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1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades sobre Leishmania

Leishmania es un protozoo flagelado que pertenece al orden
Kinetoplastidae y a la familia Trypanosomatidae. Este grupo de organismos
divergio tempranamente del linaje eucariético y muestra varias caracteristicas
biolégicas Unicas, algunas de las cuales fueron encontradas posteriormente en
otros eucariontes (Haile y Papadopoulou, 2007). EIl parasito produce en el
hombre una enfermedad llamada leishmaniasis, y fue observado por primera
vez por Cunningham en 1885 y descrito posteriormente por Leishman en 1900
y Donovan en 1903. Leishmania habita en dos hospederos altamente
especificos, que son la mosca de la arena (perteneciente a los géneros
Phlebotomus en el viejo mundo y Lutzomyia en el nuevo mundo, de la familia
Psychodidae) y un mamifero. En el intestino de la mosca de la arena crece
como promastigote flagelado, que es alargado, tiene un ndcleo central y un
cinetoplasto (DNA mitocondrial) en la parte anterior, del cual se origina un
flagelo de mas de 20 um de largo (Fig. 1). El estadio de amastigote crece y se
reproduce dentro de los fagolisosomas de los macréfagos; es ovalado y

presenta un flagelo muy corto (Fig. 1) (Vannier-Santos et al., 2002).

A
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Figura 1. Leishmania spp. Se muestran promastigotes (A) y amastigotes (B).

La infeccion en el hombre comienza cuando una mosca de la arena pica

e inyecta en la sangre a la forma infecciosa, los promastigotes (Fig. 2); ya en el



mamifero, los promastigotes son fagocitados por los macréfagos, donde se
diferencian en amastigotes, los que se reproducen dentro de las células
infectadas y afectan a otros tejidos. El insecto se infecta al ingerir sangre con
macrofagos infectados con amastigotes. Ya dentro del intestino de la mosca
los amastigotes de diferencian en promastigotes, los cuales se reproducen y
migran hacia la probdscide, donde seran inoculados a un nuevo hospedero
mamifero (Fig. 2). En el ser humano también se puede adquirir mediante
trasplantes de 6érganos, transfusiones de sangre o por jeringas infectadas con

el parasito.

Estadios en mosca de la arena Estadics en Humano

A: Estadio Infectivo
,ﬁ’ Estadio de Diagnostico

hitp:ifwewnw, dpd. . cde govidpdx

Figura 2. Ciclo de vida de Leishmania spp. Se muestran los estadios del parasito y su desarrollo tanto en
mamiferos como en el vector. (1) La mosca de la arena se alimenta de sangre e inyecta promastigotes en
la piel. (2) Los promastigotes son fagocitados por los macréfagos. (3) Los promastigotes se transforman
en amastigotes dentro de los macrofagos. (4) Los amastigotes se reproducen dentro de las células de
varios tejidos, incluyendo a los macréfagos. (5) La mosca de la arena se alimenta de sangre, ingiriendo
macréfagos infectados con amastigotes. (6) Liberacion de los parasitos de las células. (7) Los
amastigotes se transforman en promastigotes en el intestino medio. (8) Se dividen las células en el
intestino medio y migran hacia la probdscide. Figura tomada de www.dpd.cdc.gov/dpdx.

Leishmania produce desde ulceras leves en la piel hasta infecciones de
organos internos que pueden producir la muerte del individuo (Fig. 3). Asi, la
leishmaniasis ha sido clasificada de acuerdo a sus manifestaciones clinicas en

tres tipos: cutdanea, mucocutanea y visceral. La leishmaniasis cutanea se



caracteriza por la presencia de Ulceras en el sitio donde pico el insecto
transmisor, las cuales pueden tardar varios meses en cicatrizar. La
leishmaniasis mucocutanea produce las mismas ulceras en la piel, pero
después de sanar reaparecen, principalmente en los tejidos mucosos de la
nariz y boca; las ulceras son acompafadas de infecciones secundarias y la
destruccion masiva de tejidos. Y por ultimo, la leishmaniasis visceral es una
enfermedad sistemica severa, en la cual los parasitos se alojan en el higado,
bazo y médula 6sea. Esta forma de la enfermedad es usualmente mortal
(Handman, 2000). Existen al menos diez especies de Leishmania que son
patdgenas para humanos. Por ejemplo L. major y L. mexicana producen
leishmaniasis cutdnea; L. donovani provoca leishmaniais visceral y L.

braziliensis causa leishmaniasis mucocutanea.

Figura 3. Leishmaniasis cutdnea (A), mucocutanea (B) y visceral (C). (Imagenes tomadas de:
http://wpcontent.answers.com/wikipedia/en/thumb/1/12/L eishmaniasis.jpa/350px-Leishmaniasis.jpg,
http://www.stanford.edu/class/humbio103/ParaSites2006/Leishmaniasis/images/MC3.jpg y
http://www.leishrisk.net/L eishrisk/UserFiles/Image/child%20with%20VL(1).jpg ).

La leishmaniasis es endémica de las regiones tropicales de Africa,
América, Asia y algunas zonas alrededor del mar Mediterraneo (Fig. 4). La
Organizacion Mundial de Salud considera que 350 millones de personas en
todo el mundo corren el riesgo de contraer la leishmaniasis. Segun las
estimaciones, hay 14 millones de personas infectadas y cada afio se registran
aproximadamente dos millones de casos nuevos. Segun la OMS cada afio se
presentan unos 500,000 casos de leishmaniasis visceral (el 90 % en

Bangladesh, Brasil, India, Nepal y Sudan, segun las estimaciones provoca mas



de 50,000 defunciones) y 1,500,000 casos de leishmaniasis cutanea (el 90 %

en Afganistan, Arabia Saudita, Argelia, Brasil, Perq, Irdn y Sudan).

Como estrategia para poder pasar inadvertida en el vector u hospedero,
Leishmania regula diferencialmente la expresion de los genes de proteinas de
superficie. Durante su ciclo de vida, varios cientos de genes son
diferencialmente regulados: 2-9 % son modulados a nivel de RNA y del 12-18

% son regulados a nivel proteico (Haile y Papadopoulou, 2007).

Distribucion mundial de la Leishmaniasis cutanea

B Areas endémicas

Fuente: O.M.5. 2005

Figura 4. Mapa de la distribucion de Leismaniasis cutanea en el mundo (Tomado de O.M.S. 2005).

En nuestro laboratorio estamos interesados en estudiar los mecanismos
de expresion genética en Leishmania major Friedlin (LmjF), la cepa de
referencia del “proyecto del genoma de Leishmania”. En particular, nuestro
interés esta enfocado en el analisis de la transcripcién de la RNA polimerasa I
(Pol 111), la cual sintetiza moléculas de RNA pequefias que son esenciales para

el crecimiento celular (Martinez-Calvillo et al., 2007).
1.2 Transcripcion en eucariontes
En células eucariontes el DNA esta localizado en el nlcleo, en donde es

transcrito en diferentes tipos de moléculas de RNA. Este RNA esté involucrado

de manera directa o indirecta en mudltiples procesos celulares como la



reproduccién, crecimiento, reparacion y regulacion del metabolismo. La
regulacion en la expresion de un gen ocurre principalmente a nivel del inicio de
la transcripcion y es influenciada por la estructura de la cromatina, aunque la
regulacién también puede ocurrir durante la elongacion de la transcripcion,

postranscripcionalmente, o durante la traduccion.

Las enzimas encargadas de sintetizar el RNA son las RNA polimerasas.
Existen tres tipos de RNA polimerasas en eucariontes: Pol I, Pol 1l y Pol Il
Pol | esta involucrada en la produccion de los RNA ribosomales (rRNA) 18S,
5.8S y 28S, y Pol Il participa en la sintesis de los RNA mensajeros (MRNA) y
algunos RNAs pequefios nucleares (snRNAs). Pol Il sintetiza moléculas de
RNA pequeiias que son esenciales para el crecimiento celular, tales como RNA
de transferencia (tRNA), rRNA 5S y algunos snRNAs. Pol lll es la méas
compleja de las RNA polimerasas, pues contiene el mayor numero de
subunidades: 17 en levadura, comparando con 12 subunidades de Pol Il 'y 14
subunidades de Pol | (Martinez-Calvillo et al., 2007).

La caracteristica mas distintiva e inusual de las regiones promotoras de
Pol Il es que la mayoria de ellas requieren secuencias localizadas “rio abajo”
del sitio de inicio de la transcripcion (SIT, +1), dentro de la region codificadora.
Dependiendo de la localizacion y tipo de elementos, la mayoria de los
promotores de Pol Ill se agrupan en tres categorias distintas (Fig. 5). Los
promotores tipo |, caracteristicos de los genes de rRNA 5S, consisten de tres
regiones de control interno: Caja A, Elemento Intermedio (El) y una Caja C.
Estos elementos se extienden por alrededor de 50 pb, comenzando en la
posicion +45. Los promotores del tipo Il estan presentes en los genes de
tRNA, y estan formados por dos dominios internos: Cajas Ay B. Las cajas A se
localizan cerca del SIT, mientras que las cajas B tienen una localizacién
variable. Los promotores del tipo Ill consisten de elementos que residen
exclusivamente “rio arriba” del gen. Estos normalmente contienen una caja
TATA cerca de la posicién -30, un dominio proximal (ESP) en la posicién -60, y
un dominio distal (ESD) aun mas alejado del SIT, alrededor de la posicion -200.
Este tipo de promotor lo presenta el ShRNA U6 (Paule y White, 2000).



Ademas de la Pol lll, varios factores generales de transcripcion estan
involucrados en la sintesis de RNA. Entre éstos, los mejor estudiados son
TFIIA, TFHIIB y TFHIC. TFIIB se considera como el factor general para la
iniciacidon de la transcripcién de Pol Ill, pues es requerido por los tres tipos de
promotores. TFIIIA es un factor especifico de los promotores tipo | (del rRNA
5S), en donde reconoce la caja A. En la levadura, este factor esta constituido
por un solo péptido (de 50 kDa) que contiene nueve dedos de zinc organizados
en tdndem. TFIIIC es un factor que es requerido por promotores tipo 1y tipo 2;
en el caso de los tipo 2, TFIIC reconoce directamente las cajas A y B del
promotor. La funcién principal de TFIIIC es la de reclutar a TFIIIB a la region del
sitio de inicio de la transcripcion. A su vez, TFIIIB recluta directamente a Pol IlI
a los promotores. En el caso de los promotores tipo 3, el factor SNAPc se une
al elemento de secuencia proximal (ESP) y Oct-1 al elemento de secuencia
distal (ESD), lo que facilita la asociacion de TFIIIB a la caja TATA del promotor
(Dieci et al., 2007).

Un simple grupo de cuatro o mas residuos T, normalmente flanqueados
por secuencias ricas en G+C, actltan como una sefial para terminar la
transcripcion por Pol Ill. Algunas subunidades de TFIIIC, como TFIIIC2, al
parecer estan involucradas en la terminacion de la transcripcion, asi como en la
reiniciacion de la transcripcién. También se ha encontrado que las subunidades
C11, C37 y C53 de Poal Ill forman un subcomplejo que también participa en la

terminacién y reiniciacion de la transcripcion.
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Figura 5. Tipos de Promotores de Pol Ill. El sitio de inicio de la trascripcion (SIT) es indicado por +1 y la
flecha, y el sitio de terminacion es indicado por Tn. También se muestran la posicién de varios elementos
promotores, incluyendo el elemento intermedio (El), el elemento de la secuencia proximal (ESP) y el
elemento de la secuencia distal (ESD) (Hernandez-Rivas et al., 2007).

1.3 Expresion génica en tripanosomatidos.

El genoma nuclear de L. major (32.8 Mb) esta distribuido entre 36
cromosomas relativamente pequefios, los cuales tienen un tamafio de 0.28 a
2.8 Mb. En este parasito, asi como en otros tripanosomatidos, los genes estan
organizados en unidades policistronicas largas, que pueden contener varios
cientos de genes codificadores de proteinas arreglados secuencialmente en la
misma cadena de DNA (Hernandez-Rivas et al., 2007). Esto se hizo evidente
al ser publicada la secuencia completa del cromosoma 1 de L. major (Myler et
al., 1999). El andlisis de la secuencia reveld un arreglo sorprendente de los 79
genes identificados: 29 de ellos se localizaron en la hebra de DNA inferior y los
restantes 50 en la hebra superior. La secuenciacién del genoma completo de
L. major (Ilvens et al., 2005), T. cruzi (El-Sayed et al., 2005) y T. brucei
(Berriman et al., 2005) revel6 que todos los cromosomas de los
tripanosomatidos presentan un arreglo similar al del cromosoma 1 de L. major,

con unidades policistronicas largas que pueden contener mas de 200 genes.



En lo que respecta a promotores de genes que codifican proteinas se
sabe muy poco. Estudios de run-on nuclear llevados a cabo con fragmentos de
DNA del cromosoma 1 de L. major indicaron que la transcripcién de todo el
cromosoma inicia de manera bidireccional Unicamente en la regién intergénica
que separa las dos unidades policistronicas (entre los genes 29 y 30)
(Martinez-Calvillo et al., 2003). Resultados similares se obtuvieron al analizar
la transcripcibn en el cromosoma 3, lo que indica que en L. major la
transcripcion inicia Unicamente rio arriba del primer gen de una unidad
policistrénica (Martinez-Calvillo et al., 2004). De esta manera, se forman
transcritos primarios largos que contienen informacion para sintetizar varias
proteinas (Johnson et al.,, 1987; Martinez-Calvillo et al., 2003). Los mRNA
maduros son producidos por dos procesos: trans-splicing y poliadenilacion (Fig.
6) (Parsons et al., 1984). El trans-splicing es un proceso mediante el cual se
agrega al extremo 5’ de todos los RNAm una secuencia de 39 bases, conocida
como miniexdbn o spliced-leader. ElI miniexén porta el cap, por lo que
proporciona estabilidad al RNAmM. Los mecanismos post-transcripcionales
parecen regular los niveles de los RNAm. Secuencias en la regién no traducida
3’ (3'-UTR) de los RNAm juegan un papel importante en dicha regulacion. No
existe ningun sitio especifico consenso para la sefial de poliadenilacion en

tripanosomatidos (Haile y Papadopoulou, 2007).
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Figura 6. Organizacion de los genes y produccion de los mRNA en tripanosomatidos. Se muestra la
manera en que son transcritos los genes en tripanosomatidos, asi como los procesos de trans-splicing y



la poliadenilacion. El rectangulo rojo en el extremo 5’ del miniexdn representa el CAP (Campbell et al.,
2000).

A causa de la transcripcion policistronica, la cual puede ser convergente
o divergente (Fig. 7), la identificacion de regiones promotoras se ha visto
dificultada en este grupo de organismos. A la fecha, el inico promotor de Pol II
gue ha sido ampliamente caracterizado es el del gen que codifica para el RNA
miniexén. Tanto en T. brucei como en L. tarentolae y Leptomonas seymouri, el
promotor del miniexén esta formado por un dominio bipartita rio arriba
(localizado alrededor de las bases -30 y -60) y un dominio localizado en la

region de inicio de la transcripcién (+1) (Gunzl et al., 1997).

Unidades Policistrénicas Divergentes
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Figura 7. Tipos de unidades policistrénicas presentes en los tripanosomatidos. Las flechas indican la
direccién de la transcripcion.

La transcripcion policistrénica de varios cientos de genes y la carencia
de promotores bien definidos para la RNA Pol Il nos indica que la mayoria de
los genes son regulados postranscripcionalmente. Los Unicos genes cuya
transcripcion es sabida que es regulada durante el desarrollo, mediante el
silenciamiento ocasionado por la cromatina, son los que codifican para las dos
proteinas de superficie mas abundantes en T. brucei [Prociclinas EP y las

glicoproteinas variantes de superficie (VSGs)] (Vanhamme y Pays, 1995).

En tripanosomatidos, todos los snRNAs son sintetizados por Pol llI,
ademas de los tRNA, el IRNA 5Sy el RNA 7SL. En T. brucei y Leptomonas ya
han sido caracterizados los promotores de algunos snRNAs y del RNA 7SL
(Nakaar et al., 1997). Estos genes tienen un gen de tRNA contiguo, hacia su
extremo 5’ y localizado en la cadena opuesta de DNA. Sorprendentemente, las
cajas A y B del tRNA vecino son esenciales para la expresion del snRNA y del
7SL RNA. En la mayoria de los casos, se requieren también elementos



regulatorios intragénicos del snRNA y del RNA 7SL para lograr un nivel de
expresion optimo. Aunque no es muy claro como las cajas A y B del tRNA
promueven la expresion del shRNA, se ha propuesto un modelo de “loop de
DNA” en el que los sitios de inicio de la transcripcion de los genes de snRNA y
del tRNA son aproximados de manera tal que el factor TFIIIB facilita la llegada
de Pol Il en ambos sitios. Como en eucariontes superiores, las secuencias
ricas en Ts funcionan como una sefial de terminacion para Pol Il en
tripanosomatidos. Por ejemplo, la transcripcién de tRNA del cromosoma 3 en L.
major termina en una regidon de cuatro Ts localizadas ri6 abajo del gen
(Martinez-Calvillo et al., 2004).

En Leishmania no ha sido caracterizado ningun promotor de Pol Il
Aunque muchos de los genes de tRNA, rRNA 5S y snRNAs se encuentran
agrupados en clusters en varios cromosomas, cada gen parece contener un
promotor y una regién de término de la transcripcion (Padilla-Mejia et al., 2009);
por esto, es muy probable que cada gen se transcriba independientemente,
generando RNAs monocistronicos (a diferencia de los transcritos policistronicos
de Pol II). Recientemente fueron aislados y purificados complejos
transcripcionales de Pol Ill en L. major mediante la técnica de purificacién por
afinidad en tdndem (TAP-tag), identificAndose las subunidades C160, C128,
C82, C53, C37, C34, C17, AC40, AC19, ABC27, ABC23 y ABC14.5 (Martinez-
Calvillo et al., 2007). El analisis in silico de los genomas de los
tripanosomatidos permitié la identificacion de los genes de otras de las
subunidades de Pol lll, y de muchas de las subunidades de Pol | y Pol Il. Sin
embargo, la mayoria de los factores de transcripcién no fueron encontrados; lo
que indica que éstos no estan presentes en tripanosomatidos, o bien si estan
presentes pero su secuencia ha divergido considerablemente (Myler et al.,
1999).

1.4 Lacromatinay su papel en la transcripcion

Debido a que la longitud total del DNA es de varios cientos de miles de

veces el diametro de la célula, el empaquetamiento del mismo es crucial para



mantener la forma celular; asi, el DNA en el nucleo celular se asocia con
proteinas para empacarse y formar cromosomas (Fig. 8). Este complejo
DNA/proteinas es llamado cromatina. El empaquetamiento del material
genético en cromatina genera un obstaculo para diferentes procesos
regulatorios como la transcripcién, replicacion, recombinacion y reparacion del
DNA (Recillas, 2000). La unidad estructural de la cromatina es el nucleosoma,
el cual estd formado por proteinas llamadas histonas (proteinas basicas
pequenias) (Fig. 9).

Las histonas representan alrededor del 50% del peso de la cromatina.
Estas proteinas tienen una longitud de 123+14 amino&cidos, con un peso
molecular de 13.5+1.5 kDa y punto isoeléctrico de 11+0.5 (Alsford y Horn,
2004). Cada nucleosoma contiene cerca de 180 nuclettidos de DNA dando
dos vueltas al octamero de histonas, formado por dos copias de las histonas
H2A, H2B, H3 y H4 (Fig. 9). Una copia de la histona H1 se une a los restantes
40 pb de DNA gue une a un nucleosoma con el siguiente (William et al., 2006).
Cada nucleosoma tiene un diametro de alrededor de 10 nm. Las histonas son
ricas en aminoacidos con cargas positivas, que interactian con las cargas

negativas de los grupos fosfato del DNA (Lodish et al., 2008).



Doble
cadena de
& [DNA

Fibra de cromatina
enrrollada. 200 nm

Figura 8. Niveles de compactacion del DNA. Se muestran los diferentes niveles de compactacion del
DNA hasta formar cromosomas. (Tomada de:

http://preupsubiologia.googlepages.com/cromatina.jpg/cromatina-full.jpg).

Figura 9. Nucleosomas. Se muestran las histonas que conforman los nucleosomas, el cual con el DNA
forma la cromatina. Los filamentos que salen de los nucleosomas representan las colas de histonas, las
cuales sufren modificaciones como la acetilacion, metilacion, etc.

Ademas del empacamiento del DNA, la estructura de la cromatina regula
la expresion de los genes. Para que un gen o grupo de genes pueda ser
expresado de manera correcta en tiempo y espacio, se necesita un sistema de

regulacion que ejerza su influencia a distintos niveles. Para realizar esto, la



cromatina debe de llevar a cabo continuamente procesos de compactacion y
descompactacion, organizaciéon y localizacion precisa dentro del nucleo
(Recillas, 2000).

La cromatina existe al menos en formas distintas: una forma condensada
relacionada al silenciamiento de la trascripcion (heterocromatina) y una forma
relajada asociada a la trascripcion activa (eucromatina). La heterocromatina es
generalmente encontrada en los centromeros y telomeros de los cromosomas.
La mayoria de las regiones transcritas de DNA se encuentran en la
eucromatina. La cromatina en las regiones cromosomales que no estan siendo
transcritas o replicadas forma predominantemente fibras de 30-nm, las cuales
estan formadas por nucleosomas condensados en forma de zig-zag (Lodish et
al., 2008) (Fig. 8).

Cada nucleo de nucleosomas contiene colas N-terminales de 19-39
residuos que se extienden desde la estructura globular del nucleosoma, y las
proteinas H2A y H2B contiene también una C-terminal; estas son llamadas
“colas de histonas”, estas colas son requeridas para la condensacion de la

cromatina.

Las histonas pueden ser modificadas con pequefios grupos quimicos
(acetilacion, metilacion, fosforilacion o ADP-ribosilacion) o por polipéptidos
(ubiquitinacion o sumoilacion) (Alsford y Horn, 2004). Una histona en particular
nunca va a tener todas estas modificaciones simultdneamente, pero las
histonas en un nucleosoma especifico pueden colectivamente tener varios tipos
diferentes de modificaciones. Las combinaciones particulares de las
modificaciones postranscripcionales encontradas en diferentes regiones de la
cromatina forman un “cdédigo de histonas” que influye en la funcién de la
cromatina, creando o removiendo sitios de unidén para proteinas asociadas a la
cromatina (Lodish et al., 2008). EIl “codigo de histonas” es leido por proteinas
qgue se unen a las colas de las histonas modificadas y pueden promover la
condensacion o descondensacion de la cromatina, formando estructuras de

cromatina abiertas o cerradas.



Algunos dominios presentes en las proteinas que se asocian con las
colas de histonas juegan papeles importantes en la regulacion de la estructura
de la cromatina. Por ejemplo, los bromodominios se unen a las colas de
histonas acetiladas y por lo tanto se asocian con la cromatina activa
transcripcionalmente. TFIID, una proteina involucrada en la transcripcion,
contiene dos bromodominios espaciados, los cuales probablemente la ayudan
a asociarse con la cromatina transcripcionalmente activa. Esta proteina
también tiene actividad de acetilasa de histonas, la cual puede mantener la
cromatina en un estado hiperacetilado que favorece a la transcripcion (Lodish
et al., 2008).

Otra forma de remodelamiento que ha sido descubierta es la que se da
por los complejos de remodelacion de la cromatina, que son complejos
proteicos que usan la energia de la hidrolisis del ATP para cambiar
temporalmente la estructura de los nucleosomas. El estado remodelado podria
resultar del movimiento de los dimeros H2A-H2B en el nucleo de histonas; los
tetrameros H3-H4 son particularmente estables y dificiilmente son re-
arreglados. Gradualmente el estado remodelado puede revertirse a un
nucleosoma estandar. Un segundo complejo de remodelacién puede catalizar
cambios en la posicion de los nucleosomas a lo largo del DNA. Incluso,
algunos complejos pueden transferir un nucleo de histonas de una molécula de
DNA a otra.

La conformacién del nucleosoma depende en gran medida de la histona
H1, que inhibe la transcripcion de los genes de las células mediante el
empaquetamiento de nucleosomas adyacentes en una organizacion mas
apretada que impide el ingreso hacia los genes de los factores de transcripcion
y de la RNA polimerasa. Por otro lado, parece existir una competencia para la
modificacion del residuo de lisina localizado en la novena posicién de la histona
H3. Si este sitio es acetilado, la histona se desestabiliza y puede causar la
dispersién del nucleosoma. Si este sitio no es acetilado, puede ser metilado. La
metilacién de una histona incrementa la estabilidad del nucleosoma, impidiendo
su disociacion o movimiento. La histona metilada puede ser capaz de reclutar a

las enzimas que metilan el DNA; una vez que éste es metilado puede



estabilizar aun mas al nucleosoma. El DNA metilado puede también unirse mas
eficientemente a la histona H1, formando una estructura mas compacta (Scott,
2005).

La estructura general de la cromatina es muy similar en las células de
todos lo eucariontes, incluyendo hongos, plantas y animales, indicando que la
estructura de la cromatina fue optimizada al inicio de la evolucion de las células
eucariontes. La secuencia de los aminoacidos de las cuatro histonas que
forman el centro del nucleosoma (H2A, H2B, H3 y H4) esta altamente
conservada entre distintas especies (Alberts et al., 2002). Sin embargo, la
histona H1 varia de organismo a organismo. Un organismo dado puede
presentar variantes de las histonas que forman el centro del nucleosoma; por
ejemplo, la histona H2AX es incorporada en los nucleosomas, en lugar de la
H2A, en una pequeiia fraccion de los nucleosomas en todas las regiones de la
cromatina. Cuando el DNA de doble cadena se llega a romper, la histona H2AX
es fosforilada y participa en el proceso de reparacidon del cromosoma;
probablemente su funcién es la de unirse a proteinas reparadoras (Alsford y
Horn, 2004). Estos pequefios cambios en las secuencias de aminoacidos en
las histonas pueden influir en la estabilidad del nucleosoma, asi como en su
tendencia a plegarse en la fibra de 30 nm y otras grandes estructuras (Lodish
et al., 2008).

La estructura de la cromatina regula la expresiéon de un gen, pues al
estar empacado el DNA en nucleosomas se impide el acceso de la RNA
Polimerasa al DNA. En el caso de muchos genes transcritos por Pol Il, se ha
observado que las regiones promotoras carecen de nucleosomas; lo mismo
esta reportado para los promotores de los genes del rRNA. Sin embargo, poco
se sabe respecto a la organizacion de la cromatina en genes transcritos por Pol
[l (Lewin, 2004). En estudios realizados en Xenopus para ver el efecto de las
histonas sobre la transcripcion de Pol Ill, a embriones se les inyectd mRNA de
la histona H1, obteniendo como resultando la represion substancial del gen
rRNA 5S; por otro lado, al inhibirse la expresion de la histona H1 se observo el
efecto contrario: la tasa de transcripcion de los genes del rRNA 5S se

incrementd considerablemente (Paule y White, 2000). Esto indica que la



estructura de la cromatina juega un papel muy importante en la expresion de

genes sintetizados por Pol Ill.

La nucleasa micrococal es una endonucleasa ampliamente usada para
analizar la estructura nucleosomal. La enzima corta entre los nucleosomas
(corta el DNA que une a los nucleosomas), generando inicialmente grupos de
nucleosomas y finalmente particulas nucleosomales individuales. Cuando la
cromatina se digiere parcialmente con nucleasa micrococal y se analiza
mediante electroforesis, se observa una escalera en la que la banda menor
corresponde a un nucleosoma individual (alrededor de 180 pb) y las bandas
mayores corresponden a multimeros nucleosomales (dimeros, trimeros, etc.).
Asi, se ha observado que la longitud del DNA presente en el nucleosoma varia
del valor tipico de 180-200 pb en muchas especies, pues en algunos hongos se
ha reportado que el DNA asociado al nucleosoma es de sélo 154 pb, mientras
qgue en erizo de mar éste tiene un tamafio de 260 pb. De igual manera, se ha
reportado que el tamafio del DNA de enlace varia entre distintas especies y
tipos celulares entre 10 y 90 pb. Durante la replicacion celular, el DNA es
ensamblado en cortos nucleosomas, después de pasar por la orquilla de
replicacion. Este proceso depende de chaperonas especificas que se unen a
las histonas y las ensamblan juntas con un nuevo DNA replicado en
nucleosomas (Lodish et al., 2008).

1.5 Estructura de la cromatina en tripanosomatidos

En los tripanosomatidos ha sido muy poco estudiada la estructura de la
cromatina y su papel en la regulacion de la expresion génica. Una
caracteristica distintiva de estos parasitos es que su cromatina no se compacta
durante la mitosis para formar cromosomas metafasicos (Galanti et al., 1998).
De hecho, estos organismos no forman la fibra tipica de 30 nm in vitro (Alsford
y Horn, 2004). Sin embargo, el nimero reducido de promotores y la aparente
ausencia de muchos de los factores de transcripcion en los tripanosomatidos
sugieren que la epigenética podria jugar un papel importante en la regulacién

de la expresion génica en estos organismos.



Los genes de las histonas H1, H2A, H2B, H3 y H4 estan presentes en
los tripanosomatidos. Sin embargo las histonas de estos organismos estan
entre las méas divergentes conocidas; esta divergencia es particularmente
predominante en los extremos N-terminal de las histonas. La histona H1 es la
menos conservada, cuando se compara entre organismos. Los
tripanosomatidos tienen histonas H1 atipicas, pues carecen de un dominio
globular (Galanti et al., 1998). En los tripanosomatidos muchos genes que
codifican histonas estan agrupados en arreglos en tAndem, pero cada tipo de
gen es encontrado a veces en cromosomas separados. La presencia de
multiples copias de genes podria facilitar el incremento en los niveles de
expresion génica. También se ha reportado la presencia de genes de variantes
de histonas y de genes de enzimas involucradas en la modificacion de
histonas, como acetil-transferasas y metil-transferasas (Recillas, 2000; Alsford
y Horn, 2004); esto refuerza la idea de que la estructura de la cromatina es

importante para la expresion génica en tripanosomatidos.

Digestiones de la cromatina con nucleasa micrococal en T. brucei y T.
cruzi revelaron que la organizacion basica de la cromatina en estas especies es
similar, aunque no idéntica, a la de eucariontes superiores. En L. major Friedlin
no se ha analizado la estructura de la cromatina ni estudiado el papel que ésta
juega en la expresion génica. En ningun tripanosomatido se ha analizado la
estructura de la cromatina en genes transcritos por Pol lll. Este tipo de analisis
resulta necesario para lograr un mejor entendimiento de los procesos

transcripcionales en este grupo de protozoos parasitos.



2. OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar la organizacion nucleosomal en genes de tRNA, rRNA 5S y

SnRNA U2 de Leishmania spp.

Objetivos particulares:

1.

Estandarizar la técnica de digestion de la cromatina con nucleasa
micrococal en L. major y L. mexicana.

Determinar si la estructura nucleosomal de la cromatina de L. major y L.
mexicana es similar a la que se presenta en otros organismos
eucariontes.

Clonar diferentes fragmentos de DNA correspondientes a los loci de
tRNA-Lys (chr03), rRNA 5S (chrl1-1l) y snRNA U2 (chr31-l) de L. major
en el vector pGEM-T-Easy.

Determinar la distribucion de nucleosomas en los genes de tRNA, rRNA
5S y snRNA U2 en Leishmania.

Analizar la estructura de la cromatina en el cistron del rRNA (transcrito
por Pol ) y en la regiébn SSR del cromosoma 1 (transcrita por Pol II).

Determinar posibles diferencias en la estructura nucleosomal entre
promastigotes de Leishmania creciendo activamente y aquellos que han
dejado de dividirse.



3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Cultivo de promastigotes de Leishmania

Promastigotes de L. major MHOM/IL/81/Friedlin (LmjF) fueron crecidos a
27°C en medio liquido BM (Infusion de cerebro-corazéon 0.25x, medio M199
0.5x, hepes 40 mM, hemina 10 ug/ml, biotina 0.08 uM, biopterina 1.25 pg/ml,
penicilina 100 U/ml, estreptomicina 0.1 mg/ml, suplementado con suero fetal
bovino al 10 %), hasta alcanzar la fase media de crecimiento logaritmico
(aproximadamente 1-2 dias) o la fase estacionaria (4-5 dias aproximadamente)
Promastigotes de L. mexicana Bricarie fueron crecidos a 27 °C en medio
liquido M-199 1x, suplementado con suero fetal bovino al 10 %, hepes 40 mM,
hemina 4 ug/ml, penicilina (100 U/ml) /estreptomicina (0.1 mg/ml) y L/glutamina
1x, hasta alcanzar la fase de crecimiento medio logaritmico o la fase

estacionaria.
3.2 Aislamiento de DNA gendmico

Se contaron en una camara neubauer 3 X 10® células de promastigotes
de Leishmania y se centrifugaron a 2884 x g durante 10 mins. a 4°C;
posteriormente la pastilla fue re-suspendida en solucidn de lisis que contiene
SSC 0.5 X (NaCl 3M y citrato de sodio 0.6M), TNE-Tris (Tris 40 mM, pH 7.6,
EDTA 1 mM, pH 8.0 y NaCl 15 M), Sarcosyl 0.5% y 100 ug de proteinasa K. La
reaccion se mantuvo durante 2 horas a 55°C, posteriormente se adicionaron
0.5 volumenes de fenol y 0.5 volumenes de alcohol isoamilico para
posteriormente centrifugarse (HERMLE Z383K, rotor 220.78 V02) a 1846 x g
durante 8 mins. La fase acuosa se transfiri6 a un tubo de plastico de 50 ml
(Falcon), luego se extrajo el DNA con 1 volumen de cloroformo, se agitd
vigorosamente en vortex y se centrifugd a 1846 x g durante 8 mins. Enseguida
se transfirié la fase acuosa a un tubo nuevo y se precipitdé con 0.1 volumenes
de acetato de sodio 3 M y 2.5 volumenes de etanol absoluto y se dejo a -20 °C
toda la noche. Al dia siguiente se centrifugd la muestra a 4153 x g durante 15
mins. y se lavo la pastilla con etanol al 70 %, para finalmente resuspender el
DNA en 400 pl de TE (Tris-HCI 10 mM, pH 7.6 y EDTA 0.2 mM, pH 8.0). La



concentracion de DNA fue estimada con un espectrofotometro a 260 nm (1
D.0. a 260 nm = 50 pg/ml).

3.3 Clonacién de fragmentos genémicos

3.3.1 Amplificacion por reaccién en cadena de la polimerasa

Las secuencias de los fragmentos de los genes de tRNA, rRNA 5S,

snRNA U2, cistron del rRNA y del cromosoma 1 de L. major fueron obtenidas

de las bases de datos de GeneDB y de “The National Center for Biotechnology

Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Estos fragmentos fueron

amplificados por reaccibn en cadena de la polimerasa (PCR) con
oligonucledtidos especificos (Tabla 1), usando DNAg como templado; la mezcla
de reaccion contenia 5 ul de Buffer Redtaq (10x), 1ul de dNTPs (10 mM), 1 ul
de cada uno de los primers (forward y reverse, 10 uM), 1 yl de DNAg (100
ng/pl), 1 pl de enzima Red Taq (1 U/ul, SIGMA) y 40 pl de agua. Los
fragmentos fueron purificados de geles de agarosa al 2% (Agarosa D-1 LOW
EEO, Pronadiasa) en TBE 1x (Tris base 89 mM, acido bérico 89 mM y EDTA 2
mM), con bromuro de etidio 0.1 ug/ml. El buffer de corrida también fue TBE 1x.
Después de que polimerizd el gel se corrieron los productos de PCR, a los
cuales se les adicion6 buffer de muestra (Gel-loading buffer Il 1x, compuesto
por azul de bromofenol 0.25 %, xileno cianol FF 0.25% y glicerol 30 %). Los
marcadores usados fueron de 1 kb y de 100 pb (Invitrogen). Las corridas se
realizaron en una camara de electroforesis (Gel XL Ultra V-2, Labnet) a 100

volts, hasta que el azul de bromofenol migré hasta la parte inferior del gel.

3.3.2 Purificacion del DNA en geles de agarosa

Se procedio a recuperar el DNA de los geles de agarosa, usando el kit
Nucleospin Extract Il (Macherey-Nagel). Para ello, con una navaja se corto el
fragmento del gel que tenia la banda de DNA de interés y se colocé en un tubo
eppendorf de 1.5 ml. Posteriormente se adicionaron 200 ul de buffer NT por

cada 100 mg de agarosa, y se incubd la muestra a 50 °C hasta que la agarosa



estuviera disuelta (agitando en el vortex cada 2 mins.); luego se transfirié la
muestra a una columna NucleoSpin Extract Il que ademas tenia un tubo
eppendorf para colectar los residuos; se centrifugé 1 min. a 11 000 x g, se
desecho el residuo y se agregd a la columna 600 pl de buffer NT3; se volvid a
centrifugar 1 min. a la misma velocidad que la vez anterior, se desechod el
residuo y se volvié a centrifugar por 2 mins. la muestra y se cambio el tubo
eppendorf por un tubo nuevo, para finalmente eluir el DNA en 50 ul de agua,

dejando reposar 1 min. y centrifugando 1 min. a 11 000 x g.

Locus Inserto Oligonucleétidos
Crom3-68 crom3-68-5' (ggcgctgaagaatggaagtg)
crom3-68-3’ (ccgtgtatgggccaaagcaa)
Crom3-D crom3-D-5" (cattggaggcgtgcgtttec)
crom3-D-3’ (caccagtcaactgggcgtgg)
chr03 Crom3-tRNA crom3-tRNA-5’ (ccgatgctttccaccttgeg)
crom3-tRNA-3’ (tgccgtttaccgagaggccca)
Crom3-E bis crom3-E-bis 5’(cacgacgacgcataacaacg)
crom3-E-bis 3'(ccaacacgtgagctgcttgc)
tRNA-Arg tRNA-arg-5’ (atgtccgtgtggctcaatgg)
tRNA-arg-3’ (accactcagtgaggctaagg)
rRNA 5S rRNA5S-5’ (gtcgagtacgaccacacttg)
rRNA5S-3’ (aagagtacggcactcagggt)
chr11-ll 11-Inter 11-Inter-5’ (gaacttgggaatgccttctg)
11-Inter-3’ (gcaagaagaatgtggaacgg)
11.0930 11.0930-5" (Agcagcagttcattgaggct)
11.0930-3’ (gccgatcatcatcctctaag)
aATP11 aATP11-5 (ggctgtcatcttggcaaact)
aATP11-3' (gggtactagcgcaggataat)
Inter U2 inter-U2-5" (tagagtccttgcagctgcaa)
inter-U2-3' (ccctcacagcgctttattag)
chr31-I u2 U2-5’ (aaacgtggaactccaaggaa)
U2-3’ (tatcttctcggctatttage)
t-like U2 t-like-U2-5’ (aatcagcggtttcctcactgec)
U2tRNA-like-3’ (aggaaaagatgctttcgacgag)
tRNA-Ala tRNA-Ala-5’ (attgggacgttaccgcgtcg)
tRNA-Ala-3’ (attgcggcccaggccttica)
rRNA A rRNA-A-5’ (ttgtttgggtggaggtgaga)
rRNA-A-3’ (caaaatcatcaaacccgttc)
Cistréon de rRNA B rRNA-B-5' (gtgaagggtgaaggaagggt)
rRNA-B-3’ (ttccgcgcaacccacaagat)
rRNA 18S 18S-5’ (catgcatgcctcagaatcac)
18S-3’ (cgtttcgccaagttatccaa)
rRNA C rRNA-C-5’ (ttgtggggtccttgeecttt)
rRNA-C-3’ (ggattgtcggatgtctcttg)
Gen 32 Gen32-5’ (gaagtagccgtagtgcagca)
Gen32-3’ (cgcagaatgtccatgaggac)
Ssr1 ssr1-5’ (agagcggagaagagacagcg)
ssr1-3’ (tgcgactgcgtccatgtgat)
SSR del Ssr2 ssr2-5' (aacggcaagaatggctgcat)
ssr2-3’(cgacaaagtgtgtcgcacac)
cromosoma 1 Ssr3 ssr3-5’ (aacatgagacccacaagcga)
ssr3-3’ (tgtagtcagcttctaccege)
Gen 33 Gen33-5’ (tcatatctcagccagcttgg)
Gen33-3’ (gttcaggtcccacataaccg)

Tabla 1. Oligonucledtidos usados para amplificar las diferentes regiones del genoma de Leishmania major
que se analizaron.



3.3.3 Ligaciones y transformaciones

Los fragmentos purificados fueron ligados en el vector pGEM-T Easy
(Promega). La reacciéon incluyd 2 pl del inserto (producto del purificado
obtenido por PCR), 50 ng del vector pGEMT-T Easy, 1 ul de ligasa T4 (3 U/ul,
Promega) y 5 ul de buffer de ligacién rapida (2X), en un volumen final de 10 pl,
ajustando con agua. Se mezclé muy bien por pipeteo y se dejé que la reaccién
de ligacion ocurriera a 4°C durante toda la noche. Las ligaciones se
transformaron en células competentes E. coli JM109. Para esto, 200 ul de
células se transfirieron a un tubo Falcon de 15 ml y se adicionaron 2 pl de la
reaccion de ligacion; se dejaron incubando 20 mins. a 4 °C, y posteriormente
se dio un choque térmico durante 45 segundos a 42 °C. Inmediatamente
después los tubos se pasaron al hielo (2 mins.), se agregaron 800 ul de medio
SOC (triptona 2 %, extracto de levadura 0.5 %, NaCl 1 %, KCI 2.4 mM, Cl,Mg 1
% y Glucosa 2 %), y se incub6 durante 1 hora a 37 °C en agitacion rapida. Las
células fueron centrifugadas a 13305 x g por 30 segundos y la pastilla fue
resuspendida en 100 pl de medio LB y sembrada en cajas Petri con medio LB
agar (Peptona de caseina 1 %, extracto de levadura 0.5 % y NaCl 0.5 %,
ajustando a pH 7.5) con ampicilina (0.01 %), IPTG (100 mM) y X-Gal (50

mg/ml). Las células se dejaron crecer durante toda la noche a 37 °C.

3.3.4 Purificacion y analisis de plasmidos

Se seleccionaron a las colonias bacterianas blancas, que habian
incorporado al vector y el inserto, y se crecieron en 5 ml de medio LB con
ampicilina (0.01 %), dejando los cultivos toda la noche a 37 °C en agitacion
rapida. Al siguiente dia se transfirieron a un tubo eppendorf 250 pl de glicerol al
50% y 750 pl del cultivo, se dejaron 1 hora a 4 °C y posteriormente se

almacenaron a -70 °C. Del resto del cultivo se procedid a obtener el DNA



mediante un kit de minipreps (QIAGEN). Para ello, se centrifugd el cultivo a
5000 x g por 1 min. para obtener una pastilla de células, las que se
resuspendieron en 250 yl de buffer P1 (agitando) y se transfirieron a un tubo
eppendorf nuevo de 1.5 ml. Posteriormente se les agrego 250 pl de buffer P2 y
se mezclé inmediatamente invirtiendo los tubos de 4 a 6 veces, después se
agrego 250 ul de buffer N3 (mezclando como la vez anterior); después se
centrifugaron por 10 mins. a 18 000 x g, y el sobrenadante se pas6é a un
columna QIlAprep colocada dentro de un tubo eppendorf nuevo; luego se
centrifugd por 1 min. a 18 000 x g, se tir6 el liquido contenido en el tubo
eppendorf, se agregaron 0.5 ml de buffer PB y se centrifugé otra vez por 1 min.
a 18 000 x g. Se volvio a tirar el liquido del eppendorf, se lavo la columna
adicionando 0.75 ml de buffer PE y se centrifugé por 1 min. a las mismas
gravedades que la vez pasada; se desechd de nuevo el liquido en el eppendorf
y se centrifugé bajo las mismas condiciones por 1 min. para remover los
residuos del buffer de lavado. Finalmente, para eluir el DNA se coloco la
columna QIlAprep en un tubo eppendorf de 1.5 ml nuevo, se agregd 50 ul de
agua, se dejo reposar por 1 min., para después centrifugar por 1 min. a 18 000
x g, quedando el DNA en el eppendorf nuevo. Una muestra pequefia (~5 ul) de
cada uno de los plasmidos obtenidos fue digerida con EcoRI para determinar si
se habia clonado el inserto del tamafio esperado. Las clonas positivas fueron
enviadas a secuenciar para verificar la identidad de cada inserto. La
secuenciacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Bioquimica Molecular de la
Unidad de Biotecnologia y Prototipos de la Facultad de Estudios Superiores
Iztacala, UNAM. ElI Método empleado fue “BIG DYE Terminador Fluorescente
Based Sequencing”, con un equipo ABI 3100.

3.4 Purificacion de insertos

Se tomaron 19 ul del DNA obtenido por miniprep y se digirieron con
EcoRIl. Para esto, el DNA se mezclé con 0.6 yl de la enzima (20 U/ pl,
BioLabs), 2.5 ul de buffer (10X NEBuffer EcoRlI) y finalmente 2.9 ul de agua. La
reaccion se llevé a cabo a 37 °C por 5 horas. Esta enzima libera el inserto
clonado, separandolo del cuerpo del vector pGEM-T. Se corrieron 25 ul de la

digestion para liberar los fragmentos en un gel de agarosa al 2 %, hasta que el



azul de bromo-fenol alcanzara el borde del gel, después se colocé el gel en un
transiluminador de luz UV (M-26, UVP), donde con una navaja cortamos los
fragmentos de gel que contenian nuestros insertos y se pasaron a un tubo
eppendorf nuevo; por cada 100 mg de agarosa se agrego 200 ul de buffer NT,
posteriormente se incubd la muestra a 50° C de 5 a 10 min, agitando hasta que
la agarosa fue totalmente disuelta. Luego se colocé una columna NucleoSpin
Extract Il en un tubo de 2 ml NucleoSpin Collecting y se le agreg6 la muestra,
se centrifugdé por 1 min a 11 000 x g., desechando la fase del tubo colector,
después se agregd 600 pl de buffer NT3 y se volvié a centrifugar al mismo
tiempo y velocidad y se deseché de nuevo el liquido del tubo colector; se volvio
a centrifugar por 2 min. a 11 000 x g. para remover todo el buffer NT3, por
ultimo se colocd la columna NucleosSpin Extract Il en un tubo eppendorf, se
agregaron 50 ul de agua, se dejé reposar por un min. y se centrifugd por 1 min.
a 11 000 x g, quedando el DNA del fragmento en el agua contenida en el tubo

eppendorf y se guardé a -20°C.
3.5 Preparacion de células competentes

Se tomaron de 10 a 12 colonias de E. coli JM109 y se crecieron en 200
ml de medio LB a 27°C, con agitacion rapida (200-250 rpm) hasta alcanzar una
densidad O6ptica de Agpo= 0.6. Se incubd el cultivo 10 min en hielo. Se
centrifugaron las células 10 min a 3000 rpm a 4°C, se resuspendio el pellet en
3.2 mlde TB (10mM Pipes, 55 mM MnCl, 15 mM CaCl, y 250 mM KCI) enfriado
en hielo y se incub6 en hielo durante 10 min. Se centrifugd como se hizo
anteriormente y se resuspendid el pellet en 0.8 ml de TB, y se agreg6 dimetil
sulféxido (DMSO) a una concentracion final del 7 %; se incubd en hielo por 10
min. Por ultimo se hicieron alicuotas de 600 pl en tubos Eppendorf previamente
enfriados en hielo e inmediatamente se congelaron sumergiéndolos en hielo

seco con etanol absoluto y se almacenaron a -70 °C.
3.6 Aislamiento de nucleos y de cromatina

Se centrifugaron 18 x 10® promastigotes de Leishmania a 7000 x g

durante 10 min a 4°C, posteriormente se lavaron las células dos veces con 10



ml de PBS-G (10 mM NayHPO., 10 mM NaH;PO., 145 mM NaCl y 2%
glucosa), se resuspendid a la pastilla en 10 ml de buffer de lisis (10 mM Tris-
HCIl pH 7.5, 3 mM CaCl, y 2 mM MgCl,), después se centrifugd a 6000 x g
durante 10 min a 4°C y se resuspendio la pastilla en 4 ml de buffer de lisis con
inhibidores de proteasas, se adicion6é 200 ul de NP-40 % y se mezclo. A
continuacién se transfirieron las células a un homogenizador de vidrio con
mazo de teflon pre-enfriado a 4 °C y se rompieron las células manualmente
(dando de 50 a 150 golpes); se checd al microscopio para verificar la lisis
celular. Los nucleos fueron colectados centrifugando a 3500 rpm durante 10
mins. a 4 °C, la pastilla fue re-suspendida en 1 ml de buffer de almacén de
nucleos (Sacarosa 340 mM, KCI 60 mM, NaCl 15 mM, espermina 0.15 mM,
espermidina 0.15 mM y Tris-HCI 15 mM); se transfirieron los nucleos a un tubo
eppendorf de 1.5 ml y se volvié a centrifugar a 900 x g durante 10 mins. a 4 °C,
se desechd el sobrenadante y por ultimo se re-suspendio la pastilla en 250 pl
de buffer de almacén de nucleos, procurando mezclar bien y se almacené a -
70°C.

3.7 Digestidon con nucleasa micrococal

La cromatina contenida en los nucleos fue digerida con nucleasa
micrococal (MNasa). Para ello se tomaron 25 pl de nucleos (de los 250 pl
obtenidos en la seccion 6). Se agregaron 4 pl de DTT (100 mM), para L. major
fase media logaritmica y 6 pl de DTT (100 mM) para L. major fase estacionaria;
también se agregaron 0.4 uyl de CaCl, (100 mM) y 10 pl de nucleasa micrococal
(0.1 U/ pl, USB). El tiempo de digestion fue de 12 mins. para L. major en fase
media logaritmica y 3 mins. para L. major en fase estacionaria, a 30 °C. Se
detuvo la reaccién agregando 40 upl de solucion de paro (EDTA 0.2 M,
proteinasa K 10 mg/ml) y se llevé a volumen final de 150 pl con agua.
Posteriormente se agregé 1 volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
(25:24:1, Invitrogen), se agitdé brevemente, se centrifugd a velocidad maxima
por 5 mins. y se transfiri6 la fase acuosa a un tubo eppendorf de 1.5 ml nuevo.
Después se agrego 5 pl de RNAasa A (4 mg/ml, Promega) y se incub6 a 37 °C
por 1 hora. Luego se repitid la extraccion con fenol-cloroformo-alcohol

isoamilico, se dejé precipitando el DNA con 2.5 volumenes de etanol absoluto,



0.1 volumenes de acetato de sodio 3 M, a -20 °C toda la noche. Al dia siguiente
se centrifugd a velocidad maxima por 10 mins., se desechd la fase liquida, se
lavé el botdn con 500 yl de etanol al 70 %, se volvio a centrifugar y se dejo
secar la pastilla, para finalmente resuspender en 13 pyl de agua. Se corrieron
3 pl de la muestra en un gel de agarosa al 2 % para verificar que se hubiera
hecho bien la digestion. Los controles negativos (sin MNasa) se llevaron a
cabo tomando 25 pl de nucleos de L. major en fase media logaritmica vy
estacionaria, se agreg6 4 ul de DTT (100 mM) y 0.4 pl de CaCl, (100 mM), se
llevd a un volumen de 150 pl con agua, se agrego 1 volumen de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico y se continué con el resto de la técnica ya

descrita para los nucleos digeridos con MNasa.

3.8 Experimentos tipo Southern-blot

3.8.1 Electroforesis y transferencia a membranas de nylon

La cromatina que fue digerida y que quedo resuspendida en 10 ul de
agua se corrié en un gel de 350 ml de agarosa al 1.5 % en TBE 1x, a 90 voltios
por 5 horas y 30 mins. Cuando hubo terminado de correr se tomé una
fotografia del gel junto a una regla fluorescente. Para comenzar la transferencia
del DNA, el gel se enjuagd dos veces con agua desionizada, agitando
suavemente por 1 min. cada una. Después se trato al gel con tres soluciones:
solucién despurinizante (HCI 10 %) por 10 mins., luego 50 mins. en solucién
desnaturalizadora (NaCl 14.5 M y NaOH 0.5 M), y por ultimo en soluciéon
neutralizante (NaCl 1.5 M y Tris Base 0.5 M, pH 7.0) durante 30 mins. Todas
las inmersiones y lavados se realizaron en agitacion suave y a temperatura
ambiente. Para iniciar la transferencia, en un recipiente de vidrio se colocé un
vidrio forrado por dos capas de papel Whatman, se adicion6é posteriormente
solucion de transferencia (SSC 10 X) para humedecer el papel, evitando dejar
burbujas en todos los casos; después se colocd el gel de manera invertida

sobre el papel Whatman. Sobre el gel se colocé una membrana de nylon



(Hybond-N+, Amersham, GE Healthcare). Posteriormente se colocaron 2
capas de papel Whatman, previamente humedecidas en SSC 10 X y encima de
todo se coloco una capa de ~5 cm de papel absorbente cortado a la medida del
gel. Finalmente, se coloco un vidrio sobre el papel y un frasco con agua, con un
peso de ~500 g, sobre el vidrio. La transferencia del DNA se realizé por
capilaridad durante 18 horas en solucidbn de transferencia. Después se
desmonto el blot, y el DNA contenido en la membrana de nylon fue fijado con
radiacion UV usando el Stratalinker (Stratalinker mod. 1800, Stratagene). Para
verificar que el DNA se hubiera transferido bien se sumergio el gel en un bano
de bromuro de etidio (0.5 pg/ml) durante 10 mins. y se visualizO en un

transiluminador de luz UV.

3.8.2 Marcaje radioactivo de fragmentos de DNA

Se adicionaron 100 ng de DNA en un tubo eppendorf de 1.5 ml, llevando
a un volumen de 11 ul con agua. Se desnaturalizé el DNA hirviendo en un bafio
Maria por 10 mins. y después dejandolo en hielo por 5 mins. Posteriormente se
adicionaron 4 pl de High Prime (Roche) y 5 pl de (a-*P)-dCTP, mezclando bien
y centrifugando la muestra a 900 x g por 30 segundos. La mezcla se incub6 por
10 mins. a 37°C, para luego detener la reaccion agregando 2 pl de EDTA
(0.2M, pH 8.0).
Para remover los nucledtidos radioactivos no incorporados al DNA se llevé a
cabo una cromatografia de exclusion molecular con columnas de sefadex G-50
(ProbeQuant G-50, GE Healthcare). Como paso inicial, se ajustd el volumen
de la mezcla a 50 pl con buffer STE 150 mM, pH 8.0 (NaCl 150 mM diluido en
50 ml de TE). Se prepararon las columnas siguiendo las indicaciones del
fabricante. Brevemente, se rompio el broche inferior de la columna y se coloco
en un tubo eppendorf de 1.5 ml, se aflojé la tapa y se centrifugd a 735 x g por 1
min.; posteriormente se transfirié la columna a un tubo de 1.5 ml nuevo y se
agrego los 50 ul de la sonda radioactiva, y se centrifugo nuevamente a 735 x g
por 2 mins., quedando el DNA marcado en el fondo. Se cuantifico 1 pl de la
sonda en un contador de centelleo (Wallac 1450 MicroBeta, Perkin Elmer) y el

resto se almacend a -20°C.



3.8.3 Pre-hibridacién e hibridacion

Para pre-hibridar la membrana, ésta se colocé en una botella de 16 cm
de largo del horno de hibridacion (Hybaid Sake’'n’stack, Thermo Electron).
Luego se agregaron 20 ml de solucién de hibridacion [Formamida 50 %, SSC
5X, SDS 0.2 % y solucion Denharts 4 X (Ficoll 400 0.08 %, PVP-40 0.05 % vy
albumina sérica bovina 0.08 %)] a la botella y se incubé durante 2 horas a 42°C
en el horno de hibridacion. Posteriormente se eliminaron 5 ml de la solucién de
hibridacion, y se adicionaron 5 millones de cuentas por min. (cpm) de la sonda
radioactiva desnaturalizada (llevandola a un volumen de 200 pl con agua, se
cerro el tubo previamente perforado de la tapa, se dejé en agua hirviendo por
10 mins., dejando después en hielo por 2 mins. y se centrifugé brevemente). Se
dejo hibridar por 24 horas a 42 °C.

3.8.4 Lavado de los filtros radioactivos y exposicion

Los filtros se lavaron por 3 mins. a temperatura ambiente en SSC 2 X'y
SDS 0.1 %. Después se repiti6 este lavado por 30 mins. a 65 °C.
Posteriormente se realizaron dos lavados con SSC 0.3 % y SDS 0.1% a 65 °C
por 30 mins. Finalmente se dejé secar la membrana sobre papel Whatman y se
envolvié en plastico adherente transparente. Para obtener la autorradiografia,
los filtros se dejaron exponer en una placa de rayos X (BioMax MS, Kodak)
durante 2 dias, junto con una pantalla intensificadora, a -70 °C. Luego se
retiraron los filtros, las placas se revelaron con liquido revelador (GBX, Kodak),
se enjuagaron con agua Yy se fijaron con liquido fijador (GBX, Kodak). Esto se
realizé en el cuarto oscuro. Las membranas también se expusieron en placas
de un equipo tipo Phosphorimager (FLA-5000, Fujiflm), escaneandose en el

aparato después de 12 horas de exposicion.






4. Resultados

4.1 Seleccion de las regiones del genoma de L. major por analizarse

El genoma de L. major contiene 83 genes de tRNA, 11 genes del rRNA
5S y un gen para cada uno de los snRNAs (U1 a U6). Estos genes, transcritos
por Pol Ill, en su mayoria se encuentran organizados en clusters de 2 a 13
genes, distribuidos en 31 loci en 19 cromosomas (Padilla-Mejia et al., 2009).
Fueron seleccionados tres loci para su analisis de estructura nucleosomal:
chr03, chr11-1l y chr31-1 (Fig. 10).

El locus chr03 se eligid por contener un gen de tRNA de lisina (tRNA-
Lys) localizado entre dos unidades policistronicas convergentes; el gen tRNA-
Lys ya fue caracterizado transcripcionalmente, confirmandose que es transcrito
por Pol Il (Worthey et al., 2003). El locus chr11-1l se selecciond por presentar
un gen del rRNA 5S, ademas de genes de tRNA de arginina (tRNA-Arg) y de
metionina (tRNA-Met).

Finalmente, el locus chr31-l se escogié porque contiene el gen del
snRNA U2 y un tRNA de alanina (tRNA-Ala); en este locus también se presenta
un tRNA-like (molécula parecida a un tRNA), que presumiblemente contiene la
region promotora del snRNA U2 (Fig. 10). De esta manera, serian analizados
diferentes tipos de genes sintetizados por Pol Il (tRNAs, rRNA 5S y snRNA
u2).

Ademas, para usar como control se eligio el locus del cistron del rRNA
(transcrito por Pol I), y la region SSR del cromosoma 1 (transcrita por Pol II).
En el caso del cistron del rRNA, el sitio de inicio de la transcripcion y la region
promotora ya fueron caracterizados (Monnerat et al., 2003) (Fig. 10). Por otro
lado, en la region SSR del cromosoma 1 fueron localizados varios sitios de
inicio de la transcripcion de Pol Il para ambas unidades policistronicas

contenidas en dicho cromosoma (Martinez-Calvillo et al., 2003) (Fig. 10).
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Figura 10. Mapas genomicos de los loci analizados. Se sefialan los fragmentos amplificados y
analizados. Las flechas indican los sitios de inicio de la transcripciéon conocidos a la fecha (Vanhamme,
2008)

4.2 Clonacion de los diferentes fragmentos gendmicos de L. major

De los loci seleccionados se amplificaron por PCR diferentes fragmentos
de entre 106 y 147 pb que contienen genes transcritos por las tres RNA
polimerasas, regiones promotoras (confirmadas y probables) y regiones
intergénicas (Fig. 10). Para ello, fueron disefiados oligonucledtidos especificos
para cada fragmento (tabla 2). Asimismo, fue purificado DNA gendmico a partir
de cultivos de promastigotes de L. major. Para realizar cada reaccion de PCR
se usaron 100 ng de DNA, con los oligonucleétidos especificos, a las

temperaturas de alineacion (“annealing”) que se indican en la tabla 2.

Tamafio Temperatgfa
Locus Fragmento de alineacion
(pb) 0

cC)
Crom 3-68 125 62
Crom 3-D 111 66
chr03 Crom 3-tRNA 147 69
Crom 3-Ebis 106 55
aATP11 114 55
Inter U2 139 58
U2 127 50
chr31- tike U2 137 65
tRNA Ala 130 66
rRNA A 111 55
L rRNA B 117 58
C'SrtFr{?\l”Ade' 185 116 58
rRNA C 117 58
gen 32 120 58
SsRdel o0 21 =
cromosoma | ssr3 110 =
gen 33 122 55
tRNA Arg 126 55
rRNA 5S 109 58
chr11-ll 11 inter 121 58
11.0930 110 58

Tabla 2. Fragmentos amplificados por PCR para L. major. Se indica su tamafio en pb y la temperatura de
alineacion usada para su amplificacion.

Una vez realizados los PCRs, se corrieron 5 pl de cada reacciéon en

geles de agarosa al 2 %. En todos los casos se obtuvieron los fragmentos del



tamano esperado (Figs. 11 y 12). Por ejemplo, el fragmento correspondiente a
crom3-tRNA (147 pb) se observa justo entre las bandas de 100 y 200 pb del
marcador de tamafo (Fig. 11, carril 2); y el fragmento correspondiente a rRNA
C (117 pb) puede apreciarse un poco arriba de la banda de 100 pb del

marcador (Fig. 12, carril 8).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

500 pb

200 pb
100 pb

Figura 11. Electroforesis de fragmentos amplificados por PCR para L. major. Marcador de peso molecular
(escalera de 100 pb, carriles 1y 7); los fragmentos: crom3-tRNA (carril 2), U2 (carril 3), aATPII (carril 4),
crom3-68 (carril 5), crom3-E bis (carril 6), t-like U2 (carril 8), crom3-D (carril 9), tRNA Ala (carril 10) e inter
U2 (carril 11). Gel de agarosa al 2%.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Figura 12. Electroforesis de fragmentos amplificados por PCR para L. major. Marcador de peso
molecular (escalera de 100 pb, carriles 1, 9 y 16); los fragmentos: 11.0939 (carril 2), ssr1 (carril 3), ssr2
(carril 4), ssr3 (carril 5), rRNA A (carril 6), rRNA B (carril 7), rRNA C (carril 8), 18S (carril 10), rRNA 5S
(carril 11), 11 inter (carril 12), gen 33 carril (13), tRNA Arg (carril 14) y el gen 32 (carril 15). Gel de agarosa
al 2%.

Una vez que se obtuvieron los productos de PCR, se procedié a
desalarlos y a ligarlos en el vector pGEMT-T Easy. Posteriormente se

transformaron células competentes E. coli JM109 que se obtuvieron en el



laboratorio, se plaquearon las células en cajas de LB agar con X-Gal, IPTG y
ampicilina, y se dejaron crecer toda la noche a 37 °C. Se seleccionaron varias
de las colonias blancas obtenidas para aislar el DNA plasmidico. Dicho DNA se
analizd6 mediante digestiones con la enzima EcoRl, la cual libera el fragmento
que se haya ligado al vector. Se tomaron 5 ul de cada digestién y se corrieron
en geles de agarosa al 2 %. Todos los plasmidos mostraron insertos del
tamafo esperado. El fragmento de DNA de alto peso molecular que se
observa en todos los carriles, corresponde al vector pPGEM-T Easy (3 kb) (Figs.
13-16).

500 pb

200 pb

100 pb

Figura 13. Electroforesis de los vectores digeridos con EcoRI. Marcador de peso molecular (escalera de
100 pb, carriles 5 y 9); los fragmentos: tRNA Ala (carril 1), Inter U2 (carril 2), tLike U2 (carril 3), aATP11
(carril 4), U2 (carril 6), Crom3 tRNA (carril 7) y Crom3-D (carril 8). Gel de agarosa al 2%.
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Figura 14. Electroforesis de las digestiones con EcoRI. Marcador de peso molecular (escalera de 100 pb,
carriles 1y 3); los fragmentos: Crom3-68 (carril 2), rRNA A (carril 4) y 11-inter (carril 5). Gel de agarosa al
2%.

500 pb 500 ph
! 200 pb

100 ph
100 pb

Figura 15. Electroforesis de las digestiones con EcoRI. Marcador de peso molecular (escalera de 100 pb,
carriles 1y 5); los fragmentos: Gen 33 (carril 2), tRNA Arg (carril 3), Ssr1 (carril 4), rRNA 5s (carril 6), Gen
32 (carril 7), Ssr3 (carril 8) y rRNA B (carril 9). Gel de agarosa al 2%.

500 pb
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100 pb

Figura 16. Electroforesis de las digestiones con EcoRI. Marcador de peso molecular (escalera de 100 pb,
carriles 1 y 5); los fragmentos: 11.0930 (carril 2), rRNA C (carril 3), Ssr2 (carril 4), Crom3- E bis (carril 6),
U2 (carril 7) y 18S (carril 8). Gel de agarosa al 2%.

Después de que se verificd que los fragmentos liberados del vector
tenian el tamafio esperado, fueron enviados a secuenciar con el oligonucledétido

T7 (el vector pGEM-T Easy presenta un sitio de union a este oligonucleoétido).



Se analizaron las secuencias obtenidas, y se confirmé la identidad de todos los
fragmentos clonados. Como ejemplo, en la figura 17 se muestra la
comparacion entre la secuencia esperada y la secuencia obtenida para el

fragmento tRNA Ala. Como puede apreciarse, ambas secuencias son

idénticas.

Gen ATTEEEACETTACCECETCEoEEATETASCTCACATEETACAGCEACCECTTAGCATECE

tENZ Bls C ATTEGEACSTTACCECETCEEoEATETASCTCACATEETACAGCEACCECTTAGCATECE
e e ol ol ke ok e ke ol ol ol e ol ol ke ol e ol e ol ol e ol e ol e ol ol e e e e ol e ol e e ol e ol e ol e ol ol e ol o ol o e ol ol e ol e o e o

Fen ETAGCTAT TEEEATCEATACCCAACTTCTCCAACTTT T TCACCCEACRA ACTEARR S SOCT

tENa Als C ETACCTATTEEEATCCATACCCARCTTCTCCARCTTTTTCACCCCACARGTCARMG GCCT
e o ol ol e vl e ol o e ol e ke e e ol e ol e e ol e ol e ol e ol ol e e e e o e ol ol ke e e ol e ol e e ol e ol e ol o ol ol e e o e o o e o

Gen CEECCECAAT

tENZ Bls C GEECCECART

e ke ol e e e e e e

Figura 17. Comparacion entre las secuencias del gen de tRNA Ala (Gen) y el producto clonado en
pGEMT-Easy (tRNA Ala Clona 4). Se muestra sélo una parte de la comparacion.

Posteriormente, se hicieron nuevos minipreps de las clonas positivas,
para obtener una mayor cantidad de vector, y se realizaron digestiones con
EcoRI. Los fragmentos se purificaron de geles de agarosa, se cuantificaron y

se almacenaron a -20°C, para posteriormente marcarlos radioactivamente.

4.3 Aislamiento de nucleos

El siguiente paso en el proyecto de investigacion fue el aislamiento de
nucleos y cromatina de promastigotes de L. major (ver materiales y métodos).
Los nucleos fueron purificados de cultivos en fase media logaritmica y de
cultivos en fase estacionaria. Esto con el objeto de determinar la estructura de
la cromatina tanto en células creciendo activamente, como en células que han
dejado de dividirse. Por otro lado, también se aislaron nucleos de
promastigotes de L. mexicana (en fase media y estacionaria) para poder
comparar los resultados entre dos especies diferentes de Leishmania. Cabe
aclarar que la similitud en la secuencia de DNA de las diferentes especies de
Leishmania es en general alta, por lo que se esperaria que la mayoria de los
fragmentos de L. major que fueron clonados hibriden con el DNA de L.

mexicana. Para obtener las células en fase media logaritmica, los cultivos se



cosecharon cuando alcanzaron una densidad celular de 15-20 x 10° cél/ml
(alrededor de 24 h). Para fase estacionaria, los cultivos se dejaron crecer
aproximadamente 5 dias, tiempo en el que la densidad celular ya no se
incrementaba (~80 x 10° cél/ml). Asi, los nucleos fueron aislados y digeridos
con MNasa; posteriormente, la cromatina fue aislada y analizada mediante

electroforesis (ver siguiente seccion).
4.4 Obtencion de la cromatina de Leishmania

Para estandarizar la técnica de digestion con MNasa de la cromatina
contenida en los nucleos, se usé un gradiente de concentracion de la enzima,
que fue desde 0.0005 U/ml hasta 200 U/ml. Las digestiones se llevaron a cabo
por un tiempo constante de 3 min, a 30°C, usando 25 pl de nucleos (~3 pg de
DNA).

1500 pb

800 pb

500 pb

300 pb

200 pb

100 pb

Figura 18. Electroforesis de las digestiones de nucleos de L. major en fase media logaritmica con
distintas concentraciones de MNasa. Gel de agarosa al 2 %.



La figura 18 muestra el resultado obtenido con nucleos de L. major en
fase media logaritmica. Al digerir la cromatina con 25 U/ml de la enzima (carril
8) se observo una escalera en la que la banda menor corresponde a un
nucleosoma individual (alrededor de 190 pb) y las bandas mayores
corresponden a multimeros nucleosomales (dimeros, trimeros, etc.). Al digerir
con 200 U/ml se observan principalmente mondmeros (carril 11). Con esto
confirmamos que la cromatina de L. major se organiza en nucleosomas, y que

éstos tienen un tamano de alrededor de 190 pb.

Al digerir los nucleos de L. major en fase estacionaria bajo diversas
condiciones, se obtenia siempre un barrido y una banda difusa que
correspondia al monémero (Fig. 19, carril 2). Esto debido a la presencia de
DNasas nativas de L. major que tienden a sobre expresarse en células que han
dejado de dividirse, como parte de una via tipo apoptosis o muerte celular
programada (Zangger et al., 2002), y que producian la degradacion de la
cromatina durante su purificacion. Para tratar de inhibir la accion de dichas
DNasas, los nucleos fueron tratados de diferentes maneras: agregando ZnCl,
15 mM (Fig. 19, carril 4), DTT 15 mM (Fig. 19, carril 6). La adiciéon de DTT 15
mM inhibié las DNAsas nativas, observandose la escalera nucleosomal
esperada (Fig. 19 carril 6).
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Figura 19. Electroforesis de las digestiones de nucleos de L. major en fase estacionaria con MNasa en
presencia de distintos inhibidores de DNAsas: Zinc 15 mM y DTT 15 mM.

Experimentos similares se llevaron a cabo para estandarizar las
condiciones de digestion con MNasa de los nucleos de L. mexicana. Para esta
especie, las condiciones que resultaron mas favorables para la obtencién de la
escalera nucleosomal fueron 3 min de digestion a 30°C con DTT 15 mM para
fase media logaritmica; para la fase estacionaria se digirié por 12 mins. en
presencia de DTT 15 mM. Al igual que para L. major, la concentracién de
MNasa fue de 25 U/ml (Fig. 20).
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Figura 20. Electroforesis de las digestiones de nucleos de L. mexicana fase media logaritmica (M) y fase
estacionaria (E). Marcador de peso molecular (escalera de 100 pb, carril 1); Fase media logaritmica sin
digerir (carril 2), Fase media logaritmica Digestion (carril 3), Fase estacionaria sin digerir (carril 4) y Fase
estacionaria Digestion (carril 5).

De esta manera, se obtuvieron las condiciones experimentales para
digerir con MNasa la cromatina de L. major y L. mexicana en fase media y en
fase estacionaria. Cabe senalar que en algunos casos tuvo que ajustarse el
tiempo de digestion para que se observara la escalera nucleosomal, ya que al
paso del tiempo los cultivos de promastigotes de Leishmania tienden a cambiar
su metabolismo, y su DNA puede volverse mas sensible (0 menos sensible) a
la digestion con MNasa. Para verificar que la digestion se hubiera realizado
correctamente, se corria una alicuota de la muestra en un gel de agarosa al
1.5%.

Para analizar la estructura de la cromatina en diferentes regiones de los
genomas de L. major y L. mexicana, se procedid a realizar digestiones de la

cromatina para obtener la escalera de nucleosomas. Las digestiones fueron



corridas en geles de agarosa (como ejemplo, ver Fig. 21), transferidas a
membranas de nylon e hibridadas con fragmentos de DNA marcados
radioactivamente. Para cada especie, cada membrana contenia cromatina
digerida de células en fase media (carriles 3 y 8) y en fase estacionaria (carriles

5y 10), asi como cromatina sin digerir (carriles 2, 4, 7 y 9).

MNasa: - + - + -+ - %
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Figura 21. Electroforesis de las digestiones de nicleos de Leishmania en fase media logaritimica (M) y en
fase estacionaria (E) con MNasa. Marcador de peso molecular (escalera de 100 pb, carril 1); LmjF media
logaritmica sin digerir (carril 2), LmjF media logaritmica Digestion (carril 3), LmjF estacionaria sin digerir
(carril 4), LmjF estacionaria Digestion (carril 5), LmxB media logaritmica sin digerir (carril 7), LmxB media
logaritmica Digestion (carril 8), LmxB estacionaria sin digerir (carril 9) y LmxB estacionaria Digestion (carril
10). Gel de agarosa al 1.5%

4.5 Estructura nucleosomal del locus chr11-ll

El primero de los loci transcritos por Pol Ill que se analizé fue el del
rRNA 5S. Al hibridar la membrana de L. major con el fragmento que contiene

el gen del rRNA 58S se aprecié un barrido a todo lo largo del carril, tanto en fase



media logaritmica como en fase estacionaria (Fig. 22 A). Dentro del barrido se
aprecian bandas muy tenues que parecen corresponder con algunos
nucleosomas. Este patrén de hibridacion es caracteristico de regiones
transcritas activamente, en donde los nucleosomas se unen débilmente al
DNA. Este tipo de hibridacién también indica que el nucleosoma no se une a
una posicion fija del DNA, sino que se una en varias regiones del mismo. Un

resultado similar se presenté en L. mexicana (Fig. 22 B).
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L. major L. mexicana

Figura 22. Estructura de la cromatina en el gen del rRNA 5S del locus ch11-ll en L. major (panel A)
y L. mexicana (panel B). En la parte izquierda de cada panel se muestra el gel de agarosa al 1.5 %
tefiido con bromuro de etidio, mientras que en la parte derecha se presenta la autorradiografia obtenida
después de hibridar con el rRNA 5S. Se analizé cromatina de células en fase media de crecimiento (M)
(carriles 1y 2) y en fase estacionaria (E) (carriles 3 y 4). Cromatina sin digerir se presenta en los carriles
1y3.

El tRNA de arginina que se localiza rio arriba del rRNA §S mostré una

sefal de hibridacion muy similar a la del rRNA 5S, observandose un barrido a

todo lo largo de los carriles (Fig. 23). Esto indica que este gen de tRNA



tampoco se empaca en nucleosomas. Resultados similares se observaron en

células en fases media y estacionaria, en las dos especies de Leishmania.

1 2341 2 3 4 1 23 4 1 2 34

L. major L. mexicana

Figura 23. Andlisis nucleosomal del gen de tRNA-Arg del locus ch11-Il en L. major (panel
A) y L. mexicana (panel B). En la parte izquierda de cada panel se muestra el gel de agarosa
al 1.5 % tefido con bromuro de etidio, mientras que en la parte derecha se presenta la
autorradiografia obtenida después de hibridar con el gen tRNA-Arg. Se analizd cromatina de
células en fase media de crecimiento (M) (carriles 1y 2) y en fase estacionaria (E) (carriles 3 y
4). Cromatina sin digerir se presenta en los carriles 1y 3.

El gen 11.0930 se localiza rio abajo del gen del rRNA 58S, y codifica para
una proteina hipotética, por lo que es transcrito por Pol Il. El analisis de
cromatina de esta region del genoma revelé una escalera nucleosomal muy

bien definida tanto en L. major como en L. mexicana (Fig. 24). Esto significa



que este gen se encuentra formando nucleosomas compactos. Las bandas
nucleosomales parecen ser mas definidas en células en fase estacionaria que

en fase media.
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Figura 24. Analisis de la cromatina del fragmento 11.0930 del locus ch11-1l en L. major
(panel A) y L. mexicana (panel B). En la parte izquierda de cada panel se muestra el gel de
agarosa al 1.5 % tefido con bromuro de etidio, mientras que en la parte derecha se presenta la
autorradiografia obtenida después de hibridar con el fragmento 11.0930. Se analizé cromatina
de células en fase media de crecimiento (M) (carriles 1y 2) y en fase estacionaria (E) (carriles 3
y 4). Cromatina sin digerir se presenta en los carriles 1y 3.

También se analizé la region intergénica entre el gen de rRNA 5S y el
gen 11.0930 (fragmento 11-inter) en L. major. El fragmento mostré una

escalera nucleosomal aun mejor definida que la obtenida con el gen 11.0930



(Fig. 25), lo que indica que esta region intergénica forma nucleosomas muy

compactos, tanto en fase media logaritmica como en estacionaria.

1234 1 2 3 4

Figura 25. Estructura de la cromatina en el fragmento 11-Inter del locus ch11-Il en L.
major. En la parte izquierda se muestra el gel de agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de
etidio, mientras que en la parte derecha se presenta la autorradiografia obtenida después de
hibridar con el fragmento 11-Inter. Se analizd cromatina de células en fase media de
crecimiento (M) (carriles 1y 2) y en fase estacionaria (E) (carriles 3 y 4). Cromatina sin digerir
se presenta en los carriles 1y 3.

4.6 Andlisis nucleosomal del locus chr03

La siguiente regién del genoma que se analizé fue el locus chr03, que
contiene un gen de tRNA-Lys (transcrito por Pol Ill), el cual se localiza entre
dos unidades policistronicas convergentes (transcritas por Pol Il) (Fig. 10). Se

observo un barrido en ambas especies de Leishmania y en ambas condiciones



de crecimiento (Fig. 26 A y B). Este resultado nos indica que la region del
tRNA-Lys no estda formando nucleosomas, y que su transcripcion muy

probablemente sea constitutiva.
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Figura 26. Patrén nucleosomal del gen de Crom3-tRNA del locus chr03 en L. major (panel A) y L.
mexicana (panel B). En la parte izquierda de cada panel se muestra el gel de agarosa al 1.5 % tefido
con bromuro de etidio, mientras que en la parte derecha se presenta la autorradiografia obtenida después
de hibridar con el gen Crom3-tRNA. Se analiz6 cromatina de células en fase media de crecimiento (M)
(carriles 1y 2) y en fase estacionaria (E) (carriles 3 y 4). Cromatina sin digerir se presenta en los carriles
1y3.

El fragmento Crom3-D contiene secuencias de la region intergénica
localizada rio arriba del tRNA-Lys (Fig. 10). Dicha region mostré en L. major un

barrido del que sobresalen bandas cuyo tamano no corresponde en la mayoria



de los casos a los multimeros nucleosomales, lo que significa que

probablemente haya reacomodos nucleosomales (Fig. 27).
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Figura 27. Estructura nucleosomal del fragmento Crom3-D del locus chr03 en L. major. En la parte
izquierda se muestra el gel de agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio, mientras que en la parte
derecha se presenta la autorradiografia obtenida después de hibridar con el fragmento Crom3-D. Se
analiz6é cromatina de células en fase media de crecimiento (M) (carriles 1 y 2) y en fase estacionaria (E)
(carriles 3 y 4). Cromatina sin digerir se presenta en los carriles 1y 3.

Asimismo, el analisis en L. major de la region Crom3-E bis, que
constituye la region intergénica localizada rio abajo del tRNA-Lys mostré un
barrido, principalmente de alto peso molecular, del que sobresalen algunas
bandas que coinciden en algunos casos con las bandas nucleosomales (Fig.
28).
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Figura 28. Estructura de la cromatina del fragmento Crom3-E bis del locus chr03 en L.
major. En la parte izquierda de cada panel se muestra el gel de agarosa al 1.5 % tefiido con
bromuro de etidio, mientras que en la parte derecha se presenta la autorradiografia obtenida
después de hibridar con el fragmento Crom3-E bis. Se analizé cromatina de células en fase
media de crecimiento (M) (carriles 1 y 2) y en fase estacionaria (E) (carriles 3 y 4). Cromatina
sin digerir se presenta en los carriles 1y 3.

El analisis de la proteina hipotética que se ubica rio arriba del tRNA-Lys
(fragmento crom3-68) indicé que dicha region esta organizada en nucleosomas
en ambas especies de Leishmania, tanto en fase media logaritmica como en
fase estacionaria. Cabe destacar que entre el mondmero y el dimero de L.
major se observan 3 bandas adicionales, las cuales posiblemente

correspondan a algun reacomodo del nucleosoma (Fig. 29).
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Figura 29. Analisis nucleosomal del fragmento Crom3-68 del locus chr03 en L. major
(panel A) y L. mexicana (panel B). En la parte izquierda de cada panel se muestra el gel de
agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio, mientras que en la parte derecha se presenta la
autorradiografia obtenida después de hibridar con el fragmento Crom3-68. Se analizé
cromatina de células en fase media de crecimiento (M) (carriles 1y 2) y en fase estacionaria (E)
(carriles 3 y 4). Cromatina sin digerir se presenta en los carriles 1y 3.

4.7 Patron nucleosomal del locus chr31-I

Otro de los loci transcritos por Pol Il que se analiz6 fue el chr31-l, el cual
contiene el gen del snRNA U2. Al analizar la cromatina de dicho gen se obtuvo
en L. major un barrido del que sobresalen algunas bandas nucleosomales (Fig.

30). Un patrén muy similar se obtuvo en fase media logaritmica y en fase



estacionaria. Este tipo de hibridacion es caracteristico de regiones que se
transcriben activamente, ya que carecen de nucleosomas (Hitchcock et al,
2007).

MNasa: - + — + —+ — +

LA L

1 234 1 2 3 4

S

Figura 30. Estructura de la cromatina del gen del snRNA U2 del locus ch31-l en L. major.
En la parte izquierda de cada panel se muestra el gel de agarosa al 1.5 % tefido con bromuro
de etidio, mientras que en la parte derecha se presenta la autorradiografia obtenida después de
hibridar con el gen U2. Se analizé cromatina de células en fase media de crecimiento (M)
(carriles 1 y 2) y en fase estacionaria (E) (carriles 3 y 4). Cromatina sin digerir se presenta en
los carriles 1y 3.

El fragmento Inter U2, que contiene parte de la regidén intergénica
localizada rio abajo del gen snRNA U2 (Fig. 10), mostré en L. major, en ambas
condiciones de crecimiento (fase media logaritmica y fase estacionaria), que

esta formando nucleosomas (Fig. 31).
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Figura 31. Analisis de la cromatina del fragmento Inter U2 del locus ch31-l en L. major.
En la parte izquierda se muestra el gel de agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio,
mientras que en la parte derecha se presenta la autorradiografia obtenida después de hibridar
con el fragmento Inter U2. Se analizé cromatina de células en fase media de crecimiento (M)
(carriles 1 y 2) y en fase estacionaria (E) (carriles 3 y 4). Cromatina sin digerir se presenta en
los carriles 1y 3.

La region t-like U2 se localiza rio arriba del gen snRNA U2 y contiene un
tRNA-like. EIl analisis de este fragmento en L. major mostré un barrido con
algunas bandas que sobresalen (Fig. 32). Varias de estas bandas se localizan

entre los nucleosomas, lo que podria indicar reacomodos nucleosomales.
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Figura 32. Patron nucleosomal del fragmento t-like U2 del locus ch31-l en L. major. En la
parte izquierda se muestra el gel de agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio, mientras
que en la parte derecha se presenta la autorradiografia obtenida después de hibridar con el
fragmento t-like U2. Se analizé cromatina de células en fase media de crecimiento (M) (carriles
1y 2) y en fase estacionaria (E) (carriles 3 y 4). Cromatina sin digerir se presenta en los
carriles 1y 3.

Tambien se analiz6 el gen de tRNA de alanina (tRNA-Ala) localizado rio
arriba de tRNA-like. Al igual que los otros tRNAs estudiados, el tRNA-Ala
mostro la carencia de organizacion nucleosomal en ambos estadios de
crecimiento, tanto en L. major y L. mexicana (Fig. 33). Esto indica que los

tRNAs se transcriben permanentemente en Leishmania.
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Figura 33. Estructura nucleosomal del gen de tRNA-Ala del locus ch31-l en L. major
(panel A) y L. mexicana (panel B). En la parte izquierda de cada panel se muestra el gel de
agarosa al 1.5 % tefido con bromuro de etidio, mientras que en la parte derecha se presenta la
autorradiografia obtenida después de hibridar con el gen tRNA-Ala. Se analiz6 cromatina de
células en fase media de crecimiento (M) (carriles 1 y 2) y en fase estacionaria (E) (carriles 3 y
4). Cromatina sin digerir se presenta en los carriles 1y 3.

El ultimo fragmento del locus chr31-1 que se analiz6 fue aATP11, que
contiene parte del gen de una proteina hipotética (trascrito por Pol II) mapeada
rio abajo del gen del snRNA U2. Se encontré que este fragmento se encuentra
organizado en nucleosomas en L. major, en ambas condiciones de crecimiento
(Fig. 34).
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Figura 34. Estructura de la cromatina del gen de aATP11 del locus ch31-l1 en L. major. En
la parte izquierda de cada panel se muestra el gel de agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de
etidio, mientras que en la parte derecha se presenta la autorradiografia obtenida después de
hibridar con el gen aATP11. Se analizé cromatina de células en fase media de crecimiento (M)
(carriles 1 y 2) y en fase estacionaria (E) (carriles 3 y 4). Cromatina sin digerir se presenta en
los carriles 1y 3.

4.8 Estructura de la cromatina del cistron de rRNA

Los genes presentes en el cistron del rRNA son transcritos por Pol |. En
los tripanosomatidos, el cistrén ribosomal esta formado por 8 genes de rRNA
diferentes. El primero de los genes del cistron es el del rRNA 18S, localizado a

1043 pb rio abajo del sitio de inicio de la transcripcion en L. major (Padilla-



Mejia et al., 2009). El ultimo de los genes es el del rRNA S4 (Fig. 10). El
analisis de la estructura nucleosomal del rRNA 18S indicé que esta region esta
formando en un mayoria nucleosomas en L. major, tanto en fase media

logaritmica como en fase estacionaria (Fig. 35).

MMasa:
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Figura 35. Andlisis nucleosomal del gen del rRNA 18S en L. major. En la parte izquierda
se muestra el gel de agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio, mientras que en la parte
derecha se presenta la autorradiografia obtenida después de hibridar con el gen 18S. Se
analizé cromatina de células en fase media de crecimiento (M) (carriles 1 y 2) y en fase
estacionaria (E) (carriles 3 y 4). Cromatina sin digerir se presenta en los carriles 1y 3.

Otra fragmento que se analizé dentro del mismo locus fue el rRNA A,
que contiene la region promotora del cistron ribosomal. Como se esperaba, con

este fragmento se obtuvo un barrido tenue en L. major, caracteristico de



regiones promotoras (Fig. 36 A). Resultados similares se observaron en L.

mexicana (Fig. 36 B).
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Figura 36. Andlisis de la cromatina del fragmento rRNA A del cistron del rRNA en L.
major (panel A) y L. mexicana (panel B). En la parte izquierda de cada panel se muestra el
gel de agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio, mientras que en la parte derecha se
presenta la autorradiografia obtenida después de hibridar con el fragmento rRNA A. Se analizé
cromatina de células en fase media de crecimiento (M) (carriles 1y 2) y en fase estacionaria (E)
(carriles 3 y 4). Cromatina sin digerir se presenta en los carriles 1y 3.

El fragmento rRNA B, el cual se localiza rio abajo del sitio de inicio de la
transcripcion (Fig. 10), present6 un barrido en fase media logaritmica, asi como
en fase estacionaria (Fig. 37); esto indica que en la regidbn no se estan

formando nucleosomas. Sin embargo, sobre el barrido se aprecian bandas,



algunas de las cuales coinciden con los nucleosomas (Fig. 37 A). Resultados

similares se obtuvieron en L. mexicana (Fig. 37 B).
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Figura 37. Estructura de la cromatina del fragmento rRNA B del cistrén del rRNA en L.
major (panel A) y L. mexicana (panel B). En la parte izquierda de cada panel se muestra el
gel de agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio, mientras que en la parte derecha se
presenta la autorradiografia obtenida después de hibridar con el fragmento rRNA B. Se analizé
cromatina de células en fase media de crecimiento (M) (carriles 1y 2) y en fase estacionaria (E)
(carriles 3 y 4). Cromatina sin digerir se presenta en los carriles 1y 3.

El dltimo fragmento analizado en este locus fue rRNA C, localizado en el
extremo 3’ del cistron ribosomal, en la region donde termina la transcripciéon
(Fig. 10). Como se aprecia en la Figura 38, rRNA C mostré un arreglo
nucleosomal compacto tanto en fase media logaritmica como en fase

estacionaria en L. major, lo que sugiere que esta region no se transcribe.
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Figura 38. Patron nucleosomal del fragmento rRNA C del cistron del rRNA en L. major.
En la parte izquierda se muestra el gel de agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio,
mientras que en la parte derecha se presenta la autorradiografia obtenida después de hibridar
con el fragmento rRNA C. Se analizé cromatina de células en fase media de crecimiento (M)
(carriles 1 y 2) y en fase estacionaria (E) (carriles 3 y 4). Cromatina sin digerir se presenta en
los carriles 1y 3.

4.9 Andlisis de la cromatina de la region SSR del cromosoma 1

Finalmente, se analiz6 la estructura de la cromatina en la regién SSR del
cromosoma 1 de Leishmania. Como se mencioné anteriormente, la regidn
SSR separa dos unidades policistronicas divergentes, y en ella fueron
localizados varios sitios de inicio de la transcripcion de Pol Il para ambas



unidades policistrénicas (Fig. 10). El analisis del fragmento ssr2, que contiene
los sitios de inicio de la transcripcion, reveld6 un barrido que se presenta
principalmente en la parte inferior del gel, entre el monémero y el trimero
nucleosomal (Fig. 39). Del barrido sobresale la banda del monémero y bandas
localizadas entre los nucleosomas. Este patron indica que la regidn ssr2
presenta una asociacion débil con nucleosomas, y que algunos de éstos

presentan re-arreglos.
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Figura 39. Estructura nucleosomal del fragmento ssr2 del locus SSR del cromosoma 1 en
L. major. En la parte izquierda se muestra el gel de agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de
etidio, mientras que en la parte derecha se presenta la autorradiografia obtenida después de
hibridar con el fragmento srr2. Se analizé cromatina de células en fase media de crecimiento
(M) (carriles 1 y 2) y en fase estacionaria (E) (carriles 3 y 4). Cromatina sin digerir se presenta
en los carriles 1y 3.



La region ssr1 se localiza rio arriba de la region ssr2 (Fig. 10). El analisis
de esta region mostrd, en ambas fases de crecimiento de L. major, que esta
formando nucleosomas, ya que la hibridacion mostré el arreglo de multimeros

de nucleosomas (Fig. 40).
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Figura 40. Estructura de la cromatina del fragmento ssrl del locus SSR del cromosoma 1
en L. major. En la parte izquierda se muestra el gel de agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de
etidio, mientras que en la parte derecha se presenta la autorradiografia obtenida después de
hibridar con el fragmento ssr1. Se analiz6 cromatina de células en fase media de crecimiento
(M) (carriles 1y 2) y en fase estacionaria (E) (carriles 3 y 4). Cromatina sin digerir se presenta
en los carriles 1y 3.

Por ultimo, se analizaron las regiones codificadoras de las dos proteinas
que flanquean la region SSR (genes 32 y 33). El Gen 32, localizado rio arriba
de ssr1, mostré un arreglo nucleosomal muy bien definido en las dos especies



de Leishmania, tanto en fase media logaritmica, como en fase estacionaria
(Fig. 41).
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Figura 41. Andlisis nucleosomal del fragmento Gen 32 del locus SSR del cromosoma 1
en L. major (panel A) y L. mexicana (panel B). En la parte izquierda de cada panel se
muestra el gel de agarosa al 1.5 % tefido con bromuro de etidio, mientras que en la parte
derecha se presenta la autorradiografia obtenida después de hibridar con el fragmento Gen 32.
Se analizé cromatina de células en fase media de crecimiento (M) (carriles 1 y 2) y en fase
estacionaria (E) (carriles 3 y 4). Cromatina sin digerir se presenta en los carriles 1y 3.

Un arreglo nuclesomal definido también se observé con el Gen 33, el
cual se localiza rio abajo de ssr2 para L. major (Fig. 42), lo mismo se obtuvo

para L. mexicana (Fig. 42 B).
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Figura 42. Estructura de la cromatina del fragmento Gen 33 del locus SSR del
cromosoma 1 en L. major (panel A) y L. mexicana (panel B). En la parte izquierda de cada
panel se muestra el gel de agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio, mientras que en la
parte derecha se presenta la autorradiografia obtenida después de hibridar con el fragmento
Gen 33. Se analiz6 cromatina de células en fase media de crecimiento (M) (carriles 1y 2) y en
fase estacionaria (E) (carriles 3 y 4). Cromatina sin digerir se presenta en los carriles 1y 3.

4.10 Controles de hibridacion



Para verificar que los barridos observados con algunas sondas se
debieran a la falta de organizaciéon nucleosomal, y no a la degradacion de la
cromatina, se llevo a cabo un experimento control. Para éste se selecciono la
membrana hibridada con el fragmento crom3-D, que habia producido un
barrido (Fig. 43 B). Se esperé a que decayera la marca radioactiva de la
membrana para después re-hibridarla con la sonda aATP11 (que habia
producido una escalera nucleosomal). La re-hibridacion de la membrana
genero una escalera nuclesomal con aATP11 (Fig. 43 C). Con esto, podemos
concluir que el barrido observado con crom3-D es producto de una carencia de

organizacion nucleosomal en esa region del genoma de Leishmania.
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Figura 43. Control del analisis nucleosomal en L. major. Gel de agarosa con la digestiéon de
la cromatina (panel A). Hibridacién de la membrana de nylon con la sonda Crom3-D (panel B).
Hibridacion de la misma membrana, ya limpia, con la sonda aATP11 (panel C). Se analiz6
cromatina de células en fase media de crecimiento (M) (carriles 1y 2) y en fase estacionaria (E)
(carriles 3 y 4). Cromatina sin digerir se presenta en los carriles 1y 3.



5. Discusién

Es bien sabido que la estructura de la cromatina juega un papel muy
importante en la regulacion de la expresidon génica (Workman y Kingston, 1998).
La MNasa es una enzima ampliamente usada para obtener informacion acerca
de la localizacion de nucleosomas a lo largo de una cadena de DNA. En
general, se ha observado que aquellas regiones de DNA que no son transcritas
se asocian fuertemente con el octamero de histonas, generando una escalera
de nucleosomas al ser digeridas con MNasa. Por otro lado, las regiones de
DNA que son transcritas activamente se unen débilmente a los octdmeros de
histonas, mostrando un barrido como patrén de digestién (Hamid et al., 1996;
Weischet et al., 1983; Lohr, 1983). Genes que son transcritos en niveles bajos
presentan un patrén nucleosomal intermedio. En realidad, estos diferentes
patrones de digestion con MNasa se presentan principalmente en las regiones
promotoras, que son las zonas de DNA que tienen contacto directo con
factores de transcripcidn y con RNA polimerasas. Las regiones codificadoras
suelen presentar una estructura nucleosomal definida, independientemente de

su nivel de transcripcion.

En los tripanosomatidos se sabe muy poco acerca de la estructura de la
cromatina y su relacion con la transcripcion. En este trabajo se usé la técnica
de digestion de cromatina con MNasa para determinar la estructura
nucleosomal de genes transcritos por Pol Ill en L. major y L. mexicana. Como
primer paso, encontramos condiciones de digestion con MNasa que nos
permitieron obtener una escalera para ambas especies de Leishmania, en
donde la banda inferior corresponde al monémero nucleosomal y las bandas
mayores corresponden a multimeros nucleosomales (Fig. 18). Dichas
condiciones fueron: 25 U/ml de MNasa a 30°C, usando 25 yl de nucleos (~3 ug
de DNA). Cabe aclarar que las condiciones de digestion tuvieron que
reajustarse constantemente, dado que ciertas preparaciones de cromatina
tendian a sobre digerirse o a no digerirse totalmente bajo las condiciones que
inicialmente fueron las ideales. Esto debido a que los cultivos de Leishmania
cambian su metabolismo con el paso del tiempo. El parametro generalmente

cambiado fue el tiempo de digestion (de 1.5 hasta 20 mins.), y en algunos



casos se adiciond DTT (10-15 mM), para inhibir a las endonuclesas propias de
Leishmania (Cleland, 1963: Zangger et al., 2002).

El analisis de los patrones de digestion de la cromatina nos permitio
determinar que el tamafo del nucleosoma en L. major y en L. mexicana es de
~180 pb. Esto es similar a lo encontrado en otros organismos, donde la
longitud del DNA presente en el nucleosoma generalmente va de los 180 a los
200 pb. Existen algunas excepciones, como algunos hongos que presentan
nuclesomas de 154 pb, y el erizo de mar, cuyo nuclesoma es de 260 pb (Lewin,
2004).

Los genes transcritos por Pol Il analizados fueron: tRNA-Lys (locus
chr03), tRNA-Arg (locus chr11-1l), tRNA-Ala (locus chr31-l), rRNA 5S (locus
chr11-Il) y snRNA U2 (locus chr31-l). Los tRNAs contienen regiones de
control interno (cajas Ay B) y lo mismo ocurre con el rRNA 5S (cajas Ay C). El
analisis de la estructura de la cromatina de estos genes mostr6, como se
esperaba, un barrido caracteristico de regiones altamente transcritas (Figs. 22,
23, 26 y 33). Factores de transcripcidon, aun no identificados, se deben estar
uniendo a las regiones de control interno para que Pol lll pueda iniciar la
transcripcion.  El gen tRNA-Ala mostrd, ademas del barrido, algunas bandas
tenues que parecen corresponder con nucleosomas (Fig. 33). Dado que el
genoma de L. major contiene otras 4 copias del gen de tRNA-Ala, que son
entre 73 y 90 % idénticas al gen de tRNA-Ala del locus chr31-I, la presencia de
las bandas nucleosomales tenues podria indicar que alguno de los otros genes
se encontraba parcialmente reprimido al momento de aislar la cromatina. En
otros organismos se ha reportado que no todos los genes de tRNA para un
mismo aminoacido son transcritos al mismo tiempo y al mismo nivel; por
ejemplo, en Bombyx mori se encontré que los genes de tRNA-Gly que son
poco transcritos tienen nucleosomas posicionados rio arriba de los genes y que
en los genes altamente transcritos existe una carencia de nucleosomas
(Parthasarthy y Gopinathan, 2006).

En el caso del rRNA 5S, mientras en L. major se aprecia unicamente un
barrido, en L. mexicana se logran observar bandas nuclesomales tenues. Esto

indicaria que no todas las copias del gen del rRNA 5S en L. mexicana estaban



siendo activamente transcritas al momento de que se aislaron los nucleos. Se
sabe que en L. major hay 11 copias del gen del rRNA 58S, pero se desconoce
su numero en L. mexicana. Se ha reportado que en Xenopus laevis los genes
del rRNA 5S estan preferencialmente organizados en nucleosomas (Young y
Carroll., 1983). Este organismo contiene alrededor de 30 000 copias del gen
arregladas en tandem, por lo que so6lo una minima parte de ellas debe estar
activa en un momento determinado. Dado que la gran mayoria de los genes
estan apagados, se obtiene el patrén de heterocromatina. La presencia de un
barrido entre las bandas de los nucleosomas indica la actividad de la minoria
de los genes del rRNA 5S (Lohr, 1983).

En lo que respecta al snRNA U2, se presume que su region promotora
esta contenida en el tRNA-like localizado hacia su region 5 (Figura 10).
Mientras el snRNA U2 mostré un barrido tenue del que sobresalen los
nucleosomas, la region t-like U2 presentd un barrido con algunas bandas que
no corresponden a la escalera nucleosomal (Figs. 30 y 32), lo cual indica que
los nuclesomas que se unen débilmente a esta region lo hacen de manera
irregular. En S. cerevisiae la activacion del promotor del snRNA U2 esta
acompanada por la disrupcidn de varios nucleosomas posicionados justo rio
arriba del gen (Morse et al., 1992). Algunas de las bandas que se observan
entre los nucleosomas podrian también explicarse por el hecho de que la
MNasa puede cortar, en algunos casos, dentro del octamero de histonas, y no
unicamente en el DNA que separa los nuclesomas. Se ha reportado que la
enzima tiene afinidad por las secuencias CATA y CTA localizadas en zonas
ricas en GC, independientemente de que se localicen en el DNA linker o en el
DNA que rodea al octamero de histonas (Dingwall et al., 1981; Hoérz y
Altenburger, 1981).

Recientemente se encontré que en la cromatina de inmediaciones de los
loci que contienen tRNAs y snRNAs en L. major y T. brucei se encuentra
presente la histona H4 acetilada en la lisina 10 (H4-K10ac), la histona H3
acetilada en las lisinas 9 y 14 (H3-K9ac/K14ac), asi como las variantes de
histonas H2AV y H2BV (Siegel et al., 2009; Thomas et al., 2009). Estas

modificaciones y variantes de histonas son marcadores de eucromatina.



Las regiones intergénicas que flanquean al gen tRNA-Lys (fragmentos
Crom3-D y Crom3-E bis) mostraron en L. major un barrido del que sobresalen
bandas cuyo tamano no corresponde en la mayoria de los casos a los
multimeros nucleosomales, lo que significa que probablemente en estas
regiones haya re-arreglos o reposicionamientos nucleosomales (Figs. 27 y 28).
Esto no es sorprendente, dado que el tRNA-Lys se localiza en una region
donde convergen dos unidades policistronicas (region SSR convergente). Asi,
en la region intergénica que contiene al fragmento crom3-D se lleva a cabo el
término de la transcripcion de la unidad polcistronica de la izquierda (de Pol Il)
y el inicio de la transcripcion del tRNA-Lys (Pol Ill). En la regién intergénica
que contiene al fragmento crom3-E bis se lleva a cabo el término de la
transcripcion del tRNA-Lys (Pol Ill) y el término de la transcripcion de la unidad
policistronica de la derecha (de Pol II). Se ha reportado en T. brucei la
presencia de las variantes de histonas H3V y H4V en regiones SSR
convergentes (Talbert y Henikoff, 2009), como en la que se localiza el tRNA-
Lys de L. major. Estas variantes de histonas se han relacionado con el término
de la transcripcion de Pol Il. Creemos que la presencia de estas histonas
modificadas en los nucleosmas de esta region, aunado a los diversos eventos
de inicio y término de la transcripcidon, podrian generar los patrones de

digestién atipicos que observamos.

Las otras dos regiones intergénicas que analizamos en los loci
transcritos por Pol Ill, 11-inter y inter-U2, mostraron escaleras nucleosomales
bien definidas (Figs. 25y 31). Asimismo, los genes codificadores de proteinas
que flanquean a los genes sintetizados por Pol Il (Crom3-68, aATP11, Gen
32, Gen 33 y 11.0930) presentaron escaleras bien definidas (patron de
heterocromatina) (Figs. 24, 29, 34, 41 y 42), lo que indica que forman
nucleosomas muy compactos, tanto en fase media logaritmica como en
estacionaria. Cabe aclarar que aunque estas regiones presenten cromatina
compacta eso no significa que no se estén transcribiendo. Se requiere que la
cromatina esté relajada solo en los sitios de inicio de la transcripcion, donde se

pega la RNA polimerasa al DNA; posteriormente la enzima puede atravesar y



transcribir regiones de cromatina compacta, desplazando los nucleosomas que

encuentre a su paso (Workman y Kingston, 1998).

El analisis de la region SSR del cromosoma 1 revelé que, como se
esperaba, el fragmento que contiene los sitios de inicio de la transcripcion
(ssr2) muestra predominantemente un barrido (Fig. 39). Esto a diferencia del
fragmento contiguo ssr1 (Fig. 40) y de los genes de Pol Il flanqueantes que
muestran un patron claramente nucleosomal (Figs. 41 y 42). Trabajos
recientes indican que regiones SSR divergentes, como la del cromosoma 1,
contienen altos niveles de histona H4 acetilada en la lisina 10 (H4-K10ac) y de
la histona H3 acetilada en las lisinas 9 y 14 (H3-K9ac/K14ac). Al igual que en
los loci de tRNAs, también se observo la presencia de las variantes de histonas
H2AV y H2BV (Siegel et al., 2009;Thomas et al., 2009). Estas modificaciones y

variantes de histonas son marcadores de cromatina activa (eucromatina).

La region promotora del cistron del rRNA (fragmento rRNA A), mostro el
barrido caracteristico de las zonas de inicio de la transcripcién (Fig. 36).
Asimismo el fragmento rRNA B, que contiene una parte del promotor y las
primeras bases transcritas del cistron ribosomal, también mostré un patron no-
nuclesomal (Fig. 37). Por otro lado, el rRNA 18S presentd un patron
nucleosomal, como se esperaba, (Fig. 35) y lo mismo ocurrié con el fragmento
rRNA C (Fig. 38). Este ultimo fragmento se localiza en el extremo 3’ del cistrén
ribosomal, en una zona donde finaliza la transcripcion de Pol | (Martinez-
Calvillo et al., 2001), por lo que era de esperarse que tuviera un patrén
nucleosomal. El genoma de L. major contiene alrededor de 20 copias del
cistron del RNA ribosomal en un arreglo en tdndem (Martinez-Calvillo et al.,
2001). El hecho de que el promotor del cistron mostrara un claro barrido
sugiere que todas las copias del cistron se estan expresando. En levadura se
encontr6 que aproximadamente la mitad de los cistrones del rRNA son
transcritos. Los genes inactivos presentan un nucleosoma posicionado en el
promotor (Jones et al., 2007). A diferencia de los promotores, los genes del
rRNA 18S y 28S presentan siempre un patron nucleosomal,
independientemente de su tasa de transcripcion (Lohr, 1984). Sin embargo, los

genes inactivos suelen presentar metilacion en la lisina 9 de la histona H3 (H3-



K9me2), mientras que los genes activos se metilan en la lisina 4 de la histona
H3 (H3-K4me3) (Lawrence y Pikaard, 2004); cabe senalar que el estado de la
cromatina en copias inactivas ha sido muy controversial, debido a la dificultad
de estudiar la estructura de la cromatina de genes multicopia, en estados
heterogéneos de cromatina (Paule y White, 2000; Birch y Zomerdijk, 2008).
También se ha visto en S. cerevisiae que los espaciadores intergénicos que
flanquean a las copias de los genes rRNA estan empaquetadas en un arreglo
nucleosomal (Dammann et al., 1993; Lucchini y Sogo, 1994).

No se encontraron diferencias significativas en la estructura de la
cromatina entre las dos especies de Leishmania (L. major y L. mexicana).
Tampoco se encontraron diferencias importantes al comparar la estructura
nuclesomal entre células creciendo activamente (en fase media de crecimiento
logaritmico) y células que han dejado de dividirse (en fase estacionaria).
Aunque Leishmania no regula la transcripcién de sus genes a nivel individual,
se ha propuesto que los niveles generales de transcripcibn pueden verse
reducidos cuando las células alcanzan la fase estacionaria. Trabajos recientes
en L. major indican que la presencia de histona H3 acetilada (indicadora de
eucromatina) es mayor en células que se estan dividiendo rapidamente que en
células en fase estacionaria (Thomas et al., 2009). También se ha reportado
que los niveles de expresidon de la histona H1 son mayores en células en fase
estacionaria (Belli, 2000). Nuestros resultados indican que estas diferencias no

son evidentes al analizar la cromatina mediante digestiones con MNasa.



6. Conclusiones

El tamafo del nucleosoma en L. major y en L. mexicana (~180 pb) es
similar al encontrado en otros organismos eucariontes.

Los genes transcritos por Pol Il (tRNA-Lys, tRNA-Arg, tRNA-Ala, rRNA
5S y snRNA U2) mostraron una organizacion no-nucleosomal.

Los genes transcritos por Pol Il (Crom3-68, aATP11, Gen 32, Gen 33y
11.0930) estan formando nucleosomas, al igual que la mayoria de las
regiones intergénicas. En cambio la regiobn promotora del cromosoma 1
no esta organizada en nucleosomas.

La regidbn SSR convergente del cromosoma 3 (fragmentos Crom3-D y
Crom3-E bis) mostr6 un patron nucleosomal atipico, acorde con los
diversos eventos de inicio y término de la transcripcion que ahi se
presentan.

El gen transcrito por Pol | (rRNA 18S) y la region rRNA C presentaron un
arreglo nucleosomal, mientras que la region promotora (fragmentos
rRNA Ay rRNA B) no se asocia a los octameros de histonas.

No observamos diferencias significativas en la estructura de la cromatina
entre L. major y L. mexicana. Tampoco se encontraron diferencias
importantes al comparar la estructura nuclesomal entre células
creciendo activamente y células que han dejado de dividirse.
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