitrégeno, mientras que las purinas forman una es-
tructrua biciclica que tiene una pirimidina fusionada a un anillo
imidazol[18].

La secuencia de nucledtidos a lo largo de una hebra del DNA
adquiere una conformacién especifica que le da las caracteristicas
tipicas del DNA -B, y que estd restringida por una posibilidad
limitada de ordenamiento de purinas y pirimidinas. En todas
las sucesiones de purinas-pirimidina (CA, TG y TA) la distancia
tomada entre el protén del nucledtido y el protén anomérico es



2.1. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DEL DNA 11

dMK

0.2 0.3

Figura 2.4: Firmas estructurales de los genomas de R.norvegicus y Acrobac-
ter sp. Estas firmas representan la homogeneidad del DNA determinada por
tres dicotomias que considera los siguientes pardmetros estructurales: i) nu-
cledtidos formadores de enlaces fuertes y débiles (dWS), ii) nucledtidos que
por su naturaleza quimica se clasifican en purinas o pirimidinas (dYR) y
iii) nucledtidos que tienen un grupo cetona o un grupo amino orientado al
surco mayor de la doble hélice (AMK). La sucesién de nucledtidos toman-
do en cuenta estos parametros es analizada en un algoritmo de distribucién
binaria llamado Indice de Homogeneidad del DNA (IDH), desarrollado por
Miramontes et al. 1995

mayor de 45 A. En GC la distancia varfa en un rango de 3.8-4.5
A mientras que entre AA el limite mas bajo es de 3. 7A y el mas
alto es de 4.2 A. En las sucesiones de purina-purina, la distan-
cia es afectada al menos por tres factores, i) por las secuencias
adyacentes de purina-pirimidina, que causan un incremento en
la distancia, ii) una serie de AT adyacente causa un decremen-
to en la distancia y iii) una sustitucién de bases en la posicién
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del vecino préximo mas cercano permite cambios en la distan-
cia entre GA y AA. Estas diferencias entre las separacion de los
nucledtidos en la cadena son una sonda de la anchura del surco
menor caracteristico del DNA-B, por lo que cualquier cambio en
estos parametros se reflejara en cambios en la anchura tipica del
surco menor de la conformacién B del DNA[7].

Por otro lado, los dos tipos de enlace que se forman entre
pares de bases de cadenas complementarias, es decir los enla-
ces fuertes (Guanina-Citocina) y los enlaces débiles (Adenina-
Timina), le dan a la molécula del DNA una flexibilidad y esta-
bilidad que no son uniformes y contribuye a la varianza entre
los angulos estructurales, lo que da a la molécula una estructura
rugosa o lisa, dependiendo de esta varianza.

Las fuerzas termodindmicas en el DNA, jugan un papel im-
portantisimo en el comportamiento de la molécula. En este sen-
tido, la inmensa mayoria de los estudios en sistemas de acidos
nucleicos se han centrado en la caracterizacion termodinamica
de la fusién o interaccién de acidos nucléicos, tanto monomole-
cularmente como bimolecularmente. Las fuerzas de interaccién
o fusién entre los nucledtidos, se refieren al punto de equilibrio
termodinamico que las mantiene unidas y en donde la tempe-
ratura juega un papel central para evitar la desnaturalizacion
del DNA, por lo que fragmentos de diferentes tamanos del DNA
pueden ser caracterizados por la temperatura en la cual estas
uniones se separan. Estos estudios tienen muchas aplicaciones,
entre ellas, las utilizadas para hacer PCRs|[25], el anélisis de cur-
vas de desnaturalizacién también permite saber la longitud de la
cadena del DNA, el contenido de AT y localizar ciertos dominios
del DNA; si se fraccionan las secuencias del DNA este tipo de
analisis permite saber el orden de estos fragmentos, o si se tiene
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secuenciada la mayor parte del genoma y sélo se necesitan saber
algunas partes, este método puede servir para saber cuales son
los nucleétidos que falten y asi complementar la secuenciacién
exacta [48].

Sin embargo, la secuencia de nucleétidos presenta un orden
estructural mayor puesto que la torcedura de la doble hélice es
variable, por lo que es necesario extender los andlisis a eventos
multimoleculares, es decir, que contemplen la fusién o interac-
cién de mas de dos moléculas|[4].

Caracterizando el comportamiento del DNA con estos parame-
tros, Breslaluer obtuvo una tabla de datos con la energia libre
entre enlaces de nucleétidos contiguos, con lo cual se caracte-
rizd una forma de senal fisico-quimica que podria facilitar, como

en este trabajo se propone, la deteccién de patrones en la se-
cuencia del DNA.

2.2. Nucleosomas

Los nucleosomas consisten en 165 pb aproximadamente de
superhélices de DNA acomodadas en dos giros alrededor de un
nucleo de histonas, el cual esta formado por un octamero de estas
proteinas (H2A, H2B, H3 y H4), en cada nucleosoma hay dos
histonas de cada una para formar este octamero (ver fig. 2.5).
Cada nucleosoma esta separado del siguiente por una longitud
variable de 0 a 80 pb.

El DNA alrededor de estas proteinas esta parcialmente ac-
cesible a proteinas regulatorias pero las histonas tienen tallos
(residuos de aminoacidos) que pueden ser modificados quimica-
mente en procesos reversibles (ver fig. 2.6) lo cual permite el
movimiento y relajacién del DNA con profundos efectos locales
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en el complejo de la cromatina, permitiendo el acceso a proteinas
regulatorias [1]. Por esto, los tallos de las histonas son imprescin-
dibles para la remodelacion del DNA que permite la expresiéon o
inhibicién de genes y secuencias reguladoras[2], mostrando tam-
bién un proceso dindmico de rapida transferencia reversible de
energia entre los dos estados que el DNA puede optar en relacién
con los nucleosomas: cerrado o abierto [26].

Dentro de las formas més conocidas y descritas de estas mo-
dificaciones estan la metilacién y la acetilacion, en aminoacidos
de los tallos de las histonas, pero también se ha encontrado que
nucleétidos en el DNA tienen dichas modificaciones, como la
metilacion de la citocina, que ademds son senalizaciones here-
dables [17]. Se ha observado que estos procesos de modificacién
quimica ocurren regularmente en aminoacidos especificos y en
combinacion con la modificion quimica de otros aminodcidos en
el mismo tallo [39]; también se ha observado que estos sitios son
también muy conservados en diferentes organismos, por lo que
se esta trabajando en el desarrollo de un cédigo de histonas y
en el estudio de otros procesos de modificacién quimica como
fosforilizaciéon y ubiquitinacion (ver fig. 2.8)[13].

Los tallos de las histonas tienen un papel importantisimo en
la remodelacion de la cromatina, en donde cualquier variacion o
mutacién de estos afectara su actividad, implicandolas posible-
mente en un papel evolutivo y participativo en la diversificacién
de los seres vivos. Muchos de los trabajos implicados con es-
tructura y quimica de las histonas han sido trascendentes para
entender el papel de las histonas en un contexto evolutivo, pues-
to que las histonas que forman el nucleosoma, H2A, H2B, H3 y
H4, se cuentan entre las proteinas mas conservadas. Este grado
de conservacion sugiere que en la funcién de las histonas parti-
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Figura 2.5: Nucleosoma (Fesenfeld, Groudine,2003)

cipan casi todos sus aminoacidos de modo que cualquier cambio
en cualquier posicion resulta deletéreo para la célula. Sin em-
bargo, en estudios recientes se ha revelado que existen variantes
de histonas que estan implicadas en diversas funciones, como
el caso de variantes de las histonas H2A, y H3 que presumi-
blemente tienen estas diversificaciones para asumir roles en el
silenciamiento epigenético, en la expresién de genes y funciones
centroméricas [14].

Un ejemplo es la histona H3 que en la region centroméri-
ca cambia por la CenH3 y cuya variacién es altamente nota-
ble en los residuos de los tallos N-terminal. Tanto los tallos N-
terminales como el plegamiento del dominio de la histona son
sujetos a una adaptacién evolutiva selectivamente positiva, como
se ha visto en Drosophila al igual que en Arabidopsis, (organis-
mos en los que se han estudiado estas variantes) ya que estas mo-
dificaciones estructurales permiten en la proteina una afinidad
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Figura 2.6: Tallo de la histona H4 (Alberts el al, 1996)

mayor al DNA, ademés de permitir la orientacién centromérica
requerida [8].

Existen otro tipo de histonas llamadas H1 son las histonas de
mayor tamano, estan formadas por unos 220 aa y han sido menos
conservadas evolutivamente que las histonas nucleosémicas [1].
La histona H1 es el mayor factor de estabilidad de la cromatina,
el empaquetamiento con la H1 es operativamente importante en
el silenciamiento de genes y formador de la heterocromatina (ver
fig. 2.7 ) .

La H1 es dependiente también de la presencia de otras pro-
teinas para su uniéon con el resto del nucleosoma como por ejem-
plo la ParaT, aunque en este ejemplo la funcion de la ParaT
como inhibidor no es exclusiva para la H1 [15]. Sin embargo, la
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NUCLEOSOMA

DNA histona H1

Complejo de las 8 proteinas nucleosémicas

Figura 2.7: Funciéon de la histona H1

formacién de heterocromatina depende de la presencia de H1 y

por tanto de cualquier otro factor que pueda inhibir esta unién
[42].

Se ha visto también que la actividad conjunta de HI1 y el
complejo regulador Swi6 mantienen en un estado condensado a
la heterocromatina debido a la formacion estable de las inter-
acciones entre los nucleosomas, lo cual sugiere que los eventos
de unién de Swib son consistentes con un modelo estocastico de
heterocromatina, que indica la conservacion evolutiva de las pro-
piedades de la heterocromatina para la uniéon a proteinas desde
levadura hasta los mamiferos. También la metilaciéon sobre la
lisina 9 de la histona H3 es caracteristica de la heterocromatina

[43].
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Figura 2.8: Cddigo de Histonas(Felsenfeld, Groudine, 2003)
Nucleosomas en arqueas

El complejo de histonas ha sido de las proteinas més alta-
mente conservadas entre los eucariontes, sugiriendo que la es-

tructura fundamental de la cromatina involucra a un ancestro

comun en los eucariontes [13]. Sin embargo, los equivalentes a
las histonas y estructuras simplificadas de la cromatina han si-
do también encontradas en organismos unicelulares del dominio
Archaeobacteria [37).

Uno de los primeros trabajos en donde se habla de la presen-
cia de nucleosomas en arqueas, es de Masaki Shioda y colabora-
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dores [40], en el que mediante microscopia electrénica describen
particulas protéicas asociadas al DNA, con 9.4 nm de didmetro
y distribuidas repetidamente a lo largo de las fibras de DNA.

En 1991 Musgrave describe a la histona HMf, de la arquea
hipertermofilica Methanothermus fervidus, unida a una doble
cadena de DNA n vitro, formando estructuras compactas si-
milares a nucleosomas. Estimaron que cada estructura de HMI-
DNA contenia entre 90 y 150 pb. de DNA enrollado en un nticleo
de cuatro moléculas de HMf [28].

Finalmente se logra la cristalografia de la histona HMk de
arqueas reportada por Richard L. Fahrner (ver fig. 2.10) [12].

Algunos autores sugieren que ademas de que la presencia de
nucleosomas en arqueas y eucariontes muestra un posible an-
cestro comun, la estabilidad conferida por las histonas y la ac-
tividad de enzimas topoisomerasas reverso-girasas que las hace
resistentes a la desnaturalizacion térmica, juegan una papel cen-
tral en la hipétesis del origen hipertermofilico de la vida [29].

La funcién de las histonas en arqueas puede reflejar la funcién
ancestral y por consiguiente el desarrollo que hubo originalmente
de la cromatina como un importante mecanismo de regulacion
génica. El uso de las histonas en el empaquetamiento, ha sido
tan benéfico para reclutar la estructura nucleosémica mas com-
pleja que se desarrollé subsecuentemente en los ancestros de los
eucariontes modernos con un genoma tan expandido.

Las arqueas tienen histonas que contienen secuencias prima-
rias comunes con el nicleo de histonas nucleosémicas en eu-
cariontes y una estructura tridimensional que es esencialmente
unica del plegado de histonas. Las estructuras que se reportan en
arqueas son similares al tetramero de (H3 y H4)2 en el centro del
nucleosoma eucarioético, siendo esta una semejanza que compar-
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ten las células arquea y eucaria, otro ejemplo son las polimera-
sas de RNA que tienen una secuencia primaria y complejidad de
subunidades comiuin con las polimerasas RNA eucaridticas, los
promotores de arqueas contienen los elementos de la caja TATA
y la iniciaciéon de la transcripcion en arqueas requiere la parti-
cipacion de proteinas, estructural y funcionalmente homologas
a las proteinas que se unen a la caja TATA y a los factores
de transcripciéon (ver fig. 2.9) TFIIB [34]. Por ello el descubri-
miento de histonas en arqueas es consistente con la relacién ya
establecida entre la maquinaria trascripcional basal de arqueas
y eucariontes. Los sistemas de reparacién y replicacion del DNA
en eucariontes como en arqueas han mostrado muchas carac-
teristicas en comun que difieren de su contraparte en bacterias
[35].

Figura 2.9: Estructuras de histonas y factores de transcripcién

En contraste con los eucariontes, cuyos nucleosomas estan
formados por histonas que tienen entre 102 y 135 residuos de
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aminoacidos,todas las histonas estudiadas en arqueas tienen una
longitud similar, entre 66 y 69 residuos de aminoacidos, que al
plegarse forman tres hélices a (shortal, longa2, shorta3) sepa-
radas por dos cortas ( plegadas (L1, L2). Son estables solamente
plegadas en la configuraciéon de dimero. En un dimero las dos
a2, estan alineadas antiparalelamente con las L1-L2a y las asas
Lla-L2 estan pareadas a cada final de las alineadas a2-a2a. Las
hélices al y a3 estan plegadas hacia atras en el mismo lado
que a2 y todos los lados de las seis a-hélices contribuyen a la
formacién del dimero del complejo hidrofébico [35].

Figura 2.10: complejo de histonas en arqueas, (Fahrner, 2001)

Una de las diferencias entre la relacion de histonas/DNA en
arqueas y eucariontes es que las histonas de arqueas HMf y HTz
envuelven al DNA en vueltas con sentido negativo, por lo que
la topologia que conforman los nucleosomas de arqueas, a dife-
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rencia de los nucleosomas eucariontes que tienen preferentemen-
te un enrollamiento positivo, las arqueas lo tienen en sentido
opuesto[30].

El conjunto de histonas en eucariontes tiene una extension
adicional, que no se presenta en las arqueas, de secuencias en
la regién N y C terminal de las histonas, estas extensiones car-
gan residuos que les permiten tener modificaciones junto con
los complejos remodeladores de la cromatina lo que facilita la
unién de factores de transcripcion y permiten la remodelacion
post-transcripcional, regulando la estructura de la cromatina y
la expresién génica. Sin embargo, en arqueas no hay evidencia
de que las histonas tengan tallos, por otro lado se ha demos-
trado que la transcripcién en arqueas se lleva a cabo aun en
presencia de nucleosomas, aunque de manera mas lenta pero no
es bloqueada [50]. Tres histonas de arqueas HMvA, MM0929
y MJ1647 de tres especies methanococales, Methanocaldococcus
janaschii, Methanococcus voltae, y Methanococcus maripaludis
tienen respectivamente 30 residuos aproximadamente de exten-
sion en la regién C-terminal. Estas tres secuencias estan relacio-
nadas pero no muestran una relacién obvia con las extensiones
de las histonas eucaridticas [35].
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Secuencias del DN A asociadas
a nucleosomas

Las herramientas bioinformaticas nos han permitido analizar
secuencias de DNA para inferir o aproximarnos a los procesos
evolutivos o por lo menos al diferente comportamiento que han
tenido los genomas y genes de diferentes linajes, para modelar
o predecir funciones biolégicas. En el extenso campo que abar-
ca la bioinformatica, no se ha hecho a un lado la posibilidad
de utilizar dichas herramientas asi como la integracién de otras
disciplinas, con el propésito de detectar secuencias asociadas a
nucleosomas debido a la importancia de la actividad nucleosémi-
ca en la regulacion epigenética de la célula.

La obtencion de datos experimentales ha sido esencial pero
también lo ha sido el desarrollo de herramientas computacio-
nales de analisis que predigan o ubiquen la posiciéon de los nu-
cleosomas en la secuencia de DNA, asi como el desarrollo de
algoritmos estadisticos y la implementacion de diferentes consi-
deraciones para para inferir las mejores aproximaciones, como
es diferenciar la informacion que contiene la secuencia, toman-
do en cuenta por ejemplo, los diferentes tipos de promotores de

23
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transcripcién genética, los diferentes tipos de genes y muchos
otros aspectos sobre la funcionalidad de las secuencias génicas;
en otros casos tomando en cuenta caracteristicas fisicoquimicas
de las secuencias.

Muchos de estos trabajos, comentados mas adelante, se han
aproximado de maneras muy distintas a predecir la posicion de
nucleosomas en el DNA, tomando como premisa y obteniendo
como conclusiones la existencia de patrones de secuencias de
DNA asociados a nucleosomas, los cuales en muchos casos son
consistentes con las caracteristicas generales que le permitan a
la molécula de DNA la flexibilidad necesaria para envolverse en
los nucleosomas, pero no son idénticos entre si, pues en los re-
sultados de estos trabajos los patrones varian, entre otras cosas,
con la funcionalidad de la secuencia.

3.1. Posicion de nucleosomas en eucariontes

Entre los primeros trabajos desarrollados para predecir la po-
sicién de nucleosomas en el DNA de genomas eucariontes esta el
trabajo de Lowary y Windom, quienes desarrollando una ecua-
cion para medir la energia libre en fracciones de ocupacién de
posiciones especificas del DNA y encontraron que al medir las
diferencias de energia libre entre dos clones de secuencias de
eritrocitos de pollo, las cuales separan de nucleosomas y lue-
go reconstruyen; se pueden describir dos formas de afinidad del
DNA a nucleosomas, por posicién rotacional y por transicional;
la transicional se refiere a la extensién que puede seleccionar un
octamero de histonas en un espacio contiguo y particular de 146
pb en vez de cualquier otro espacio de igual longitud adelan-
te o atras de estos 146 pb. La posiciéon rotacional es sélo una
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degeneracion de la transicional, en la cual un conjunto de posi-
ciones discretas y de transicién difieren por integrales multiples
de DNA repetido y todos estos sitios pueden ser ocupados in-
distintamente por los octameros de histonas. Mediante esta des-
cripcion desarrollaron una ecuacion que calcula la probabilidad
de posicién de nucleosomas en la secuencia de DNA, resultando
que al menos 95 % de la masa total de DNA tienen afinidad a
los octameros de histonas en los nucleosomas [24].

Para detectar interrelaciones entre perfiles potenciales de nu-
cleosomas y caracteristicas funcionales de secuencias con cier-
to significado en cuanto a estructura y funcién, Levitsky desa-
rroll6 un método de algoritmos genéticos utilizando estadistica
bayesiana para la localizacion de dinucledtidos dentro de regio-
nes con sitios de formacién de nucleosomas. Estos métodos es-
timan la frecuencia local de dinucleétidos y detecta estructuras
en bloque de sitios de formacién de nucleosomas mediante una
particién local en un contexto especifico de dinucledtidos.

El programa desarrollado analiza diversas clases de secuen-
cias genémicas de DNA, considerando como clases a los dife-
rentes promotores y sus distintos patrones de expresion: exones,
intrones, sitios de splicing, loci de regiones control, secuencias
no flanqueadas, DNA satélite, y elementos méviles de insercién.
Demostrd que el potencial de nucleosomas en regiones promo-
toras de genes housekeeping y en genes expresados en muchos
tejidos son considerablemente mas bajos que los de regiones pro-
motoras en genes expresados en tejidos especificos. La interfase
de este programa se puede encontrar en internet [22]. El conjun-
to de sitios nucleosomicos usados para el analisis, esta recopilado
en la base de datos SiteSequences, extraida del banco de datos
del EMBL de acuerdo con los cédigos y posiciones indicados en
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la base de datos NUCLEOSOMAL DNA hecha por loshikhes y
Trinov, 1993(31].
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Figura 3.1: Porcentaje de ocupacién de nucleosomas en el DNA (Segal et al.,
2006)

En mapeos experimentales de nucleosomas en el genoma de
levadura, se ha encontrado que existe una diferencia en el por-
centaje de nucleosomas para distintas regiones del genoma [38]
(ver fig 3.1) y que la posicién de nucleosomas es diferente para
promotores que son regulados positivamente en contraste con
los que son regulados negativamente por nucleosomas. También
los patrones son distintos en las regiones intergénicas. Los ge-
nes regulados positivamente por nucleosomas tienden a no tener
cajas TATA mientras que los genes inhibidos por nucleosomas
tienden a tener cajas TATA, es decir, los genes que tienden a
tener cajas TATA se encuentran relativamente compactos con
arreglos de secuencias asociadas a nucleosomas sobre esta re-
gién promotora (ver fig. 3.2). Sugiriendo que estos dos modos
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opuestos de regulacién podrian venir de diferentes arquitecturas
de la cromatina[19].

TYRRr Yy

TWA-containing ~ Negatve

AL—U

Figura 3.2: Arreglo de nucleosomas en dos clases de promotores (Ioshikhes
et al., 2006)

El trabajo experimental de Yuan [49], en donde obtienen to-
das las secuencias de DNA unidas a nucleosomas en el genoma
completo de Sacharomyces cerevisiae, fue una gran oportuni-
dad para desarrollar trabajos teéricos que predicen la posicion
de nucleosomas y compararlos con los datos de este trabajo, ya
que una de las grandes limitantes en muchos trabajos se debe a
los pocos datos experimentales que se tienen. Apoyados en este
primer trabajo se estudié un grupo de regiones promotoras bien
caracterizadas e identificadas con una fuerte periodicidad dentro
de 199 alineaciones centrales de nucleosomas, concluyendo que
existe una organizacion intrinseca en la posicion de secuencias
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de DNA con nucleosomas al menos en el 50% del genoma in
vivo en experimentos observados en levaduras y se ha propuesto
que los genomas eucariontes tienen un cédigo para la posicion
de nucleosomas que estd ligado a las funciones especificas del
cromosoma. En este mismo trabajo se encontré que aproxima-
damente cada 10 pb. existe una perodicidad de dinucleétidos
AA/TT/AT que oscilan en fase entre ellos y fuera de fase con
dinucledtidos periddicos de GC que a su vez se encuentran apro-
ximadamente cada 10 pb (ver fig. 3.3) [38]. Aunque en otros
trabajos, también realizados en levaduras, se ha encontrado que
esto resulta ser cierto solo para un subconjunto de nucleosomas,
en donde si bien se observan senales intrinsecas de la posicion de
nucleosomas, las senales son mas inhibitorias como mas variables
en regiones promotoras que en regiones de marcos abiertos de
lectura (open reading frames), siendo estos resultados inconsis-
tentes con la propuesta de un codigo de posicion de nucleosomas
propuesto en el trabajo de Segal et al.[16].

Otra caracteristica encontrada en secuencias de espacios in-
tergénicos, intrones y exones en genes humanos, que son poten-
ciales para la formacion de nucleosomas, es que mantienen una
correlacion negativa con el contenido de GC independientemen-
te de la longitud de la secuencias, esto probablemente es una
explicacion para el significado funcional de regiones con diferen-
tes contenidos de GC [45]. Se ha encontrado también que los
dinucledtidos CA son también importantes para la union a nu-
cleosomas y que el decdimero TATAAACGCC muestra una gran
afinidad a los mismos [47] [16], asi como repeticiones de TGGA
impiden la formaciéon de nucleosomas y repeticiones multiples
de dinucleétidos A-T incrementan la accesibilidad para la unién
de factores de transcripcion en secuencias cercanas [6]. Se sabe
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Figura 3.3: Secuencias de DNA unidas a nucleosomas (Segal et al., 2006)

que pequenas regiones del DNA ricas en secuencias de A-T y
espaciadas por un numero integral de nucleétidos, permiten que
la molécula gire alrededor del nucleosoma (ver fig.3.4) [1]. Exis-
te evidencia que en secuencias con repeticiones periédicas cada
10.4 pb de dinucleétidos AA y TT se encuentran nucleosomas
asociados[5][16]. No obstante, parece ser que son un conjunto
general de senales las reponsables de la composiciéon del DNA y
de la asociacién con los nucleosomas[16].

3.2. Posicién de nucleosomas en arqueas

Las arqueas mesofilas, termofilas e hipertermofilas miembros
todos de las euriarqueas tienen homologias en las secuencias pri-
marias, el plegamiento de histonas, las estructuras cuaternarias
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Figura 3.4: Surcos del DNA unidos al conjunto nucleosémico (Lewin, 1994)

y la formaciéon de dimeros con el conjunto de histonas, H2A,
H2B, H3 y H4, que forman los nucleosomas eucariontes [33]. Las
histonas de arqueas tienen una unién similar y un enrollamien-
to en el DNA dentro de los complejos nucleosémicos los cuales
comparten muchas caracteristicas en comun con los tetrameros
formados por histonas eucaridticas (H3+H2)2, ambos tetrame-
ros también tienen dependencias similares con las secuencias de
DNA a las que se unen preferentemente en localizaciones es-
pecificas tanto in vivo como in vitro [20].

En los trabajos desarrollados para caracterizar las regiones
del DNA unidas a nucleosomas se encontré que las secuencias
de DNA cercanas a las regiones nucleosémicas en arqueas tienen
cuatro copias repetidas de secuencias TTTAAAGCCG que dan
como resultado que la molécula de DNA incremente su afini-
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dad por las histonas de arqueas HM{B relativa a la dominancia
cuantitativa de repeticiones helicoidales de los dinucledtidos TA
que incrementan esta afinidad antes establecida. La alternancia
de regiones ricas en A/T y G/C son localizadas en donde se
encuentran los surcos menor y mayor respectivamente. Cuando
las moléculas se incorporan en los nucleosomas, la alternancia
de regiones ricas en A/T y en G/C se coloca en donde los surcos
menores y el surco mayor sean comprimidos respectivamente y
sean ubicados de cara al complejo de histonas. La conformacion
de estas copias de secuencias repetidas (A/T)3 NN (G/C)3 NN
le proporciona flexibilidad a la molécula del DNA (ver fig.3.5).
No obstante, se han encontrado diferencias de afinidades a las
moléculas de DNA entre las dos histonas HMFA y la HM{B, las
cuales se explican por distintos residuos en el carboxilo terminal
de la region a-hélice 3 de la histona. Los autores del trabajo an-
tes mencionado sugieren que estas diferencias en la preferencia
de secuencias puede anticipar un nuevo mecanismo estructural
de la regulacién de la expresién génica en arqueas[21].
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Figura 3.5: Secuencias conservadas de DNA asociado a nucleosomas en Ar-
queas (Bailey el al, 2002)



Capitulo 4

Metodologia

Una funcién f(x) periédica es aquella donde existe un valor
T > 0, tal que para cualquier x en el dominio de dicha funcién
se tiene que f(x+71) = f(z) (ver fig.4.1). Las funciones periodi-
cas mas conocidas son sen(x), cos(x), tan(x). etcétera. La suma,
diferencia, producto o cociente de dos funciones de periodo T,
es otra funcién de periodo 7' [44].

Muchas funciones estan compuestas por varias senales, es de-
cir por la suma de dos o mas funciones periédicas (fig. 4.2),
los genomas fungen como una funciéon de este tipo, en la que
se registran varias senales, y para analizar la composiciéon de
cualquier funcién se puede utilizar el analisis de Fourier
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Figura 4.2: Suma de dos senales periédicas

El analisis de Fourier se basa en la descomposiciéon de una
funcién dada, en varias funciones en términos de cualquier fun-
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cién periédica conocida (senz,cosx, etcétera) y de diferentes
frecuencias que al recombinarse nos den la funcién original. Con
este analisis se puede describir cualquier funciéon periddica sin
importar lo complicada que sea (fig.4.4).

a,=8
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D) _ A
bt
0 \‘___/‘
+

Figura 4.3: descomposiciéon de una funciéon como la suma de cuatro funciones
periddicas



36 CAPITULO 4. METODOLOGIA

La transformada rapida de Fourier es un algoritmo que nos
permite hacer el andlisis de Fourier para representar asi nuestra
senal en el dominio de las frecuencias o el proceso que transforma
una funcién a otra [41].

Los datos que estamos analizando con la informacion de nu-
cledtidos representan un dominio finito, pero lo suficientemente
grande para encontrar los periodos que buscamos, periodos en
donde estén presentes senales de nucleosomas. La energia de in-
teraccién de dinucledtidos fue tomada de los experimentos rea-
lizados por Breslauer y Marky, en donde todos los valores se
obtuvieron de la disrupcién de la interaccién existente entre las
bases nucleotidicas a 1 M Na, 25C y con un pH7. Las unidades
de entalpia estan dadas en Kcal/mol.

Interacciéon NN | AH® | AS®
AA/TT 9.1 24.0
AT/TA 8.6 | 23.9
TA/AT 6.0 | 16.6
CA/GT 5.8 | 12.9
GT/CA 6.5 | 17.3
CT/GA 7.8 | 20.8
GA/CT 5.6 | 13.5
CG/GC 11.9 | 27.8
GC/CG 11.1 | 26.7
GG/CC 11. 0 | 26.6

De la base de datos del NCBI se bajaron algunos genomas re-
presentativos de eucariontes, arqueas y como control el genoma
de E. coli. Los organismos utilizados fueron Homo sapiens, Pan
troglodytes, Arabidopsis thaliana, Gallus gallus, Sacharomyces
cerevisiae, Methanococcus jannashii, Thermoplasma volcanium
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y Escherichia coli. De los cuales se obtuvieron pedazos de se-
cuencias aproximadamente del mismo tamano (2000pb).

Estas secuencias fueron transformadas mediante un programa
en Perl a senales de energia libre correspondiente a los enlaces
entre nucleétidos contiguos, utilizando la tabla de Breslauer. De
la misma forma se transformé la secuencia para registrar senales
de nucledtidos formadores de enlaces fuertes (GC) por un lado,
como de enlaces débiles (AT) por el otro y se tomé un registro
de las dos seales al mismo tiempo, obteniendo cuatro fuentes de
datos con estas senales.

Para el registro de las senales de enlaces Fuertes se le asig-
naron a los nucleétidos G y C el valor 1 y al resto 0 y para el
registro de senales de enlaces débiles se le asigné a los nucledti-
dos A y T el valor de 1 y al resto 0. Para el registro de ambos
tipos de enlaces se asigné valor de 1 a los enlaces fuertes y -1 a
los enlaces débiles.

Asi se obtuvieron cuatro series de datos para cada genoma,
tres correspondientes a los nucledtidos formadores de enlaces
fuertes y débiles, y uno a la energia de entropia entre dinucle6ti-
dos contiguos.

Para cada serie de datos, se realiz6é un analisis de periodicidad
utilizando como herramienta la transformada rapida de Fourier
y se compararon los resultados.
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S/

Senal 1

Se asigno el valorde 1a
todos los nucledtidos
formadores de enlaces
fuertesy -1a los
nucleotidos formadores de
enlaces debiles.

Se asigno el valorde 1a
todos los nucleotidos
formadores de enlaces
debiles y al resto 0

Senal 4

Seasigno el valorde 1a
todos los nucleotidos
formadores de enlaces
fuertes y al resto 0

Senal 3

y Marky.

Se asigno el valor
correspondiente a la energia de
entalpia entre los nuclectidos
contiguos de la secuencia
usando los datos de Breslauer

Figura 4.4: Diagrama de la Metodologia



Capitulo 5

Resultados

En esta seccién se muestran algunas de las graficas obtenidas
a partir de las secuencias de cada uno de los organismos, anali-
zadas con la transformada rapida de Fourier, registrando senales
de enlaces fuertes y débiles juntas y por separado, asi como las
de energia libre y entalpia entre dinucleétidos contiguos obteni-
das con las medidas de Breslauer y Marky, en cada uno de los
organismos.

Se tomaron secuencias con tamanos de 2000pb aproximada-
mente de cada muestra, contemplando que los periodos buscados
para formar nucleosomas pudieran estar representados en las se-
ries de nucledtidos obtenidas.

Decimos que una senal se repite si después de cierta cantidad
de pares de bases vuelve a aparecer el mismo patron. La cantidad
de pares de bases entre cada repeticion le llamamos el periodo.
En una misma secuencia pueden convivir varios periodos si hay
segmentos que vuelven a aparecer con distintas cantidades de
pares de bases entre repeticiones. Los picos obtenidos en cada
grafica [del espectro de Fourier] indican los periodos presentes en
esa senal. Es decir, si hay un pico correspondiente a un periodo
80, quiere decir que hay algin segmento de la senal que se repi-
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te cada 80 pares de bases. Es necesario indicar que cuando nos
referimos a una repeticion de un segmento de DNA, dicha repe-
ticion bien puede ser aproximada. Es decir, que lo que vuelve a
aparecer es una region casi idéntica, pero no igual a la anterior.
esto es importante porque si la senal que se trabaja es la de las
energias libres en lugar de las bases, entonces habra segmentos
con energia de enlace casi idéntica pero cuya sucesiéon de bases
sea diferente.

En E.Coli se observa claramente un pico de periodo 86 (ver
apéndice);juntas aunque en otros trabajos no se han encontrado
nucleosomas en bacterias, se ha reportado la presencia de pro-
teinas histone-like que se unen al DNA, regulan la transcripcion
de genes y contribuyen a la organizacién del nucleoide [9], sin
embargo no se encontraron reportes de la presencia periddica de
la unién de estas proteinas al genoma bacteriano.
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Eneraiia cle enlaces de cinucledtidos: Breslauer & Marky Secuencia de

2000 ph. del Cromozoma 1 de Homo Sapiens
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Figura 5.1: romosoma 21 de Homo sapiens

Los datos que se obtuvieron de Homo sapiens, muestran grafi-
cas con picos de periodo 80 con mejor claridad que el resto de
las muestras. En todas las gréaficas de los organismos analizados
se muestran periodos que presumiblemente corresponden a es-
pacios internucleésomicos (cercanos o menores de 80). También
se observan picos que corresponden a multiplos de los mismos
periodos y aunque no se muestran en las graficas, indican que
la periodicidad en estos multiplos se repite en la muestra lo que
es congruente con el registro buscado.
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Las graficas que se obtuvieron de un mismo organismo, varian
para cada registro pero se mantienen muy cerca o con el mismo
periodo, en los registros para Homo sapiens las cuatro senales in-
dican el mismo periodo; como puede observarse al comparar las
graficas mostradas para senales de enlaces de entalpia y senales
de enlaces débiles en esta seccion.

Sefiales o enlaces cébiles: Secuencia de 20000k

del Cromosoma 21 de Homo Sapiens
7000 . T . . .
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0 20 40 g0 a0 100 120
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Figura 5.2: cromosoma 21 de Homo sapiens

Lo mismo sucede para los registros de Pan troglodytes, pero el
periodo varia ligeramente con respecto del humano (ver dpendi-
ce) que indica que las senales utilizadas, en estos dos organismos
son igualmente sensibles a estos periodos.
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En el resto de las graficas se observan periodos cercanos a 80
o de 80, para un mismo organismo, como por ejemplo Arabidop-
sis thaliana. Dependiendo del tipo de senal analizada (enlaces

Siefiales de enlares fusrtes v déblies. Secuencia de 21 70ph

del Cromosoma | de Arabidopsis thaliana
10000 T T T T T

3000 ¢ .

3000 .

Ferioda 80

7000 / 7

G000 .

3000k A

Aol

4000 A

3000 H 1

2000 H 1

1000 1

El 1 1 1 1 1
a 20 40 ] Gl 100 120

Frecuencia

Figura 5.3: cromosoma I de Arabidopsis thaliana

fuertes, débiles, ambos o entalpia entre nucleétidos contiguos) la
senal se puede matizar de diferente forma con otros periodos y
variar muy poco como se muestra en las graficas que se encuen-
tran en el apéndice. En algunas de las graficas se puede ver que
los enlaces débiles o fuertes son los que tiene mejor claridad, sin
embargo en ninguno se pierde la senal, lo que presumiblemente
corresponde al DNA espaciador.
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En todas las muestras de organismos eucariontes encontramos
patrones similares en dichos periodos pero también los encontra-
mos en los dos organismos pertenecientes a las arqueas. Aunque
los registros para Thermoplasma volcanium son mas cercanos
al resto de los eucariontes que Methanocaldococcus jannaschii
(ver apéndice) tampoco excede el rango del periodo buscado. Lo

I;nergia dle enlaces de dinucledtidos. Breslauer & Marky. Secuencia de 2200ph

%10 Thermoplasma valcanium
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25+ 1

Periodo 79

05 1

D | | |
a a0 4 ] il 100 120

Frecuencia

Figura 5.4: Thermoplasma volcanium

que esta indicando que para las mismas senales en eucariontes
se registran patrones periddicos similares en la composicion del
genoma de arqueas en las muestras analizadas y que probable-
mente se debe al mismo patron de asociacion a proteinas. La
amplitud de la senal en todas las graficas para los periodos bus-



45

cados dependera de la region gendmica en la que se encuentren
las muestras analizadas, debido a que el DNA es un acervo de
diversas senales que también son periddicas.



Capitulo 6

Discusion y Conclusiones

La reciente obtencién de genomas eucariontes, que en su ma-
yoria no codifica para proteinas, ha dejado en claro la posibilidad
de una organizaciéon tal que le permita tener regulaciones epi-
genéticas que le confieran con esto, la regulacion transcripcional
y como consecuencia, la especializacion celular.

La presencia de nucleosomas en el DNA es fundamental en
este sentido, ya que son la unidad basica de organizacion del ge-
noma, lo cual hace muy interesantes los estudios de las relaciones
entre DNA y nucleosomas.

El DNA se caracteriza por tener nucleosomas unidos cada
197 pb aproximadamente. Los nucleosomas como se ha mencio-
nado anteriormente, son proteinas altamente conservadas tanto
en la secuencia primaria como en el plegamiento y la afinidad
de estas al DNA también es dependiente de la secuencia de nu-
cledtidos. En muchos trabajos se han encontrado una serie de
patrones, ligeramente variables en los nucleétidos que permiten
hacer més flexible a la molécula para enrollarse alrededor de
los complejos protéicos del DNA. También se tiene una base de
datos de las secuencias de DNA asociado a nucleosomas obten-
didas experimentalmente, en donde dichas secuencias asociadas

46
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a nuleosomas se clasifican por la funcién que tiene el DNA que
se asocia a estas proteinas. El programa de predicciéon de secuen-
cias de DNA asociados a nucleosomas utiliza esta base de datos
y mediante métodos heuristicos predicen la probabilidad de aso-
ciacién de la secuencia al DNA. Sin embargo, en estos analisis
la busqueda esta limitada a la comparacién con los pocos datos
de secuencias obtenidas experimentalmente en eucariontes.

El genoma esta relegado a muchas restricciones tanto fisi-
cas como funcionales, dentro de las restricciones fisicas se pue-
den asociar muchos comportamientos que podrian modelarse,
como lo es la periodicidad. Con este tipo de analisis encontramos
que las caracteristicas fisicoquimicas de los nucleétidos produ-
cen senales que nos pueden dar informacién del periodo de un
conjunto de nucleétidos que comparten las mismas cualidades.
Con este estudio utilizamos las energias de entropia de nucledti-
dos contiguos medidas por Breslauer, asi como la presencia y
ausencia de nucledtidos generadores de enlaces fuertes y débiles
cuya forma de distribucién proporciona a la molécula las carac-
teristicas que necesita para flexibilizarse, de manera que pueda
enrollarse formando nucleosomas, demostrando ser senales muy
sensibles para rastrear patrones periodicos en el DNA.

En las muestras analizadas, se logran ver periodos que varian
en regiones cercanas a 80, lo que presumiblemente corresponde
a espacios internucleosémicos o DNA espaciador, dandonos la
idea de que existe un parametro comun para detectar un tipo
de constitucion de las secuencias que se unen a nucleosomas en
cualquier organismo y sin las limitantes experimentales que se
presentan en los trabajos antes citados.

E1 DNA no es estacionario, tiene muchos patrones periédicos,
ademas de la presencia de nucleosomas, existen diversas senales
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peridédicas como los,Alu repeats uso de codones en exones, re-
giones de microsatélites, etcétera [11] por lo que en las muestras
analizadas observamos otros picos y la amplitud de los periodos
va a depender de la region que tomamos al azar, y que por el ta-
mano de las secuencias analizadas (2000pb) era seguro suponer
que encontrariamos regiones asociadas a nucleosomas.

La presencia de histonas en arqueas y la similitud en los
periodos encontrados, en las dos muestras analizadas, puede su-
gerir otro argumento respecto a la cercania evolutiva con los
eucariontes, ademas de darnos una idea de los principios de or-
ganizacion del genoma; aunque en la muestra de E. coli se en-
contré un pico de periodo muy claro de 86, no existen reportes
de la presencia de nucleosomas en bacterias pero se sabe que
existen unas proteinas similares llamada proteinas histone-like ,
en las que tampoco han reportado periodicidad, sdlo se conoce
que se unen al DNA, que permiten la organizacién del nucleoide
y que se asocian a regiones especificas del DNA para inhibir o
regular la transcripcién génica[32].

La conservacion de patrones observada en el DNA que se
asocia a nucleosomas, es una cualidad interesante de los limites
evolutivos a los que puede conllevar esta restriccion estructural,
y sobretodo si se observa que la organizacién del genoma es un
factor imprescindible en la complejidad en los organismos dentro
de todos los niveles de la escala evolutiva.

Las restricciones estructurales del DNA para asociarse a nu-
cleosomas dejan abierta la pregunta sobre los limites que afectan
la funcionalidad de estas secuencias. La relaciéon que hay entre
patrones de restriccion estructural y funcionalidad de la secuen-
cia no esta clara, es decir, no se conoce a qué niveles de res-
triccion pueda llegar esta relacion y qué implicaciones tenga en
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la funcionalidad de las secuencias, y sobretodo la consecuencia
evolutiva que puede tener en los organismos.

Aunque en este trabajo no se puedan determinar los limi-
tes de restriccion estructural y el efecto en la funcionalidad del
DNA, si permite mostrar que existe una manera mas precisa y
diferente para estudiar estas asociaciones que no responden a la
sucesion exacta de nucleétidos sino a distribuciones energéticas
en la molécula del DNA que le confieren las caracteristicas nece-
sarias para flexibilizarse y asociarse a proteinas nucleosémicas,
y muestra que esta puede ser una herramienta para la busqueda
de patrones evolutivos en los genomas. Finalmente se propone
en trabajos futuros encontrar con estas herramientas los niveles
y limites de las restricciones estructurales que intervienen en la
funcionalidad de la secuencia del DNA.



Capitulo 7

Apéndice

Sefiales de enfaces fuertes: secuencia de 2000 ph del
Cromosoma 21 de Homo sagiens
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Figura 7.1: Gréfica que representa senales de enlaces fuertes del Cromosoma
21 de Homo sapiens, en la que se observa un pico muy bien definido que
corresponde al periodo 83
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Sefiales de frecuencias fuertes v débiles: Secusncia de 2000pk
del Cromosama 21 de Homo sapiens
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Figura 7.2: Gréfica del registro para senales fuertes y débiles del cromosoma
21 de Homo sapiens, en donde también se observa un pico de periodo 83

4Energ\'ax cle enlaces dle dinucledtidos: Breslauer & Marky. Secuencia 1972ph
w10 del Cromosoma V de Pan troglodytes
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Figura 7.3: Cromosoma I de Pan troglodytes En esta grafica se observa un
periodo de 82, aunque la amplitud de los picos no es tan grande como en la
anterior, esta muy definido.
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Sefiales de enlaces fuertes v débiles: Secusncia de 1972pk

el Cromesoma Ve Pan Troglocytes
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Figura 7.4: Esta grafica corresponde a las senales de enlaces fuertes y débiles

del Cromosoma I de Pan troglodytes, en donde también se encontré un pico
de periodo de 82

Sefiales e enfaces fuertes. Secusncia de 1972 ph del Sefiales de enlaces débiles. Secuencia de 1972 ph
Cromosoma ¥ de Pan troglodytes del Cromesoma Ve Pan Troglodytes
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Figura 7.5: En estos registros de Cromosoma I de Pan troglodytes las senales
parecen mostrar picos de menor amplitud, pero también estan representados
picos de periodos que presumiblemente corresponden al DNA espaciador
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Sefiales de enlaces fuertes. Secuencia.de 2170 ph Sefiles e enlaces déiles: Secusncia de 2170 ph cel
olel Cromesama | de Arabidopsis thaliana . Cromosoma | de Arabidapsis thaliana
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Figura 7.6: Estos son los registros de una secuencia del Cromosoma I Ara-
bidopsis thaliana, que muestran un pico muy amplio y definido de periodo

78

Energ\'a dle enlaces de dinucledtidas: Breskauer & Marky Secuencia de 2170gh
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Figura 7.7: En esta grafica se puede observar un pico bien definido de periodo
75 del Cromosoma I Arabidopsis thaliana
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El]erg\'ade enlace entre dinucledticos: Breslauer & Marky. Secuencia de 2200ph Sefiales de enlaces fuertes y débiles. Secuencia de 2199ph
*®10 Gallus gallus Gallus gallus
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Figura 7.8: Estas graficas son del Cromosoma I de Gallus gallus, con estas
senales los picos son pequenos pero se observan muy bien periodos de 78

Sefiales de enfaces fuertes. Secuencia de 2200pk § Sefiales de enlace débies. Secuencia de 2200ph
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4000 T T T 14 T T T
3500 12
3000
10
2500 E
3 Periocla 1 3 §
é 2000 1 é
I3 Periodn 81
1500 R
4
1000
500 3
0 1 . . h 0
0 20 40 1] 80 100 120 0 20 40 1] 80 100 120
Frecuencia Frecuencia

Figura 7.9: Cromosoma I de Gallus gallus. en la grafica para enlaces fuertes

la senal es de mayor amplitud, pero en ambas graficas se registran también
periodos de 81
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i Energla de enlaces de dinculedtidos: Breslauer & Marky Sefiales de enfaces fuertes y débiles. Secusncia de 2168k
w10 Secuencia e 21690k del Cromasoma | de Sacharomyces cerevisiae el Cromosoma | de Sacharomyces Cerevisiag
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Figura 7.10: Cromosoma I de Sacharomyces cerevisiae, en ambos registros,
tanto los de senales fuertes y débiles como los de energia de entalpia entre
enlaces de nucledtidos se observan picos de periodo 78.
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Figura 7.11: En esta grafica de la secuencias obtenida Cromosoma I de Sa-
charomyces cerevisiae para senales fuertes se observa mucho mejor el pico
que corresponde al periodo 78 como en los registros anteriores.
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Sefiales de enlaces débiles. Secuencia de 2169ph
dlel Cromosoma | de Sacharomyces Cerevisiag
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Figura 7.12: Esta es la grafica que se obtuvo del Cromosoma I de Sacha-
romyces cerevisiae para senales débiles, aqui se logra ver un pico definido de
periodo 75.

Fnerg\'a ol enlace de dinucledticos: Breslauer & Marky Secuencia e 2169ah Sefiales de enlaces fuertes v débiles. Secusncia de 216590k
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Figura 7.13: En estas gréaficas para la secuencia de Methanococcus jannaschit
se observan muy claros y bien definidos picos de periodo 68, aunque la senal
parece ser de menor amplitud para enlaces fuertes y débiles.
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Sefiales de enfaces fuertes. Secusncia de 2169ph

de Methanocoecus jannaschii
4500 T T T

4000
3500 /

3000

2500
]
E 200

1500

1000

§00

0 f ! ! !
0 a0 40 &0 0 100 120

Frecuencia

Figura 7.14: Este es el regisro para senales fuertes de la secuencia de Met-
hanococcus jannaschii, también se observa un pico muy grande de periodo

68

Sefiales de enlaces débiles. Secuencia de 2169ph
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Figura 7.15: Con las senales de enlaces débiles de la secuencia de Methano-
coccus jannaschii se observa un pico definido y pequeno de periodo 66
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Sefiales fuertes y débiles. Secuencia de 2200ph

de Thermoplasma volcanium
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Figura 7.16: Esta es la grafica de la secuencia de Thermoplasma volcanium,
en donde se ven con estas senales un periodo muy claro de 84
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Figura 7.17: Estas son las gréaficas de senales fuertes y débiles de la secuencia
de Thermoplasma volcanium
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i Energla de enlaces entre dinucledtidos: Breslaer & Marky : Secuencia Sefiales de enfaces fuertes y débiles. Secusncia de 1972pk
w10 de 1972ph de Escherichia Coli de Escherichia Coli
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Figura 7.18: En estos registros para la secuencia de Fscherichia coli, iden-
tificaron periodos de 86 aunque la senal se ve de mayor amplitud para los

registros de enlaces fuertes y débiles

Sefiales de enfaces fuertes. Secusncia de 1972 pb de Sefiales de enlaces débiles. Secuencia de 1972pb de
Escherichia Coli Estuerichia coli
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Figura 7.19: En estos registros para la secuencia de Escherichia coli, también

se observan periodos de 86
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