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Distribucion del 3H-acetato incorporado a las formas
de acetilacion de la histona H4 de nucleos de testiculo
maduro, separados en funcidon de su velocidad de sedimenta-
cidon a gravedad unidad,

E1l tejido testicular se troced finamente e incubd en
presencia de 2 mCi de 3H-acetato (por cada 5 g de tejido)
en MEM en un volumen final de 10 ml durante 1 hora a 37°2C.
Se anadid butirato a la concentracidon final 50 mM y se pre-
pararon nucleos mediante ultracentrifugacidon en sacarosa 2M
(pag. 83). Las histonas fueron extraidas con 0.4 N SOgHjp,
precipitadas con 6 vol. de etanol,dializadas frente acido
acético 0.1 M, liofilizadas, analizadas mediante electrofo-
resis en gel de poliacrilamida-triton-urea (pag.100) y los
geles proceéados para fluorografia (pag. 104).

La incorporacion de 3H-acetato a las formas . tri
Yy tetraacetiladas aumenta a medida que progresa la espermio-
génesis, y son maximos en la fraccidon de nucleos correspon-
diente a las espermatidas alargadas (IV), en donde tiene
lugar la transicidon nucleohistona-nucleoprotamina. La frac-
cion nuclear "I" correspondiente a nucleos de espermatoci-
tos primarios, presenta unos niveles muy marcados de diace-
tilacion.
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Fig 48.
Distribucidn del 34-acetato incorporado a las formas

de acetilacidon de 1a histona H4 de -nucleos de testiculo
maduro, separados en funcidon de su velocidad de sedimenta-

cidn a gravedad unidad.
La grafica corresponde a la cuantificacion del fluoro-

grama de fig 47.
La incorporacidn de 3H-acetato a las formas tri y

tetraacetiladas aumenta a medida que progresa la espermio-
génesis, y son maximos en la fraccidon de nlcleos correspon-

diente a las espermatidas alargadas (IV), en donde tiene

Tugar la transicidn nucleohistona-nucleoprotamina. La frac-

cidn nuclear "I" correspondiente a nlGcleos de espermatocitos

primarios, presenta unos niveles muy marcados de diacetila-

cibn.
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Fig 49.

Distribucidn del 3H-acetato incorporado a las proteinas
nucleares de células de testiculo maduro, separadas en fun-
cion de su velocidad de sedimentacidon a gravedad wunidad
(pag. 75-82)(pag.91). Los ndcleos fueron preparados por el
método del acido citrico en presencia de cationes divalentes,

bisulfito y PMSF a un pH de 2.4 (pag. 88), y las histonas
precipitadas con 20% TCA y lavadas

Espermatidas redondas (------) y

)8

extraidas con 0.3 M HCI1,

con acetona (pag. 93-94).

espermatidas alargadas (
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Progresidon de la espermatogénesis

Distribucidn del 3H-acetato incorporado a las proteinas
nucleares de células de testiculo maduro, separadas en fun-
cidon de su velocidad de sedimentacidn a gravedad unidad.

; A.- Las variaciones de protamina ( ® ) e histonas ( O )
se han representado para facilitar su correlacidn con la aceti-
lacion.

B.~ La grafica corresponde a la cuantificacidn del fluo-

rograma de fig 47. La incorporacidn de 3H-acetato a las for-
mas tri y tetraacetiladas aumenta a medida que progresa la

espermiogénesis. -177-
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Distribucidn del 3H—acetato incorporado a proteinas
nucleares determinado por electroforesis bidimensional. 12
dimension: Poliacrilamida-triton-urea. 22 diemnsidon: Poli-
acrilamida-SDS (pag. 102).

E1 material corresponde a particulas nucleosoOmicas
‘tratadas con salmina; Arniba derecha: Material extraido uti-
lizando particulas nucleosdomicas (S1) tratadas con salmina
(arginina/nucledtido= 4 ), arriba izquierda: Material extraido
utilizando particulas nucleosdmicas (S2) tratadas con sal-
mina (arginina/nucledtido= 4 ), abajo: Material no extraido
utilizando particulas nculeosdmicas (S2) tratadas con sal-

mina (arginina/nucledtido= 4 ).

Estas bidimensionales se realizaron para descartar que
otras proteinas susceptibles de acetilacion que migraran a
nivel de 1a H4 en tos geles de Poliacrilamida-tritdon-urea,
pudieran interferir con la determinacion de la acetilacion

de la H4.
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En congruencia con 1os resultados obtenidos separando
nicleos (pag 173), la distribucion del 3H-acetato incorpo-
rado a las proteinas nucleares de células de testiculo madu-
ro, separadas en funcidon de su velocidad de sedimentacidn
a gravedad unidad, indica que la acetilacidon de las his-
tonas aumenta a medida que progresa la espermiogénesis (fig.
49 y 50). La incroporacion de 3H-acetato a las formas di y
triacetiladas aumenta a medida que progresa la espermatogé-
nesis, mientras que disminuye en las formas mono y diaceti-
ladas. Las fracciones celulares con una velocidad de sedimen-
tacidon arededor de 6 mm/h, activas en replicacion del ADN
(ver fig. 30), presentan niveles muy marcados de diacetila-
cion de Ta histona H4 (fig. 49 y 50).

La distribucidon del 3H~acetato incorporado a proteinas
nucleares determinado por electroforesis bidimensional (PA-
tritdon-urea y PA-SDS) indica que la incorporacidon de 3H-ace-
tato a nivel de la H4 en los geles de PA-tritdn-urea, es
debida exclusivamente a la acetilacidon de ésta.

3.1.3.3.- Actividad especifica de acetilaciodn:

La actividad especifica de acetilacidon de la histona
H4 es muy superior en el testiculo maduro, en donde tiene

lugar el proceso de espermiogénesis, que en el testiculo
inmaduro (fig. 53).

La actividad especifica de acetilacidon de la histona

H4 determinada mediante electroforesis en gel de poliacri-
lamida-tritdn-urea y fluorografia de las histonas extraidas
a partir de ndcleos separados por sedimentacidn a gravedad
unidad, se muestra en fig. 52. La actividad especifica de
acetilacion de las formas mono y diacetiladas de la histona
H4 decaen, mientras que la de la forma tetraacetilada aumen-
ta a medida que progresa la espermatogénesis.

La actividad especifica de acetilacion de las histonas
extraidas de ndcleos separados por sedimentacidon a gravedad
unitaria y analizada mediante electroforesis en cel de poli-
acrilamida-SDS y fluorografia se muestra en fig. 54.
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ESTADIOS DE LA ESPERMATOGENESIS (ver pag.6)

Fig 52.

Actividad especifica de acetilacidon de 1a histona
H4 determinado mediante electroforesis en gel de poliacrila-
mida-triton-urea y fluorografia de las histonas extraidas
a partir de nidcleos separados por sedimentacidn a gravedad
unidad (pag. 83-88). Los datos de la grafica se calcularon
a partir de las densitometrias de las figuras 41 y 47. La
actividad especifica de la forma triacetilada de la histona
H4, no pudo ser calculada debido a l1a presencia de una pro-
teina (SP) que migraba a este nivel(Fig 41).

La actividad especifica de acetilacidn de las formas
mono y diacetiladas, decaen, mientras que la de la forma
tetraacetilada aumenta a medida que progresa la espermatogé-
nesis. Los niveles de diacetilacidon son maximos en los ndcleos

del estadio "1I".
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Fig 53.

Actividad especifica de incorporacidon de 3H-acetato
a las histonas de testiculo maduro y de testiculo inmaduro.

Las histonas preparadas como esta descrito en fig. 46,
se analizaron mediante electroforesis en gel de poliacrila-
mida-SDS (0"Farrel, 1977) y fluorografia (pag. 104).

Densitometria de los geles tefiidos con Amido-Black
(——) y densitometria de los fluorogramas (.- ).

En el testiculo maduro, 1a principal histona en expe-
rimentar acetilacidon es la H4. La actividad especifica de
acetilacidn de la H4 aumenta a medida que se produce la
maduracidon del testiculo, coincidiendo con el inicio de 1a
espermiogénesis. Las densitometrias se han representado con

distinta escala.
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ESTADIOS DE LA ESPERMATOGENESIS (ver pag.6)

Fig 54.

Actividad especifica de acetilacion de la histona H4
extraida de nucleos separados por sedimentacidn a gravedad
unidad y analizada mediante electroforesis.en gel de poli-
acrilamida-SDS (0 Farrel , 1977) y fluorografia (pag.104).

A.- Fotografia de los geles tefiidos con Amido Black
(a) y de los fluorogramas (b) en distintas fracciones de
nucleos.

B.- Actividad especifica de acetilacidon de la histona
H4 en distintas poblaciones de nicleos separados por sedimen-

tacion a gravedad unitaria.
-182~
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Fig 55.

Actividad especifica de acetilacidon de las histonas
H4 y H3 determinada mediante electroforesis en gel de poli-
acrilamida-SDS (pag. 99 ) y fluorografia (pag. 104) de las
proteinas nucleares extraidas con 0.4 N S04Hp a partir de
nicleos preparados de células separadas por sedimentacion
a gravedad unidad.

La actividad especifica de acetilacién de la histona
H4 aumenta progresivamente a medida que progresa la esperma-
togénesis, y decae ligeramente en la poblacidon de células
con velocidades de sedimentacidon comprendidas entre 1.1 y
0.84 mm/h. La actividad especifica de la histona H3, aunque
mucho mas baja que la de la H4, aumenta progresivamente hasta
las Ultimas fases de la espermiogénesis. £stos resultados
son congruentes con con el resto de resultados de acetila-
cion de las histonas (Fig. 41-54).
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La fig. 54 muestra que la actividad especifica de aceti-
lacion de la histona H4 aumenta a medida que progresa la
espermatogénesis, y es maxima en la fraccidon nuclear "I",
correspondiente a nilcleos de espermdatidas alargadas.

La actividad especifica de acetilacidon de las histonas
H4 y H3 determinada mediante electroforesis en gel de poli-
acrilamida-SDS y fluorografia de las proteinas nucleares
extraidas a partir de nucleos preparados de células separa-
das por sedimentacidon a gravedad unidad se muestra en fig.
55. La actividad especifica de acetilacidn de la histona H4
aumenta progresivamente a medida que progresa la espermato-
génesis, y decae ligeramente en la poblacidon de células con
velocidades de sedimentacidon comprendidas entre 1.1 y 0.84
mm/h. La actividad especifica de la histona H3, aunque mucho
mas baja que la de la histona H4, aumenta progresivamente
hasta las Gltimas fases de la espermiogénesis (fig. 55).
Esta ligera disminucidn en la acetilacidon de la H4 en las
células que presentan una velocidad de sedimentacidn compren-
dida entre 0.84 y 1.1 mm/h se observa también en fig. 50.

3.1.3.4.- Recambio de grupos acetilo en los distintos esta-
dios de la espermatogénesis:

Los resultados indican que la hiperacetilacidon de las
histonas que se da en las espermatidas alargadas durante la
espermiogénesis, tiene lugar en presencia de un elevado
recambio de acetilacidon (fig. 56), comparable con el que se
da en Tas células genéticamente activas.

3.1.3.5.- Actividad histona desacetilasa determinada en nu-

cleos separados en distintos estadios de la esper-

matogénesis:

Para explorar si el elevado recambio de grupos acetilo
se correlacionaba con una elevada actividad desacetilasa,
esta actividad eiziwmatica se deterwind ein nucleus ue testi-
culo de gallo separados en diferentes estadios de la esper-
matogénesis.
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Fig 56.

Recambio de grupos 3H-acetato asociados con las histo-
nas nucleares (A) y a la histona H4 (B) en distintos estadios
de la espermatogénesis: Nicleos transcripcionalmente activos
(estadios nucleares I y II (ver pag. 6))(o—a0) y ndcleos
transcripcionalmente inactivos (estadio nuclear IV (ver pag.
6))(+—ma),

La metodologia estd descrita en pag. 92.

Los resultados indican que la hiperacetilacidn de las
histonas que se da en la espermatogénesis, tiene lugar en
presencia de un elevado recambio de acetilaciodn.
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Los nucleos fueron fueron preparados mediante
ultracentrifugacion en sacarosa 2M en un medio que contenia
25mM C1K, 3mM C1,Mg, TmM acetato calcico, 0.14mM espermi-
dina y 1 mM PMSF. Tras separar los nucleos en el mismo medio
a gravedad unidad, se lavaron en ausencia de PMSF y suspen-
dieron en un medio que contenia CloMg, CIK y Tris y suplemen-
taron con 25 ul de histonas marcadas con 3H-acetato ( 25 ul=
45.000 cpm.) e incubaron 30 min a 37¢°C.

La actividad histona desacetilasa (expresada
en 3H-acetato liberado / 30 min / contenido de H4, utilizando
100 ug de ADN por ensayo) es de 3150 para la fraccidn conte-
niendo nicleos transcripcionalmente activos (estadios I y
II) y de 4047 para los nucleos transcripcionalmente inacti-
vos (estadio IV). Estos resultados guardan una buena corre-
lacidn con el recambio de acetilacidn determinado en ambos
tipos de poblaciones celulares (fig. 56).

3.1.3.6.- Actividad histona acetiltransferasa:

La actividad histona acetiltransferasa determinada "in
vitro" a partir de ndcleos separados por el método de sedi-
mentacidn a gravedad unidad indica que esta actividad es
ligeramente mas elevada en la fraccidn correspondiente a
espermatidas alargadas (fraccidon IV) que en el resto de nu-
cleos testiculares (fig. 57).

3.1.3.7.- Exploracidon del posible control de la acetilacion
de las histonas por mecanismos de fosforilacion-

defosforilacion:

E1l tratamiento con fosfatasa alcalina de cromatina,
resultd ser inhibidor de la acetilacidon de las histonas "in
vitro" determinada mediante la utilizacion de '4C-aceti CoA
(fig. 58). Por otra parte, el tratamiento con pirofosfato,
inhibidor de las fosfatasas, mostro un efecto activador en
el rango 0-15 mM. (fig. 59). Estos resultados sugieren que
mecanismos de fosforilacidon-defosforilacidon pueden estar
implicados en el control de la acetilacidn de las histonas
durante la espermatogénesis del gallo.
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Fig 57.

Actividad histona acetiltransferasa determinada "in
vitro" a partir de nicleos separados por el método de sedi-
nientacién a gravedad unidad.

Los métodos estan descritos en pag. 91.

. Fraccidn de nicleos correspondiente a las espermatidas
alargadas (IV)(0—o0) y resto de fracciones de nidcleos testi-
culares (I, Il y III){e—®). Los resultados se expresan en
% del valor maximo alcanzado a los 15 min.
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Fig 58.

Efecto del tratamiento con fosfatasa alcalina y efecto de la
espermina sobre la acetilacidon de cromatina "in vitro".

Alicuotas de cromatina preparada segin Mezquita and
Teng (1977a) fueron tratadas en presencia de distintas concen-
traciones de fosfatasa alcalina (Tipo III de E.CoTi) 5 min a
37°C y seguidamente se les afladid distintas cantidades de
espermina y 30 nCi (por cada 35 ug de proteina) de l4c-acetil
CoA. Después de incubar 20 min a 37°2C, se pard la reaccidn
mediante la adicidon de 2.5 ml de 20% TCA y precipitd la
cromatina 40 min a 42C. La radioactividad retenida en un filtro
de fibra de vidrio después de lavar con 20% TCA y acetona, se
leyd en 5 m1 de supersolve.

-188-



A.
405nm. CPM
6000+
4000F
2000}
1 i
5 10 1.
Minutos mM. Pirofosfato

Fig 59.

Efecto del pirofosfato ( inhibidor de las fosfatasas)
sobre la acetilacidon de cromatina "in vitro".

A.- Concentraciones de 3mM pirofosfato son suficientes
para producir un 95% de inhibicidn de la actividad fosfatasa.
La actividad fosfatasa se ensayd midiendo la conversidn del
p-nitrofenilfosfato en presencia de 10 mM. MgCl, y 3 mg/ml
de glicina pH 10. 1 unidad de fosfatasa alcalina (grado I
Boehringer) (e—®), 0.1 unidad de fosfatasa alcalina (m—m)

Yy 1 unidad de fosfatasa alcalina en presencia de 3 mM piro-
fosfato sddico (a—=a).,

B.- Efecto del pirofosfato sddico sobre la acetilacidn
de cromatina "in vitro". Alicuotas de cromatina preparadas
segin Mezquita and Teng (1977a) fueron tratadas por concentra-
ciones crecientes de pirofosfato sédico en presencia de 400
UM espermina y 30 nCi de 14C-acetil CoA (por cada 50 ug de
proteina) durante 20 min a 37°C. La cromatina se precipitd
40 min con 20% TCA a 4°C, filtrd con filtros de fibra de vidrio
lavdo con 20% TCA y con acetona. La radioactividad retenida en
los filtros se leyd en 5 ml de supersolve.
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3.2.- LA TRANSICION NUCLEOHISTONA-NUCLEOPROTAMINA IN VITRO.

3.2.1.- Preparacidn de distintas poblaciones de nucleosomas:

La digestidn con nucleasa micrococal (pag 105) de nu-
cleos de testiculo o de eritrocito de gallo preparados me-
diante diversos métodos (pag 84-87), seguida de la adicidn
de NaCl a la concentracidon final de 0.15 M y de centrifuga-
cion (pag 105), permite la obtencidon de un sobrenadante (S1) cons-
tituido fundamentalmente por particulas nucleosdmicas mono-
méricas deplecionadas de histona Hl1 (pag 198) y enriquecidas
en proteinas no histonas ( Bode et al., 1983). E1 pellet,
sometido a una segunda digestidon similar, permite la obten-
cidon de un sobrenadante (S2) constituido fundamentalmente
por particulas nucleosOmicas monoméricas deplecionadas en
la histona Hl y enriquecidas en nucleosomas conteniendo his-
tonas acetiladas (Bode et al., 1983).

La electroforesis en gel no desnaturalizante de 4% acril-
amida, 0.2% bisacrilamida en 0.5xTBE (Bode, 1984) de las
particulas nucleosdmicas (S1 o S2) generadas por digestion
con nucleasa micrococal, permite su purificacidn adicio-
nal y su separacidon en distintas subpoblaciones nucleosdmi-
cas (fig 61). Tras separar mediante este tipo de electrofo-
resis las particulas S1, las poblaciones de menor movilidad
electroforética se hallan enriquecidas en proteinas no his-
tonas. Tras separar por este sistema las particulas S2, las
poblaciones de menor movilidad electroforética se hallan enri-
quecidas en nucleosomas conteniendo histonas acetiladas
(Bode, 1984).

Para conseguir suficiente cantidad de nucleosomas para
los experimentos de desplazamiento, se disefio un equipo de
electroforesis preparativa de nucleosomas que permitiera la
elucion de las distintas poblaciones de particulas monoméri-
cas durante la electroforesis (fig 106, 107 y 193). Las par-
ticulas eluidas fueron identificadas en su composicidn de
ADN y de proteina (mediante electroforesis en geles de PA-
SDS y PA-tritdon-urea), siendo los resultados congruentes con
los descritos con el sistema de electroforesis analitica
descrita por Bode (1984)(fig 61).
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Andalisis de los fragmentos liberados mediante digestidn
con nucleasa micrococal de nucleos de testiculo de gallo.

A.- A partir de testiculo de gallo se prepararon nu-
cleos mediante ultracentrifugacidon en sacarosa 2M en presen-
cia de a.citrico, cationes divalentes, bisulfito y PMSF a un
pH de 2.4 (pag. 84). Los nucleos se lavaron 2 veces en un
medio que contenia 0.25M sacarosa, 15mM Tris HC1 pH7.5, 60mM
KCT, 15 mM NaCl, 10 mM MgCl,p, 1 mMCaC]Z, 25 mM butirato sodico
y 0.1 mM PMSF, y se suspendieron en 1.3 ml (partiendo de 3 g
de tejido testicular) del mismo medio. Tras preincubar 5 min
a 37°C, se anadido 600 unidades de nucleasa micrococal (Boeh-
ringer 107921) e incutd durante distintos tiempos a 37°C. Se
afiadio EDTA a la concentracion final 15 mM, dializé 1 hora
frente 3000 m1 de Tris 10mMpH 7.5, 25mMbutirato, 1 mM EDTA,
O.1mMPMSF y 2.5mM benzamidina a 0°C y sedimentd a 10.000 rpm
10 min. En "A" se representa la Aogp del sobrenadante.

B.- Electroforesis en gel de 1.8% agarosa-TAE de Tlos
fragmentos liberados mediante digestidn con nucleasa microco-
cal en "A" (previa digestidon con proteinasa K y extraccidon fe-
noticar 10 5 min, 2: tOmin, 3: 15 min ¥y 5: 30 min. 4: AHindlIl.
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(Deplecionadas
de la histona H1)

Acido nucleico

Fig 61.-Electroforesis en gel no desnaturalizante de 4% acril-
amida, 0.2% bisacrilamida en 0.5xTEB (Bode, 1984) de las
particulas nucleosomicas (S2) generadas por digestidon con
nucleasa micrococal (pag. 105) de nucleos de testiculo de
gallo preparados mediante ultracentrifugacidon en sacarosa
2M en presencia de a.citrico, cationes divalentes, bisulfito
y PMSF a un pH de 2.4 (pag.84). Dimensiones del gel: 26x14x0.3 cm.

A.- Foto del gel tefiido con bromuro de etidio 1 ug/ml
en 0.5xTEB durante 1 hora.

B.- Foto del gel de "A" después de tefiirlo con Coomasie
Blue R-250 (método 3 de pag. 103).

Este tipo de digestidon con nucleasa micrococal y extrac-
cion del material soluble en 0.15 M NaCl permite Ta obtencidn
de dos poblaciones compuestas esencialmente por particulas
mononucleosdmicas (S1 y S2, ver pag. 105)(Bode et al., 1983)
que difieren en el contenido de no histonas y acetilacidn de
las histonas. La electroforesis en gel no desnaturalizante
de 4% acrilamida-0.2% bisacrilamida-0.5xTEB.de estas pobla-
ciones nucleosOomicas, permite discriminar distintos tipos de
subpoblaciones nucleosdmicas con diferentes movilidades elec-
troforéticas que difieren en el contenido de no histonas y
grado de acetilacidn de las histonas (Bode, 1984).
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Electroforesis preparativa de nucleosomas .

En la grafica se muestra la absorbancia a 260 nm. del
material eluido de electroforesis preparativa de nucleosomas
utilizando el equipo disefiado de pag. 106-107, en funcidon del
volumen de eluido. E1 flujo de elucion fué de 0.87 ml/min, y
se recogid una fraccidn cada 5 min. E1 volumen eluido empezd
a contarse en el momento de la conexidn del gel a 150 voltios
(80-100 mA). E1 material eluido fue identificado determinando
la composicidn proteica y de ADN de cada fraccidn.

E1 material eluido entre 1os 100 y 1os 125 ml consta
de pequefios fragmentos de acido nucleico sin proteinas mayo-
ritarias (fig 61). E1 material eluido entre los 125 y los 200
ml consta de particulas mononucleosdémicas (fig 61)(Bode, 1984)
separadas en funcion de su friccidn con el gel. Separando el
sobrenadante 1, el material eluido entre 1os 160 y 200 mi
posee un mayor contenido en proteinas no histonas que el mate-
rial eluido entre los 125 y 160 ml. Separando el sobrenadante
2, las histonas del material eluido entre los 160 y 200 ml,
poseen un mayor grado de acetilacidn que las del material

eluido entre los 125 y 160 ml.
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3.2.2.- Marcadas diferencias en la capacidad de distintas
protaminas para desensamblar nucleosomas "in vitro":

E1 aislamiento de la protamina galina a partir de es-
permatozoides del conducto deferente (fig 63,64 y 65) per-
mitido su utilizacidon en los experimentos de desensamblaje
de nistonas de nucleosomas, cromatina o nucleos "in vitro"
(fig 66-82). Con el mismo fin se utilizaron distintos tipos
de la protamina salmina comercial (Salmina "free base" de
la Sigma, Salmina-HC1 y sulfato de salmina de la Merck)(fig 64).

En congruencia con los resultados clasicos realizados
"in vitro" con cromatina de timo de ternera y la protamina
salmina, nuestros resultados indican que esta protamina, altamen-
te basicay de pequefio tamafio, no puede causar un desplazamien-
to mayoritario de las histonas de nucleosomas a relaciones
arginina/nucleotido= 1-8, varias veces superiores a las fisio-
l6gicas (fig 66 y 68). La protamina salmina contiene 32
residuos, de los cuales 20 son argininas (fig 7).

Utilizando la protamina galina, con un tamafio ( peso
molecular de 9.829 (Nakano et al., 1976) y 65 aminoacidos de
los cuales 38 son argininas) que presenta casi el doble del de las
protaminas de peces (fig 7), se muestra que esta protamina
es capaz de producir un desplazamiento practicamente total
de las histonas de particulas nononucleosdomicas depleciona-
das en la histona Hl, en un rango arginina/nucledtido= 0.6-
1.2, proximo al fisioldgico ( relacidn arginina/nucleotido
en el espermatozoide= 0.8)(fig 67y 68).

Estas diferencias en la habilidad de distintas protami-
nas para desensamblar nucleosomas "in vitro" (fig 68), guarda
una buena correlacidon con la duracidon de la espermiogénesis
en ambas especies: La espermiogénesis en la trucha dura \
varias semanas, mientras que es mucho mads rapida en el gallo,
6 dias.

Aparte de las diferencias en el tamaifio y en el conteni-
do en argininas, la protamina galina contiene 4 residuos de
tirosina, aminoacido ausente en las pequefias protaminas de
peces (fig 7).
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Aislamiento y estandarizacidon de las disoluciones de
protamina gallina y salmina. Determinacidn de las argininas.

NGcleos de espermatozoides del conducto deferente fueron
aislados como esta descrito en pag. 88, y las proteinas nu-
cleares extraidas con 0.3M HC1 30 min a 0-4°C, precipitadas
con acido tricloroacético al 20% (w/v) a 0-4°C 30 min, sedi-
mentadas a 14.000 rpm {(rotor J-20 de la Beckman) 10 min a
4°C, lavadas con acetona acidificada (pag. 93)y 4 veces con
acetona. El1 pellet de proteina se secd primero a presidon at-
mosférica y finalmente 30 min bajo vacio. La proteina se pesod
con una balanza analitica, disolvid en Hy0 y el pH se ajustd
a 7.0. La composicidon proteica de la proteina se analizd me-
diante electroforesis (Fig. 64) mostrando la presencia de una
Unica proteina mayoritaria cuya movilidad electroforética
coincide con la descrita para la protamina galina. La deter-
minacidn de la concentracidn exacta se realizd mediante la
determinacidén de las argininas (pag. 113)(B) y la realizacidn
del espectro ultravioleta(A). Arginina (&), salmina (0—O)

alina (e—we).
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Fig 64.

Electroforesis en gel de pb]iacrilamida-urea (pag.

101) de la salmina y de la galina.
I: 10ug de galina, @: 20 ug de galina, 3: 10 ug de

salmina y 4: 50 ug de sulfato de salmina (Merck).

Con estas cantidades, las protaminas galina y salmina
aparecen como la dnica proteina claramente detectable en los

geles.
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A.- Electroforesis en gel de poliacrilamida-tritdn-
urea (pag. 100) de la galina y de la salmina sobrecargando
los geles para que se hagan visibles las proteinas minorita-
rias ( — ) que acompafian a estas protaminas. Pozo- Pozo
N2]1: 60 ug de galina, pozo N®2: 120 ug de galina, pozo N23:
histonas de eritrocito de pollo y pozo N°4: 210 ug de sal-
mina (salmina "free base" de la Sigma). Las bandas que migran
justo por encima de la galina pueden tratarse de formas mo-
dificadas quimicamente de esta (pag. 155 y 158). Las bandas
que migran por debajo de la galina, seguramente se traten de
productos de degradacidon de esta, y solo aparecen en estas
condiciones de sobrecarga de proteina (fig.64). Notese Ta
presencia de dos componentes muy minoritarios que migran

por encima de la salmina.
B.- Electroforesis bidimensional para dilucidar el

posible origen de los componentes proteicos minoritarios que
acompafian a la protamina galina. La protamina galina y sus
componentes de menor movilidad electroforética (#), insolubles

en SDS, no entran en la segunda dimension.
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