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Distribución del ̂ H-acetato incorporado a las formas 

de acetilación de la histona H4 de nucí eos de testículo 

maduro, separados en función de su velocidad de sedimenta-

ción a gravedad unidad. 

El tejido testicular se troceó finamente e incubó en 

presencia de 2 mCi de ̂ H-acetato (por cada 5 g de tejido) 

en MEM en un volumen final de 10 mi durante 1 hora a 37-C. 

Se añadió butirato a la concentración final 50 mM y se pre-

pararon núcleos mediante ultracentrifugación en sacarosa 2M 

(pag. 83). Las histonas fueron extraidas con 0.4 N SO4H2, 

precipitadas con 6 vol. de etanol,di al izadas frente ácido 

acético 0.1 M, 1 i ofi 1 izadas, analizadas mediante electrofo-

resis en gel de pol iacri1 amida-tritón-urea (pag.100) y los 

geles procesados para fluorografía (pag. 104). 

La incorporación de ^H-acetato a las formas . tri 

y tetraaceti1adas aumenta a medida que progresa la espermio-

génesis, y son máximos en la fracción de núcleos correspon-

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

lugar la transición nuc1eohistona-nucleoprotamina. La frac-

ción nuclear "I" correspondiente a núcleos de espermatoci-

tos primarios, presenta unos niveles muy marcados de diace-

ti 1 aci ón. 
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ESTADIO DE LA ESPERMATOGENESIS 

Fig 48. 

Distribución del ̂ H-acetato incorporado a las formas 

de acetilación de la histona H4 de -núcleos de testículo 

maduro, separados en función de su velocidad de sedimenta-

ción a gravedad unidad. 

La gráfica corresponde a la cuantifi cación del fluoro-

grama de fig 47. 

La incorporación de ^H-acetato a las formas tri y 

tetraaceti1adas aumenta a medida que progresa la espermio-

génesis, y son máximos en la fracción de núcleos correspon-

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

lugar la transición nuc1eohistona-nucleoprotamina. La frac-

ción nuclear "I" correspondiente a núcleos de espermatocitos 

primarios, presenta unos niveles muy marcados de diacetila-

c i ó n . 
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Fig 49. 
o 

Distribución del H-acetato incorporado a las proteinas 
nucleares de células de testículo maduro, separadas en fun-
ción de su velocidad de sedimentación a gravedad unidad 
(pag. 75-82)(pag.91). Los núcleos fueron preparados por el 
método del ácido cítrico en presencia de cationes divalentes, 
bisulfito y PMSF a un pH de 2.4 (pag. 88), y las histonas 
extraidas con 0.3 M HCl, precipitadas con 20% TCA y lavadas 
con acetona (pag. 93-94). Espermátidas redondas ( --) y 
espermátidas alargadas ( ). 
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Progresión de la espermatogénesis 

129. 50. 

Distribución del H-acetato incorporado a las proteinas 
nucleares de células de testículo maduro, separadas en fun-
ción de su velocidad de sedimentación a gravedad unidad. 

A.- Las variaciones de protamina { • ) e histonas ( o ) 
se han representado para facilitar su correlación con la aceti-
1aci ón. 

B.- La gráfica corresponde a la cuantifi cación del fluo-
rograma de fig 47. La incorporación de ̂ H-acetato a las for-
mas tri y tetraaceti1adas aumenta a medida que progresa la 
espermiogénesis. -177-
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3 
Distribución del H-acetato incorporado a proteinas 

nucleares determinado por electroforesis bidimensional . 1-

dimensión: Pol iacri1 amida-tritón-urea. 2- diemnsión: Poli-

acrilamida-SDS (pag. 102). 

El material corresponde a partículas nucíeosómicas 

tratadas con salmina; Arriba derecha: Material extraido uti-

lizando partículas nuc1eosómicas (SI) tratadas con salmina 

(arginina/nucleótido= 4 ), arriba izquierda: Material extraido 

utilizando partículas nuc1eosómicas (S2) tratadas con sal-

mina (arginina/nucleótido= 4 ), abajo: Material no extraido 

utilizando partículas nculeosómicas (S2) tratadas con sal-

mina (arginina/nucleótido= 4 ). 

Estas bidimensionales se realizaron para descartar que 

otras proteinas susceptibles de acetilación que migraran a 

nivel de la H4 en Tos geles de Rol iacri1 amida-tritón-urea, 

pudieran interferir con la determinación de la acetilación 

de la H4. 
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En congruencia con los resultados obtenidos separando 
núcleos (pag 173), la distribución del ^H-acetato incorpo-
rado a las proteinas nucleares de células de testículo madu-
ro, separadas en función de su velocidad de sedimentación 
a gravedad unidad, indica que la acetilación de las his-
tonas aumenta a medida que progresa la espermiogénesis (fig. 
49 y 50). La incroporación de ^H-acetato a las formas di y 
triaceti1adas 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-
tación arededor de 6 mm/h, activas en replicación del ADN 
(ver fig. 30), presentan niveles muy marcados de diacetila-
ción de la histona H4 (fig. 49 y 50). 

3 
La distribución del H-acetato incorporado a proteinas 

nucleares determinado por electroforesis bidimensional (PA-
tritón-urea y PA-SDS) indica que la incorporación de ^H-ace-
tato a nivel de la H4 en los geles de PA-tritón-urea, es 
debida exclusivamente a la acetilación de ésta. 

3.1.3.3.-, Actividad específica de acetilación: 

La actividad específica de acetilación de la histona 
H4 es muy superior en el testículo maduro, en donde tiene 
lugar el proceso de espermiogénesis, que en el testículo 
i nmaduro (f i g. 53). 

La actividad específica de acetilación de la histona 
H4 determinada mediante electroforesis en gel de poliacri-
lamida-tritón-urea y fluorografía de las histonas extraídas 
a partir de nucí eos separados por sedimentación a gravedad 
unidad, se muestra en fig. 52. La actividad específica de 
acetilación de las formas mono y diacetiladas de la histona 
H4 decaen, mientras que la de la forma tetraaceti1ada aumen-
ta a medida que progresa la espermatogénesis. 

La actividad específica de acetilación de las histonas 
extraídas de núcleos separados por sedimentación a gravedad 
unitaria y analizada mediante electroforesis en cel de poli-
acri1 amida-SDS y fluorografía se muestra en fig. 64. 
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ESTADIOS DE LA ESPERMATOGENESIS (ver pag.6) 

Fig 52. 

Actividad específica de acetilación de la histona 
H4 determinada medi ante electroforesis en gel de poliacrila-
mida-tritón-urea y fluorografía de las histonas extraidas 
a partir de núcleos separados por sedimentación a gravedad 
unidad (pag. 83-88). Los datos de la gráfica se calcularon 
a partir de las densitometries de las figuras 41 y 47. La 
actividad específica de la forma triacetilada de la histona 
H4, no pudo ser calculada debido a la presencia de una pro-
teina (SP) que migraba a este nivel(Fig 41). 

La actividad específica de acetilación de las formas 
mono y diaceti1adas, decaen, mientras que la de la forma 
tetraaceti1ada aumenta a medida que progresa la espermatogé-
nesis. Los niveles de di aceti 1 aci ón son máximos en los niJcleos 
del estadio "I". 
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Fig 53. 

Actividad específica de incorporaci5n de ^H-acetato 

a las histonas de testículo maduro y de testículo inmaduro. 

Las histonas preparadas como está descrito en fig. 46, 

se analizaron mediante electroforesis en gel de poliacrila-

mida-SDS (O'Farrel, 1977) y fluorografía (pag. 104). 

Densitometria de los geles teñidos con Amido-Black 

( ) y densi tometri a de los fluorogramas ( ). 

En el testículo maduro, la principal histona en expe-

rimentar acetilación es la H4. La actividad específica de 

acetilación de la H4 aumenta a medida que se produce la 

maduración del testículo, coincidiendo con el inicio de la 

espermiogénesis. Las densitometrias se han representado con 

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

Fig 54. 

Actividad específica de acetilación de la histona H4 

extraida de núcleos separados por sedimentación a gravedad 

unidad y analizada mediante electrofores i s . en gel de poli-

acri1 amida-SDS (O'Farrel , 1 977 ) y fluorografia (pag.104). 

A.- Fotografia de los geles teñidos con Amido Black 

(a) y de los fluorogramas (b) en distintas fracciones de 

núcleos. 

B." Actividad específica de acetilación de la histona 

H4 en distintas poblaciones de núcleos separados por sedimen^ 

tación a gravedad unitaria. 
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Fig 55. 

Actividad específica de acetilación de las histnnas 
H4 y H3 determinada mediante electroforesis en gel de poli-
acri1 amida-SDS (pag. 99 ) y fluorografia (pag. 104) de las 
proteinas nucleares extraidas con 0.4 N SO4H2 a partir de 
núcleos preparados de células separadas por sedimentación 
a gravedad unidad. 

La actividad específica de acetilación de la histona 
H4 aumenta progresivamente a medida que progresa la esperma-
togénesis, y decae ligeramente en la población de células 
con velocidades de sedimentación comprendidas entre 1.1 y 
0.84 mm/h. La actividad especifica de la histona H3, aunque 
mucho más baja que la de la H4, aumenta progres ivamente hasta 
las últimas fases de la espermiogénesis. Estos resultados 
son congruentes con con el resto de resultados de acetila-
ción de las histonas (Fig. 41-54). 
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La fig. 54 muestra que la actividad específica de aceti-

lación de la histona H4 aumenta a medida que progresa la 

espermatogénesis, y es máxima en la fracción nuclear "I", 

correspondiente a núcleos de espermátidas alargadas. 

La actividad especifica de acetilación de las histonas 

H4 y H3 determinada mediante electrofores i s en gel de poli-

acri1 amida-SDS y fluorografía de las proteínas nucleares 

extraídas a partir de núcleos preparados de células separa-

das por sedimentación a gravedad unidad se muestra en fig. 

55. La actividad específica de acetilación de la histona H4 

aumenta progresivamente a medida que progresa la espermato-

génesis, y decae ligeramente en la población de células con 

velocidades de sedimentación comprendidas entre 1.1 y 0.84 

mm/h. La actividad específica de la histona H3, aunque mucho 

más baja que la de la histona H4, aumenta progresivamente 

hasta las últimas fases de la espermiogénesis (fig. 55). 

Esta ligera disminución en la acetilación de la H4 en las 

células que presentan una velocidad de sedimentación 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 hiperacetí1ación de las 

histonas que se da en las espermátidas alargadas durante la 

espermiogénesis, tiene lugar en presencia de un elevado 

recambio de acetilación (fig. 56), comparable con el que se 

da en las células genéticamente activas. 

3.1.3.5.- Actividad histona desacetilasa determinada en nú-

cleos separados en distintos estadios de la esper-

matogénesi s : 

Para explorar si el elevado recambio de grupos acetilo 
se correlacionaba con una elevada actividad desacetilasa, 
esta actividad enzimitica se determinù tn nucleus tie testí-
culo de gallo separados en diferentes estadios de la esper-
matogénesi s. 
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Fig 56. 
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Recambio de grupos H-acetato asociados cori las histo-
nas nucleares (A) y a la histona H4 (B) en distintos estadios 
de la espermatogénesis: Núcleos transcripcionalmente activos 
(estadios nucleares I y II (ver pag. 6 ) ) ( a — Q ) y núcleos 
transcripcionalmente inactivos (estadio nuclear IV (ver pag. 
6))(«—•). 

La metodología está descrita en pag. 92. 
Los resultados indican que la hiperaceti1ación de las 

histonas que se da en la espermatogénesis, tiene lugar en 
presencia de un elevado recambio de acetilación. 
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Los núcleos fueron fueron preparados mediante 
ultracentrifugación en sacarosa 2M en un medio que contenia 
2 5 m M C l K , 3 m M Cl2Mg, 1 mM acetato calcico, 0.14mM espermi-
dina y 1 mM PMSF. Tras separar los núcleos en el mismo medio 
a gravedad unidad, se lavaron en ausencia de PMSF y suspen-
dieron en un medio que contenia Cl2Mg, CIK y Tris y suplemen-
taron con 25 ul de histonas marcadas con ^H-acetato ( 25 ul= 
45.000 cpm.) e incubaron 30 min a 37^0. 

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

3.1.3.6.- Actividad histona aceti1transferasa: 

La actividad histona aceti1transferasa determinada "in 
vitro" a partir de núcleos separados por el método de sedi-
mentación a gravedad unidad indica que esta actividad es 
ligeramente más elevada en la fracción correspondiente a 
espermátidas alargadas (fracción IV) que en el resto de nú-
cleos testiculares (fig. 57). 

3.1.3.7.- Exploración del posible control de la acetilación 
de las histonas por mecanismos de fosfori1ación-
defosfori1aci ón: 

El tratamiento con fosfatasa alcalina de cromatina, 
resultó ser inhibidor de la acetilación de las histonas "in 
vitro" determinada mediante la utilización de ^^C-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 fosforilación-defosforilación pueden estar 
implicados en el control de la acetilación de las histonas 
durante la espermatogénesis del gallo. 
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ACTIVIDAD ^ 
ESPECIFICA DE 
ACETILACION 100 
DE LA HISTONA 

H3 

Min 

Fig 57. 

Actividad histona aceti1transferasa determinada "in 
vitro" a partir de núcleos separados por el método de sedi-
nientación a gravedad unidad. 

Los métodos están descritos en pag. 91. 
Fracción de núcleos correspondiente a las espermátidas 

alargadas {IV)(o—o) y resto de fracciones de núcleos testi-
culares (I, II y 111) ( • — • ) . Los resultados se expresan en 
% del valor máximo alcanzado a los 15 min. 
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F1g 58. 

Efecto del tratamiento con fosfatasa al cal i na y efecto de 1 a 

espermina sobre la acetilación de cromatina "in vitro". 

Alícuotas de cromatina preparada según Mezquita and 

Teng {1977a) fueron tratadas en presencia de distintas concen-

traciones de fosfatasa alcalina (Tipo III de E.Coli) 5 min a 

37^0 y seguidamente se les añadió distintas cantidades de 

espermina y 30 nCi (por cada 35 ug de proteina) de ^^C-acetil 

CoA. Después de incubar 20 min a 37®C, se paró la reacción 

mediante la adición de 2.5 mi de 20% TCA y precipitó la 

cromatina 40 min a 4-C. La radioactividad retenida en un filtro 

de fibra de vidrio después de lavar con 20% TCA y acetona, se 

leyó en 5 mi de supersolve. 
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F1g 59. 

Efecto del pirofosfato ( inhibidor de las fosfatasas) 

sobre la acetilación de cromatina "in vitro". 

A.- Concentraciones de 3niM pirofosfato son suficientes 

para producir un 95% de inhibición de la actividad fosfatasa. 

La actividad fosfatasa se ensayó midiendo la conversión del 

p-nitrofeni1 fosfato en presencia de 10 mM. MgCl2 y 3 mg/ml 

de glicina pH 10. 1 unidad de fosfatasa alcalina (grado I 

Boehringer) ( • — • ) , 0.1 unidad de fosfatasa alcalina (• •) 

y 1 unidad de fosfatasa alcalina en presencia de 3 mM piro-

fosfato sódico ( a — A ) , 
B." Efecto del pirofosfato sódico sobre la acetilación 

de cromatina "in vitro". Alícuotas de cromatina preparadas 

según Mezquita and Teng (1977a) fueron tratadas por concentra-

ciones crecientes de pirofosfato sódico en presencia de 400 

uM espermina y 30 nCi de l^C-acetil CoA (por cada 50 ug de 

proteina) durante 20 min a 37-C. La cromatina se precipitó 

40 min con 20% TCA a 4^0, filtró con filtros de fibra de vidrio 

lavó con 20% TCA y con acetona. La radioactividad retenida en 

los filtros se leyó en 5 mi de supersolve. 
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3.2.- LA TRANSICION NUCLEOHISTONA-NUCLEOPROTAMINA IN VITRO. 

3.2.1.- Preparación de distintas poblaciones de nucleosomas: 

La digestión con nucleasa micrococal (pag 105) de nú-

cleos de testículo o de eritrocito de gallo preparados me-

diante diversos métodos (pag 84-87), seguida de la adición 

de NaCl a la concentración final de 0.15 M y de centrifuga-

ción (pag 105), permite la obtención de un sobrenadante ( SI ) cons 

tituido fundamentalmente por partículas nucíeosómicas mono-

méricas deplecionadas de histona Hl (pag 198) y enriquecidas 

en proteinas no histonas ( Bode et al., 1983). El pellet, 

sometido a una segunda digestión similar, permite la obten-

ción de un sobrenadante (S2) constituido fundamentalmente 

por partículas nuc1eosómicas 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% bisacri 1 ami da en 0.5xTBE (Bode, 1984) de las 

partículas nucíeosómicas (SI o S2) generadas por digestión 

con nucleasa micrococal, permite su purificación adicio-

nal y su separación en distintas subpoblaciones nucleosómi-

cas (fig 61). Tras separar mediante este tipo de electrofo-

resis las partículas SI, las poblaciones de menor movilidad 

electroforética se hallan enriquecidas en proteinas no his-

tonas. Tras separar por este sistema las partículas 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 diseño un equipo de 

electroforesis preparativa de nucleosomas que permitiera la 

elución de las distintas poblaciones de partículas monoméri-

cas durante la electroforesis (fig 106, 107 y 193). Las par-

tículas eluidas fueron identificadas en su composición de 

ADN y de proteina (mediante electroforesis en geles de PA-

SOS y PA-tritón-urea), siendo los resultados congruentes con 

los descritos con el sistema de electroforesis analítica 

descrita por Bode (1984)(fig 61). 
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Análisis de los fragmentos liberados mediante digestión 

con nucleasa micrococal de núcleos de testículo de gallo. 

A." A partir de testículo de gallo se prepararon nú-

cleos mediante ultracentrifugaci5n en sacarosa 2M en presen-

cia de a.cítrico, cationes divalentes, bisulfito y PMSF a un 

pH de 2.4 (pag. 84). Los núcleos se lavaron 2 veces en un 

medio que contenia 0.25M sacarosa, 15mM Tris HCl pH7.5, 60 mM 

KCl, 15 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1 mMCaCl2, 25 mM butirato sódico 

y 0.1 mM PMSF, y se suspendieron en 1.3ml (partiendo de 3 g 

de tejido testicular) del mismo medio. Tras preincubar 5 min 

a 37ec, se añadió 600 unidades de nucleasa micrococal (Boeh-

ringer 107921) e incubó durante distintos tiempos a 37-C. Se 

añadió EDTA a la concentración final 15 mM, dializó 1 hora 

frente 3000 mi de Tris 1 0 m M p H 7 . 5 , 25 mM butirato, ImM EDTA, 

0.1 mM PMSF y 2.5 mM benzamidi na a 0-C y sedimentó a 10.000 rpm 

10 min. En "A" se representa la A250 del sobrenadante. 

B.- Electroforesis en gel de 1.8% agarosa-TAE de los 

fragmentos liberados mediante digestión con nucleasa microco-

cal en "A" (previa digestión con proteinasa K y extracción fe-

nólica). 1: 5 min, 2: lOmin, 3 : 1 5 m i n y 5 : 3 0 m i n . 4:XHindIII. 
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Acido nucleico 

Fig 61 . - Electroforesis en gel no desnaturalizante de 4% acril-

amida, 0.2% bisacri1 ami da en O.SxTEB (Bode, 1 984) de las 

partículas nucleosórnicas (S2) generadas por digestión con 

nucleasa rnicrococal (pag. 105) de núcleos de testículo de 

gallo preparados mediante ultracentrifugación en sacarosa 

2M en presencia de a.cítrico, cationes divalentes, bisulfito 

y PMSF a un pH de 2.4 (pag.84). Dimensiones del ge 1 : 26x14x0.3 cm, 

A." Foto del gel teñido con bromuro de etidio 1 ug/ml 

en O.BxTEB durante 1 hora. 

B.- Foto del gel de "A" después de teñirlo con Coomasie 

Blue R-250 (método 3 de pag. 103). 

Este tipo de digestión con nucleasa rnicrococal y extrac-

ción del material soluble en 0.15 M NaCl permite la obtención 

de dos poblaciones compuestas esencialmente por partículas 

mononuc1eosómicas (SI y S2, ver pag. 105)(Bode et al., 1983) 

que difieren en el contenido de no histonas y acetilación de 

las histonas. La e1ectrofores i s en gel no desnaturalizante 

de 4% acri1 amida-0.2% bisacri1 amida-0.5xTEB de estas pobla-

ciones nucleosórnicas, permi te discriminar distintos tipos de 

subpoblaciones nuc1eosómicas con diferentes movilidades elec-

troforéticas que difieren en el contenido de no histonas y 

grado de acetilación de las histonas (Bode, 1984). 
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Fig 62. 

Electroforesis preparativa de nucleosomas . 

En la gráfica se muestra la absorbancia a 260 nm. del 

material eluido de electroforesis preparativa de nucleosomas 

utilizando el equipo diseñado de pag. 106-107, en función del 

volumen de eluido. El flujo de elución fué de 0.87 ml/min, y 

se recogió una fracción cada 5 min. El volumen eluido empezó 

a contarse en el momento de la conexión del gel a 150 voltios 

(80-100 mA). El material eluido fue identificado determinando 

la composición proteica y de ADN de cada fracción. 

El material eluido entre los 100 y los 125 mi consta 

de pequeños fragmentos de ácido nucleico sin proteinas mayo-

ritarias (fig 61). El material eluido entre los 125 y los 200 

mi consta de partículas mononucleosómicas (fig 61)(Bode, 1984) 

separadas en función de su fricción con el gel. Separando el 

sobrenadante 1, el material eluido entre los 160 y 200 mi 

posee un mayor contenido en proteinas no histonas que el mate-

rial eluido entre los 125 y 160 mi. Separando el sobrenadante 

2, las histonas del material eluido entre los 160 y 200 mi, 

poseen un mayor grado de acetilación que las del material 

eluido entre los 125 y 160 mi. 
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3.2.2.- Marcadas diferencias en la capacidad de distintas 

protaminas para desensamblar nucleosomas "in vitro": 

El aislamiento de la protamina galina a partir de es-

permatozoi des del conducto deferente (fig 63,64 y 65) per-

mitió su utilización en los experimentos de desensamblaje 

de histonas de nucleosomas, cromatina o núcleos "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-HCl y sulfato de salmina de la Merck)(fig 64) 

En congruencia con los resultados clásicos realizados 

"in vitro" con cromatina de timo de ternera y la protamina 

salmina, nuestros resultados indican que estaprotamina, altamen-

te bási ca y de pequeño tamaño, no puede causar un desplazamien-

to mayoritario de las histonas de nucleosomas a relaciones 

arginina/nuc1eotido= 1-8, varias veces superiores a las fisio-

lógicas (fig 66 y 68). La protamina salmina contiene 32 

residuos, de los cuales 20 son argininas (fig 7). 

Utilizando la protamina galina, con un tamaño ( peso 

molecular de 9.829 (Nakano et al., 1976) y 65 aminoácidos de 

los cuales 38 son argi ni nas ) que presenta casi el dobl e del de 1 as 

protaminas de peces (fig 7), se muestra que esta protamina 

es capaz de producir un desplazamiento prácticamente total 

de las histonas de partículas nononucleosómicas depleciona-

das en la histona Hl, en un rango arginina/nuc1eótido= 0.6-

1.2, próximo al fisiológico ( relación arginina/nucleotido 

en el espermatozoi de = 0.8)(fig 6 7 y 6 8 ) . 

Estas diferencias en la habilidad de distintas protami-

nas para desensamblar nucleosomas "in vitro" (fig 68), guarda 

una buena correlación con la duración de la espermiogénesi s 

en ambas especies: La espermiogénesis en la trucha dura 

varias semanas, mientras que es mucho más rápida en el gallo, 

6 dias. 

Aparte de las diferencias en el tamaño y en el conteni-

do en argininas, la protamina galina contiene 4 residuos de 

tirosina, aminoácido ausente en las pequeñas protaminas de 

peces (fig 7). 
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Aislamiento y estandarización de las disoluciones de 

protamina gallina y salmina. Determinación de las argininas. 

Núcleos de espermatozoides del conducto deferente fueron 

aislados como está descrito en pag. 88, y las proteínas nu-

cleares extraídas con 0.3M HCl 30 min a 0-4-C, precipitadas 

con ácido tri eloroacético 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. El pellet de proteïna se secó primero a presión at-

mosférica y finalmente 30 min bajo vacio. La proteïna se pesó 

con una balanza analítica, disolvió en H2O y el pH se ajustó 

a 7.0. La composición proteica de la proteïna se analizó me-

diante electroforesis (Fig. 64) mostrando la presencia de una 

única proteïna mayoritaria cuya movilidad electroforética 

coincide con la descrita para la protamina galina. La deter-

minación de la concentración exacta se realizó mediante la 

determinación de las argininas (pag. 113)(B) y la realización 

del espectro ultravioleta(A). Arginina ( a — a ) , salmina ( o — o ) 

y galina ( • — • ) . 
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Fig 64. 

Electroforesis en gel de pol iacri1 amida-urea (pag. 
101) de la salmina y de la galina. 

1: lOug de galina, 2: 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 única proteina claramente detectable en los 
geles. 
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A." Electroforesis en gel de poliacrilamida-tritón-

urea (pag. 100) de la galina y de la salmina sobrecargando 

los geles para que se hagan visibles las proteinas minorita-

rias ( — ) que acompañan a estas protaminas. Pozo- Pozo 

N-1: 60 ug de galina, pozo N-2: 120 ug de galina, pozo N-3: 

histonas de eritrocito de polio 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 químicamente de esta (pag. 155 y 158). Las bandas 

que migran por debajo de la galina, seguramente se traten de 

productos de degradación de esta, y solo aparecen en estas 

condiciones de sobrecarga de proteina (fig.64). Nótese la 

presencia de dos componentes muy minoritarios que migran 

por encima de la salmina. 

B.- Electroforesis bi d i men s i on al para dilucidar el 

posible origen de los componentes proteicos minoritarios que 

acompañan a la protamina galina. La protamina galina y sus 

componentes de menor movilidad electroforética (•), insolubles 

en SDS, no entran en la segunda dimensión. 
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