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“Asi como los brotes, por crecimiento, dan origen
a nuevos brotes, y éstos, si son vigorosos, se ra-
mifican y sobrepujan por todos lados a muchas
ramas mds débiles, asi también, a mi parecer, ha
ocurrido, mediante generacion, en el gran Arbol
de la Vida, que con sus ramas muertas y rotas
llena la corteza de la tierra, cuya superficie cu-
bre con sus hermosas ramificaciones, siempre en
una nueva division”

Charles Darwin






AGRADECIMIENTOS

Estas cien paginas recogen los resultados de varios afios de trabajo y, aunque en la portada
de esta tesis s6lo aparezca mi nombre, nunca se habria hecho realidad sin la colaboracién de
muchas personas que durante esta etapa me han acogido, guiado, instruido, apoyado y animado.

En primer lugar, quisiera dar las gracias a Paco, quien no sélo ha contribuido notablemente
a mi formacion cientifica, sino también personal. Gracias por haberme revelado la ensefianza mas
importante que alguien puede recibir: que todo se puede aprender y que las palabras son las
llaves que abren todas las puertas. Gracias por contagiar cada dia tu infinito entusiasmo por la
ciencia, por escuchar y tener en cuenta todas mis sugerencias, incluso las mas absurdas y en
definitiva, por haber transmitido tanta confianza en aquella nifia timida e insegura que llegé a tu
laboratorio hace ya cinco afios sin saber muy bien qué decir.

Gracias también a Luis Quintales, no s6lo porque sin sus matrices esta tesis seria mucho
menos interesante, sino porque de manera totalmente desinteresada, me ha ilustrado y guiado en
mis primeros pasos dentro del "misterioso mundo de la informdtica" que ahora, gracias a él se me
antoja algo menos misterioso.

A todo el personal investigador porque sus comentarios han contribuido a enriquecer este
trabajo. Gracias en especial a Ménica y a Rodrigo por todas las ideas que han aportado a lo largo
de estos afios en los seminarios de grupo.

A todo el personal técnico y administrativo del IBFG por su ayuda y su excelente labor que
tanto me ha facilitado el trabajo.

Por supuesto, gracias a todos mis compaiieros del laboratorio 2.5, a los que siguen aqui y a
los que se marcharon. A Jose y Laura Marin, me siento afortunada por haber tenido la oportunidad
de aprender de vosotros aunque fuese solo por un periodo breve de tiempo. Gracias a Nacho, que
me acogié desde el primer dia, seglin sus palabras "como me gustaria que me recibiesen a m{". A
Rebeca, que me explicé pacientemente todo lo que necesitaba y respondi6é amablemente mis
interminables preguntas. A Mar, cuya labor incansable evita que el laboratorio se convierta en una
jungla, gracias por resolver todas mis dudas con precision y eficacia, por abrirme las puertas de tu
"despacho-confesionario" y por compartir risas y lamentos. A los que estuvieron temporalmente:
a Alba, que me acompafié en mis primeros "tropiezos" con las transformaciones, a Pau, Dani,
Raquel, JoseVi y a las nuevas incorporaciones, Aroa y Laura, gracias por vuestro entusiasmo y
vuestras ganas. A Alberto, por animar las mafianas con tus chistes y por poner banda sonora al
laboratorio con tus canturreos. A Quique, por estar siempre disponible para los tan necesarios
analisis informaticos y por haber evitado que me perdiera en el caos durante la revision del
articulo.

Gracias a Alicia porque sin su ayuda esta tesis hubiese sido mucho mas breve. Gracias por
haberme permitido descubrir a tu lado todas las maravillas del trabajo en equipo, sin encontrar en
el camino ningln inconveniente. Por compartir tu peculiar sentido del humor y por ser capaz de
leer mi mente cuando no encuentro las palabras adecuadas. No puedo imaginar cémo hubiesen
sido estos afos si no hubieses estado a mi lado para compartir el peso de los experimentos fallidos
y celebrar los acertados. Gracias por ser una de esas personas que sSe convierten
irremediablemente en ejemplos a seguir.



Al grupo de genética de la UNEX, con el que realicé el TFM que me abri6 las puertas al
mundo de la investigacion. Gracias en especial a Elena, que me guié en mis primeros pasos dentro
de un laboratorio. Gracias por haber confiado en mi. Gracias también a Encarna, Mari Carmen y a
Belén por acogerme como a una mas y por haber llenado de risas mis primeros contactos con el
laboratorio. Emilia, José Emilio, Felipe, Helen... Muchas gracias por haber creado ese entorno de
trabajo ideal que inspira y anima a seguir adelante incluso después de tanto tiempo.

Gracias a "Los elegidos +++" por estar siempre dispuestos a compartir unas cafias después
del trabajo, por escuchar las penas, dudas y alegrias y por las maravillosas jornadas "Eno-gastro-
culturales" que de culturales tenian mas bien poco. A Parri, Rosana, Marta, Sandra, Alvaro, Alicia,
Esther, Facundo y Sofi por convertir la sala de descanso en un refugio lleno de chistes y buenos
consejos. A Esther, por haberse tomado el tiempo necesario para conocerme de verdad, que no es
poco, por estar siempre dispuesta a escuchar y por sacarme de vez en cuando de mi introversién
para despejar la mente con unas risas.

Gracias a todas esas personas que, a pesar de la distancia, siguen estando ahi cuando las
necesito. Gracias en especial a Inma, Mari Jose y Ana, porque a pesar del tiempo, a vuestro lado
todo sigue siendo igual. No os imagindis lo afortunada que me siento por poder disfrutar de
vuestra compafiia aunque so6lo sea de vez en cuando. Gracias también a mis "amebas" que se
iniciaron conmigo en el fascinante mundo de la biologia, a pesar de que nuestros pasos nos hayan
llevado por caminos distintos, sé que ain puedo contar con vosotras, ojald sigamos organizando
quedadas durante muchos afios mas.

Por ultimo, gracias a toda mi familia por estar siempre ahi cuando los necesito. Gracias a
Maribel, Leo, Juan, Jorge, Lorenzo y José, por seguir interesandose por lo que hago aunque nunca
sea capaz de explicarselo bien. A mi abuela Candida, por cuidar siempre de mi, esperar despierta
mi llegada los viernes por la noche y “echarme de casa” los domingos por la tarde. A mi hermano
Jorge, por compartir sus aficiones conmigo y por las interminables charlas literarias del viernes
por la noche. A Jests, por su carifio y por ese sindwich que siempre me espera en la mesa cuando
vuelvo al pueblo. A Antonio, por conocerme mejor que nadie. Y por supuesto, a mis padres. Gracias
por vuestros valiosisimos consejos para todos los aspectos de la vida, por confiar en mi y dejarme
libertad para decidir qué quiero hacer y como quiero vivir mi vida. Gracias por apoyarme en todos
mis propdsitos, por secar mis lagrimas después de cada caida y compartir todas mis alegrias.
Muchas gracias por ensefiarme a vivir, a luchar por mis suefios y a defenderme del mundo. Sin
vosotros, yo no seria quien soy.



INDICE







INDICE | 3

INTRODUCCION
1. ORGANIZACION DE LA CROMATINA EUCARIOTICA ..cccuvvvvrremsssssssseeseessssssssssssssssssssssssssesssssssens 9
EStructura del NUCIEOSOIMA ...t isessesses s ss s s s ssse s s 9
2. DISTRIBUCION GENOMICA DE LOS NUCLEOSOMAS ....cuuurmrvvrmmmeneereessssssssssmssssssssssssssssesssssssas 12
Ocupacidn y posicionamiento NUCIE0SOMAL ... 12
Organizacion de los nucleosomas sobre regiones codificantes y reguladoras............... 13
Dindmica nucleosomal bajo diferentes situaciones fiSiol0giCas .......ccuurerreerreerreemeeseeenne 14
3. DETERMINANTES DEL POSICIONAMIENTO DE LOS NUCLEOSOMAS.......cccomeemeemeerseeens 15
Remodeladores de CrOmMatiNa ... ... eeeereereereesesseessee e seesseessessesssessssssss s ssesssssssssasssesssssssases 17
Factores de tranSCriPCION .. sssssssss s ssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssaes 18
SECUENCIA AL DINA ..ottt s s b a s R e s 19
Secuencias que eXClUYEN NUCIEOSOIMAS .....veereerererrersreesseesseessessseesseesseessessesssesssesssesssseens 19
Secuencias que favorecen el posicionamiento de los nucleosomas.........ccocoreerirnnces 20
SIgNatures NUCIEOSOMALES. ...t s st s ssse s e 21
L0 23 1 0 I 0 1 . 23
RESULTADOS

1. LA SECUENCIA DEL DNA CONTRIBUYE AL POSICIONAMIENTO DE LOS
NUCLEOSOMAS ......coeetreeenseessesssesssssessssessssessssessssessssessssesssssssssssssssasssssssssessssessssesssssesssssssssessssessssesssssess 29
Cambios en la secuencia del gen ura4 de S. pombe alteran el posicionamiento

€ 10S NUCIEOSOIMNAS ....uvrvueereererreeneeseessetseessessss s s s ses e s bbb s es b s s st 29
Los cambios en el posicionamiento no son debidos a variaciones en el

CONLENIAO LOLA] AE A+T coorerereeeereereressessse s essses s ssses s ssssss s sssesssnsssnssns 33
La eleccién de codones sindnimos estd optimizada para favorecer el

posicionamiento NUCIEOSOMAL .......cuerieccereererseereeeeere s sses s 35

Los cambios en el posicionamiento del gen ura4 no son debidos a un aumento

€11 SU EXPIESION 1uvuerirurisesssssesssssses s ssssss st s st s st sesans 36
La secuencia del DNA influye en el posicionamiento en regiones intergénicas............. 38
La informacion necesaria para posicionar nucleosomas es portatil........ccceereenreereenn. 40

La informaci6n del posicionamiento esta dispersa a lo largo de las 150 pb
del DNA mononucleoSomal ... 42

2. DISENO DE SECUENCIAS DE DNA CAPACES DE POSICIONAR NUCLEOSOMAS............... 44



4 | INDICE

POSICIONAMIENTO ENEIE ESPECIES . .coeiecrrecererreeesersesesessesesessess s s s st sesse s sessessssessessssesseass 44

Matrices de POSICIONAMIENTO ....vvcrererinessiessssss s s s snsans 47

Combinacién del cédigo genético y el codigo de posicionamiento........cweereeeeeeseereereenne 51

Remasterizacion de GeNnes ProCariotas. .. eneenesseeseseessesssssssssesssssssssssssssssssssssessesans 53
DISCUSION
1. SENSIBILIDAD DEL POSICIONAMIENTO A CAMBIOS EN LA SECUENCIA DEL DNA.....59
2. LA INFORMACION RESPONSABLE DEL POSICIONAMIENTO VARIA ENTRE

D) o 00 2P 61

3. SIGNATURES NUCLEOSOMALES.......oeieeeeeeeeseeeessessseesssesssessssesssessssssssssssssesssessssssssssssesssssssssssssssens 62
4. GENERACION DE SECUENCIAS PARA POSICIONAR NUCLEOSOMAS........cooossssrrvsseesssssens 64
6. INTERPRETACION DE LAS SIGNATURES ...coooeererememsssssrssessssssssssssssssssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssee 65
7. FUNCION DEL POSICIONAMIENTO DE NUCLEOSOMAS ......ooooosssoseereereessssssssssesssssssssssseseesss 67
CONCLUSIONES ....coitimcisissssmssssssssssssssssss s ssssssssss s s s sasass st s s s s asass s s s s 69
MATERIALES Y METODOS
1. MICROORGANISMOS Y MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS. ......coirirrsrssersssssssssnssenans 75
2. GENERACION DE SECUENCIAS QUE POSICIONAN NUCLEOSOMAS.......covvvveemesssissssenseeess 75

2.1. Generacion de la matriz de PUNTUACION .....ceeeeeecereereereeseer s sssess s senssseens 75

2.2. Disefio de moléculas de DNA sintéticas no codificantes para el

posicionamiento NUCIEOSOMAL ......ouereereeeneeeeeersees s s sesssssassesssssans 76

2.3. Incorporacion de las signatures nucleosomales en ORFS.......cencnneenneenneenecerecenneens 76
2.4. Sintesis de MOIECUlas A& DNA ...t ssesse s sees s ss st seseseeas 77

3. TECNICAS DE TRANSFORMACION DE MICROORGANISMOS ...oovvvrvemesssscmsssssssssssessssessssssses 77
3.1. Transformacion de E. COlI ... ssssssssssssssans 77
3.2. TranSformaciOn de S. POIMIDE ... s s s 78
3.3. TransSformaciOn de S. COTEVISIAE .....uenreuneererneesreesseiseesesssessesssesssssesssssss s ssssssssssssasans 78

4. TECNICAS DE OBTENCION Y MANIPULACION DE DNA...cccocomermsmmsrmsmmssosssessmssesssssssess 78
4.1. Aislamiento de DNA plasmidico de E. COli ... sssssssnns 78
4.2. Aislamiento de DNA genomico de S. POMDe...... e eenreeneeneeeseseseesssesseessssssessseessesssesens 78

O TN Yo 1T 1 =] a1 L 2] o} A 79



INDICE | 5

4.4. Digestion con nucleasa micrococal y analisis de patrones de
nucleosomas mediante indirect end-1aDeliNg...........eoeonseenseessesessesssssssesssssssssens 80
4.5. Preparacion de DNA mononucleosomal para secuenciacion masiva..........oeoe. 82

4.6. Generacion de mapas de nucleosomas de alta resolucién mediante

LYY o0 T<) 0 Lof £=Tod 16) 0 10 0 612 11 A V2= 83

4.7. Inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) ... e 84
4.8. Cuantificacion mediante PCR (QPCR) ccereerreecreeeseseeseesseesseeesseesseesseesssessesssesssessseeens 85

5. TECNICAS DE MANIPULACION Y OBTENCION DE RNA..ooovvoooeeeeossssesseeeseeeeessssssssessssssssseeeseeees 86
5.1. EXtraccion de RINA tOLA] .. sssssssssssessssessssssesssssssssasssesssssssasssssesssesssasssssssssees 86
13053 0 (0105 27V 3 1 87
ANEXO..utirerssersssrsnsssnsssnsssmssssssssssssssssssssssssssssssssasssassssnsssnsssnsssnsssssssssassssssssnsssnssansssnssanssnsssasssnsssnsssnssses 99

ABREVIATURAS ... ss s s s s s sssasasss s s s sssnsssssasas s s ssss s 111







INTRODUCCION







INTRODUCCION | 9

1. ORGANIZACION DE LA CROMATINA EUCARIOTICA

Los 3.000 millones de pares de bases que componen el genoma humano tienen una
longitud de aproximadamente dos metros y deben empaquetarse en el ntcleo celular,
cuyo didmetro promedio es de unos 10 pm. En este contexto, segmentos especificos del
genoma deben activar o reprimir su transcripcién de manera coordinada y realizar otras
funciones para permitir a la célula reaccionar a un entorno en constante cambio. Para
alcanzar este alto grado de compactacién manteniendo la funcionalidad, los organismos

eucariotas, organizan sus genomas en un complejo llamado cromatina.

La unidad fundamental de la cromatina es el nucleosoma, que se repite
periédicamente cada 160 - 240 pb, segin la especie, a lo largo de todo el genoma
(McGhee & Felsenfeld 1980). El nudcleo o core del nucleosoma se compone de un
octamero de histonas alrededor del cual se enrollan 147 pb de DNA, dando
aproximadamente 1.65 vueltas en una superhélice levogira. Cada core nucleosomal
conecta con el siguiente a través de un segmento de DNA espaciador o linker, cuya
longitud varia en funcién de la especie y que a menudo se asocia con la histona H1. Los
nucleosomas se organizan entre ellos para dar lugar a estructuras de compactaciéon

superiores (Figura 1).

Estructura del nucleosoma

La estructura cristalografica del nucleosoma fue determinada con resolucién de
2.8 & en 1997 (Luger et al. 1997). Cada una de las histonas canénicas (H2A, H2B, H3 y
H4) consta de un motivo central llamado histone-fold, una extensién amino terminal y
otra carboxilo terminal. El motivo histone-fold se compone de tres a-hélices conectadas
entre si por dos bucles y su secuencia de aminoacidos estd muy conservada en todos los
eucariotas, mientras que la secuencia de las extensiones N-terminales de las histonas es
mas variable. La histona H2A se asocia a través del dominio histone-fold con la histona
H2B y la histona H3 se asocia con la H4 de la misma forma. Dos heterodimeros H3/H4 se
asocian formando un tetramero, que constituye el centro de la parte proteica del
nucleosoma. A cada lado de este tetrdmero, se ensambla un dimero H2A/H2B (Figura 2).
En conjunto, el octAmero de histonas adquiere una forma de cilindro plano cuya
superficie posee una fuerte carga positiva, la cual constituye la principal fuerza de unién
entre éste y el DNA. Ademas de por interacciones idnicas, la unién entre el DNA y las
histonas estd mediada por puentes de hidrégeno y fuerzas hidrofébicas (Revisado en

McGinty & Tan 2015).
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Figura 1. Niveles de organizacién de la cromatina. Modificado de Annunciato (2008).

En el recorrido del DNA alrededor del octamero de histonas, el surco menor de la
doble hélice queda orientado hacia el octdmero con una periodicidad de
aproximadamente 10 pb. La union entre el octdmero de histonas y la molécula del DNA es
muy estrecha, de tal forma que las histonas proyectan una arginina hacia el interior del

surco menor a intervalos regulares (Revisado en McGinty & Tan 2015).

Las histonas proyectan diez colas flexibles hacia el exterior del core del
nucleosoma: una cola amino-terminal por cada una de las histonas del octdmero, y las
colas carboxilo terminales de cada una de las dos histonas H2A. Estas colas salen del
octdmero a través del surco menor de la doble hélice en posiciones definidas y poseen
numerosos residuos susceptibles de sufrir modificaciones post-traduccionales. Estas
modificaciones modulan la unién de otras proteinas a la cromatina y juegan un papel
clave en la regulacién de procesos genémicos como la transcripcion, la replicacion, la

recombinacién y la reparacién (Arya et al. 2010; Zentner & Henikoff 2013).
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Par de bases de la diada

BH3 MWH4 H2A EH2B HH3 WH4 H2A H2B WDNA

Figura 2. Estructura del nucleosoma. A) Vision frontal de la estructura cristalografica del
nucleosoma. Las histonas aparecen coloreadas como se indica en el diagrama. B) Vista del
nucleosoma desde la posicidon opuesta a la diada. Los dos heterodimeros H2A/H2B interaccionan
con el DNA en dos planos paralelos. C) Vista del nucleosoma desde la diada. El tetramero H3/H4
forma una rampa sobre la que cruza el DNA, conectando los dos planos representados en B. Las
flechas apuntan en direccién opuesta a la diada. Modificado de McGinty & Tan (2015).

Ademas de las histonas canénicas existen otras variantes que se localizan en
regiones especificas del genoma y cumplen diversas funciones. Estas variantes pueden
introducir modificaciones en la estructura del nucleosoma, como por ejemplo la histona
H2A.Z, que provoca una ligera desestabilizacion de la interaccién entre el heterodimero
H2A/H2B y el tetramero H3/H4 (Suto et al. 2000). En Schizosaccharomyces pombe, no
existe histona H1 y las uUnicas variantes de las histonas canonicas son la histona H3
centromérica (CENP-A en mamiferos y Cnp1 en S. pombe) y H2A.Z (codificada por el gen
pht1). Saccharomyces cerevisiae posee, ademas de estas dos variantes, un homoélogo de la

histona linker H1 (codificada por el gen HHO1).

Los nucleosomas no son estructuras estaticas, sino que asistidos por chaperonas u
otras proteinas como los factores remodeladores de cromatina, pueden desensamblarse
para luego volverse a formar, permitiendo momentaneamente el acceso al DNA de otros
factores. Como parte de este proceso, alguna de las histonas candnicas puede ser
sustituida por alguna de sus variantes, proporcionando propiedades nuevas a la
cromatina en regiones especificas (Bai et al. 2010). Las modificaciones post-
traduccionales de las colas N-terminales de las histonas, la localizacion especifica de las

distintas variantes y la capacidad de los nucleosomas para ensamblarse vy
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desensamblarse en distintas situaciones confieren a la cromatina propiedades dinamicas
y junto con las modificaciones covalentes que puede sufrir la propia molécula de DNA,

constituyen la base de la epigenética de la célula.

2. DISTRIBUCION GENOMICA DE LOS NUCLEOSOMAS

Ocupacion y posicionamiento nucleosomal

Para estudiar la distribucién de los nucleosomas a lo largo del genoma es
importante tener en cuenta los conceptos de ocupacién y posicionamiento. La ocupacion
nucleosomal hace referencia a la frecuencia con la que una determinada region del
genoma se encuentra empaquetada en nucleosomas en una poblaciéon de células. El
término posicionamiento se refiere a la localizacién que ocupa cada nucleosoma con
respecto a la secuencia del DNA. Cuando un nucleosoma se coloca sobre la misma
secuencia de DNA en todas las células de una poblacién, se dice que este nucleosoma esta
“posicionado”. Este tipo de posicionamiento, conocido también como posicionamiento
translacional, es el que vamos a estudiar en este trabajo. El término "posicionamiento
rotacional” hace referencia a si un determinado par de bases estd orientado hacia el
interior o hacia el exterior del octdmero. Dado que la doble hélice gira con una
periodicidad de aproximadamente 10 pb, los nucleosomas pueden estar posicionados
rotacionalmente sin estarlo translacionalmente (Revisado en Lieleg et al. 2015). Estos

conceptos se ilustran en la Figura 3.

A B

Fraccion de células

en la poblacion . .
P Posicionados Posicionados No

8; — rotacionalmente translacionalmente posicionados
02— 10pb | : ' ' N ' |
02— U & & & o
22— —— T —
8 10pb R I
3 1 1 1, I
3 ¥ = = ==
1.0 @ 10 pb 1 1 1 1
S 08 £ : : i :
06 S5 2 I B s
204 = 1 I I 1
S 02 & <& & o o—
0.0 1 I 1 1
\ 4 - - - -

Figura 3. Ocupacion y posicionamiento nucleosomal. A) En el diagrama superior aparece la
distribucién de nucleosomas en una poblacién de células y en el inferior la ocupacién nucleosomal
por par de bases (Modificado de Struhl & Segal 2013). B) Diagrama de los distintos tipos de
posicionamiento nucleosomal. Modificado de Lieleg et al. 2015.



INTRODUCCION | 13

Organizacion de los nucleosomas sobre regiones codificantes y reguladoras

El desarrollo de las técnicas de secuenciacién masiva ha permitido mapear la
localizacion exacta de los nucleosomas en el genoma de multiples especies, incluyendo
levaduras (Lantermann et al. 2010; Tsankov et al. 2010; Givens et al. 2012), Drosophila
melanogaster (Mavrich et al. 2008a), Caenorhabditis elegans (Valouev et al. 2008) y Homo
sapiens (Schones et al. 2008; Valouev et al. 2011). Estos estudios han identificado un
patrdén de organizaciéon comun alrededor de los sitios de inicio de la transcripcion (TSS).
Por norma general, justo aguas arriba del TSS se localiza una regién libre de nucleosomas
(NDR), flanqueada por dos nucleosomas bien posicionados: el nucleosoma +1, que es el
primer nucleosoma dentro de la region transcrita, y el nucleosoma -1, que se encuentra al
otro lado de la NDR. En perfiles agregados de ocupaciéon nucleosomal de las ORFs, los
nucleosomas se colocan aguas abajo del nucleosoma +1 con un espaciamiento regular

(Figura 4).

Aunque este patréon es muy similar en todas las especies estudiadas, existen
algunas diferencias sutiles. Por ejemplo, en S. cerevisiae se ha descrito que el grado de
posicionamiento de los nucleosomas decrece a medida que nos alejamos del TSS (Yuan et
al. 2005; Lee et al. 2007; Mavrich et al. 2008b), sin embargo, esto no ocurre en S. pombe
(Soriano et al. 2013). En S. cerevisiae se ha descrito también que el posicionamiento del
nucleosoma +1 estd fuertemente influenciado por la ubicacién del complejo de
preiniciacion (Zhang et al. 2009) y que la transcripcion se inicia aproximadamente 12 pb
dentro del nucleosoma +1 (Yuan et al. 2005; Lee et al. 2007; Mavrich et al. 2008b),
mientras que en metazoos el extremo de este nucleosoma se encuentra

aproximadamente 60 pb aguas abajo del TSS (Mavrich et al. 2008a; Valouev et al. 2008).
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Figura 4. Organizacién de los nucleosomas alrededor del TSS en un cultivo de S. cerevisiae
silvestre. Modificado de Lieleg et al. 2015.



14 | INTRODUCCION

La importancia de la NDR de la region 5 de los genes en su regulacién
transcripcional se ha puesto de manifiesto en diversos estudios. Sélo en algunos casos, la
apertura o el cierre de esa regidén se corresponde con su activacién o represidon
transcripcional, respectivamente. De hecho, se sabe que estas regiones estin
enriquecidas en motivos consenso reconocidos por factores de transcripcién
(Wunderlich & Mirny 2009; Hughes & de Boer 2013; Soriano et al. 2013; Weingarten-
Gabbay & Segal 2014).

Dinamica nucleosomal bajo diferentes situaciones fisioldgicas

Los datos comentados en el apartado anterior han sido obtenidos a partir de
perfiles agregados de nucleosomas, que permiten estudiar los niveles de ocupacién
promedio de todos los genes mediante la alineacién a un punto concreto, que suele ser el
TSS o el centro del nucleosoma +1. Cuando se estudia la distribucién de los nucleosomas
en regiones individuales, se puede observar que existe un alto grado de posicionamiento
a lo largo de todo el genoma. La mayor parte del genoma de S. pombe esta ocupado por
nucleosomas muy bien posicionados, este posicionamiento se mantiene mas alla de los
sitios de terminacion de la transcripcion (TTS) y a lo largo de las regiones intergénicas
(Soriano et al. 2013). En S. cerevisiae, el posicionamiento también estd extendido a lo
largo de todo el genoma, aunque se pierde en el extremo 3’ de algunos genes (Figura 5).
Soriano et al. (2013) observaron que, en S. pombe, el posicionamiento sobre las regiones
transcritas se mantenia en un amplio rango de niveles de transcripcion, de tal forma que
s6lo se perdia en los genes que se expresaban a niveles muy altos (al menos 180 veces
por encima del fondo en microarrays de expresion), de los cuales sélo hay 59 en todo el

genoma de S. pombe.

S. pombe | | 1Kb

i = G— < +— —
SPBC365.04c  slu7 pmt3  SPBC365.07c SPBC365.08c SPBC365.09¢ arp5 SPBC365.11

S. cerevisiae
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Figura 5. Posicionamiento de nucleosomas en regiones individuales. La figura muestra 15 Kb
del genoma de S. pombe (arriba) y de S. cerevisiae (abajo). En S. pombe, el posicionamiento se
mantiene tanto en ORFs (flechas) como en regiones intergénicas. En S. cerevisiae, el
posicionamiento se pierde en la regién 3’ de algunos genes, como YDL206W.
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Este alto grado de posicionamiento de nucleosomas, se mantiene constante bajo
diferentes situaciones fisiolégicas (Shivaswamy et al. 2008; Kaplan et al. 2009; Zawadzki
et al. 2009; Cole et al. 2011; Zhang et al. 2011a; Huebert et al. 2012; Soriano et al. 2013).
Por ejemplo, las diferencias entre mapas de nucleosomas de S. pombe realizados a
distintos tiempos durante la meiosis se limitan a la aparicién o desaparicién de un
nucleosoma en la region 5’ de algunos genes, lo que en algunas ocasiones, aunque no
siempre, se corresponde con represién o activaciéon transcripcional, respectivamente
(Soriano et al. 2013). Lo mismo ocurre en S. cerevisiae, donde la organizacién primaria de
los nucleosomas sufre pocas variaciones durante todo el proceso de meiosis, aunque se
ha observado un descenso gradual de la acetilacion de la lisina 9 de la histona H3 (H3K9),

asi como de la trimetilacion de H3K4, H2K36 y H3K79 (Zhang et al. 2011a).

En resumen, los nucleosomas se encuentran bien posicionados en la mayor parte
del genoma de las levaduras. Esta organizaciéon tan compacta modula los procesos
relacionados con el genoma mediante distintos mecanismos, como pueden ser la
regulacion del acceso a las regiones promotoras de los factores de transcripcion y el
complejo de preiniciacidn, la modificacién covalente de las colas N-terminales de las

histonas o la sustitucién de las histonas candnicas por sus variantes histénicas.

3. DETERMINANTES DEL POSICIONAMIENTO DE LOS
NUCLEOSOMAS

El orden observado en la distribucién de los nucleosomas a lo largo del genoma de
las levaduras, suscité la duda de cudles serian los mecanismos encargados de dirigir y

mantener el posicionamiento.

Un modelo muy aceptado para explicar el posicionamiento de los nucleosomas es
el “modelo del posicionamiento estadistico” (Kornberg & Stryer 1988). Segin este
modelo, el posicionamiento podria explicarse con la existencia de “barreras de
posicionamiento”, a partir de las cuales los nucleosomas se posicionarian de forma
pasiva, manteniendo un espaciamiento regular. Si la distancia entre dos de estas barreras
es igual a un nimero entero de nucleosomas, no habra cabida para muchas variaciones
en la posicion de cada nucleosoma individual y por tanto, estos estaran bien
posicionados. De esta forma, la conservacién de las “barreras de posicionamiento” seria
suficiente para que, en una poblacién de células, los nucleosomas ocupasen siempre la

misma posicién con respecto a la secuencia del DNA.
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Las “barreras de posicionamiento” podrian estar constituidas por regiones que
excluyen nucleosomas, ya sea por propiedades intrinsecas de la secuencia del DNA o por
la unién a éste de otras proteinas, como los factores de transcripcién o el complejo de
preiniciaciéon de la RNA polimerasa. Secuencias de DNA que unen un nucleosoma con
muy alta afinidad también podrian realizar esta funcidén. Asi, las principales “barreras de
posicionamiento” propuestas son, o bien el NDR de la regién 5’ de los genes, o bien el

nucleosoma +1.

Una de las predicciones de este modelo es que el grado de posicionamiento podria
disminuir a medida que nos alejamos de estas barreras. La principal objecién contra el
"modelo del posicionamiento estadistico” es que, bajo condiciones de baja densidad de
histonas, deberia aumentar el espaciamiento entre nucleosomas y disminuir el grado de
posicionamiento. Sin embargo, esto no ocurre cuando se reduce la concentracion de
histonas en experimentos de reconstituciéon de cromatina in vitro (Zhang et al. 2011b).
También existen experimentos invivo donde se reprime la expresion de las histonas
(Gossett & Lieb 2012; van Bakel et al. 2013), en estos casos, la densidad de nucleosomas
desciende incluso hasta el 50% con respecto a la situacién en una cepa silvestre, sin
embargo, el espaciamiento entre ellos no se altera. Este problema se podria resolver si se
encontrase algin mecanismo capaz de agrupar nucleosomas, manteniendo un
espaciamiento fijo independientemente de la densidad de estos. Se ha propuesto que esta
accion agrupadora de nucleosomas podria ser realizada por los remodeladores de

cromatina (Comentados en el apartado siguiente).

En paralelo al desarrollo del “modelo del posicionamiento estadistico”, se han
desarrollado numerosos estudios que, en conjunto, llegan a la conclusion de que el
posicionamiento de los nucleosomas depende de la accién combinada de varios factores.
Particularmente, se sabe que juegan un papel esencial los remodeladores de cromatina, la
unién al DNA de los factores de transcripcién (TFs) y de otras proteinas reguladoras y la
diferente afinidad del octamero de histonas por determinadas secuencias de nucleétidos.
Algunos de estos determinantes contribuyen a completar el “modelo del posicionamiento
estadistico”; otros estudios, defienden la existencia de un “cédigo de posicionamiento de
nucleosomas”, segin el cual, la posicién de cada nucleosoma estaria codificada en la
secuencia de DNA. La contribucién de todos estos factores al posicionamiento

nucleosomal se detalla a continuacion.
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Remodeladores de cromatina

Los remodeladores de cromatina son complejos multiproteicos que, mediante la
hidroélisis de ATP, son capaces de debilitar la unién entre el DNA y el octamero de
histonas (Hughes & Rando 2014). Como consecuencia de esta actividad y dependiendo
del tipo de remodelador, pueden facilitar el desensamblaje de nucleosomas especificos,
alterar la composicién del octimero mediante el intercambio de histonas o desplazar los
nucleosomas, sin necesidad de desensamblarlos, a distintas localizaciones a lo largo del
DNA (Boeger et al. 2008; Hartley & Madhani 2009). Hasta la fecha se han descrito dos
mecanismos implicados en dirigir a los remodeladores a loci especificos: o bien son
reclutados directamente por modificaciones covalentes en las colas N-terminales de las

histonas, o bien por la interaccion fisica con factores de transcripcion (Yadon et al. 2013).

La deleciéon de algunos de estos remodeladores provoca la alteraciéon global del
patrdn de posicionamiento de nucleosomas, como en el caso de hrp3 en S. pombe (Hennig
et al. 2012; Pointner et al. 2012; Shim et al. 2012) o ISW1 y CHDI1 en S. cerevisiae
(Gkikopoulos et al. 2011). Ademas, se ha observado que estos remodeladores son
capaces de unirse a nucleosomas especificos y, mediante el desplazamiento direccional
de estos, contribuir al mantenimiento de la organizaciéon de los nucleosomas sobre las
regiones codificantes (Figura 4) (Yen et al. 2012). Sin embargo, es dificil determinar por
experimentos in vivo si los remodeladores de cromatina contribuyen al posicionamiento
de los nucleosomas de manera directa o indirecta, ya que mutaciones o deleciones de los
genes que codifican para estos remodeladores suelen afectar a la expresion de otros

factores que podrian a su vez afectar al posicionamiento.

En experimentos de reconstitucion de cromatina in vitro se ha visto como la
adicion de extractos celulares totales de S. cerevisiae incrementa dramdaticamente el
grado de similitud del posicionamiento in vitro con el posicionamiento de las mismas
secuencias in vivo. Ademas, este reposicionamiento depende estrictamente de la
hidroélisis de ATP y es independiente de la transcripcion (Kaplan et al. 2009; Zhang et al.
2009; Zhang et al. 2011b). Estos estudios confieren especial importancia a los
remodeladores de cromatina en la generacion de las NDRs y en el posicionamiento de los
nucleosomas que los flanquean. Sin embargo, el grado de posicionamiento de los
nucleosomas mas alejados de la NDR, es sustancialmente menor en las reacciones de

ensamblaje in vitro de lo que se observa in vivo (Struhl & Segal 2013).
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Factores de transcripcion

Los motivos de union para los factores de transcripcion estan dispersos por todo el
genoma, pero tienden a agruparse formando clusters en las NDRs de las regiones 5’ de los
genes (Wunderlich & Mirny 2009; Hughes & de Boer 2013; Soriano et al. 2013;
Weingarten-Gabbay & Segal 2014). Desde hace tiempo se sabe que los TFs pueden
competir con las histonas por la unién al DNA (Workman & Kingston 1992) y por ello se
ha propuesto que podrian jugar un papel crucial en la generaciéon de las NDRs. Sin
embargo, también los nucleosomas inhiben, de manera general, la union de los TFs a sus
motivos especificos y so6lo algunos TFs son capaces de invadir el DNA que esta

empaquetado en un nucleosoma in vivo (Yu & Morse 1999).

En general, la delecion de la mayoria de los TFs tiene un efecto limitado sobre las
NDRs, como es el caso del mutante leu3 de S. cerevisiae (Liu et al. 2006) y los mutantes
atflA y pcrlA de S. pombe (Soriano et al. 2013). No obstante, en S. cerevisiae, algunos TFs
como Abf1, Rebl y Rap1, conocidos como Factores Reguladores Generales (GRFs), son
capaces de excluir nucleosomas (Yu & Morse 1999; Yarragudi et al. 2004) y su
eliminacién provoca un incremento en la ocupacién nucleosomal en la mayor parte de las
NDRs (Badis et al. 2008; Bai et al. 2011); lo mismo ocurre con la delecion de sapl en S.
pombe (Tsankov et al. 2011). De manera inversa, la integracién de un motivo de union
para uno de estos GRFs, junto con un fragmento de poli(dA:dT) (Véase apartado

siguiente) puede dirigir la formacién de un NDR en S. cerevisiae (Raisner et al. 2005).

En conjunto, la unién combinada de multiples factores de transcripciéon puede,
mediante competicién directa con las histonas, generar las NDRs y, junto con la
formacion del complejo de preiniciacion de la transcripcion, puede constituir barreras de
posicionamiento como las que propone el modelo de posicionamiento estadistico.
Ademas, los factores de transcripciéon también pueden contribuir al posicionamiento de
nucleosomas mediante el reclutamiento de remodeladores de cromatina a regiones

especificas (Yen et al. 2012).
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Secuencia del DNA

Existe cierta controversia en la literatura en relacion al grado en que la secuencia
del DNA puede determinar el posicionamiento de los nucleosomas. Segin el modelo del
posicionamiento estadistico, la secuencia del DNA se limita a especificar la localizacién de
las barreras de posicionamiento, a partir de las cuales los nucleosomas se colocaran
regularmente con poca o ninguna contribucién por parte de ésta (Kornberg & Stryer
1988). En contraposicion a este modelo, algunos autores defienden que existe un "codigo
gendémico del posicionamiento de nucleosomas” y que la posiciéon de cada nucleosoma
individual viene especificada por la secuencia de nucledtidos que forma parte de él o por
secuencias inmediatamente adyacentes (Segal et al. 2006; Kaplan et al. 2009). En los
apartados siguientes se describirdn brevemente los aspectos conocidos hasta el
momento en los que la secuencia del DNA contribuye al posicionamiento de los

nucleosomas.

Secuencias que excluyen nucleosomas

Para permitir la formacién del nucleosoma, la molécula de DNA tiene que curvarse
significativamente sobre su eje y por tanto su flexibilidad es esencial para permitir el
empaquetamiento en nucleosomas. Se sabe que algunas secuencias de DNA ofrecen mas
resistencia a esta torsion que otras. Un ejemplo bien conocido es el caso de las secuencias

homopoliméricas: los poli(dA:dT) y los poli(dG:dC).

Los poli(dA:dT) son secuencias particularmente rigidas y pueden excluir
nucleosomas. De hecho, aunque secuencias largas de poli(dA:dT) pueden empaquetarse
en nucleosomas in vitro, lo hacen con una afinidad menor que cualquier otra secuencia
aleatoria (Anderson & Widom 2001). Ademas, se sabe que las NDRs de S. cerevisiae estan
enriquecidas en estos elementos (Yuan et al. 2005; Lee et al. 2007) y la integracion de los
mismos en el genoma de esta especie puede generar NDRs (Zhang & Reese 2007; Raveh-
sadka et al. 2012; Small et al. 2014). Los poli(dG:dC) parecen tener propiedades similares
(Sekinger et al. 2005; Tsankov et al. 2011). No obstante, los efectos de estas secuencias
de DNA sobre el posicionamiento de nucleosomas in vivo son variables. Los poli(dA:dT)
no aparecen con mas frecuencia en las NDRs de S. pombe (Lantermann et al. 2010) y de
hecho, el contenido promedio de nucle6tidos de A y T aumenta en el centro del DNA

mononucleosomal (Quintales et al. 2015a).
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Secuencias que favorecen el posicionamiento de los nucleosomas

Las histonas deben encargarse de empaquetar todo el genoma y, como es de
esperar, no tienen dominios que les permitan reconocer secuencias especificas de DNA. A
pesar de ello, se han encontrado algunas secuencias capaces de dirigir por ellas mismas,
sin necesidad de ningun factor adicional, el posicionamiento de un nucleosoma. Es el caso
de la secuencia que codifica para el rRNA 5S del erizo de mar, que se asocia a un
nucleosoma bien posicionado tanto in vivo como in vitro (Simpson & Stafford 1983).
Ademas de esta secuencia natural, se han encontrado otras secuencias sintéticas capaces
de posicionar nucleosomas in vitro. Lowary & Widom (1998) llevaron a cabo una serie de
estudios de seleccién para aislar secuencias con una alta capacidad para posicionar
nucleosomas in vitro. Estos estudios identificaron la secuencia sintética 601, que ha sido
utilizada en numerosos estudios de posicionamiento de nucleosomas in vitro. Sin
embargo, esta secuencia sintética no tiene especial afinidad para posicionar nucleosomas
in vivo cuando se integra en el genoma de S. cerevisiae (Gaykalova et al. 2011; Perales et

al. 2011).

Tanto las secuencias naturales que posicionan nucleosomas como las sintéticas
tienen una caracteristica en comun: los dinucledtidos AA/TA/TT aparecen
preferentemente cuando el surco menor de la doble hélice queda orientado hacia el
octamero de histonas, y los dinucle6tidos GC son mas frecuentes cuando el surco menor
queda orientado hacia el exterior (Figura 6) (Drew & Travers 1985). Posiblemente
debido a esta preferencia, en el DNA mononucleosomal de muchos organismos
eucariotas puede encontrarse, en promedio, una periodicidad de dinucleétidos AA/TA/
TT cada aproximadamente 10 pb y una periodicidad similar de dinucle6tidos GC con un
desfase de 5 pb con respecto a la periodicidad anterior (Satchwell et al. 1986; Brogaard
et al. 2012). Esta periodicidad de dinucle6tidos es considerada la principal caracteristica

de la secuencia del DNA que favorece la formacién del nucleosoma.

La explicacién biofisica de cémo estas periodicidades podrian favorecer la
formacidén del nucleosoma atin no esta clara, pero ha sido atribuida a que el surco menor
de la doble hélice en regiones ricas en AT es mds estrecho, mientras que en las secuencias
ricas en GC, es mas ancho. Esta disposicion permitiria a la doble hélice sufrir la
compresion requerida en el surco menor para curvarse alrededor del octdmero de

histonas (Drew & Travers 1985; Olson & Zhurkin 2011).
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Signatures nucleosomales

Ademas de la periodicidad de dinucleétidos comentada en el apartado anterior,
existe otro tipo de sefial en la secuencia del DNA mononucleosomal que podria contribuir
al posicionamiento de los nucleosomas: las signatures nucleosomales. Estas estan
definidas por un perfil caracteristico que se genera cuando se representa la composiciéon
promedio de nucledtidos a lo largo de las 150 pb de las secuencias de DNA

mononucleosomal asociadas a nucleosomas bien posicionados (Quintales et al. 2015a).

Una caracteristica comtn en las signatures de todas las especies estudiadas es un
mayor contenido en A en el extremo 5' del DNA mononucleosomal y en T en el extremo
3". De hecho, los perfiles de A y T en la misma cadena del DNA forman iméagenes
especulares en todas las especies estudiadas, lo que indica que existe algiin grado de
palindromia a lo largo del DNA mononucleosomal de doble cadena. Lo mismo ocurre con
los perfiles de G y C, aunque de un modo mas sutil (Figura 7B). A pesar de estas
caracteristicas que las signatures de distintas especies tienen en comun, el contenido
promedio de nucleétidos a lo largo del DNA mononucleosomal varia incluso entre
especies cercanas. De este modo, la signature de S. pombe se caracteriza por presentar
zonas con un mayor contenido en Ay T en la diada y el linker, entre las que se intercalan
dos regiones con mayor riqueza en G y C, mientras que S. japonicus presenta un perfil
inverso al de S. pombe y S. octosporus presenta un alto contenido en Ay T en la diada
pero no en el linker. Por su parte, S. cerevisiae presenta zonas ricas en Ay T en el linker

pero no en la diada (Figura 7).

Figura 6. Disposicién de los dinucleétidos AA, TT, TA y GC en el DNA nucleosomal. Modificado de
Segal et al. (2006).
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No esta claro si estas signatures son simplemente una huella generada por los
nucleosomas como consecuencia de haber mantenido una posiciéon estable durante
largos periodos evolutivos, o si estas podrian estar contribuyendo al posicionamiento de
los nucleosomas. En experimentos de ensamblaje de cromatina in vitro, La secuencia del
DNA por si sola es incapaz de reconstituir el patrén de posicionamiento que se observa in
vivo (Zhang et al. 2011b). Por ello, su contribucién al posicionamiento de los
nucleosomas alin no esta clara. En este trabajo, hemos estudiado la contribucién de la
secuencia del DNA al posicionamiento de los nucleosomas in vivo para intentar aclarar,

en la medida de lo posible, la controversia existente a dia de hoy en este campo.
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Figura 7. Patrones de distribucion de nucledtidos a lo largo del DNA mononucleosomal.
A) Contenido promedio en A+T de 38154, 46120, 27024 y 34526 secuencias de DNA
mononucleosomal de S. pombe, S. octosporus, S. japonicus y S. cerevisiae, respectivamente,
alineadas a la posicién central. B) Distribucién de los cuatro nucleétidos de las mismas secuencias
de DNA que se muestran en A. El eje X indica la posicién relativa al centro del DNA
mononucleosomal. Modificado de Quintales et al. (2015a).



OBJETIVOS







OBJETIVOS | 25

Los objetivos de este trabajo son:

1. Analizar la contribucién de la secuencia del DNA al posicionamiento de los

nucleosomas en el genoma.

2. Disefiar secuencias de DNA artificiales para analizar su capacidad de

posicionar nucleosomas in vivo.
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1. LA SECUENCIA DEL DNA CONTRIBUYE AL POSICIONAMIENTO
DE LOS NUCLEOSOMAS

Cambios en la secuencia del gen ura4 de S. pombe alteran el posicionamien-
to de los nucleosomas

Varios estudios han establecido que la mayor parte de los nucleosomas en el
genoma de las levaduras, ocupan siempre las mismas posiciones con respecto a la
secuencia del DNA (Yuan et al. 2005; Lee et al. 2007; Zhang et al. 2011a; Soriano et al.
2013). Como se ha comentado en la introduccidn, existen multiples factores que influyen
en el posicionamiento de los nucleosomas, como por ejemplo los remodeladores de
cromatina o los factores de transcripcion. Sin embargo, el papel que juega la propia
secuencia del DNA en el mantenimiento de dicho posicionamiento es ain un tema muy

controvertido (Lieleg et al. 2015).

Para estudiar la influencia de la secuencia del DNA sobre el posicionamiento
nucleosomal, se selecciond la region del gen ura4 de S. pombe, que esta organizada en un
patrén de nucleosomas regular, como se muestra en las Figuras 8A (panel WT) y B.
Para ello, se sintetizaron distintas variantes de la ORF del gen ura4 de S. pombe y se
integraron en el genoma sustituyendo a la ORF endégena, dejando intactas las regiones
promotora y terminadora. De este modo, se evita alterar en lo posible que distintos
niveles de transcripciéon pudiesen afectar al posicionamiento de nucleosomas. A
continuacion, se estudié la posiciéon de los nucleosomas sobre las ORFs modificadas
mediante la digestion de la cromatina con nucleasa micrococal (MNase) y el posterior

analisis de los fragmentos obtenidos por indirect end-labeling o secuenciacién masiva.

En primer lugar se disefid6 una version de la ORF de ura4 que, manteniendo la
codificacién, fuese lo mas distinta posible a la ORF silvestre (ura4 WT). Para ello, se
sustituy6 cada codon por su sindnimo mas diferente, cambiando, siempre que el codigo
genético lo permitiese, los nucledétidos Ay T (W) por Gy C (S) y viceversa. El resultado
fue una ORF (ura4 1_6) que, a nivel de la secuencia de nucleétidos, tenia una identidad
del 61,51% con ura4 WT, pero que codificaba exactamente la misma proteina. Cuando se
sustituy6 la ORF silvestre por esta nueva secuencia, el posicionamiento de nucleosomas
sobre la regidon se perdi6 completamente. En el panel WT de la Figura 8A puede
observarse el patrén de bandas regular que presenta una cepa silvestre en la ORF del gen
ura4, que indica la presencia de nucleosomas bien posicionados. En la Figura 8B aparece
la misma regioén analizada por secuenciacion. En el panel 1_6 de la Figura 8A puede

observarse que el posicionamiento de nucleosomas se ha perdido completamente en la
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Figura 8. Los cambios en la secuencia del DNA alteran el posicionamiento de nucleosomas
del gen ura4. A) Indirect end-labeling de la regidon ura4 en las cepas WT, ura4 1_6, ura4 1_3 y ura4
3_4. La posicién de los nucleosomas sobre la cepa WT se indica con évalos rojos. B) Diagrama de la
region del gen ura4 analizada. La regién codificante estd representada en rojo. Se indica también
la posicién de la sonda (barra verde) y de los sitios de corte de HindlIII (H). El mapa de ocupacién
de nucleosomas de células WT en esta region se muestra en verde. El eje Y indica la ocupacion
normalizada al promedio gendmico y las lineas discontinuas verticales indican la posiciéon de la
ORF de ura4. Los nucleosomas estin numerados como en A. C) Mapas de ocupacion de
nucleosomas generados por MNase-seq de las cepas 1_6, 1_3 y 3_4 y andlisis de DANPOS. El eje Y
de la izquierda indica el log2 de la diferencia de fuzziness (log2 Afuzziness) de cada mapa con
respecto al WT (B). Los puntos rojos representan los valores mayores a 20 (lineas de puntos
horizontales) de la distribucidn de esta diferencia entre cada versiéon modificada y el WT. El eje Y
de la derecha representa la ocupacion, igual que en B.

ORF modificada, donde no se observa ningin patrén reconocible salvo una zona de
mayor sensibilidad a MNase (corchete). El efecto de estos cambios en la secuencia es tan
drastico que la pérdida de posicionamiento se extiende mas alla de la zona modificada,

afectando también a los nucleosomas -1, -2y 7.

Dado que en S. cerevisiae el nucleosoma +1 esta siempre muy bien posicionado y en
perfiles agregados de ocupaciéon nucleosomal, el posicionamiento va decayendo
paulatinamente a partir de él, se habia especulado con la posibilidad de que este
nucleosoma actuase como una barrera que, manteniendo una posicién muy estable,
impusiese el posicionamiento de los nucleosomas adyacentes a él (Mavrich et al. 2008b).
Para comprobar si el efecto causado por la secuencia ura4 1_6 era debido a que ésta
alterase la estabilidad del nucleosoma +1, se sintetizaron otras dos versiones del gen
ura4 modificando sélo los codones asociados a los nucleosomas 1,2y 3 (ura41.3) 63y 4
(ura4 3_4). Los cambios realizados en estas nuevas secuencias son idénticos a los de ura4
1_6, es decir, ura4 1_3 tiene la misma secuencia que ura4 1_6 en los nucleosomas 1, 2y 3,
mientras que el resto es igual a ura4 WT. Como puede observarse en la Figura 8A (panel
1_3), la versiéon ura4 1_3 no provoca alteraciones tan drasticas como ura4 1_6, lo que
indica que el efecto observado a lo largo de la ORF no es debido Unicamente a la
alteracién del nucleosoma +1. Sin embargo, puede apreciarse que las bandas entre los
nucleosomas 1-2 y 2-3, estan mas dispersas, indicando que estos nucleosomas son menos
estables. Asimismo, en el panel 3_4 de la Figura 8A se observan las mismas diferencias

entre los nucleosomas 2-3 y 3-4 (corchetes).

En la Figura 8C se muestran los mapas de nucleosomas de MNase-seq de las cepas
analizadas en A. Esta técnica tiene mayor resoluciéon que la de indirect end-labeling y

ademas permite cuantificar las diferencias de posicionamiento entre distintos mapas
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utilizando DANPOS (Chen et al. 2013). Esta herramienta bioinformatica permite
comparar el posicionamiento entre nucleosomas individuales de mapas distintos en una
escala de desposicionamiento (Afuzziness). Los puntos rojos en la Figura 8C indican que
la diferencia de fuzziness de cada nucleosoma concreto entre las versiones modificadas
de ura4 y la cepa WT (Figura 8B) esta por encima de 2 desviaciones estandar (o = 0.1)
de la media de esta misma diferencia entre dos mapas de genoma completo diferentes.
Los puntos negros indican que esta diferencia es menor a 2c. Las diferencias entre
duplicados biolégicos son muy pequeiias (i = 0.0; o = 0.1). En la Figura 9 se muestra el
analisis de DANPOS en una regién control no modificada de las cepas utilizadas en la
Figura 8. Puede observarse que el posicionamiento en esta regién es comparable en
todas las cepas, lo que indica que las unicas diferencias significativas de fuzziness entre

ellas se limitan a la zona modificada del gen ura4.
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Figura 9. Diferencias en la distribucion nucleosomal en una region control no modificada
de las cepas 1_6, 1_3 y 3_4 respecto a la cepa WT. La figura muestra 3 Kb de una region del
cromosoma 3 de los mismos mapas utilizados en la Figura 8. Los simbolos y las escalas son iguales
alos de la Figura 8.
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Los resultados de la cuantificacién con DANPOS son comparables a los observados
en los experimentos de indirect end-labeling. En el panel WT de la Figura 8A puede
observarse que la posicién de los nucleosomas obtenida por indirect end-labeling es
equivalente a la determinada por MNase-seq, que aparece en la Figura 8B (6valos rojos).
En la Figura 8C Se observa que las modificaciones de ura4 1_6 extienden el
desposicionamiento hasta los nucleosomas -2 y 8. En el panel 1_3, se observa que el
desposicionamiento no se limita a los tres nucleosomas modificados, sino que afecta
también al -1 y al 4. En el caso de ura4 3_4, no se detectaron diferencias significativas con
DANPOS. Estas pequefas variaciones entre los resultados de indirect end-labeling y
secuenciacion, pueden ser debidas a las diferencias en el grado de digestiéon con MNase
existentes entre los dos métodos. En el caso del mapa de secuenciacion, el tratamiento
con nucleasa micrococal se lleva a término, mientras que en el experimento de indirect
end-labeling, 1a digestién es muy parcial, como indica el hecho de que la mayor parte de la
sefal se detecte en la banda de 1.7 Kb, que corresponde al fragmento de restriccion

intacto.

Estos resultados sugieren que los cambios en la secuencia del DNA afectan al
posicionamiento de los nucleosomas de manera local. La pérdida de posicionamiento se
limita a las regiones modificadas, afectando a veces a los nucleosomas inmediatamente
adyacentes y el nucleosoma +1 no parece contribuir al posicionamiento global mas que

cualquier otro nucleosoma.

Los cambios en el posicionamiento no son debidos a variaciones en el
contenido total de A+T

La riqueza en A+T del genoma de S. pombe se ve reflejada en la preferencia de uso
de codones, de tal manera que los mas abundantes son los que poseen mayor contenido
en A+T (Forsburg 1994). Una consecuencia directa de esto es que al intercambiar cada
codon por aquél sindnimo mas diferente, se incrementa considerablemente el contenido
en G+C global de 1a ORF de ura4. Asi, la versién ura4 1_6 descrita en el apartado anterior,
posee un contenido en G+C total del 51.7%, frente al 42.9% de ura4 WT. Para comprobar
si los cambios en el posicionamiento de nucleosomas observados en el apartado anterior
se debian a esta variacion en la composicion de bases, se sintetizaron otras dos versiones
de la ORF de ura4 manteniendo exactamente los mismos nucledtidos, pero cambiando su

orden al azar.
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En la version ura4 1_6 random, se randomizaron todos los nucledtidos de la ORF de
ura4, mientras que en ura4 3_4 random, so6lo aquellos que se encuentran asociados a los
nucleosomas 3 y 4. Aunque estas dos versiones no mantienen la capacidad de
codificacion de la ORF, si conservan el contenido global en A+T. Al igual que en el
experimento anterior, se integraron las nuevas secuencias sustituyendo a la ORF de ura4
sin alterar el promotor. Como estas versiones no son codificantes, las insertamos ligadas
al gen marcador KanMX, pero dejamos intacta la regién terminadora del gen ura4 para
evitar que la secuencia ex6gena de KanMX influya en el posicionamiento sobre él (Figura
10A). En el panel WT de la Figura 10B, se muestra el posicionamiento en una cepa WT
que lleva KanMX integrado detras del terminador de ura4, exactamente en el mismo
lugar que en las cepas ura4 3_4 random y ura4 1_6 random. Como puede observarse, la
presencia del gen marcador KanMX no influye en el posicionamiento del gen ura4, que es
virtualmente idéntico al mostrado en la Figura 8A, donde no se ha integrado el gen
KanMX. Sin embargo, la pérdida de posicionamiento que producen las versiones
modificadas es incluso mdas drastica que la observada en el apartado anterior (Figura

10B, paneles 3_4 random y 1_6 random), observandose un patrén de bandas totalmente
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Figura 10. Analisis de indirect end-labeling sobre versiones de ura4 con la secuencia de la
ORF randomizada. A) Esquema de la regién analizada; los simbolos son iguales que en la Figura
8. B) Analisis de indirect end-labeling de la region WT (panel WT) y de las versiones modificadas
(3_4 random y 1_6 random). Los corchetes indican la regiéon en la que la secuencia varia entre
cada version modificada y la WT.
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irregular que indica una pérdida total del posicionamiento nucleosomal. Este efecto se
extiende, de nuevo, mas alla de las regiones modificadas, de modo que en la Figura 10B
se puede apreciar que el nucleosoma -1 esta alterado incluso en la version ura4 3 4
random. Podemos concluir por tanto, que las modificaciones de la secuencia del DNA
alteran el posicionamiento de los nucleosomas asociados a ellas independientemente del

contenido global en A+T.

La eleccion de codones sindnimos esta optimizada para favorecer el
posicionamiento nucleosomal

Como la mayoria de los organismos, S. pombe tiene un sesgo en el uso de codones y
en su caso, como se ha mencionado anteriormente, tiende a utilizar con mayor frecuencia
aquellos mas ricos en A+T. Sin embargo, con baja frecuencia utiliza también algunos ricos
en G+C. Se han propuesto muchas explicaciones para la existencia de este sesgo de
codones, como la optimizacién de la traducciéon o incluso del plegamiento de las
proteinas mediante la regulacion de su velocidad de sintesis en diferentes tramos
(Ikemura 1985; Cannarozzi et al. 2010; Tuller et al. 2010; Plotkin & Kudla 2011).
Nosotros quisimos comprobar si la elecciéon de determinados codones sinénimos en
regiones especificas podria, ademas, contribuir al posicionamiento de los nucleosomas.
Para ello se disenn6 una nueva version del gen ura4 en la que se utilizaron exactamente
los mismos codones de la ORF original, pero se cambid la posicién de los codones
sinébnimos para cada aminoacido. De este modo, la nueva ORF, llamada ura4 Shuffled;
mantiene la codificacién y la composicion de bases, pero los codones sinénimos de cada
aminoacido ocupan posiciones diferentes. En la Figura 11 se muestran los cambios
introducidos en la posicidén de cinco de los codones que codifican acido aspartico. El
mismo proceso se aplicé a los codones sinénimos de los demdas aminoacidos. Ura4

Shuffled tiene una identidad del 77.61% con la ORF original de ura4.

GAT GAC GAC GAT  GAT
WT

GAT GAT GAT GAC GAC

Shuffled

Figura 11. En la versién ura4 Shuffled se han permutado los codones sinénimos de todos los
aminoacidos de la ORF WT de ura4 de forma que no se altera su capacidad de codificacién. La
figura ilustra el caso concreto de cinco codones de Asp. Arriba aparece su localizacion en la ORF
WT y abajo, después de la modificacion (Shuffled).
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En la Figura 12A aparece el analisis de indirect end-labeling de la version ura4
Shuffled, en el que puede observarse que el patrén de nucleosomas silvestre se pierde por
completo, ya que las bandas que aparecen estdn poco definidas y siguen un
espaciamiento irregular. El apartado B de la misma figura representa el andlisis de
DANPOS a partir de los datos de MNase-seq. Los puntos rojos indican que el

posicionamiento sobre esta ORF es menor que sobre la ORF WT (verde).

Estos resultados sugieren que la secuencia del DNA, ademas de contener
informacién para la codificacién de proteinas y la estabilidad de los mRNAs, también
podria contribuir al posicionamiento de los nucleosomas dentro de las regiones

codificantes mediante la seleccion de codones determinados en regiones concretas.

Los cambios en el posicionamiento del gen ura4 no son debidos a un
aumento en su expresion

Se ha descrito que los genes que se expresan a niveles muy altos muestran un perfil
de nucleosomas irregular (Koerber et al. 2009; Soriano et al. 2013). Aunque en ninguna
de las construcciones descritas hasta ahora se ha modificado la regién promotora del gen
ura4, quisimos comprobar si los cambios observados en el posicionamiento eran debidos
a un aumento en su expresion. Para ello, se extrajo RNA total de cultivos creciendo en las

mismas condiciones que se utilizaron para realizar los mapas de nucleosomas y los
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Figura 12. La distribucion de los codones sinénimos en una ORF contribuye al
posicionamiento de los nucleosomas. A) Perfiles de indirect end-labeling de la regién del gen
ura4 en una cepa WT y en la cepa con la versién Shuffled de la ORF de este gen. Las posiciones de
los nucleosomas en la cepa WT estan indicadas con circulos rojos, como en la Figura 8. B) Mapas
de nucleosomas y comparacién por DANPOS sobre la regiéon de ura4 entre ura4 Shuffled (azul) y
ura4 WT (verde). En la parte superior aparece el diagrama de la regién analizada, donde se
indican las posiciones de la sonda y de los sitios de restriccion Tfil (T) utilizados en los
experimentos de indirect end-labeling. Los simbolos y escalas son como los de la Figura 8.
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experimentos de indirect end-labeling, es decir, medio rico y fase exponencial de
crecimiento, y se cuantificaron los niveles de mRNA de cada version del gen ura4 por PCR
cuantitativa (qPCR). Para dicho andlisis, se utiliz6 una pareja de oligonucle6tidos que
anilla en la UTR 3' del RNA mensajero del gen ura4, que es comun a todas las versiones
(Figura 13A, barra azul) y se utilizaron los niveles de mRNA del gen actl para
normalizar. En la Figura 13B se muestran los resultados obtenidos para las versiones
ura4 WT, ura4 1_6, ura4 1_3, ura4 3_4 y ura4 Shuffled. En todos los casos, los niveles de
mRNA son inferiores a los del WT, lo que podria ser debido a que la modificacion de la
secuencia de la ORF provocase que el mRNA fuese menos estable o a un descenso de los

niveles de transcripcidn.

Para analizar esta posibilidad se cuantificé la ocupacion total de la RNA Polimerasa
II (RNAPII) sobre las regiones promotora y terminadora del gen ura4. Para normalizar
utilizamos una region del gen mat3-Mc. En la Figura 13C se observa que los niveles de
RNAPII de todas las versiones de ura4 normalizadas respecto a ura4 WT son muy
similares en todas las cepas analizadas, tanto en la regién promotora de ura4 (naranja)

como en la terminadora (azul).
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Figura 13. Niveles de mRNA y ocupacion de la RNA polimerasa II en el gen ura4 y sus
versiones modificadas. A) Diagrama del gen ura4, la ORF aparece marcada en gris y se indican
los sitios de inicio (TSS) y terminacion (TTS) de la transcripcién. Los amplicones utilizados para la
cuantificacion por gqPCR se indican en azul y en naranja. B) Niveles de mRNA de distintas
versiones del gen ura4 normalizadas frente a los niveles de mRNA del gen actl. C) Ocupacion
relativa de la RNA Pol II en la zona del promotor (naranja) y del terminador (azul) en cepas con
distintas versiones del gen ura4. Los datos estan normalizados frente a una regiéon de mat3-Mc y
luego relativizados a los niveles de ura4 WT. En los andlisis mostrados en B y C se indica la
desviacién estandar de tres experimentos independientes.
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En las versiones ura4 1_6 y ura4 Shuffled, los niveles de RNAPII aumentan
ligeramente en el terminador (1.5 veces), sin embargo, seglin estudios previos de nuestro
laboratorio (Soriano et al. 2013), los niveles de expresién capaces de alterar el
posicionamiento tendrian que ser al menos 20 veces superiores a los de ura4 WT. Se
concluye por tanto que la pérdida de posicionamiento nucleosomal no es debida a

alteraciones en el nivel de expresidn del gen ura4.

La secuencia del DNA influye en el posicionamiento en regiones
intergénicas
Dado que los efectos de la secuencia del DNA sobre el posicionamiento parecian ser

independientes de la transcripcion, analizamos si el fendmeno también era detectable en

regiones intergénicas no transcritas.

Para ello, seleccionamos dos regiones intergénicas grandes, con nucleosomas bien
posicionados y sin ninguna transcripcién detectable por microarrays de expresion o por
RNA-seq (Rhind et al. 2011; Soriano et al. 2013) y randomizamos la secuencia del DNA
correspondiente a dos o tres nucleosomas consecutivos (2IGR y 3IGR, respectivamente).
En las Figuras 14A y 14B se muestran los mapas de nucleosomas de una cepa silvestre
de las dos regiones intergénicas seleccionadas. Los nucleosomas modificados en las cepas
mutantes aparecen marcados en rojo. El tridngulo negro indica el punto en el que esta
integrado el gen marcador KanMX tanto en las cepas modificadas como en sus
respectivos controles. En el panel control de la Figura 14C aparece el perfil de indirect
end-labeling correspondiente a la regién intergénica mostrada en la Figura 144, de la
cepa control. La posicion de los nucleosomas se indica con 6valos rojos numerados. En el
panel 2IGR puede apreciarse que, a pesar de que la alteracién a nivel de secuencia estaba
limitada a 295 pb (nucleosomas 3 y 4), el cambio en el perfil nucleosomal es drastico en
esa zona, de modo que en el lugar que en el control ocupan dos nucleosomas, en 2IGR
tenemos s6lo una regién protegida, rodeada por dos regiones de hipersensibilidad a
MNase. La pérdida de posicionamiento se extiende hasta los nucleosomas adyacentes 2 y
5, mientras que el resto se mantiene similar al control. En la Figura 14D aparecen los
perfiles de indirect end-labeling de la cepa control (Panel control) y modificada (3IGR)
correspondientes a la regién intergénica mostrada en la Figura 14B. En este caso, la
alteracion del posicionamiento esta restringida a la regién modificada (nucleosomas 5, 6
y 7), mientras que las regiones adyacentes se mantienen invariables respecto a la cepa

control.
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Estos resultados son consistentes con los del gen ura4 e indican que la
modificacion de secuencias de DNA mononucleosomal altera el posicionamiento de los

nucleosomas asociados a ellas, independientemente de la transcripcién.
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Figura 14. Cambios en la secuencia del DNA alteran el posicionamiento de nucleosomas en
regiones no transcritas. A) Mapa de nucleosomas de la regién intergénica situada entre los
genes SPAC6F6.11cy SPAC6F6.12 en una cepa WT de S. pombe. E1 DNA mononucleosomal cuya
secuencia ha sido modificada aparece marcado en rojo. El tridngulo negro indica la regién en la
que se ha integrado el gen marcador KanMX4 en la cepa control y en la cepa con la secuencia
modificada. También se indican la posicién de la sonda (barra verde) y el sitio de corte de Nsil (N)
B) Mapa de nucleosomas de la region intergénica situada entre los genes SPAC22E12.03c y ccs1 en
una cepa WT. Se indica el sitio de corte de Pdml (P). Los simbolos son como en A. Cy D) Perfiles
de indirect end-labeling correspondientes a las regiones intergénicas mostradas en A y B de la
cepa control (Control) y de las cepas en las que se han randomizado los nucleétidos
correspondientes a los nucleosomas 3y 4 (2IGR)y 5,6y 7 (3IGR).
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La informacion necesaria para posicionar nucleosomas es portatil

Hasta ahora hemos visto que los cambios en la secuencia del DNA afectan a la
estabilidad de los nucleosomas incluso cuando estas modificaciones se limitan a regiones
de unas 300 pb, que incluyen sélo dos nucleosomas (Figuras 8 y 14). Estos resultados
sugieren la posibilidad de que la secuencia del DNA esté optimizada para contribuir al
posicionamiento de los nucleosomas a lo largo de todo el genoma, tanto en regiones
codificantes como intergénicas. Si esto fuese asi, cada secuencia de 150 pb de DNA
monunucleosomal en S. pombe, podria mantener la capacidad de posicionar un

nucleosoma incluso aunque la cambidsemos de sitio, alterando su contexto genémico.

Para poner a prueba esta hipoétesis, se eligieron 6 nucleosomas bien posicionados
de distintas regiones del genoma (Figura 15A) y se gener6 una molécula de DNA
compuesta por las seis secuencias de 150 pb asociadas a cada uno de ellos (Figura 15B,
Puzle 1). A continuacioén, se sustituyé la ORF del gen ura4 por esta secuencia, de manera
que los fragmentos de DNA mononucleosomal de Puzle (1) mantuviesen la fase con los de
las regiones adyacentes. Esta secuencia se ligé al gen marcador KanMX, ocupando éste la

misma posicion que la indicada en la Figura 10.

Como puede observarse en la Figura 15C (panel Puzle 1), estos seis fragmentos
siguieron posicionando seis nucleosomas a pesar de encontrarse en otra region del
genoma. El nucleosoma 4 parece ser menos estable, pero adin asi los seis nucleosomas
ocupan las mismas posiciones que ocupaban sobre la ORF de ura4. Este resultado es ain
mas llamativo si tenemos en cuenta que todos los cambios realizados hasta ahora en esta

region generaron perfiles totalmente irregulares.

Como control negativo para este experimento, se randomizo individualmente cada
secuencia de 150 pb y se generd una molécula de DNA compuesta por estas seis
secuencias modificadas. En el panel C- de la Figura 15C puede observarse que en este

caso el posicionamiento se pierde por completo.

Una caracteristica notable de la secuencia Puzle (1), es que los nucleosomas 1y 6 se
mantienen en su sitio a pesar de que la secuencia asociada a ellos es mixta. En el caso del
nucleosoma 1, la mitad de la secuencia sigue formando parte de la UTR 5' del gen ura4
mientras que la otra mitad pertenece a un nucleosoma del gen SPCC1919.13c. Lo mismo
ocurre en el caso del nucleosoma 6, donde una mitad corresponde a la UTR 3' del gen
ura4 y la otra a un nucleosoma del gen SPAC16(C9.07. Esto podria indicar que la
informacién contenida en cada mitad del DNA mononucleosomal puede combinarse con

la otra mitad de otro DNA mononucleosomal, sin perder por ello la capacidad para
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posicionar. Para analizar esta posibilidad, se compuso otro puzle en el que se
intercambiaron las mitades de estas mismas secuencias mononucleosomales (Figura
15B, Puzle 2). Como puede observarse en el panel Puzle (2) de la Figura 15C, esta nueva

secuencia también reconstituye el perfil de nucleosomas de ura4.

En conjunto, estos resultados indican que la informaciéon para posicionar se
encuentra contenida en las 150 pb de cada DNA mononucleosomal y que esta
informacién es simétrica respecto a la posicién central y se puede combinar entre

distintos nucleosomas.
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Figura 15. El DNA mononucleosomal contiene informaciéon suficiente para posicionar
nucleosomas. A) Mapa de ocupacién de nucleosomas en seis regiones diferentes del genoma de S.
pombe. Los seis nucleosomas seleccionados para generar la molécula quimérica se resaltan en
distintos colores. B) Diagrama de la regién estudiada por indirect end-labeling. Se indican las
posiciones del marcador KanMX, la ORF del gen ura4, los sitios de corte de Psul (P) y la sonda de
hibridacion utilizada (verde). Los colores de las construcciones Puzle (1) y Puzle (2) indican a qué
DNA nucleosomal mostrado en A pertenece cada fragmento. C) Posicionamiento de nucleosomas
analizado por indirect end-labeling de las tres construcciones del panel B. Los seis nucleosomas de
la cepa WT sustituidos en las versiones quiméricas estan representados por évalos rojos. El panel
C- se corresponde con una construccion en la que se han randomizado los nucledtidos de cada
fragmento de DNA mononucleosomal utilizado en Puzle (1) antes de ensamblarlos en el mismo
orden que en Puzle (1).
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La informacion del posicionamiento esta dispersa a lo largo de las 150 pb
del DNA mononucleosomal

Los resultados anteriores sugerian que muchos fragmentos de DNA mononu-
cleosomal de S. pombe podrian contener la informacién necesaria para posicionar un
nucleosoma. Sin embargo, dejaban abierta la posibilidad de que esta informacién
estuviese restringida a determinadas regiones dentro de estas 150 pb, como podria ser el

DNA linker o la zona de la diada.

Para determinar si alguna regién del DNA mononucleosomal contribuia preferente-
mente al posicionamiento, se construyeron tres nuevas versiones de la ORF del gen ura4
en las que se introdujeron exactamente los mismos cambios que en ura4 1_6 (indicados
en la pagina 29), pero Unicamente en un tercio de cada DNA mononucleosomal. En la
version ura4 Dyad, cambiamos 51 pb (correspondientes a 17 codones) centradas en la
diada de cada nucleosoma de ura4; en ura4 Linker, 51 pb centradas en cada linker y en
ura4 Int, las 51 pb restantes distribuidas en dos zonas simétricas respecto a la diada
(secciones verdes, naranjas y negras de la Figura 16A, respectivamente). El analisis del
posicionamiento de estas tres construcciones por indirect end-labeling mostré que las
bandas internucleosomales eran ligeramente mas difusas en los tres casos (Figura 16A).
Sin embargo, el analisis de DANPOS no detect6 diferencias significativas, con la excepcion
de algunos nucleosomas individuales en cada cepa. No obstante, estas diferencias no eran
comparables a las alteraciones causadas por la version ura4 1_6 (Figura 8) o ura4
Shuffled (Figura 12), lo que sugiere que ninguna de estas regiones contribuye
preferentemente al posicionamiento de los nucleosomas, sino que la informacién esta
dispersa a lo largo de las 150 pb y todas las regiones contribuyen parcialmente a

mantenerlo.
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Figura 16. La informacion para posicionar nucleosomas esta dispersa a lo largo del DNA
mononucleosomal. A) Andlisis de indirect end-labeling de una cepa WT y de las cepas con las
versiones Dyad, Linker e Int de la ORF de ura4. Las secciones coloreadas indican qué region del
DNA mononucleosomal ha sido modificada en Dyad (verde), Linker (naranja) e Int (negro). Se
indica el sitio de restriccion de HindlIIl (H) y la posicion de la sonda de hibridacion (verde). B)
Mapas de ocupaciéon de nucleosomas generados por MNase-seq de las cuatro cepas y analisis de
DANPOS de los tres mutantes comparados con el WT. Simbolos como en la Figura 8.
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2. DISENO DE SECUENCIAS DE DNA CAPACES DE POSICIONAR
NUCLEOSOMAS

Posicionamiento entre especies

Los resultados descritos en los apartados anteriores indican que las secuencias de
DNA mononucleosomal de S. pombe contienen la informacidn necesaria para posicionar
nucleosomas. Esta informacion podria ser universal o podria variar de unas especies a
otras. Para probar si las secuencias mononucleosomales de otras especies también
contienen informacién para posicionar nucleosomas que pueda ser interpretada por S.
pombe, elegimos una secuencia asociada con 6 nucleosomas bien posicionados en S.
octosporusy otra en S. japonicus (Figura 17A) y las integramos en S. pombe, sustituyendo
a otra secuencia de 6 nucleosomas de aproximadamente el mismo tamafio, dentro del
gen mug7 (Figura 17B). En la Figura 17C aparece el resultado de indirect end-labeling
para este experimento. En el panel mug7, se indica la posicion de los 6 nucleosomas de S.
pombe que son sustituidos en los otros dos paneles por los de S. octosporus (panel 6nuc
oct) y S. japonicus (panel 6nuc jap). El patrén se altera completamente en esta region
cuando se sustituye por las secuencias de estas dos especies. Mas alla del nucleosoma 6
se encuentra el modulo KanMX, sin embargo, la regién anterior al nucleosoma 1, que no

ha sido modificada, presenta un patrén de bandas similar en todas las cepas.

Este resultado se confirmé6 con otros experimentos con el gen ura4. Las ORFs
ortologas de ura4 de S. octosporus y S. japonicus tienen exactamente el mismo tamafio
que la de S. pombe (795 pb) y, aunque codifican para proteinas ligeramente distintas
(identidad del 82.6% para S. octosporus y del 74.6% para S. japonicus, con respecto a S.
pombe), son capaces de sustituir funcionalmente a la de S. pombe. En cuanto a secuencia
de DNA, la ORF de ura4 de S. octosporus tiene una identidad del 74.97% con la de S.
pombe, y la de S. japonicus, un 70.19%. En la Figura 18A se muestran los mapas de
MNase-seq del gen ura4 en sus sitios enddgenos en cada una de estas tres especies. Las
tres ORFs poseen seis nucleosomas en posiciones relativas similares en sus respectivos

genomas.

El experimento consistid en reemplazar la ORF del gen ura4 de S. pombe por la de S.
octosporus o S. japonicus para analizar el posicionamiento de nucleosomas por indirect
end-labeling. En el caso de la ORF de S. octosporus, se observa que los nucleosomas
tienden a posicionarse en los mismos lugares que en S. pombe, aunque las bandas
internucleosomales son mas difusas (Figura 18B, panel S. octosporus). Esto puede

indicar que, o bien el nucleosoma es menos estable y la nucleasa puede acceder mejor a
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Figura 17. La informacién de posicionamiento nucleosomal es especifica de especie. A)
Mapa de ocupaciéon de nucleosomas de una regiéon del genoma de S. octosporusy otra de S.
japonicus. B) Mapa de ocupacién de nucleosomas en la region del gen mug7 de S. pombe. La
secuencia asociada a los seis nucleosomas marcados en rojo en fue sustituida por las de S.
octosporus y S. japonicus, indicadas en rojo en A. Se indica la posiciéon del marcador KanMX (gris)
interrumpiendo al gen mug?7, los sitios de corte de Nsil (N) y la posicién de la sonda (verde). C)
Andlisis de indirect end-labeling de la cepa control (mug7) y de las construcciones 6nuc oct 'y 6nuc
jap. Los corchetes sefialan la regidn en la que la secuencia varia respecto a la cepa control.
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Figura 18. Posicionamiento de nucleosomas de los genes ura4 de S. octosporus y S.
japonicus en S. pombe. A) Mapas de ocupacidn nucleosomal por MNase-seq de las regiones del
gen ura4 en los genomas de S. octosporus, S.japonicus y S. pombe. Se indican los sitios de
restriccién HindlIIl (H) y Tfil (T) en S. pombe, asi como la posicién de la sonda utilizada para los
experimentos de indirect end-labeling (verde). B) Andlisis del posicionamiento de nucleosomas
sobre la ORF de ura4 de S. octosporus y de S. japonicus cuando se integran sustituyendo a la de S.
pombe. El andlisis de indirect end-labeling de la ORF del gen ura4 de S. japonicus se realizd con la
enzima de restriccion Tfil, a diferencia del resto de andlisis mostrados en la figura, que se
realizaron con HindIIl. Dado que la distancia entre el sitio de corte de HindlIlIl y Tfil es de tan solo
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las regiones internucleosomales, o bien hay una ligera variacién de la posicién de los

nucleosomas en las distintas células de la poblacién.

En el panel S. japonicus de la Figura 18B se muestra el resultado para la ORF del
gen ura4 de S. japonicus. Se puede observar que el posicionamiento de los nucleosomas
-1y -2 es similar en los dos casos, sin embargo, en la region entre los nucleosomas 1y 6,
la cepa portadora de la ORF del gen ura4 de S.japonicus ha perdido totalmente el
posicionamiento. Las bandas observadas no tienen relacién con las de la cepa WT y las
distancias entre ellas son irregulares y no se corresponden con el tamafio de los

nucleosomas.

El hecho de que la ORF de ura4 de S. octosporus tenga un posicionamiento mas
proximo al de S. pombe que la de S. japonicus, puede explicarse porque evolutivamente, S.
octosporus es mas cercana a S. pombe (distancia evolutiva de 119 millones de afios) que S.
japonicus (distancia evolutiva de 221 millones de afios) (Rhind et al. 2011). Estas
diferencias filogenéticas se ven también reflejadas en las signatures nucleosomales
descritas por Quintales et al. (2015), en las que puede observarse que tanto S. pombe
como S. octosporus presentan una tendencia a acumular A+T en la diada, mientras que S.
japonicus tiende a acumular G+C en esta regiéon y muestra un perfil en su composicion de

bases inverso al de S. pombe (Figura 7).

Matrices de posicionamiento

Los resultados mostrados en los apartados anteriores indican que la secuencia del
DNA juega un papel importante en el posicionamiento de los nucleosomas, ya que las
secuencias de DNA mononucleosomal mantienen la capacidad para posicionar
nucleosomas en regiones ectdpicas del mismo genoma (Figura 15) y cualquier
modificacién de la secuencia del DNA afecta negativamente al posicionamiento de los
nucleosomas (Figuras 8, 10, 12 y 14). Dado que los resultados mostrados en las Figuras
17 y 18 sugieren que podria existir una relacidn entre las signatures nucleosomales y la
capacidad de una secuencia de DNA para posicionar nucleosomas en una especie
concreta, nos preguntamos si seria posible disefiar secuencias de DNA sintéticas capaces

de posicionar nucleosomas a partir de la informacién contenida en estas signatures.

Para extraer esta informacion, Luis Quintales en nuestro laboratorio gener6 una
"Matriz de puntuaciéon de posicion especifica" (PSWM: Position-Specific Weight Matrix)
para S. pombe y otra para S. cerevisiae (Figura 19). Como se explica en el Apartado 2.1

de Materiales y Métodos, estas matrices incorporan la frecuencia de cada dinucleétido a
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lo largo de los perfiles agregados de 38.154 secuencias mononucleosomales en el caso de
S.pombe, y 34.526 en el caso de S. cerevisiae. Estas matrices nos permiten asignar a
secuencias individuales una puntuacién, que sera mayor cuanto mas se aproxime su

composicidn de nucleétidos a la signature de la especie correspondiente.

A partir de la informaciéon de las matrices de posicionamiento, se disefié una
secuencia de DNA de 918 pb (formada por seis secuencias de 153 pb —147 pb + 6 pb de
linker) ajustada a la matriz de S. pombe y otra de 1008 pb (formada por seis secuencias
de 168 pb —147 pb + 21 pb de linker) ajustada a la matriz de S. cerevisiae. El disefio de
estas secuencias se explica mas detalladamente en el Apartado 2.2 de Materiales y
Métodos. Si las signatures nucleosomales contienen informaciéon para posicionar
nucleosomas, cada una de estas secuencias deberia ser capaz de posicionar seis
nucleosomas en la especie correspondiente. Para analizar esta posibilidad, estas dos
secuencias se ligaron al marcador de resistencia KanMX y se integraron entre dos
nucleosomas bien posicionados de una regién intergénica de S. pombe y otra de S.

cerevisiae (Figura 20A).

S. pombe S. cerevisiae
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Figura 19. Matriz de puntuacién de posicién especifica de las signatures nucleosomales.
Heat map de las matrices de S. pombe y S. cerevisiae. El eje X indica la posiciéon de cada nucledtido
relativa a la diada del nucleosoma. El eje Y indica la puntuacién en log-odd de los 16 dinucleé6tidos
alo largo del DNA mononucleosomal. Esta puntuacién se calcula como el cociente de la frecuencia
de cada dinucleétido en cada posicién con respecto a su frecuencia genémica. Las barras de la
derecha representan la escala de color asociada con los valores numéricos de la matriz.
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Figura 20. Posicionamiento nucleosomal sobre secuencias artificiales in vivo. A) Perfil de
ocupacion de nucleosomas de las regiones gendémicas de S. pombe y S. cerevisiae donde se
insertaron las secuencias artificiales (tridngulos rojos). Se muestran los sitios de restriccion de
HindIIl (H), Bsml (B) y Pagl (P) y la localizaciéon de las sondas (barras verdes). B) Analisis de
indirect end-labeling de la secuencia artificial de S. pombe integrada en S. pombe (Seq-Sp/Sp) y en
S. cerevisiae (corchete, Seq-Sp/Sc). Los O6valos coloreados indican la distribucién de seis
nucleosomas en S. pombe sobre la secuencia artificial en las posiciones predichas por la matriz
nucleosomal. C) Andlisis de indirect end-labeling de la secuencia artificial de S. cerevisiae integrada
en S. cerevisiae (Seq-Sc/Sc) y en S. pombe (corchete, Seq-Sc/Sp). Los dvalos coloreados indican lo
mismo que en B, pero en el genoma de S. cerevisiae. D) Analisis de ocupacién de nucleosomas por
MNase-seq de la secuencia artificial de S. pombe integrada en S. pombe (rojo) y en S. cerevisiae
(negro). E) Andlisis de ocupacién de nucleosomas por MNase-seq de la secuencia artificial de S.
cerevisiae integrada en S. cerevisiae (rojo) y en S. pombe (negro).
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Cuando se analizaron estas regiones por indirect end-labeling se vio que la
secuencia disefiada segin la signature de S. pombe era capaz de posicionar seis
nucleosomas en esta especie en las posiciones predichas por la PSWM (Figura 20B,
panel Seq-Sp/Sp, 6valos azules); sin embargo, cuando esta misma secuencia se inserté en
S. cerevisiae, aunque los nucleosomas ocupaban algunas posiciones preferentes, estas no
coincidian con las predichas en el disefio de la secuencia (Figura 20B, panel Seq-Sp/Sc).
El andlisis por secuenciaciéon (MNase-seq) en ambas especies muestra el mismo resultado
(Figura 20D). En este andlisis se aprecia con mas resolucidn que S. cerevisiae posiciona
unicamente 5 nucleosomas (linea negra discontinua) en lugares distintos a los que lo
hace en S. pombe (linea roja). Aun asi, el hecho de que una secuencia artificial disefiada
para posicionar nucleosomas en S. pombe, tenga capacidad de posicionar en S. cerevisiae,
es llamativo y parece contradictorio con los resultados anteriores (Figuras 17 y 18). Sin
embargo puede explicarse si tenemos en cuenta que en la signature nucleosomal, S.
cerevisiae incrementa el contenido en A+T en el linker y en las zonas distales del DNA
mononucleosomal, mientras que S. pombe lo hace en la diada. Esto puede explicar que S.
cerevisiae coloque el linker donde S. pombe colocaria la diada, como de hecho ocurre en

este experimento.

Cuando se realiz6 el mismo experimento con la secuencia artificial de S. cerevisiae,
detectamos 6 nucleosomas perfectamente posicionados en las posiciones predichas en
esta especie, como se muestra en el panel Seq-Sc/Sc de la Figura 20C y en el analisis de
MNase-seq en la Figura 20E (linea roja). Sin embargo, cuando esta secuencia se integrd
en S. pombe, gener6 un perfil totalmente irregular (panel Seq-Sc/Sp de la Figura 20C y
linea negra discontinua en Figura 20E) lo que indica que la informacién de
posicionamiento derivada de la PSWM de S. cerevisiae incorporada en la secuencia, no es

interpretada correctamente por S. pombe.

Estos resultados sugieren que la informaciéon contenida en las signatures
nucleosomales es suficiente para posicionar nucleosomas en el contexto gendémico, in
vivo de forma especifica de especie. Los requerimientos de la secuencia del DNA para
posicionar nucleosomas, parecen ser mas estrictos en S. pombe que en S. cerevisiae, ya
que esta ultima es capaz de posicionar nucleosomas en secuencias disefiadas para S.
pombe, aunque de forma mucho menos precisa que cuando se disefian segin su propia

PSWM.
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Combinacion del codigo genético y el codigo de posicionamiento

Los nucleosomas estan posicionados a lo largo de todo el genoma, de modo que, si
existe realmente un cédigo para su posicionamiento, éste debe, necesariamente, solapar
con el resto de cédigos existentes, el mejor definido de los cuales es el cédigo genético.
Las signatures nucleosomales son muy degeneradas, por lo que en principio, existirian
miles de secuencias distintas capaces de posicionar un nucleosoma en una especie
concreta. Este hecho nos sugirié la posibilidad de que quizas pudiese combinarse la
informacién de las signatures nucleosomales con el cédigo genético a través del uso de
codones sindnimos. Esto nos permitiria adaptar genes heterdlogos para que pudieran

posicionar nucleosomas en la especie hospedadora.

Para explorar esta posibilidad, tomamos como punto de partida las ORFs del gen
ura4 de S. octosporusy S. japonicus, que no eran capaces de posicionar nucleosomas en el
genoma de S. pombe (Figura 18). Se modificaron estas dos ORFs seleccionando los
codones sindnimos de cada aminoacido que mas se aproximaban a la signature de S.
pombe en funcién de su posicion a lo largo del DNA mononucleosomal, de manera que
pudieran posicionar 6 nucleosomas en los mismos lugares en los que lo hace la ORF
endégena de S. pombe. En los paneles "Nativa” de la Figura 21A, se muestra el
posicionamiento de las ORFs ura4 WT de S. octosporus y S. japonicus en el genoma de S.
pombe, tal y como se analizé en la Figura 18. En los paneles "Remasterizada”, puede
observarse como las nuevas versiones con codones sindnimos restablecen el
posicionamiento de la ORF original de S. pombe. Las ORFs remasterizadas codifican para
las proteinas ura4 de S. octosporus y de S. japonicus, y guardan una identidad con la ORF
de S. pombe, a nivel de nucledtidos, del 73% y el 71%, respectivamente. Esta identidad es
muy similar a la de las versiones nativas de S. octosporus y S. japonicus respecto a S.
pombe (75% y 70%, respectivamente), lo que indica que el restablecimiento del
posicionamiento de nucleosomas no depende directamente de la similitud global a nivel

de secuencia.

Estas versiones de ura4, tanto las nativas de S. octosporus y S. japonicus, como las
remasterizadas, fueron también analizadas por secuenciacién. En la Figura 21C puede
observarse que las diferencias de posicionamiento entre la ORF nativa de ura4 de S.
octosporus y la de S. pombe estan por debajo del nivel de deteccion de DANPOS (panel S.
octosporus Nat). Las de S. japonicus, si son detectables, aunque las diferencias no son tan
marcadas como las de ura4 1_6 (Figura 8) o ura4 Shuffled (Figura 12). Sin embargo,

cuando se analizan sus versiones remasterizadas (S. octosporus Remy S. japonicus Rem),
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Figura 21. Modificacién de secuencias codificantes de S. octosporus y S. japonicus para que
posicionen nucleosomas en S. pombe. A) Analisis de indirect end-labeling de la region de ura4
de una cepa WT de S. pombe (S. pombe), y de las cepas de S. pombe que contienen las versiones
silvestres de ura4 de S. octosporus, S. japonicus, o sus versiones remasterizadas. B) Andlisis de
ocupaciéon de nucleosomas de MNase-seq de la region de ura4 de una cepa WT de S. pombe. Se
indican los sitios de restriccién de HindIII (H) y Tfil (T) y la localizacién de la sonda (barra verde).
C) Mapas de ocupaciéon de nucleosomas de las cepas que contienen las versiones de ura4
silvestres (Nat) y remasterizadas (Rem) de S. octosporus y S. japonicus. Analisis de DANPOS de
cada una de estas cepas comparadas con el mapa WT de S. pombe (B). Simbolos iguales a los de la
Figura 8.
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se puede observar que el parametro Afuzziness adquiere valores negativos, indicando que
el nivel de posicionamiento de esos nucleosomas es mayor incluso que el de los

nucleosomas de la cepa WT de S. pombe que hemos utilizado como referencia.

Remasterizacion de genes procariotas

Para poner a prueba el potencial de nuestro método para posicionar nucleosomas,
lo aplicamos al gen Kan, de procedencia procariota, para analizar si incluso en este caso

podria posicionar nucleosomas en S. pombe o en S. cerevisiae.

Dado que no hay ortélogos del gen Kan™ en el genoma de la levadura, sustituimos
las ORFs SPBC16G5.03 de S. pombe y YKLOO7W de S. cerevisiae por la ORF del gen Kan". Se
seleccionaron estas dos ORFs porque tienen aproximadamente el mismo tamafio (807
pb) que la del gen Kan' (810 pb); porque no son esenciales para el crecimiento, y porque

tienen nucleosomas bien posicionados en las dos especies (Figura 22A).

En contra de lo esperado en funcién de todos los resultados anteriores, la ORF del
gen Kan" generd un perfil bastante regular tanto en S. pombe como en S. cerevisiae
(Paneles Kan_WT en Figuras 22B y C). Sin embargo, las versiones remasterizadas para
cada una de estas especies generaron un perfil atin mas regular y homogéneo cuando se
integraron en el genoma correspondiente, incorporando seis nucleosomas en las
posiciones predichas segun el disefio de la secuencia (Paneles Kan_Sp de la Figura 22B y
Kan_Sc de la Figura 22C). Como confirmacion de este resultado, el analisis de DANPOS
adjudic6 valores negativos a las ORFs remasterizadas cuando se comparaban con la ORF
del gen Kanr silvestre, tanto en S. pombe (Kan_Sp en Figura 22D) como en S. cerevisiae

(Kan_Sc en Figura 22E).

Para analizar si la informacion del posicionamiento era especifica de especie, se
intercambiaron las dos versiones modificadas de Kan" entre las dos levaduras. En el panel
Kan_Sc de la Figura 22B puede observarse que el patron regular generado por la ORF
Kan_Sc en S. cerevisiae (Figura 22C) se pierde por completo cuando se inserta en el
genoma de S. pombe. Del mismo modo, la versién Kan_Sp gener6 un perfil mas irregular
en S. cerevisiae (Panel Kan_Sp en Figura 22C) que en S. pombe (Panel Kan_Sp en Figura
22B). Estos mismos resultados se encuentran cuantificados por DANPOS en las Figuras
22D (versiones de Kan" en S. pombe) y 22E (versiones de Kan" en S. cerevisiae). También
puede observarse cdmo las versiones remasterizadas para la otra especie posicionan
incluso peor que la ORF procariota sin remasterizar (paneles superiores de las Figuras

22D yE).
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Figura 22. Modificacion de genes procariotas para que posicionen nucleosomas en
levaduras. A) Distribucién de nucleosomas de la regiéon de SPBC16G5.03 en S. pombe y YKLOO7W
en S. cerevisiae. Se indican los sitios de restricciéon para Xhol (X), PstI (P), Avall (A), Kpn2I (K) y
BstXI (B) y la localizacién de las sondas (barras verdes). B) Analisis de indirect end-labelling de
una cepa de S. pombe en la que la ORF del gen SPBC16G5.03 ha sido sustituida por la ORF del gen
Kanr (Kan_WT) o por sus versiones remasterizadas para S. pombe (Kan_Sp) y para S. cerevisiae
(Kan_Sc). C) Analisis de indirect end-labelling de una cepa de S. cerevisiae donde la ORF del gen
YKLOO7W ha sido sustituida las mismas versiones del gen Kan". D) Andlisis de DANPOS de las
versiones de Kan" en S. pombe. E) Analisis de DANPOS de las versiones de Kan" en S. cerevisiae. Las
lineas de puntos verticales indican la posicion de la ORF del gen Kan'. Simbolos como en Figura 8.
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En conjunto, estos resultados refuerzan los obtenidos con el gen ura4 de S.
octosporus y S. japonicus (Figura 21) e indican que la informacién contenida en las
signatures puede combinarse con ORFs de origen procariota para dirigir el

posicionamiento de nucleosomas de manera especifica de especie.






DISCUSION







DISCUSION | 59

1. SENSIBILIDAD DEL POSICIONAMIENTO A CAMBIOS EN LA
SECUENCIA DEL DNA

Los mecanismos que dirigen el posicionamiento de los nucleosomas constituyen un
campo de estudio muy activo en la actualidad. Como se ha comentado en la introduccién,
existen multiples factores que influyen en el posicionamiento de los nucleosomas, entre
los que se incluyen los remodeladores de cromatina, los factores de transcripcion y la
propia secuencia del DNA. En este trabajo nos hemos centrado en la contribucion de esta

ultima al posicionamiento de los nucleosomas en levaduras, principalmente en S. pombe.

La medida en la cual la secuencia del DNA afecta al posicionamiento de los
nucleosomas es un tema muy controvertido. En la literatura pueden encontrarse
distintas opiniones que oscilan entre dos extremos: por un lado, algunos autores
defienden que existe un "cédigo de posicionamiento”, de tal forma que la secuencia del
DNA determinaria individualmente la posicién de la mayor parte de los nucleosomas
(Segal et al. 2006; Kaplan et al. 2009; Kaplan et al. 2010). En el otro extremo esta el
“modelo de posicionamiento estadistico”, que propone que el papel de la secuencia se
limita a determinar la posicién de "barreras de posicionamiento”, a partir de las cuales
los nucleosomas se posicionarian regularmente independientemente de la secuencia del
DNA o con una influencia minima por parte de la misma (Kornberg & Stryer 1988; Zhang

etal. 2009; Mobius & Gerland 2010).

La mayoria de estos estudios llegan a dos conclusiones ampliamente aceptadas con
respecto a la influencia de la secuencia del DNA en el posicionamiento. Por una parte,
existen algunas secuencias de DNA que facilitan el plegamiento de la doble hélice
alrededor del octamero de histonas. Concretamente, se ha propuesto que la disposicion
de los dinucleétidos dA:dA, dT:dA y dT:dT en el surco menor del DNA cuando éste
interacciona con el octdmero de histonas y dG:dC cuando esta orientado hacia el exterior,
favorecen la distorsion de la doble hélice necesaria para formar el nucleosoma (Drew &
Travers 1985). Por otra parte, las secuencias enriquecidas en poli(dA:dT) y poli(dG:dC),
confieren mayor rigidez a la molécula de DNA e impiden la formacién del nucleosoma,
por lo que podrian contribuir a la formacién de las NDRs (Sekinger et al. 2005; Kaplan et

al. 2009; Tsankov et al. 2011; Zhang et al. 2011b).

Existen numerosos estudios in vitro adicionales que han desvelado aspectos
importantes de la interacciéon entre las histonas y el DNA, pero tienen la inevitable
limitacién de que no siempre son capaces de reproducir la situacién in vivo, de forma que,

a menudo, el posicionamiento sobre una misma secuencia in vivo e in vitro no es el mismo
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(Zhang et al. 2009; Gaykalova et al. 2011; Perales etal. 2011).

En este trabajo hemos abordado esta cuestion mediante la modificaciéon de
distintas secuencias gendmicas y la generacidn de secuencias artificiales para estudiar su
efecto en el posicionamiento nucleosomal in vivo. El primer hallazgo llamativo ha sido la
sensibilidad que los nucleosomas individuales muestran a los cambios en la secuencia,
incluso cuando estos se limitan a regiones pequefias que sélo abarcan dos o tres
nucleosomas. Esta sensibilidad se manifiesta aunque no se alteren las secuencias
asociadas al nucleosoma +1 y al promotor, que son las principales "barreras” propuestas
por el "modelo de posicionamiento estadistico” (Figura 8A, panel 3_4). Ademas, esta
sensibilidad es independiente del contenido global en A+T y de la expresidn, ya que los
cambios en la secuencia afectan al posicionamiento de los nucleosomas tanto en regiones
transcritas como en regiones intergénicas sin transcripcion detectable (Figura 14). Esta
independencia de la transcripcion es consistente con el hecho de que el posicionamiento
se mantenga mas alla de los sitios de terminacién de la transcripcién y sobre genes

inactivos durante la mitosis o la meiosis (Soriano et al. 2013).

Otra observacion importante es que la pérdida de posicionamiento se restringe a la
region de la secuencia modificada, afectando como mucho a los nucleosomas
inmediatamente adyacentes. Este hecho, junto con los mencionados anteriormente,
sugiere que el "posicionamiento estadistico” no juega un papel determinante en S. pombe.
En vez de eso, alude a que la mayoria de las secuencias de DNA mononucleosomales
podrian contener informacién que determinase dénde se coloca cada nucleosoma, y que
fuese esta informacidn la que hemos alterado mediante la modificacién de la secuencia.
Esta posibilidad estaria reforzada por el hecho de que las secuencias de DNA
mononucleosomales mantienen la capacidad de posicionar cuando se integran en
regiones del genoma distintas de su locus endbgeno, propiedad que pierden cuando se

randomiza su secuencia (Figura 15, Puzle 1 y C-).

La informacién que determina el posicionamiento de cada nucleosoma podria estar
dispersa a lo largo de todo el DNA mononucleosomal o restringida a regiones maés
pequefias. En la Figura 15 (Puzle 2), puede observarse que distintas secuencias
mononucleosomales pueden combinarse entre si manteniendo la capacidad para
posicionar. No obstante, cuando se ha intentado acotar mas la region responsable del
posicionamiento, no se ha encontrado ninguna que contribuya preferentemente a éste
(Figura 16). Esto sugiere que la informacion del posicionamiento es redundante y se

encuentra dispersa a lo largo de las 150 pb del DNA mononucleosomal. Asi mismo, dado
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que existen miles de secuencias diferentes de 150 pb asociadas con nucleosomas en S.
pombe, esta informacion debe de ser también degenerada. La degeneracion y la
redundancia son dos propiedades importantes, ya que confieren robustez al
posicionamiento, permitiendo ademas que la secuencia del DNA pueda sufrir variaciones
sin afectar al orden global de los nucleosomas. Adicionalmente permite que exista un

numero enorme de combinaciones capaces de posicionar.

En resumen, sin excluir otros factores, nuestros resultados indican que la secuencia
contribuye significativa-mente al posicionamiento de nucleosomas individuales a lo largo
del genoma de S. pombe tanto en regiones codificantes como intergénicas y de forma

independiente de la transcripcion.

2. LA INFORMACION RESPONSABLE DEL POSICIONAMIENTO
VARIA ENTRE ESPECIES

Como se ha comentado anteriormente, los nucleosomas se encuentran muy bien
posicionados en el genoma de muchas especies, como por ejemplo S. cerevisiae (Kaplan et
al. 2009), Saccharomyces paradoxus (Tirosh et al. 2010), S. pombe (Soriano et al. 2013), S.
octosporus, S. japonicus (Quintales et al. 2015a) y Dictyostelium discoideum (Chang et al.
2012). Sin embargo, las caracteristicas de la secuencia del DNA que influyen en el

posicionamiento de los nucleosomas varian de unas especies a otras.

Se sabe que cuando se introducen fragmentos grandes de DNA de una especie en
otra, las secuencias exdgenas se empaquetan de manera diferente. Esto se observa tanto
a nivel de cromosomas metafasicos (McManus et al. 1994) como a nivel de
posicionamiento de nucleosomas (Hughes et al. 2012). En este udltimo caso, mas
relacionado con nuestro trabajo, los autores introdujeron fragmentos de DNA de
aproximadamente 140 Kb de Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces waltii y Debaryomyces
hansenii en S. cerevisiae a través de cromosomas artificiales de levaduras (YACs) y
observaron que el posicionamiento de nucleosomas se perdia en S. cerevisiae. Ademas,
aparecian NDRs en zonas que en la especie donadora se encontraban ocupadas por
nucleosomas, incluso dentro de regiones codificantes. Este fendmeno se produce también
entre especies filogenéticamente tan proximas como Saccharomyces paradoxus y S.
cerevisiae (Tirosh et al. 2010) y cuando los fragmentos de DNA ex6geno se limitan a unas
950 pb, como se muestra en la Figura 17. Incluso genes ortdélogos pierden el

posicionamiento cuando se integran en distintas especies del mismo género (Figura 18).
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En resumen, por lo que sabemos hasta ahora, en la mayoria de las especies de
levaduras los nucleosomas se mantienen posicionados a lo largo de todo el genoma,
aunque la contribucidn de la secuencia a dicho posicionamiento parece ser diferente en
cada especie. No obstante, existe una caracteristica de la secuencia del DNA, relacionada
con los nucleosomas, que si parece estar conservada evolutivamente: la periodicidad de
los dinucledtidos dA:dA, dT:dA y dT:dT cada 10 pb. Esta periodicidad ha sido observada
en los fragmentos de DNA mononucleosomal de un gran numero de organismos
eucariotas, incluyendo S. cerevisiae y S. pombe (Brogaard et al. 2012; Moyle-Heyrman et
al. 2013) y se ha sugerido que podria contribuir al posicionamiento rotacional de los

nucleosomas (Mavrich et al. 2008b).

3. SIGNATURES NUCLEOSOMALES

Ademas de la periodicidad de dinucleétidos comentada en el apartado anterior,
existe una caracteristica del DNA mononucleosomal que varia de unas especies a otras y
que podria contribuir al posicionamiento translacional de los mismos: las signatures

nucleosomales (Quintales et al. 2015a), que se han descrito en la introducciéon (pag. 21).

Se desconoce como se originaron estas signatures nucleosomales. Por un lado,
podrian ser consecuencia de la diferente estabilidad del DNA a lo largo del octamero de
histonas. Si la posicion de los nucleosomas con respecto a la secuencia del DNA se
hubiese mantenido estable durante largos periodos evolutivos, las signatures podrian
haber aparecido como una huella dejada por el nucleosoma, como consecuencia de una
diferencia en la frecuencia de mutacién a lo largo del DNA mononucleosomal o de un
sesgo en su reparacion (Washietl et al. 2008; Sasaki et al. 2009). Por ejemplo, en S.
cerevisiae se ha descrito que la frecuencia de sustitucion de nucle6tidos es mayor en la

zona de la diada (Washietl et al. 2008).

Por otro lado, podria existir también un mecanismo de seleccién positiva de estas
signatures por su contribucién al posicionamiento de los nucleosomas. Prendergast &
Semple (2011) realizaron estudios evolutivos con secuencias de DNA mono-
nucleosomales procedentes de humanos y chimpancés. Estos autores encontraron una
mayor frecuencia de sustituciones de los nucledtidos A y T hacia G y C en la zona de la
diada, mientras que el cambio inverso ocurria en la regién del linker. Ademas,
encontraron que la frecuencia de sustitucién de bases en determinadas zonas del DNA
mononucleosomal variaba en funcién de la composicién en G+C del contexto genémico,

por ejemplo, en regiones ricas en G+C, la frecuencia de sustitucion de bases era menor en
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la diada y mayor en el linker, mientras que en regiones gendmicas ricas en A+T, ocurria
lo contrario. En base a estos estudios, Prendergast & Semple sugirieron la existencia de
un mecanismo de seleccidn positiva dirigido a mantener una composiciéon 6ptima de G+C

en la regidn de la diada para favorecer el posicionamiento de los nucleosomas.

Otra evidencia en favor del origen selectivo de las signatures es el impacto que
estas causan sobre la composicion de aminoacidos de las proteinas. Por ejemplo, el
aminodcido Ile esta codificado por codones ricos en A y T (ATT, ATA y ATC). Estos
codones estan enriquecidos en las regiones correspondientes al linker en S. cerevisiae, y
al linker y la diada en S. pombe, lo que se refleja en la composicion promedio de este
aminodacido en las proteinas de estas dos especies, que sigue un perfil periddico (Figura
23). El resto de aminoacidos siguen periodicidades similares en funcion de la
composicién de sus codones. De hecho, las signatures nucleosomales pueden predecir
correctamente la distribucion relativa de los 20 aminoacidos a lo largo de las proteinas
en base a la posicion de los codones correspondientes a lo largo del DNA
mononucleosomal, lo que sugiere una relacion directa entre el posicionamiento
nucleosomal y la evoluciéon de las proteinas (Warnecke et al. 2008; Quintales et al.

2015a).
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Figura 23. Distribucion periddica del aminoacido isoleucina a lo largo de las ORFs. El eje Y
indica la frecuencia relativa del aminoacido Ile, el eje X indica el nimero de codones a lo largo de
los seis grupos de DNA mononucleosomal. El diagrama inferior representa la posicién de los dos
nucleosomas inmediatamente aguas abajo de cada codén ATG (Al y A2), dos nucleosomas del
centro de las ORFs (C1 y C2) y los dos nucleosomas inmediatamente aguas arriba de cada codén
de STOP (S1 yS2). Figura modificada de Quintales et al. (2015a).
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4. GENERACION DE SECUENCIAS PARA POSICIONAR
NUCLEOSOMAS

Si la secuencia del DNA contribuye de manera significativa al posicionamiento de
los nucleosomas, deberia ser posible disenar secuencias artificiales capaces de colocar
nucleosomas en regiones determinadas en el contexto gen6mico. La principal dificultad
radica en que, en principio, esperariamos que los requerimientos de la secuencia del DNA
necesarios para posicionar un nucleosoma fuesen muy degenerados, ya que, como se ha
mencionado anteriormente, existen miles de secuencias distintas asociadas a

nucleosomas bien posicionados.

Las signatures nucleosomales cumplen la condicion de ser degeneradas y, ademas,
especificas de cada especie. Por ese motivo las tomamos como punto de partida para
disefiar secuencias que podrian dirigir el posicionamiento de nucleosomas de manera
especifica en S. pombe y S. cerevisiae (Figura 20). Nuestros resultados sugieren que las
signatures nucleosomales contienen informacién que es correctamente interpretada por
las especies de las que proceden para posicionar los nucleosomas y constituyen la prueba
mas sdlida que existe hasta ahora de la contribucién de la secuencia del DNA al

posicionamiento de los nucleosomas in vivo.

Una caracteristica importante de estas secuencias artificiales es que, al igual que
ocurre con las secuencias naturales, posicionan nucleosomas de manera especifica de
especie, es decir, las secuencias disenadas para S. pombe posicionan en S. pombe y no en
S. cerevisiae y viceversa. Estos resultados podrian contribuir a explicar las observaciones
previas de que nucleosomas procedentes de especies filogenéticamente distantes
empaqueten la misma secuencia de DNA de maneras distintas (Bernardi et al. 1992;

McManus et al. 1994; Sekinger et al. 2005; Hughes et al. 2012).

Con anterioridad a este trabajo se habian publicado modelos probabilisticos y
herramientas computacionales con la finalidad de predecir la posicién de los
nucleosomas a partir de la secuencia del DNA (Revisado en Teif 2016). No hemos
probado la capacidad de predicciéon de nuestras PSWMs, pero el hecho de que la
secuencia posicione de manera diferente en especies distintas, pone de manifiesto
limitaciones importantes a la hora de aplicar cualquier predictor en especies distintas a

las utilizadas para generarlo.

La degeneraciéon que permiten las signatures nucleosomales es suficiente como

para que esta informaciéon pueda combinarse con el c6digo genético mediante el uso de
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codones sinénimos. De este modo, hemos conseguido adaptar ORFs de especies tanto
eucariotas como procariotas para que, manteniendo su codificaciéon original, sean
capaces de posicionar nucleosomas en S. pombe o en S. cerevisiae. (Figuras 21y 22). Esta
posibilidad es importante para las posibles aplicaciones de este método que se proponen

mas adelante.

5. INTERPRETACION DE LAS SIGNATURES

Una de las cuestiones que queda por resolver es cual es el mecanismo por el cual
las signatures son interpretadas y por qué esta interpretacion difiere entre especies.
Generalmente, las propiedades de la secuencia del DNA que favorecen la formacion de
nucleosomas han sido atribuidas a una mayor facilidad para que la molécula de DNA se
curve alrededor del octidmero de histonas (Segal & Widom 2009). Sin embargo, las
histonas son proteinas muy conservadas evolutivamente y la estructura del octdmero es
muy parecida en todas las especies. Esto hace dificil explicar que las propiedades de la
secuencia del DNA que determinan el posicionamiento de los nucleosomas varien incluso
entre especies cercanas filogenéticamente. Atn asi, se ha descrito recientemente que las
histonas de distintos organismos muestran afinidades diferentes por las mismas
secuencias de DNA (Allan et al. 2013). Estos autores sugieren que, a pesar de su similitud,
los octdmeros de histonas de distintos organismos pueden haberse adaptado durante la
evoluciéon para empaquetar genomas que difieren ampliamente en su composiciéon de

bases, tamafo, densidad de genes y otras propiedades estructurales y funcionales.

Las histonas de las levaduras utilizadas en este estudio varian en identidad de
aminodcidos con respecto a S. pombe entre un 96.5% - 99.0% en S. octosporus, un 94.7% -
98.5% en S. japonicus y un 83.9% - 92.6% en S. cerevisiae. Actualmente no se sabe si estas
pequeiias diferencias podrian ser responsables de la variacién en la afinidad de los
nucleosomas de distintos organismos por la misma secuencia de DNA (Bernardi et al.
1992; McManus et al. 1994; Sekinger et al. 2005; Hughes et al. 2012) o si podria haber
otros factores implicados, como la concentracién de histonas, el tamafio del linker u otros
parametros termodinamicos o biofisicos (Beshnova et al. 2014). Seria interesante
estudiar con mas detalle si las histonas son las responsables de esta interpretacion de las
signatures. Si asi fuese, seria un factor clave a tener en cuenta para la realizaciéon de
estudios estructurales que implican la reconstitucion de cromatina in vitro. La mayoria de
los experimentos de ensamblaje de cromatina in vitro descritos en la literatura se han

realizado utilizando histonas de una especie y DNA de otra, en ocasiones muy alejada
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filogenéticamente (Kaplan et al. 2009; Tsankov et al. 2011). Por ejemplo, la estructura
tridimensional del nucleosoma, descrita por Luger et al. (1997) con resolucién de 2.8 A

fue establecida a partir de histonas de Xenopus laevis y DNA humano (Luger et al. 1997).

Por otra parte, aunque las histonas tienen un contacto mas intimo con el DNA, los
remodeladores de cromatina también podrian contribuir a la interpretacién de las
signatures nucleosomales. Existen experimentos de ensamblaje de cromatina in vitro que
han conseguido imitar el posicionamiento in vivo de las regiones 5' de los genes de S.
cerevisiae en presencia de remodeladores de cromatina dependientes de ATP (Zhang et
al. 2011b). De manera inversa, se puede alterar el posicionamiento de nucleosomas in
vivo, de forma global, mediante la delecién de los genes que codifican para algunos de
esos remodeladores, como hrp3 en S. pombe (Pointner et al. 2012) o ISW1 y CHD1 en S.

cerevisiae (Gkikopoulos etal. 2011).

En cualquier caso, al igual que las propiedades de la secuencia del DNA que
determinan el posicionamiento varian entre especies, los distintos factores que
contribuyen al posicionamiento (véase Introduccion) podrian tener una influencia
diferente en distintas especies e incluso en diferentes regiones del mismo genoma. En
cuanto a las diferencias de posicionamiento entre S. cerevisiae y S. pombe, un parametro
que puede jugar un papel muy importante es la presencia de la histona H1 y el mayor
tamafio del linker en S. cerevisiae. E1 hecho de que S. cerevisiae sea capaz de posicionar
algunos nucleosomas en secuencias disefiadas para S. pombe (aunque en posiciones
distintas a las esperadas segun el disefio de la secuencia), podria explicarse por el modelo
de posicionamiento estadistico (Kornberg & Stryer 1988). El mayor tamafio del linker en
S. cerevisiae explicaria que los nucleosomas en la Figura 20D no ocupen las mismas
posiciones, con respecto a la secuencia, que ocupan en S. pombe. Sin embargo, aunque la
secuencia podria tener menos importancia para posicionar nucleosomas en S. cerevisiae
que en S. pombe, sabemos que tiene alguna influencia, ya que el posicionamiento de
nucleosomas sobre el gen Kan' remasterizado para S. cerevisiae es significativamente
mayor que el del mismo gen sin remasterizar, y mucho mejor que el posicionamiento que

se observa sobre el gen Kan" remasterizado para S. pombe (Figuras 22Cy E).
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6. FUNCION DEL POSICIONAMIENTO DE NUCLEOSOMAS

En este trabajo hemos estudiado la influencia de la secuencia del DNA en el
posicionamiento de nucleosomas, pero uno de los detalles mas intrigantes, que atin esta
por resolver, es cudl es la funciéon de este posicionamiento. El hecho de que todas las
células de una poblacion de levaduras de la misma especie tengan la mayor parte de los
nucleosomas colocados en el mismo sitio con respecto a la secuencia del DNA, lleva a
suponer que este orden deba tener alguna funcién, incluso aunque los mecanismos que

contribuyen a mantenerlo no estén conservados evolutivamente.

De hecho, como se comenté en el apartado 4 de la Discusion, se han hallado indicios
de seleccion positiva en las secuencias de DNA mononucleosomal humano (Prendergast
& Semple 2011). En la Figura 12 hemos mostrado cdmo el simple hecho de cambiar el
orden de los distintos codones sinénimos dentro de una ORF puede alterar el
posicionamiento de esa region concreta. También es llamativo el hecho de que pueda
encontrarse un sesgo en la distribucion relativa de los 20 aminoacidos a lo largo de las
proteinas, dependiendo de la posicién de los codones correspondientes a lo largo del
DNA mononucleosomal que, a su vez, estd sesgada por la signature nucleosomal
(Warnecke et al. 2008; Quintales et al. 2015a). Si, como parecen indicar estos estudios, la
secuencia del DNA ha sido seleccionada a lo largo de todo el genoma e incluso en
regiones codificantes, para favorecer el posicionamiento de los nucleosomas, es

razonable suponer que este posicionamiento conlleve alguna ventaja evolutiva.

Una de las consecuencias de la pérdida de posicionamiento, ya sea por la deleciéon
de un remodelador concreto (Pointner et al. 2012) o por la inserciéon de fragmentos
grandes de DNA exo6geno (Tirosh et al. 2010; Hughes et al. 2012) es la activacidn,
aparentemente descontrolada, de la transcripcion antisentido, asi como la apariciéon de
promotores cripticos en lugares inusuales, como es en medio de regiones codificantes.
Asi pues, una de las funciones del posicionamiento de nucleosomas podria ser la
regulacion global del genoma mediante la modulacién del acceso a la secuencia de los
distintos factores que interaccionan con el DNA. De hecho, los efectos de los nucleosomas
sobre la transcripcion han sido estudiados ampliamente y se ha descrito que existe una
compleja interaccion entre los factores de transcripcién, los nucleosomas y las enzimas
remodeladoras de cromatina que, en conjunto, regula la expresion de los genes (Cairns
2009). Por ejemplo, se sabe que la mayor parte de las secuencias consenso de los factores
de transcripciéon se encuentran agrupadas en clusters en las regiones libres de

nucleosomas de los promotores de los genes (Badis et al. 2008; Soriano et al. 2013).
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También se ha descrito que los sitios de unién de algunos factores de transcripcién, como
Rap1 y Reb1, tienen una orientacién precisa sobre la superficie de un nucleosoma, lo que
resalta la importancia del posicionamiento rotacional estricto de ese nucleosoma
concreto, que colocado de otro modo, podria ocultar los motivos de unién de estos

factores (Koerber et al. 2009).

Adicionalmente, se ha descrito que el posicionamiento estd asociado con otros
procesos gendmicos como el splicing del mRNA, la replicacién y la reparacidn. (Berbenetz
et al. 2010; Duan & Smerdon 2010; Tilgner & Guigd 2010; Soriano et al. 2014). Los sitios
de recombinacién meiotica colocalizan con regiones libres de nucleosomas, algunas de
las cuales se abren especificamente durante la meiosis (de Castro et al. 2012). También
se ha descrito que los origenes de replicacion de S. cerevisiae presentan un NDR
delimitado por dos nucleosomas bien posicionados que se desplazan ligeramente
durante la activacion del origen, ampliando la regién libre de nucleosomas (Eaton et al.

2010; Soriano et al. 2014).

La capacidad para alterar el posicionamiento de los nucleosomas in vivo
modificando la secuencia del DNA, podria ser una herramienta muy util para estudiar,
con mas detalle, el papel de los nucleosomas en todos los procesos descritos
anteriormente. Igualmente, seria interesante explorar si la modificacion de secuencias
exdgenas, con la finalidad de imitar el posicionamiento del hospedador, podria mejorar la

expresion o la estabilidad de genes y vectores de interés biotecnolégico.

Por ultimo, existen estudios que permiten modular la eficacia de los promotores
basandose en su capacidad para posicionar o excluir nucleosomas (Curran et al. 2014). El
efecto de las signatures en el posicionamiento descrito en este trabajo podria permitir
ampliar el método descrito por Curran et al. (2014) a otras especies. El potencial de las
signatures nucleosomales para modelar el posicionamiento de nucleosomas tanto en
regiones codificantes como intergénicas, junto con el disefio de promotores de potencia
variable, abre la posibilidad de incorporar esta informacién en el disefio de genomas
sintéticos (Annaluru et al. 2014; Haimovich et al. 2015), permitiendo tal vez una mayor

estabilidad de los cromosomas artificiales y un mayor control sobre la expresidn génica.
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La modificacion de la secuencia del DNA afecta al posicionamiento de los
nucleosomas in vivo a nivel individual, tanto en regiones codificantes como no

codificantes e independientemente de la transcripcién.

La informacién que contribuye al posicionamiento de los nucleosomas es
degenerada y se encuentra dispersa a lo largo de los 150 pares de bases del DNA
mononucleosomal. Esta informacién se mantiene en secuencias integradas en

posiciones ectépicas del genoma y es especifica de especie.

La distribucién de los codones sinénimos a lo largo de las regiones codificantes de

los genes esta optimizada para favorecer el posicionamiento de los nucleosomas.

Es posible disenar secuencias artificiales capaces de posicionar nucleosomas de
manera especifica de especie mediante la incorporacién de la informaciéon de las
signatures nucleosomales, a través de la generaciéon de Matrices de Puntuacion

Especifica de Posicion (PSWM).

La informacién contenida en las signatures nucleosomales es lo suficientemente
degenerada como para permitir modificar las ORFs de una especie, sin alterar la
secuencia original de aminoacidos de las proteinas codificadas, para optimizar el
posicionamiento de nucleosomas cuando se incorporan en el genoma de otra

especie diferente.
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1. MICROORGANISMOS Y MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS

Las cepas descritas en este trabajo se han construido a partir de la estirpe h- 972 de
S. pombe, salvo las cepas que contienen variantes de la ORF del gen ura4, que se han
construido a partir de un mutante ura4-DS/E (h- leul-32 ura4-DS/E), el cual tiene una
deleciéon de aproximadamente 300 pb dentro de la ORF del gen ura4. Las cepas de S.
cerevisiae se construyeron a partir de la estirpe aw303-1a (MATa ade2-1 ura3-1 his3-
11,15 trp1-1leu2-3,112 can1-100). Ademas, se ha utilizado S. octosporus (CBS 1804), S.
japonicus var. japonicus (FY53 adel2-) y la cepa DH5a de Escherichia coli (F- endA1 gyr96
hsdR17 AlacU169 f80lacZAM15 recAl relA1 supE44-thi-1) en experimentos de clonacién y

amplificacion de plasmidos.

Las cepas del género Schizosaccharomyces se cultivaron a 32 °C en los medios
descritos por Moreno et al. (1991), concretamente en medio rico (YES) o en medio
minimo (MM) con 225 mg/L de los suplementos necesarios. Las cepas de S. cerevisiae se
cultivaron a 28 °C en YEPD (1% de extracto de levadura, 2% de bacto-peptona y 2% de
glucosa). E. coli se cultivd en medio rico LB (0,5% extracto de levadura, 1% bacto-
triptona y 1% NacCl). El crecimiento en medio liquido se determiné midiendo la turbidez

del cultivo por su absorbancia a 595 nm (ODsos).

2. GENERACION DE SECUENCIAS QUE POSICIONAN NUCLEOSOMAS

2.1. Generacion de la matriz de puntuaciéon

Las signatures nucleosomales se definieron por la composicién asimétrica y
palindrémica de los cuatro nucleétidos a lo largo de 38154, 46120, 27024 y 34526
secuencias de DNA mononucleosomal de S. pombe, S. octosporus, S. japonicus y S.
cerevisiae, respectivamente, alineadas con respecto a la posiciéon de la diada (Quintales et
al. 2015a). Para extraer la informacién contenida en las signatures nucleosomales, se
generd una matriz de puntuacién de posiciéon especifica (PSWM) que incorporaba la
frecuencia de cada uno de los 16 dinucledtidos a lo largo de las 149 pb de las secuencias
de DNA asociadas a nucleosomas bien posicionados indicadas anteriormente. Por tanto,
las dimensiones de la PSWM fueron 16 (dinucledtidos) x 149 (posiciones a lo largo del
DNA mononucleosomal). Los valores para cada posicidn (i) y para cada dinucle6tido (NN)

se calcularon de acuerdo a la siguiente expresion:
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Freq™

NN
Frqueno'm ica

Puntuacion” =log,

donde Freq™" es la frecuencia del dinucleétido NN en la posicién i de todas las
secuencias alineadas y Frqu;,fémiw es la frecuencia promedio del mismo dinucleé6tido
en todo el genoma. Cada uno de los 2384 (16 x 149) elementos de la matriz representa la
puntuacién para cada dinucleétido dependiendo de su posiciéon a lo largo del DNA
mononucleosomal. Cada especie genera una matriz diferente dependiendo de su

signature nucleosomal.

2.2. Diseiio de moléculas de DNA sintéticas no codificantes para el
posicionamiento nucleosomal

Para incorporar la informacion de las signatures nucleosomales de S. pombe en las
moléculas sintéticas mostradas en la Figura 20, generamos seis secuencias aleatorias de
153pb (147 pb + 6 pb de linker) (Lantermann et al. 2010}, con un contenido promedio de
G+C del 36%. En el caso de S. cerevisiae, las seis secuencias tenian una longitud de 168 pb
(147 pb + 21 pb de linker) (Lantermann et al. 2010) y un contenido promedio del 38% en
G+C. Cada una de estas secuencias individuales se sometio, in silico, a rondas sucesivas en
las que se incorporaron mutaciones puntuales al azar y se seleccionaron aquellas
secuencias que, después de cada ronda, mejoraban su puntuacién en la PSWM. Someter a
estas secuencias a un numero ilimitado de ciclos produciria seis secuencias
mononucleosomales idénticas. Para evitar esto, detuvimos los ciclos de mutacion antes
de que el porcentaje de identidad entre ellas fuese significativamente mayor del 25% de
identidad promedio que hay entre distintas secuencias de DNA de 150 pb seleccionadas

al azar en el genoma.

2.3. Incorporacion de las signatures nucleosomales en ORFs

Para reproducir el patrén de posicionamiento de una ORF endégena de S. pombe
con otra ORF del mismo tamaifio procedente de otra especie, identificamos en primer
lugar el nucledtido central de un nucleosoma bien posicionado en la ORF endégena.
Consideramos que el resto de nucleosomas se encuentran a distancias equivalentes a
multiplos de 153 pb. A continuacién, para cada codén a lo largo de la ORF exdgena, se
selecciond el coddén sindnimo con la mayor puntuaciéon en la PSWM de S. pombe en la
posicién correspondiente. Para adaptar las ORFs exdgenas a la matriz de S. cerevisiae, se

utiliz6 el mismo protocolo, pero en ese caso, se tomaron 168 pb como distancia
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internucleosomal y se utilizé como referencia la PSWM de S. cerevisiae. Dado que ninguna
de las ORFs remplazadas en S. pombe o en S. cerevisiae contenia un nimero entero de
nucleosomas, mantuvimos los codones de ATG y STOP y las secuencias externas a la ORF,

quedaron sin modificar.

2.4. Sintesis de moléculas de DNA

Todas las moléculas de DNA sintético utilizadas en este trabajo se encargaron a
GENEWIZ® o GeneArt™ (Life Technologies). En el disefio de las secuencias se incluyeron
los sitios de recombinacion y de restriccién necesarios para todos los pasos siguientes.
Estas empresas envian las secuencias solicitadas integradas en plasmidos, en los que
introducimos un marcador junto a la secuencia sintetizada cuando es necesario. Por
ultimo, extraemos el fragmento de interés mediante digestiéon con enzimas de restriccién
y lo utilizamos para transformar las levaduras. Todas las secuencias de DNA disefiadas en
este trabajo, junto con las coordenadas gendmicas en las que han sido integradas se

encuentran recogidas en el ANEXO.

3. TECNICAS DE TRANSFORMACION DE MICROORGANISMOS

Los distintos mutantes, tanto de S. pombe como de S. cerevisiae se generaron por
recombinacién homdloga. Las variantes del gen ura4 se integraron directamente en el
locus del gen ura4 de S. pombe y las variantes del gen Kan" se integraron en el locus del
gen SPAC16G5.03 de S. pombe o YKLOO7W de S. cerevisiae. En todos los casos, se sustituy6
la ORF del gen enddgeno por la ORF modificada correspondiente y se dejaron intactas las
regiones promotoras y terminadoras. El resto de secuencias intergénicas y no
codificantes se ligaron al gen marcador KanMX4 antes de ser utilizadas para transformar.
La comprobacion final de los transformantes se llevd a cabo mediante PCR, Southern-blot

0 secuenciacion.

3.1. Transformacion de E. coli

La transformacion de E. coli se realizé siguiendo el procedimiento descrito por
Kushner (1978). La cepa de E. coli utilizada para la clonacién de fragmentos de DNA y la

amplificacion de los plasmidos fue la estirpe DH5a.
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3.2. Transformacion de S. pombe

La transformaciéon de S. pombe se llevé a cabo por la técnica de electroporacion
(Forsburg & Rhind 2006). Cuando se integrd el gen ura4, las células se seleccionaron
directamente en placas de MM. Cuando se utiliz6 el gen marcador KanMX4 o alguna
variante de éste, las células se recuperaron en placas de YES durante 24h; para
seleccionar los transformantes, se hicieron réplicas en placas de YES con sulfato de
geneticina (G418; Gibco) a una concentracién de 25 mg/L para los casos en los que el gen
KanMX esta bajo el promotor de SPAC16G5.03 de S. pombe, o 100 mg/L para el médulo
KanMX4, que posee el promotor TEF de Ashbya gossypii.

3.3. Transformacion de S. cerevisiae

La transformacion de S. cerevisiae se realizé por la técnica del acetato de litio
(Amberg et al. 2005). Para seleccionar los transformantes, las células se incubaron
durante 2h en YEPD a 28°C en agitacion y después se sembraron en placas de YEPD con

G418 a una concentracion final de 100 mg/L.

4. TECNICAS DE OBTENCION Y MANIPULACION DE DNA

4.1. Aislamiento de DNA plasmidico de E. coli

Para aislar DNA plasmidico de E. coli a pequefia escala se utilizé el método de la
lisis alcalina (Birnboim & Doly 1979). Para la obtenciéon de DNA plasmidico a gran escala
se us6 el kit Wizard Plus Midipreps de Promega, siguiendo las especificaciones del

fabricante.

4.2. Aislamiento de DNA genémico de S. pombe

La extraccion de DNA gendémico de S. pombe se realiz6 siguiendo el protocolo
descrito por Moreno et al. (1991), exceptuando las preparaciones de DNA a partir de

cromatina digerida con nucleasa micrococal, que se detallan en los Apartados 4.4 y 4.5.
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4.3. Southern-blot

Los fragmentos de DNA, generados con enzimas de restricciéon, se separaron
mediante electroforesis en geles de agarosa. Dependiendo de su tamafio, se usaron geles
de agarosa de concentracion del 0.8% al 2% en tampon TAE a pH 8.0 (Tris-acetato 40
mM, EDTA 1 mM). La electroforesis se realiz6 a voltaje constante (50 - 120 V) en TAE. A
continuacién se incubd el gel durante 10 min en HCl 0,125 M para depurinar el DNA;
seguidamente, se desnaturaliz6 en una solucion de NaCl 1,5 M y NaOH 0,5 M durante 20
min. La transferencia del DNA a una membrana de nylon Hybond-XL (GE Healthcare) se
realiz6 por capilaridad y en la misma solucién de desnaturalizacidn, tras lo cual se
neutralizé la membrana incubandola durante 30 min en 2x SSC (0,3 M NacCl, 30 mM

citrato sédico).

Para su hibridacién con una sonda radiactiva, se prehibridé la membrana durante
al menos 2 horas a 65°C en 8 ml de Solucién de Prehibridacién (NaCl 360 mM; Na;HPO4-
7 H20 20 mM; EDTA 2 mM, SDS 1%, leche en polvo 0,5%, azida s6dica 0,01% y DNA de
esperma de salmén sonicado 0,5 mg/ml (Roche) previamente desnaturalizado). A
continuacidn se sustituyé la solucion anterior por 8 ml de la solucién de hibridacién, con
la misma composicién que la solucién de prehibridacién pero incluyendo Dextran Sulfato

10% (Sigma) y la sonda marcada radiactivamente.

Para preparar las sondas, en primer lugar se amplific6 por PCR la regidn de interés
y se purifico el fragmento resultante mediante electroforesis en gel de agarosa, utilizando
el kit GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare). 50 ng del producto de la
PCR, previamente desnaturalizados, se incubaron durante 1 hora a 37°C en una mezcla
de 20 ul totales que contenia 75 uM de dATP, dTTP y dGTP, 2 ul de Hexanucleotide mix
10x (Roche), 2 U de enzima Klenow (Roche) y 50 pCi de [32P]-a-dCTP. Para eliminar los
nucleo6tidos no incorporados, la sonda se purific6 mediante columnas ProbeQuant G-50
(GE Healthcare). La hibridacion se llevd a cabo durante 12 - 14 horas a 65 °C en la
solucion de hibridacion descrita anteriormente. A continuacion, se eliminé la solucion de
hibridacién y se lavéd dos veces la membrana: primero con una solucién que contiene
SSPE 2x (NaCl 360 mM; Na;HPO4- 7 H,0 20 mM; EDTA 2 mM) y SDS 0,1% durante 10
minutos a 65°C y a continuacién durante 30 minutos a 65°C con SSPE 0,1x y SDS 0,1%.
Finalmente, las membranas se envolvieron en plastico y se utilizaron para exponer
peliculas de autorradiografia BioMax XAR (Kodak) a una temperatura de -80°C durante el

tiempo necesario en funcion de la intensidad de la sefial.
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4.4. Digestion con nucleasa micrococal y analisis de patrones de
nucleosomas mediante indirect end-labeling

Para estudiar el posicionamiento de nucleosomas en regiones especificas

utilizamos la técnica de indirect end-labeling (Lantermann et al. 2009).

Indirect end-labeling en S. pombe

Para realizar la técnica de indirect end-labeling en S. pombe, se centrifugaron 400
ml de cultivo a ODs9s = 0.8 en un rotor F14S-6X250 a 6000 rpm durante 10 min y las
células sedimentadas se lavaron con H20 destilada estéril. A continuaciéon se
resuspendieron en 20 ml de solucién de preincubacion (acido citrico 20 mM, Na;HPO4 20
mM, EDTA pH 8.0 40 mM) y se incubaron a 30°C durante 10 minutos en un bafio de agua
con agitacién (200 rpm). Posteriormente se recogieron las células por centrifugacion a
3200 g durante 5 min, se resuspendieron en 10 ml de tampén Sorbitol/Tris (sorbitol 0.5
M, Tris/HCI 50 mM pH 7.5, B-mercaptoetanol 10 mM) con 40 mg de Zimoliasa 20T y se
incubaron durante 30 minutos a 30°C con agitacion (200 rpm). Seguidamente, se
centrifugaron las células a 3200 g, se lavaron los protoplastos con 40 ml de tampdn
Sorbitol/Tris sin B-mercaptoetanol y, tras volver a centrifugar en las mismas condiciones,
se resuspendieron en 7 ml de tampén NP (sorbitol 1 M, NaCl 50 mM, Tris/HCl 10 mM pH
7.5, MgCl; 5 mM, CaCl; 1 mM, B-mercaptoetanol 1 mM, espermidina 0.5 mM, NP-40
0.07%). A continuacién se dividi6 la muestra en siete alicuotas de 1 ml, se afadio
nucleasa micrococal a seis de ellas, a concentraciones finales de 0, 1.5, 3, 7, 15y 30 U/ml,
y se incubaron durante 10 min a 37°C en un bafio de agua sin agitacién; inmediatamente
después, se paro6 la reaccion con 125 pl de una soluciéon de SDS 5% y EDTA 50 mM y se

incubaron todas las alicuotas con 1 mg/ml de proteinasa K durante 12 - 14 h a 65°C.

El DNA de todas las alicuotas se extrajo con 1 ml de fenol:cloroformo (1:1) y se
precipit6 anadiendo 1/25 volimenes de NaCl 5 M y 0.7 volimenes de isopropanol 100%,
incubando durante 1 h a -20°C y centrifugando durante 45 min a 4°C a 16000 g.
Finalmente, se elimind el sobrenadante, se lavé el precipitado con etanol 70%, se

resuspendid en 50 pl de TE 1X y se incubd con 20 ug de RNAsa A durante 1 ha 37°C.

Tras la purificaciéon del DNA, la alicuota que no habia sido tratada con MNase
anteriormente, se traté con 0.15 - 0.3 U/ml de MNase durante 10 min a 37°C. Esta
muestra constituira el control de DNA desnudo tratado con MNase, que sirve para
descartar que el patrén de bandas observado en el experimento se deba a preferencias de

la MNase por determinadas secuencias.
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Para terminar, se digirieron independientemente cantidades equivalentes de DNA
de las 7 muestras con la enzima de restriccién adecuada, se realizé una electroforesis en
gel de agarosa al 1.5% durante 210 min a 120 V y se detectaron los fragmentos de DNA
nucleosomal de diferentes tamafios por Southern blot, hibridando con una sonda

radiactiva correspondiente al extremo del fragmento de restriccion (Figura 24).

Indirect end-labeling en S. cerevisiae

Para realizar estos experimentos en S. cerevisiae, introdujimos algunas
modificaciones. Partimos de un cultivo de 200 ml, eliminamos el paso con la solucién de
preincubacidén y aumentamos la concentracién de sorbitol del tampdn Sorbitol/Tris, de
modo que la composicion final de esta solucion fue: sorbitol 1M, Tris 50 mM y (-

mercaptoetanol 10 mM.

El tratamiento con zimoliasa se realizé en un volumen de 20 ml de tampén
Sorbitol/Tris con 10 mg de zimoliasa durante 10 minutos a 30 °C bajo agitacion
constante. Antes del tratamiento con nucleasa micrococal, se resuspendid el pellet celular
en 3.5 ml de tampdn NP y se dividi6 la muestra en 7 alicuotas de 500 pl. Al igual que en S.
pombe, guardamos una de las alicuotas para obtener DNA gendémico y tratarlo con MNase,

como control del posible sesgo de la propia enzima. El resto de las alicuotas fueron

Indirect end-labeling

R.l Digestion parcial con nucleasa micrococal R.z

A / / {
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Figura 24. Analisis del posicionamiento de nucleosomas por indirect end-labeling. A la
izquierda se muestra el mapa de una region a analizar, flanqueada por dos sitios de restriccion
(R1 y R2). La nucleasa micrococal corta preferentemente en las regiones internucleosomales
(flechas). A la derecha se muestra un resultado esquematico del Southern blot, donde el ADN
linker estaria representado por bandas oscuras discretas y los NDRs por bandas mas anchas,
debido a la acumulacién de fragmentos de tamafio similar. Modificado de Clark (2010).
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tratadas con las siguientes concentraciones de MNase: 0, 0.5, 1, 1.5, 3 y 6 U/ml. Para todo

lo demas, el protocolo fue idéntico al de S. pombe.

4.5. Preparacion de DNA mononucleosomal para secuenciaciéon masiva

Preparacién de DNA mononucleosomal de S. pombe

El protocolo utilizado para preparar DNA mononucleosomal para secuenciaciéon
masiva fue similar al utilizado para el andlisis por indirect end-labeling, aunque con
algunas modificaciones. Se partié de un cultivo de S. pombe de 200 ml y, antes de recoger
las células, estas se trataron con formaldehido al 0.5% a 25 °C durante 20 minutos con
agitacién suave (60 rpm) para fijar los nucleosomas al DNA. Tras esta incubacion, se
inactivd el formaldehido afiadiendo glicina hasta una concentracién de 125 mM e
incubando durante 10 minutos a 25°C con agitaciéon continua (100 rpm). Los pasos de
centrifugacion, lavado de las células y tratamiento con solucién de preincubacién se

realizaron del mismo modo que en los experimentos de indirect end-labeling.

La cantidad de zimoliasa utilizada fue de 8 mg en un volumen de 5 ml de tampén
Sorbitol/Tris. Tras el tratamiento con zimoliasa, los protoplastos se centrifugaron a 3200
gy se lavaron con Sorbitol/Tris sin 3-mercaptoetanol. A continuacién, los protoplastos se
centrifugaron de nuevo a 3200 g y se resuspendieron en 3 ml de tampén NP. En el
protocolo descrito por Lantermann et al. (2009) se recomienda digerir la cromatina con
nucleasa micrococal hasta alcanzar una proporcion de un 80% - 90% de
mononucleosoma con respecto a dinucleosoma. Esta proporcién permite recuperar la
mayor parte de la muestra en forma de mononucleosoma; una digestion mayor
produciria fragmentos menores a 150 pb, lo que indicaria que la nucleasa micrococal ha
empezado a digerir incluso el DNA protegido por el nucleosoma. Para alcanzar esta
proporcidn, se trataron los protoplastos con 150 U/ml de MNase durante 45 minutos a

37 °C.

Preparacién de DNA mononucleosomal de S. cerevisiae

En el caso de S. cerevisiae, el tratamiento con formaldehido se realiz6 con una
concentracion final del 1% y tras la parada con glicina, se lavaron dos veces las células
con PBS (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, NazHPO4 8.1 mM, KH2PO4 1 mM). Al igual que con los
experimentos de indirect end-labeling de S. cerevisiae, eliminamos el paso de la solucién
de preincubacién y aumentamos la concentracién de sorbitol del tampén Sorbitol/Tris

hasta 1M.
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Las células se trataron con 10 mg de zimoliasa en un volumen de 20 ml de tampdn
Sorbitol/Tris durante 5 minutos a 30 °C con agitacién suave (60 rpm). Para obtener la
proporcion 80:20 de mononucleosoma con respecto a dinucleosoma, los protoplastos se
incubaron con 150 U/ml de MNase durante 20 minutos a 37 °C. Para todo lo demas, el

protocolo fue idéntico al de S. pombe.

Tras la digestiéon con MNase, tanto en el caso de S. pombe como en el caso de S.
cerevisiae, se extrajo el DNA con fenol-cloroformo, se precipité y se traté con RNAsa de la
misma forma que en el protocolo de indirect end-labeling. A continuacidn, el DNA se cargd
en un gel de agarosa al 1.5% en TAE y se corrié hasta que las bandas de DNA
mononucleosomal quedaron bien separadas de los otros fragmentos. Por ultimo, se
cortaron esas bandas y se extrajo el DNA utilizando las columnas de BIO-RAD (Freeze ‘N

Squeeze DNA Gel Extraction Spin Columns).

Para generar las librerias necesarias para secuenciacién, se utilizé el kit
"NEXTflex™ [llumina ChIP-Seq Library Prep Kit" (Bioo Scientific), omitiendo los pasos de
seleccion de tamafio, que no son necesarios puesto que el material de partida tiene un

tamafio homogéneo y adecuado para el protocolo del kit.

4.6. Generacion de mapas de nucleosomas de alta resolucion mediante
secuenciacion masiva

Las muestras de DNA mononucleosomal se secuenciaron en el ultrasecuenciador
de Illumina NextSeq 500 utilizando el protocolo de paired-end. La cobertura genémica de
los diferentes experimentos osciléo entre 186 y 582 veces. Las lecturas se alinearon
utilizando la herramienta Bowtie (Langmead et al. 2009) frente al genoma de S. pombe
(ASM294v2.20) o de S. cerevisiae (SacCer 3). Para la representacion de los datos, se
utiliz6 la herramienta NUCwave (Quintales et al. 2015b). Las comparaciones de
posicionamiento de nucleosomas entre distintos mapas se realizaron con la herramienta

DANPOS 2 (Chen et al. 2013).
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4.7. Inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP)

Los experimentos de inmunoprecipitacién de cromatina (ChIP) se realizaron

siguiendo el protocolo descrito por (Keogh et al. 2003).

Cultivos de S. pombe de 200 ml y DOsos = 0.5 se fijaron con formaldehido al 1%
durante 20 min a 25 °C, a continuacidn se afiadié glicina a una concentracion final de 360
mM y se incubaron 5 min mas. Seguidamente se centrifugaron a 3200 g durante 10 min a
4°Cy se lavaron las células dos veces con tampdn TBS frio (Tris-HCl 20 mM pH 7.6 y NaCl
150 mM) y una vez con tampodn de lisis (HEPES-KOH 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM,
Tritén x-100 1%, deoxicolato s6dico 0.1%, SDS 0.1%). En este punto se congeld el

precipitado celular a -80°C.

Para preparar el extracto celular, se descongelaron las células y se resuspendieron
en 500 pl de tampoén de lisis con inhibidores de proteasas y fosfatasas (coctel de
inhibidores Roche, PMSF 10 mM, NaF 10 mM, ortovanadato sédico 20 mM). A
continuacion se anadié el mismo volumen de glass beads de 450 pum y se lisaron las
células con tres pulsos de FAST-PREP a velocidad 4.5 durante 45 seg. Se eliminaron las
glass beads por centrifugacién. Para sonicar la cromatina, se ajusté el volumen de las
muestras a 1.5 ml con tampén de lisis con inhibidores. A cada muestra se le aplicaron
cinco ciclos de sonicacién de 10 min (con pulsos alternativos de 30 seg encendido y 30
seg apagado) con el sonicador Bioruptor™ (Diagenode), hasta obtener fragmentos de
DNA de un tamafio de 200 - 600 pb. A continuacion, se centrifugé cada muestra a 13000
rpm durante 10 min a 4°C para eliminar los restos celulares, y se transfirio el
sobrenadante a un tubo nuevo. Se afiadié sarcosil a una concentracion final 1% y se
cuantificé la concentraciéon de proteinas en Nanodrop (Thermo Scientific, ND-1000). Se

utilizaron 20 mg de proteina por inmunoprecipitacion.

Para la inmunoprecipitacion de la RNA polimerasa II (RNAPII) se utilizé un
anticuerpo monoclonal anti-Rpb1 (8WG16, Abcam), que reconoce la subunidad mayor de
la polimerasa. Se tomé 1/10 del volumen a inmunoprecipitar como muestra control de
DNA total (INPUT) sin anticuerpo. Las inmunoprecipitaciones se realizaron en primer
lugar incubando los extractos durante 3 - 4 h a 4°C en agitacién suave con el anticuerpo y
afiadiendo después 20 pul de Proteina G (Dynabeads ProteinG, Invitrogen) equilibrada con
tampdn de lisis y bloqueada con ssDNA de salmén (2 mg/ml). Posteriormente, las
muestras se incubaron durante toda la noche a 42C con agitaciéon constante. A
continuacion se realizaron cinco lavados sucesivos: dos con 1.4 ml de tampon de lisis,

uno con 1.4 ml de tampédn de lisis con NaCl a 500 mM, uno con 1.4 ml de tamp6n LiCl



MATERIALES Y METODOS | 85

(Tris-HCl 10 mM pH 8.0, LiCl 250 mM, NP-40 0.5%, deoxicolato sddico 0.5%, EDTA 1
mM) y uno con 1.4 ml de TE. Después del tltimo lavado, se afiadieron 100 pl de TE con 20
pg de RNasa A. En este punto, las muestras INPUT se descongelaron y se trataron
también con RNAsa A. Posteriormente, las proteinas se eluyeron mediante dos
incubaciones sucesivas con 250 pl de solucién de elucién (NaHCO3 0.1 M, SDS 1%),
durante 15 min y después se incubaron durante 6 h a 65°C. Al INPUT se le anadieron
directamente 400 pl de soluciéon de eluciéon y se incubé a 65°C con el resto de las
muestras. Tras esta incubacion, se digirieron las proteinas de todas las muestras
afiadiendo 25 pl de Tris-HCl, 10 pl de EDTA 0.5 M pH 8.0 y 20 mg de proteinasa K e

incubando a 37°C durante 1 h.

Por ultimo, para purificar el DNA de las muestras inmunoprecipitadas, se realiz6
una extracciéon con 500 pl de fenol:cloroformo (1:1) y el DNA se precipit6é durante toda la
noche a -20°C con 10 pg de glicogeno, 1/10 del volumen de acetato sédico 3 M y 2.5
volumenes de etanol 100%. Las muestras se centrifugaron a 13000 rpm durante 30 - 40
min a 4°Cy el precipitado se lavé con etanol 70%, se secé por centrifugacidn en vacio y se
resuspendié en 100 pl de TE. Finalmente, se purific6 el DNA con columnas GFX™ PCR
DNA and Gel Band Purification Kit (GE-Healthcare), eluyendo en 70 ul de TE.

Para la PCR cuantitativa (qPCR) se utilizé 1 pl de una diluciéon 1/50 del INPUT y 1

ul del resto de las muestras sin diluir.

4.8. Cuantificacion mediante PCR (qPCR)

Las qPCRs se realizaron con el equipo CFX96 Real-time System (Bio-Rad) y se
utilizaron los reactivos del paquete comercial SYBR® Premix Ex Taq™ (Takara),
siguiendo las instrucciones del fabricante y los requerimientos especificos del
termociclador. Para el analisis de datos se utilizé el programa Bio-Rad CFX Manager 2.0

(Bio-Rad).
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5. TECNICAS DE MANIPULACION Y OBTENCION DE RNA

5.1. Extraccion de RNA total

Se recogieron 25 ml de un cultivo celular de S. pombe en fase exponencial y se
lavaron las células con agua. Se resuspendio el precipitado de células en 20 pl de solucién
de extraccién (EDTA 100 mM pH8.0, NaCl 100 mM, Tris 50 mM pH8.0), se afiadieron 20
ul de una mezcla de fenol:cloroformo (1:1), 5 pl de SDS 10% y el equivalente a 200 pl de
glass beads de 450 pm de diametro. Se rompieron las células en dos ciclos de FAST-PREP
a velocidad 5.5 durante 15 seg, parando durante dos minutos para enfriar los tubos en
hielo entre cada ciclo. Se afiadieron 200 pl mas de solucién de extraccion y 200 pl mas de
fenol:cloroformo y se repitié el paso de FAST-PREP. Se centrifugé a 16000 g durante 5
min a 4°C, se recogi6 el sobrenadante y se extrajo el RNA tratando una vez con fenol, 4
veces con fenol:cloroformo (1:1) y una vez con cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Por
ultimo, se precipité el RNA con acetato sédico 0.3 M y 2.5 volimenes de etanol 100%,
dejandolo a -20°C durante 1 h y centrifugando después a 16000 g durante 45 min.
Finalmente, se elimind el sobrenadante, se lavd el precipitado con etanol 70% y se

resuspendié el RNA en 30 pl de H20 tratada con DEPC al 0.2%.

Para la sintesis de cDNA, se trat6 1 pg de RNA total con DNasal (1 U/ml,
Invitrogen), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Posteriormente, se utilizaron
400 ng del RNA tratado con DNAsal para la reaccién de transcripcion reversa con el kit
comercial iScript Reverse Transcription Supermix for RT-qPCR (Bio-Rad). Los niveles de

cDNA se analizaron a continuacién por qPCR (Apartado 4.8).
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Construcciones de la Figura 8

ura4 1_6
Integrado en S. pombe (Chr3:115780..116575)

TTAGTGTTGGCTCAAGCGCTGTTGGTACGCTTTCCAGCCGGCCTCGCGGTAGCGTTTAGCCTCT
ACGACCGGGTTCCTGCCGGCGCCGTATACGCCCCTGCCGACGATAATAATGTCTGAGCCACAAT
TGACGATTACCTCCTCCGGCGTCCTGTACTGTTGGCCTAATCCATCGCCCTTGACGTCTAGTCC
TATGCCCGGACTCATCGTGATATAATCTGACTGCAAATTCGGGAACCTCCTGCCCGCGATGAAT
CCGAAACAGAAGTCAGTGTGTTTTTCGAACCACTCGAGTGTCTTTTCCGTATAACTGCCCGTCG
CTAGGCTTCCCTTACTGCTCATCTCTGCTAGCAATAGTAAGCCCCTGCCTAGCGGCAGGCCGAC
CTCCTTTAATCCCTGGATGATGCCTTCACCCGGTACGGTGTGACAGTTCGTTATGTGCGCCCAG
CTCGCGATCTTATATACGCCGCTCGCGTACTGCAATTTAACAGTGTTGCCGATATCCGCAAACT
TTCTGTCTTCGAATATCAAGAACCTGTGTTTCTTGCCGAGTGCTACTAACTTCTCGACCATGTC
TTGATCAAAGTCTTCTACGACATCGATGTGCGTTTTAATGACGCATACGTATGGCCCGATCTT
GTCGACTAGCTCGAGTATCTCACTCTTTTTAGTTAGGTCTACAGCTACGCTTAGATTTGACTG
TTTCTCCTCCATTAGCGCTAGTAGCTCTTTAGCGATCGGGTTCTTCATACCTTCCGCGCGCGCG
CTGTATGACTGGAACACGCGCGCGTCCAT

ura4 1_3
Integrado en S. pombe (Chr3:115780..116575)

TTAATGCTGAGAAAGTCTTTGCTGATATGCCTTCCAACCAGCTTCTCTATATCTCTTGGCTTCG
ACAACAGGATTACGACCAGCTCCATAGACTCCACGACCAACAATGATGATATCGCTACCGCAG
TTTACAATCACTTCTTCAGGAGTACGATATTGCTGTCCCAGCCCGTCTCCTTTAACATCCAAGC
CGATACCAGGGGACATAGTTATGTAGTCGCTTTGAAGGTTAGGAAATCGACGACCAGCTATAA
AGCCAAAGCAAAAATCGGTATGCTTCTCAAACCATTCTAAGGTTTTCTCTGTGTAGGAACCAG
TAGCCAAAGAGCCTTTGGAAGACATTTCAGCCAAAAGCAAGAGACCACGTCCCAAAGGTAAAC
CAACTTCTTTGAGGCCTTGTATGATGCCTTCACCCGGTACGGTGTGACAGTTCGTTATGTGCGC
CCAGCTCGCGATCTTATATACGCCGCTCGCGTACTGCAATTTAACAGTGTTGCCGATATCCGCA
AACTTTCTGTCTTCGAATATCAAGAACCTGTGTTTCTTGCCGAGTGCTACTAACTTCTCGACCA
TGTCTTGATCAAAGTCTTCTACGACATCGATGTGCGTTTTAATGACGCATACGTATGGCCCGA
TCTTGTCGACTAGCTCGAGTATCTCACTCTTTTTAGTTAGGTCTACAGCTACGCTTAGATTTGA
CTGTTTCTCCTCCATTAGCGCTAGTAGCTCTTTAGCGATCGGGTTCTTCATACCTTCCGCGCGC
GCGCTGTATGACTGGAACACGCGCGCGTCCAT

ura4 3_ 4
Integrado en S. pombe (Chr3:115780..116575)

TTAATGCTGAGAAAGTCTTTGCTGATATGCCTTCCAACCAGCTTCTCTATATCTCTTGGCTTCG
ACAACAGGATTACGACCAGCTCCATAGACTCCACGACCAACAATGATGATATCGCTACCGCAG
TTTACAATCACTTCTTCAGGAGTACGATATTGCTGTCCCAGCCCGTCTCCTTTAACATCCAAGC
CGATACCAGGGGACATAGTTATGTAGTCGCTTTGAAGGTTAGGAAATCGACGACCAGCGATGA
ATCCGAAACAGAAGTCAGTGTGTTTTTCGAACCACTCGAGTGTCTTTTCCGTATAACTGCCCG
TCGCTAGGCTTCCCTTACTGCTCATCTCTGCTAGCAATAGTAAGCCCCTGCCTAGCGGCAGGCC
GACCTCCTTTAATCCCTGGATGATGCCTTCACCCGGTACGGTGTGACAGTTCGTTATGTGCGCC
CAGCTCGCGATCTTATATACGCCGCTCGCGTACTGCAATTTAACAGTGTTGCCGATATCCGCAA
ACTTTCTGTCTTCGAATATCAAGAACCTGTGTTTTTTACCTAAGGCCACCAGTTTTTCTACCAT
ATCCTGGTCGAAATCCTCGACAACGTCAATATGTGTCTTGATAACACAGACATAGGGTCCAAT
TTTATCTACCAATTCTAAGATTTCGGATTTCTTCGTCAAATCGACCGCGACTGACAAGTTGCT
TTGCTTTTCTTCCATCAAAGCCAACAATTCCTTGGCAATGGGATTTTTCATCCCCTCAGCTCTA
GCTGAATAGCTTTGAAATACTCTAGCATCCAT
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Construcciones de la Figura 10

ura4 1_6 random
Integrado en S. pombe (Chr3:115780..116575)

TCACATCCTTGCGCCTGATGTCACTTAATTCTAACATACATTAGAAATCCCGGTTACGAATCT
AATCGCGATAGCATTGATCCATCGCGATACTATTCAATCGAGGGAATGATCGTCTATTACAAA
CTATACGTCCTTAAAATGCCTTAATAGGAAAAACTGTTTCCGCTACCCGTATGACCTCCTGGTC
GATCCGTTAATATAATAGAAGGACACGTGGAACACTAAAGGATGGAGTGAGGGAAGCGAATC
CCTTTAATATCAGCATCCGACATATCAACATACAAGGGTTCCGAAACTATATCCTCTAAGCGC
TCAAGATACTCGTACACTACGTCCTTTTAGTCTAGCCGGACCGCGCCCTGAACCACTAGGTTCC
TCAATTTTTATTATCATATCAGCAATGTGAGACTCGCCCGCGTATCATTAGTCTGAAAGTCAA
CGCTACCTACATGCGCTCTCATCGTGCTTAGTACCCCCCGTTGCCTATATCCCCAACGCCTTTG
GGTCTTGGCAAAATATTTTATGTAGAATAACATATAACAGTGGATTGAGCTCTTAGATTAAGA
ATTCTAGCCTATTTGGCGTCAAGACTAAGGATACTAAGGCAATTACTTAATTCGATGCGTTGG
CGCAAGCCTGGTGCTACCTAAATATACTATTGGGACAGTTCCGCTATCCTAGCCCTAATGCCAT
CTCCTTTCCCAATCATGATCTCCGATAGTTCGAACCTAATGATTGAGACGGTCAACAGCCTTTC
ATGACTAACTGTATCTCCGATTATTAGCGGAACAT

ura4 3_4 random
Integrado en S. pombe (Chr3:115780..116575)

TTAATGCTGAGAAAGTCTTTGCTGATATGCCTTCCAACCAGCTTCTCTATATCTCTTGGCTTCG
ACAACAGGATTACGACCAGCTCCATAGACTCCACGACCAACAATGATGATATCGCTACCGCAG
TTTACAATCACTTCTTCAGGAGTACGATATTGCTGTCCCAGCCCGTCTCCTTTAACATCCAAGC
CGATACCAGGGGACATAGTTATGTAGTCGCTTTGAAGGTTAGGAAATCGACGACCAGCGCACG
TTGCCGTGGAACTGTACGGTCTAACGTACTTTCCCTCCAACTTACTGACATTATTCGCATGGGG
ATCTATCTAGAGCAAAAATACGGTATTCCTTTAATGAGTCAAAAAAAGAGGCTTGTCACGGCA
ATCAAGCCACAGTGTGACCACCCCGATCGAAAGGCATAAGTAGTGGAATTCAGTTCTAAATTC
TATGTAAGCCAGTGAAGATCAAATTTTACAAGGACGATACATATATAAACCAGTCGTTAGGCA
AGTTATGCTTACCATACTTAACGAGCCCTCACTAGTTTTACCTAAGGCCACCAGTTTTTCTACC
ATATCCTGGTCGAAATCCTCGACAACGTCAATATGTGTCTTGATAACACAGACATAGGGTCCA
ATTTTATCTACCAATTCTAAGATTTCGGATTTCTTCGTCAAATCGACCGCGACTGACAAGTTG
CTTTGCTTTTCTTCCATCAAAGCCAACAATTCCTTGGCAATGGGATTTTTCATCCCCTCAGCTC
TAGCTGAATAGCTTTGAAATACTCTAGCATCCAT
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Construcciones de la Figura 12

ura4 Shuffled
Integrado en S. pombe (Chr3:115780..116575)

TTAATGTTGAGACAAACGTTGTTGATAAGCTTTCCAACCAGCTTCTCTATAACGTTTAGCTTC
GACGACAGGATTTCTACCAGCACCATAGACACCTCTACCGACAATGATAATATCAGAACCGCA
ATTTACGATAACTTCCTCAGGTGTACGATATTGTTGACCCAAACCATCACCCTTTACATCCAAA
CCAATGCCAGGAGACATTGTTATATAATCAGACTGCAAATTGGGAAAGCGTCTTCCAGCAATA
AAGCCAAAGCAAAAATCTGTATGCTTCTCAAACCATTCCAATGTTTTTTCAGTATAGGAACCA
GTAGCCAAGGATCCTTTGCTGGACATTTCAGCCAACAACAACAACCCTCTTCCTAAAGGTAAT
CCTACTTCCTTAAGTCCCTGGATTATCCCTTCTCCAGGGACGGTATGGCAGTTGGTAATATGAG
CCCAGCTAGCAATTTTATAAACGCCGCTTGCGTACTGTAATTTCACAGTGTTTCCGATATCAGC
AAATTTACGATCCTCAAAGATAAGGAAACGATGTTTCTTACCCAATGCAACAAGTTTTTCTAC
CATATCTTGATCAAAGTCTTCCACGACGTCTATATGGGTCTTAATAACACAAACGTAGGGGCC
AATTTTGTCAACAAGCTCTAAGATTTCTGACTTCTTCGTCAGGTCCACAGCCACTGAGAGATT
GCTTTGCTTTTCCTCCATTAGGGCCAGGAGCTCTTTGGCGATTGGGTTCTTCATGCCTTCTGCT
CGGGCAGAGTAGGACTGGAAGACACGCGCGTCCAT

Construcciones de la Figura 14

2IGR
Integrado en S. pombe (Chr1:2753584..2753879)

GGTACTAATATCAACATTTAAAATGTGATTTGGTTCTTTATCTTATGTAACCTTAGAAATAAT
TTTTTATACGACAAATAACTTGTGGCCTTGTAACATCGGTATAAACAATTTCATTAATATTAA
ATATTAATTATACAGAGTACAGTTCAAATCTAAAGTAGTTCGCAACTCTACTCTCGCATCCTC
TCGATAAACAAACATAGAAGTAATACAAAAGCCAGAAATTGCTCTAAAAATGAATTTTGTACC
GTAGGTATCCTTTGTGTTACCGCATATAAATACTGATACGAAG

3IGR
Integrado en S. pombe (Chr1:5024357..5024797)

TTCATTCTATCGTAATTATCAGAGACTCTATAATCGTTTATAATCAAGAACTAATACTACAAA
TACAGAAGAAATATCAATTATTTCGAAGTATATATTTTAATATCTTTCTAGCCACACTCCATC
AAAAAAGTTAGCTAAATTTACTAAGTATTAACTTAAATACACATCTTCAAATATTAAACTTTA
TGGAAAAATATACACAAATATAAAAACAGATAATTTTAAAAAAAGTAGAAATTTTAATAAAT
TATACTGACCTCAATTTATTTGACCTAAGTAAAGACTCCGAACTATAATATACACATAAATTA
CCAACTCATTATCTTTTTTTAAGTACAAATTCACGTTTCCCAATAATAAAACTGTCAACAAAA
TATGGCACTTGATGTAAGTAAACCTTGAAAACTGAGTATAAAATATCCATCTAGATTAGTTAA
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Construcciones de la Figura 15

Puzle (1)
Integrado en S. pombe (Chr3:115780..116575)

TTAATCCCATTTCAAACATTTTGAAAGAAAATCAAGGAAAGAAGCCTGCTTTGTGTTTAGAAG
CTGACTAAATGTTCTAGTAGATGGAACATCACTGGGAAGAAAAAAAGGAATGACAGGAATTT
GAGAATACGCATCAATTGCAGCTTGTTTTAAAGTTGCAGCACTATTTTCCGACGGAGTTTGAG
AATCCTTCGTTGCTTTTGGAATTGAAAAAGACCTTTGGTGTGACTTATTGGTATTTTTTAGTA
GAACAAGAGCATTCTGTCTCCATTCGCACAAAAAACTTTTCAAGTTGATGTTAAGAGCAATGT
GGACATCTTGCTCCTTCCTAGTGAGTACATGAAAAAAATCTCGTAGTACATCTAAGTTCGAAA
AATCGCCTTGAGAAAAATAGTTTTTCAATACTAGGAGATCGCTATCCAGAATGCAGACCTTAT
CAAACTGTGTTTGCTCAAATACACTGAGTTTTGTGAACATGTATTGATAACGATAACTGCCCA
TGCCAATAGACAAACCACTTTCAATTAAGTCTTCAGTTTTAATTTGGTCCAATGTATCTTCAA
CAGCAATTTGTAATTTAGTGAGCCAAAATTTCCTCTCCTGCTCTTCATTGGTTTCCGAGTCCTT
AGACAAAGCCTTTAACTCCTTCTCAAGGTTTTGACGCATTCTGTATCTGGCGATTTTTAGAGT
CCTTGTATCTATAGTATCAAATTTTTGTGTCTTAAGCTTTTTATGCAGATGCAGTTTCGTTGC
ATCAATTTCATGCATAACCTTTCCCCCATTTATTTCCAT

C-
Integrado en S. pombe (Chr3:115780..116575)

ACGTTGCGGGGTTGTCGAAAAGAACAAGCAATACATTACAGAACTAATAATATATGAGTATAT
CATTTATCATCGCATTAAACTTTGGTGAGGAACAAAACCTGTTCAATGAGTCCAATTATGATT
CAAAGGAGTATCATTAACGTCCTTTGGCCTGATCAATTAATGGCAATTGGGTAAGAGGTCCCT
GGCGTGTTATATACTGATAGTATTGGAGTGAAATGATGATTTCGATGATTTAGTATGGTCAGG
TAGTCATTGATTGAAGAGTATACTACTAGAATCCTTGACCAAACTCTGTATTTTTCAAGATAC
AGGGAGTCAAATCACGCAAAACTCTTAAGCAAACACTTTCATAGATTAGACCGTAATAATGAT
CCTTTTTATAAGGAACCGTAAGTGTATTTACTCCGAGATTCATCAGTCGACACTAACATCCGA
TGCTCTTTTGCAATAGGTTCAATGACGCGATTCTATACATAACATTTAAATGAATATGGTCCG
GTAACTAACTCCATTTTTTATAAAAAACTGTCGGCGGTATTACTATCAATTCTCATGCTTCTG
GCTCCCTTTACACGAGTTTCATCGAGATGTCAGCACTAATTCTTCTAAGTGTGCCGTCGATCCC
TCTGATGTAGCTTGACATAATGTTTTTATACCGCATAGTTTTTGAATTGATACTCACCATGTT
ATGTCTCAGTTAAGTTTCATTCATCATTTCTTTTTAAAATAGATTTCTCCATGATAATATATT
GCCTCCTTCACGTTTACATTTCGGTCTCCATGGCTAGT

Puzle (2)
Integrado en S. pombe (Chr3:115780..116575)

TTAATCCCATTTCAAACATTTTGAAAGAAAATCAAGGAAAGAAGCCTGCTTTGTGTTTAGAAG
CTGACTAAATGTTCTAGTAGATGGAACTATTTTTCTCAAGGCGATTTTTCGAACTTAGATGTA
CTACGAGATTTTTTTCATGTACTCACTAGGAAGGAGCAAGATGAACATGTATTGATAACGATA
ACTGCCCATGCCAATAGACAAACCACTTTCAATTAAGTCTTCAGTTTTAATTTGGATACAAGG
ACTCTAAAAATCGCCAGATACAGAATGCGTCAAAACCTTGAGAAGGAGTTAAAGGCTTTGTCT
AAGGGTGCTGCAACTTTAAAACAAGCTGCAATTGATGCGTATTCTCAAATTCCTGTCATTCCT
TTTTTTCTTCCCAGTGATGTTTTTCAATACTAGGAGATCGCTATCCAGAATGCAGACCTTATC
AAACTGTGTTTGCTCAAATACACTGAGTTTTGTGTCCACATTGCTCTTAACATCAACTTGAAA
AGTTTTTTGTGCGAATGGAGACAGAATGCTCTTGTTCTACTAAAAAATACCAATAAGTCACAC
CAAAGGTCTTTTTCAATTCCAAAAGCAACGAAGGATTCTCAAACTCCGTCGGAAAATAACTCG
GAAACCAATGAAGAGCAGGAGAGGAAATTTTGGCTCACTAAATTACAAATTGCTGTTGAAGAT
ACATTGGACTATAGTATCAAATTTTTGTGTCTTAAGCTTTTTATGCAGATGCAGTTTCGTTGC
ATCAATTTCATGCATAACCTTTCCCCCATTTATTTCCAT
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Construcciones de la Figura 16

ura4 Dyad
Integrado en S. pombe (Chr3:115780..116575)

TTAGTGTTGGCTCAATCTTTGCTGATATGCCTTCCAACCAGCTTCTCTATATCTCTTGGCTTCG
ACAACAGGATTACGACCAGCTCCATAGACTCCACGACCAACAATGATGATATCGCTACCGCAG
TTTACAATCACTTCCTCCGGCGTCCTGTACTGTTGGCCTAATCCATCGCCCTTGACGTCTAGTC
CGATACCAGGGGACATAGTTATGTAGTCGCTTTGAAGGTTAGGAAATCGACGACCAGCTATAA
AGCCAAAGCAAAAATCGGTATGCTTCTCAAACCATTCTAAGGTTTTTTCCGTATAACTGCCCG
TCGCTAGGCTTCCCTTACTGCTCATCTCTGCTAGAAGCAAGAGACCACGTCCCAAAGGTAAACC
AACTTCTTTGAGGCCTTGTATAATACCCTCGCCTGGCACTGTATGGCAATTTGTGATGTGCGCC
CAGCTCGCGATCTTATATACGCCGCTCGCGTACTGCAATTTAACGGTATTTCCAATGTCTGCGA
ATTTGCGATCCTCAAAGATAAGAAAACGATGCTTTTTACCTAAGGCCACCAGTTTTTCTACCA
TATCCTGGTCGAAATCCTCGACAACGTCAATATGCGTTTTAATGACGCATACGTATGGCCCGA
TCTTGTCGACTAGCTCGAGTATTTCGGATTTCTTCGTCAAATCGACCGCGACTGACAAGTTGCT
TTGCTTTTCTTCCATCAAAGCCAACAATTCCTTGGCAATGGGATTTTTCATCCCTTCCGCGCGC
GCGCTGTATGACTGGAACACGCGCGCGTCCAT

ura4 Linker
Integrado en S. pombe (Chr3:115780..116575)

TTAATGCTGAGAAAGTCTTTGCTGATATGCCTTCCAGCCGGCCTCGCGGTAGCGTTTAGCCTCT
ACGACCGGGTTCCTGCCGGCTCCATAGACTCCACGACCAACAATGATGATATCGCTACCGCAGT
TTACAATCACTTCTTCAGGAGTACGATATTGCTGTCCCAGCCCGTCTCCTTTAACATCCAAGCC
GATACCAGGGCTCATCGTGATATAATCTGACTGCAAATTCGGGAACCTCCTGCCCGCGATAAA
GCCAAAGCAAAAATCGGTATGCTTCTCAAACCATTCTAAGGTTTTCTCTGTGTAGGAACCAGT
AGCCAAAGAGCCTTTGGAAGACATTTCAGCCAAAAGCAAGAGACCACGTCCCAACGGCAGGCC
GACCTCCTTTAATCCCTGGATGATGCCTTCACCCGGTACTGTATGGCAATTTGTGATATGAGCC
CAAGAAGCAATTTTGTACACACCAGATGCATATTGTAGCTTGACGGTATTTCCAATGTCTGCG
AATTTGCGATCTTCGAATATCAAGAACCTGTGTTTCTTGCCGAGTGCTACTAACTTCTCTACCA
TATCCTGGTCGAAATCCTCGACAACGTCAATATGTGTCTTGATAACACAGACATAGGGTCCAA
TTTTATCTACCAATTCTAAGATTTCGGATTTCTTCGTTAGGTCTACAGCTACGCTTAGATTTG
ACTGTTTCTCCTCCATTAGCGCCAACAATTCCTTGGCAATGGGATTTTTCATCCCCTCAGCTCT
AGCTGAATAGCTTTGAAATACTCTAGCATCCAT

ura4 Int
Integrado en S. pombe (Chr3:115780..116575)

TTAATGCTGAGAAAGGCGCTGTTGGTACGCTTTCCAGCCAGCTTCTCTATATCTCTTGGCTTCG
ACAACAGGATTACGACCAGCTCCATAGACTCCACGACCGACGATAATAATGTCTGAGCCACAG
TTTACAATCACTTCTTCAGGAGTACGATATTGCTGTCCCAGCCCGTCTCCTTTAACGTCTAGTC
CTATGCCCGGACTCATAGTTATGTAGTCGCTTTGAAGGTTAGGAAATCGACGACCAGCTATAA
AGCCAAAGCAGAAGTCAGTGTGTTTTTCGAACCATTCTAAGGTTTTCTCTGTGTAGGAACCAG
TAGCCAAAGAGCCTTTGGAAGACATTTCAGCTAGCAATAGTAAGCCCCTGCCTAGAGGTAAAC
CAACTTCTTTGAGGCCTTGTATAATACCCTCGCCTGGTACGGTGTGACAGTTCGTTATGTGAG
CCCAAGAAGCAATTTTGTACACACCAGATGCATATTGTAGCTTGACGGTGTTGCCGATATCCG
CAAACTTTCTATCCTCAAAGATAAGAAAACGATGCTTTTTACCTAAGGCCACCAGTTTTTCTA
CCATGTCTTGATCAAAGTCTTCTACGACGTCAATATGTGTCTTGATAACACAGACATAGGGTC
CAATTTTATCTACCAATTCGAGTATCTCACTCTTTTTAGTTAGATCGACCGCGACTGACAAGT
TGCTTTGCTTTTCTTCCATCAAAGCCAATAGCTCTTTAGCGATCGGGTTCTTCATCCCCTCAGC
TCTAGCTGAATAGCTTTGAAATACTCTAGCATCCAT
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Construcciones de la Figura 17

6nuc oct
Integrado en S. pombe (Chr1:5075934..5076896)

TCATGTACTAGAATTTCATACTGCGTGTCTCGAATTCGACAAGCGTATTCAAGTATGTGCACC
GTTTTTCTAATAAAAAATTTGCTATAAAGTGTTTTAAAAACTATTCACATCTACTCAGTCTTT
CAGCCTTGTTTTATTCATTATATGCCGCCTGTAAGGAACATATATAGAAGTGCTGTGACTCTT
TATTTTATTTCAAATTTTCTTTTCCTTTATTTTTTTTATAAATTTGCATAAAAAAAGAAAGAA
CCTGCTCGTGAATTCTGTCTTTATTTATGCCTCACTACTGATATACTATATACATAATAGAAA
ACCTCGTTCTTTCCAGCATTCCTCAAGGTGTTAGATTATCCCATGAATTATAAAGGAATATTG
GAAATAGTATTTATGAATTATCAGTAACATCAATTGATTTTTTTTTTGAATAAATTTTTATAC
TTTTTACCGTTGTGTTTGGTTTCCCTCTGCATTGAACTAACCATGTCCAAATCTGACGCAGTTT
CTCGCTTGTTGGCAGAGATTTCTGCTCAGCAAAGCCAAAAACAAGTTACTCCAGAACTTCCTT
ATCCTACGTCTAGTGGCATAATAAACTTGAACGATCCTAATCCATCATTGGGAACATTCGTCC
GTCTTTATGATCCTACTTTCTCTTCCCAGATCTATCAAGACACCTCGACGGGGACCGCTCCTGT
AAACCCGTCTGCCTATCATCCACCGAACCCATCTGTCTCCTTAAAAACTTCGTATTCGTTTCCT
GTCAAAAGCTGCTATGTGGGCATGCTCATTGGAAAACGCGGCGAAAAGCTCCAAAAAATGGAG
TCTGCCACAAAGACAAGAGTACAATTTATGCCTGAAACCACTTCCAAACCAGGCGAACGAACA
GCTATCATTACCGGCCAAACCG

é6nuc jap
Integrado en S. pombe (Chr1:5075934..5076896)

CTCAATAAACCACAGAAAACTCGACGAAAAGCAATAATCGGGATTGACGTCTCGCGATTCCGG
AAAAGAGACGAGACAAACAATTGCACTAATATTATCATTTTTAGCTTTTTAAAATTTGCCGCG
ATTTTTTCTGTTTTTTATTTATTTTTTCTGTTATTTTGGAAATAATAAAAAAATAAAAAAAAT
CATCATTCACCAATTATCTACGAACTTCCTCAACTGTTTATGGAATTTTCTCCAGATATTTCAT
AAAAAATGCCTCTAAACTTATTAAAGCACAAGAGCTGGAATGGTATGGGACCAAATAGAATAC
AGGTGATAACTTTACAGTCTACAGTGAAAAAAACCGTGAACGTGTGGAAAGGGATGAAGAGT
TGGCACGCTTAGAAGCTGTGGAAGCAGCAAAAGCCGCGTCCTGGAGTGTACGAAACGAATCAT
TAGAGTGCCTGTTGCCTTGCTAACTCTCGAAACTATAAAGCGACAAGGAGAGAAATTAACAGA
ACTACCTAATGTGCGAACATCATCACATGCCAACTTTTGGGAAAAAGAGGAACGCGAAGTATG
TCAGTGCATTCTAACTATACATGCTAATAGGCCAATTCAAGCATCTGGAACATGAACGCTTTC
AGCAGGAGCACAAGCGAGAGCTGGATGCGATGAAAGAAAGACACGGACTGGGTAAGAAACAC
GTTTCAACTTTTGAACGATGCCGCTTTCGCCCGACTCTTACAGATTTTATGTACTAACTACCTG
TAGGGCCGCTTCCATGGTATGCGACATCGCCATCAAAAGAAGACAATAATCTCGATCCACAAT
TACCCATCAAGTCTGTCAAAGGTTCCAGCCTAGAAGACCCTCTGGCGTTCATGAATCGTGTGTT
GAGCACAAAACAATCACAAGATTCTAAAACAACGGCCTCTGCTTCCCATAAACGTT
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ura4 S. octosporus
Integrado en S. pombe (Chr3:115780..116575)

TTATTTTTTGGTAAGACGTTCTTGGTAGGCATCCCAGCCTGCTTTTTTGTAACGTTGGGCTTC
AACTACGGGATCCCGGCCAGCACCATAGATTCCACGGCCAACGATGATAATATCGCTGCCACA
ATTCACAATAACTTCATGAGGTGTACGGTATTGCTGGCCCATACCGTCGCCTTTAACATCCAA
TCCAATACCGGGAGACATAGTGATAAAGTCATGCTGAAGATTGGGGAAACGACGGCCGGCAAT
GAAGCCAATGCAAAAGTCGCTATGTTTTTCAGCCCATTCTAAAGTAGTTTCTGTGTAAGAACC
AGTGGCCAGACTTCCTTTAGAAGACATTTCCGCCAAGAGAAGCAAGCCGCGACCAAGAGGTAA
ACCAACTTCTTTCAAACCCTGAACAATGCCTTCTCCAGGGACAGTATGACAATTAGTAATGTG
AGCCCAAGAAGCAATTTTGTAAACACCAGAAGAGTATTGGAGCTTGACGGTGTTTCCAATATC
GGCAAACTTACGGTCCTCAAAGATGAAGAATCGATGCTTCTCGGAAAGGGCGGTCAATTGCTG
AACAAAGTCTTGATCAAAATCTTCAATGACATCGACATGCGTCTTAATGACACAAACAAAAGG
ACCAATTTTTTCGATGAGAGCAAGGATGTCAGCTTTTTTTGTCAAGTCGACGGCAACAGACAA
ATTCGATTGCTTTTGCTCCATTAAAGCAAGCAAAGCCTTTGCTAGAGGGTTACTTAACCCATC
TGCTCTTTGTGAATATTGGTAATTGAGTCTAGCATCCAT

ura4 S. japonicus
Integrado en S. pombe (Chr3:115780..116575)

TTACTGCTTGGAAATGCGACGCTGGTAGGCCTCCCAGCCGGCCTTTCTGTAGCGCTCAGCTTCT
TGAGCAGCATCACGGCCGCTGCCGTAGACACCGCGACCGACGATAATGATATCGCTCTGGCTCT
CACAGATCACTTCCTCTGGTGTACGGTATTGTTGACCAAGGCCATCGCCCTTAACGTCCAAACC
GACACCGGGTGTCATGTGAATAAAGTCGCTCTTGAGACCGGGGAAGCGGCGTCTGGCGATAAA
ACCCATACAGAAGTCGTTGTGCTTCTCAGCCAATTCCAATGTGGCTTGTGTGTAGCTTCCAGTG
GCCAGGGTTCCCTTCGAAGACATCTCAGCCAAAAGCAACAAACCACGACCCAAGGGAAGACCA
ACTTCCTTCAAACCGCTAATAATACCCTCACCGGGAACAGTGTGGCAGTTGGTGATGTCAGCCC
AAGAAGCAATCTTGTACACACCAGCAGAGTACTGAAGCTTGACAGTGTTGCCAATGTCGGCAA
ACTTGCGATCCTCAAAAATCAAAAACTTGTGCTTCTCAGCCAGAGCAACCAGCTGTTGGACCA
TGTCTGCGTCAAAGTCCTCCACAATGTCAATGTGAGTCTTCAACAAGCAGATCGAGGGACCAA
TCTTGTCAACGAGTTCCAGGACTTGGTTCTTCTTCGTCAAGTCCACAGCGACCGAGAGGTTTG
ACTTCTTCTCGTCCATCAAACGCAGCAACTTCTTGGCGACTGCATTAGGATGCACATTGGCGCG
CTCCGTGTACGTTTTCAAGGCGATGTCCGACAT
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Seq-Sp
Integrado en S. pombe (Chr1:2753729) y en S. cerevisiae (Chr4:81465)

CCAGGAAGAATGAGAGCAGGACTCTTCCTCTGAAACCTCGACGGAATTCCAGCAGAAAGTAAA
TGTAGTTTAAGAATTAGACCTAGACTTCCTCTCACTTACTCTTGGGCTTGAGGTGAGTGGGAT
GCTGGTGGTGATACTCCTGATGATGAACAATCAGCAGCATAAGGAGTCAGAAACAGCGCATGG
GGCACAAACGCAAGCGCAATAGCAAGAGGACCAGCTAAATATTGTAGAAGAGTTAGATGTGGT
CTTCCTCTGCACAATTCGGACAAGACTTTGGGTACTGTTCGTGGTAGGGGTCCCAGATAAGCA
CCATGGAAAAGAACAGGAACAAACGCATGAAGAAGCTGACTTTAACATTTAAGTGTACAAGG
AGTAAGACCTTTATATCCTGGTCTTGAAGGCTGAAGGGACATCTGGCAGACTGCGACTGCTTG
TAAGGCTCGTCCTCCTCGTACAAGACTAACAAGAGGACTCAGACACATCAGCAGATGCCAGCC
ACACGGATTATGTGGAACATCAAGAAGAGGATTAGGTTTACCTGAAGAACAAGTTCTTCGTCT
CTCTACTCTTCATGCTCCTGAGGGTGTTCATATTAGAGCTGCTCCCGGTAGAAGACCAAGAGA
AGAACCAGGAAAATGAAGAGCAAGCGTCGCATTCAGCATATAAGTAGTAGTATGGAGATGTA
GATTACAATTAATTTTTCATTCTGTCTCTGTTGGTCGTTCTGGTGCTTTGTCTCATTTTGGTGC
TTTTTTAGCTTTTGGACTAGGACCAACATGCTCACACGCAGTCAGACTCGCAAGAGCACCAGA
AGGAGGATTAATGATGAGAAAATTACCTGGTATTGTTTGTATCTGTGGGAATCGCTTTCTTGA
GCGTTTTCGTGATCGTTGTAATTCTGGTTTTTTTTACCCGC

Seq-Sc
Integrado en S. pombe (Chr1:2753729) y en S. cerevisiae (Chr4:81465)

TATAGTTTCTGACGATACCTAAGAAAAAAACTTACCTAAGCACGCCAAGCCCCCGCGCGAGGC
CCTGGGGGCCCACGGAACGGCATGGGCTGGTGCCAGCCGCCACATCCGTCCAAGGGTTAGCGGC
TTTCCTTTTTTGTATGTACTATAAGATATTTATTCAACGTCTAAGTGATAAAATATGTAAAAA
AGATGCAACAACGAGCACTCCATCGGGCTGACGCGAGCGGTGCTTTCCAGCACACCAGGTTGG
TGTGAACCGTCAAGGTGCGACGACCTCCCCGGGCTTTGCCGCATTATATGTGTTTAGATAAAC
GTATTTAAGGATATCTTCTACATGAATATATAGCTTCTAGAAAAAAAAACGTGAACGCATCGT
GGCGTCGCTACGCAGGGCATCAGTTCGAGGAGCGAGCAGGCCGCGTAAAGTGCGCCCGTCGCTC
CGGGTGCGTCGTTGCGTGTGTTAGATTTTCATTATATGAAATTGTTATCTCTCACGATACGCA
GGTTATATTAAAAAGCTCAAAGGAGATCCTAAAGCGCCCCAGGTCCAACCACACAGGAGCACA
CTCACCAGTCCGAGGGTTTGCGTGGCCGAGCCAACGGTGGGTGCACGCGGCCACCGTCGTCTGC
TTTGATTTTACAACAATTATGAGACATGTTAATTAATTTGATAATAAGAATTCTATGAAAGG
ACGACGCAATGACGCGCCCTACAGCCCACCCTCCCCCCTCCGATGGGAGGTGGCATGTTGTGAG
ACGTCGCCCCCTGGCGAGATGTTGAGGTACTTTGCCTCAGCTATTACATATCTTATTTGTTATT
ATATTGTGGAAATGACGAGGAAATAATGCAAAGCGAAATAAAAAGGCAATACAGACAAGACC
GCCACCTCCGCGTTCGAGTACAACTCCATCGAGTCCACCACACCCTGGCTGTGAGCTGGTCTCG
GACGGCTAGGATTTTTTTTTATCTTTCTATAATATTAATAACTAGACGTATTAACTCGCCCGC
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ura4 S. octosporus Remasterizada
Integrado en S. pombe (Chr3:115780..116575)

TTATTTTTTAGTTAATCTTTCTTGATAAGCATCCCAGCCTGCTTTCTTGTATCTCTGTGCTTCT
ACTACTGGATCTCTTCCTGCTCCATAGATACCACGACCAACAATAATAATATCAGAACCACAA
TTCACAATCACCTCATGAGGAGTTCTATATTGTTGACCCATTCCATCTCCTTTTACATCTAGTC
CTATTCCTGGGCTCATTGTGATGAAGTCATGTTGTAGATTTGGGAATCTTCTGCCAGCAATAA
AACCAATACAAAAATCAGAATGCTTCTCAGCCCACTCAAGAGTAGTCTCAGTATAAGAACCAG
TAGCTAAAGATCCTTTTGAGCTCATCTCTGCGAGGAGGAGGAGTCCTCTTCCTAGTGGTAATC
CTACTTCTTTTAGTCCCTGTACAATACCCTCACCAGGAACAGTATGACAATTCGTGATGTGAG
CCCAAGAAGCAATTTTATAAACTCCAGAAGAATATTGAAGTTTTACTGTGTTTCCTATGTCTG
CGAATTTTCTGTCTTCGAATATGAAGAATCTATGTTTTTCTGAAAGAGCAGTCAATTGTTGAA
CAAAATCCTGATCAAAATCCTCAATCACATCAACATGAGTTTTAATAACACAAACAAAAGGTC
CTATTTTTTCTATGAGAGCTAGGATGTCTGCTTTCTTTGTGAGGTCTACTGCTACTGATAGAT
TTGATTGCTTCTGTTCCATAAGAGCAAGAAGAGCCTTAGCAAGAGGATTCGAGAGGCCATCAG
CTCTTTGAGAATATTGATAATTTAATCTAGCATCCAT

ura4 S. japonicus Remasterizada
Integrado en S. pombe (Chr3:115780..116575)

TTATTGTTTAGAAATTCTTCTTTGATAAGCTTCCCAGCCTGCTTTTCTGTATCTCTCTGCTTCT
TGTGCTGCATCTCTTCCTGATCCATAGACACCACGACCAACAATAATAATATCAGACTGAGAC
TCACAGATCACCTCCTCAGGAGTTCTATATTGTTGACCTAATCCATCTCCTTTTACATCTAGTC
CTACTCCTGGCGTCATGTGGATGAAGTCTGATTTTAATCCTGGGAATCTTCTTCTAGCAATAA
AACCCATACAAAAATCATTATGCTTCTCAGCAAGCTCAAGAGTAGCTTGAGTATAAGAACCAG
TAGCTAAAGTTCCTTTTGAGCTCATCTCTGCGAGGAGGAGGAGTCCTCTTCCTAGTGGTAATC
CTACTTCTTTTAGTCCGCTTATAATACCCTCACCAGGAACAGTATGACAATTCGTGATGTCAGC
CCAAGAAGCAATTTTATAAACTCCAGCAGAATATTGAAGTTTTACTGTGTTTCCTATGTCTGC
GAATTTTCTGTCTTCGAATATTAGGAATTTATGTTTTTCTGCCAGAGCAACCAATTGTTGAAC
CATATCAGCATCAAAATCCTCAACAATGTCAATATGAGTTTTTAAAAGACAAATAGAAGGTCC
TATTTTATCTACTAGCTCTAGGACTTGGTTCTTCTTTGTGAGGTCTACTGCTACTGATAGATT
TGATTTCTTCTCATCCATAAGACGAAGAAGTTTCTTAGCAACAGCATTCGGATGCACATTAGC
TCTTTCAGTATAAGTTTTTAAAGCTATATCACTCAT
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Kan WT
Integrado en S. pombe (Chr2:4218674..4219480) y en S. cerevisiae (Chr:429302..430108)

ATGGGTAAGGAAAAGACTCACGTTTCGAGGCCGCGATTAAATTCCAACATGGATGCTGATTTA
TATGGGTATAAATGGGCTCGCGATAATGTCGGGCAATCAGGTGCGACAATCTATCGATTGTAT
GGGAAGCCCGATGCGCCAGAGTTGTTTCTGAAACATGGCAAAGGTAGCGTTGCCAATGATGTT
ACAGATGAGATGGTCAGACTAAACTGGCTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCAAGCAT
TTTATCCGTACTCCTGATGATGCATGGTTACTCACCACTGCGATCCCCGGCAAAACAGCATTCC
AGGTATTAGAAGAATATCCTGATTCAGGTGAAAATATTGTTGATGCGCTGGCAGTGTTCCTGC
GCCGGTTGCATTCGATTCCTGTTTGTAATTGTCCTTTTAACAGCGATCGCGTATTTCGTCTCGC
TCAGGCGCAATCACGAATGAATAACGGTTTGGTTGATGCGAGTGATTTTGATGACGAGCGTAA
TGGCTGGCCTGTTGAACAAGTCTGGAAAGAAATGCATAAGCTTTTGCCATTCTCACCGGATTC
AGTCGTCACTCATGGTGATTTCTCACTTGATAACCTTATTTTTGACGAGGGGAAATTAATAGG
TTGTATTGATGTTGGACGAGTCGGAATCGCAGACCGATACCAGGATCTTGCCATCCTATGGAA
CTGCCTCGGTGAGTTTTCTCCTTCATTACAGAAACGGCTTTTTCAAAAATATGGTATTGATAA
TCCTGATATGAATAAATTGCAGTTTCATTTGATGCTCGATGAGTTTTTCTAA

Kan Sp
Integrado en S. pombe (Chr2:4218674..4219480) y en S. cerevisiae (Chr:429302..430108)

ATGGGAAAAGAAAAAACTCATGTCTCTCGTCCTCGTCTGAACTCGAACATGGATGCTGATCTT
TATGGTTATAAATGGGCTCGTGATAATGTAGGACAATCAGGAGCAACAATATACAGACTCTAC
GGAAAGCCAGACGCTCCAGAATTATTTTTAAAACATGGAAAAGGTTCTGTTGCTAATGATGTG
ACTGATGAGATGGTTCGTTTGAATTGGCTTACTGAATTTATGCCTTTACCTACTATTAAACAT
TTCATAAGAACACCAGATGACGCATGGCTCCTCACAACAGCGATCCCAGGAAAAACAGCTTTT
CAAGTTTTAGAAGAATATCCTGATTCTGGAGAGAACATTGTTGATGCTCTTGCTGTTTTTCTT
CGTCGTTTACATTCTATACCTGTTTGTAACTGTCCATTCAATAGTGACAGAGTATTCAGACTC
GCACAAGCGCAGAGCAGAATGAACAATGGATTAGTAGATGCTTCTGATTTTGATGATGAGAGA
AATGGCTGGCCTGTTGAGCAGGTTTGGAAGGAGATGCATAAATTATTACCTTTTTCTCCTGAT
AGTGTAGTAACACATGGAGACTTCAGCCTAGACAACCTCATCTTCGACGAAGGAAAATTAATA
GGATGTATAGATGTTGGAAGAGTTGGAATTGCTGATCGCTATCAGGATCTTGCGATTCTTTGG
AATTGTCTTGGTGAGTTTAGTCCTTCTTTACAAAAAAGATTATTCCAAAAATATGGAATAGAC
AACCCAGACATGAACAAGCTTCAATTTCATTTAATGTTAGATGAATTTTTTTAA

Kan Sc
Integrado en S. pombe (Chr2:4218674..4219480) y en S. cerevisiae (Chr:429302..430108)

ATGGGCAAGGAGAAGACCCACGTGTCCCGCCCCCGCCTGAACTCCAACATGGACGCGGACCTTT
ACGGTTATAAGTGGGCTCGTGATAATGTCGGGCAATCAGGAGCAACAATCTACAGGCTCTACG
GCAAGCCCGACGCGCCGGAGCTGTTCCTGAAGCACGGCAAGGGCAGTGTGGCCAACGACGTGA
CCGACGAGATGGTGCGGCTGAACTGGCTGACGGAGTTCATGCCTCTTCCTACTATTAAACATT
TTATCCGTACTCCAGATGATGCATGGCTGCTCACAACCGCCATCCCCGGCAAGACGGCGTTCCA
GGTGCTGGAGGAGTACCCGGACAGTGGGGAGAACATCGTGGACGCCCTGGCGGTGTTCCTGCG
CCGGCTGCACTCGATTCCTGTTTGTAATTGTCCTTTTAACAGCGATCGCGTATTTAGATTAGCA
CAAGCGCAAAGCCGCATGAACAACGGCCTCGTCGACGCCAGCGACTTCGACGACGAGCGCAACG
GGTGGCCGGTGGAGCAGGTGTGGAAGGAGATGCACAAGCTGCTGCCGTTTTCTCCTGATTCTG
TTGTTACTCATGGTGATTTCTCATTAGATAATCTAATCTTCGACGAAGGCAAGCTCATCGGCT
GCATCGACGTCGGCAGGGTGGGCATCGCGGACAGGTACCAGGACCTGGCCATCCTGTGGAACT
GCCTGGGGGAGTTCTCGCCGTCGCTTCAGAAGCGTCTTTTTCAAAAATATGGTATTGATAATC
CAGATATGAACAAACTGCAATTCCACCTCATGCTCGACGAGTTCTTCTGA
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ATP

ChIP
dA
dATP
dC
dCTP
DEPC
dG
dGTP
DNA
dNTP
dT
dTTP
EDTA

GRF

IAA
IGR
Kb

log

mg
min
ml
MM
mM
MNase
mRNA
NDR
ng

nm

oD

Adenina
Adenosin trifosfato

Citosina

Inmunoprecipitaciéon de cromatina

Desoxiadenosina
Desoxiadenosina trifosfato
Desoxicitidina
Desoxicitidina trifosfato
Dietil Pirocarbonato
Desoxiguanosina
Desoxiguanosina trifosfato
Acido Desoxirribonucleico
Desoxinucleétido trifosfato
Desoxitimidina

Desoxitimidina trifosfato

Acido etilen diamino tetra acético

Guanina

Factor regulador general
Horas

Alcohol isoamilico
Region intergénica
Kilobase

Litro

Logaritmo

Molar

Miligramo

Minutos

Mililitros

Medio minimo
Milimolar

Nucleasa micrococal
ARN mensajero

Regidn libre de nucleosomas
Nanogramos
Nandémetros

Grado Celsius

Densidad éptica
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ORF Marco abierto de lectura

pb Pares de bases

Pol Polimerasa

PSWM Matriz de puntuacién especifica de posicion
qPCR PCR cuantitativa

RNA Acido Ribonucleico

RNAPII RNA polimerasa II

rpm Revoluciones por minuto

SDS Dodecil sulfato sédico

seg Segundos

seq Secuenciacion

SSC Citrato de sodio salino

T Timina

TAE Tris/Acetato/EDTA

TE Tris/EDTA

TF Factor de transcripcion

TSS Sitio de inicio de la transcripcion
TTS Sitio de terminacion de la transcripcion
U Unidades

pCi Microcurios

ng Microgramos

ul Microlitros
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