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1. P A R T E  T E O R I C A

1.1. INTRODUCCION

1.1.1. DEFINICION DE HISTONAS

Las histonas son proteinas bàsicos que se encuentran 
asociodos al DNA, en algün momento del ciclo celular.

Esta definicién no hace, deliberodamente, ninguna 
distincion entre histonas y protaminas. Aunque parece existir une 
diferencia real entre la funcién de las proteinas bdsicas asocio—  
das al DNA del nucleo de las células somàticas -histonas- y la 
de aquelles asociadas al DNA del nucleo de los espermatozoos -pro 
tominos-, sin embargo no es posible estoblecer uno distincién mâs 
rigide, besede en el enàlisis de eminoâcidos, ya que las proteinas 
de espermotozoo de diferentes especies presenten uno considerable 
variacidn en su composicidn.

Por otro lado, la anterior definicidn trata de eu—  
brir los hechos de que las histonas pueden separarse del DNA en al 
guna etapa del ciclo celular y que pueden no estar confinadas ex—
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clusivamente en el nûcleo, especialmente durante su sintesis.

Parece, por consiguiente, que esta definiciôn, aun< 
que un tanto provisional, no puede mejororse en tanto las funcio* 
nés de estas proteinas no se determinen totalmente.

1.1.2. INTRODUCCION HISTORICA

I
La investigocion de las proteinas bâsicas del nucleo 

celular comenzô en 1874, cuondo Friedrich Miescher descrubriô en 
el esperma de salmén, una combinaciôn de una sustancia dcida -pos 
teriormente llamada âcido nucleico- con una base orgânica a la 
que llamd protamina (Miescher, 1874). Albrecht Kossel (1884), en 
una investigacidn seme jante con eritrocitos de gonso, encontrd que 
el material bosico asociado al âcido nucleico era mâs complejo que 
la protamina. Kossel oislâ esta sustancia bâsica por extrocciân de 
nucleos con âcido clorhidrico diluido, y propuso paya ello el nom­
bre de histona.

Stedman y Stedman (1950) fueron los primeros en de—  
mostror que la histona no era una proteina homogéneo. Al precipi—  
tar, selectivamente, sulfato de histona con etonol, obtuvieron 
frocciones que mostrobon diferencios en su contenido en arginina y 
lisina, y las designaron como "histonas principales" -ricas en 
arginina- e "histonas subsidiarias" -ricas en lisina-. Ya estos 
autores sugirieron que las histonas eran, de hecho, una mezcla de 
proteinas de propiedades similares.

En 1955, Crampton, Moore y Stein describieron un mâ- 
todo para el fraccionamiento de histona por cromotografla en Ambe£ 
lito IRC 50 (Crompton y col., 1955). Esta fuè la primera vez que 
se logrâ la separaciân de componentes de histona usando una résina 
cambiadora de iones y, aunque sâlo pudo ser eluîdo el componente 
menos bâsico, constituyâ un avance importante en los métodos de
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fraccionamiento de histonas. En 1956, dos grupos de investigodores 
publicoron los resultodos sotisfoctorios obtenidos al eluir toda 
la histona aplicada en columnas de résinas cambiadoras de iones. 
Davison y Shooter (1956) usoron corboximetilceluloso, y Luck y 
col., (1956) utilizoron Amberlita IRC 50, y eluyeron las histonas 
con disoluciones de cloruro de guanidinio. Ambos procedimientos, 
posteriormente modificodos, han supuesto métodos convenientes de 
fraccionamiento de histonas.

Muchos grupos de investigodores dirigieron su traba­
jo 0 la preparacion y el fraccionamiento de histonas, caracterizâji 
dolas principalmente por el onâlisis total de aminoâcidos, y nom—  
brândolos de muy diferentes formas. La comparaciân entre las dife­
rentes frocciones era dificil, debido a que el onâlisis total de 
aminoâcidos, por si solo, dobo poco informociân ocerca de las com- 
plejidades relativas de las frocciones obtenidos. La ultracentrifu 
gaciân y la electroforesis libre dobon, igualmente, pobre informa- 
ciân ocerca de este punto.

La situaciân se clarificâ considerablemente con la 
aplicaciân de dos nuevos técnicas a la caracterizaciân de histonas. 
Neelin y Connell (1959) demostraron que las histonas podian sepa—  
rorse por electroforesis en gel de olmidân, lo que hacia posible 
la comparaciân de mezclas complejos# Por otrd parte Luck y col., 
(1956) y Phillips (1958) caracteyizaron las histonas por medio del 
onâlisis del residue N-terminal. Estas dos técnicas, modificadas 
en muchos casos por otros investigodores, han demostrado ampliameji 
te su utilidod para la distincién y comparaciân de las muchas froc 
clones obtenidos.

Hoy en dia, con la utilizaciân de todas las técnicas 
de que se dispone, las frocciones de histonas pueden ser lo sufi—  
cientemente corocterizadas como para poder llevar a cabo compara—  
clones significativas, y esté claro que sâlo existe un nâmero limi 
todo de frocciones principales de histonas, probablemente menos de
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1 0 , aunque también bay que admitir la existencia de componentes se- 
cundorios, de pequenos combios en la secuencia, y de modificaciones 
metobolicas.

1.1.3. FRACCIONES DE HISTONAS

Las histonas son una familia de proteinas muy simila­
res que pueden ogruparse en cinco frocciones principales, coda una 
de las cuales représenta, aproximadamente, el 20^ de la histona to­
tal (Johns, 1967 a). Estas cinco frocciones parecen existir en to—  
dos las células somàticas de mamiferos, peces, aves y plantas exam^ 
nodos, en proporcién notablemente constante y en una relocién de m£ 
sa histona/DNA de aproximadamente 1:1.

Normalmente se clasifican atendiendo a la proporcién 
relativa de lisina y arginina (Lys/Arg) en su composicién. Existe 
una fraccion muy rica en lisina, denominada F1, otro moderadamente 
rico en lisina, F2B, dos frocciones ricas en arginina, F2A1 y F3, y 
una intermedia, F2A2.

Ademâs de estas cinco frocciones principales, se ha 
encontrodo una sexto variedad -F2C- asociado en la cromatina de 
eritrocitos nucleados (Neelin y col., 1964; Edwards y Hnilica, 1968) 
y en eritoblastos de polio (Sotirov y Johns, 1972). Recientemente 
se ha aislado una proteina soluble en âcido, de movilidad electrofo 
rética similar a la de F2C, a partir de higado (Nelson y Yunis,
1969) y de cristolino (Johnson y Rothstein, 1970) de rono. En la T£ 
blo I se recogen las propiedades y los sistemos de nomencloturo mâs 
utilizodos para las frocciones individuoles de histonas.

Actualmente se conoce que coda una de las cinco prin­
cipales frocciones de histonas posee olguno microheterogeneidod ré­
sultante de pequenos diferencios en tomono y cargo. Esta heteroge—  
neidod puede deberse a pequefTos voriociones en la estructuro primo-
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T A B L A  I

Caracteristicas y sistemos de nomencloturo para los 
principales frocciones de histona.

Descripciân Nomenclotura Lys/Arg Pm
(1) (2) (3)

Ricas en FI I KAP 21.0 (4) 2 1 .0 0 0 (4)
lisina

F2C V - 2-3 (5,6) 16.000 (5)

F2B IIb2 KAS 2.50 (7) 13.774 (7)

Intermedia F2A2 Ilbl LAK 1.17 (8,9) 14.003 (8,9)

Ricas en F2A1 IV GRK 0.79 (10) 11.279 (1 0)
arginina

F3 III ARE 0.72 (11) 15.324 (1 1)

(1) Johns y Butler (1962 a) (7) Iwoi y cpl. (1970)
(2) Rasmussen y col. (1962) (8) Soutiere y col. (1972)
(3) Hubermon (1973) (9) Yeomon y col. (1972)
(4) Bustin y Cole (1969) (10) DeLange y col. (1968)
(5) Champagne y col. (1970) (11) DeLange y col. (1972)
(6 ) Edwards y Hnilica (1968)
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ria, como en el coso de la histona FI, o a modificaciones enzimot^ 
cos de las cadenas latérales de algunos aminoâcidos de las molécu­
les de histonas. Estas diferencias en estructura se discutirân mâs 
adelante.

Ademas de las fracciones de histonas descritas, se 
ha aislado recientemente uno proteina muy seme jante a elles, a pa£ 
t i r  de truche (Wigle y Dixon, 1971) y de tejidos de varies mamife­
ros (Ponyim y Cholkley, 1969). Es un componente menor que represen 
ta 0 ,5 -2 ^ de la histona total. El enàlisis de aminoôcidos sugiere 
que la proteina procédante de truche y la de mamiferos son simila­
res; aproximadamente el 60% de los residuos son lisina, alanine y 
proline.

1.1.4. LOCALIZACION

Los histonas se han encontrodo asociadas al DNA en 
casi todos los organismos eucariâticos examinados haste el momento.

Actualmente esta bien establecido el hecho de que 
las bactéries no contienen histonas en las cantidades, relatives 
al DNA, encontradas en organismos multicelulares, aunque existe, 
sin embargo, la posibilidad de que pueden ester présentes en pequ£ 
ne cantidad (Leaver y Cruft, 1966; Reef y Bonner, 1968). Igualmen­
te, estudios llevodos a cabo sobre une especie de olgos ozul-verdo^ 
sas han demostrado la ausencia de histonas en este organisme (Mok^ 
no y Tsuzuki, 1971). ,

Se han aislado histonas muy seme jantes a las de mami 
feros a partir de organismos unicelulores eucariâticos taies como 
olgos (iwai, 1964), protozoos (iwoi y col., 1965; Pieri y col., 
1968) y levoduro (Tonino y Rozijn, 1966; Wintersberger y col.,
1973; Franco y col., 1974) y este probablemente refie je su mayor 
complejidod unicelulor comparoda con la de las bacterias.
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Sin embargo se ho encontrodo que, en algunos espe— - 
cies de bongos y olgos dinoflageladas, no estân présentes todos 
las fracciones principales de histonas. Asi, Rizzo y Nooden (1972) 
han encontrodo, en Ja cromatina de dos especies de olgos dinoflagela­
das, sôlo el 10% de la proteina soluble en âcido existente en eucci 
riontes superiores. La electroforesis en gel de poliocrilamido ré­
véla que aproximadamente el 80% de esta proteina tiene una movili­
dad similar a la de la histona F2A1, mientras que no oporece ningu 
no banda seme jante a las otros fracciones. Tampoco se han detecta- 
do proteinas solubles en âcido en la cromatina de varias especies 
de hongos (Leighton y col., 1971; Dwivedi y col., 1969).

Mus recientemente, Hsiong y Cole (1973) bon encontre 
do dos proteinas bâsicas asociadas con la cromatina en Neurospora 
crassa, que se asemejan a histonas moderadamente ricas en lisina 
y que representan aproximadamente la cuarta parte de la cantidad 
total de histona encontrodo en organismos superiores. Mohberg y 
Rusch (1970) oisloron un conjunto completo de histonas de nucleos 
de Physorum polycepholum; estas proteinas estân présentes en una 
relaciân de maso 1:1 con el DNA, y exhiben una Imogen electroforâ- 
tico muy seme jante a las histonas de organismos superiores.

1.1.5. FUNCION DE LAS HISTONAS

Los dos closes de proteinas cromosomales, histonas y
no-histonas, bon sido objeto de estudio durante muchos apfos. Hoy
se ocepto que las proteinas cromosomales incluyen los componentes 
estructuroles y enzimâticos necesorios para el mantenimiento y la 
replicaciân de los cromosomos. Dotos recientes sugieren que aigu—  
nos de estas proteinas también pueden desempePfar el papel de regu- 
ladores de la actividad genética en el proceso de la t ran scrip—  
ciân. Sin embargo, la identificaciân de la funciân especifica de 
coda proteina individual es un problema no resuelto por el momento, 
asi como los meconismos moleculores segân los cuales estas protei­
nas llevan a cabo su funciân.
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Stedman y Stedman (1951) fueron los primeros en suge- 
rir que las histonas podrlan estar implicadas en la expresién sele£ 
tiva de distintos genes. Mas tarde. Cole (1962) propuso para estas 
proteinas un papel estructural, responsable del mantenimiento de la 
estructura de los cromosomos eucariâticos. Ambas hipâtesis han sido 
el foco de muchos estudios que han acumulado una gran informociân 
sobre muchas de sus propiedades, pero a pesar de este esfuerzo por 
comprender la funciân de las histonas, todovio no se posee una clo­
ra visiân sobre los papeles precisos que desempenon y sus mecanis—  
mos de occiân. En la actualidad se les atribuyen dos funciones pri£ 
cipoles: los histonas pueden ser responsables del mantenimiento de 
la estructura de los cromosomos a lo largo del ciclo celular, y/o 
pueden octuor como represores para la transcripciân del DNA.

La segunda posibilidad podria resultar bien de una 
presiân especifica, lo que implicoria un proceso de reconocimiento 
selective entre las histonas y algun otro componente cromosomol, 
probablemente DNA, o bien de un bloqueo no especifico de la copoci- 
dad de "template" del DNA. A la vista de las fuertes atrocciones 
electrostâticos que existen entre la doble hélice polianiânica del 
DNA y los multiples residuos de aminoâcidos bâsicos de las molécu—  
las de histonas, es dificil comprender como uno simple variociân en 
la secuencia de bases podria modular, de una forma efectiva, la 
uniân de la histona al DNA. Experimentos de asociaciân llevados a 

cabo utilizondo sistemos modelo de poli-L-lisina y poli-L-arginina 
enfrentados a DNA de diferentes composiciones, tienden a apoyar la 
idea de que las interacciones electrostâticos son las fuerzas prim£ 
rias en la uniân de proteinas bâsicas al DNA (Leng y Felsenfeld,
1966). Experimentos seme jantes utilizondo histonas ricas en lisina 
e histonas ricas en arginina, tampoco reveloron ninguna selectivi—  
dod en su uniân al DNA (Johns y Butler, 1964). Parece, por tanto, 
improbable que la interacciân directa entre histonas y DNA, en con- 
diciones fisiolâgicas, tenga lugar con olguno especificidad de se—  
cuencia. Existe la posibilidad de que una tercera sustancia, quizâ 
proteina no-histona o RNA, pudiera participar en un complejo terno-
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rio con histonas y DNA para conferir especificidad a sus interac—  
ciones; se ha conseguido alguna evidencia que sugiere que la hist£
na FI pudiera intervenir en tales com|de]os (Gottesfeld y col.,
1972).

Un segundo meconismo posible que permitirfo a la se­
cuencia de bases influir sustancialmente en la uni6n histona-DNA
"in vivo", estaria bosodo en la disminucién de las atracciones 
idnicas entre estas macromoléculas, mediante acetilacién o fosfori 
laciân de las histonas para neutralizar, al menos parcialmente, su 
bosicidod. Sin embargo, la mayor porte de la evidencia acumulado 
hasta la fecha, esté fundamentalmente de ocuerdo con la idea de 
que la funcién de las histonas no implica un reconocimiento de 
secuencios de bases esoecificas en el DNA.

Se puede tratar de relacionar la posible funcién de 
las histonas con su oporicién en algunos organismos inferiores 
(ver oportodo 1.1.4.). Si estas proteinas son elementos esencioles 
en la condensacién de los cromosomos, se deberia esperar su presen 
cia en todos los organismos que atrovieson un estado de metofose 
en su ciclo celular. Se han encontrodo histonas muy seme jantes a 
las de organismos superiores, en eucoriontes unicelulores -olgos 
verdes, protozoos, levoduro-, en los que lo diferenciocién es mi­
nime, pero que presenton un ciclo celulor completo. Por el contro- 
rio, los histonos no estân présentes en contidod detectoble, en 
los cromosomos bocterionos, en los que no ocurre ninguno condenso- 
cién durante el ciclo celulor. Sin emborgo, esto correlocién no se 
puede extender o los hongos o olgos dinoflogelodos, en los que se 
do uno condensocién semejonte o lo producido en lo metofose, pero 
en los que no esté présente un conjunto completo de histonos, ol 
menos en todos los especies. Los trobojos de Rizzo y Nooden (1972) 
en dos especies de olgos dinoflageladas, Gyrodiniun cohnii y Peri- 
dinium trochoideium, y los de Hsiong y Cole (1973) en el moho Neu­
rospora crassa son ejemplos de esta situaciân. Porece, por lo ton 
to que existen cosos en los que los cromosomos se encuent'ron en un
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estado condensado, en ausencia de un cojunto completo de histonos. 
Si esta conclusién no résulta modificada por el posterior hollozgo 
de histonas en estos organismos, podria establecerse que no es ne- 
cesorio la presencia de todos las fracciones para la condensocién 
de los cromosomos, aunque esta afirmocion no excluye el que las 
histonas, cuondo estén présentes, puedan desempenor un papel activo 
en la transicién de los cromosolnos desde el estado de interfose al 
de metofose.

El intente de estoblecer una correlocién entre el a^ 
cance de la diferenciocién mostrodo por los eucoriontes primitives 
y su contenido en histona, tampoco conduce o conclusiones définit^ 
vas. La comparaciân de Physarum polycepholum con otros organismos 
es un ejemplo. Physarum posee un conjunto completo de histonas, p£ 
ro muestra una diferenciocién que es relativamente poco detectable 
morfoldgicamente durante su ciclo vital. Esta situaciân puede con- 
trastarse con la de Neurospora, cuyas células alcanzan un grade 
comparable de complejidad morfolégica, pero en las que estân apa—  
rentemente ausentes algunos tipos de histonas. La semejanza entre 
las histonas de Physarum y las de organismos mucho mas complejos, 
como mamiferos, también sugiere que estas proteinas no son los el£ 
mentes controlodores del desarrollo y la diferenciocién.

En resumen, hoy en dia existe una gran cantidad de 
evidencias que indican que las histonas pueden reprimir, y muy pio 
bablemente reprimen, la capacidad del DNA para servir como "templ£ 
te" en la sintesis de RNA. Las histonas no parecen capaces de oc—  
tuar como represores especificos, asi, su actuacién en la res- 
triccién genética debe ser de olguno forma modulada por otros mol£ 
culas para conseguir el control selectivo sobre genes individuoles 
o grupos de genes.
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1.2. AISLAMIENTO DE HISTONAS

La preparacién de histonas o partir de un tejido dado, 
requiere previomente el aislomiento de la cromatina en un estado re­
lativamente puro. En muchos cosos, p. ej. timo de ternera, es un pro 
cedimiento bastante sencillo que consiste en la roturo de las membra 
nas celular y nuclear, sedimentaciôn de la cromatina por centrifugo- 
ci6 n, y lovodo de la misma con soluciones salinas diluidas. Sin em­
bargo, con otros moterioles iniciales, p. e j. insectos, donde la cari 
tidad de cromatina relativa al peso total es pequeffa, frecuentemente 
se hace necesario el empleo de procedimientos que permiton iniciol—  
mente uno extraccién parcialmente selectivo y una consiguiente con—  
centracién de la cromatina (Johns y Butler, 1962 b).

1.2.1. PREPARACION DE CROMATINA

El método normalmente odoptodo para la preparacién de 
cromatina,previa a la extraccién de histonas, comienza con el oislo- 
miento de nucleos. Los métodos descritos para este aislomiento son 
muy numéroSOS. Todos requieren las siguientes operaçiones:

- Homogeneizacién del tejido, generalmente con un homo- 
geneizador de aspas y en medios acuosos, fundamental 
mente citrate o sacarosa isoténica, en presencia de 
cotiones, detergentes, etc.

- Filtracién para eliminar trozos de fibras, células 
enteras, agregados nucleares, etc.

- Centrifugacién diferencial para sedimentar los né—  
cleos. En algunos tejidos, la centrifugacién en saca 
rosa isoténica es suficiente para el aislamiento de 
nécleos pures. Pero en otros casos, insectos p# ej., 
se requiere una centrifugacién en gradiente discont^ 
nuo de sacarosa.
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Los nucleos oislodos se resuspenden en cguo o en di- 
soluciones muy diluidas de tampon Tris (Tris (hidroximetil) omino- 
metono) (Oliver y Cholkley, 1972; Artmon y Roth, 1971). La agita- 
cién en frio de la suspension y en ocosiones también el tratamien- 
to con ultrosonidos (Loewus, 1968), conduce a la rotura de la mem- 
brana nuclear dando lugar a un gel viscoso y transparente de crom£ 
tina, el cual se somete a varies lovodos con disoluciones salinas 
diluidas y con tompén Tris con objeto de eliminar restes de membr£ 
nas y componentes solubles de los nucleos.

Estos métodos conducen a preporaciones muy pures, p£ 
ro tienen el inconveniente de su bajo rendimiento y de la pérdida 
de constituyentes de bajo peso molecular. En el case concrete de 
nécleos de insectos, su aislamiento encierro grandes dificultades 
debido a la presendia de estructuras quitinosas que en el estadio 
de odulto farato constituyen cdemâs su envoltura externe. En los 
estodos de larve y adulte se consiguen preporaciones bastante pu—  
ras (Oliver y Cholkley, 1972), pero no se ho descrito ningun méto­
do para embrién y adulte foreto, probablemente debido a que los i£ 
tentos pore conseguir buenos preporaciones no han dodo resultodos 
sotisfoctorios por les peculioridodes de estos moterioles con en—  
voitures externes rigides.

La cromatina también puede prepararse directamente 
utilizondo medios de homogeneizacién hipoténicos, con lo que la eji 
voiture nuclear se rompe en esta primera etapa. Cuondo las condi—  
ciones de homogeneizacién han conducido a la rotura de los nécleos, 
la cromatina es el componente que sedimento més rdpidomente. En mjj 
chos casos la preparacién résulta muy contaminada aunque se hayon 
efectuodo sucesivos lovodos, y pore su purificocién se requieren 
trotomientos especiales como centrifugacién en gradiente de densi- 
dad o cromatografia en gel. Se habla entonces de cromatina cruda, 
cromatina purificada, cromatina soluble, etc., atendiendo al grado 
de purezo y método de preparacién.
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Para lo preparacién de cromatina cruda, el material 
biolégico se homogeneiza en soluciones salinas diluidas que habi—  
tualmente contienen EDTA (écido etilendiaminotetracético), citrate 
trisédico o tompén Tris, pH 6-8.0 (Hnilica y Busch, 1963; Dick y 
Johns, 1969 a; Zubay y Doty, 1959). El agente complejante EDTA, 
ademés de inhibir enzimas por captacién de cotiones indispensables 
para su actividad, ayuda a eliminar mucho proteina no-histona 
(Johns y Forrester, 1969 a), pero, sin embargo, la estructura y oc 
tividad de la cromatina depende en gran parte de la naturaleza y 
concentracién de los cotiones divalentes présentes, por lo que la 
presencia de EDTA puede modificar los interociones histona-DNA 
(Allfrey, 1970).

Es recomendoble también, la adicién al medio de hom£ 
geneizocién o de Idvodo, de octonol para impedir la formacién de 
espumcv de agentes reductores como el bisulfito y sustoncios inhibi 
doras de la proteolisis como el fluorofosfato de diisopropilo (Pa- 
nyim y Cholkley, 1969 b; Nooden y col., 1973). El homogeneizodo se 
filtra y centrifuga a bajo campo centrifugo para impedir la sedi—  
mentacién de componentes citoplasméticos. El sedimento se lava va­
rias veces, bien con el medio de homogeneizacién, bien con NaCl 
0.14M, hasta obtenez un sobrenadante incolore y claro. El sedimen­
to final constituye la cromatina crude.

En el ceso de que le preparacién de cromatina se des 
tine exclusivamente al aislamiento de histonas, algunos autores r£ 
comiendan también, lovodos con tampén Tris, pH 7.0, para eliminar 
proteinas ribosomales (Hnilica, 1967) y lavados con NoCl 0.25M pa­
ra eliminar otras proteinas (Johns y Forrester, 1969 a). Estos la­
vados, aunque mejoran la pureze de la preparacién, deben estudiar- 
se cuidedosomente para éviter pérdidas de algunas fracciones de 
histonas que comienzan a extraerse con concentrociones de NoCl re­
lativamente bajas (Georgiev y çol., 1966; Ohlenbusch y col., 1967).
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La composicién de los preporodos de cromatina cruda 
depende mucho del material biolégico de portido. En general, con—  
tiene gran cantidad de proteina no-histona y RNA* A pesar de ello, 
la facilidad y rapidez de su aislamiento, asi como el gran rendi—  
miento obtenido, la convierten en el material idéneo para los proc£ 
SOS de fraccionamiento, asi como para la obtencién y purificacién 
de las histonas y sus fracciones, que requieren suficiente material 
de partida.

1.2.2. AISLAMIENTO DE HISTONA TOTAL

Para el aislamiento de la histona total a partir de 
la cromatina parcialmente purificada, existen dos procedimientos 
fundamentales. Las histonas pueden extraerse usando disoluciones 
écidas que insolubilizon los écidos nucleicos y las proteinas no- 
histonas, o bien el complejo de la DNP (desoxirribonucleoproteina) 
puede disociarse y solubilizarse usando altos concentrociones soH 
nos, con lo que el DNA y la histona pueden separarse posteriormen­
te.

1.2.2.1. Extraccién écido

La extraccién écido présenta la ventajo de que los 
écidos nucleicos de alto peso molecular resultan insolubilizados 
con este trotomiento y pueden ser seporodos focilmente por centri­
fugacién o filtracién,y la histona recogida del extracto clorific£ 
do se puede précipiter usando ocetono o etonol. Si se utilize HCl 
0.2 é 0.25N para la extraccién, las histonas pueden obtenerse por 
adicién de, al menos, 6 volumenes de acetone; si se usa H2SO4 0 . 2  

é 0.25N, entonces de 2 a 3 volumenes de etonol son suficientes de­
bido a que los sulfotos de histona son mucho menos solubles en di- 
solventes orgénicos que los hidrocloruros. No existe ninguna evi—  
dencia de desnaturalizacién o formacién de estructura 6 por el uso 
de disolventes orgénicos pore précipiter histonas, y este método
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de obtencién es mds recomendable que la liofilizocidn o la precipi 
tacién isoeléctrica*

El precipitado fibroso que a menudo se obtiene al 
tratar la cromatina con écido, es probable que mantenga histonas 
ocluîdos, lo que hace la extraccién mas dificil; en la prdctica es 
necesario someter a la DNP a 2 6 3 tratamientos con âcido mediante 
agitacién con bolas, con el fin de conseguir una extraccidn comply 
ta.

Un pequeno inconveniente al uso de la extraccién con 
âcido sulfârico ha sido senalado por Murray y Milstqin (1967); du­
rante alguna hidrâlisis âcida posterior, pueden formorse los sulfa 
tos de 0 -serina y 0 -treonina, conduciendo a errores en los anéli—  
sis de ominoâcidos. El método de la extraccién écida présenta, sin 
embargo, otras ventajas, como el hecho de que inhiben la actuacién 
de los enzimas proteoliticos (Phillips y Johns, 1959) e impide la 
agregacién de las histonas. La degradacién por écido no se produce 
si las extracciones son llevadas a cabo a temperaturas igual o in- 
feriores a 49C; cualquier degradacién de este tipo séria facilmen- 
te detectada por medio del anélisis del residue N-terminal#

1 .2 .2 .2 . Disociacién salina

El método de disociacién salina se basa en un aumen- 
to de la concentracién de la soi, normalmente NaCl, hasta un valor 
final de aproximadamente 2M, lo que causa la solubilidad del DMA y 
de la histono. La concentracién requerida para la méxima disocia—  
cién es variable y depende de la sal utilizada (Ohlenbusch y col.,
1967) y del material biolégico de partida. Algunos autore* utili—  
zan, ademés del NaCl, concentraciones moderadas de urea -5M- que 
ayudan a solubilizar los componentes individuales al reducir la 
agregacién (Cilmour y Paul, 1969; Shaw y Huang, 1970; van den Broek 
y col., 1973). También se han descrito métodos semeJantes utilizan- 
do cloruro de guanidinio (Arnold y Young, 1972; Levy y col., 1972).
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Para la posterior seporocién del DMA y la histona 
existen vorios procedimientos. El DNA puede precipitarse del corn—  
plejo disocicdo por odicién de un volumen de etonol. También la 
odicién de HCl 6 H2SO4 hasta una concentracién final de 0.25N con­
duce 0 la precipitocién de écidos nucleicos y protéines écidas.
Las histonas se obtienen del sobrenadante, previa diélisis para 
eliminar el NaCl, por odicién de acetona o etonol. La desventaJa 
de este método es que siempre précipita algo de histona con el DNA, 
lo que hace necesario varias redisociociones en sol concentrodo p£ 
ro la obtencién compléta de la histona.

Bouer y Johonson (19éé) demostroron la posibilidod 
de separar el DNA y la histona por ultrocentrifugocién a 200.000 g 
durante 8 horos. Este método présenta la ventajo de que puede apH 
corse a muestros müy pequenos de tejido.

También se ho conseguido (Loeb, 1968) una bueno sep£ 
rocién de DNA e histonas mediante cromotogrofia sobre Sephorose 48. 
Como la ultrocentrifugocién descrito antes, esta seporocién es muy 
util para pequenos contidodes de material, ounque resultan prdcti- 
comente dificiles seporociones a gron escola bosodos en estos mét£ 
dos. Tonto la ultrocentrifugocién como la cromotografia en gel pr£ 
senton el inconveniente de no separar la histona de la proteino 
no-histono. Esta ultimo puede eliminorse por odicién de écidos di- 
luidos que la insolubilizon, o puede sepororse por cromotogrofia 
de combio de ién (Levyycol., 1972/ von den Broek y col., 1973).

El principal inconveniente del método de disociacién 
salina es que las histonas tienden a ogregor a volores de pH supe- 
riores a 4.0 (Davison y Shooter, 1956; Johns, 1968), y esto puede 
interferir seriomente con cualquier procedimiento de froccionomien 
to posterior. Ademés, varias proteinosécidos nucleores que normal­
mente no se eliminon por lovodos con disoluciones salines, y que 
no se extroen con écidos, pueden solubilizorse en estas condicio—  
nés (Wang, 1967), y pueden ser oislados junto con los histonas.
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1.2.3. AISUMIENTO DE FRACCIONES

1.2.3.1. Froccionomiento de histono totol

Cromotografia de combio de ién.

Los dos métodos més extendidos utilizqn Amberlito IRC 
50 y corboximetilceluloso como résinas combiodoros de iones. Luck y 
col.,(1958)ÿ demostroron que la histona total podio ser eluîda de 
IRC 50 usondo un grodiente de cloruro de guanidinio a pH 6.8. Se o^ 
tenion cuotro picos principales que fueron designodos como I, II,
III y IV. Rasmussen y col., (1962) y Murray (1964) ampliaron este 
trobajo y obtuvieron perfiles de elucién bostonte mas complicodos. 
Aparté de la froccién I (F1), una histona rica en lisina, los otros 
picos son complejos, proboblemente debido a agregacién a este pH, 
muy préximo a la neutrolidod. Aunque este procedimiento no es soti£ 
foctorio para el froccionomiento de la histona total en sus pricipa 
les componentes, ho sido utilizodo con éxito para procesos de puri- 
ficacién y subfraccionamiento (Kinkade y Cole, 1966 a).

Johns y col., (1^60) consiguieron fraçcionar la histo 
na total en très componentes principales, designados F1, F2 y F3, 
utilizondo una columna de CMC y efectuando una elucién por etapas 
con tampén pH 4.2 seguido por disoluciones diluidas de HCl. Poste—

I

riormente se demostré que F1 es una histona rica en lisina, F2 es 
una mezcla, y F3 es una histona rica en arginina. Este método tampo 
co es adecuodo para el fraccionamiento complete de la histona total; 
hoy en dla constituye una técnica auxiliar de fraccionamiento, en 
combinacién con métodos quimicos.

Cromotogrofia en gel.

Cruft (1961) demostré que la histona total podla ser 
parcialmente fraccionada usando Sephadex G-75 y eluyendo con HCl 
0.02N. La histona a, rica en lisina (FI) fue la primera en eluir;
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no se obtuvo ninguno otro froccién bien definido. Resultodos seme- 
)antes se ban obtenido con Biogel P-60 (Hamana e Iwoi, 1971).

Recientemente se ha descrito el fraccionamiento de 
la histona total de timo de ternera mediante cromotografia de ex—  
clusién (B*ôhm y col., 1973). Los mismos autores (von der Westhuy- 
zen y col., 1974) han conseguido aislar las seis fracciones de his 
tonas de eritrocito de polio mediante una combinacién de cromato—  
grafias en gel -Biogel P-éO y Sephadex G-lOO- utilizondo unas 
condiciones especificos de pH y fuerzo iénico.

Distribucién en controcorriente.

Esta técnica ha sido oplicoda al fraccionamiento de 
histonas totales por Butler y col., (19é7). Se obtuvieron très 
fracciones, pero las seporociones no se consideraron lo suficiente 
mente sotisfoctorios como para su utilizacién posterior.

Técnicos de precipitocién.

Se han intentodo precipitaciones diferenciales usan­
do una gron variedad de réactivés: acetona, etonol, écido tricloro 
acético, écido perclérico. La histona Fl, rica en lisina, puede 
aislarse facilmente de la histona total por vorios de estos proce- 
dimientos, pero las demés fracciones no se resuelven totalmente.

1.2.3.2. Extraccién selective

Disociacién selective con sales.

Ohlenbusch y col., (1967) han realizado un extenso 
estudio sobre la selectividad de la disociacién de DNP de timo de 
ternera utilizondo cloruro sédico. En presencia de NoCl 0.3M, las 
histonas permanecen unidas al DNA, solubilizéndose la mayor porte 
de la proteino no-histono (Johns y Forrester, 1969 a). La froccién 
I (Fl), la histona rica en lisina, puede sepororse de la DNP, se—
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lectivamente, usando NaCl 0.4-0.5M. Cuando la concentracién de sal 
supera este valor sélo se seporon mezclos de las restantes fracci£ 
nes, siendo las histonas ricas en arginina las que se separan a m£ 
yores concentraciones -l.éM-. Resultodos similores fueron obterû 
dos por Georgiev y col., (19éé). Ohlenbusch y col., (1967) también 
demostroron que usando percloroto sédico, la disociacién de DNP se 
produce aproximadamente a la mitod de la moloridod requerida con 
cloruro sédico, y Johns y Forrester (1969 b) han separado selecti- 
vamente la froccién Fl por extraccién de la DNP con cloruro mognd- 
sico O.lM. Smart y Bonner (1971) han estudiodo los efectos diso—  
ciontes del desoxicoloto sédico, encontrondo que este agente es 20 
veces mas octivo que el NaCl o el cloruro de guanidinio y 10 veces 
mas octivo que el percloroto sédico. Estos hechos les llevoron o 
concluir que la efectividod disociodoro de una sol es funcién de 
la interoccién del onién con sitios especificos de la proteino, 
mas bien que de la interoccién del cotién con los restos fosfotos 
del DNA.

La disociacién de la DNP de eritrocitos de polio, 
que contiene la froccién de histona designodo como V (Vidali y 
Neelin, 1968) ô F2C (Hnilico, 1964), ho sido estudiodo por Wilhelm 
y Champagne (1969). Estos autores han encontrodo que la froccién 
Fl se sépara selectivomente usando NoCl 0.4-0.5M, como sucede en 
timo de ternera, y que con concentraciones mas altas, 0.6-0.7M, se 
extrae la fraccién F2C. Por encima de 0.7M ya no existe ninguna S£ 
lectividod en la disociacién.

Extraccién selective con écidos.

Murray, en un estudio exhoustivo de Iqs posibilida—  
des de extraccién selective con écidos, ho demostrodo que le unice 
fraccién que puede ser seperede selectivemente de le DNP de timo 
de ternera, en une forme reletivemente pure, es le fraccién Fl.
Les demés se separan en grupos, y le situecién se esemeje a los ex 
perimentos de disociacién saline (Murrey, 1966). Este mismo eutor
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en un estudio similar con DNP de eritrocito de polio, ha logrado 
aislar, en forma pura, las fracciones Fl y F2C, gracias a un rigu- 
roso control del pH de las soluciones de extraccién (Murray y col.
1968).

Se han descrito otros métodos para la extraccién se­
lective de Fl, usando écido citrico (Davison y Butler, 1954), éci­
do tricloroacético (Denooij y Westenbrink, 1962) y écido percléri­
co (Johns y Butler, 1962 a). La extraccién con écido perclérico al
5% es la mds utilizada y ha permitido el aislamiento de la frac--
cién muy rica en lisina en una gran variedad de organismes.

Extraccién selective usando disolventes orgénicos.

Ya se ha senalado como, con el uso exclusive de sa­
les o de écidos, sélo es posible obtener une selectividad limitada 
en la extraccién, y que la primera fraccién que se sépara es, inyo 
riablemente, la Fl* No es sorprendente ya que parece ser la frac—  
cién menos firmemente unida al DNA (Johns y Butler, 1964) y estos 
réactivés no hocen sine inestobilizor enlaces iénicos. Sin embargo, 
mezclondo disolventes orgénicos con la disolucién de extraccién, 
es posible oprovechor también las diferentes polaridades relativas 
de las fracciones de histonas (Butler y col., 1968; Hatch, 1965). 
Usando una mezcla de etanol y HCl, las fracciones F3, F2A1 y F2A2 
pueden sepororse de la DNP de timo de ternera, selectiva y cuanti- 
totivomente, quedando unida al DNA Fl y F2B, que pueden ser extroi 
dos o continuocién con HCl 0.25N (Johns, 1964 a). Estos grupos pu£ 
den ser subdivididos fdcilmente mediante métodos de precipitocién 
selectiva con disolventes orgénicos, logrondo osi las fracciones 
individuales. Esta extraccién selectiva con etonol-HCl es la base 
de un método que permite el aislamiento de las cinco fracciones en 
grandes contidodes y en una mismo operacién (Johns, 1964 a, 1967 b, 
1969 b). En la Figura 1 se représenta un esquema general del frac­
cionamiento completo.
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TIMO DE TERNERA
lavados NaCl 0 .14M (x6)1

SEDIMENTO
lavados EtOH 90% (x2)i

SEDIMENTO
extraccion con EtOH -  HCl (x3)

1 --------
EXTRACTO 

(F3, F2A1, F2A2)

 1

SEDIMENTO 

(F l, F2B)

dialisis 
frente EtOH

i --------
PRECIPITADO

extraccion
con HCl 0 .2SN (x3)

SOBRENADANTE EXTRACTO

I
HCl + GuCl 3 vol.
1 vol. acetona acetona

SOBRENADANTE PRECIPITADO SOBRENADANTE PRECIPITADO

1 vol. 2 vol.
acetona acetona

r 5r V

F3 F2A1

ricas en arginina

F2A2

intermedia

F2B F l

ricas en lisina

Figure 1. Método para la preparacidn de las cinco fracciones 
principales de histonas de timo de ternera (Johns, 1971)
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De forma seme jante puede obtenerse una extraccién se­
lectiva de F2A1 y F2A2 usando una mezcla de cloruro de guanidinio 
(o cloruro sédico) y etonol, y esto ha facilitado el desarrollo de 
un método para la preparacién en gron escala de estas fracciones 
(Johns, 1967 b). Esta extracciép présenta la ventaja de realizarse 
a pH neutre, con lo que la nucleoproteina parcialmente deshistoniz£ 
da que résulta puede, todavia, octuor como "template” para la 
sintesis de RNA, e incluse someterse a estudios conformocionoles.

Estos procedimientos son oplicobles, en teoria, a to- 
da close de materiales biolégicos, siempre que se utilice nucleopio 
teina razonablemente pura como material inicial, y se ajuste la es­
cala de la preparacién de acuerdo con el contenido en histona (o 
DMA). Sin embargo, en la préctico y a pesar de estas precauciones, 
estos métodos no hbn dodo resultodos tan satisfactorios como en ti­
mo de ternera (Dick y Johns, 1969), por lo que es dificil conseguir 
buenos resultodos de pureza y rendimiento de las cinco fracciones 
de histonas en un sélo proceso y se ha de recurrir a la aplicacién 
de métodos especificos distintos o a la combinacién de los descri—  
tos a fin de aislar las distintas fracciones a partir de un deterixd 
nado material biolégico.

1.2.4. PURIFICACION, SUBFRACCIONAMIENTO Y HETEROGENEIDAD

Los fracciones de histonas oislados por los métodos 
de fraccionamiento onteriormente descritos suelen estor impurifico- 
das por pequenos contidodes de otros fracciones o por proteino ex—  
tracromosomal. La contaminacién por parte de proteinas écidas se 
élimina facilmente por cromotogrofia de combio de ién (Johns, 19é4 
a; Buckingham y Stocken, 1970). La cromotografia en gel se utilize 
en la eliminacién de sustancias originadas por degradacién o agreg£ 
cién de histonas. Por 61timo, la contaminacién debido o otros fro£ 
ciones se évita a base de reciclaciones del método de froccionomien 
to empleodo.
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 ̂La heterogeneidad de las fracciones de histonas ha 
do muy discutido, y son muchos los trabajos que hocen referenda a 

la existencia de gron nOmero de componentes en ellos (Neelin y Nee­
lin, 1960; Mouritzen y col., 1967). Gron porte de esta heterogenei­
dad puede ester causada por la agregacién de las fracciones entre 
si (Hnilico y Bess, 1965; Fambrough y Bonner, 1968), degradacién de 
las mismos, o contaminacién por proteino no-histono. Actuolmente, 
al contar con técnicos adecuadas de aislamiento y corocterizacién, 
se ho detectado la heterogeneidad real de los histonos, que puede 
deberse o pequenos diferencias en lo estructuro primorio, como es 
el coso de la histona rica en lisino Fl, o o modi f icociones covoleji 
tes de los cadenas latérales de los ominoécidos que ocurren en to—  
dos las fracciones de histonas.

La Heterogeneidad de la histona Fl se ha detectado 
por cromotogrofia en CMC (Johns y col., I960) o en Amberlito IRC 50 
(Rasmussen y col., 1962), y por estudios combinodos de cromotogra—  
fia y precipitocién con acetona (Johns, 1964 a, 1964 b). Su subfrac 
cionamiento fue conseguido por Kinkade y Cole (1966 a), quienes ob­
tuvieron très subfrocciones por cromotogrofia en Amberlito IRC 50 y 
elucién con grodiente de cloruro de guanidinio; este método de sepo 
rocién, que tiene lugar a pH é.8, es extramadamente sensible ya que 
posteriormente se ha demostrodo que las subfrocciones poseen estruc 
turas primaries muy seme jantes (Kinkade y Cole, 1966 b). La signify 
coci6n de estas pequeRos diferencias no se conoce por el momento, 
pero las subfrocciones parecen ser especificos de especie (Bustin y 
Cole, 1968; Kinkade, 1969).

El reste de los fracciones de histonqs se comporton 
de modo muy similar entre elles, y las técnicos cromatogréficas no 
son copoces de subfraccionarlos. Solamente la aplicacién de la téc­
nica de electroforesis en gel de poliocrilamido en tubos de gron 
longitud ho puesto de monifiesto la microheterogeneidod de estas 
fracciones originodo por modificocién covolente. La resolucién al—  
conzodo por este método es toi que puede detectorse el combio de mo
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vilidad electroforética sufrido por una histona cuando la cargo 
efectiva de la molecule résulta disminufda por une unico ocetilo-- 
cion o fosforilacién (Panyim y Chalkley, 1969 b; Bolhorn y col., 
1972 a). Recientemente, Dixon y sus coloboredores (Louie y Dixon, 
1972; Candido y Dixon, 1972) hen utilizodo une modificocién de 
electroforesis en gel de olmidén con la que se resuelve los dériva 
dos ocetilodos y/o fosforilados de histonas, de las fracciones no 
modificadas. Taies técnicos han hecho posible el anélisis detalla- 
do de las contidodes relatives de varias subfrocciones de histonas 
présentes en distintos tejidos, osl como la investigocién de relo- 
ciones, en el tiempo, entre el métabolisme de histonas y otros 
ocontecimientos celulores (Bolhorn y col., 1972 b; Oliver y col., 
1972; Louie y Dixon, 1972; Candido y Dixon, 1972).

Como resultodo de todos estos estudios, parece segu- 
ro concluir que la fraccién Fl es la unice que présenta une hetero 
geneidad debido a pequerfos diferencias en la estructuro primorio. 
El resto de la fracciones son todos homogéneos, constituidos por 
une énico codeno proteico susceptible de modificociones covolentes 
que hocen varier su cargo eléctrico. Estos resgltodos han sido con 
firmodos al ser dilucidodos las secuencios de qstos fracciones 
(ver oportodo 1.4.2.).

1.3. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE HISTONAS

Los histonas se han corocterizado principolmente por 
anélisis de ominoécidos, incluyendo determinocién de los residuos 
N- y C-terminoles, y por electroforesis en gel de olmidén y polio- 
crilomido. Code une de las cinco fracciones principales tiene sus 
propios coracteristicos por las que puede ser reconocido, lo que 
hace posible detector especificomente una determinada fraccién en 
una mezcla de histonas (Johns, 1968 b).
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1.3.1. ELECTROFORESIS EN GEL

Se han usado muchos métodos para la electroforesis de 
histonas en diferentes medios estabilizantes. La electroforesis en 
gel de olmidén, introducido por Smithies (1955), fue utilizada con 
éxito por Neelin y Connell (1959) para resolver las histonas de er£ 
trocito de polio; posteriormente Johns y col., (19é1) desarrolloron 
un método a bojo pH -2.4- para la separocién de histonas de timo 
de ternera. Sin embargo, actuolmente se consiguen seporociones mu—  
cho majores, utilizondo gel de poliocrilamido, fécil de préparer y 
monejor, por lo que se usa universolmente.

Los seporocién de las proteinas por electroforesis de 
disco depende de sus diferencias en cargo y tomaPfo. La resolucién ' 
es muy alto debido à la inicial concentracién de la muestro en une 
banda estrecho y a la virtual ousencio de fenémenos de odsorcién en 
los geles. En la imogen electroforética se observa un conjunto de 
bandas coloreodos que corresponden a componentes que difieren en 
cargo, en peso molecular o en ombos. Estas bandas pueden ogruporse 
en très zonas bien definidos: una superior en la que se encuentron 
las sustancias de baja movilidod -proteinas no-histonas de caréc—  
ter écido o neutro que a bojo pH tiene cargo ligerom^nte positiva 
por lo que migron poco, y agregados de histonas de alto peso moleC£ 
lor-, una zona intermedia donde se localizan las fracciones de hi£ 
tono, y una tercero zona, inferior, donde se encuentron los compo—  
nentes de bojo peso molecular y mayor movilidod, generalmente pro—  
ductos proteoliticos de las fracciones.

Las oplicociones de la electroforesis en gel de poli£ 
crilomido son multiples: control de pureza, identificocién y coroc- 
terizocién, volorociones cuolitotivos y cuontitotivas, estudios corn 
porôtivos, etc.

La técnica es insûstituible como método de control de 
pureza; la presencia de banda dq alto o baja movilidod es indicio
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claro de contaminaciones o degradaciones. Igualmente es técnica 
auxiliar imprescindible para valorar los resultodos de los frocci£ 
namientos.

La identificocién y corocterizacién de fracciones r£ 
quiere la comparacién de movilidades electroforéticas. Para ello 
es muy util emplear la técnica de electroforesis doble (Johns,
19é9 a) en la que tonto la muestro en estudio como la patrén se 
aplican sobre la superficie del mismo gel, aunque sin mezclarse, 
con lo que migron una junto a otra. Asi cualquier variable ofeclo- 
rla a la movilidod de ombos muestros y se evitaria cualquier error. 
Lot histonas totales de timo de ternera que han sido fraccionodos 
y corocterizodas profundomente pueden usorse como patrén de compa­
racién.

También puede utilizarse como criterio de identific£ 
cién la distinta coloracién que determinadas fracciones don con al­
gunos colorantes (Cohen y Gotchel, 1971; Panyim y col., 1971; Ba­
rrett y Johns, 1974).

La determinocién cuantitativa de las fracciones de 
histonas puede realizarse por colorimetrio de las bandas, bien re- 
gistrando la densidad éptica a lo largo del gel (Fambrough y col., 
1968; Panyim y Chalkley, 1969 b; Mazen y Champagne, 1972), o sec—  
cionando las bandas coloreodos y extrayendo el colorante de coda 
una de ellos (Johns, 1967 a). La exactitud de estos métodos depen­
de de la extracti bilidad de las histonas, que ha de ser cuontitat£ 
va, y del conocimiento del rendimiento de la tincién.
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1.3.2. COMPOSICION DE AMINOACIDOS

Las histonas son proteinas bâsicas, s61o superadas en 
basicidad por las protaminas. Las altas proporciones en que se en—  
cuentran algunos ominoécidos las diferencian claramente de otras 
proteinas. Asi, el contenido en arginina de las fracciones F2A1 y 
F3 es aproximadamente igual al 1^. La al ta proporcién de lisina en 
la fraccién Fl no es superoda por ninguna proteina. Otras caracte—  
risticas destacables son el alto contenido en glicocolo de la frac­
cién F2A1, un 19^, y el contenido en leucina de la F2A2, aproximad£ 
mente un 13^.

Aparté de las propied odes seffolodas, existen caracte- 
risticos énicos que permiten distinguir unas histonas de otros. Asi, 
la fraccién muy rica en lisina, Fl, se distingue por su alto conte­
nido en lisina, alanina y prolina, y por la ausencia de histidina.
La fraccién rica en lisina, F2B, se carocteriza por su alto conten^ 
do en serina y por ser la énica fraccién que présenta prolina en su 
extreme N-terminol. La fraccién intermedia F2A2 sélo tiene una ca—  
racteristica sobresaliente: la alto proporcién de leucina en su corn 
posicién. La fraccién rica en arginina F2A1 se distingue por su al­
to contenido en glicocolo y tiene este mismo ominoécido como resi­
due C-terminal. La fraccién F8, rica en arginina, posee cisteina y 
présenta alanina como residue N- y C-terminal. También pueden ser 
étiles algunos dotes derivados del anélisis de ominoécidos, como la 
relacién de lisina a argininq o la de ominoécidos bdsicos a écidos.

Todos estos dates estén bosodos en el estudio de las 
histonas de timo de ternera, aunque, en lineos générales, las coroc 
teristicas de composicién de ominoécidos se don, seme jantes, en 
otros organismes. En la Tabla II se presenton los anélisis de omino 
écidos, residuos terminales y dotes derivados, de las cinco frocci£ 
nés principales de timo de ternera. Los dotes proceden de fracciones 
obtenidos por los métodos preparatives discutidos onteriormente
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T A B L A  II

Composicién de ominoécidos y dotos derivados de las 
cinco fracciones principales de histona de timo de ternera.

Aminoécido Fl F2B F2A2 F2A1 F3

Acido ospértico 2.2 4.8 é.2 4.9 3.7
Treonino 5.7 6.4 3.9 é.9 7.4
Serina 5.8 11.2 3.1 2.0 3.7
Acido glutémico 3.1 8.0 9.3 5.9 11.1
Prolina 8.9 4.8 3.9 1.0 4.4
Glicocolo 7.0 5.é 10.9 lé.7 5.2
Alanina 25.1 10.4 13.2 é.9 13.3
Cisteina 0.0 0.0 0.0 0.0 1.5
Valina 5.0 7.2 é.2 8.8 4.4
Metionino 0.0 l.é 0.0 1.0 1.5
Isoleucino 0.7 4.8 4.é 5.9 5.2
Leucina 4.é 4.8 12.4 7.8 8.9
Tirosino 0.5 4.0 2.3 3.9 2.2
Fenilalonina O.é l.é 0.8 2.0 3.0
Histidina 0.0 2.4 3.1 2.0 1.5
Lisina 29.4 lé.O 10.9 10.8 9.é
Arginina 1.4 ' é.4 9.3 13.7 13.3
Amidos - 7 11 4 9
b/a 5.8 1.9 1.5 2.5 l.é
Lys/Arg 21.0 2.5 1.2 0.8 0.7
N-terminol Ac- Pro Ac-Ser Ac-Ser Alo
C-terminal Lys Lys Lys Gly Ala
NG residuos 218 125 129 102 135

La composicién se do en moles por ciento. Los dotos 
de las fracciones F2B, F2A2, F2A1 y F3 se han colculodo a partir 
de sus secuencios de ominoécidos. Referencios como en Tabla I.
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(Johns, 1964 a, 1967 b; Phillips y Johns, 1965), y se comparon con 
los anélisis calculados a partir de los trabajos de secuencia, en 
aquellos casos en que la estructura primaria es conocida.

1.3.3. OTROS METODOS

El anélisis de aminoécidos y la electroforesis en gel 
son suficientes para caracterizar cualquier mezcla de histonas. 
Ademés de estos métodos générales existen otros que oprovechon pro­
pied odes porticulores de las fracciones y por ello tienen una utiH 
zacién limitada.

La histona rica en lisina, Fl, es soluble en écido 
perclérico al 5^ (johns y Butler, 1962 a) y écido tricoloroocético 
al %  (Denooij y Westenbrink, 1962), mientras que las otros cuotro 
fracciones precipitan con estos reactivos. El DNA disuelto en NaCl 
0.5m se recombina y précipita con todos las otras fracciones, pero 
no con la Fl (Johns, 1971).

La histona F2A1, rica en arginina, agrega a concentra 
ciones muy bojos de écido tricloroacético -O.OlN- y puede recono- 
cerse asi en una mezcla de histonas (Johns, 1968 b).

La otra fraccién rica en arginina, la histona F3, a 
causa de la presencia de cisteina en su composicién, puede distin—  
guirse de las demés fracciones por un tipo especffico de agregacién. 
A pH 7.0 forma polimeros (dimeros, trimeros, etc.) debido, presumi- 
blemente, a la oxidacién de la cisteina para originar puentes disul 
furos intermoleculares, produciendo una multiplicidad de bandas en 
electroforesis, (Johns, 1968 a; Panyim y col., 1970). También se ha 
detectado cisteina en la fraccién F2A1 de equinodeonnos (Subirana, 
1971).
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1.4. ESTUDIOS FISICOS Y CONFORMACIONALES

El establecimiento de las relaciones estructuro-fun­
cién de las histonas necesito de un conocimiento profundo de sus 
conformaciones y de la distribucién espaciol que presenton en la 
nucleohistona. Las investigaciones que se vienen desarrollando so­
bre este compo, se ogrupon en très lineos principales:

a) Estudios fisicos de las conformaciones de las 
fracciones de histona purificodas y de su compor- 
tomiento conformocionol. Los métodos de oislomieji
to y purificocién de que se dispone hoy dia permi
ten que puedo investigorse la estobilidod confor- 
mocionol de coda histona, en funcién del disolven 
te. Ademés la determinocién de las secuencios de 
aminoécidos de muchos fracciones es de la méxima 
ayuda para la interpretdcién de los dotos espec—  
troscépicos, sobre todo de los de resonancia mag- 
nética nuclear.

b) Estudios espectroscépicos y de difroccién de royos 
X de nucleohistona nativa y de DNP parcialmente 
deshistonizada, resultodo de extraer selectivamen 
te algunos de las fracciones. Se persigue con es­
to, obtener informacién sobre la conformacién de 
la histona y del DNA en el complejp de nucleohis­
tona, y sobre sus relaciones espocioles.

c) La tercero linea esté centrada en estudios fisi—  
COS de nucleoproteinas reconstituidas a partir de 
DNA y coda una de las fracciones de histonas. Se 
trata asi de averiguar en que medida contribuye 
coda >una de las histonas a la estructuro de la nu 
cleohistona.
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1.4.1. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR

Muchos de los estudios de les propiedodes fisicos y 
quimicos de las histonas han proporcionodo valiosos dotos para el 
conocimiento de la posible relacién estructuro-funcién de estas 
proteinas. Pero ademés, estas investigaciones son a menudo de in- 
terés general, puesto que las propiedodes moleculares de las his­
tonas son muy diferentes de las de otras proteinas globulares co- 
munmente estudiadas.

Vorios ejemplos interesantes de este comportamiento 
oporentomente onémolo de las histonas se pueden encontror en los 
intentos de la estimacién de su peso molecular.

La técnica de ultrocentrifugocién se encuentra con 
los graves problèmes de la outoosociocién, y de la gron influen—  
cia que la concentracién de histona ejerce sobre los coeficientes 
de sedimentocién, especiolmente a baja fuerzo iénico (Edwards y 
Shooter, 1969); esto dificulto la exacte estimacién de los pesos 
moleculares de las histonas. Los intentos de superor los efectos 
de cargo y agregacién usando altos concentraciones de cloruro de 
guanidinio como disolvente, pueden introducir problèmes adiciona- 
les de no-idealidad (Munk y Cox, 1972).

Lacromotografia por filtrocién en gel, otro popular 
método para la répida determinocién de pesos molecqlores, tampoco 
produce buenos resultodos con histonas (Phillips y Clarke, 1970). 
Los histonas se cromatografian normalmente en écidq diluido -HCl 
O.OlN- para reducir su tendencia a la agregacién, y a este pH to 
mon une conformacién muy extendida, posiblemente como resultodo 
de la repulsién de cargos. Asi, su radio de Stokes efectivo, la 
propiedad que reolmente se mide por cromotogrofia qn gel, es onoj[ 
malmente grande cuando se compara con el de proteinas menos cargo 
dos y de peso molecular porecido; el resultodo es una sobre-esti- 
ffiocién del peso molecular. Una segundo fuente de error es la ten-
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dencia que presenton los histonas a quedor retenidos en las car­
gos residuoles de l a  matriz del gel (Chen y  C x à ig , 1972; Candido y 
Dixon, 1972). El resultodo de este efecto es el retroso en la elu­
cién de la histona, lo que llevo a sub-estimor su tomaPfo molecular.

La electroforesis en gel de poliocrilomido en presen 
cio de dodecilsulfoto sédico (SDS) es quizé el método mos utilizo- 
do poro uno répido estimocién del peso moleculor. Shopiro y col., 
(19é7) y Weber y Osborn (1969) demostroron que lo movilidod elec—

I
troforético de todos los proteinos probodos es inversomente propor 
cionol ol logoritmo de su peso moleculor. Si se comparon los movi- 
lidodes relotivos de los diferentes histonos con los de proteinas 
globulores (Ponyim y Chalkley, 1971), resultan unos pesos molecul£ 
res oporentes poro los histonos con side roblemen te superiores o los 
estoblecidos por estudios de secuencio de ominoécidos (DeLqnge y 
col., 1969, 1972; Iwoi y col., 1970), o por otros métodos (Teller 
y col., 1965). Poréce proboble que esto oporente discreponcio ré­
sulté de uno reduccién significotivo de corocter oniônico de los 
complejos histono-SDS, o couso del némero onormolmente gronde de 
corgos positives en lo histono. Tombién, es posible que lo porciol 
neutrolizocién de los corgos negotivos del SDS lleve a uno confor- 
mocién del complejo histono-SDS menos extendido que la de los com­
plejos proteino écido-SDS, lo que tenderio a controrrestar la re—  
duccién en movilidod debido a la reduccién de cargo. Sin embargo, 
esto parece improbable a la vista de los estudios hidrodinémicos 
de Reynolds y Tanford (1970) que no revelan ningén comportamiento 
onémolo de los complejos histona Fl-SDS.

Todo lo onteriormente expuesto viene a resoltor las 
especiales propiedades moleculares de las histonas y, particular—  
mente, las dificultades existantes en la estimacién de sus pesos 
moleculares. Hoy en dia, los trabajos de secuencia han conducido 
al conocimiento del peso molecular exacte de varias fracciones de 
histonas de timo de ternera, lo que ha permitido (Panyim y Chalkley
1971) utilizar esos fracciones como patzones en la electroforesis
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en SDS. La cuxva est^ndar construida con Ips logaritmos de los pe­
sos moleculares en funcién de las movilidades relatives, aunque 
conserva la linearidad, difiere en la pendiente y en la intersec—  
cién con el eje de obcisas cuando se compara con la obtenida con 
proteinas globulares.

Asi pues, la electroforesis en SDS permite la estima
cién del peso molecular de histonas, siempre que se utilicen como
potrones fracciones de histonas de peso molecular conocido. En 
cualquier caso la técnica no es muy sensible, y los dotos que pro- 
porciono sélo son oproximodos; el error en la determinocién de los 
pesos moleculares puede llegar a ser del 6rden del 10^ (Wigle y Di 
xon, 1971).

Los dotos de pesos moleculares de las fracciones
principales de histonas se recbgen èn la Tabla I.

1.4.2. RELACIONES ENTRE LA ESTRUCTURA PRIMARIA DE HISTONAS Y SUS 
POSIBLES CONFORMACIONES

La determinocién de la secuencia de aminoécidos de 
histonas ha sido el objetivo de vorios grupos de investigocién en 
los éltimos affos. El resultodo ho sido el conocimiento de la es—  
tructura primaria de cuotro de las fracciones principales de histo 
nos, encontréndose la secuencia de las dos restantes -Fl y F2C- 
en un avanzado estado de elucidacién.

La primera histona totalmente secuenciada fue la 
F2A1 de timo de ternera (DeLonge y col., 1968, 1969 a; Ogowo y col^
1969), inmediotomente seguido por las F2A1 de embrién de guisante 
(DeLonge y col., 1969 b), hepatoma de rata (Wilson y col., 1970), 
timo de cerdo (Soutiere y col., 1970, 1971 b), tumor cloroleucémico 
de rota (Soutiere y col., 1971 a) y, recientemente, F2A1 del erizo 
Porechinus ongulosus (Strickland y col., 1974).
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La estructuro primaria de la histona F3 se conoce en
timo de ternera (DeLonge y col., 1972), eritrocito de polio (Brondt
1972), testiculo de corpo (Hooper y col., 1973), embrién de guisan­
te (Patthy y col., 1973) y eritrocito de tiburdn (Brondt y col., 
1974).

La fraccién rica en lisina, F2B, de timo de ternera 
fue secuenciada por Iwoi y col. (1970). Aunque por el momento no se 
conoce la estructuro primaria de esta histona procédante de otros 
organismos, el estudio de mopos peptidicos (Hnilico, 1967) ha perm£ 
tido desarrollar estudios comporotivos.

Yeoman y col. (1972) y Soutiere y col., (1972) han d£
terminado la secuencia compléta de la histona F2A2 de timo de tern£
ro. Posteriormente Bailey y Dixon (1973) dilucidaron la estructuro 
primaria de lo mismo fraccién de testiculo de trucha.

La histona muy rica en lisina, Fl, es la mayor de to-
das las fracciones (218 residuos). Su secuencia compléta no se cono 
ce por el momento, aunque se han desarrollado estudios de fragmente 
cién, composicién de aminoécidos en péptidos e incluse détermina—  
cién de secuencios parciales (Bustin y col., 1969; Evans y col., 
1970; Rail y Cole, 1971). Se ha determinado la secuencia de los 108 
residuos primeros de esta histona procédante de timo de conejo (Rail 
y Cole, 1971 ; Jpnes y col., 1974

Los intentos para determiner la estructuro primaria 
de la histona F2C, la fraccién encontrodo en eritrocitos nucleodos, 
no han dodo fruto por el momento(Greenaway, 1971 ; Greenaway y Murray 
1971 ; Garel y col., 1972), aunque se conocen varias secuencios par­
ciales (Garel y col., 1975; Soutiere y col., 1975).

El estudio comporedo de estas secuencios de aminoéci­
dos de las fracciones de histonas, parcialmente o totalmente conoci 
dos, révéla ciertas coracteristicos estructurales dignas de ser des
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tacadas.

Asi, la gran homologia existente entre las secuencias 
de aminoécidos de varias de las fracciones de histona procédantes 
de diferentes organismes. El coSo mOs claro es el presentado por la 
histona F2A1. Es francamente notable el hecho de que se hayon dodo 
sélo dos sustituciones conservotivos -volino por isoleucino y lisi 
no por arginina- entre dos organismos ton distantes filogenético—  
mente como el guisante y la voco. Ya se ho senalado (DeLonge y col., 
1969 b) el hecho de que las secuencias del citocromo jc procédante 
de trigo y voco difieren en cosi un tercio de sus residuos de ami—  
noécidos, y sin embargo ejercen la mismo funcién en ombos organis­
mes. Por comparacién, las relaciones estructuro-funcién inherentes 
a la octividod biolégico de la histona F2A1, deben ser extremadame£ 
te exigeâtes, es decir, un combio muy leva en la estructuro primo—  
rio de la proteina puede ofector rodicolmente su funcién. La otra 
froccién rica en arginina, F3, présenta también uno alto estobili—  
dod con la evolucién, aunque inferior a la F2A1. Es de destocor el 
hecho de que uno de los combios sufridos por la histona F3 al posor 
de la voco a la corpo, el tiburén o el guisante, es la sustitucién 
de uno cisteina por uno serina; la pérdido de un residue de cistei­
na en uno proteina cuyo estructuro primorio résulta ser muy astable 
en el tronscurso de la evolucién, puede interpretorse como un hecho 
de alguna troscendencio, ya que provoco un combio considerable en 
la copocidad de la moléculo para interoccionor con otros proteinas. 
Se puede orgUir que la formocién de enlaces covolentes a trovés de 
este residuo no es esenciol para la funcién de la histona F3; este 
postulodo viene opoyodo por la idea de que este residuo de cisteina 
puede estor oculto en la estructuro terciorio de la proteino (Polou 
y Podrés, 1972). También se détecté la presencia de cisteina en la 
fraccién F2A1 de equinodermos (Subirana, 1971); recientemente se ha 
determinado la estructuro primorio de la F2A1 de erizo de mor 
(Strickland y col., 1974), comprobéndose que la énico diferencio 
con timo de ternera rodico en la aparicién de un residuo de cistei­
na en la posicién ocupoda por una treonina en timo. El olconce y la
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pxoyeccién de este combio en la funcién biolégica de esta histona 
esté todavia sin oclorar.

i

La homologia existente entre las secuencias de omin£ 
écidos de las fracciones muy ricas en lisina, Fl, procédantes de 
distintos organismos es también alto (Rail y Cole, 1971; Johnson 
y col., 1974), aunque la voriobilidad en esta fraccién es superior 
a la encontrodo en cualquier otra close de histono. Por el momento 
no se poseen muchos dotos para determinor la estobilidod évolutive 
de las histonas F2B y F2A2.

Uno segundo corocteristico estructurol de las froc—  
ciones de histonas que se descubre al estudior sus secuencias es 
la distribucién extremodomente irregular de los aminoécidos a lo 
largo de la codeno peptidico, distribucién que ofecto, fundamental 
mente, o la posibilidod de odquisicién de uno determinada conforma 
cién por porte de la moléculo de histona.

En la Tabla III se muestro la distribucién de amino­
écidos en distintos regiones de la cadena polipeptidica de las ciji 
co fracciones principales de histonas de timo de ternera. También 
se incluyen las composiciones de aminoécidos de olgpnas enzimas y 
proteinas globulares. Claramente se observa como la irregularidad 
en la distribucién de aminoécidos conducen a uno "poloridod" en 
las moléculos de histonas, con una alto densidad de residuos bési- 
cos en una porcién de la mismo.

En el coso de la fraccién F2A1, la mitod omino-tend 
nol de la moléculo contiene uno proporcién muy alto de residuos bé 
sicos y glicocolo. Esta distribucién ho llevodo a sugerir que la 
mitod N-terminol de la moléculo es el lugar primorio de interoc—  
cién con el DNA (DeLonge y col., 1969 a). La mitod corboxilo-terud 
nol présenta uno composicién seme jante a la de las proteinas globu 
lares, con uno relacién de residuos bésicos/écidos de 1.5:1, a di- 
ferencio de 15.6:1 que présenta la mitod omino-terminal; esta mitod
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T A B L A  III

Distribucién de aminoécidos en las cinco fracciones de 
histona de timo de ternera y en algunas proteinas globulares.

Fl
némero de residuo

F2A2
némero de residuo

aminoécido 1-54 55-108 109-218 1-42 43-92 93-129

Bésicos 22.2 18.5 39.1 33.3 14.0 24.3
Acidos 7.4 7.4 1.8 2.4 14.0 2.7
Hidrofébicos 7.4 25.9 3.é 16.7 32.0 29.7
Prolina 13.0 0 14.5 2.4 4.0 5.4
b/a 3.0 2.5 21.7 13.9 1.0 9.0

F2B F3 F2A1
Tipo de némero de residuo nG residuo nS residuo
aminoécido 1-34 35-79 80-125 1-53 54-135 1-45 46-102
Bésicos 44.1 13.3 21.8 34.0 18.3 37.8 17.6
Acidos 2.9 11.1 6.5 1.9 12.2 2.2 10.6
Hidrofébicos 2.9 37.8 26.1 11.3 34.1 17.8 39.3
Prolina 11.8 2.2 2.2 7.5 2.4 2.2 0
B/A 15.2 1.2 3.4 17.9 1.5 17.2 1.7

Tipo de 
aminoécido »-Lactalbémina Lisozima Papaina Ribonucleasa

Bésicos 11.0 13.0 10.0 11.0
Acidos 8.0 8.0 7.0 8.0
Hidrofébicos 31.0 30.0 26.0 26.5
Prolina 1.7 1.8 5.0 3.0
B/A 1.4 1.6 1.4 1.4

Los volores se don en moles por ciento. Referencios como en Tabla I.
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de la molécula contiene también la mayoria de los residuos hidrofé 
bicos. Estos hechos conducen a pensar que cualquier estructuro se­
cundaria organizada que posea la molécula, y que no venga impuesto 
por su interoccién con el DNA, estaré présente, con gron probabiH 
dod, en la mitod carboxilo-terminal de la histona (DeLange y col., 
19é9 a). Igualmente se supone que esta zona de la molécula seré 
una regién destinada a establecer interacciones con otras protei—  
nas.

El resto de las fracciones presenton igualmente una 
irregular distribucién de aminoécidos. Las histonas F2A2, F2B y F3 
muestran, como la F2A1, una acumulacién de residuos bésicos en la 
mitod N-terminol de la molécula, y una preponderancia de residuos 
écidos e hidrofébicos en la porcién C-terminal. La fraccién Fl 
présenta, sin embargo, una "poloridod" de signo opuesto. Aunque su 
estructuro primorio no se ha elucidado aén, si se conoce la compo­
sicién de aminoécidos de los péptidos procedentes de très diferen­
tes regiones de la codeno polipeptidica (Bustin y col., 1969), lo 
que ha permitido determiner que la mitod amino-terminal de la his­
tona Fl, aunque ligeramente bésica, no présenta una preponderancia 
de lisina y arginina, por lo que no esté tan cargada como la por—  
cién N-terminol de otras histonas. La fraccién Fl se diferencio de 
las demés en que la acumulacién de aminoécidos bésicos se do en la 
mitod C-terminal de la molécula, donde mas del 40^ de los residuos 
son lisina. Esta porcién de la molécula también contiene la gron 
mayoria de los residuos de prolina, mientras que la regién central 
es rica en aminoécidos hidrofébicos y présenta una ausenciq total 
de prolina.

Se puede, por tonto, concluir que las moléculos de 
histonas presenton dos regiones bien definidos en la codeno poli—  
peptidico. Uno, rica en residuos bésicos y en residuos desestobill 
zodores dea-hélice, que es proboblemente el lugar de unién al DNA. 
La segundo regién présenta uno composicién semejante a la de las 
proteinas globulares y contiene la mayoria de los residuos con al-
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ta posibilidad de formacién de estructuro secundaria; es el lugar 
donde se producen los interacciones proteino-proteino.

1.4.3. ESTUDIOS FISICOS DE LA CONFORMACION DE HISTONAS

Los cuestiones que se plonteon a la vista de la ontjs 
rior discusién giron olrededor de los siguientes puntos:

. Posibilidad de que las histonas odopten upo confor 
mocién helicoidol. Foctores que ofecton su contenu 
do en a-hélice en disolucién.

. Locolizocién de las estructuros secundorios dentro 
de la moléculo de histona. Posibilidad de que es­
tas estructuros se den en las regiones especificos 
de la codeno polipeptidica que sugieren las secuen 
cios de aminoécidos.

. Determinocién de las zonas de la molécula donde se 
producen las interacciones histono-histono. Posibi 
lidod de su identidod con los regiones que presen- 
ton estructuros secundorios ordenodos.

Los estudios fisicos de las conformaciones de histo­
nas contribuyen a ocloror estos problèmes.

1.4.3.1. Estudios de histonas en estado sélido

Los primeros estudios fisicos de las conformaciones 
de histonas se llevoron a cabo sobre la totolidod del material ex- 
troido, no sobre las fracciones oislados (Bradbury y col., 1962; 
Elliott y col., 1962; Zuboy y Doty, 1959). Los espectros infrorro- 
jos (IR) de peliculos sélidos formodos o partir de disoluciones 
ocuosos mostroron la presencia de dos bandas de omido que se otri-
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buyeron en un principle o la conformoci6n de a-hélice» Posterior—  
mente se comprob6 que la conformacién 3 extendida absorbe tombién 
cerco de estas frecuencias, por lo que no es posible osignor estos 
picos a la forma a-hélice de un modo inequivoco. La velocidad de 
deuteracidn de pellculas de histona expuestas a D2O se ha estudia- 
do siguiendo los combios de intensidad sufridos por las bandas de 
amido en el espectro IR, lo que mostré que uno froccidn de los hi- 
drôgenos lobiles omldicos se intercombion muy lentomente (Bradbury 
y col., 1962). La sugerencia de que el componente de intercambio 
lento pudiero deberse a protones del grupo guonidinio de la cadena 
lateral de la arginina (Wishnia y Saunders, 1962), se desech6 tras 
comprobor que una banda résultante de las vibraciones del grupo 
guonidinio deuterodo oporecia totolmente en cuesti6n de segundos, 
demostrondo que los hidr6genos lâbiles de este grupo intercombion 
répidamente (Bradbury y col., 1967 b). Es posible concluir, por 
tonto que los hidr6genos que intercombion lentomente proceden de 
los grupos omldicos, y que este hecho puede explicorse con la in—  
tervenci6n de estos grupos en conformociones secundorios de la hi^ 
tono. Los espectros IR de peliculos formodos a partir de disoluci£ 
nés ocuosos de histonos recientemente preporodos, no mostroron niji 
guno banda de obsorci6n corocteristica de estrucutro de lo que 
se dedujo que la peliculo de histona total contiens uno mezclo de 
a-hélice y cadena estodistico. Estudios de dispersi6n rotatoria 
optica (Elliott y col., 1962) de peliculos seme jantes tombién de—  
tectoron la presencio de un componente dea-hélice, cuyo porticipo- 
ci6n oumentobo en las peliculos formodos a partir de disoluciones 
de histona en dicloroetonol, disolvente que fovorece la formocién 
de hélice.

Aunque no se ho encontrodo conformacién /3 extendida 
en muestros de histona recientemente preporodos, si ho oporecido 
esta estrucutro, en proporcién variable, en muestros liofilizodos 
y en material envejecido (Bradbury y col., 1965). La presencio de 
esta conformacién, en estas condiciones, ho sido otribuido a uno
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parcial desnaturalizacién de las muestros de histonos.

Zuboy y Wilkins (1962) llevoron a cobo estudios de 
difroccion de royos X de peliculos de histonos, detectondo unos 
onillos difusos de difroccién que otribuyeron a la presencio de un 
componente de a-hélice. En olgunos imâgenes, la oporicién de uno 
reflexidn odicionol se interprété como compatible con la presencio 
de estructuro p producido por efectbs de desnoturolizocién. Los re 
sultodos obtenidos por estudios de royos X estén en completo ocue£ 
do con los deducidos de espectroscopio infrorrojo, demostrondo que 
las peliculos de histona recientemente preporodo contienen uno mez 
cio de conformociones en a-hélice y cadena estodistico, y que los 
muestros desnoturolizodas contienen estructuro 0

1.4.3.2 Estudios de espectroscopio éptico

La medido de la octividod éptico de proteinos en diso 
lucién ofrece uno considerable informocién ocerco de su estructuro. 
La gron osimetrio de la moléculo proteico es responsable de la 
gron respuesta que se obtiens con la oplicocién de las técnicos de 
dispersién rotatoria éptico (ORD) y dicroismo circular (CD). Aun—  
que todos los ominoécidos excepte glicocolo contienen al menos un 
étomo de carbono osimétrico, la moyorio de elles producen sélo pe- 
quenos bandas de ORD y CD (Toniôlo, 1970); es la conformacién de 
la proteina, la osimétrico y periédico distribucién de las unido—  
des peptidicos en el espocio, la que do origen a los espectros ca  

rocteristicos de ORD y CD.

Estas técnicos no spn copoces de proporcionor une 
exacte determinocién estructurol, posible por otro lodo con el mé- 
todo de difroccién de royos X, ni une detolloda descripcién de de- 
terminodos entornos, como suministro la resononcio mognético nu­
clear, pero presenton sin embargo la venta je de su copocidod para 
une oproximocién répido de las conformociones présentes en disolu­
ciones diluidos de proteinos. Su alto sensibilidod permits que
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sean usadas para el estudio de reacciones que implican cambios en 
la actividad 6ptica, como desnoturalizaciones y transiciones héH 
ce-codena.

Los primeros estudios de histona total en disolucién 
medionte dispersién rotatoria éptica (ORD), demostraron que, en 
oguo y en urea 8M, la proteina se encuentra en forma de cadena e^ 
tadistica mientras que en dicloroetanol, disolvente que fovorece 
la conformacién en hélice, la histona adopta una estructuro par—  
ciolmente helicoidol (Elliott y col., 1962). Se hon efectuodo es­
tudios seme jantes con las cinco fracciones de histonos oislodos, 
disueltos en diferentes medios (Bradbury y col., 1965, 1967 a; 
Jirgensons y Hnilico, 1965). El contenido en hélice crece con el 
pH y con la fuerzo iénico de la disolucién, en todos las fraccio­
nes de histonos excepto la Fl, donde el efecto es mucho menos no­
table. Este hecho esté directomente relocionodo con los résulta—  
dos obtenidos en los estudios de disoluciones y peliculos de esta 
histona medionte espectrocopio infrorrojo, que mostroron la pre—  
sencia de estructuro 6-extendida. No esté determinodo si esta es- 
tructura ^ es intra o intercotenorio, pero su presencio en un 
gron numéro de preporociones de Fl, llevé a sugerir que esta con- 
formocion puede ser el resultado de una marcada tendencia que es­
ta froccion présenta a formor estructuro de cadena extendida, y 
que, en la nucleohistono nativa, puede existir en esta forma 
(Bradbury y col., 1967 a).

Jirgensons y Hnilico (1965) estudioron la conforma—  
cién de las fracciones de histonos en disoluciones ocuosos y soH 
nas, y observaron la repercusion que tiene el cambio de la sol so 
bre el contenido en estructuro ordenada de la proteina. La varia- 
cién del catién de la sol utilizada en la disolucién, no conduce 
a grandes diferencias en su copocidod para provocar la ordenacion 
de la histona. Sin embargo, el cambio de onién présenta un efecto 
mucho mas marcado, siendo el onién fosfato el mas eficiente en la
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induccién del aumento en el contenido helicoidol.

Lo oplicocién de la técnico de dicroismo circular, 
mas moderna, al estudio de la conformacién de histonos ho condu- 
cido a resultodos muy seme jantes, que indicon que la estructuro 
que adoptan en solucién depende en gron monero del disolvente. 
Los medios que contienen ureo o presenton bojo pH o fuerzo iéni- 
ca fovorecen la conformacién de cadena estodistico, mientras que 
la elevocién del pH o de la concentrocién solino provoco un ou—  
mento en el contenido en estructuros ordenodos.

Fosmon y col., (1970) hon estudiodo la conformacién 
de la froccién muy rico en lisino Fl, concluyendo que, en disolju 
cién ocuoso, adopta une estrucutro de cadena estodistico. Estos 
mismos outores sometieron a esta histona a roturos con N-bromo-- 
succinimido, obteniendo dos grandes fragmentes peptidicos cuyos 
espectros de CD refiejobon uno tendencia mucho mayor a former w  
tructuros orgonizodas por porte de la mitod N-terminol, como co- 
brio deducir de la mayor concentrocién de residues de lisino en 
la regién G-terminal (Fosmon y col., 1971). Tombién con la técn^ 
ca de CD se hon estudiodo las interocciones histonos-DNA en los 
complejos formodos a partir de DNA y froccién Fl intacte y entre 
DMA y code uno de los dos fragmentes de la histona (Fosmon y col.
1971). Asimismo, se ho investigodo la influencio quo lo fosfori- 
locién o la moleilocién de esta proteina tiene en su unién al 
DNA (Adler y col., 1972; Burnotte y col., 1973).

Estudios similores se hon llevodo a cobo sobre la 
histona F2A1 en disolucién y formondo complejo con el DNA (Wag­
ner, 1970; Shih y Fosmon, 1971; Li y col., 1971). Lps resultodos 
hon permitido concluir uno dependencio de lo conformacién de es­
ta froccién con la fuerzo iénico de la disolucién, mientros que 
su estructuro en el complejo, depende de su unién ol DNA, mos 
que de la fuerzo iénico (Shih y Fosmon, 1971). Li y col., (1972)
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Wickett y col., (1972) y Smerdon e Isenberg (1973, 1974) bon estu 
diodo medionte CD y anisotropic de fluorescencio, los cambios cojn 
formocionoles inducidos por la odicién de soles a las soluciones 
ocuosos de histona F2A1, y hon detectodo la existencia de dos ti- 
pos de transiciones; uno, rapide, que ho sido otribuido o la for-
macion de a-hélice y otro, mes lento, relocionodo con la formo--
cién de estructuro g , ounque se odmite lo posibilidod de que se 
den otros combios en los estructuros secundorio y terciorio. Lo 
constonte de velocidod poro el combio lento es del orden de minu 
tos u horos, dependiendo de los concentrociones de sol y de histo 
no, y del tipo de onién présente. Lo dependencio del proceso rop£ 
do con lo concentrocién de F2A1 serio tombién compotible con un 
fenémeno de dimerizocién (Li y col., 1972).

Lo oplicocién de los técnicosde CD y onisotropio de 
fluorescencio ol estudio de la estructuro de lo histono F2S en d^ 
solucién, en funcién del pH y lo fuerzo iénico (D'Anno e Isenberg
1972), no ho permitido detector ningun combio conformocionol semje 
jonte o lo tronsicién lento observodo en el coso de lo froccién 
F2A1. El oumento de lo concentrocién solino en lo disolucién, pro 
voco uno elevocién en el contenido helicoidol de lo estructuro de 
lo histono, siendo el onién fosfoto 40 veces mos eficoz que el cljo 
ruro, como inductor de este combio conformocionol. Adler y col., 
(1974) hon estudiodo tombién lo interoccién entre el DNA y lo hi^ 
tono en complejos formodos con lo proteino fntegro y con los fro£ 
mentos peptidicos resultontes de lo roturo de la froccién F2B con 
bromuro de cionogeno. Como ero de esperor ombos péptidos provocon 
distintos efectos sobre el CD del DNA en el complejo.

D'Anno e Isenberg (1974 o,c) hon investigodo los corn 
bios conformocionoles sufridos por los histonos F2A2 y F3 en dis£ 
lucién, en funcién de lo concentrocién de fosfoto onodido, medio£ 
te los técnicos de CD, onisotropio de fluorescencio y dispersién 
de luz. Esto les ho permitido comporor los comportomientos que sj. 
guen los frocciones F2A1, F2B, F2A2 y F3 en disolucién ol vorior
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la fuerzo iénico de la misma. Estos autores concluyen que las cua-
tro histonos sufren un cambio conformocionol répido, inducido por)
la adicién de sol, siendo la con forma cion de F2A2 y F3 mucho mas sen­
sible a variaciones de la concentrocién solino que las otros dos 
fracciones. Este cambio répido, se ajusta a un simple modelo de 
dos estados, en el coso de F2A1, F28 y F3, pero no en el dé F2A2, 
donde porece ser mas complejo. ^s curioso que, tras sufrir este 
cambio conformocionol, las cuotro histonos presenton un conten^ 
do en a-hélice muy seme jante, lo que ha llevodo a sugerir a estos 
mismos outores la posibilidod de que esta similitud en la estruct£ 
ra secundaria de las diferentes fracciones de origen a interaccio- 
nes histono-histono, bien dimerizocién (Li y col., 1972; Smerdon e 
Isenberg, 1974) o bien formacién de complejos cruzados (D'Anna e 
Isenberg, 1973, 1974 bd). Ademés de este cambio répido, las frac­
ciones F2A1 y F3 muestran una tronsicién lento, donde se produce 
uno ogregocién de la proteina. Este proceso mas lento, es sensible 
a la temperatura y a la concentrocién de histona; una vez transcu- 
rrido, se détecta la presencio de estructuro g en la moléculo. A 
las concentrociones de proteina utilizodos, estos autores no detec 
ton toi cambio en las otros dos histonos.

1.4.3.3. Espectroscopio de resononcio mognético nuclear

La espectroscopio de resononcio mognético nuclear 
(NMR), uno técnico potenciolmente copoz de dor informocién ocerco 
del entorno quimico que rodeo o determinedos ominoécidos dentro de 
uno cadena polipeptidico, tombién se ho oplicodo al estudio de lo 
conformacién de histonos. Los mejoros en la resolucién de los es—  
pectrofotémetros de NMR y los répidbs avances en el trobajo de se- 
cuencio de histonos, hon hecho posible locolizor, porciolmente, 
las regiones de estas proteinos que sufren tronsiciones estructuro 
les en respuesto a combios producidos en la otmésfero que les ro­
déo. Como se conoce a portir de los trobojos de secüencio, las di£ 
tintas regiones de la moléculo de codo histono tienen unos corocte 
risticos quimicos totolmente diferentes, lo que hoce rozonoble su-
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cipacién en la funcién biolôgica, serén muy diferentes. Esto hoce 
de las histonos sujetos dignos de estudio por NMR, yo que la distr^ 
bucién asimétrica de los distintos tipos de ominoécidos dentro de 
la cadena polipeptidico, permite seguir de cerco el comportomiento 
de las distintos regiones de la proteina, observondo los picos de 
resononcio producidos por los cadenas latérales de las diferentes 
closes de ominoécidos.

Los investigociones de Boublik y col., (1970 o,b) so­
bre los frocciones Fl, F2B y F2A1 de histonos demostraron que los 
picos de resononcio derivodos, principolmente, de ominoécidos hidi£ 
fébicos y orométicos resultobon ensonchodos, y su intensidad relo- 
tivo reducido, cuondo los proteinos se encontrobon en disolventes 
que fovorecion la formocién de estructuros ordenodos. Los cambios 
espectroles observodos indicon restricciones en la libertod de mo- 
vimientos de los grupos implicodos, lo que révéla que esos omino—  
ocidos estén locolizodos en regiones de la histona que sufren trojn 
siciones estructuroles a formos ordenodos. Por el contrario, los 
picos de resononcio que proceden de grupos de las cadenas lotero—  
les de los onimoécidos bésicos, resultan relotivomente inofectodos 
por Jos tronsiciones inducidos por el disolvente. Estas observocio- 
nes estén de ocuerdo con las conocidos tendencios que los diferen­
tes ominoécidos presenton a estobilizor estructuros ordenodos 
(o.hélice). Los espectros de NMR, junto con las conocidos distribu^ 
ciones de los ominoécidos en los histonos, indicon que las porcio- 
nes central y C-terminol de las proteinos, ricos en ominoécidos h£ 
drofébicos y orométicos, son las que porticipon en la formacién de 
estructuros ordenodos, mientras que las regiones ricos en ominoéc^ 
dos bésicos, predominontemente las éreos N-terminoles, tienden a 
permonecer en conformociones desordenodos. Existe sin embargo, ol- 
guno ombigüedod respecto a la noturolezo de las estructuros orden£ 
dos encontrodos, en las que, proboblemente contribuyen, en distin- 
to grodo, tonte la «-hélice como les estructuros g intra- e in—  
termoleculores.
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La interpretacién de los dotos de NMR que supone corn 
bios estructuroles en la regién C-terminol para explicor la pérd_i 
do en intensidad de resononcio de ominoécidos hidrofébicos, es la 
mos probable. Sin embargo, puede verse en la Tabla III que, aun—  
que reolmente existe uno distribucién no uniforme de los distin—  
tos ominoécidos en la moléculo de coda histona, tombién es cierto 
que se do suficiente solopomiento como para no poder excluir la 
posibilidod de formacién de olguno estructuro sëcundaria en las 
zonas muy bésicos. Para eliminor esta ombigUedod, la histona F2B 
se sometié a roturo con bromuro de cionégeno por los residuos de 
metionino en posiciones 59 y 62, seporéndose los péptidos N- y 
C-terminoles résultantes. Los estudios detollodos de NMR y CD (d^ 
croismo circular) de ombos frogmentos (Bradbury y col., 1971) coji 
firmoron las conclusiones inicioles, e incluso las amplioron, al 
trotor de locolizér, dentro de coda péptido, los regiones copoces 
de former estructuros ordenodos. Se estimé que la regién N-termi­
nal y uno menor secüencio en la porcién C-terminol de la F2B In­
tacta, regiones que contienen uno alto proporcién de residuos de 
lisino, no porticipon en la formacién de estructura helicoidol ba 
)o ninguno de las condiciones probodos, pero pueden ser lugores 
de unién ol DNA. La zona central de la molécula muestro una mayor 
tendencia a odoptor formas ordenodos y esté proboblemente implic£ 
do en interocciones proteino-protelno (Bradbury y Rattle, 1972). 
Estudios de las copocidodes que ombos mitodes de la histona F2B 
tienen para unirse al DNA y estabilizarlo contra la desnaturaliz£ 
cién térmico (Li y Bonner, 1971) llevon a conclusiones semejantes. 
Porece, por lo tonto, que ombos extremos de esta froccién tienen 
sitios de unién al DNA; el N-terminal, con su gron zona bésica 
puede estobilizarle en mayor grodo que el C-terminal, menor y me­
nos bésico.

La distribucién de ominoécidos en la histona Fl es 
similar a la encontrodo en la F2B. Estudios de NMR indicon que 
los residuos en posiciones 50 a lOé tienden a former estructuros 
ordenodos ol oumentor la fuerzo iénico, mientras que el reste de
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la molécula permanece como cadena estadistica. Por otro lodo, los 
espectros IR y de ORD muestran que bajo estas condiciones, la 
froccién Fl tiende a former estructura /3-extendido (Bradbury y 
col., 1967 a). Se ho conseguido efectuor un olineomiento ontipor£ 
lelo de los residuos 50 a 106, que permite emparejamientos que fb 
vorecen las interocciones iénicos e hidrofébicos entre cadenas l£ 
teroles, para muchos de los ominoécidos (Bradbury y Rattle, 1972). 
Porece, pues, probable que la estructura fi intermoleculor seo el 
modo primorio de osociocién de la histona Fl.

Los espectros de NMR de la histona F2A1 revelon que 
dnicomente la regién N-terminol, en uno secüencio de longitud corn 
prendido entre un medio y un tercio de la molécula, permanece mé- 
vil en medios moderodomente iénicos (Boublik y col., 1970 a; BrcW 
bury y Rattle, 1972). Asi porece probable que la conocido tenden­
cia de la F2A1 a formor osociociones intermoleculores (Diggle y 
Peococke, 1971) esté bosodo en interocciones a trovés de la mitod 
C-terminol de la molécula. Taies interocciones pueden ser impor­
tantes en la unién de la histona F2A1 al DNA, yo que porece exis­
tir un efecto cooperotivo en la osociocién de esta proteina ol 
DNA (Barclay y Eason, 1972). En un reciente estudio, Pekory y col. 
(1973) anolizoron cuidadosomente los efectos de la concentrocién 
de proteina, fuerzo iénico y pH sobre los espectros de NMR de la 
histona F2A1, llegondo a las siguientes conclusiones:Los 20 res£ 
duos del extreme C-terminol de la proteina, uno regién hidrofébi- 
co, tienen uno estructura secundorio relotivomente rigide que les 
hoce "invisibles" en espectros de NMR. En D2O, la pérdido de p£ 
COS de resononcio con concentrociones crecientes de histona es d£ 
bido 0 osociociones intermoleculores que llevon a la formacién de 
dimeros. Los cambios en intensidad espectrol observodos cuondo la 
concentrocién de NoCl se hoce superior a O.OlM se deben, princi—  
polmente, a la formacién de ogregodos de orden superior. Si estos 
hechos observodos en la froccién F2A1 pudieron extropolorse a 

otros histonos, ciertos conclusiones previos relocionodos con corn 
bios con formocionoles podrion necesitor modifîcociones que indu-
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yeron los efectos de ogregocién y precipitocién.

Tombién se ho exominodo por espectroscopio de NMR la
conformacién de la histona F2C (Bradbury y col., 1972). Puesto que
por el momento no se conoce su secüencio de ominoécidos compléta, 
no es posible identificor los regiones responsables de interaccio- 
nes proteino-proteina. Investigociones preliminores indicon que la 
porcién N-terminol de esta histona, menos bésica que el segmente 
C-terminol, se encuentra implicoda en interocciones muy especifi—  
cas que conducen a la formacién de estructuros ordenodos.

Por otro porte, no se hon publicodo estudios de NMR 
de los fracciones F2A2 y F3. Boséndose en la distribucién de omino 
écidos que presenton estas proteinos (Tabla III), podrlo predecir-
se que las corocterlsticas de estructura secundorio de la histona
F2A2 pudieron ser sèmejantes a las de las fracciones Fl y F2B, con 
extremos copoces de unirse ol DNA, y con uno regién central impli- 
codo en interocciones proteino-protelno. La histona F3 porece ser 
mos comparable a la otro histona rico en arginina, F2A1 en la que 
sélo el extremo N-terminol tiene uno obundoncio de lisino y orgini
no para fovorecer la unién ol DNA.

La posibilidod de que los segmentos de histonos que 
se osocion ol DNA formen estructuros ordenodos cuondo estén en ccm
tocto con él, no puede ser eliminodo boséndose en los estudios de
histonos en disolucién. Es bostonte posible que cuondo Iqs cargos 
positivas de los cadenas latérales de lisino y arginina de estas 
regiones resulten neutrolizodos por osociocién con los fosfotos 
del DNA, seo energéticomente favorable la formacién de estructuros 
ordenodos. Por otro lodo, la posicién espociol de ios cadenas lot£ 
raies de los ominoécidos durante la interoccién con la doble héli­
ce del DNA, puede dor lugor o la formacién de regiones de «-héli­
ce en la proteina. Experimentos con modelos muestran que la orden£ 
cién en «-hélice de la regién N-terminol de la histona F2A1 protlu
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cirio una distribucién especial muy favorable para las interaccio 
nes entre ominoécidos bésicos y fosfotos del DNA (Shih y Bonner,
1970). Sin embargo, no es fécil obtener evidencio experimental di 
recta de un modelo como el descrito. Los estudios de la conforma­
cién de las histonos por CD y ORD en la cromatina son dificiles 
de interpreter a causa del solopomiento de les contribuciones pro 
cedentes del DNA, osl como por el hecho de que tonto la conforma­
cién del DNA como la de las proteinos constituyentes, pueden com­
bler cuondo se forma el complejo.

1.5. DIRECCION DE LA INVESTIGACION REALIZADA

Se hon oislodo y corocterizodo les histonos de une 
gron voriedad de organismes, desde unicelulores a momlferos, in—  
cluyendo invertebrodos y plantas (ver apartado 1.1.4.). Asimismo 
se ho estudiodo el grodo de heterogeneidod y especificidod, que ma 
nifiestan, predominontemente olgunos fracciones de histonos, a lo 
largo de la evolucién. No obstante, el conocimiento de las histo- 
nas de insectes es, hoy die, muy incomplete, siendo un organisme 
de gron interés para estos estudios dodo su situocién intermedia 
en la escala evolutiva asi como los cambios muy definidos en su 
desorrollo durante la metamorfosis y diferenciacién.

Hon sido muy pocos los trobojos publicodos sobre his- 
tonos de insectes y la moyorio carecen de un anélisis detallado 
de sus fracciones. Esta folta de interés, quizé hoy que achacarla 
a las dificultades que encierran el aislamiento y la caracteriza- 
cién de histonos de estos organismes, como puede observorse en 
los primeros trobojos publicodos (Lindh y Brontmork,19é5; Dick y 
Johns, 1969 a).
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Lindh y Brontmork (1965) oislarcn las proteinos bési- 
cas nucleores de la mosco Calliphora erythrocephala en el estadio 
de adulto farato. Estas proteinos, muy complejos electroforética- 
mente, no fueron identificodos ni onolizodas, lo que porece demo£ 
tror la poca eficacia del método. Dick y Johns (1969) obtuvieron 
histonos totales de adulto de Drosophila melanogaster, utilizando 
NaCl 2M y portiendo de grandes cantidades de insecto, dada la po­
ca proporcién de DNA presents (Hostings y Kirby, 1966). Tonto la 
composici6n de ominoécidos como la Imogen electroforética de es­
tas histonos diferian bostonte de las de timo de ternera; su iden 
tificacién y corocterizacién no se llevoron o cobo, pues resulto­
ron infructuosos todos los intentos reolizodos para su fracciona- 
miento. Este trobajo puso cloromente de monifiesto la existencia 
de histonos en insectos pero no llegé a revelor el némero exocto 
de fracciones ni sus propiedades.

Investigociones posteriores (Pollotto y Berlowitz, 
1970; Harris y Forrest, 1970) indicoron que los histonos de insec 
tos estén constituidos por cinco o seis fracciones ol menos; pero 
para oseguror esto ero necesorio ocometer el froccionomiento y cjo 
racterizacién de estas fracciones.

Los trobojos mos recientes, en los que yo se profund^ 
zo mos en estos estudios se hon reolizodo en el diptero Drosophi­
la melanogaster. Cohen y Gotchel (1971) estudioron los histonos 
de este insecto, en cuyo imogen electroforética detectoron cinco 
bandas principales y otros de menor movilidod. Estas histonos se 
sometieron a proceso de froccionomiento, pero el aislamiento y ca 

racterizacién de fracciones, a excepcién de la de menor movilidod, 
fue muy incompleto. Posteriormente, Oliver y Cholkley (1972) reo- 
lizoron un estudio mos profundo de las histonos de adulto de Dro­
sophila melanogaster, llevondo a cobo el froccionomiento y la co- 
rocterizocién de las mismos. Su resultodos mostroron que çuotro 
de los cinco fracciones principales son muy seme jantes a timo de
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ternera, mientras que la restante -Fl- présenta notables dife­
rencias.

Conclusién de todo lo expuesto es que las investigo- 
ciones en el compo de histonos de insectos estén ouh en sus co—  
mienzos, y que se requiere la reolizocién de trobojos més profun 
dos para el conocimiento de estas protefnosen esta close de orgjo 
nismos. Todos estos motivos hon sido la causa de que la investi- 
gocién que se recoge en la presents Memoria se centrera sobre el 
estudio de las histonos de insectos.

Como material biolégico se ho elegido el diptero Ce- 
rotitis capitata, cuyo ciclo vital esté bien definido (Hinton, 
1968), ol mismo tiempo que se conoce con bostonte precisién la 
bioquimico de su desorrollo (Fernéndez Souso y col., 19711a,
1971 b; Municio y col., 1971, 1972 o, 1972 b; CostiTlén y col.,
1973). El estudio de los histonos de este insecto en los distin­
tas etopos de su diferenciacién es la base de uno llneo de inveji 
tigocién que se desorrollo en el Deportomento de Bioquimico de 
la Focultod de Quimico de la Universidod Complutense. El trobajo 
descrito en esta Memorio, reolizodo en este Centro, forma porte 
de eso lineo de investigocién y se ho enfocodo sobre el estadio 
de adulto foroto, nunco empleodo hosto la fecho para la obten—  
cién de histonos de ningun insecto.

El primer objetivo del trobajo planteodo es, pues, 
el aislamiento y corocterizacién de las histonos totales de di—  
cho material biolégico, utilizondo para ello, con las oportunos 
variantes, los diversos métodos descritos para toi fin. El froc- 
cionomiento de dichos histonos constituye un segundo poso en la 
investigocién présente. Esta etopo es evidentemente necesorio p£ 
ra uno correcto osignocién de las distintos frocciones obtenidos, 
pero ol mismo tiempo, este froccionomiento es imprescindible o la
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hora de pretender el aislamiento de fracciones puros, proceso que 
constituye lo tercera fose en este trobajo.

En efecto, un conocimiento profundo de las histonos 
de un organisme requiere el estudio detallado de coda uno de 
sus fracciones oislodos. Asi, el froccionomiento de las histonos 
totales de Cerotitis, serviré de base para el aislamiento, en es- 
todo puro, de sus fracciones. En este momento, la investigocién 
habré de dirigirse hocio olguno histona en especial, y la elec—  
cién recaeié sobre la froccién F2A1. Esta histona es quizé la m£ 
jor conocido en un mayor némero de organismes; su estudio compara 
doho permitido estoblecer puntos ocerco de su comportomiento évo­
lutive. La corocterizacién fisico y quimico de la froccién F2A1 
de Cerotitis permitiré la inclusién de las histonos de insectos 
en este estudio comporodo. Con este fin, la tercera fose de esta 
investigocién se dirigiré al aislamiento y la purificocién de es­
ta histona, para, en uno cuorto etopo, procéder o su estudio es—  
tructurol.

Esta etopo oborcoré la corocterizacién fisico y quimi 
ca de la proteina, asi como un conjunto de estudios fisicos y con 
formocionoles de la mismo. El interés de la determinocién de la 
estructura primorio de esta histona quedo muy disminuido, dodo lo 
constoncio evolutiva que présenta, en favor del que tiene su estu 
dio conformocionol. La investigocién de la estrgcturo secundorio 
de histonos sélo se ho iniciodo recientemente, cuondo se ho podi- 
do disponer de fracciones oislodos puros. En particular, lo con—  
formacién de la histona F2A1 de timo de ternera se ho estudiodo 
en disoluciones en airerences condiciones, por medio de la oplico 
cién de distintos técnicos, entre las que el dicroismo circular y 
la resononcio mognético nuclear son las que mejores resultodos 
oporton. La segundo sin embargo requiere el conocimiento de la se 
cuencio de ominoécidos de la proteina para la interpretacién de 
dotos. El dicroismo circular, por otro porte, es quizé la mejor.
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entre las técnicos hoy disponibles, para la deteccién de cambios 
en la conformacién global de la proteina, por lo que su uso es 
fundamental para un estudio semicuontitotivo. Esto justifico la 
direccién seguido en la ultimo etopo de esta investigocién, con- 
sistente en el estudio de la estobilidod y comportomiento confor 
mocionoles de la froccién F2A1 de adulto foroto de Cerotitis co- 
pitoto medionte espectroscopio de dicroismo circular. Este estu­
dio estructurol permitiré efectuor comporociones con histonos hjo 
mélogos.



2. P A R T E  E X P E R I M E N T A L

2.1. PREPARACION DEL MATERIAL BIOLOGICO

El diptero Cerotitis capitata se cultivé en el Ins­
titute Nocionol de Investigociones Agronémicos segun el procedi- 
miento descrito por Municio y col. (1970).

Los insectos, recogidos en el estadio de adulto fa­
rato, se conservoron o O^C hosto su utilizocién. En la moyorio 
de los experimentos se usoron lotes de 500 o 1. 0 0 0  g.

2.2. PREPARACION DE CROMATINA CRUDA

El aislamiento de histonos totales o de fracciones 
de histonos se llevé a cobo, en cuolquier coso, a partir de cro­
matina crudo, por lo que la preporocién de este material es poso 
previo a cuolquier otro.

Los insectos, en el estadio de adulto foroto, se ho
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mogeneizaron en 10 volumenes (p/v) de NoCl 0.075M-EDTA (écido et^ 
lendiaminotetracetico) 0.025M, pH 8.0, (Bonner y col., 1968), por 
ogitocién con bolos de porcelono durante dos boras. El homogenei- 
zado se filtré a traves de varias (de cuatro a seis) capas de ga- 
sa y se centrifugé a 1.500 g durante 15 minutes en el rotor angu­
lar GSA de la centrifuga Sorvall RC-2B. Los sedimentos se lovoron 
très veces con el medio de homogeneizocién y otros très con tom—  
pén Tris (Tris (hidroximetil) ominometono) 0.05M-HC1, pH 8.0. El 
sedimento final, denominodo cromatina crudo, se utilizé directe—  
mente para el aislamiento de histonos totales o fracciones de hi£ 
tones.

En olgunos experimentos se usé NoCl 0.14M-citroto 
trisédico 0.01M (Dick y Johns, 1969 a) como medio de homogeneizo- 
cién. En ocosiones la homogeneizocién del material biolégico se 
realizé en un Omni-Mixer Sorvall.

2.3. AISLAMIENTO DE HISTONAS TOTALES

Los histonos totales se obtuvieron o partir de la 
cromatina crude siguiendo dos procedimientos diferentes:

- Disociocién solino de la cromatina crude.
- Extroccién de la cromatina con écido diluido.

2.3.1. DISOCIACION SALINA

El aislamiento de histonos totales por disociocién 
saline de la nucleohistono se efectué segén el método de Dick y 
Johns (1969 o), con ligeros modificociones.

La cromatina crude se resuspendié en NoCl 0.14M y se 
centrifugé a 1.500 g 15 minutes. Este proceso de lovodo se repitié
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dos veces mas. En ocasiones los sedimentos se lovoron tombién con 
NoCl 0.25M que élimina mucho proteina extracromosomol (Johns y Fb 
rrester, 1969).

El sedimento final se resuspendié en la menor cont^ 
dod posible de NoCl 20^ con oyudo de un homogeneizodor de ospos 
Omni-Mixer Sorvall a 220 voltios durante 1 minuto. Posteriormente 
la suspensién se montuvo con ogitocién, en frio, durante 18 horos. 
En estas condiciones los histonos y el DNA se disocion y solubiH 
zon. El material insoluble se séparé por centrifugocién o 30.000 
g durante 80 minutes. El sobrenodonte se clorificé por filtrocién 
o trovés de plaça filtrante de poro n& 4 para eliminor cuolquier 
particule en suspensién. A continuocién se oPfadié HCl 1N en cont^ 
dod suficiente para olconzor uno concentrocién final de 0.25N; en 
este medio écido, los écidos nucleicos y proteinos de corécter 
écido precipiton y pueden sepororse por centrifugocién. El cioru­
ro sédico se éliminé del sobrenodonte por diélisis frente o oguo 
destilodo durante 18 h, con cuatro o cinco cambios de oguo. Los 
histonos se precipitoron del sobrenodonte por adicién de ocho vo­
lumenes de ocetono y se recogieron por centrifugocién; se lovoron 
très veces con ocetono y se secoron a vocio.

En olgunos cosos los histonos se precipitoron por 
adicién de TCA (écido tricloroocético) 100^ (p/v) hosto uno con—  
centrocién final del 1^. En este coso la diélisis frente a oguo 
destilodo para eliminor el NoCl se puede omitir, yo que la sol es 
soluble en TCA 18^ y se élimina en el sobrenodonte; sin embargo 
hoy que tener la precoucién de lovor el precipitodo uno o dos ve­
ces con TCA con el fin de eliminor la sol que puedo estor pre 
sente en el liquide que imprégna el sedimento. Seguidomente, las 
histonos se lovoron con ocetono-HCl (2ml de HCl concentrodo por 
100 ml de ocetono); la presencio de HCl tiene por objeto transfor 
mor los tricloroocetotos de histonos, bostonte solubles en aceto­
ne, en hidrocloruros (Johns y Butler, 1962). Finolmente, el sedi­
mento se lové dos veces con ocetono y se seco a vocio.
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2.3.2. bXiKAUCiON ACIDA

Las histonas totales se aislaron por extroccién 6c^ 
da de la cromatina crude con HCl 0.25N siguiendo el método de 
Johns (1967 a).

La cromatina crude se lové très veces con NoCl 0.14M 
y , en ocasiones, dos veces mas con NoCl 0.25M. El sedimento final 
se resuspendié en Tris O.OlM, pH8 , y se le odicioné un volumen 
iguol de HCl 0.5N. La suspensién se agité durante très horos a 
42C y se centrifugé a 12.000 g durante 15 minutes. El sobrenodon- 
te se guordé y el sedimento se suspendié de nuevo en HCl 0.25N y 
se montuvo en ogitocién durante uno hora. El extracto écido se se 
poro del material insoluble por centrifugocién, como onteriormen- 
te. Los sobrenodontés de la primera y segundo extroccién se reu—  
nieron y clorificaron por filtrocién en plaça filtrante del nS 4. 
Los histonos se precipitoron del sobrenodonte clorificodo, con 
ocho volémenes de ocetono; en ocasiones se oftodieron unos gotos 
de H2S0 ^ concentrodo para fovorecer la precipitocién, yo que los 
sulfotos de histona son mos insolubles que los hidrocloruros. Los 
histonos se sedimentoron por centrifugocién y se lovoron y seco—  
ron como se ho descrito onteriormente.

2.4. EXTRACCION SELECTIVA

Con el fin de conseguir mezclos mos sencillos de hi£ 
tonos, 0 partir de las cuoles poder inicior el aislamiento de la 
froccién F2A1, se siguieron dos métodos de extroccién select!va a 
partir de la cromatina crudo:

- Disociocién selective con soles.
- Extroccién selective con disolventes orgénicos.
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2.4.1. DISOCIACION SELECTIVA CON SALES

El material biolégico se homogeneizé con cinco volé­
menes de NoCl 0.14M-citroto trisédico O.OlM, en un Omni-Mixer So£ 
voll 0 220 voltios durante cinco minutes. El homogeneizodo se fi^ 
tré 0 trovés de cuatro copos de goso y se centrifugé o 1 .1 0 0  g dju 
rente 30 minutes. El sedimento se lové siete veces con NoCl 0.14M, 
centrifugéndose a 1.100 g 15 minutes. El precipitodo final se re­
suspendié en un volumen de NoCl 0.25M-Tris 4mM, pH 7.5, y la sus­
pensién se agité en frie durante dos horos y media. Tronscurrido 
este tiempo se centrifugé o 30.000 g durante 30 minutes. El sedi­
mento se lové con NoCl 0.14M y posteriormente se troté con NoCl 
0.5M-Tris 5mM, pH 7.5, de la mismo monero. Los sucesivos extrac—  
ciones se reolizoron con disoluciones de NoCl 0.75M, NoCl l.OM y, 
por éltimo NoCl 2.0M, todos ellos en tompén Tris-HCl 5mM, pH 7.5.

Los extroctos salines se ocidificoron con HCl IN ho# 
ta uno concentrocién final de HCl 0.25N, y el precipitodo formodo 
se séparé por centrifugocién a 30.000 g durante 20 minutes. En 
los sobrenodontes se precipitoron les proteinos extroldos ohadieji 
do suovemente TCA 100^ hosto uno concentrocién final del 1^. Los 
precipitodos se recogieron por centrifugocién y a los sobrenodon- 
tes se les offodié nuevomente TCA 100^ hosto uno concentrocién fi­
nal del 30^. Los proteinos precipitodos con TCA 1 ^  y con TCA 30^ 
se lovoron une vez con ocetono-HCl, très veces con ocetono y se 
secoron o vocio.
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2c4.2. EXTRACCION SELECTIVA CON DISOLVENTES ORGANICOS

2.4.2.1. Extraccion con etanol-HCl

La cromatina cruda se préparé por el método descri- 
to onteriormente. A continuocién se lové dos veces con etonol 
90^, tras lo cuol se sometié a extroccién con etonolf-HCl. Para 
ello, uno contidod de cromatina crudo équivalente a 20 mg de DNA, 
procedente de 1 0 0 g de material biolégico iniciol, se suspendié 
en 100 ml de etonol SOjS-HCl 0.25N, y se montuvo en ogitocién du­
rante 18 horos. Posteriormente la suspensién se centrifugé a 
12.000 g durante 15 minutes; el sobrenodonte se conservé y el S£ 
dimento se sometié o uno segundo extroccién con la mitod de vol£ 
men de etanol-HCl durante très horos. Tras uno centrifugocién se 
me jante se obtuvo ùn segundo sobrenodonte que se unié ol proce—  
dente de la primera extroccién,; y a ombos extroctos se oRodieron 
cinco volumenes de ocetono. Los proteinos precipitodos se lova—  
ron dos veces con ocetono y se secoron a vocio.

La extroccién con etanol-HCl se efectué tombién di- 
rectomente sobre el homogeneizodo de insecto. En estos experiment 
tos el material biolégico se homogeneizé en cinco volémenes (p/v) 
de etonol 95^ medionte un Omni-Mixer Sorvall. A continuocién se 
centrifugé a 1.500 g durante 10 minutes y el sedimento se lové 
u.no vez con etonol 9^. Sobre el material résultante se llevoron 
o cobo dos extrocciones sucesivos con etonol 80^-HCl 0.25N, si—  
guiendo la mismo metodologio que se ho detallado onteriormente.
La unién de ombos extroctos se clorificé por plaça filtrante 
nS 4, y las proteinos présentes se precipitoron por adicién de 
cinco volémenes de ocetonô.

El precipitodo obtenido se sometié posteriormente o 
un proceso de purificocién bosodo en sucesivos disoluciones y re 
precipitociones. En primer lugor, se disolvié en una pequeRa cqn



71

tidad de oguo, y a la solucién se offodié TCA 100^ (p/v) hosto ol 
conzor uno concentrocién de IN. As! précipité un sedimento pego- 
joso sobre el que se offodié etonol 95%; la disolucién no fue to­
tal, y el material insoluble se séparé por centrifugocién. Los 
histonos se precipitoron del sobrenodonte por adicién de très yo 
lémenes de ocetono y unos gotos de HCl, se lovoron très veces 
con ocetono y se secoron a vocio.

2.4.2.2. Extroccién con etonol-cloruro de guonidinio

La extroccién directe de la cromatina crudo con e ta  

nol-GuCl (cloruro de guonidinio) se efectué siguiendo el método 
de Johns (19é7 b) con olgunos modificociones.

La cromatina crudo, obtenido como se ho descri to ajn 

teriormente, se lové dos veces con NoCl 0.25M. A continuocién, 
se sometié o otros dos lovodos con etonol 80^ con el fin de ase- 
guror que el disolvente etonol-GuCl utilizodo para la extroccién 
no se diluyo con el oguo presents en el residuo hémedo.

El sedimento finol se sometié o extroccién con eto­
nol 75^GuCl 10^ (p/v), pH 7.0, su spend iendo uno contidod de cro 
motino crudo equivalents a 20 mg de DNA en 100 ml de medio de ex 
troccién. La suspensién se montuvo en ogitocién durante 18 horos 
0 42C. A continuocién se centrifugé a 12.000 g durante 10 minu­
tes. El sobrenodonte se conservé y el sedimento se ^ometié o uno 
nuevo extroccién con 50 ml de etonol-GuCl por 20 mg de DNA, con 
ogitocién durante très horos. Tras uno centrifugocién semejante 
se séparé el sobrenodonte y el sedimento se extrajo por tercera 
vez con etonol-GuCl, 25 ml por 20 mg de DNA. Mediants uno nuevo 
centrifugocién se consiguié el tercer sobrenodonte que se unié o 
los dos onteriores. El extracto se clorificé por filtrocién o 
trovés de plaça filtrante del nS 4. Los histonos se precipitoron 
por odicién de cuotro volémenes de ocetono y se secoron o vocio.
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2.5. FRACCIONAMIENTO DE HISTONAS F2A.

Como se veré posteriormente, en Resultodos y Disc£ 
sién las proteinos moyoritorios en el extracto de etonol-GuCl 
son las histonos F2A1 y F2A2.

La seporociôn de ombos fracciones se llevé o cobo 
por precipitocién froccionodo:

- 0 partir del extracto de etonol-GuCl.
- o partir de solucién de ombos histonos en écido 
diluido.

2.5.1. PRECIPITACION FRACCIONADA DEL EXTRACTO ETANOL-GuCl

Con el fin de seporor las fracciones de histonos 
présentes en el extracto de etonol-GuCl se efectué uno precipit£ 
cién froccionodo con ocetono sobre dicho extracto.

La mezclo de sobrenodontes procedentes de las très 
extrocciones de cromatina crudo con etonol-GuCl, se purificé por 
filtrocién a trovés de plaça filtrante n2 4, como yo se ho des—  
cri to. Sobre el filtrodo se offodié un volumen de acétone y se d£ 
jé en reposo, en frfo, durante la noche. El precipitodo se reco- 
gié por centrifugocién, y ol sobrenodonte se le offodieron otros 
très volémenes de ocetono. Tras un nuevo reposo en frio se obtu­
vo, por centrifugocién, un segundo precipitodo. Ambos sedimentos, 
obtenidos por precipitocién con uno y très volémenes de ocetono 
del extracto de etonol-GuCl, se lovoron uno vez con uno disolu—  
cién idéntico en composicién ol medio de donde se precipitoron, 
dos veces con ocetono y se secoron o vocio.

En ocasiones, el primer precipitodo, obtenido tros 
adicién de un volumen de ocetono, se séparé por filtrocién o 
trovés de plaça filtrante del n@ 4. El filtrodo se sometié o lo
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segundo precipitocién con otros très volémenes de ocetono y el 
primer precipitodo se récupéré dejondo posor lentomente o trovés 
de la plaça filtrante HCl O.OIN, que redisolvié lo proteino rete 
nido. La histona redisuelto se précipité por odicién de seis vo­
lémenes de ocetono, se lové con ocetono y se seco o vocio.

2.5.2. PRECIPITACION FRACCIONADA DE LA DISOLUCION ACIDA DE F2A

Los histonos extroidos de la cromatina crudo con eto 
etonol-GuCl, se trotoron de froccionor por redisolucién en écico 
diluido y precipitocién froccionodo con ocetono.

Para este froccionomiento se utilizoron:
- écido sülférico O.IN.
- écido clohidrico O.OIN.

2.5.2.1. Precipitocién froccionodo de H2SO4

Los fracciones de histonos présentes en los extroc­
tos de etonol-GuCI se precipitoron, en conjunto, por odicién de 
cuatro volémenes de ocetono, como yo se ho descrito. Los protéi­
nes, uno vez lovodos y secos, se redisolvieron en H2SO4 O.IN o 
uno concentrocién de 1 mg/ml. Lo disolucién no fue totoi, y el 
material insoluble se seporé por centrifugocién. Sobre el sobre 
nodânte se efectué uno precipitocién froccionodo por odicién s£ 
cesivo de ocetono, hosto completor uno, dos, très, cuotro y ocho 
volémenes. Los diferentes precipitodos se recogieron por centri 
fugocién, se lovoron uno vez con un medio iguol o oquél de don­
de fueron precipitodos, dos veces con ocetono y se secoron o va
CIO.
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2.5.2.2. Precipitocién froccionada de HCl

Los fracciones de histonos extroidos de la cromot^ 
no por etonol-GuCl se aislaron como ho sido descrito en el opor 
todo 2.4.2.2. Su seporocién se llevé a cobo por el siguiente 
procedimiento (Hoore, 1971).

La mezclo de proteinos se disolvié o temperatura 
ambiente en HCl O.OIN, a uno concentrocién de 16.é mg/ml. A la 
disolucién se le onodieron 2 ml de HCl concentrodo por gromo de 
histona, y, posteriormente, 2.75 volémenes (170 ml/gromo de pro 
teino) de ocetono, con ogitocién répido. El precipitodo se sepçi 
ré por centrifugocién y se lové uno vez con el medio ocetono-HCl 
de precipitocién ( 1 0 0  ml/g de histona), dos veces con ocetono y 
se secé a vocio.

El sobrenodonte de esta primera precipitocién se 
mezclé con el primer lovodo y sobre la mezclo se onodié ocetono, 
0.9 volémenes del volumen total. El precipitodo résultante se 
recogié por centrifugocién, se lové con un disolvente iguol al 
medio de precipitocién, dos veces mâs con ocetono, y se seco a 
vocio.

2.6. PURIFICACION DE HISTONA F?A1

Los imégenes electroforéticos de los preporociones 
de histona F2A1 revelon la preëencio de un material de movili—  
dod précticomente nulo que impyrifico dichos preporodos. El he­
cho de que este material no pénétré cosi openos nodo en el gel 
de poliocrilomido ol 20^ usodo en la electroforesis indico un 
gron tomono molecular, y los métodos utilizodos para la purifi- 
cocién de la histona F2A1 se boson en esta propiedad.
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cl6 n:
Se han seguido dos procedimeitnos para esta purifica

- Electroforesis preparativa.
- Cromatografia en gel.

2.6.1. PURIFICACION PE HISTONA F2A1 FOR ELECTROFORESIS PREPARATIVA

Se montaron dos geles de poliacrilamida al 20^ igua-- 
les a Id s usados para electroforesis onolltica como muestro la Fi­
gura 2 .

Los extremos superiores de ombos geles se pusieron en 
contacte, independientemente, con el ânodo de une fuente de ten—  
si6 n 0 troves de unas cubetas conteniendo una solucidn de âcido 
ocético 0.01N. Los extremos inferiores se introdujeron en une cub^ 
to comôn que contenio el mismo ocético 0 .0 1N y a la que se conecté 
el câtodo. El extreme inferior de une de les geles, gel a , se topo 
né mediante une boisa de diélisis, de forma que el material protéi 
ce que obondonase el gel quedose retenido en su interior.

En el gel a se oplicoron 12 mg de preporocién impure 
de F2A1 disueltos en ocético 0.01N. En el segundo gel, gel se 
oplicoron 50 1 de disolucién del mismo material en ureo 8M-océti-
co 0 .0 1N 0 una concentrocién de Img/ml, disolvente y concentrocién 
usados en la oplicocién de muestros en electroforesis enélitico. 
Este gel ̂  se utilizé como testigo.

La electroforesis se llevé a cobo oplicondo une dife- 
rencio de potenciol de 175 voltios entre ombos polos. A las 24 bo­
ras de desorrollo, se retiré el gel testigo b, se tiRé con Negro 
Amido y se destiRé siguiendo el mismo procedimiento que en la ele£ 
troforesis onolitico, que se describe posteriormente. Al mismo 
tiempo se retiré la boisa de diélisis del gel ci, y el liquide con- 
tenido se liofilizé. Se colocé una nuevo boisa y se continué el de
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Figura 2. Monta je de geles de poliacrilamida, utilizado para la 
purificacidn de la fraccidn 1 de Ceratitis capitata.
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sarrollo de la electroforesis durante otras 1 2 horas, transcurn 
dos las cuoles se recogié la nueva solucidn interna de la que se 
récupéré el material proteico por liofilizacién.

Tras las 36 horas de electroforesis del gel a se t£ 
m6 la solucién de âcido ocético inmediotomente superior al gel, 
que presentaba un material fibroso en suspensién, y se liofilizé. 
La parte superior del gel donde se esperobo encontror el material 
de alto peso molecular, se séparé, se troceé en fragmentes de 
1 mm3, aproximodamente, y se extrajo con âcido ocético 0 .0 1N a 
37-C durante 40 horas. Los fragmentes de gel se sepororon por cen 
trifugacién y el sobrenodonte se liofilizé. El reste del gel a se 
tiné y destiné como se describe en-el oportado de electroforesis 
onalitico.

2.é.2. PURIFICACION DE HISTONA F2A1 POR CROMATOGRAFIA EN GEL

La purificacién de F2A1 por cromatografia en gel, se 
llevé a cobo sobre lotes de 1 0 0 mg de la fraccién çruda, aislada 
como se ho descrito en el apartado 2.5.2.2. El procedimiento se—  
guide fue el siguiente:

Se disolvieron 100 mg de proteina en 4 ml de âcido 
ocético 0.01 N. El material insoluble se éliminé por centrifuge—  
cién, y el sobrenodonte se oplicé a una columno de Sephodex G-lOO 
(1.6 X 100 cm). La elucién se efectué a un flujo de 30 ml/h, con 
âcido ocético 0.01N que contenlo Hibitone (Clorhexidino, ICI) 
0.002^ como agente micostético. Se recogieron frocciones de 3.6 
ml, en las que se valoré el material proteico midiendo la dbsor—  
boncio a 230 y 268 nm en un espectrofotémetro Beckman DB-G. Las 
frocciones correspondientes a un mismo pico se reunieron y liofi- 
lizoron.
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2.7. METODOS ANALITICOS

2.7.1. VALORACION PE DNA

La valoracion del DNA se realizé por espectrofotomo 
trio 0 260 nm del DNA hidrolizodo, y por colorimetrio volorondo 
la desoxirribosa con el reactive de difenilomino (Dische, 1930). 
En el primer caso es imprescindible éliminer previamente el RNA 
presente en la muestra. Para ello, la disolucién problème se so- 
metié a le marche de Hill y col. (1971) con modificociones que 
se describen a continuocién.

A une. alicuoto de muestra se enedié TCA 100^ haste 
elconzer une concentrocién del 20^ con el fin de précipiter éci- 
dos nucleicos y protéines. El sedimento se levé dos veces con 
dos volumenes de TCA 5^ pore éliminer nucleotides présentes, y 
une vez mes con dos volémenes de etenol-éter (3:1 v/v). El resi­
due se hidrolizé con dos volémenes de KOH 0.3N o 37&C durante 18 
horas. Trenscurrido el tiempo de hidrélisis se enfrié repidomen- 
te y se enedieron 0.9ml de PCA (écido perclérico) 1.35N frio, 
con el fin de précipiter el materiel no hidrolizedo.

El precipitedo se levé con PCA 0.25N pore éliminer 
los restes de RNA hidrolizedo. El residuo lovodo, que contiene 
el DNA, se hidrolizé con dos volumenes de PCA 0.15N, o 90-C du­
rante 20 minutes, se enfrié y se oPfadié 1 ml de PCA 1.35N. El kù 
drolizodo se récupéré en el sobrenodonte y el residuo se lové 
con PCA 0.25N cuyo sobrenodonte se reunié con el anterior para 
la velorecién del DNA. El DNA hidrolizedo, libre de RNA, pudo ya 

volororse por obsorcién a 260 nm. El coeficiente de extincién es
E?^ = 0.224 pore une disolucién de 0.001% (Webb y Levy, 1958).I cm
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La valoracion colorimétrica del DNA por el método 
de la difenilomino puede reolizorse en presencio de RNA, ya que 
la sustancia que détecta el reoctivo es la desoxirribosa, siem- 
pre que no se encuentren présentes sustancias que interfieran 
con la reacciôn (Burton, 1956). El método utilizado (Dische, 
1930) fue el siguiente;

A un volumen de disolucién problème no inferior a 
1 ml se onodieron dos volémenes de reoctivo de difenilomino 
(1 g de difenilomino en 100 ml de écido ocético y 2.75 ml de 
H2SO4 concentrodo), y se celenté a lOO^C durante 10 minutes. Se 
enfrié y se midié le absorbencie a 595 nm frente a un blenco en 
el que le solucién problème se sustituyé por ague destilede. E^ 
te método detecto çontidedes de DNA comprendidas entre 50 y 500 
g /ml. Le curve petrén puede construirse con DNA esténder (50- 

500 g/ml) o con desoxirribosa (20-100 g/ml); en este éltimo 
caso, la cantidad de DNA se calculé multiplicande el voler de 
desoxirribosa obtenido por el factor de correccién 2.5. Cuando 
se utilizé DNA esténdor le solupién petrén se sometié a los mi£ 
mes tretomientos que le solucién problème.

2.7.2. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA
I

2.7.2.1. Electroforesis sencilla

Le electroforesis en gel de poliacrilamida se rea­
lizé segun el método de Johns (1967 a), excepte el tePfido y de# 
tenfido de los geles que se realizé segén la modificacién descri 
te posteriormente por el mismo outer (Dick y Johns, 1969 b).

Polimerizecién

Los geles se prepororon en tubes de vidrio de 13.5 
cm de longitud y 0.8 cm de diémetro interne. En ocosiones se
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utilizaron tubos de 11.9 cm de largo y 0.6 cm de diémetro inter­
ne. Para facilitar la separacién del gel una vez desarrollada la 
electroforesis, los tubos de vidrio se siliconaron antes de efec 
tuar la polimerizacién; para ello, los tubos se trataron con une 
disolucién de diclorodimetilsilono al 0.5% en benceno.

La mezcla de polimerizacién se préparé de la siguiem 
te manera: se disolvieron 40 g de acrilomida y 0.6 g de bisacri- 
lamida en 150 ml de oguo destilada. La disolucién se filtré o 
través de popel Whatman nG 1 y al filtrado se oKadieron 0.25 ml 
de TEMED (N,N,N* ,N* tetrametiletilendiamina). La mezcla se a)us 
té a pH 3.0 con écido ocético glacial y a continuocién se desga- 
sificé a vacfo para eliminar el aire que podrla former burbujas 
dentro del gel. Por éltimo, se oRodieron 0.3 g de persulfato orné 
nico, previamente disuelto en oguo para no agiter la mezcla de 
polimerizacién, y se ajusté el volumen a 2 0 0 ml con ague destil^ 
do.

Monteniendo los tubos en posicién vertical y tapa—  
dos por su extremo inferior, se llenaron con la mezcla de polim# 
rizocién haste une distancia de 2.5 cm de su extremo superior.
Las burbujas que puedan quedar dentro de la disolucién, en la 
porte inferior o odosodas al vidrio, se éliminaron presionando 
el tapén de goma de la parte inferior. Para evitar que la super­
ficie superior del gel quedara céncava, se oRadié lentamente so­
bre code tubo une cape de agua con la ayuda de una qguja hipodéj[ 
mica, evitando que se removiera la superficie, de forma que la 
interfuse entre la capa de agua destilada y la mezcla de polime­
rizacién fuera plana. Seguidamente se dejaron en reposo durante 
cinco o seis horas, hasta que la polimerizacién se complété; 
transcurrido este tiempo se retiré el agua de la superficie del 
gel y se sustituyé por écido acético 0 .0 1N.
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Pre-electroforesis

Con el fin de eliminar lo iones necesarios para la 
polimerizacién, TEMED y S2 0g^", que per judican la separacién 
de bandas y su reproducibilidad, los geles se sometieron a pre- 
electroforesis.

Los tubos se colocoron en la cubeta de electrofore 
sis y sus compartimentes se llenaron con écido acético O.OlN. A 
continuocién se conecté a la fuente de tensién con el polo nega 
tivo abajo y se estoblecié un potenciol de 125 voltios durante 
très horas. Al cobo de este tiempo se rénové el écido acético 
de las cubetas y se hizo posor la corriente otras très horas.
La operocién se repitié menteniendo el mismo voltaje durante 
seis horas mas. Los qeles osl equilibrodos pueden utilizarse S£ 
guidomente para el desorrollo ^lectroforético, o guordarse, en 
posicién vertical, recubiertos de acético O.OIN hasta su utili- 
zocién.

Desorrollo de la electroforesis

Los muestros de histonas se disolvieron a una con- 
centrocion de 0 .2-1 . 0  mg/ml, segén la complejidad de la muestro, 
en ureo 8M-ocético O.OIN.

Los tubos previamente equilibrodos se colocoron en 
la cubeta de electroforesis llena de écido acético Q.OIN. La d^ 
solucién de las muestros se deposité suavemente con ayuda de 
una microjeringo conectoda en su extremo a un copilqr de polie- 
tileno, sobre la superficie del gel, evitando su difusién en el 
liquido circundonte. Seguidamente se conecté a la fuente de ten 
sién -el polo negotivo con la parte inferior- y se oplicé una 
corriente de 175 voltios durante seis horas.

Transcurrido este tiempo los geles se récupéraron 
frocturondo el tubo de vidrio.
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Revelado

Los geles se introdujeron durante 12 horas al me—  
nos, en una disolucién de Negro de Alizarine R al 0.5% (p/v) en 
etonol 30% (v/v). En ocasiones, se tineron con Negro Amido 0.5% 
(p/v) en écido acético IT:.

El destenido de loé geles tenidos con Negro de A H  
zorino se realizé introduciéndolos en etanol al 40% y calentan- 
do en bano de agua a 55GC. La disolucién de destenido se renue- 
va hasta el transparentodo total. El desteRido de los geles te- 
Ridos con Negro Amido se realizé por electroforesis en sentido 
transversal.

Densitor.etrado

En las ocasiones en las que se requirié una deter- 
minacién cuantitotiva de la distribucién de proteina en las bcm 
das electroforéticas, los geles se densitometraron en un micro- 
densitémetro Canolco, modelo G, equipado con un computador para 
el registre automético de las éreos.

2.7.2.2. Electroforesis doble

Para realizar comparaciones inequivocas de las mo- 
vilidades de dos muestros, se sometieron a electroforesis simul 
ténea sobre el mismo gel, mediante el procedimiento descrito 
por Johns (19é9).

Los geles, una vez equilibrodos, se dispusieron en 
la cubeta llena de écido acético 0 .0 1N y se elevaron ligeramen- 
te por encima del nivel del liquide. La superficie del gel se 
secé cuidodosomente usando popel absorbente.

Las muestros a comparar se disolvieron en el disol 
vente de muestra - 0 .5-2.0 mg/ml dependiendo de la complejidad
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esperada- y se aplicaron en zonas opuestas de un disco de popel 
de filtro -Whatman nS 1 de 7 mm de diémetro-, evitando la dif^ 
sién y el contacte entre ombos mediante una linea de silicona 
-diclorodimetilsilono al 0.5% en benceno- oplicoda previamente 
a lo largo del diémetro del disco de popel usando un capilar fi­
ne.

El disco de popel, conteniendo las muestros, se co­
locé seguidamente sobre la superficie seca del gel y se cubrié 
inmediotomente con 1 ml de disolvente de muestra. A continuocién 
se anadié ropidomente el disolvente de desorrollo hasta el llenjo 
do completo del tubo. El tubo se introdujo en la cubeta a su po­
sicién original y la electroforesis, el tenido y el destePfido se 
llevaron a cobo como se ha descrito para la electroforesis senH 
lia.

2.7.3. DETERMINACION DE PESOS MOLECULARES

El peso molecular de la histona F2A1 se déterminé 
por electroforesis en gel de poliacrilamida en presencio de SDS 
(dodecilsulfato sédico), segén la técnica de Panyim y Chalkley 
(1971).

Los geles a pH 7.6 se prepororon mezclados 7.5 ml 
de solucién A -acrilomida 60%, N,N'metilen-bisacrilamida 0 . ^  
en oguo-, 10.8 g de ureo, 15 mg de SDS, 50 1 de TEMED (N,N,N* 
,N*tetrametiletilendiamina) y 1.25 ml de tampén fosfato 1.0M, 
pH 7.6. La disolucién résultante se ajusté a pH 7.6 con MCI 1N, 
se anadié agua destilada hasta 30 ml y, finalmente, 6 mg de pe£ 
sulfato aménico. La disolucién de acrilomida polimeriza en 30 
minutes y se dejé una hora més.

Las muestros se disolvieron en tampén fosfato 
O.OlM, pH 7.6, SDS 0.05%, conectado el polo positive en la par­
te inferior, durante seis horas a 80 voltios.
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Una vez finalizado el desarrollo electroforético los 
geles se recuperaron por fractura del tubo, y se tineron con una 
disolucién de Negro Amido 0.1% y écido acético 20% durante cinco 
horas como minimo. El destenido se realizé sometiendo los geles a 
electroforesis en sentido transversal. Los geles fueron densitome 
trados como se ha descrito onteriormente.

Célculo de pesos moleculares

A las muestras problema se les anadié, antes de ser 
aplicadas, histona total de timo de ternera como patrén, ya que 
dodos las pequenas variaciones en movilidad que ocurren entre di# 
tintos geles, se debe construir una curva patrén para coda gel.

En la electroforesis en SDS la histona total de timo 
de ternera se resuelve en cuatro bandas que corresponden, de ma­
yor o menor movilidad, a las frocciones F2Aj (Pm 11.000), F2A2  

(Pm 12.500), F2B + F3 (Pm 14.000) y F1 (Pm 21.000).

La curva patrén se construye representando gréfica—  
mente los movilidades relativas de coda fraccién en funcién del 
logaritmo de su peso molecular.

Mr - Distancia origen gel a fraccién X 
Distancia origen gel a ^2^1 Je tlmô

2.7.4. ANALISIS DE AMINOACIDOS

Las proteinas se hidrolizaron con HCl ozeétropo -de
0.5 a 1 ml por mg de proteina- a IlO^C, en tubos Pyrex cerrodos 
a vacio. Generalmente se efectuaron hidrélisis de la mismo mues—  
tra a diferentes tiempos, con el fin de poder extrapolar los re—  
sultodos o tiempo cero -para los volores de Ser, Thr y Tyr- y 
corregir los dotos de oquellos residues de aminoécidos que formon 
enlaces peptidicos mas resistentes o la hidrélisis -Val, Ile-.
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Finalizado el tiempo de incubocién, los tubos se abrieron y los 
hidrolizados se llevaron a sequedad a vacio sobre NaOH.

Los anàlisis de aminoécidos se reolizaron en un 
onalizodor automético Durrum modelo D-500, provisto de un compif 
tador PDP-8M que automatize todas las operaciones de acuerdo 
con un programa previamente seleccionado. El tiempo de onélisis 
fue de 100 minutes. La muestra se aplicé disuelta en tampén ci­
trate, pH 2.20, y el proceso de elucién se efectué con disolu—  
ciones tampén de citrate sédico a pH 3.25, 4.25 y 7.09. Para re 
generar la columna de résina después de cada anélisis se utilizé 
una disolucién de NoOH 0.3N que contiene 0.25 de EDTA por litre.

2.7.5. DETERMINACION DEL RESIDUO N-TERMINAL

La identificacién del residuo de ominoécido N-ter­
minal se realizé utilizando el método del dorure de dan silo 
(Gray, 1972; Pérez-Aranda, 1975).

Para ello se tomeron de 0.2 a 1 nmol de proteina 
disueltos en unos IOOmI de agua en un tubo Durham, y se llevo—  
ron a sequedad. A continuocién se oRadieron l0/ulde NaHCOg 0.2 
M, se centrifugé y se évaporé el disolvente.

El reoctivo se préparé mezclando volémenes igua—  
les de Cl-DNS (cloruro de donsilo) en ocetona -2.5 mg/ml- y 
oguo. 10 /il de la mezcla se oRadieron sobre la proteina, el tubo 
se cubrié con popel parafinado y se mantuvo a 45GC durante 30 
minutes. El color omorillo de la solucién debe desaparecer tras 
la incubacién.

Seguidamente, la solucién se llevé a sequedad so­
bre NaOH y H2SO4 y se adicionaron 20 /il de HCl éN. El tubo se c# 
rré a vacio y se mantuvo de 10 a 14 horas o 105GC. Transcurrido
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este tiempo se obrié el tubo y su contenido se secé perfectomente 
bojo vocio. El residuo se disolvié en 5 pi de etanol 95% (v/v).

La separacién de los donsilderivados se llevé o cobo 
mediante cromatografia en capa fina utilizando plaças de poliami- 
do (Chen Chin Trading Co., Ltd., Taipei, Taiwan). En una de las 
coras de oplicé la muestra problema; en la otra, el problema mas 
una solucién de donsilominoocidos potrones en una concentracién 
de 0 . 1  mg/ml de coda uno de ellos.

La cromatografia se desarrollé, en primer lugar, con 
écido férmico al 1.5% en agua. La plaça se secé perfectomente y 
se corrié, en direccién perpendicular, en tolueno-écido acético 
glacial (10:1, v/v). Una vez seca la plaça, los donsilderivados 
se localizoron por iluminacién con luz ultravioleta. Todos los 
dansilaminoâcidos se resuelven con estos dos sistemas, excepte 
los pares DNS-Glu/ONS-Asp y DNS-Thr/DNS-Ser. Para resolver estos 
ultimos, la plaça se desorrollo segun la segundo dimensién en una 
mezcla de acetato de etilo-metanol-écido acético (2 0 :1 :1 , v/v/v).

2.8. OBTENCION DE DATOS CONFORMACIONALES

El estudio conformocionol de la histona F2A1 se des£ 
rrollé a partir de los dotos obtenidos por dicroismo circular 
(CD)de sus disoluciones ocuosos. La determinocién de la concentra 
cién de proteina en disolucién, poso previo a coda experimento, 
se efectué por métodos espectrofotométricos.

2.8.1. DISOLUCIONES DE PROTEINA

S ' r e r a r a r o r  d i  u c i c r e s  de F2A1 en cqua ,  a f oncer.
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traciones, aproximadas, que variaron entre 0.05 y 0.20 mg/ml, se—  
gun los COSOS. Los disoluciones se conservaron a 4GC hasta su uso.

La concentracién de proteina se déterminé a partir de
su absorbancia a 210 nm, utilizando el valor E 9*1^ = 20.5^0.14I cm
dl/cm.g (Tombs y col., 1959). Los espectros de obsorcién ultravio­
leta se obtuvieron en un espectrofotémetro Cary 14, modelo CM-50, 
barriendo desde 300 hasta 200 nm. Se usaron células de 1 cm y 2mm 
de poso éptico.

2.8.2. VARIACION DE LA FUERZA lONICA

La disolucién ocuoso de F2A1 se hizo O.OlM en Tris, 
por odicién de lo cantidad adec^ada de Tris 0.5M, pH 7.8.

Las concentraciones deseadas de NoCl se obtuvieron 
onadiendo, progresivomente, voljémenes precisos de disoluciones sa­
lines, previamente preparadas aj las concentraciones mas convenien­
tes -0.4M, 2M y 4M- y conserVadas a 4GC hasta su utilizacién.

Todas las adiciones a la disolucién de histona, se 
efectuaron con ogitocién constante, e inmediotomente antes de me—  
dir el espectro de CD de la solucién résultante.

2.8.3. VARIACION DEL PH

En los experimentos destinados a investigar la confor 
mocién de la histona en funcién del pH, la disolucién ocuoso de 
F2A1 se hizo 6M en cloruro de guonidinio (Gu-Cl), con el fin de 
eliminar cuolquier posible ogregocién existante. A continuocién, 
la solucién se diolozé frente a HCl O.OIN, y la concentracién de 
F2A1 se déterminé espectrofotométricomente como se ho descrito on-
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teriormente. El pH de la disolucién se ajusté a 2.0 por odicién de 
HCl 1.ON y glicocola 0.2M, y se fue elevando progresivomente ono—  
diendo NoOH concentrodo. Los odiciones se efectuaron con ogitocién 
constonte, e inmediotomente antes de la obtencién de los espectros 
de CD.

2.8.4. ESPECTROS DE CD

Los espectros de CD de las distintas disoluciones de 
la histono F2A1 se régi s tra ron a 22‘̂ 1-C, en un espectropolorime— - 
tro Cary 61.

El espectro barrié desde 260 nm hasto 210 nm, o uno 
velocidod de borrido de 10 nm/min. La linea base se ajusté pora el 
disolvente utilizado -Tris O.OlM, pH 7.8- ounque, en olgunos co—  
SOS porticulores, se hicieron los correcciones de dotos necesorios 
por referencio ol espectro del disolvente. La onchura de rendija 
se progromé poro una resolucién del orden de 1 nm, constante a lo 
largo de los longitudes de ondo borridos. Se utilizaron células de 
1 y 4 cm de poso éptico, y los dotos se obtuvieron en términos de 
elipticidod.



3. R E S U L T A D O S  Y D I S C U S I O N

3.1 AISLAMIENTO DE HISTONAS TOTALES

La primera etapa del presente trabajo, la preparacién 
de histonas totales, se abordé iniciolmente utilizando el método 
descrito para adulto de Drosophila melaPogaster (Dick y Johns,
1969 a), dada su similitud con Ceratitis capitata. Posteriormente 
se aplicé el procediiiiiento de extraccién écida de la cromatina cru 
da (Johns, 1967 a), y se compararon los resultados obtenidos, que 
se detallon a continuocién.

3.1.1. DISOCIACIQN SALINA

La cromatina cruda de adulto farato de Ceratitis capi 
iota se préparé segun el método descrito en el apartado 2.2. Los 
histonas totales se aislaron por disociacién salina de la cromati­
na cruda siguiendo el procedimiento de Dick y Johns, (1969 a) con 
ligeros modificociones, tal como se describe en la seccién 2.3.1. 
Las proteinas asi extraidas se caracterizaron por electroforesis 
en gel de poliacrilamida segén el método de Johns (1967 a), deta—  
llodo en el apartado 2.7.2.

En la Figura 3 se muestran las imégenes electroforéH 
cas de las histonas totales de adulto farato extraidas con NaCl 
20% (b) y de las histonas totales de timo de ternera (A) que se 
utilizan como patrén de comporocién.



Utilizando la técnica de electroforesis doble (Johns, 
1969 a) que élimina todas las variables que puedan restar valor a 
uno comporocién entre geles distintos (Fig. 3 D) se observa clora- 
mente la presencio de dos bandas de gran intensidod, ombos de me—  
nor movilidad que las frocciones de timo de ternera, y la ousencio 
de una banda de movilidad comparable a la fraccién F2A1 de timo. 
Este hecho résulta extrano a primera visto, ya que esta fraccién 
es la més constante a lo largo de la evolucién y no es de esperor 
su ousencio en histonas de insectos. Puede, sin embargo, encontre^ 
se uno posible causa a esta folto en el hecho de que esta fraccién 
es uno de los que mas torde se disocio de la cromatina a concentra 
ciones salines altos (Wilhelm y Champagne, 1969), asi como en la 
tendencio que esta histona présenta a la ogregocién (Dîggle y Pea- 
cocke, 1971). Asi pues, es posible que oén estondo présente en la 
cromatina y debido a las porticulores carocteristicos del método 
de obtencién, no se hoyo extraido o se hoyo eliminodo, ogregodo, 
durante la centrifugocién.

Otra corocteristico de esta preporocién, que quedo pci 
tente en su Imogen electroforético (Fig. 3), es la ousencio de con 
tominocién por parte de proteina no-histona, que se pondria de ma- 
nifiesto por la presencio de bandas de bo jo movilidad. Solomente 
se oprecio uno banda débil préximo a la superficie del gel, que ha 
sido identificada (Rojo, 1975) como un ogregodo de la fraccién F1.

Utilizando este método que conduce a preporociones pci 
co contominodas con proteinas no-histona, se comete el error de un 
desiguol oislomiento de frocciones. Este hecho tombién se observa 
en las imégenes electroforéticas de las histonas de Drosophila, p^ 
blicodos por Dick v n),

El anélisis de uminoâcidos de la preporocién de hist£ 
no total obtenido por disociacién salina se efectué segén el méto­
do descrito en el apartado 2.7.4. El resultodo se recoge lo Ta-
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Figura 3. Electroforesis en gel de poliacrilamida.(A) Histonas 
totales de timo de ternera. (B) Histonas totales de adulto fa­
rato de Ceratitis capitata, extraidas por disociacién salina 
de la cromatina cruda, con NoCl 20%. (C) Id., precipitodos con 
TCA 18%. (D) Electroforesis doble de histonas totales de timo 
de ternera (izquierda) e histonas totales de adulto farato de 
Ceratitis capitata, extraidas por disociacién salina de croma­
tina cruda, con NoCl 20% (derecho).

En esta y siguientes figuras, la migracién es des­
de arriba (énodo) hacia abajo.
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bio IV, donde se presenton tombién las composiciones de las histo 
nos totales obtenidos por disociacién salina a partir de Drosophi 
la melanogaster (Dick y Johns, 1969 a) y de timo de ternera (Loeb 
1968). La comporocién de estos resultados, revela la alto propor- 
ci6 n, en adulto farato de Ceratitis, de los aminoécidos treonino 
y orginino, tonto mas sorprendente esta ûltima cuanto que se tra­
ta de una preporocién carente de una banda posteriormente identi­
ficada como correspondiente a uno de las frocciones ricos en org[i 
nina. Como consecuencio de esta alto proporcién, la relacién de 
aminoécidos bésicos a écidos (B/A) se encuentra oumentoda y la de 
Usina a arginina (Lys/Arg) notablemente disminulda. Estas anorm£ 
lidades serén discutidas mas adelante.

Los resultados obtenidos no dependen del método uti­
lizado para la preporocién de cromatina cruda, ya que tanto el 
NaCl-EDTA (Bonner y col., 1968) como el NoCl-citroto (Dick y 
Johns, 1969 a), usados como medio de homogeneizacién (ver aparta­
do 2 .2 .) condu jeron a los mismos resultados.

No se puede decir otro tanto en lo que respecta al 
procedimiento seguido para la precipitacién de las histonas tota­
les. En la Figura 3 C se muestra la imagen electroforética de las 
proteinas precipitodos con TCA al 18%. Se observa la ausencia de 
uno de las bandas intensas de baja movilidad cuando se compara 
con la imagen procedente de la precipitacién con ocetona (B). Pos 
teriormente se comenta este extremo.
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T A B L A  IV

Composîcién de aminoécidos de histonas totales de 
adulto farato de Ceratitis capitata obtenidos por disociacién S£ 
lino de cromatina cruda, comparada con las de otros organismos 
preparadas por el mismo método.

Aminoocido Ceratitis
capitata

Drosophila 
melanogaster (1)

Timo de 
ternera (2)

Acido ospértico 8 . 2 8 . 8 4.9
Treonino 10.9 5.4 5.6
Serina 5.6 7.0 5.1
Acido glutômico 9.0 12.4 8.5
Prolino 5.5 4.7 4.6
Glicocola 7.6 8.5 9.3
Alonina 11.3 11.7 13.1
Cisteino - - -
Valina 6.3 5.2 6.4
Metionino tr 0 . 2 tr
Isoleucino 3.0 3.3 4.4
Leucina 3.0 7.7 8 . 0

Tirosina 0.3 1 . 2 2 . 6

Fenilalanina 0.9 2 . 0 1.9
Histidina 1 . 0 1 . 8 1.9
Lisina 16.0 16.2 15.0
Arginina 1 1 . 2 5.8 8 . 8

B/A 1 . 6 1 .1 1.9
Lys/Arg 1.4 2 . 8 1.7

Los dotos se don en moles de aminoécidos por 100 moles.
(1) Dick y Johns, 1969 a
(2) Loeb, 1968



94

3.1.2. EXTRACCION ACIDA

La cromatina cruda se préparé segén el procedimiento 
descrito (apartado 2 .2 .) y se sometié a extraccién con écido di-- 
luido tal y como se detalla en el apartado 2.3.2. La composicién 
de aminoécidos de las peoteinas asi extraidas se recoge en la Ta­
bla V, comparados con la composicién de histonas totales de Dros£ 
philo melanogaster (Oliver y Cholkcley, 1972) y timo de ternera 
(Dick y Johns, 1969 c), obtenidos por el mismo procedimiento.

Los preporodos de histona total de Ceratitis mues--
tron contaminocién de proteina no-histona, ya que la relacién B/A 
es inferior a la unidad, pero la proporcién de los demés ominoéc£ 
dos es relotivomente seme jante a la de histonas de Drosophila.

En la Figura 4 A se muestra lo imagen electroforéti­
ca de la preporocién de histonas totales de cromatina cruda de 
adulto farato de Ceratitis. Se observa la presencio de seis ban­
das de colorocién intenso, que pueden identificorse provisional—  
mente como histonas, y varias bandas de movilidad menor que pue—  
den corresponder a proteina no-histona.

Para comprobar la semejanza entre esta preporocién y 
las histonas de timo de ternera se realizé una electroforesis do­
ble de ombos muestras, que oporece en la Figura 4 C. De las seis 
posibles histonas, sélo las dos de mayor movilidad porecen coinc_i 
dir con frocciones de timo: F2A1 y F2A2. Otras dos tienen movili­
dad intermedia pero no son coincidentes con ninguna histona de H  
mo. Las dos restantes presenton menor movilidad que la FI de ter­
nera.

A la visto de estos resultados, porece que la extroc 
cién écido de cromatina cruda permite la obtencién de todas las 
frocciones de histonas, eviténdose la pérdida de la fraccién com-
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T A B L A  V

Composicién de aminoécidos de histonas totales de 
adulto farato de Ceratitis capitata obtenidos por extraccién 
acido de cromatina cruda, comparados con las de otros organismos 
preparadas por el mismo método.

Aminoécido Ceratitis
capitata

Drosophila 
melanogaster (1)

Timo de 
ternera (2)

Acido ospértico 1 1 . 0 8 . 2 4.9
Treonino 4.4 6 . 0 5.3
Serina 3.8 6.4 5.0
Acido glutémico 17.5 1 1 .1 8.4
Prolino 4.2 4.6 4.8
Glicocola 8 . 1 8.5 8.7
Alanino 9.0 1 2 . 0 13.6
Cisteino tr - tr
Volina 6.9 5.5 6 . 2

Metionino 1 . 2 0.4 0.9
Isoleucino 5.7 4.3 4.4
Leucina 6 . 0 7.4 7.7
Tirosina 1.4 1.9 2.3
Fenilalanina 2.7 2 . 2 1.7
Histidina 1.7 1 . 8 2.3
Lisina 9.3 12.4 14.9
Arginina 7.1 7.3 8.9
B/A 0 . 6 1 . 2 2 . 0

Lys/Arg 1.3 1.7 1.7

Los dotos se.don en moles de aminoécidos por 100 moles.
(1) Oliver y Chalkley, 1972
(2) Dick y Johns, 1969 c
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parable en movilidad con la F2A1 de timo de ternera, si bien las 
preparaciones aparecen excesivamente contaminadas con proteina 
no-histona.

3.1.3. DISCUSION GENERAL DEL AISLAMIENTO PE HISTONAS TOTALES

La preparaciôn de histonas totales de un insecto en- 
trana grandes dificultades por la naturalezo de este material bi£ 
légico. El procedimiento utilizado en primer lugar en la présente 
inventigocién para el aislamiento de histonas totales fue el des­
crito por Dick y Johns (1969 a). Las razones que condujeron a es­
ta eleccién se basaron fundamentalmente en la similitud entre los 
dipteros Ceratitis capitata y Drosophila melanogaster y en los m£ 
tivos que llevaron a los citados outores a la aplicocién del mét£ 
do de disociacién salina. Por un lodo, el oislomiento de histonas 
requerla grandes cantidades de material de partida a causa de la 
pequeno cantidad de DNA présente en estos organismos (Hostings y 
Kirby, 1966) y, en segundo lugar, los métodos clésicos de prépara 
cién de histonas, vélidos para organismos superiores, no resulta- 
ron sotisfoctorios cuando se oplicoron a insectos. Los preporocio 
nés obtenidos conducian a imégenes electroforéticas muy complejas 
y presentobon gron contaminocién por proteina no-histona; sus an^ 
lisis de aminoécidos dobon relociones B/A muy inferiores a la un£ 
dod (Dick y Johns, 1969 a).

El método de disociacién salina, por el contrario, 
conducio 0 preparaciones mas puras, con uno relacién B/A igual a 
1 . 1 2  y con imégenes electroforéticas de cuatro bandqs intensas y 
definidas. Dick y Johns no identificaron estas bandas por lo que 
no pudieron demostror la compléta eficacia del método ni overiguor 
sus limitociones. Lo mas llamotivo de sus resultados es la eléva­
da relacién Lys/Arg de 2.8 y la casi total ausencia de la banda 
de movilidad correspondiente o la F2A1 de timo de ternera.
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Figura 4. Electroforesis en gel de poliacrilamida. (A) Histonas 
totales de adulto farato de Ceratitis capitata, extraidas con 
HCl 0.25N, de la cromatina cruda. (B) Histonas totales de timo 
de ternera. (C) Electroforesis doble de histonas totales de adujL 
to farato de Ceratitis capitata, extraidas de la cromatina cruda 
con HCl 0.25N (izquierda) e histonas totales de timo de ternera 
(derecha)•
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En ex ûüuito farato de Ceratitis capitata, el método 
conduce a preparaciones con carocteristicos seme jantes a excep— - 
cién de la relacién Lys/Arg, que résulta inferior a lo que cobrio 
esperor.

Parece, pues, évidente, que las condiciones de ex— - 
traccién son responsables de estas anormalidades. Séria necesario 
realizar un estudio profundo del comportamiento de la nucleopro*- 
teina frente a distintas concentraciones de NaCl para tratar de 
encontror las condiciones que permitan el oislomiento de todas 
las frocciones cuontitotivomente sin solubilizar proteinas extra- 
cromosomales. Pero para poder dor uno interpretocién justo a estos
resultados es requisite previo obtener preparaciones que conten--
gan todas las frocciones de manera inequivoco y esto sélo es pos^ 
ble por extraccién écido de la cromatina cruda.

Los resultados obtenidos con este segundo procedi——  
miento confirman lo apuntado por Dick y Johns (1969 a); se obtie- 
nen preparaciones bastante contaminadas e imégenes electroforéti- 
cas complejas. Sin embargo, en esos bandas se deben encontror to­
das las frocciones de histonas présentes en la cromatina delinse£ 
to, probablemente entre las seis bandas de mayor movilidad. Este 
numéro puede porecer excesivo a simple vista, dodo que, en gene­
ral, esta técnica electroforética resuelve las histonas totales 
de la mayoria de los organismos en solo cuatro bandas, pero es 
preferible de momento no destocor posibles frocciones, pues los 
pocos dotos que existen en la bibliogroffo sobre histonas de in—  
sectos de extraccién écido refieren la presencio de cinco o seis 
bandas en sus imégenes electroforéticas (Pallotta y Berlowitz, 
1970; Oliver y Chalkley, 1972).

La confirmacién de estos resultados requeria el ois- 
lomiento de histonas a partir de una preporocién mas pura. Traba- 
jos porolelos a los descritos en esta Memorio, llevaron o la par-
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Figura 5. Electroforesis en gel de poliacrilamida. (A) Histonas 
totales de adulto farato de Ceratitis capitata, extraidas con 
HCl 0.25N de cromatina parcialmente purificada (Rojo, 1975).
(B) Histonas totales de adulto farato de Ceratitis capitata, 
extraidas por disociacfén salina de la cromatina cruda, con 
NoCi 20%.

Los bandas principales se numeraron segun su moviH
dad.
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c ia l  p u rif ic a c ié n  de la  cromatina (R ojo , 1975). La extrpccidn 6 c i-  

da de la  misma condujo a la  obtencién de una preparaci6n de h is to -  

nas to ta le s  cuya imagen e le c tro fo ré t ic a  se muestra en la  Figura 5 

A. En e l la  se aprecia claramente como la s  seis  bandas de la s  p o s i-  

bles histonas han aumentado notablemente en proporcidn con respec­
te  a la s  bandas de mener m evilidad , in d ic a tiv e s  de la  pequeffa con- 
taminocidn que a6n se encuentra présente. Este v iene a confirm er 

le  presencie de le s  frecciones de histone en tre  estas se is  bandes, 
que se id e n t if ic e n  provisionelm ente numeréndoles de mayor a mener 
m evilidad .

Tembién se muestra (F ig . 5 B) le  imagen e le c tro fe ré t^  

ce de la  preperecidn de histonas to ta le s  de adu lte  fa re to  de Ceret^  

t i s , obtenide per d isociocidn  s a lin e  de le  cromatina crude. Le corn 

paracién de ombos prepereciones perm its c o rre lac io n e r le s  histonas  

de adu lte  fe ro to  obtenides per ambos métodos. Les histonas to ta le s  

obtenides por d isociecidn  s a lin e  contienen solemente cuetro de le s  

seis posib les h istonas, este es, le s  frecciones correspondientes o 

le s  bandes 2 ,3 ,5  y 6 .

Este p rev ie  id e n tif ic e c id n  de frecciones nos perm its  

iguelmente determ iner le  eusencie de le  bande 5 en le s  preperedos 

de histone to ta l  obtenides por d isociecidn  s a lin e  y p re c ip ite c id n  

con TCA 1Q)( (F ig . 3 C ). Este bonde 5 ha sido id e n tif ic e d e  (Rojo  

1975) como une p ro té in e  esp ec lfico  d e l puperio . Es soluble  en TCA 

a l 1B?(, lo  que exp lice  su desepericidn de lo s  preperodos de h is to ­
nas to ta le s  p rec ip ited os  con este âcido (F ig . 3 C ). Por o tro  ledo , 
este frecc idn  5 présenta une gren proporcién de lo s  aminodcidos 

treon ine  -mes d e l 3C%- y a rg in in e  -e lre d e d o r d e l 2 5 ^  en su 

composicidn, y este hecho es le  rezdn de que le s  prepereciones de 

histonas to ta le s  que contienen este fra c c ié n , reve len , en su compo 

s ic id n , unos velores  de estes ominoâcidos superiores o lo s  que co- 
be esperey.
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3.2. FRACCIONAMIENTO

Los procedimientos de froccionomiento seguidos en el 
présenta trobajo han sido oplicadoscon dos fines diferentes. Por 
un lado se ho trotado de contribuir a la identificacidn de las 
fracciones de histonas de odulto faroto de Cerotitis capitata. La 
extroccién selective de un grupo mas o menos nümeroso de fraccio­
nes, mediante la oplicaciôn de olguno de los procedimientos des—  
critos, ho sido un criterio de identificocién empliemente utiliz£ 
do (Johns, 1971). Su oplicecién al ceso particular de este insec­
te ho posibilitodo le identificocidn de varies fracciones de his­
tonas.

Pero por otro lado, y fundomentolmente, los métodos 
de froccionomiento de han utilizado con fines preparatives. El 
oislamiento de la fraccién F2A1, objeto de estudio, ha requerido
la puesta a punto de una serie de procedimientos de extreccién w
lectivo ya descritos pore otros organismes, pero que han tenido 
que ser modificados pare su eplicacién al ceso especial de Cereti 
tis. El use de estes métodos de froccionomiento ha contribuido 
esenciolmente al oislamiento de lo histona.

Los distintos métodos de froccionomiento existantes 
ya han sido presentodos y sus ventajos e inconvenientes analiza—  
dos, en el oportodo 1.2.3. De entre todos elles s61o algunos se 
han utilizado en el présenta trabo}0 .

Los extranos resultodos obtenides al oplicor el méto 
do de disociocién saline al oislamiento de histonas totales (apo£
todo 3.1.1.), sobre todo la ousencio de la banda 1 en las imége—
nés electroforéticas de estas preporociones, presentaba el sufi—  
ciente interés como para intentar llevor a cabo un proceso de di- 
sociaciôn selective de la cromatina por tratamiento con diforan­
tes concentrociones de NaCl. Ademés la coincidencia de las movili
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dades electroforéticas de la banda 1 , ausente en estas preparaci^ 
nés, y de la F2A1 de timo, podria résulter de la homologia de am-
bas protéines, tanto més cuento esta fraccién parece ser la mas
astable a lo largo de la evoluciôn (ver apartado 1.4.2.). Esto 
onadia interés al proceso de la disociacién saline de la cromati­
na. Con estas miras, la disociacién selective se aplicé al ceso
del adulte feroto de Cerotitis capitata.

Ademés de le disociacién selective con soles, se bon 
utilizado en les présentas investigociones otro serie de procedi­
mientos de extreccién selective besedos en el use de disolventes 
orgénicos. Los problèmes planteedos por los distintos procedimieji 
tos de froccionomiento complète de les histonas totales, no resul 
ton en absolute compensodos por los rendimientos obtenides en co­
de une de les fracciones individuoles. Esto obligé a desechor es­
te tipo de métodos o le horo de plantear el oislamiento de une 
contidod suficiente de histona F2A1 pore procéder, posteriormente,

j
a su purificocién y estudio. Con este fin resultan mucho mes int^ 
resante les voriociones de extreccién selective bosodas en el uso 
de disolventes orgénicos (ver apartado 1.2.3.2.), que permiten o^ 
tener mezclos de histonas mes sencillos, a partir de les cuoles 
puedo llevorse a cabo, en une etopo subsiguionte, el oislamiento 
definitivo. Asi se han utilizado los procedimientos de extreccién 
selective con etonol-HCl y etonol-cloruro de guanidinio.

3.2.1. DISOCIACION SELECTIVA CON SALES

Le cromatina crude, de Cerotitis capitata en el este- 
dio de adulte feroto se sometié a disociacién selective con NeCl 
segén el procedimiento descrito en el apartado 2.4.1.

Le eplicacién de este método pretende, por un lado, 
el estudio del comportomiento de le nucleoproteino de este insec-
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to trente a disoluciones solinos de variable fuerza iénica con vi^ 
tas a su froccionomiento, y, por otro, la investigocién de las con 
diciones que conduzcon a preporociones de histonas totales en las 
que se évité al méximo la pérdido total o porciol de algunos frac­
ciones.

Los preperodos extroidos con NoCl 0.25M, 0.50M, 0.75M,
1.CM y 2.0M se corocterizaron por electroforesis en gel de polio—  
crilomido. Le imagen electroforética del primer preporodo exhibié 
solemente la presencie de débiles bondes de ba)a mevilidad. A esta 
concentrocion de NoCl le cromatina permonece sin disocior y s61o se 
solubilizon protéines extrocromosomoles. Esto justifico le conve—  
niencio de lover le cromatina de Cerotitis con NoCl 0.25M cuondo - 
ésto va a ser destinudo a oislamiento de histonas totales o sus 
fracciones. Une situocion seme jante se ho descrito en el ceso de 
cromatina de timo (Johns y Forrester, 1969 a).

Los imogenes electroforéticos de los preperodos ex*-—  
troidos con el resto de les disoluciones de NoCl se muestron en la 
Figura 6 (A-D). Como puede observorse, con NoCl 0.50M se solubili­
ze ya olgo de histona. Con NoCl 0.75M y l.OM se extrqen en gren 
proporcién les cuetro fracciones identificodos por electroforesis 
doble (Fig. é E) como fracciones 1,2,3,4 y en menor proporcién la 
fraccién 5, y olgo de protéine no identificede. Por éltimo, con 
NoCl 2M sélo se extroen restos de fracciones de histonas destacon

do le fraccién 5.

Lo primera que Homo le otencién es la temprana diso­
ciacién que muestra le cromatina de Ceretitis capitata, sobre todo 
con NoCl 0.50M cuya fuerza iénice sélo consigue en otros orgonis—  
mos le disociacién de le fraccién muy rice en lisine, Fl (Ohlen—  
busch y col., 1967) que es la mas débilmente unida al DMA. También 
es de destocor que con NoCl 0.75M y l.OM précticomente se disocia 
el total de las fracciones. Esto puede ser més explicable a causa
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de la propia técnica utilizada. En efecto, Murray y col.,(1970) 
observoron que el tratamiento repetido de la nucleoproteina puede 
extraer fracciones que requeririon moyores concentrociones en un 
solo tratamiento. May que senolor igualmente la ausencia de la 
fraccién é, sobre todo teniendo en cuento que con NoCl 20^ es, juji 
to con la fraccién 5, la que se extrae en mayor proporcién.

En resumen, la nucleoproteina de Cerotitis capitata 
parece ser mas fdcilmente disociable que la de otros orgonismos, 
pero el método de disociacién selective con NoCl no extrae ningu- 
na fraccién pura. Las fracciones 1 y 4, ousentes en los preparados 
con NoCl 20^, se extroen en la mismo proporcién que las froccio-- 
nes 2 y 3, sin embargo, la fraccién 5 se extrae en muy poca pro—
porcién y la fraccién é no oporece en ningun preporodo.

A la vista de estos resultodos poroce cloro que este
método no es odecuodo para fraccionar histonas y no se puede juz-
gor si lo es para la preparacién de histonas totales en tanto se 
desconozca la identidod de fr.~ i n n é s .  Mas adelante se discu­
te este extreme.

3.2.2. EXTRACCION SELECTIVA CON lTANOL-HCI

La extreccién de cromatina de timo de ternera con la 
mezcla etonol-HCl ho permitido el oislamiento selective y cuonti- 
totivo de las fracciones F2A1, F2A2 y F3 (Johns, 19é4 o). La apH 
cacion de esta extraccién al caso particular estudiado en este 
trqbajo, ha requerido efectuor algunos voriociones fondamentales 
sobre el método descrito para timo de ternera.

En los primeros experimentos, la extraccién con eto- 
nol-HCl se llevé a cabo directomente sobre el homogeneizodo del 
insecto. La homogeneizacién en etanol 9Q^ y un lavado con el mis­
mo medio fueron osl los unicos posos previos a la extraccién (ver
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Figura 6 , E le c tro fo re s is  en gel de p o lia c rila m id a  de histonas  

disociodos de la  cromatina cruda de adulto  fa ra to  de C e r a t i t is  

co p ito ta  a d is t in to s  concentrociones de NoCl. (A) 0.50M, (B) 
0.75M , (c) 1«CM, (D) 2.0M. (E ) E le c tro fo re s is  doble de h is to ­
nas to ta le s  de adulto  fa ro to  de C e ra t it is  c a p ita ta  extro idos  

por d iso ciac ién  so lino  con NoCl 20% (izq u ie rd o ) e histonas d i  
sociodos con NoCl 0.75M (d erech a).
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apartado 2.4,2.1.). El material proteico obtenido, presentaba una 
complicada imagen electroforética, donde aparecia una gran canti—  
dad de bandas de mayor movilidod que las fracciones de histonas, 
muestra de la presencia de otras proteinas bésicos. El aumento del 
numéro de lovados con etanol 95% previos a lo extraccién, no cond^ 
jo a iisminuir eutos contominociones. La oplicacién al material êc 
traido, del proceso odicionol de purificocién bosodo en sucesivos 
disoluciones y precipitociones que se describe en la seccién 2.4. 
2.1., fue igualmente infructuosa. Hubo pues, que modificar el pro­
cedimiento descrito para timo de ternera y la primera modificacién 
aplicoda fue la variaciénde la relacién entre los volémenes de me­
dio de extraccién y la cantidad de material sometida al proceso.
La valoracién de DNA en el homogeneizodo, siguiendo el método des­
crito en el apartado 2.7.1., permitié efectuor distintos extroccio 
nés con proporciones de etonol-HCl diferentes; los resultodos de 
estos experimentos no fueron, tompoco, sotisfactoriof. En las imé- 
genes electroforéticos de la protelna extroido se observobon varia 
clones en las proporciones relatives de algunas bandas, pero en 
ningén coso desoporecion las de alta movilidad.

Estas bandas no oporecen en los preparados de histona 
total obtenidos por extraccién écido o disociacién solino de la 
cromatina cruda. Su deteccién en los extroctos de etonol-HCl del 
organisme entero llevé a considérer la gron probobilidod de que co 
rrespondieron a protéines extronucleeres solubles en el medio de 
extraccién, lo que explicorio su presencia en todos los preparados, 
fuero cuol fuere la relacién del volumen de etanol-HCl al material 
extroido. Estas conclusiones llevaron a la eplicacién de un nuevo 
método, segun el cuol se procedié, en primer lugor, a le prepare—  
cién de cromatina cruda siguiendo el mismo procedimiento usedo pa­
ra el oislamiento de histonas totales. La cromatina se levé con 
etanol 90% y se sometié a le extraccién con etanol-HCl. Los resul- 
todos mostroron une total eusencie de les bandes contaminantes de 
alte movilidod, lo que confirmabe su procedencie extrenucleer; sin
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Figura 7 . E le c tro fo re s is  en gel de p o liac rilam id a#  (A)Histonas  

to ta le s  de adulto  fa ro to  de C e r a t i t is  c a p ita ta  preparados por 

extracc ién  écido de la  cromatina# (B) Fracciones oislodos por
extraccién de la cromatina con etanol-HCl.
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embargo la extraccién no era totâlmente selectiva ya que, aunque 
en diferente proporcién, oporeclon todos las bandas atribuidos a 
histonas. De nuevo se procedié a efectuor diferentes extroccio—  
nés, ohoro de la cromatina, con ^istintos relociones de volumen 
de medio a contidod de DNA en la mismo. De esto forma se consi—  
guié determiner una relacién éptimo entre ombos volores que con- 
ducio al oislamiento selectivo de très de las bandas. Este es el 
método descrito en el apartado 2 .4.2.1., cuyo resultado se coroc 
terizé por electroforesis y oporece en la Figura 7 junto con la 
histona total de Cerotitis preporodo por extraccién écido de la 
cromatina. Tros la observacién de ombos imégenes se pueden dedu- 
cir vorios interesantes puntos. Asi, de las seis bandas que opo- 
recen en la preparacién de histonas totales, sélo très -las nu- 
merodos como 1, 2 y 4- estén présentes en el material extroido 
con etanol-HCl, miehtros que las otros très bandas -3, 5 y é- 
no oporecen en obsoluto. Esto permite concluir una gron selecti- 
vidad de extraccién por parte de este procedimiento. Por otro IjQ 
do, no se detecto ningun tipo de contominacién por moterioles de 
alto movilidad (Fig. 7 B), aunque aparecen, sin embargo, une se­
rie de bandas contominantes procédantes, seguromente, de protéi­
ne no-histono.

En resumen, el tratamiento de la cromatina cruda de 
adulto farato de Cerotitis con etanol-HCl conduce a la extrac—  
cién selectiva de las fracciones de histonas que dan origen a 
las bandas electroforéticos 1, 2 y 4* El material extroido pré­
senta contominacién por proteino no-histono. Su util^dad como mé 
todo preporotivo o de identificacién se discute mas qdelante.

3.2.3. EXTRACCION SELECTIVA CON ETANOL-CLORURO DE GUANIDINIO

Este procedimiento fue utilizado con éxito para la 
extraccién selectiva de las histonas F2A1 y F2A2 de timo de ter­
nera (Johns, 19é7 b). Su oplicacién al caso de adulto farato de
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Cerotitis capitata requirié efectuor varias modificaciones en el 
método descrito, de modo seme jante a como se ha comentodo en el 
apartado anterior para la extraccién con etanol-HCl. Fundamental 
mente la proporcién éptimo de volumen de medio de extraccién a 
contidod de cromatina hubo de ser determinoda a base de efectuor 
varies procesos de extraccién en los que esta relacién variase. 
Los mejores resultodos se obtuvieron con las proporciones deta—  
llodos en el apartado 2 .4.2. 2 .

La determinocién de la contidod de DNA présente en 
la cromatina, necesorio para el ajuste de los volémenes de ex—  
troccién, se efectué como se detollo en la seccién 2.7.1.

La electroforesis en gel del material extroido pro- 
dujo la imagen que se muestra en la Figura 8 . En ella se observa 
la presencia de énicamente dos bandas coincidentes en movilidad 
con las 1 y 2 de histonas totales de extraccién écido (Fig. SA). 
El material extraido no esté contominado por productos de degra- 
docién, pero présenta una leve impurificacién por bandas de me­
ner movilidad. Es este, de todos formas, un método de extraccién 
también muy selectivo.

Mas adelante se discute sobre la aportqcién que w  
tos resultodos han ofrecido a la identificacién de las distintos 
fracciones. Igualmente se comentaré la utilidod que tiene este 
procedimiento de extraccién como método preporotivo.

3.2.4. DISCUSION DE UNA IDENTIFICACION PROVISIONAL

Los resultodos descritos permitieron, en este est£ 
do de la investigacién, efectuor una identificacién provisional 
de fracciones. Si bien una identificacién definitive requiere la 
obtencién y corocterizocién de coda una de las histonas presen—
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tes, la necesidad de elegir un método odecuodo de froccionomien- 
to para el subsiguiente oislamiento de la fraccién F2A1, hizo 
precise onolizor cuidodosomente los resultodos obtenidos en los 
procesos de extraccién total o porciol de histonas con el fin de 
odscribir de una forma no definitive, las diferentes fracciones 
o los bandas que oporecen en las imégenes electroforéticos.

Asi, el oislamiento de histonas totales proporcio- 
né algunos resultodos sugestivos. Ya se ha descrito (oportodo 
3.1.3) como la comporocién de los métodos de disociacién solino 
y extraccién écido, indujo, en un primer momento, a la eleccién 
de este ultimo como procedimiento de preparacién de histona to—  
toi. El olconce que puede tener la ausencia de la banda 1 en los 
imégenes electroforéticos del material obtenido por disociacién 
solino (Fig. 5) no podio estoblecerse hosto no conocer la notuia 
lezo del material presente en ella. Sin embargo, la presencia de 
dicho banda 1 en los extroctos de etanol-HCl -método descrito 
para el oislamiento de las fracciones F2A1, F2A2 y F3- (Fig. 7) 
y de etonol-cloruro de guanidinio -proceso descrito como selec­
tivo para la extraccién de F2A1 y F2A2- (Fig. 8 ), inducio a la 
sospecho de que la proteino existante en esta banda fuero olguno 
de las fracciones principales. Esta sospecho crecié al comporor 
mediante electroforesis doble los movilidodes relatives de la 
histona total de Ceratitis obtenido por extraccién écido y de 
la histona total de timo de ternera, y comprobor que la banda 1 

y la F2A1 de ternera migron iguol (Fig. 4 C). La constoncio en 
la secuencia de esta histona entre organismes ton dispares como 
el guisonte y la vaca (DeLonge y col., 19é9 b), hoce suponer que 
la fraccién homéloga en Ceratitis presentaré una estructura muy 
porecido y, por lo tanto, una movilidad electroforética muy seme 
jante. Por otro lado, se conoce la gron tendencia que esta frac­
cién tiene a la agregacién (Diggle y Peacocke, 1971), lo que ex- 
plicorlo su ausencia en los preparados de histonas por disocia—  
cién de la cromatina en NoCl al 20%. Todos estos hecho* conduje- 
ron a la firme sospecho de que esta banda 1 podio ser la froc—
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Figura 8 . Electroforesis en gel de poliacrilamida. (A) Histonas 
totales de adulto faroto de Ceratitis capitata preparados por 
extraccién écido de la cromatinai. (B) Fracciones oislodos por 
extraccién de la cromatina con etonol-cloruro de guanidinio.
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cién F2A1 de Cerotitis, y esto llevé o desechor el método de dis£ 
ciocién solino como procedimiento para la obtencién de preporacio 
nés de histona total que pudieron valer como testigos de referen­
d a  en los subsiguientes etopos de froccionomiento.

Los métodos de fraccién selectiva también han hecho 
interesantes oportociones a la identificacién de fracciones. La 
posibilidod de que la histona F2A1 esté presents en la banda 1 ya 
se ho comentodo. La imagen electroforética de la preparacién de 
histonos obtenido por extraccién con etonol-cloruro de guanidinio 
(Fig. 8 ) muestra, ademés de esta banda 1, la presencia de la ban- 
do 2. Cuondo este procedimiento de extraccién selectiva se aplicé 
al caso de timo de ternera (Johns, I9é7 b) se obtuvieron las fro£ 
ciones F2A1 y F2A2, lo que llevé o concluir que, si la F2A1 esté 
locolizodo enJo banda 1, muy proboblemente la F2A2 seo la frac— - 
cién que do origen o lo banda 2. Este razonamiento viene reforzo- 
do por lo iguoldod de los movilidodeselectroforéticos de esta bcm 
do 2 y de la histona F2A2 de timo (Fig. 4 C).

Por otro lado, la extraccién con etanol-HCl, descry 
ta como selectiva para las fracciones ricos en orginino -F2A1, 
F2A2 y F3- (Johns, 19é4 a) condujo, en Cerotitis a una imagen 
electroforética donde estabon présentes los bandas 1, 2 y 4 (Fig. 
7). Sobre la base de que las anteriores suposiciones sean ciertos, 
se podria identificar, también provisionolmente, la banda 4 con 
la fraccién F3.

La asignacién de bandas no podio, por el momento, 
ir mos lejos. Por lo tanto, los énicos puntos que se pudieron cojn 
cluir y siempre no de un modo definitivo, fueron la presencia de 
las fracciones F2A1, F2A2 y F3 en las bandas 1, 2 y 4, respective 
mente, lo lue implicoria que las histonas ricos en lisino esta—  
rian locoz^.oJos er.tre las bcr.Jas 3, 5 y é.
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3.3. AISLAMIENTO DE F2A1

Tras los Buenos resultodos obtenidos con lo oplico 
cién del método de extraccién con etonol-cloruro de guanidinio 
0 la cromatina de adulto farato de Ceratitis copitoto, el mate­
rial de portido para el oislamiento de la histona F2A1 quedaba 
reducido a una mezcla proteico, cuya imagen electroforética mos 
trobo lo presencia de dos bandas - 1 y 2-,:identificodos provi- 
sionolmente como F2A1 y F2A2, y, en mucho menor proporcién, la 
de impurezos por porte de proteino no-histono (Fig. 8 ).

La obtencién de F2A1 requerio, pues, el frocciono- 
miento de esta mezcla, para lo cuol se siguieron dos diferentes 
caminos: precipitociôn froccionodo del extracto de etonol-cloia 
ro de guanidinio y precipitacién fraccionodo de la disolucién 
de la mezcla en écido diluido.

3.3.1. PRECIPITACION FRACCIONADA DEL EXTRACTO ETANOL-GuCl

El procedimiento seguido se describe en la seccién
2.5.1. Los precipitodos obtenidos por odicién de uno y cuatro 
voluménes de ocetono se identificoron por electroforesis y sus 
imégenes se muestron en la Figura 9. Come puede verse, en el ma 
teriol precipitodo con un volumen de ocetono (Fig. 9 A) se en—  
cuentro presents la banda 2 y cosi la totalidad de la impureza 
de proteino no-histono, mientras que en el precipitodo con cua­
tro volémenes (Fig. 9 B) oporece la fraccién 1, probable F2A1, 
ocompoRoda con olgo de fraccién 2 y una contominacién debida a 
material de alto peso molecular, posiblemente algén agregado, 
que openos pénétra en e
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Este método présenta por lo tanto uno porciol utili 
dad; si bien no resuelve totâlmente la mezcla de fracciones 1/ 2 , 
si consigue éliminer todo la contominacién existante debida a 
proteino no-histono.

3.3.2. PRECIPITACION FRACCIONADA DE DISOLUCION ACIPA

Esta precipitacién se efectué segén se describe en 
la seccién 2.5.2. El froccionomiento o partir de la disolucién 
de ombos histonas en H2SO4 no dié buenos resultodos. Se varié la 
concentrocién de proteino en disolucién y, en coda caso, se in­
tenté el froccionomiento por odicién de distintos volémenes de 
ocetono, pero en ninguno de las condiciones estudiodos, se obtu- 
vo uno total seporocién de ombos fracciones.

Por el contrario la mezcla de ombos histonas si se 
pudo resolver mediante precipitacién froccionodo con ocetono de 
su disolucién en HCl; de todos las condiciones probodos, la me—  
}or seporocién se obtuvo con el procedimiento descrito en 2.5.2.

El resultado de este froccionomiento se muestra en 
la Figura 10. La imagen electroforética del material precipitodo 
por odicién de 2.75 volémenes de ocetono refiejo la presencia c£ 
si exclusive de la fraccién 1 , sélo impurificodo levemente por 
uno minima proporcién de banda 2 y ocomponado por un material de 
alto peso molecular que permonece a la entrodo del gel. La pro—  
teino soluble en este medio, y precipitodo por la posterior odi- 
cién de ocetono résulta ser fraccién 2 en su gron mayorlo, oun—
que contominado por proteino no-histono y por productos de degia
docién de mayor movilidad. También se detecto en este preporodo 
la presencia de pequeRos contidodes de banda 1, no totâlmente
eliminodo en la primera precipitacién.
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Figura 9. Electroforesis en gel de poliacrilamida. (A) Material 
precipitodo del extracto de etonol-cloruro de guanidinio, por 
odicién de un volumen de ocetono. (B) Moteriol soluble en este 
medio y precipitodo por odicién de ocetono hosto completor cuo- 
tro volémenes.
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Figura 10. Electroforesis en gel de poliacrilamida. (A) Material 
precipitodo de lo disolucién de lo mezcla de frocciones 1 y 2 en 
HCl O.OlN, por odicién de 2.75 volémenes de ocetono. (B) Mote—  
rial soluble en este medio y precipitodo por odicién de ocetono 
hosto completor cuotro volémenes.



117

En resumen, la mezcla de histonas 1 y 2 pudo ser 
froccionodo cosi totâlmente mediante precipitacién con ocetono 
de su disolucién en HCl O.OlN; lo fraccién 1, pximero en préci­
piter se encuentro menos contominado que lo 2 , que presento im­
purificacién por proteino no-histono.

Tras comprobor su eficocio sobre la mezclo de froc 
ciones 1 y 2 , este mismo método de aplicé a la fraccién 1 crudo 
obtenido por precipitacién froccionodo del extracto de etonol- 
cloruro de guanidinio (Fig. 9 B). Los resultodos de la sucesién 
de ombos procesos de froccionomiento se muestron en lo Figuro 
1 1, donde se aprecia la gron purezo del material precipitodo 
con 2.75 volémenes de ocetono o portir de la disolucién de fro£ 
cién 1 cruda en HCl, no oporeciendo en su imagen electroforéti­
ca ninguno banda de movilidad porecido. Si se detecto, sin em­
bargo, la presencio de la banda de boja o nulo movilidod que 
viene contominondo todos los preporociones de esto froccién.

Por lo tonto, con lo oplicocién sucesivo de ombos 
procedimientos de precipitocién froccionodo, se ho oonseguido 
obtener uno histono 1, provisionolmente identificodo como F2A1, 
de un olto grodo de purezo. La éltimo etopo de su oislomiento 
requeriré lo eliminocién del moteriol de olto peso moleculor, 
énico impurezo de este preporodo.

3.3.3. PURIFICACION DE F2A1

Lo eliminocién delmoteriol de olto peso moleculor 
que oporece impurificondo lo gron moyorlo de los preporodos de 
esto histono, se ho llevodo o cabo medionte lo oplicocién de dos 
técnicos distintos: electroforesis preporotivo y cromotogrofio 
en gel.
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La electroforesis preporotivo se efectué segun el 
procedimiento descrito en el oportodo 2 .é.1 «, y los resultodos 
oporecen en lo Figuro 12. La imagen electroforética de la prote^ 
no que ho otrovesodo el gel (Fig. 12 C) muestro uno gron dismin£ 
cién en lo contominocién, pero sin emborgo, ésto no ha sido to—  
tolmente eliminodo. No dejo de sorprender el hecho de que este 
moteriol, que openos consigue penetror en el gel en uno electro­
foresis normol de seis horos de durocién, oporezco en la Imogen 
electroforético del componente que ho sido copoz de otrovesorlo 
totolmente cuondo se duplico el tiempo de desorrollo# La e?9 lico 
cién mos plousible serio odmitir que este moteriol es un ogrego- 
do de gron tomono de lo froccién 1. Este punto se comento mos 
odelonte. Ademés, oporece, en la imagen de la proteina que otro- 
\iesa el gel, una bondo de menor movilidod que la banda 1 , sobre 
cuyo noturolezo tombién se especulo mos torde.

El moteriol fibroso que no consigue penetror en el 
gel, y oquél que sélo migro olgunos millmetros presenton los im^ 
genes electroforéticos que se muestron en los Figuros 12 B y 12 
A respectivomente. Se observo que ombos imégenes son iguoles, y 
que en los dos, odemés de la impureza de gran tamano molecular, 
aporece una bando de idéntica movilidad que la 1. Es este otro 
doto que opoyo lo posibilidod de que el moteriol que impurifico 
los preporodos de esto histona, resuite de la ogregacién de la 
misma.

Lo cromotogrofio en gel se desorrollé como se ho 
descrito en el oportodo 2.é.2. En la Figuro 13 se muestro el pe£ 
fil de elucién obtenido. Se observon dos picos muy bien défini—  
dos; el primero eluye con el volumen de exclusién de lo columno, 
y estoré, en principio, formodo por el moteriol de gron tomono; 
el segundo pico eluye mos torde y seré, proboblemente, lo froc—  
cién 1 puro. El matériel proteico présente en codo pico se coro£ 
terizé por electroforesis en gel de poliacrilamida, y su imagen 
oporece en la Figura 14. Las suposiciones son correctas y el ma-
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Figuro 1K Electroforesis en gel de poliacrilamida* (A) Material 
precipitodo de la disolucién de fraccién\l cruda en HCl O.OlN, 
por odicién de 2.75 volémenes de ocetono. (B) El mismo material 
oplicado, en el gel en menor contidod. (C) Fraccién 1 cruda. (D) 
Material soluble en HCl-2.75 volémenes de ocetono y precipitodo 
por nuevo odicién de ocetono hosto completor cuatro volémenes.
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Figura 12. Electroforesis en gel de poliacrilamida del resulta­
do de la purificacién de fraccién 1 mediante electroforesis pre 
parativa. (A) Material présente, en el extreme superior del gel. 
(b) Material presente, en suspensién, en la disolucién de écido 
ocético O.OIN inmediatamente superior al gel. (C) Material que 
atraviesa el gel.
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Figuro 13. Perfil de elucién de la fraccién 1 impure, aplicoda 
sobre una columno (1.é x 100 cm) de Sephadex G-lOO y eluldo con 
écido ocético O.OIN. Volumen de los fracciones recogidos: 3.6 
ml. Flujo: 30 ml/h.
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Figura 14. Electroforesis en gel de poliocriMmido del resulto- 
do de lo purificocién de la fraccién 1 mediante cromatogrofla 
en gel. (A) Fraccién 1 impura. (S) Material presents en el pico 
I. (c ) Moteriol eluldo en el pico II.



123

teriol del pico II es froccién 1 totolmente puro, mientros que 
el del pico I es el compuesto de olto peso moleculor. Es inters 
sonte observer lo presencio de uno bondo de lo mismo movilidod 
que lo 1 , en lo imogen electroforético correspondiente ol pico 
I. No es foctible lo elucién de froccién 1 con el moteriol de 
este pico, por lo que se puede opuntor, de nuevo, lo posibili—  
dod de que este moteriol de gron tomoBo, que eluye con el volu­
men de exclusién en uno columno de Sephodex G-100, seo en reoM 
dod olgün tipo de ogregodo moleculor del que lo histono 1 es un 
constituyente. Esto explicorio Jo oporicién constontede este o—  
gregodo en todos los preporociones de froccién 1 y, por otro l£ 
do, lo presencio de uno bondo de movilidod iguol o lo de esta 
histono, enlo imogen electroforético correspondiente ol compo­
nents de gron tomoBo.

Lo cromotogrofio en gel, condujo osi ol oislomien­
to de lo froccién 1 en olto estodo de purezo. Al mismo tiempo, 
esto técnica permitié oislqr el componente de olto peso molecu­
lor, que fue corocterizodo medionte su onélisis de ominoécidos. 
En lo Toblo VI se muestro esto composicién. Mas adelante se co­
mento su noturolezo y posible identidod.

3.3.4. DISCUSION GENERAL DEL AISLAMIENTO DE F2A1

Lo preporocién de lo histono F2A1 ho plonteodo se­
rio s problèmes duronte el tronscurso de estos investigociones. 
Los dificultodes debidos o lo especiol noturolezo del moteriol 
biolégico elegido yo hon sido opuntodos ol discutir los result£ 
dos del oislamiento de histonos totoles (oportodo 3.1.3). Los 
estructuros rigides del insecto, présentes en mos olto proper—  
cién en lo fose de odulto feroto, osi como el hecho de trobojar 
con un orgonismo complete hon complicodo en gron monera todo ti 
po de proceso de extraccién.



124

Por otro lado, lo pequeno contidod de cromotino pi£ 
sente en estos orgonismos es lo couso de los bojos rendimientos 
conseguidos en los etopos de extreccién, rendimiento que result^ 
bo, por otro porte, muy disminuido duronte el tronscurso del 
lorgo proceso de purificocién. Este hecho obligé o plonteor exp£ 
rimentos de extreccién en gron escolo y fue, ol mismo tiempo, 
foctor decisivo en lo eleccién de los diferentes métodos de ex—  
troccién, froccionomiento y purificocién empleodos. Ademés, lo 
pequeno proporcién de DNA en el insecto, obligé o modificar los 
procedimientos descritos pore otros orgonismos, lo que hizo nec£ 
sorio efectuor vorios pruebos de oproximocién en codo coso hosto 
logror los condiciones éptimos de extreccién.

El oislomiento de histonos totoles, pore su poste—  
rior froccionomiento, fue desechodo o priori como método prepoio 
tivo de F2A1• Los procedimientos cromotogréficos no consegulon 
sino seporor los frocciones ricos en orginino (Johns y col.,
1960; Rasmussen y col., 1962; Murray, 1964) y siempre con un re£ 
dimiento bajo, inaceptoble en una primera etapa de purificacién. 
Los demés métodos disponibles ofrecion oun menos ventajos. Pare- 
cio mos interesonte inicior el froccionomiento desde los prime—  
ros etopos del oislomiento, y osi se dirigié lo investigacién h£ 
cio los procesos de extreccién selectivo de lo cromotino crude.

Se intenté, iniciolmente, uno extreccién selectivo 
con soles, trotondo de oprovechor el hecho del especiol comporto­
miento de lo froccién 1 , ausente en los preparados de histona to 
tel obtenidos por disociacién con NoCl ol 20^. Sin emborgo los 
resultodos no demostroron ningén tipo de selectividod en lo ex—  
troccién (Fig. é) por lo que el método resultobo totolmente ine- 
ficoz con mires o cuolquier fin preporotivo. Desde luego sus re­
sultodos oportoron olgunos dotos pore el conocimiento de lo cro­
motino de Cerotitis y de su comportomiento frente o medios de 
distinto fuerzo iénico (ver oportodo 3.2.1•), osi lo convenien—
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cia de someter a la cromatina a lavados con NaCl 0.25M con el fin 
de éliminai la contaminacidn pox parte de proteina no-histono. Un 
comentario aparté merece la disociacién aparentemente temprono de 
la cromatina de Ceratitis.

Se ha descrite recientemente (Wong y Marushige,
1975) la disminucién de la fuerza de uni6 n de las histonas en la 
cromatina de timo, provocada por la presencia de protamina; la 
fuerza iônica real del medio résulta aumentada por la gran canti 
dad de cargos existantes en estas proteinos. Estos dotos conducen 
a pensor en los efectos que sobre la disociociôn de la cromatina 
de Ceratitis puede tener la presencia de la denominada fraccidn 5, 
identificada como proteina especifica del pupario (Rpjo, 1975) y 
que présenta un gran nümero de residues bâsicos en su composici6 n« 
Es muy probable que esta proteina, contribuya a aumentar la fuer­
za iônica efectiva de las diferentes disoluciones so&nas utiliza- 
das, con lo que la aparente facilidad de la cromatinq del insecte 
para disociarse, no séria sine el efecto producido por la presen­
cia de esta fracciôn 5.

En cualquier caso, la disociociôn selective con 
les hubo de ser desechada como método preparativo* Ppr el contra­
rio, la extrocciôn con disolventes orgônicos ho demoftrado ser 
ton eficoz como en otros organismes. El tratomiento çon etanol- 
HCl condujo a la obtenciôn de très bandas electroforôticos (Fig. 
7) que fueron provisionalmente relocionodas con las fracciones 
ricos en arginino (ver apartado 3.2.4.). La extrocciôn con eta—  
nol-cloruro de guonidio permitiô séparer sôlo dos bandas, identi- 
ficodos en principio como F2A1 y F2A2 (Fig. 8 ). Ambos métodos 
pues, mostroron uno alto selectividod en la extrocciôn. Sin embor 
go, a la horo de adopter uno de elles como primer peso conducente 
al aislemiento de F2A1, no hubo dude en elegir el segundo, desde 
el memento en que de luger a une muestre de fracciones nas senci- 
11e.
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La sîguiente etapa requeria, pues, separar ambos 
fracciones présentes en el extracto etanol-cloruro de guonidinio. 
La precipitociôn froccionoda de dicho extracto conducio a uno 
preporociôn de fracciôn 2 bostonte impurificodo por proteina 
no-histono y que odemôs orrostraba olgo de la otro fracciôn 
(Fig. 9 a); sin embargo proporcionobo uno fracciôn 1 en donde 
esta contominociôn se encontrobo totolmente ousente (Fig. 9 B), 
por lo que, a pesor de las desventa)os cousodos por uno ligero 
pêrdido de rendimiento y por uno molo preporociôn de la histono 
2 , se considéré interesonte el uso de este procedimiento para 
la obtenciôn de uno fracciôn 1 crudo, impurificodo unicomente 
por olgo de la otra fracciôn. La eliminaciôn de esta se consi—  
guiô mediante un nuevo proceso de precipitociôn froccionoda, M  
ta vez a partir de su disoluciôn en HCl 0.01N. La preporociôn 
de histono 1 osi obtenido (Fig. 11) no présenta contominociôn 
olguno 0 excepciôn del material que oporece en la porte supe--- 
rior del gel.

La ôlitimo etapa consistlo pues en eliminor este mo
teriol présente en todos los preporodos de histono 1. El gran
tomono que porece presenter, deduciôn lôgico de su movilidod co

si nulo en electroforesis en gel de poliocrilomida al 20^, pro-
porciono la base para su eliminaciôn. La electroforesis prépara 
tivo (secciôn 3.3.3.) condujo a resultodos que confirmoron lo 
onteriormente expuesto. La histono consigue otrovesor todo el 
gel de poliocrilomida en un période de 1 2 h., mientros que, en 
el mismo tiempo, la impurezo de gran tomono no logro sino péné­
trer en la porte mas superior del gel. Este método odolece sin 
embargo del inconveniente de odmitir muy poco contidod de mote- 
riol iniciol.

La cromotogrofla en gel no présenta esta desvento- 
jc y fue el procedimiento empleodo para la purificociôn de la 
histono en moyores contidodes. Esta técnico condujo finolmente 
0 la obtenciôn de la histono 1 en alto grodo de purezo (Fig. 14).
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El material de alto peso molecular se aislô del mi^ 
mo modo, lo que permitiô que su composiciôn de ominoôcidos fubro 
onolizoda. En la Tabla VI se compara esta composiciôn con la de 
las fracciones 1, 2 y 4 de Ceratitis capitata. Puede observarse 
uno serie de importantes diferencias con respecto a la composi—  
ciôn de la fracciôn 1 , que anulan la posibilidad de que este ma­
terial procéda de la autoasociaciôn de esta histona. Asi la al- 
ta proporciôn que présenta en aminoôcidos ôcidos y serina, los 
superiores valores de prolino y leucina y la baja cantidad de H  
sina y arginina, lo que conduce a uno pequena relaciôn B/A -0.8- 
Sin embargo, la presencia de dimeros o tetrômeros cruzados de 
las distintas fracciones de histonas, tanto en la cromatina In­
tacta, como en los productos de extrocciôn de la misma, résulta 
coda dia mas apoyada por la evidencia experimental. Se ha descii 
to la formaciôn de un tetrômero (F2A1)g (F3 ) 2  en disoluciôn 
(Kornberg y Thomas, 1974), y su presencia en la cromatina.
D'Anna e Isenberg (1974 d) han estudiado las interacciônes de la 
fracciôn F3 con las histonas F2A1, F2A2 y F2B, y concluyen la 
formaciôn de un fuerte complejo entre las fracciones F3 y F2A1, 
en relaciôn 1:1, verificando su naturaleza de tetrômero. Estos 
outores presentan, ademôs, un esquema de interacciônes entre las 
cuatro histonas, donde se observa la posibilidad de formaciôn de 
complejo entre las fracciones F2A1 y F2A2, aunque a este caso se 
le atribuye una menor fuerza de,enlace. Todos estos datos permi- 
ten suponer para el material de gran tamano una naturaleza de 
agregado molecular, en cuya formaciôn interviene la histona lo 
que explica la presencia de esta banda en las imôgenes electrofo 
réticas de dicho material. Esta fracciôn 1, estarô formando ogre 
gado con alguna otra proteina, histona o no, lo que justiiicarla 
la presencia de alguna banda distinta de la 1 en los preporodos 
del material de alto peso molecular, como se détecta en alguna 
de sus imôgenes electroforôticas (Fig. 12 C).
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T A B L A  VI

Composiciôn de ominoôcidos del material de alto p£ 
so molecular presente en preparados de fracciôn 1 , comparada 
con las de otras fracciones de Ceratitis capitata.

Aminoôcido
Material 
alto Pm. Fracciôn 1 Fracciôn 2 

(1)

Acido aspôrtico 9.2 5.5 8.5
Treonina 5.1 6 . 8 3.4
Serina 5.2 2.4 3.8
Glutômico 1 1 . 8 7.2 1 1 . 0

Prolino 2.7 tr 1 . 8

Glicocola 9.0 14.8 9.3
Alanina 8.5 7.4 1 1 .ô
Cistelna - - -

Valina 7.9 8 . 8 7.2
Metionina tr tr 1 . 0

Isoleucina 6 . 2 5.7 4.8
Leucina 1 0 .1 7.7 11.4
Tirosina 3.1 3.5 2.7
Fenilolanino 3.7 2.4 2 . 0

Histidina. 2 . 2 2.4 1 . 6

Lisina 6 . 8 1 0 . 2 10.7
Arginina 8.5 15.3 9.2
B/A 0 . 8 2 . 2 1 .1

Lys/Arg 0 . 8 0.7 1 . 1

(1) Lôpez Cano, 1975
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3.4. CARACTERIZACION DE LA HISTONA F2A1

La fracciôn F2A1 de Ceratitis copitota se corocte%% 
z6 mediante anâlisis de aminoôcidos, determinaciôn del residuo 
N-terminal y determinaciôn Je sy peso molecular. Los resultodos 
se exponen y discuten o continudciôn.

3.4.1. COMPOSICION DE AMINOACIDOS

La histona se hidrolizô y su composiciôn de aminoô­
cidos se determinô como se describe en el apartado 2.7.4. Se 
efectuoron hidrôlisis de la proteina a très diferentes tiempos; 
los resultodos obtenidos para los aminoôcidos serina, treonina y 
tirosina se extrapolaron a tiempo cero, mientras que para valina 
y leucina, que forman enlaces peptidicos mas resistentes, se to- 
maron los valores obtenidos tras la hidrôlisis mas largo. Para 
los restantes aminoôcidos se tomaron las contidodes médias de 
los très onôlisis. La composiciôn de aminoôcidos de la histona 
F2A1 de adulto forato de Ceratitis capitata se muestra en la Ta­
bla VII, comparada con las de protéines homôlogas de otros orga- 
nismos deducidos de sus secuencias de aminôcidos ya establecidas. 
De la confrontaciôn de estos onôlisis se deducen varias intere—  
santés conclusiones. La primera de ella es, desde luego, la gran 
semejanza existente entre las composiciones de estas histonas; 
la constancia de la estructura de esta fracciôn, a lo largo de 
la evoluciôn, se refiejo de nuevo en el caso de la histona F2A1 
del diptero Ceratitis capitata. Y es precisamente este gran pare 
cido, el que permite que las pocas diferencias existantes se de- 
finan claramente.

Asi, al comparar la F2A1 de Ceratitis con la de ti­
mo, se observan diferencias en la proporciôn de cinco ominoôci—  
dos. Aquella tiene un menor contenido en glicocola, inferior en
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T A B L A  VII

Composiciôn de ominoôcidos de la fracciôn F2A1 de 
adulto farato de Ceratitis capitata, comparada con Iq de otros 0£  

ganismos.

Aminoôcido Ceratitis
capitata

Timo de 
ternera (1)

Embriôn de 
guisante (2)

Erizo de 
mar (3)

Acido aspôrtico 5.5 4.9 4.9 4.9
Treonina 6 . 8 6.9 6.9 5.9
Serina 2.4 2 . 0 2 . 0 2 . 0

Acido glutômico 7.2 5.9 5.9 5.9
Prolino tr 1 . 0 1 . 0 1 . 0

Glicocola 14.8 16.7 16.7 16*7
Alanina 7.4 6.9 Ô.9 6.9
Cisteina - - - 1 . 0

Valina 8 . 8 8 . 8 7.8 8 . 8

Metionina tr 1 . 0 1 . 0 1 . 0

Isoleucina 5.7 5.9 6.9 5.9
Leucina 7.7 7.8 7.8 7.8
Tirosina 3.5 3.9 3.9 3.9
Fenilolanino 2.4 2 . 0 2 . 0 2 . 0

Histidina 2.4 2 . 0 2 . 0 2 . 0

Lisina 1 0 . 2 1 0 . 8 9.8 1 0 . 8

Arginina 15.3 13.7 14.7 13.7
B/A 2 . 2 2.5 2.5 2.5
Lys/Arg 0.7 0 . 8 0.7 0 . 8

Los datos se dan como moles de aminoôcidos por 100 moles. Los va­
lores para timo de ternera, guisante y erizo se han dedycido de 
su secuencia de aminoôcidos.
(1) DeLange y col., 1969 a
(2) DeLange y col., 1969 b
(3) Strickland y col., 1974
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un valor correspondiente a dos restos; igualmente, el valor para 
la Usina en la histona del insecto, es inferior en un residuo, 
a la cantidad présente en ternera. Por el contrario, las propor- 
ciones de âcido aspôrtico, ôcido glutômico y arginina se encuen- 
trai\ en la fracciôn de Ceratitis, aumentadas en la cantidgd co—  
rrespondiente a un residuo de aminoôcido. Como consecuencio de 
estas diferencias, la F2A1 de Ceratitis présenta un menor carôc- 
ter bôsico -la relaciôn B/A se reduce respecto a timo de terne­
ra- y una relaciôn Lys/Arg también inferior a la de timo. Esta 
superior proporciôn de aminoôcidos ôcidos en insectes ya ha side 
descrito por varies autores (Cohen y Gotchel, 1971; Oliver y 
Cholkley, 1972).

La F2A1 del insecto présenta el mismo nômero de di­
ferencias al compararla a su homôloga de embriôn de guisante, 
aunque la naturaleza de estas varia. Los cambios en las proper—  
clones de ôcido aspôrtico, ôcido glutômico y glicocola son iguo- 
les al caso de la comparaciôn con timo, pero las cantidades de 
Usina y arginina présentes en los F2A1 de Ceratitis y guisante 
son iguales. Sin embargo estas histonas presentan diferencia en 

cuanto a su contenido en valina e isoleucina, siendo la proteina 
del insecto môs rico en el primer aminoôcido e inferior su pro—  
porciôn del segundo.

Como resultodo, la relaciôn Lys/Arg es igual en an- 
bas proteinas, aunque el valor de B/A es de nuevo inferior en la 
histona del insecto.

La estabilidad de esta fracciôn a lo Iqrgo de la 
evoluciôn y el conocimiento de su secuencia en protginas proce—  
dentes de organismes tan alejados evolutivamente como el guisan­
te y la vaca, permiten efectuar algunos razonamientos sobre la 
base de las composiciones de aminoôcidos de estas histonas homô­
logas. Todas las comporociones efectuadas entre fracciones F2A1 
de diferentes procedencios, cuyos secuencias de aminoôcidos se



132

conocen, han conducido a explicar las diferencias en composiciôn 
sobre la base de sustituciones de algôn residuo por otro, pero, 
en esta fracciôn, no se conoce ningun caso de desapariciôn o in- 
clusiôn de algôn aminoôcido en la cadena. Esto permite tratar de 
justificar las variaciones en el caso de la F2A1 de Ceratitis 
considerando unicamente la posibilidad de sustituciôn de determi 
nados residues.

Asi, entre Ceratitis y timo de ternera se pueden 
concluir très sustituciones: dos residues de glicocola y uno de 
Usina, por uno de ôcido aspôrtico, otro de ôcido glutômico y un 
tercero de arginina. Una de las dos variaciones encontrodos en­
tre la histona de timo y la de guisante es la sustituciôn de un 
residuo de lisina por otro de arginina, sustituciôn que, por 
otro lado, no requiere mas que el cambio de una base -adenina 
por guanina- en el triplete nucleotldico codificador. Es muy 
probable que esta misma sustituciôn se haya producido entre timo 
y Ceratitis. Queda asi por justificar la sustituciôn de dos res^ 
duos de glicocola por uno de ôcido aspôrtico y otro de ôcido glju 
tômico, cambios también muy foctibles ya que sôlo ofectan a uno 
base. Las variaciones en los correspondientes codones requeridos 
para estos cambios serian:

Lys (AAA, AAG) por Arg (CGX, AGA, AGG) sustituciôn de A por G
Gly (GGX). por Asp (GAU, GAC) sustituciôn de G por A
Gly (GGX) por Glu (GAA, GAG) , sustituciôn de G por A

Evidentemente, la comprobaciôn de estas sustitucio­
nes, y el conocimiento de su exacte naturaleza requiere, previo- 
mente, la determinaciôn de la estructura primario de la histona
del insecto. Sin embargo, la cloridod de los resultodos obteni—
dos en el estudio comparado de las composiciones de estas histo­
nas homôlogas, permite atribuir a estos cambios uno alto probobi 
lidad.
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3.4.2. DETERMINACION DEL RESIDUO N-TERMINAL

El onôlisis de extreme N-terminal se llevô a cobo 
utilizando el sensible procedimiento del cloruro de donsilo 
(DNS-Cl), toi y como se detollo en lo secciôn 2.7.5. La cromoto- 
grofio bidimensionol en copo fino, usondo plaças de poliomida, 
condujo a la separaciôn de los dansilderivados. En la Figura 15 
A se muestra el cromatograma résultante de la mezclo de los 
DNS-ominoôcidos potrones y los procédantes del tratomiento de 
la histona; en la Figura 15 6 oporece la separaciôn de los DNS- 
derivados résultantes de la proteina problema. Las manchas pré­
sentes en esta ôltima imôgen son claramente identificobles como 
DNS-OH y DNS-NH2 , productos de degrodociôn del reactivo, y como 
c-DNS-Lys y 0-DNS-Tyr, procédantes de la dansilaciôn de las cad£ 
nos latérales de estos residuos situodos en posiciôn interna en 
la histona.

No se detectq, por tanto, la presencia d@ ningôn*- 
DNS-aminoôcido, lo que es indicio de la existencia de un extremo 
N-terminal bloqueodo en esta proteina. La determinaciôn de las 
secuencias de histonas F2A1 procédantes de otros organismes (De- 
Lange y col., 1969 o, 1969 b; Soutiere y col., 1970, 1971 a,
1971 b; Strickland y col., 1974) ho permitido comprpbor la exis­
tencia de un residuo de qcetil-serino en el extremo N-terminal 
de todas allas. Es por lo tanto perfectomente consistante con lo 
admitidoi estabilidad evolutiva de esta fracciôn, el hecho de lo 
no detecciôn de ningôn DNS-ominoôcido procédante de la posiciôn 
N-terminal.
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Figura 15. Cromatografla de dansilderivados de aminoôcidos, en 
plaças de poliomida. (A) Derivados de potrones mas fracciôn 1. 
(b) Derivados de fracciôn 1. Sistemos de desorrollo: (1) ôcido 
fôrmico al 1. #  en aguq;(2) tolueno-ôcido acôtico glacial 
(1 0 :1 , v/v).
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3.4.3. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR

En el apartado 1.4.1. se ha comentado el extroRo corn 
portamiento de las histonas en los procesos conducentes o la de—  
terminaciôn de su peso molecular, y las posibles explicaciones 
que se han dado a estos oomportamientos.

La técnica de electroforesis en gel de poliacrilami- 
da, en presencia de SDS, ha sido aplicada con éxito a la determi­
naciôn del peso molecular de la histona F2A1 de Ceratitis, utili­
zando como patrôn histonas de timo de ternera, cuyo peso molecu­
lar estô perfectamente establecido a partir de los estudios de w  
cuencia. En el apartado 2.7.3. se describe el procedimiento segui 
do. Se utilizaron dou geles donde se aplicaron, en coda uno, la 
mismo cantidad de histona total de timo, y diferente cantidad de 
F2A1 de Ceratitis. Una vez desarrollada la electroforésis, los ge 
les se revelaron y densitometraron como se detalla en la secciôn
2.7.2.1. Las graficas résultantes de este densitometrado se mues- 
tran en la Figura 16. En coda una de ellos se observa como la ad^ 
ciôn de F2A1 de Ceratitis o la histona total de timo no llevo a 
la apariciôn de ninguna banda adicional, lo que implica que la 
fracciôn del insecto migra exactamente igual que alguna de las 
fracciones de timo. Ademôs, al comparar ambos perfiles, claramen­
te se détecta el aumento relative del pico correspondiente o la 
F2A1 de timo, en aquél gel donde se oplicô uno mayor proporciôn 
de F2A1 de Ceratitis. Esto concluye de uno forma definitiva la 
identidad en movilidod, y por tanto en peso molecular, de ambos 
histonas F2A1.
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Figura 16. Trazodos densitométricos de las electroforesis en gel 
de poliocrilomida, en presencia de SDS, de histona total de timo 
mas froccién 1 de Ceratitis capitata. En A se oplic6 uno mayor 
proporcién de froccidn 1 que en B.
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3.4.4. IDENTIFICACION DEFINITIVA DE FRACCIONES

La identificacién de histonas se hace normolmente so­
bre las bases de :

a) Movilidad electroforetica
b) Solubilidod en distintos disolventes
c) Composicidn de ominodcidos

Tras el aislamiento y coracterizacidn de la froccidn 
1 de Ceratitis capitata, es posible efectuar en los términos Onta­
rio res su definitiva identificocidn como la histona F2A1 del insec 
to.

Su movilidad electroforético ya se observé igual a la 
de F2A1 de timo de ternera, cuondo las histonas totales de ambos 
orgonismos se compororon mediante la técnica de electroforesis do- 
ble (Johns, 1969 a) (Fig. 4 C). La electroforesis en SDS oporto un 
doto definite para concluir esta identidad.

Por otra parte, la froccién 1 de adulto farato es so­
luble en las mezclos etonol-HCl y etanol-cloruro de guonidinio (Fig, 
7 B y 8 B), descritos como medios disolventes de la histona F2A1 
de timo. La odiciôn de ocetono a sus disoluciones provoco su preci 
pitocién, del mismo modo que sucede con su homélogo de timo.

Por ultimo, el ondlisis de ominoôcidos de la fracciôn 
1 de Ceratitis es extroordinoriamente seme jante al de la histona 
de ternera, como ya se ho discutido (apartado 3.4.1.).

t
Deducciôn clora de todos estos resultodos es la homo- 

logio de ambos fracciones, lo que permite concluir la identidad de 
la fracciôn 1 con la histona F2A1 de adulto farato de Ceratitis.



Y esta conclusiôn repercute de forma inmediata sobre la identifi 
cociôn de algunos de las restantes fracciones, yo provisionolmeji 
te establecidas. Asi, la fracciôn 2, soluble en etanol-cloruro 
de guonidinio y de igual movilidad electroforético que la histo­
na F2A2 de timo, puede definitivamente identificorse como su ho­
môloga en el insecto. Y del mismo modo, la fracciôn 4, soluble en 
etonol-HCl e insoluble en etanol-cloruro de guonidinio debe tro- 
torse de la F3 de Ceratitis. En este ôltimo caso, la movilidad 
electroforético no es la mismo para ambas F3 de Ceratitis y ter­
nera, por lo que la identificacién sôlo estô bosodo en la solub^ 
lidad diferencial de esta fracciôn en distintos disolventes. Sin 
embargo, investigociones complementarias (Rojo, 1975) han corro- 
borado estos dotos.

La fracciôn 2 ha podido purificarse (Lôpez Cano, 
1975) o partir de la preporociôn crudo obtenido por précipita—  
ciôn froccionoda del extracto de etanol-cloruro de guonidinio 
(ver apartado 3.3.1.), y su composiciôn de aminoôcidos muestra 
uno gran semejanza con la F2A2 de ternera, doto que viene o con­
firma r la identificacién efectuodo.

De esta forma, las très fracciones 1, 2 y 4 de odul̂  
to forato de Ceratitis capitata han podido ser identificodos co­
mo los fracciones ricos en arginina, F2A1, F2A2 y F3 respectio—  
mente.

3.5. ESTUDIOS CONFORMACIONALES DE LA HISTONA F2A1

La caracterizaciôn fisica y quimica de la histona 
F2A1 de adulto foroto de Ceratitis (secciôn 3.4.) ha aportado dja 
tos valiosos para el conocimiento estructurol de esta proteina. 
Quizô la conclusiôn mâs sobresoliente, aunque no inesperodo, seo



139

la semejanza que la estructura de esta histona porece tener con 
la de su homôloga de timo.

Para un estudio mas profundo de esta proteina se 
obrion dos posibilidodes. La primera era la determinaciôn de su 
estructura primaria. Sin embargo, el esclorecimiento de las secuen 
cios de ominoôcidos de varias histonas F2A1 procédantes de orgoni^ 
mos muy alejados en la escold evolutiva (DeLange y col., 1969 o, 
1969 b; Wilson y col., 1970; Soutiere y col., 1970, 1971 a, 1971 b) 
hoblo desembocodo en la conclusiôn de uno alto constancia para la 
estructura primaria de esta histona a lo largo de la evoluciôn. Ejs 
to restobo interes o esta primera alternotivo de la investigociôn, 
tanto mos cuanto que el onôlisis de aminoôcidos de la F2A1 de Cera 
titis presentaba una extraordinaria semejanza con el de su homôlo­
ga en otros diferentes organismes (Tabla VIl), lo que ougurobo torn 
bién uno alto similitud en sus estructuros primorios.

El otro comino que podio recorrerse en esta investiga 
ciôn implicaba el estudio oonformocionol de la histona. Desde lue­
go, uno semejanza tan acusoda en los estructuros primaries de las 
F2A1 de Ceratitis y ternera conducirô, sin duda, a un parecido del 
mismo ôrden en sus estructuros de orden superior, por lo que, en 
principio, la proximaciôn de las contribuciones de los distintos 
tipos de estructuros secundorios a la conformacion de esta protei­
na no presentorô môs interés que la determinaciôn de su estructura 
primaria. Sin embargo, esta no es la ônica vertiente a la que pue­
de dirigirse un estudio oonformocionol. Mas interesonte es, si ca- 
be, la investigociôn de las variaciones de la conformociôn de la 
histona puede sufrir y los motivos que pueden inducir estos cam— - 
bios conformocionoles, con el oliciente adicional que représenta 
una aportaciôn directa al estudio de la relaciôn estructura-fun—  
ciôn de estas proteinas.
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A la vista de los razonamientos onteriores, se deci- 
dio llevor o cobo un estudio del comportomiento oonformocionol de 
la fracciôn F2A1 del insecto, utilizando para ello la técnica de 
dicroismo circular. Los métodos de estudio de histonas en estaso 
sôlido no hon demostrodo uno gran eficacia (ver apartado 1.4.3.1.) 
enlo determinaciôn de estructuros de orden superior en estas pro­
teinas, y, desde luego, no presentan ninguna utilidad como proce- 
dimientos de detecciôn de cambios conformocionoles. La resonancia 
magnetica nuclear, técnica capaz de detector pequeBos variaciones 
en la estrucutra protéica mediante el estudio del entorno de deter 
minodos ominoôcidos (apartado 1.4.3.3.), requiere el conocimiento 
previo de la secuencia de la proteina, por lo que tompoco presen­
taba utilidad en el caso del présente trobajo.

Sin embargo, la técnica de dicroismo circular (apar­
tado 1.4.3.2.) ofrecio la posibilidad de estudiar la variaciôn de 
la conformociôn de la histona de un modo global, no ton minucioso 
como la espectroscopia de NMR, pero mos ôtil para un estudio sem^ 
cuontitotivo de la estabilidad conformacional de la histona F2A1 
en disoluciôn.

Para ello se hizo necesorio estoblecer que porômetro 
o porômetros, deducibles del espectro de CD, podrion ser represeji 
totivos de la conformociôn de la histona. La situaciôn ideal ha—  
brio sido poder determinor la composiciôn de hélice a , estructu­
ra 6 y cadena estodistico que la proteina présenta en cada caso. 
Sin embargo, como mos odelonte se discute, los métodos descritos 
para esta determinaciôn adolecen de muchos defectos y conducen a 
resultodos con un gran margen de error. A la vista, por lo tanto, 
de la imposibilidad de monejor conformaciones absolutas, se deci- 
diô referir la estabilidad y el comportomiento conformocionoles o 
un porômetro que fuero su fi cientemen te representative de ellos.
Se eligiô la elipticidad por mol de residuo q 222 nm longitud de 
ondo correspondiente o la transiciôn n-7r*del enlace peptidico en 
hélice a , que, por implicor uno considerable rotaciôn de carga.
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estô caracterizada por uno elevcdo fuerza rotacional (de signo n£ 
gativo). En esta banda, por otro porte, la contribucîôn de los 
otros dos tipos de estructura secundaria es escasa.

La investigaciôn se centraba pues, en la détermina—  
ciôn de la elipticidad por mol de residuo o 2 2 2 nm de la disolu—  
ciôn de histona F2A1, y en el estudio del modo como este porôme—  
tro varia en funciôn de distintas condiciones de la disoluciôn, 
como fuerza iônica o pH; a partir de los resultodos osi obtenidos 
podrô deducirse ciertos dotos sobre el comportomiento conformocio 
nol de la proteina. El estudio comparado de dos histonas F2A1 pr£ 
cedentes de distintos organismes, y la confrontaciôn de los resul 
todos obtenidos para coda una de ellos, multiplicaria el valor de 
los conclusiones. Per ello, todo el estudio oonformocionol que a 
partir de aqui se describe en esta memôria, se ha desarrollado 
con dos fracciones F2A1; la procédante de adulto foroto de Ceroti 
tis copitota, cuyo aislamiento y caracterizaciôn ya se han deto—  
llado, y la histona homôloga de eritrocito de polio, preporodo y 
caracterizada en los loborotorios del Dr. E. W. Johns y amoblemeji 
te ofrecido para su estudio. La composiciôn de ominoôcidos de la 
F2A1 de eritrocito de polio se muestra en la Tabla VIII comparada 
con la de Ceratitis capitata, timo de ternera y embriôn de guison 
te, estas dos ôltimos deducidos de su secuencia de aminoôcidos. 
Claramente se observa una gran semejanza entre la composiciôn de 
la histona de polio y la de sus homôlogas de otros organismes.

3.5.1. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE HISTONA

Con el fin de poder efectuar comporociones, los do—  
tos se hubieron de referir a mol de residuo, lo que requieriô uno 
précisa determinaciôn de la concentraciôn de histono en la disol^ 
ciôn, volorociôn que se llevô a cabo espectrofotometricamente ixd 
diendo la absorbancia de la disoluciôn a determinadq longitud de 

ondo. Entre todos los coeficientes de extinciôn desçritos se esco
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T A B L A  VIII

Composiciôn de ominoôcidos de la fracciôn F2A1 de eii 
trocito de polio, comporodo con la de otros organismes.

Aminoôcido Eritrocito Ceratitis Timo de Embriôn de
de polio capitata ternera (1) guisante (2)

Acido aspôrtico 5.2 5.5 4.9 4.9
Treonina Ô.4 Ô . 8 Ô.9 Ô.9
Serina 2.3 2.4 2 . 0 2 . 0

Acido glutômico 6.5 7.2 5.9 5.9
Prolino 1.7 tr 1.0 1 . 0

Glicocola 16.1 14.8 16.7 16.7
Alanina 7.8 7.4 6.9 6.9
Cisteina - - -

Valina 8 .1 8 . 8 8 . 8 7.8
Metionina 1.4 tr 1 . 0 1 . 0

Isoleucina 5.3 5.7 5.9 6.9
Leucina 8.3 7,7 7.8 7.8
Tirosina 2.7 3.5 3.9 3.9
Fenilolanino 1.9 2.4 2 . 0 2 . 0

Histidina 2 . 0 2.4 2 . 0 2 . 0

Lisina 11.5 1 0 . 2 1 0 .8 9.8
Arginina 1 2 .6 15.3 13.7 14.7
8/A 2 . 2 2 . 2 2.5 2.5
Lys/Arg 0.9 0.7 0 . 8 0.7

Los datos se dan como moles de aminoôcidos por 1 0 0 moles
Los valores para timo de ternera y guisante se hon deducido de su
secuencia de aminoôcidos.
(1) DeLange y col., 1969 o
(2) DeLange y col., 1969 b
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gîô el propuesto por Tombs y col.,(1959) a 210 nm por consideror 
se el mos conveniente. A esta longitud de ondo la absorciôn se 
debe, cosi exclusivamente, al enlace peptidico; la contribuciôn 
de los residuos de aminoôcidos oromôticos es minima y, en cpal—  
quier caso, fôcil de corregir o partir de los valores de la ab—  
sorboncia a 227 nm. La contribuciôn de los aminoôcidos tirosina, 
fenilalanina y triptôfano es relativamente mayor en otros regio- 
nes del espectro; el coeficiente de extinciôn molor a 190 nm des 
crito especiolmente para la histona F2A1 de timo (Li y col.,
1971) no pudo ser oplicodo en este caso debido a las exigencias 
instrumentales que una mediciôn a esta longitud de ondo présenta.

La preporociôn de las disoluciones ocuosos de F2A1 
y la determinaciôn electrofotomôtrica de sus concentrociones se 
efectuoron segôn se ho descrito en el apartado 2.8.1. En la Figu 
ra 17 se muestron los espectros ultrovioleto de las disoluciones 
ocuosos de F2A1 de Ceratitis y de F2A1 de eritocrito de polio.
A partir de las obsorbancios a 210 nm y del valor £^^]|^=2O.520.14 
dl/cm.g. (Tomb y col., 1959) se dedujeron las concentrociones 
de histona en las diferentes disoluciones.

3.5.2. VARIACION DE LA CONFORMACION CON LA FUERZA IONICA

La fuerza iônica de la disoluciôn ocuoso de la his­
tona F2A1 se fue haciendo progresivomente mayor, elevondo la coji 
centraciôn de NaCl en ello, tal y como se detalla en la secciôn
2.8.2. Asi, la disoluciôn de F2A1 en Tris O.OlM, pH 7.8, se hizô 
0.01, 0.02, 0.03, 0.05, 0.07, O.lO, 0.15, 0.20, 0.3Q, 0.50 y 0.70 
M en NoCl; por encima de esta concentraciôn, la precipitaciôn de 
la histona, motivada posiblemente por su autoasociaciôn, era po- 
tente, por lo que la variaciôn de la fuerza iônica se detuvo en 
ese valor.
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Figura 17. Espectros de absorcién ultrovioleto de disoluciones
ocuosos de F2A1 de odulto foroto de Cerotitis copitota (---- )
y de eritrocito de polio (---- ).
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De coda una de esas disoluciones, se obtuvo su espec 
tro de dicroismo circular, como se describe en el aporotdo 2.8.4. 
En las Figuras 18 y 19 se muestran los espectros de CD obtenidos 
de diferentes disoluciones de F2A1 de Ceratitis y de F2A1 de eri­
trocito de polio, respectivomente. A partir de ellos se dedujo el 
valor de la elipticidad por mol de residuo a 2 2 2 nm utilizando la 
relocidn

H Oobs X Prm  ̂ 2 ,
— — —  - . cm /dmol222 -

1 0 X d X c

donde Oobs es la elipticidad observada, en grades; Prm es el peso 
molecular del residuo medio, que se tom6 igual a 115 g/mol de re­
siduo; d es el pose de luz en centimetres; y c la concentraciôn 
en grames por mililitro.

En la Tabla IX se muestran los valores de la elipti­
cidad observada, la elipticidad por mol de residuo, y el dicrois­
mo ( Aé ô ** , todos a 2 2 2 nm, para cada una de las disolucio­
nes de F2A1 de Ceratitis. La Tabla X recoge los mismos dotes para
la fracciôn de eritrocito de polio. En la Figura 20 aparecen las
representaciones grôficas de la elipticidad por mol de residuo a
222 nm en funciôn del logoritmo de la concentraciôn de NaCl en la 
disoluciôn para ambas histonas. Puede observarse cômo la eliptic^ 
dad de la disoluciôn de F2A1 se montiene constante para concentre^ 
ciones de NoCl comprendidas entre 0 y 0.05M y cômo, para fuerzos 
iônicas superiores, la elipticidad aumento. Este aumento, en priji 
cipio, séria refiejo de un aumento en la proporciôn de a-hélice 
en la conformociôn de la histona; sin embargo, a concentrociones 
de NoCl mos altos, la proteina agrega y précipita, fenômeno des—  
crito para la F2A1 de timo de ternera, (Edwards y Shooter, 19Ô9; 
Diggle y Peococke, 1971), y esto conducirlo a una disminuciôn de 
la concentraciôn de F2A1, lo que horlo aumentar la elipticidad.
El punto exacte donde esta agregaciôn empieza o ôçurrir es difi—
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Figuro 18» Espectros de dicroismo circular de disoluciones ocuo 
sas, pH 7.8, de F2A1 de Ceratitis capitata o diferentes concen- 
traciones de NaCl: O.OM (— ), O.IOH 0.20H (— — — -) y
0.50M (-----).
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Figuro 19# Espectros de dicroismo circular de disoluciones acuo 
SOS, pH 7.8, de F2A1 de eritrocito de polio a diferentes concern
traciones de NoCl: O.OM (----- ) ,  O.lOM (------) ,  0.20M (-----)
y 0.50M (----- ).
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T A B L A  IX
I

Valores de la elipticidad observada, la elipticidad 
por mol de residuo y el dicroismo circular, todos a 2 2 2 nm, para 
las disoluciones de F2A1 de Ceratitis capitata a diferentes con- 
centraciones salines#

[NoCl]
(moles/l)

Oobs

(2)
H 2 2 2 *^° ^
(G.cm^/dmol)

Ae 222 
(l/mol.cm)

0 . 0 0 0.0610 4.59 1.39
0 .0 1 0.0580 4.47 1.35
0 . 0 2 0.0580 4.59 1.39
0.03 0.0560 4.56 1.38
0.05 0.0560 4.60 1.39
0.07 0.0570 4.74 1.44
0 . 1 0 0.0570 4.81 1.46
0.15 0.0580 4.95 1.50
0 . 2 0 0.0620 5.37 1.63
0.30 0.0670 5.95 1.80
0.50 0.0720 6.76 2.05
0.70 0.0740 7.36 2.23
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T A B L A  X

Valores de la elipticidad observada, la elipticidad 
por mol de residuo y el dicroismo circular, todos a 2 2 2 nm, para 
las disoluciones de F2A1 de eritrocito de polio, a diferentes 
concentrociones salines.

[NoCl] 
(moles/l) •

Oobs
(2)

[o] 9 9 9x1 0 ^
(fi.cm2/dmol)

A6 222
(l/mol.cn)

0 . 0 0 0.0350 4.66 1.41
0 .0 1 0.0340 4.65 1.41
0 . 0 2 0.0350 4.91 1.49
0.03 0.0350 5.06 1.53
0.05 0.0340 4.96 1.50
0.07 0.0340 5.01 1.52
0 . 1 0 0.0340 5.09 1.54
0.15 0.0340 5.14 1.56
0 . 2 0 0.0350 5.37 1.63
0.30 0.0360 5.66 1.72
0.50 0.0390 6.4B 1.96
0.70 0.0420 7.41 2.25
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Figura 20. Repre$entaci6 n grâfico de la elipticidad per mol de 
residue a 2 2 2 nm, en funcidn del logaritmo de la concentracidn 
de NaCl, para disoluciones de F2A1 de Ceratitis capitata 
( ) y de eritrocito de polio (a - a ).
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cil de determiner, yo que, aunque la precipitacidn de la histona 
s61o comienza a hacerse patente a concentraciones de NaCl $upe—  
riores a 0.70M, el proceso podria iniciarse a menores concentra­
ciones de sol.

Por otro lodo, se observa un morcodo porolelismo en 
el comportomiento de ombas histonos* Los repercusiones de esta 
semejanza se comentaré mas odelante.

3.5.3. VARIACION DE LA CONFORMACION CON EL PH

La variacidn del pH de la disolucidn de F2A1 se lie 
v6 a cabo segün se describe en el apartado 2.8.3. Los espectros 
de CD se obtuvieron del modo detallodo en la seccidn 2.8.4., y a 
partir de ellos se dedu)eron los valores de la elipticidad por 
mol de residuo a 2 2 2 nm, como yo se ho seMolodo (ver apartado
3.5.2.). En las Figuras 21 y 22 se muestran los espectros de CD 
obtenidos de diferentes disoluciones de F2A1 de Ceratitis y de 
F2A1 de eritrocito de polio, respectivomente. En los Tablas XI y 
XII aparecen los valores de la elipticidad observadq a 222 nm, 
la elipticidad por mol de residuo y el dicroismo ( Ac ), a la 
misma longitud de onda, para las disoluciones de F2A1 de Cerati- 
tis y de polio, respectivomente. La Figura 23 muestro las curvas 
obtenidos al representor la elipticidad molar de residuo a 2 2 2  

nm como funcién del pH, para las dos histonas. En ella se apre—  
cia como la elipticidad aumenta con el pH hasta un yalor de 5.0 
para este Oltimo. Entre pH 5.0 y 8.0 la elipticidad se mantiene 
constante para ombas protefnas , y a partir de 8 . 0  la variacién 
de la elipticidad es irregular, aumentando hacia pH 9.0 e ini—  
ciando luego una disminucidn para valores de pH superiores. El 
porolelismo entre las gréficos correspondlentes o las dos histo­
nas es muy acusado, lo que es refie]o de un comportomiento con—  
formocionol seme jante; mas odelante se discutiran estos punto.
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Figura 21. Espectros de dicroismo circular de disoluciones acuo
sas de F2A1 de Ceratitis capitata a diferente pH: 2.0 (-----) ,

4 . 0  (---- ), 7.0 (-----) y9.0 (— --).
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Figura 22, Espectros de dicroismo circular de disoluciones acuo
SOS de F2A1 de eritrocito de polio a diferente pH: 2.0 (— ---) ,

4.0 (----- ), 7.0 (------) y 9.0 (•------).
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T A B L A  XI

Valores de la elipticidad observada^ la elipticidad 
por mol de residuo y el dicroismo circular, todos a 2 2 2 nm, para 
las disoluciones de F2A1 de Ceratitis capitata a diferente pH.

pH Oobs

(2)
H 2 2 2 * ^
(Gcm^/dmol)

Ae 2 2 2  

(l/mol.cnÿ

2 . 0 0.0410 3.02 0.92
2.5 0.0440 3.24 0.98
3.0 0.0460 3.39 1.03
3.5 0.0480 3.54 1.07
4.0 0.0520 3.83 1.16
4.5 0.0530 3.91 1.18
5.0 0.0540 3.98 1 .2 1

5.5 0.0540 3.98 1 .2 1

6 . 0 0.0540 3.98 1 .2 1

6.5 0.0540 3.98 1 .2 1

7.0 0.0550 4.05 1.23
7.5 0.0550 4.05 1.23
8 . 0 0.0550 4.05 1.23
8.5 0.0570 4.20 1.27
9.0 0.0620 4.57 1.38
9.5 0.0570 4.20 1.27

1 0 .0 0.0430 3.17 0.96
1 1 .0 0.0400 2.95 0.89
11.7 0.0470 3.46 1.05
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T A B L A  XII

Valores de la elipticidad observada, la elipticidad 
por mol de residuo y el dicroismo circular, todos a 2 2 2 ni#, para 
las disoluciones de F2A1 de eritrocito de polio a diferente pH.

pH Oobs
(9)

[o] 2 2 2 ^ 1 0 ^
(Qcm2/dmol)

A= 2 2 2

(l/mol cm)

2 . 0 0 .0 2 0 2.62 0.79
2.5 0 .0 2 1 2.75 0.83
3.0 0 . 0 2 2 2 . 8 8 ( .37
3.6 ).024 3.13 ,95
4.0 0.025 3.26 V .99
4.4 0.025 3.26 0.99
5.0 0.026 3.39 1.03
5.9 0.027 3.52 1.07
6.7 0.027 3.52 1.07
7.0 0.027 3.52 1.07
7.5 0.027 3.52 1.07
8 . 0 0.027 3.52 1.07
8.5 0.028 3.65 1 .1 1

9.0 0.028 3.65 1 .1 1

9.5 0.026 3.39 1.03
1 0 .1 0.024 3.13 0.95
1 0 . 6 0.024 3.13 0.95
1 1 . 0 0.024 3.13 0.95
11.5 0.026 3.39 1.03
1 2 . 0 0.029 3.79 1.15
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Figura 23. Representocién grâfica de la elipticidad por mol de 
residuo o 222 nm, en funcidn del pH para disoluciones de F2A1 
de Ceratitis capitata ( ) y de eritrocito de polio ( a - a ).
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3.5.4. VARIACION DE LA CONFORMACION CON EL TIEMPO

Con el fin de déterminai si la conformacién de la hi^ 
tona permanece invariable con el tiempo o si, por el contrario, el 
envejecimiento de la disoluciôn provoca cambios en la estructura 
de la proteina, se obtuvieron espectros de CD de una misma disolu- 
ci6 n de F2A1, a diferentes tiempos. Las disoluciones se conserva—  
ron a 49 C hasta minutes antes de efectuar la medida, dejândolas a 
témperatura ambiente en tiempo necesario para que alcanzaran los 
229 C + 19, temperaturo o la que se obtuvieron todos los espectros 
de CD.

Esta investigacién se desarrollé, igual que las ante- 
riores, con la histona F2A1 de Ceratitis y su homéloga procédante 
de eritrocito de polio. En coda coso se estudioron dos disolucio—  
nés de histona en diferentes condiciones de fuerza idnica; una en 
ausencio de sal, y la otra O.IOM en NaCl. En las Figuras 24 y 25 
se muestran los espectros de CD obtenidos a diferentes tiempos de 
las disoluciones de la histona de Ceratitis y de polio, respective 
mente.

En la Tabla XIII s^ muestran la elipticidad, eliptici 
dad por mol de residuo y el dicroismo, todos a 2 2 2 nm, para las d^ 
soluciones de F2A1 de Ceratitis a distintos tiempos y en la Tabla 
XIV los mismos dotos para las disoluciones de la histona de polio. 
La Figura 26 muestra la representaci6 n grâfica de la elipticidad 
por mol de residuo en funciân del tiempo, para las cuatro diferen­
tes disoluciones estudiadas.

. De nuevo, el comportomiento de ombas histonas es ex—  
traordinariamente seme Jante. Para las disoluciones en ausencio de 
sol, la variaci6 n de la elipticidad con el tiempo es olgo oprecio- 
ble, del orden de 0 .5-0.7 x 10^ unidodes en cuatro horos.
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Figuro 24. Espectros de dicroismo circular de disoluciones acuo 
sas, pH 7.8, de F2A1 de Ceratitis capitata, (A) O.ON NoCl y (B)
O.IOM NaCl, medidos a distintos tiempos: 5 nin (..  - ), 30 «in
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Figura 25, Espectros de dicroismo circular de disoluciones acuo 
sas, pH 7.8, de F2A1 de eritrocito de polio, (A) O.OM NaCl y 
(B) O.IOM NaCl, medidos a distintos tiempos: 5 min (— »— ■— )^
30 min (-------- 160 min (— — ) y 2.900 min
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T A B L A  XIII

Valores de la elipticidad observada, la elipticidad 
por mol de residuo y el dicroismo circular, todos a 2 2 2 nm, para 
disoluciones de F2A1 de Ceratitis capitata, medidas a distintos 
tiempos.

[NaCl]

(moles/l)

t

(min)

Oobs

(«)

[e] 2 2 2x1 0 ^
(ficm^/dmol)

6 = 2 2 2

(l/mol.cm)

0 5 . 0.0640 4.82 1.46
0 40 0.0640 4.82 1.46
0 80 0.0640 4.82 1.46
0 1 2 0 0.0600 4.52 1.37
0  7.200 0.0540 4.06 1.23

0 . 1 0 5 0.0630 4.86 1.47
0 . 1 0 30 0.0700 5.40 1.64
0 . 1 0 60 0.0710 5.47 1 . 6 6

0.10 7.200 0.067p 5.16 1.56
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T A B L A  XIV

Valores de la elipticidad observada, la elipticidad 
por mol de residuo y el dicroismo circular, todos a 2 2 2 nm, para 
disoluciones de F2A1 de eritrocito de polio, medidas a distintos 
tiempos.

[NoCI]
(moles/l)

t

(min)
Oobs

(«)

[o]2 2 2 ^ 1 0   ̂AG222
(ficm^/dmol)(l/mol.cm)

0 30 0.0350 4.66 1.41
0 160 0.0320 4.26 1.29
0 2 0 0 0.0320 4.26 1.29
0 240 0.0300 3.99 1 .2 1

0 2.880 0.0310 4.13 1.25

0 . 1 0 30 0.0410 5.61 1.70
0 . 1 0 150 0.0400 5.48 1 . 6 6

0 . 1 0 180 0.0420 5.75 1.74
0 . 1 0 215 0.0400 5.48 1 . 6 6

0 . 1 0 2.880 0.0410 5.61 1.70
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Figura 26# Representacién grâfica de la elipticidad por mol de 
residuo a 2 2 2 nm, en funci6 n del tiempo para disoluciones de 
F2A1 de Ceratitis capitoto, O.OM NaCl ( 0 - 0  ) y O.IOM NaCl 
( ), y de eritrocito de polio, O.OM NoCl ( a - a  ) y O.IOM
NaCl ).
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Sin embargo se observa un diferente comportamiento de 
las disoluciones de histona de mas alta fuerza iénica -O.IOM en 
NaCl-; en los primeros 30 minutes se détecta un aumento en elipti­
cidad, pero a partir de este tiempo, su constoncio es grande, mant# 
niéndose entre un margen de 0.05-0.10 x 10^ unidades durante mas de 
cuatro horos.

3.5.5. DISCUSION GENERAL DE LOS ESTUDIOS CONFORMACIONALES

Las investigaciones descritas en apartados anteriores 
permiten extraer conclusiones interesantesa cerca de la estabilidad 
y el comportamiento conformacionales de la histona F2A1 en disolu—  
ciôn acuosa.

El aumento en el contenido de estructuras secundarias 
ordenodos, producido por adiciôn de soles a las disoluciones de hi^ 
tonos, ha sido ompliomente estudiado por muchos investigadores _ 
(Bradbury y col., 1965, 1967 a; Jirgensons y Hnilica, 1965; Tuan y 
Sonner, 1969; Boublik y col., 1970 a; Shih y Fasman, 1971; Li y col. 
1971, 1972; Wickett y col., 1972). Igualmente se conoce el hecho de 
que las histonas agregan bojo diferentes condiciones (Edwards y SJ 
Shooter, 1969; Boublik y col.,,1970 a; Diggle y Peacocke, 1971).
Los trobojos de Li y col.(Li y col., 1972; Wickett y col., 1972) so 
bre los cambios conformaciones sufridos por la histona F2A1 de timo 
de ternera en disoluciân, inducidos por la adicién de distintas sa­
les, han permitido descomponer el proceso total, aparentemente com- 
plejo, en un conjunto de etapas mas elementales que pueden ser al 
menos parciolmente comprendidas. Estos autores concluyen la existeji 
cia de dos diferentes cambios conformacionales; a concentraciones 
de sol suficientemente baja se do s61o un cambio râpido, que condu­
ce a la formaciân de a-hélice en un fragmente, proboblemente el 
C-terminal, de la molécula. Sin embargo, existen concentraciones 
criticos de sol, especlficos para cada anién, por encima de los cuo
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les, tras el cambio râpido, se produce uno mucho mas lento, con 
adopciôn de estructura 6 intercatenaria. Este tipo de interaccién 
intermolècular implicaria la asopiacién de molécules de histona, 
lo que podria explicar la gran agregaciôn observada a altas concern 
trociones de proteina.

Los resultados obtenidos con las fracciones F2A1 de 
Ceratitis capitoto y de eritrocito de polio son totolmente consis- 
tentes con la explicocién anterior. A bajos concentraciones sali­
nes, la elipticidad por mol de residuo a 2 2 2 nm aumenta lentamente 
con la fuerza iénica (Fig. 20). Este aumento poco pronunciado pue- 
de ester perfectomente relocionado con la formaciôn de « -hélice 
por similitud con el comportamiento de la histona de timo (Wickett 
y col., 1972). A concentraciones superiores de NaCl, el aumento de 
la elipticidad es mas pronunciado; esta segunda mitad de la curve 
podria responder por un lodo al aumento de estructura a-helicoidel 
en la histona, y al mismo tiempo a la formacién de estructura B 
intermolecular, proceso que porece ser bastante omplio y que, a 
concentraciones ôptimas de sel, puede llegar a oleander aproximad^ 
mente el 30^ de los residuos de la molécula.(Li y col., 1972). El 
punto de la curve donde la pendiente cambia bruscamente indice la 
concentracién solino a la que comienza a producirse el cambio con- 
formocionel lento, conducente al establecimiento de estructura B 
Este punto se ha descrito como especifico para cede anién, y el va 
lor que se extrae de los resultados aqui discutidos, ajusta perfec 
tamente a los conseguidos por otros autores (Wickett y col., 1972). 
A partir de este valor para la concentracién de NaCl, la eliptici­
dad aumenta de un modo mas pronunciado; esta forma de la grâfica 
puede ser refiejo de una alta cooperatividad en el cqmbio confornm 
cional que lleva a la adopcién de estructura B . Los resultodosde 
Wickett y col., (1972) con F2A1 de timo de ternera apuntan igual—  
mente a la existencia de este efecto cooperative, que puede resi—  
dir soloroente en el cambio estructurol de la proteina, y no impli- 
car por tanto que la uniân de la sal sea, ella misma, necesariamen
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te cooperativa.

De la observacion de la Figura 20, puede deducirse un 
gran parecido en las curvas correspondientes a atnbas histonas hon^ 
logos, lo que indica un comportamiento conformocionol paralelo,
Sin embargo, ombas gréficos muestran también alguna diferencia. 
Asi, el punto dondela variacién de la elipticidad comieza a hacer­
se mas pronunciado, corresponde a una concentracién solino de 0.07 
-O.IOM para la F2A1 de Ceratitis, mientros que présenta un valor 
de 0.15M para la otra histona. Este comportamiento ante la fuerza 
ionica, aparentemente diferente para ombas protefnas, puede inter- 
pretarse sobre la base de la distinta concentracién de sus disolu­
ciones. En efecto, la constante de velocidod del cambio conforma—  
cional lento, depende de la concentracién de histona (Li y col., 
1972), por lo que là F2A1 de Ceratitis, mas concentrada en su dis£ 
lucién, efectuoré mas rapidamente la tronsicién que le conduce a 
adopter estructura B • El cambio conformocionol total, que inclu- 
ye los cambios râpido y lento, es iodependiente de la concentra—  
cién de proteina (Li y col., 1972), pero en el presents coso, los 
espectros de CD se han obtenido entre cinco y 10 minutes después 
de la adicién de soi y, en muchos cosos, no ha dado lugar a que la 
tonsicién lento se haya completado. En la Figura 2é se aportan da­
tes que comprueban este hecho. Cuando se oprecian las elipticida—  
des por mol de residuo a 222 nm de las disoluciones de F2A1, medi­
das a diferentes tiempos, se observa como, para las disoluciones 
carentes de soi, la elipticidad se mantiene relativamente constan­
te. Solo se détecta una ligera disminucién, achacable a una posi—  
ble ogregocién. Pero en las disoluciones de histona en presencia 
de NaCl O.IOM, se aprecia un aumento en la elipticidad durante los 
primeros minutes, existante entre las medidas efectuqdas cinco y 
30 minutos después de la adicién de sol, es refiejo del cambio con 
formocionol lento que lleva a la formaciôn de estructura 6 . Asf
pues, esta tronsicién lento es yoaprecioble a una concentracién
O.IOM de soi. Resultado de lo expuesto es que, al obtener los es—  
pectros de CD de las disoluciones de concentracién solino iguol y
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superior a O.IOM, el cambio conformocional lento no se hobré com—  
pletado, y no se detectarâ mas que el cambio râpido y una frac—  
cion de la tronsicién lenta. La fraccién de esta tronsicién lenta 
que se detecte, es funcién de la constante de velocidad para este 
cambio, y por lo tonto, la histona del insecto, con mayor constan­
te de velocidad, habré sufrido un cambio conformocional, a igual—  
dad de tiempo mas extenso que la histona de polio. Como consecuen- 
cio esta éltima résulta "retrasada” en su grâfica de la Figura 
20.

El estudio de la variacién de la elipticidad con el 
pH de la disolucién ha contribuido también al conocimiento de la 
naturaleza conformacional de estas histonas.

En la zona intermedia de la grâfica (Fig. 23), para 
valores de pH comprendidos entre 5.0 y 8.0, la elipticidad se man­
tiene constante, lo que refie)a una estabilidad en la conformacién 
de ambas protefnas entre dichos mérgenes. Cuando el pH desciende 
la elipticidad disminuye con el, como resultados de una variacién 
conformacional atribuible a una transicién de la estructura de al- 
gunas regiones de la proteina, desde formas, probablemente a-hél^ 
ce, a conformacién desordenada de cadena estadfstica.

La curva adopta una forma mas compleja para valores 
de pH superiores a 8.0, producto, posiblemente, del solopomiento 
de distintos procesos.

Los dos histonas F2A1 presentén en su composicién una 
al ta proporcién de aminoécidos bésicos, mayor del 25?̂ , y una rela- 
cién B/â mayor de 2; pueden considerorse, pues, como policqtiones, 
con un punto isoeléctrico superior a 9.0. En la zona préxima o es­
te pH, la desprotonacién de los residuos bésicos conduciré a un ou 
mento de a -hélice, eliminada ya la repulsién provocada por toi 
contidod de cargo positiva en la molécula. Esta podrfo ser la cou-
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sa del aumento en la elipticidad que se inicia para valores de pH 
superiores a 8.0. Sin embargo, las histonas, insolubles en medios 
alcalines, comienzon a précipiter por esta zona de pH, y la apari- 
ci6 n de dispersién de luz complice esta ùltima parte de la gréfica.

Las dos F2A1 se comportan de un modo totolmente seme—  
jante ante el pH, lo que refuerzo mas aun su porolelismo conforma—  
cional. La diferencia de elipticidad que existe entre elles, y que 
se mantiene constante a lo largo de la grâfica, puede achacarse a 
un mayor contenido en estructura ordenada por porte de la histona 
de insecto, y/o al margen de error odmitido en la determinaciân es- 
pectrofotométrica de la concentracién.

En resumen ombas histonas presentan un comportamiento 
conformocional extroordinariamente seme jante, respondiendo de modo# 
muy parecidos o las voriociones de pH y fuerza iénica de su disolu­
cién ocuoso. El crecimiento de ombas variables provoca, en princi—  
pio, un aumento de la proporcién de las estructuras ordenodos en la 
molécula; la forma de esta dependencia puede explicarse a partir de 

los dotos estructurales conocidos. Por éltimo, el comportamiento de 

las dos F2A1 estudiadas résulta ser también muy seme jante e l  de su 

homéloga de timo de ternera.



4. C O N C L U S I O N E S

El objeto del présente trabajo ha sido el aislamiento 
y purificocién de la histona F2A1 de adulto farato de Ceratitis ca 
pitata y el posterior estudio de sus propiedades ffsicas y quimi—  
cas. A lo largo de estas investigaciones se han obtenido las si—  
guientes conclusiones:

1.- Los histonas totales de adulto farato de Cerati—  
tjs capitoto pueden obtenerse por dos diferentes métodos: extrqp-- 
ci6 n âcidc y disociocién solino de la cromatina cruda. La extrac—  
cién écido conduce al aislamiento de un preparado cuya imagen ele£ 
troforética en gel de poliacrilamida présenta seis bandas prin/cip£ 
les, numerodos por orden de movilidad. La disociacién solino, por 
el contrario, conduce a un preparado que sélo contiene las bandas 
2, 3, 5 y 6 . Las movilidades electroforéticas de las fracciones 1 
y 2 son iguoles a las de las histonas F2A1 y F2A2 de timo de tern£ 
ro, respectivomente; las fracciones 5 y 6 migron menos que la his­
tona FI de timo.

2.- La extraccién de la cromatina con disoluciones de 
NaCl de distinta fuerza iénica no conduce a ningén froccionomiento 
selective de histonas en Ceratitis capitata. El tratamiento de la 
cromatina con NaCl 0.25M produce la disociacién de proteina no-hi£ 
tona, sin solubilizar ninguna fraccién de histona, por lo que el 
lavado de la cromatina con este medio permite eliminar gran parte
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de la piotelna no-histona. Las histonas comienzan a disociarse iji 
especificamente a concentraciones de NoCl superiores a 0.50M. Los 
resultados son comparables a los obtenidos con cromatina de timo 
de ternera, aunque la disociaciép total, en adulto farato de Cero 
titis capitata, tiene lugar a fuerzas iénicas mas bajas. La pre—  
sencia de una proteina especifico del pupario fuertemente bâsica, 
como contaminante de la cromatin^, puede ser lo causa de este di­
ferente comportamiento.

3.- La extraccién de la cromatina con etonol-HCl con 
duce al aislamiento de un preparado cuya imagen electroforética 
présenta très bandas, que corresponden a las fracciones 1, 2 y 4. 
Para este froccionomiento selectivo, es necesario utilizar una 
proporcién de 100 ml de medio de extraccién por coda 20 mg de DMA 
présentes en la cromatina.

4.- La extraccién directe del homogeneizado del in­
secte con etonol-HCl, conduce al aislamiento simulténeo de protei 
nos bésicos extracromosomales que impurifican los preparados de 
histonas.

5.- Los fracciones 1 y 2 se extroen selectivamente 
de la cromatina por tratamiento de éstas con etonol-cloruro de 
guonidinio. Los mejores resultados en la extraccién se obtienen 
utilizando une relacién de 100 ml de medio por 20 mg de DMA pré­
sentes en la cromatina.

6 .- Los fracciones 1 y 2 se separon parciolmente por 
precipitacién froccionodo con ocetono del extracto en etanol-clo- 
ruro de guonidinio. La adicién de un volumen de ocetono conduce o 
la precipitacién de la fraccién 2 ; la posterior adicién de oceto-
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no hasta compléter cuatro vol6menes provoca la precipitacién de 
la fraccién 1• La imagen electroforética de esta fraccién 1 révé­
la la presencia de trazas de la fraccién 2 y de un material de a^ 
to peso molecular que apenas pénétra en el gel.

7.- Las trazas de fraccién 2 pueden eliminarse por 
precipitacién froccionodo del preparado crudo disuelto en HCl 
0.01N. La proteina precipitada por adicién de 2.75 volémenes de 
ocetono présenta una imagen electroforética donde no se détecta 
la presencia de fraccién 2 , aunque si la del material de alto pe­
so molecular.

La precipitacién frqccionada a partir de la disolu—  
cién del preparado crudo en H2S0^0 .lN no introduce mejoro qlguno 
en el estodo de pureza de la preporocién.

8 .- La separacién del material de alto peso molecu­
lar se puede lograr, en primera aproximacién, por electroforesis 
preparative. Los resultados obtenidos permiten apuntar la hipéte- 
sis de que este material es un agregado molecular que contiene 
fraccién 1 y alguna o algunas otros proteinas.

9.- La purificacién final de la fraccién 1 puede lo- 
grorse por cromotogrofia en columna de Sephadex G-1 0 0, equilibra- 
da y eluida con écido acético 0.01N. El material de alto peso mo­
lecular eluye en el volumen de exclusién de la columna, mientros 
que la fraccién 1 lo hoce mas tarde. Ambos extremes se han compr£ 
bado por electroforesis en gel de poliacrilamida.
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10.- El anâlisis de aminoécidos de la fraccién 1 pu- 
rificada, révéla una gran semejanza con la histona F2A1 de orga­
nismes superiores, observéndose sélo diferencios en las proporcio 
nés de cinco aminoécidos cuando se compara con la histona de timo 
de ternera. Estas diferencias en los contenidos en glicocola, éci 
do ospértico, écido glutémico, lisina y arginina, pueden interpM 
torse como simples sustituciones debidos a otros tantas mutocio—  
nés puntuales. Los resultados eston asi de acuerdo con la gron 
constoncio evolutiva observada para la histona F2A1.

El residuo N-terminal de la fraccién 1 de Ceratitis 
capitata se encuentra bloqueado, como se demuestro tras su reac—  
cién oon cloruro de dansilo. Este es otro dato que ofirmo la seme- 
jonzo con las histonas T2A1 de organismos superiores, que presen­
tan un extremo N-terminal acetilado.

El peso molecular de la fraccién 1, F2A1, de Cerati­
tis capitata, determinodo por electroforesis en gel de poliacril£ 
mido en presencia de dodecilsulfoto sédico, résulta ser igual al 
de la histona F2A1 de timo de ternera.

11.- Ademés de la identificacién de la fraccién 1 co 
mo la histona F2A1 de adulto farato de Ceratitis capitata, el con 
junto de resultados obtenidos permite concluir que la fraccién 2  

corresponde a la histona F2A2 y la fraccién 4 a la histona F3 de 
Ceratitis.

12.- El anélisis de aminoécidos del material de alto 
peso molecular es compatible con la hipétesis previamente astable 
cida acerca de su naturaleza.
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13.- La oplicocién de la técnica de dicroismo circu­
lar al estudio de la conformacién de la histona F2A1 de Ceratitis 
capitoto permite concluir que las voriociones estructurales indu­
cidos por el aumento de la fuerza iénica del medio son porqlelas 
a las que tienen lugar en histonas homélogos de organismos supe­
riors s.

14.- La estabilidad conformacional de la histona 
F2A1 de Ceratitis capitoto frente a la variacién del pH, estudio- 
do también por dicroismo circular, es monifiesta en el intervolo 
de 5.0 a 8.0. Este resultado esté de acuerdo con la naturaleza bé 
sico de esta proteina.

15.- La variacién de la elipticidad por mol de resi­
duo, medida a 2 2 2 nm, en funcién del tiempo tronscurrido desde la 
preporocién de la disolucién, hoce posible la investigacién de la 
estabilidad estructurol de la histona F2A1 de adulto farato de Ce 
rotitis capitoto. Dichos investigaciones llevon a concluir la 
existencia de un cambio conformacional lento en funcién del tiem­
po, cambio previamente descrito para la histona homéloga de timo 
de ternera.
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