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INTRODUCCION. 

Fleming en 1879,  utilizando uno de los primeros  microscopios  capaces  de 

permitir el estudio del núcleo  de  las  &lulas  eucarióticas,  observó  que  al teñir las células 

con distintos colorantes  se  podían  observar dentro del núcleo  objetos  bandeados 

intensamente  tenidos,  por lo cual  llamó a esta  sustancia  de gran afinidad por los 
colorantes  "cromatina",  palabra  derivada del griego  chroma,  color. 

Posteriores  investigaciones  han  demostrado  que este componente del núcleo 

celular  descrito por Fleming,  constituye  realmente un complejo de DNA,  RNA y 

proteínas.  La  cromatina  sufre  cambios  dramáticos  en su apariencia  microscópica 

durante los diversos estadios  del  ciclo  celular.  Durante  la  fase M del ciclo celular, la 

cromatina  adquiere un aspecto  morfológico  condensado,  bien  definido e individualizado, 

constituyendo los cromosomas,  cuyo  número es una  característica de cada  especie. 

Durante la interfase,  cuando el DNA que  constituye  parte  de  la  cromatina es transcrito y 

replicado, la cromatina  se  halla  ampliamente  dispersa y los cromosomas  no  pueden  ser 

distinguidos en forma  individual.  Basados en sus  distintas  afinidades  tintoriales, los 
citólogos han descrito  la  presencia de dos  tipos  de  cromatina  durante la interfase del 

ciclo  celular:  una  variedad  menos  densamente  empacada  llamada  eucromatina y una 

variedad  más  densamente  empacada  denominada  heterocromatina.  Estos  dos  tipos  de 

cromatina  difieren  también en su  destino  funcional, ya  que  la eucromatina  es  capaz de 

expresarse  genéticamente  mientras  que la heterocromatina  carece  de  esta propiedad 

(Voet y Voet,  1995). 

Utilizando  como  tejido  base el timo de ternera,  la  cromatina  fué  preparada  en 

estado  semipuro y caracterizada  químicamente  por  Zubay y Doty  en  1959. Estos 

investigadores  encontraron  que el componente  esencial  de  la  cromatina es un complejo 

desoxirribo-núcleoproteico que  contiene casí igual cantidad  de  DNA y de  proteínas. 

También  propusieron  que  las  proteínas  constituyentes  de  este  complejo pertenecen a 

un  grupo  especial de pequeñas  proteínas  básicas  que  se  acomodan,  formando  una 

cadena, en el surco  mayor de la doble  hélice  de  DNA. 

Unos  años  después,  Frambrough y Bonner  (1966),  estudiando la composición 

química de las histonas  obtenidas  de  diferentes  especies  animales y vegetales, 



encuentran  que la fracción de  histonas  del  guisante y del  tejido de mamíferos  son muy 

similares,  sugiriendo  que los diferentes  tipos  de  histonas  se  originaron  tempranamente 

en  la  evolución y que  su  estructura y composición  han  sido  mantenidas sin grandes 

modificaciones, lo cual  indica  que  estas  proteinas  son  fundamentales para la función 

celular. 

Algunos de los. primeros  indicios  acerca  de  la  estructura  de  la  cromatina  se 

obtuvieron en la década  de los 70s, a partir del  análisis  de los patrones  de  difracción  de 

rayos x, los cuales  sugirieron  que la cromatina  está  organizada  de  acuerdo  con  un 

motivo repetitivo con  una  frecuencia  observada  cada 10 nm (Richards y Pardon, 1970). 

La digestión de la  cromatina  con DNAsa I (Hewish y Burgoyne, 1973), mostró  que la 

hidrólisis parcial del DNA presente  en  la  cromatina  producía  fragmentos  cuyos  tamaños 

parecen  ser  múkiplos  de  un  tamafio  base.  Posteriormente,  algunos  investigadores (Rill 

y van  Holde, 1973; Sahasrabuddhe y van  Holde, 1974), aislaron  de la cromatina 

digerida  con  nucleasa  de  estafilococo,  una  pequeña partícula núcleoproteica que 

parecía  responder a las  subunidades  descritas  con  anterioridad. El análisis  de  estas 

partículas demostró  que  contenían  un  compacto  dobles  de DNA  de tamaño  corto.  Por 

estos  mismos  tiempos  aparecieron  estudios  de  microscopía  electrónica  que  mostraban 

la  existencia  en  la  cromatina  de  una  estructura  particular repetitiva formada por sub- 

unidades  corpusculares  unidas  entre  ellas  por  un  delgado hilo de DNA, que le daba a la 

cromatina la apariencia  de un "collar de cuentas"  (Olins y Olins 1973; Woodcock 1973). 

Olins y Olins (1974), a través  de la microfotografía  electrónica  proveen evidencia 

convincente  de  que la cromatina  en  interfase  es,  al  menos  cuando la preparación se 

realiza a baja  fuerza  iónica,  una  estructura  compuesta  como  de  "cuentas en una 

cuerda".  Las  cuentas tienen dimensiones  de  aproximadamente 100 angstrom de 

diámetro, y se encuentran  separadas  unas  de  otras  por  espacios  cortos. Estos autores 

dieron a estas  cuentas el nombre  de  "cuerpos  nu".  En  forma  independiente Komberg 

(1974) y van  Holde y col (1974), sugieren  que  la  subunidad o "cuerpo nu", consiste de 

una  pequeña  cadena  de DNA que  esta  asociada con un complejo  octamérico  de 

histonas,  que  contiene  dos  copias  de  cada  una  de las cuatro histonas. Un  poco 

después  Oudet y col (1975) denominaron  estas  subunidades  con el nombre  más 

atractivo de "nucleosomas". 

2 



Los datos de Burgoyne y col (1 974) y de Noll(l974), indicaron que los pequeños 

fragmentos de DNA obtenidos  de  cromatina  parcialmente  digerida  con  nucleasa fueron 

múltiplos de una  unidad  base igual a 200 pares de bases.  Por otro lado los llamados 

"monómeros l i s "  de núcleoproteínas,  aislados de cromatina  digerida  con  nucleasa, a 

los que les falta la histona H-I (Sahasrabuddhe y van  Holde  1974;  Oosterhof y col, 

1975), estan constituidos por  fragmentos  de DNA  de alrededor de 110 a 120  pares de 

bases  de  largo.  van  Holde y col  (1974),  propone  que  un  pequeño  segmento de DNA (de 

140 a 150 pares  de  bases),  envuelve a un "núcleo" central de un complejo  octamérico 

de  histonas,  formando  una  subunidad  compacta  que  alterna  con  regiones  más 

accesibles de DNA(Axe1  1975;  Sollner-Webb y Fesenfeld  1975;  van  Holde y col,  1975; 

Shaw y col.,  1976). 

La hidrólisis parcial,  realizada  con  nucleasa  estafilococcica,  de la cromatina  de 

eritrocitos de  aves y de núcleos de hepatocitos, induce la formación  de  una  amplia 

distribución de partículas, fragmentos de DNA, que  parecen  ser  derivados  oligoméricos 

de  una  unidad  monom6rica de DNA que  tiene un tamaño  promedio igual a 200  pares de 

bases.  Kleichline y col (1976),  encuentran  que  después  de la digestión de  cromatina 

con  endonucleasa  se  obtienen  fragmentos  de DNA  que parecen  ser  múltiplos de un 
fragmento de 200 k 20  pares  de  bases. Noli (1977)  estudiando  los  resultados 

producidos por la digestión  de la cromatina  con  DNAsa I, sugiere  que en el centro del 

nucleosoma  quedan  expuestas  aproximadamente 80 pares de bases,  sensibles a la 

digestión de la nucleasa y concluye  que el estudio  de  estos  puntos  pueden  proveer 

información de  como  se  ensamblan los nucleosomas. 

El carácter de los monómeros de DNA cambia  rapidamente  cuando se prolonga 

el tiempo  de  digestión,  produciendo  fragmentos de 160 a 170,  140 a 150 y 120 a 130 

pares de bases;  simultáneamente el tamaño  de los fragmentos  de los oligórneros 

decrece por alrededor  de  40 a 60 pares de bases.  Regulando el tiempo de digestión se 

pueden  aislar partículas de  nucleoproteina  que  contengan  predominantemente  160 a 

180  pares de bases ó 130 a 150  pares  de  bases.  Ambas  separaciones  contienen 

cantidades  aproximadamente  equimolares  de  histonas  H2A,  H2B,  H3 y H4, pero las 

últimas partículas carecen de H-I (o H-5 en eritrocitos de  aves),  (Bakayev y col, 1975; 

Varshavsky y coi,  1975;  Olins y col,  1976;  Simpson y Whitlock  Jr..1976). 
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Estos  resultados  indican  que hay dos  regiones en el nucleosoma,  una  sección 

de alrededor de 40 - 60 pares  de  bases de DNA,  que  es  muy  sensible a la  acción  de  las 

nucleasas y está asociada  con la histona rica en lisina,  "región  eslabón" y un fragmento 

que  permanece  intacto tras la digestión parcial de  la  cromatina, y que  forma parte de lo 

que  se  denomina  "nucleosoma límite o partícula central ndcleosómica".  Esta  estructura 

contiene  una  cadena  de DNA  de 140 - 150  pares de  bases y ocho  histonas,  dos  de 

cada tipo H2A, H26, H3 y H4. (octámero  de  histonas)  (van  Holde y ~01,1975; Shaw y 

col, 1976;  Olins y col,  1976;  Alberts y col, 1994). 

Las  propiedades  químicas  de  la  histonas son bastante  similares  en  todos los 
organismos.  Las  histonas  son  proteínas pequeiias, con  carga  positiva,  que  contienen 

numerosos  residuos de arginina y de lisina.  Las  cargas  positivas  dispersas  por el 

esqueleto  proteico de las histonas  se  unen  rapidamente a las cargas  negativas  del 

esqueleto  fosfodiéster del DNA, lo cual permite  una  importante interacción iónica. Las 

histonas  H3 y H4  son  relativamente  más  ricas  en  arginina, ya que tienen más  residuos 

de arginina  que de lisina, en cambio  las  histonas H2A y H2B tienen un mayor  número 

de  residuos  de k ina que de arginina  (Simon y Felsenfeld,l979) (tablal). La estructura 

primaria  de  cada  histona  es  casi igual en todos los organismos, lo que  implica  la 

correspondiente  analogía  de  estructura terciaria y de  función  (Rawn,  1989). El alto 

grado  de  conservación,  llamado  identidad,  no es igual en toda  la  estructura  de  las 

histonas,  sino  que  hay  regiones  cuya  secuencia  de  amino  ácidos  ha  sido mas 
consistentemente  conservada.  Por  ejemplo, la región  básica  N-terminal  de la histona 

H4,  entre los residuos  1 - 20 y de la histona  H3  entre los residuos 1 - 30 (De-Lang y col, 

1969a,b;  Ogawa y ~01,1969,  lsenberg,1979;  Weischet y ~01,1979; Ohe e lwai,1981; 

Waterborg y Matthews,l984; Csordas,  1990). En contraste  la  H1  es  la  histona  menos 

conservada  durante la evolución. 

La  clase de histonas  ricas en lisina,  incluye 3 familias HI,  H5  localizada 

exclusivamente  en eritrocitos nucleados  (Butler y Neelin,l961), y H1° que  predomina  en 

celulas  que  son  mitoticamente  inactivas  (Panyim y Chalkley,l969), lo que  sugiere  que 

H1° y H5 pueden  tener  funciones  similares.  En  organismos  superiores existen 6 

subtipos  de H i ,  que  son Hla,  Hlb,  Hlc,  Hld,  Hle (Seyedin y Kistler,1980;  Lennox y 
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Cohen,  1983; Lennox,l984 y H l t  que  esta  especificamente  presente en  el testículo 

(Seyedin y Kistler,l980). Para  Lennox,  1984  estos  subtipos difieren en su habilidad  para 

promover la formación de la espiral de  10  nm  de la fibra de cromatina. 

Estudios  hechos por Danna Jr e Isenberg, (1 973;  1974);  Kornberg y col, (1974) 

y Roark y col.,  (1974),  mostraron  que  ciertos  pares  de  histonas  forman  fácilmente 

complejos  diméricos  (H2a,  H2b) y tetraméricos  (H3,  H4)2.  Esta  característica  de 

interacción  provee  las  bases  para  establecer el mecanismo de formación de las 

subunidades  que  constituyen  la  estructura  de  la  cromatina.  Burton y col,  (1975) 

encontraron que las histonas  f-3 (H-3) y F2al (H-4),  se disocian  de la cromatina de timo 

de ternera  reversible y cooperativamente  como un complejo  equimolar y que en 

ausencia  de  DNA  forman  dimeros,  tetrámeros y oligómeros.  Hyde y Walker  (1975) 

encuentran  que F2a2 (H-2a) y F2b  (H-2b).  cuando  se  colocan en soluciones  adecuadas 

se asocian  para  formar un dímero  con un peso  molecular de 28400. Estos mismos 

investigadores  precisaron  que la presencia de F1  (H-I) libre, no tiene efecto en la 

interacción de las otras 4 histonas. 

Camerini-Otero y col,  (1976),  demostraron  que el grupo de histonas rico en 

arginina,  H3 + H4, tienen un  papel central en la organización del DNA en la  cromatina. 

Del mismo  modo,  Bosely y col,  (1976)  concluyen  que el par de  histonas  H3 + H4 es 

esencial para la formación  de la estructura de la cromatina,  aunque  para  completar el 

desarrollo estructural también  es  necesaria la presencia  de H2A + H2B.  Oudet y col, 

(1977),  encuentran que H3 y H4 interaccionan  eficientemente  con  alrededor  de  130 

pares  de  bases del DNA,  sugiriendo  que  ellas  solas  pueden  organizar casi todo el 

nucleosoma.  Simon y col,  (1978),  encuentran  que un octamero  conteniendo sólo H3 y 

H4  puede  formar  una  estructura  con  propiedades  topológicas e hidrodinámicas 

similares a las de un nucleosoma. 

Karawajew y Heymann en 1980,  comprueban  que las histonas H3 y H4 forman 

tetrámeros en solución.  Tambien  comprueban  que  estos  tetrámeros interactúan con 

alrededor  de 314 partes del DNA que  forma el nucleosoma,  uniéndose a éI 

particularmente en la sección  media y terminal de los 145  pares de bases.  H2A y H2B 
participan como dimeros (H2A-H2B),  unidos a vueltas  opuestas  de  DNA. De esta 

manera es posible  proponer  que la interacción de la parte globular del centro de 

histonas con distintos sitios  de los 145  pares  de  bases,  constituyen  las  principales 
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interacciones  responsables del mantenimiento del nucleosoma límite. Esta organización 

est&  posteriormente  reforzada por las  interacciones  de  las  regiones  N-terminales  de las 

histonas H3 y H4 dentro del núcleo.  Finalmente,  Karawajew y Heymann  (1980), 

proponen  como un modelo de la estructura  histónica del nucleosoma la participación de 
un  octámero de histonas,  formado  por  un  tetrámero  (H3-H4)2 y dos  dímeros  (H2A- 

H2B), que  estan  unidos  por  una  fuerte interacción.entre H2B y H4. 

En el nucleosoma, los puntos  de  contacto  existentes entre el DNA y el núcleo de 

histonas son aproximadamente  cada  10  pares  de  bases (Arents y col,  1991).  Las 

histonas H3 y H4 hacen  contacto  con el DNA dentro  de  30  pares de bases  de  cualquier 

lado del centro del nucleosoma (Pruss y Wolffel993). En  suma, la periodicidad 

helicoidal del DNA  varía en todas  las  partes del nucleosoma  con los 3 giros  centrales  de 

la hélice teniendo  una  periodicidad de  10.7  pares  de  bases y el exterior  de los giros  de 

10 pares de bases  (Hayes y col,  1990;1991). 
CI 

La  interacción  DNA-proteínas  esta  involucrada en muchos de los procesos 

fundamentales  que  ocurren  dentro de  la dlula, incluyendo  empaquetamiento, 

replicación,  recombinación,  restricción y transcripción  Freemont,  1991.  Se  sabe,  por 

ejemplo, que la deleción del extremo  N-terminal  de la histona H-4 altera la estructura de 

la  cromatina y alarga  desproporcionadamente  la  fase G2 del ciclo celular.  Asimismo,  la 

deleción del núcleo  hidrofóbico  de  H4  bloquea  la  segregación  cromosomal y es  una 

mutación letal (Kayne y col, 1988). 

REGION ESLABON. 

El DNA  eslabón,  de 20 a 100  pares  de  bases  (Bolander,  1994),  se asocia parcial 

o totalmente con  las  histonas  ricas en lisina  H1 o H5 en la  región  de  enlace de los 
nucleosomas,  desempeñando un papel  de  "eslabón-de  unión  nucleosomal" (Greil y col, 

1976;  Shaw y col,  1976  Noll y Kornberg,l977; Stratling,1979).  Esta región de alrededor 

de 200 angstroms de longitud es  fácilmente  accesible al ataque  de  las  nucleasas 

(Woodcock y col,  1976). 

Se  sabe que las histonas  unidoras,  como H1, interactuan establemente  con el 

DNA núcleosomal solo despues  de  que el centro del nucleosoma ha sido formado 
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(Hayes y col, 1991). Jeong  y Stein (1994), proponen  además  que es posible  que  las 

histonas  de tipo H i  estén asociada a las estructuras  del  poro nuclear. 

La histona H1 se une a la  partícula  central  del nucleosoma para sellar los puntos 

de entrada y salida  del DNA, el  dominio  central  de HI  aparentemente  interactúa  con  la 

particula  central  del nucleosoma, mientras  que  el  extremo  cargado  positivamente 

interactúa  con  el DNA eslabón y es importante  en  la condensación de  la  cromatina 

antes  de  la  mitosis  (Roth y Allis 1992). 

GRUPO DE PROTEINAS DE ALTA MOVILIDAD. 

No podemos dejar  de mencionar, aunque sea someramente, otro  grupo de 

proteínas  que son importantes  en  la  estructura  de  la  cromatina, Estas proteínas  fueron 

extraídas  inicialmente con NaC10.35 M y se sabe que son fácilmente solubles en  ácido 

tricloroacético. El sobrenadante  obtenido después de  tratar  las soluciones de  cromatina 

con  este  ácido  contiene  algunas  proteínas  que poseen una  gran  mobilidad  en  geles  de 

poliacrilamida,  por lo que  fueron  llamadas  proteínas  de  alta  mobilidad (HMG). El grupo 

de  proteínas 14 y 17 son tan similares  unas  con  otras  que  podrían ser consideradas 

como un solo grupo (HMG 14-17);  HMG  1 y 2 podrían  ser  tratadas de la misma  manera 

(HMG1-2). Las proteínas HMG14-17 tienen  una  distribución desigual de cargas: el 

extremo  amino  terminal es muy básico, mientras  que  el  extremo  carboxilo  terminal es 

muy negativo. Existen dos sitios  de  unión  para HMG  14-17 en cada nucleosoma, se 

cree que  las  proteínas  aseguran  el DNA en los puntos  donde este entra y sale del 

centro del nucleosoma  (Bolander, 1994); el  extremo básico amino se une al DNA y el 

extremo  carboxilo  negativo se une a las  histonas  (Martian y col, 1980). Por tal razón, las 

proteínas HMG 14-17 estabilizan  el nucleosoma, tanto  en estado condensado como 

descondensado  (Ausio, 1992). Estas proteínas  son  también  parcialmente responsables 

de  inducir  espaciamiento  regular  en los nucleosomas. A diferencia  de  las histonas, las 

proteínas HMG estan glicosiladas (Bolander, 1994), y ha sido  propuesto  que estas 

proteínas  podrían  interactuar  con  la  matriz  nuclear a través  de sus residuos de 

azúcar(Tremethick y Drew 1993. Reeves y Chang 1983). 

Las proteínas HMG  1-2 son tan  largas  como  las  proteínas HMG  14-17, pero 

tienen  una  estructura muy diferente. Las proteínas HMG  1-2, estan formadas  por  un 

dominio  hidrofóbico  central  en  donde se pueden  encontrar un  par de segmentos  de 
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unión al DNA con una estructura  muy  característica,  por lo que han sido  llamadas  cajas 

HMG  para el DNA.'  Cada  una  de  esta  estructuras  está  compuesta de 3 a-hélices 

(Bianchy y ~01,1992);  dos  perpendiculares y antiparalelas a la  tercera  así  que  forman 

una "L". La  forma  en  que  las  cajas  HMG  se  unen  al DNA es aún  desconocida. El 

extremo  carboxilo, los últirnos  30  residuos,  es  extremadamente  ácido  pues  contiene 

numerosos  residuos  de  ácido  glutámico o ácido  aspartic0  (Lee y col, 1987). La función 

fisiológica  de  este  extremo  rico en grupos  carboxilo  es  desconocida, pero in vitro  es 

capaz  de  desdoblar  (Yoshida,  1987), o reiniciar  la  constitución  de  la  hélice del DNA 

(Paul1 y col,  1993). 

NIVELES  DE  EMPAQUETAMIENTO  DE  LA  CROMATINA 
DE LAS CELULAS  SOMATICAS. 

NUCLEOSOMA. 

Esta  formado  por  alrededor  de  200  pares  de  bases  de  DNA  (166 a 241 

pares  de  bases  dependiendo  de  la  fuente)  (Thomas,  1984)  asociados  con un 

núcleo  octamérico  de  proteínas  que  comprende un tetrámero central de las 

histonas  ricas  en  arginina H3 y H4 y dos  dímeros laterales de  las  histonas 

ligeramente  ricas  en  lisina H2A y H2B.  En  este  andamio proteico el DNA esta 

organizado  dando  casi  dos  vueltas  (aproximadamente  166  pares  de  bases), 

alrededor del octámero de histonas.  Los  dos  puntos  de  entrada y salida  de  la 

espiral que el DNA forma  sobre el centro  de  histonas  estan  sellados  por la unión 

de  una  molécula  de la histona  rica  en lisina H1,  la  cual  bloquea  estos  puntos  de 

entrada y salida del DNA. El DNA  restante  34  pares  de  bases  (considerando  la 

estructura típica de  "collar  de  cuentas"  con  una  subunidad  de  200  pares  de 

bases)  comprende el DNA llamado  de  unión  que  conecta un nucleosoma con el 

siguiente. El largo  de la región  de  unión  puede  variar  desde O hasta 80 pares  de 

bases en la cromatina  obtenida  de  diferentes  sistemas  celulares.  (fig. 1). 
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FIBRA DE 10 nm. 

Esta  fibra  esta  Constituida  por  un  arreglo  linear  de  nucleosomas,  que 

bien podria llamarse  "filamento  núcleosomal"  (Thomas,  1984). En la  cromatina 

que  contiene  H1, el DNA de  unión y el nucleosoma  siguiente dan una  vuelta 

hacia  la  izquierda,  dando a la  fibra  extendida  una  apariencia  de  zig-zag.  Por el 

contrario  en los tipos de cromatina  que  carecen  de HI,  los puntos  de  entrada y 
salida del DNA son más al azar,  creando  una  conformación  extendida  irregular 

de  "cuentas  en  una  cuerda"  (Thoma y col, 1979). 

FIBRA DE 30 nm. 

Las  micrografias  electrónicas de los cromosomas en metafase y las 

secciones  delgadas  de  núcleos en interfase,  procesadas a partir de tejidos 

obtenidos en ausencia  de  agentes  quelantes  (Ris y Kornberg,  1979), asi como la 

fibra extendida de  cromosomas en metafase,  sugieren  que el siguiente nivel de 

empaquetamiento  del  filamento  núcleosomal,  esta constiuida por la  "fibra de 30 

nm", también  llamada  solenoide  (Finch y Klug,  1976;  Sperling y Klug,  1977; 

Czichos y col,  1989). 

Esta  fibra  de 30 nm,  tiene  alrededor  de 6 nucleosomas  por  vuelta y 

representa  una  concentración de aproximadamente 50 dobleces  de la doble 

hélice de DNA (Csordas,  1990).  Se  ha  demostrado  ampliamente  que las 

histonas que participan en la unión  inter-nucleosomal,  como H1 y H5. son 

indispensables  en el establecimiento y estabilización  de esta estructura 

solenoide  (Renz y col,  1977;  Stratling y col,  1978; Thoma y col, 1979;  Allan y col, 

1981). Se sabe  que  su  presencia  es  más  determinante  que la incubación  en 

soluciones  de  fuerza  iónica  baja, y que la accion en  la compactacion de la fibra 

puede  deberse a la  interacción entre dominios  globulares  (Zlatanova y van 

Holde, 1996). 

Existe gran controversia  acerca  de la existencia & kvo de este nivel de 

estructuración,  debido a que  aunque, de acuerdo  con Finch y Klug,  1976,  la 
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estructura  de  solenoide  puede  ser  inducida  fácilmente in vitro con un ancho de 

alrededor  de 300 angstroms,  Thoma y col, 1979 concluyen  que solo en 

concentraciones  de  NaCl  superiores a 100 mM se  forma la fibra de 30 nm. 

Leuba y col, 1994, encuentran  que  la  adquisición  de  este  orden  de 

empaquetamiento  por la cromatina es inducido  por  concentraciones  de  NaCl 

iguales o superiores a 80 mM. Por  otro  lado  Horowitz y col (1994), al  estudiar la 
arquitectura  tridimensional  de  la  cromatina  por  medio  del  procedimiento  de 

tomografía  electrónica,  concluyen  que  incluso  en los núcleos  con  fibras  de 

cromatina  claramente  definidas hay regiones  donde las fibras  interdigitan  la  una 

con  la  otra  perdiendo  individualidad y haciendo  difícil  interpretar  la  presencia  de 

determinadas  estructuras  tridimensionales. 

Las  observaciones  realizadas  para  precisar  las  propiedades  de este tipo 

controversial  de  estructuración  de  la  cromatina,  demuestran  que  la  fibra  contiene 

de  seis a ocho  nucleosomas,  que  se  presenta  cuando  la  solución  se realiza en 

medios  con  una  fuerza  iónica  que va  de 70 a 100 mM y que  requiere 

concentraciones  milimolares  de Mg2*. Se  ha  señalado  que el diámetro  de  la 

fibra  varía  desde 25 hasta  alrededor  de 45 nm,  dependiendo  de  la  fuente  de 

cromatina, el método  para el aislamiento,  la  preparación  de  la  muestra y el 

método  utilizado  para  precisar su estructura  (Zlatanova y van  Holde, 1996). van 

Holde y Zlatanova (1995), han  sugerido  que el alto  orden  de  estructuración  que 

la  cromatina  adquiere en medios  con  altas  concentraciones de sal,  puede  ser 

llamado “fibra condensada o compactada”. 

La  localización  de  la  exposición o internalización  de los extremos N- 

terminales de las histonas  centrales y del  extremo  C-terminal  de HI son  de 

interés, ya que  estas  regiones  contienen  sitios  de  modificaciones  enzimáticas, 

que podrían modular  la  estabilidad  de la estructura  (Thomas, 1984). Woodcock y 

col (1984), plantean  que  la  región  de  unión  de  estas “fibras condensadas o 
compactadas”  no  esta  internalizada  dentro  de la  estructura  de alto orden  puesto 

que  debe  permanecer  expuesta  para  poder ser modificada  bioquinicamente 

cuando  sea  necesario, lo cual  hace a esta  estructura más compatible  con el 

modelo  de  “cinta  torcida“.  Leuba y col en 1994, proponen  que el DNA  unidor 

debe  también  estar  localizado  en el exterior  de  la fibra de  cromatina 

condensada,  formando  junto  con los nucleosomas  las  paredes del solenoide. 
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Por  otro  lado  Zlatanova y van  Holde  (1996)  concluyen  que  las  caras  planas del 

nucleosoma  son casi paralelas al eje de la fibra. 

Woodcock,  1994  concluye  que  la  dificultad  de  poder  demostrar la 

presencia  de  la fibra de 30 nm  en  la  cromatina  de  varias  estirpes  celulares, 

sugiere  que la exposición  de los genes a los mecanismos  reguladores  de la 

transcripción,  no  se  realiza  adecuadamente  en la estructura  canónica de 30 nm 

de  la  cromatina  condensada.  Esta  fibra  provee  aproximadamente  100  dobleces 

de compactación  del  DNA. 

ASA. 

Este nivel de  enrollamiento  no  esta  totalmente  entendido,  parece  que 

ciertas  regiones  del DNA  se asocian  con  un  soporte  proteico  intra-nuclear, 

descrito  hace  algunos  años  con el nombre  de “matriz nuclear”. Las  regiones  de 

la  estructura  cromatínica  que  se  asocian  con  la  matriz,  están  separadas  por 

largas  secuencias o asas  constituidas  aproximadamente por 20,000 a 100,000 

pares de bases.  Se  ha  propuesto  que el DNA  que participa en la formación de 

estas  asas, podria contener  un  juego  completo  de  genes  funcionalmente 

relacionados. 

ESCARPELA,  ROLLO, CROMATIDA. 

Existe evidencia  de  que  en los niveles  de  organizaci6n  de los cromosomas 

sornáticos  eucariontes,  cada  aumento en el grado de compactación  del DNA  es 

rnultiplicativo. El principio  es  sencillo: la compactación del DNA en los cromosomas 

eucariontes se realiza al  envolverse un asa  sobre  otra  asa,  sobre  otra  asa, etc. 

(Leningher y col,  1982).  Debe  tenerse  en  cuenta,  que  este tipo de empaquetamiento 

requiere gran cantidad de espacio.  Ya  desde la formación  de los octámeros  de histonas 

que forman los nucleosomas,  estas  estructuras  semiesféricas  ocupan  un  volumen 

importante. Este requerimiento  de  espacio  aumenta  con  cada nivel de super- 
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estructuración,  porque el enrollamiento y superenrollamiento  requieren  el  ir  dejando 

espacios  vacíos  considerables en el interior  de los giros  (Pienta y Coffey,  1984). 

En el caso  de  las  células  somáticas el gran  volumen  ocupado  por  la 

estructuración del DNA  en la cromatina  no  es de gran  importancia,  porque el volumen 

nuclear  de las células  somáticas  es  suficiente  para  contener  la  cantidad  adecuada de 

DNA,  estructurado  funcionalmente  de  esta  manera. 

En el presente  trabajo  nos  interesa  particularmente el extrapolar  estos 

conocimientos al caso del empaquetamiento  nuclear  de la cromatina  en la cabeza  de  la 

gameta  masculina de los animales  superiores,  sobre  todo en los mamíferos.  Debe  ser 

evidente  que el volumen  del  núcleo del espermatozoide  es tan reducido  que  deben 

surgir  dudas  inmediatas  sobre la posibilidad  de  que  la  crornatina del espermatozoide se 

halle  estructurada  siguiendo los mismos  principios  que  regulan su conformación en las 

células  somáticas.  En  efecto, los cálculos  indican  que si la  organización del DNA  de  la 

célula  espermática  se  hiciera de la misma  manera  que  en  las  células  somáticas,  es 

decir en estructuras  del  tipo  núcleosomal,  se  requeriría un volumen minimo más  de  dos 

veces  superior  (213%) del que  se  dispone  en  la  cabeza  del  espermatozoide  (Pogany y 

col.,  1981). Es pués fácil concluir  que el DNA  del espermatozoide  debe estar 

organizado y empaquetado  de  una  manera  totalmente  diferente,  como ha  sido 

fehacientemente  demostrado en los  últimos  años  (Balhorn,  1982;  Hernández-Perez y 

Rosado,  1988;  Ballesteros y co1.,1988, Ward y col.,  1989;  1990;  Ward y Coffey,l991; 

Poccia y Green,  1992;  Cowan y Myles,  1993;  Auger y Dadoune,  1993;  Allen y col., 

1993;  Hud y col., 1993;  Jennings y Powel,  1995). 

ESPERMATOGENESIS. 

La espermatogénesis  es  un  proceso  de  diferenciación de múltiples  pasos  cuyo 

mayor  cambio  involucra  modificaciones  sustanciales  en  la  actividad  génica y el 

rearreglo  de la estructura de la cromatina  por el cual  una  espermatogonia del tallo 

celular, entra en meiosis,  produciendo  finalmente  una  espermátide  haploide. La 

espermátide  temprana  parece  tener la mayor parte de  las  características  de  cualquier 

otra  célula  somática,  con  la  excepción  de  ser  haploide,  incluyendo  un  núcleo en el cual 

el DNA está  asociado  con  histonas  formando  nucleosomas y que  conserva su actividad 
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transcripcional.  Durante el proceso  llamado  espermiogénesis,  la  espermátide  temprana 

redonda,  experimenta  una  metamorfosis  complicada,  dando  origen a una  célula 

morfológicamente muy  diferente, el espermatozoide.  Cada  especie  tiene  una  forma 

específica  de  espermatozoide  (Pocia,  1986). 

Entre muchos  otros  cambios, la espermiogénesis  implica el desarrollo  de un 

núcleo  altamente  condensado y el cese  general  de  las  actividades de replicación, 

transcripción y reparación del DNA.  Esta  condensación e inactividad  bioquímica del 

DNA parecen  ser  acompañadas en muchas  especies  por  la  remoción  del  complemento 

de histonas del DNA, y su reemplazo  por  otras proteinas básicas,  las  protaminas  (Cohn 

y Moldave,  1991). No en  todas  las  especies  de  animales  se  realiza  este 

reemplazamiento  de  las  histonas del núcleo  espermático,  algunas  especies  retienen  las 

histonas, los peces  con  espinas,  como por ejemplo la carpa  (Christensen y col,  1984) y 

los invertebrados  como  el erizo de  mar  (Puigdomenech y col,  1987) y los Holotúridos 

(Schulter,  1988). 

Las  especies  que  reemplazan  completamente  las  histonas  por  protaminas en el 

núcleo  de la gameta  masculina  incluyen a los pájaros  (Mezquita,  1985;  Oliva y Dixon, 

1989);  las  truchas y otros peces  salmónidos  (Dixon y Smith,  1968;  Marushige y Dixon, 

1971;  Dixon,  1972;  Winkfein y col,  1985).  En  algunos  mamíferos,  como los humanos,  la 

mayor  parte  de la organización  núcleosomal (85%) de  las  histonas,  es  reemplazada por 

un  complejo  de  núcleoprotaminas,  pero 15% permanece  acomplejada  con  histonas 

(Gatewood y col, '1987). Algunos  mamíferos  como  la  rata, el ratón y el borrego 

inicialmente  reemplazan  la  organización  núcleosomal  por  un  juego  de proteinas 

intermediarias (proteinas de  transicibn),  antes  de  que  sea  formado el complejo  final  de 

núcleoprotaminas  (Loir y Lanneau,  1978;  Balhorn y col,  1984;  Heidaran y col,  1989). 

PROTAMINAS. 

Fueron  descubiertas por Meischer,  quién  las  encontró  acopladas a las  bases 

nitrogenadas de la "nucleina" del espermatozoide  de  salmón  Rhine  (salmo  salar). 

Estudios  subsecuentes  de  Kossel  (1928) y Felix  (1960),  establecieron la naturaleza 

polipeptidica de  las  protaminas.  Cohn y Moldave  (1991),  definieron a las  protaminas 

como  proteínas  pequeñas  que tienen en su composición  de  amino  ácidos  proporciones 
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muy elevadas de cisteína y arginina,  las  cuales  pueden  llegar a representar  entre el 45 

a 80  mol% y un contenido  de  senna  más  treonina  de  1 O a 25 mol% 

Bloch, en 1969,  las  clasificó  en: 

TIPO I Verdaderas  protaminas.  Pequeñas  ricas  en  arginina. 

TIPO II Protaminas  estables o protarninas  queratinosas.  Ricas en 

arginina,  pero  que  también  contienen cisteína. 

TIPO 111 Proteínas  espermáticas  intermedias.  Contienen  histidina  y/o 

lisina,  ademas  de  arginina 

TIPO  IV  Parecidas a histonas  somáticas. 

TI PO V Proteínas  no  básicas  detectadas  en  el  núcleo  de 

espermatozoides  maduros  de  forma  arneboidea. 

Subirana,  (1982),  habla  de  otra  clase  de  proteínas  básicas a la  que  llama 

"histonas de  espermatozoide", y las  divide en 4 subclases: 

a).-  Familia  de  histonas  muy  ricas en lisina HI,  no se detectan  cambios. 

b).-  Con  ligeros  cambios en la familia  de  histonas H1. 

c).-  Proteínas  básicas  específicas  de  espermatozoide. 

d).-  Con  cambios  considerables  de  histonas H I  y H2b. 

De  acuerdo  con  la  clasificación  de  Bloch  (1969),  en los mamíferos se presentan 

las  protarninas  de tipo II. 

TIPO II Protaminas estables. 

La  característica  esencial de las  protaminas  estables, también llamadas 

"queratinosas", (Bloch,1969)  es  la  presencia  de 6 a 9 residuos de  cisteina  por  mol, lo 
cual  permite la formación  de  puentes inter e intra disulfuro en la  molécula de protamina. 

Tales  puentes  covalentes  imparten un grado  adicional  de  estabilidad por la formación 
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de enlaces  cruzados y por tanto  confieren a la cromatina del núcleo del espermatozoide 

sus características de estabilidad. 

Coelingh y col (1972),  encuentran  que la protamina de bovino, con un peso 

molecular  de 6,200, está  constituida  por 47 amino-ácidos,  con  alanina  como  amino 

terminal y glutamina  como  carboxilo  terminal.  Contienen  24  residuos  de  arginina y 6 

residuos intermedios de cisteína, 19 residuos  de  arginina  que  se  encuentran  en la parte 

central de la  molécula.  Estos  autores  proponen  que  la  región  media  sea el primer sitio 

de unión  con el DNA, mientras  las  regiones  amino y carboxilo terminal podrian ser 

responsables  de la interacción  con las moleculas  de  las  proteínas  vecinas. 

H2N-Ala-Arg-Tyr-Arg-(Cys)2-Leu-Thr-His-Ser-Gly-Ser-Arg-Cys-(Arg)7-Cys- 
(Arg)s-phe-Gly-(Arg)6-VaI  -Cys-Tyr-Thr-Val-lle-Arg-Cys-Thr-Ar-Gln-COOH 

Protamina de bovino  (Coelinah. 1972) 

En  muchas  especies  de  mamíferos, el núcleo  de los espermatozoides  contiene 

un sólo tipo  de  protamina PI, con  una  fuerte  homologia entre especies. Un segundo 

tipo de protamina P2, está  presente en el  núcleo de algunos  mamíferos  incluyendo el 

humano  (McKay y col,  1986), el ratón (Bellvé y col,  1988) y el caballo  (Bealiche y col, 

1987). 

PROTAMINA P1 

También  aislada en aves,  muchas de estas  moléculas tienen una  secuencia 

tetrapeptidica en el extremo  amino  terminal AlaArg-Tyr-Arg (ARYR), a excepción  del 

conejo  (Ammer y Henschen,  1988), en el cual la alanina  esta sustituida por valina en el 

primer  residuo, sin embargo, este cambio  no  tiene  mayor efecto en la estructura de la 

protamina.  La  secuencia A R W  es  seguida por un motivo  conservado  Ser-Arg-Ser-Arg 

(SRSR),  seguido  por un grupo  de  cinco a siete  argininas,  en  suma en esta región la 

posición 8, tiene serina o treonina,  ambos  son  hidroxi-aminoácidos,  polares y 

susceptibles de ser  fosforilados. 
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La  presencia  de  vanas  cisteínas en las  protaminas  de los mamíferos,  fue 

propuesta  como un mecanismo  esencial  para  la  estabilización del complejo  de 

núcleoprotaminas, a través de la formación de enlaces  disulfuro  en el núcleo del 

espermatozoide  (Loir y Lanneau,  1978;  Balhorn,  1989). Sin embargo,  la cisteina podria 

no estar  involucrada  en el proceso  de  condensación  nuclear y sólo tomar parte en la 

estabilización final de la núcleoprotamina ya  condensada. 

Las  protaminas  P2  fueron  primero  secuenciadas  en el espermatozoide  humano 

(McKay y col,  1986) y en el del ratón  (Bellvé y col,  1988). Caracteristicamente este tipo 

de  protaminas  son  sintetizadas  como un precursor  (Elsevier,  1982;  Domenjoud y col, 

1988;  Yelick y col,  1987;  Johnson y col,  1988;  Hecht,  1989), y deben  ser  procesadas 

post-transcripcionalmente, dando  origen al producto  final. 

Pirhonen y col,  1994,  encuentran  que  la  diferente  localización de los residuos  de 

fosfoserina en protamina P2  de  humano y caballo  indican,  que  éstas  se  unen al DNA o 

interaccionan  con  otras  moléculas de protaminas.  Gatewood y col (1990) y Bianchy y 

col  (1992),  demuestran  que la protamina  humana P2  puede  ser  una  proteína  semejante 

a las  descritas  como  "dedos  de  zinc",  conteniendo  motivos  descritos  para  factores 

reguladores de los sitios  de  transcripción;  la  protamina  P2 podria así  reemplazar los 

factores  de  transcripción y unirse  selectivamente a sus sitios  de  unión,  facilitando el 

cierre  de la transcripción  hacia el final de  la  espermatogknesis y quizá la estabilización 

de  la  cromatina de espermatozoide  por  zinc. 

En el espermatozoide de ratón y del humano,  la  P2  comprende  del 50 al 60% 

del total de las protaminas,  pero no ha  sido  observada en proporción tan elevada en 

otros  mamíferos,  aunque existe un nivel bajo  de  RNAmP2  en la rata y en el cobayo 

(Hecht,  1989). El hecho  de  que la familia  P2  no  ha  sido  identificada en aves,  hace 

tentador  especular  que  en  terminos de evolución  aparecen y funcionan  inicialmente las 

protaminas de tipo P1 y que  la  familia  P2  aparece  posteriormente  como  un tipo de 

moléculas de soporte  en  animales  más  evolucionados,  para  determinar la estructura 

nuclear junto con P i ,  aunque  también  se  ha  propuesto  que  su papel importante esté 

relacionado  con la mayor  compactación  necesaria  por el tamaño del núcleo  mediante la 
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formación  de  enlaces  cruzados  debidos a su  alta  proporción de cisteina (Cohn y 

Moldave,l991). 

Una  característica  de  las  protaminas  es  que  son  fosforiladas  rápidamente, solo 

un  poco  después de ser  sintetizadas  (Bode y col,  1983;  Bode,  1984) , La carga  negativa 

de  los  residuos  fosforilados  puede  servir como punto  clave  para  formar  enlaces  con 

otras  protaminas y para  la  estabilización  de  las  interacciones electrostáticas proteina- 

proteina que  pueden  ser  realizados  con  los  residuos de arginina  cargados 

positivamente.  Está  claro  que  las  protaminas se unen al DNA  sin haber  perdido los 

residuos  fosforilados  (Louie y Dixon,  1972).  Este  hecho  ha  conducido a la proposición 

de que la presencia  de  residuos  de  serina  fosforilados  confiere a la molécula  de 

protamina  una  carga  negativa  que  podria  modular  la  interacción de las  protaminas  con 

el  DNA (Cohn y Moldave,  1991),  facilitando  la  formación  de  un  complejo  protamina-DNA 

(Wehling y col,  1976). 

Las  protaminas  fosforiladas  podrían  localizarse junto a un  nucleosoma, e iniciar 

el  rompimiento  de la estabilidad  de  los  contactos  histona-histona  favoreciendo  su 

liberación  (Bode y col,  1977)  para  ser  sustituidos  por  protaminas.  Esta  hipótesis  puede 

correlacionarse  con el fenómeno de  hiperacetilación  de  las  histonas.  sobre  todo de la 

H4, que  se  encuentra  presente en todas  las  especies  que  reemplazan  las  histonas  por 

protaminas,  pero  esta  ausente  en  aquellas  especies  que  retienen el complemento total 

de  histonas en el núcleo  del  espermatozoide  (Grimes y Henderson,  1983),  Esta 

hipótesis  sugiere  que la acetilación de H4  podría  servir  para  debilitar los contactos 

histona-DNA en el nucleosoma,  exponiendo  así los dominios  de la cromatina a la 

desestabilización y a la sustitución  de las histonas  por  las  protaminas. 

Marushige y Marushige  (1978),  concluyen  que  las  protaminas  son 

desfosforiladas  extensivamente  después de completar su asociación con el DNA, lo 
cual  acontece  probablemente  antes  de  que el espermatozoide  penetre al epidídimo. 

Pirhonen y col,  1994,  aislan  protaminas  de  eyaculados de humano HPI y HP2,  caballo 

Stly St2,  toro,  cerdo y borrego P I  y muestran  por  secuenciación de Mptidos que  las 

formas  fosforiladas  de  estas  protaminas  estan  presentes en todas  las  especies 
examinadas, lo que indica  que el proceso  de  desfosforilación  no  se  ha  completado  en 

los espermatozoides  maduros y que  una  porción  importante  de  los residuos de  serina 

permanecen fosforilados, encontrando,  además,  que  los  aminoácidos  hidroxilados  que 
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se encuentran  en los dobleces de la  protamina P1 son los sitios  mayormente 

fosforilados. 

D'auria y col,  1993  encuentran  que  las  protaminas  se  localizan tanto en el surco 

mayor  como en el surco  menor  formados  por la  doble  hélice  del  DNA,  donde  se 

acomplejan  con lo nucleótidos del DNA.  Los  exámenes  realizados  de  las  fracciones 

aisladas  de  cupleína  demuestran  que  no  exhibe  ninguna  diferencia  neta  de  unión 

especifica hacia  bases  puricas y pirimídicas  de  mononucleótidos. 

NIVELES  DE  EMPAQUETAMIENTO  DEL  DNA  DEL 
ESPERMATOZOIDE. 

DOBLE  HELICE. 

Se han  demostrado  algunas  diferencias  entre el DNA somático y el 

espermático, como el largo  de los telómeros,  la  carencia  de  hipermetilación, 

diferente contenido  de G+C (Tabla  2)  (Groundine y Conkin,  1985;  Hernández- 

Pérez y Rosado,  1988;  De  Lange y col., 1990) y diferente  proporción  de 

secuencias  de  alta  repetición  (Hernández-Pérez y col,  1978). 

COMPLEJO DNA-PROTAMINAS. 

Este nivel de  compactación  es  homólogo al de la estructura  de  la  célula 

somática,  pero  es muy  diferente  en  su  estructura.  Balhorn en 1982,  propone un 

modelo  de  unión  entre  protaminas y DNA en el cual  las  protaminas  se  unen  al 

ácido  nucleico  fijándose en el interior del surco  menor  de la doble espiral del 

DNA. Esta  fijación  se  hace  mediante  la  interacción  electrostática  de las cargas 

positivas de los residuos  de  arginina, y las cargas  negativas  del  esqueleto 

fosfodiéster del DNA,  transformando  de  esta  manera a un  polímero  polaniónico 

en un polímero  neutro. 
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FIBRA DE 10nm. 

La unión  DNA-protaminas,  junto  con  las  fuerzas de van  der  Waals, 

permiten a nivel molecular  adquirir  una  estructura  linear "lado a lado".  Se  ha 

demostrado  que  tal  estructuración no confiere al DNA ninguna  clase  de 

superenrollamiento  (Risley y col.,  1986;  Ward y col.,  1989;  1990). 

Considerando  que  el DNA  del espermatozoide  no  se  replica, ni transcribe 

RNA,  se  puede  concluir  que  las caracteristicas funcionales del 

superenrollamiento  presente  en  las  c6lulas  somáticas es temporalmente 

sacrificado  con el fin de  conferir  protección al DNA a traves  de un estado 

densamente  empaquetado. 

Estudios  de  microscopia  electrónica  en  Rata y Conejo  (Koehler y col., 

1983),  han  demostrado  que  la  cromatina  esta  presente  formando  una  serie  de 

láminas,  paralelas al eje  del  núcleo.  En  espermatozoide  de  grillo  (Kierszenbaum 

y Tres,  1978;  Suzuki y Wakabayashi,  1988),  se  ha  demostrado  que la cromatina 

del  espermatozoide  esta  enrollada  en  formación lineal a lo largo de la longitud 

de los núcleos.  Experimentos  de  dicroismo  circular  (Spinski y Wagner,  1977), y 

el uso  de  luz  polarizada  (Liovlant,  1983) en espermatozoide de caballo  muestran 

que  la  cromatina del espermatozoide  de los mamíferos  placentarios  se  comporta 

como  un  líquido  colestérico, en el que los filamentos del DNA, son 

empaquetados  en  formación lineal en  planos  paralelos.  Todos  estos  datos  son 

acordes  con el modelo  de  Balhorn. 

EQUIVALENTE AL SOLENOIDE. 

Se  ha  publicado  muy  poca  evidencia a cerca de la estructura 

espermatica  equivalente al solenoide,  en  1993  Ward,  propone  un  modelo 

basado en las siguientes  evidencias: 

Estudios de tinción inmunohistoquímica e hibridización in situ (Moens y 

Peerlman.  1989),  han  mostrado  que los centrómeros se localizan en un foco 

discreto dentro del núcleo del espermatozoide.  Resultados  similares  han  sido 
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obtenidos  (Guttenbach y Schmid, 1990; Wyrobek y col., 1990) mediante 

estudios de hibridización & & para  cromosoma  específicos. Estos datos 

sugieren la idea  de  que  las  asas  de  DNA,  estan  plegadas o en espiral dentro de 

un foco  localizado  en el núcleo  del  espermatozoide. 

Allen y col., en 1990, observaron  núcleos  de  espermatozoides de ratón y 

toro en espermatozoides  intactos, así  como  la cromatina  de  núcleos 

parcialmente  descondensados,  encontrando  que el DNA  no esta  organizado 

como un largo  legajo  linear de fibras.  En  cambio el DNA del espermatozoide 

parece estar enrollado en una  compleja  madeja  de tamafio algo  variable, pero 

suficiente  para  contener el equivalente a un  replicón  de  DNA.  Koehler y col., en 

1983, notaron un arreglo  similar  en el DNA del espermatozoide  de  rata, el DNA 

dentro del nódulo o cuenta  tiene un diámetro  de 13 a 25 nm. Estos nódulos  son 

fuertemente  empaquetados  dentro  del  núcleo del espermatozoide,  en un arreglo 

tridimensional,  que  no fué descrito  con  precisión en su  oportunidad. 

En 1991 Allen y col., al observar  por  microscopía  electrónica  núcleos 

espermáticos  totalmente  hidratados,  precisan  que el volumen del núcleo del 

espermatozoide,  es  más de  dos veces  superior  al  estimado  con anterioridad por 

Pogany y col., en 1981, as¡ como  que la cromatina del espermatozoide in vivo, 
esta  altamente  hidratada,  este  volumen es consistente  con la organización 

nodular. 

MODELO  DE DONA PARA EL ASA  DEL DNA DEL ESPERMATOZOIDE. 

Criterios para el modelo: 

De acuerdo  con los datos  discutidos  anteriormente, es posible  construir un 

modelo  para el DNA del espermatozoide, entre la  unión de las  protaminas y la 

organización en dominios  de  asa, los criterios para el modelo  propuesto  por  Ward, 

1993, son  dos: 
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El primero  es  que  cualquier  modelo  propuesto  debe  ser  obviamente  consistente 

con  todos los datos  disponibles  acerca del tamaño y forma del núcleo del 

espermatozoide y con la estructura  ribonucleoproteica  de  su  cromatina. 

El segundo  criterio  es  sugerido  por el hecho  de  que el espermatozoide  deriva  de 

células  que  contienen  histonas, y la  organización  del DNA del  espermatozoide  debe  ser 

consistente  con  la  necesidades  de  empaquetamiento  requeridas  por  ser  derivado  de 

una  célula  somática. 

PRIMER  PASO: Reemplazo  de  histonas  por  protaminas. 

El principio básico del modelo  son los nódulos  de  60  nm,  cada  uno  representa 

un  dominio  de  asa del DNA. La localizacion  focal  de un solo dominio  de  asa  es 

consistente  con los datos  de  hibridización in situ reportados por algunos  autores;  es 

sabido  que el DNA se une a las protaminas en una  forma  linear lado a lado, la manera 

más eficiente de  empaquetar el DNA de un  dominio  de  asa  es en circulos  anchos, 

concéntricos y apilados,  como un resorte. 

En  una  vuelta  de  la  configuración  de  solenoide,  existen  13  superenrollamientos 

de DNA, dos por cada  uno  de los seis  nucleosomas y uno  para el solenoide  mismo. La 

primer  propuesta  fué  que  las  protaminas  reemplazan a las  histonas, los doce 

superenrollamientos,  son  removidos  quedando el DNA más  linear,  como  originalmente 

se  sugirió.  Este  criterio  requiere  algunos  cambios, no es  adecuado  porque  1,200  pares 

de  bases de DNA en un  solenoide  superenrollado  formarían un circulo de 129  nm,  dos 

veces el tamaño  observado  para  la  estructura  redonda.  De otra manera si solo fueran 

removidos 1 I o 12 superenrollamientos del nucleosoma, el DNA podría  enrollarse en 

dos  circulos  espirales  para  cada  vuelta de la  cromatina en el solenoide.  Los  dos  circulos 

espirales del DNA acomplejado  con  protaminas,  podrían  unirse  uno  con  otro por fuetzas 

de  van  der  Waals. 

Este  primer  paso del modelo  predice  que el DNA del espermatozoide,  tiene  una 

ligera superhélice  negativa con un grado  de  2/13, 6 15% del DNA unido a histonas, lo 
que  coincide con lo reportado por Risley y col., en 1986 y por  Ward y col., en 1989, 

aunque  debe  reconocerse  que los mktodos usados  no  son lo suficientemente  sensibles 
para distinguir entre la ausencia de superhélice,  con  un  decremento del 85%  (Ward, 
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1993).  Tal  ajuste  en la regulación de la densidad  de  superenrollamiento del DNA 

durante la espermatogénesis,  requiere  de  la  presencia de una  topoisomerasa.  Morce- 

Gaudio y Risley en 1991,  demostraron  que  la  topoisomerasa II, esta  presente en todos 

los tipos  celulares  que  forman la secuencia de  la espermatogénesis y la 

espermiogénesis,  excepto en el espermatozoide  mismo. 

Finalmente el reemplazo  focal  de  las  histonas  por  protaminas,  predicho por este 

modelo, es consistente  con el primer  modelo de Risley y col.,  (1986),  quienes  sugieren 

que los dominios  de  superenrollamiento  pueden  servir  como  unidades estructurales de 

transición durante la espermatogénesis. 

SEGUNDO PASO: Condensación del dominio  de  asa del DNA. 

El siguiente  paso  del  modelo  es  la  formación  de  la  estructura  circular  vista por 

“microscopía  atómica de fuerza”  (Allen y col,  1990) en la cromatina  de  espermatozoide. 

El modelo  propuesto  para  cada  una  de  estas  estructuras  representa un dominio de asa 

de DNA  colapsado.  La comparación de la  configuración de solenoide y del núcleo del 

espermatozoide,  esta  representada  en  la  (figura2),  para  un  dominio de asa de 47 

kilopares  de  bases,  promedio  reportado  para  espermatozoide  de  Hamster por Ward y 

col.,  en  1989.  Cada  39  vueltas del solenoide  (cada  vuelta del solenoide  es igual a 13 

superenrollamientos  de  DNA), en el par  de  dominios  de  asa,  eventualmente llegan a ser 

dos  circulos  espirales  de  DNA,  cuando  se  reemplazan  las  histonas  por las protaminas. 

En  la  configuración  de  dona  estos  circulos  de DNA unido a protaminas de cada  brazo 

del  asa,  son  colapsados en un nódulo  de  forma  de  dona  con un d ihe t ro  de  alrededor 

de  65  nm. 

Este  modelo  también  produce  cambios  concomitantes  con  la relación entre el 

DNA y la matriz  nuclear.  Primero  algunos  puntos  durante la espermatogénesis  (no  se 

sabe  aun si antes,  después o durante el reemplazo por las  protaminas), el número  de 

sitios de  anclaje para el DNA, puede  aumentar o disminuir el  tamallo del dominio de asa 

( Fawcett,  1970;  Ward y col.,  1989; ). La matriz nuclear  puede  participar en el 

acomodamiento de la cromatina  condensada,  esta  predicción es consistente  con  la 

condensación del núcleo del espermatozoide  durante la espermatogénesis. 
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De  acuerdo  con el modelo,  estos  nódulos  no  son  perfectamente  cilíndricos, ni 

estan  dispuestos de manera  regular.  En  realidad,  el  modelo  predice  que los circulos  de 

DNA-protaminas  estan  colapsados de una  manera  desordenada,  formando  una 

estructura  tridimensional  con  una  forma  parecida a una  dona.  Esta  dona  tiene  un 

diámetro  exterior de 65 nm,  un diámetro  interior  de  32.5  nm y una  altura de 25 nm. 

Tal  estructura  ha  sido  demostrada  experimentalmente  por  Hud y col,  en  1993, 

usando DNA  purificado  de  Timo  de  Ternera y reasociándolo in vitro con  protaminas 

extraídas  de  esperrnatozoides  de  Toro,  Hamster y Ratón, y protaminas  de  Salmón 

comerciales.  AI  observar los productos  de la reasociación  concluyen  que  la  cromatina 

del espermatozoide  esta  empaquetada en una  unidad  fundamental  de 

aproximadamente  90  angstroms  de  diámetro  externo, 200 angstroms  de  ancho y un 

diemetro  interno  de 150 angstroms, a la que  denominan  "toroide" 

Otros investigadores  han  propuesto  "toroides",  de tamatio similar  cuando el DNA 

es  condensado por varios  cationes  (Gosule y Schellman,  1978;  Arscott y col., 1990). 

Dentro  de  estos  estudios  ha  sido  estimado  que  cada  "toroide",  contiene 

aproximadamente 60 Kilopares  de  bases  de  DNA  (Arscott y col.,  1990).  Esto  nos  lleva a 

preguntar  como la molécula de DNA  del  largo  de  un  cromosoma  entero,  puede  ser 

empaquetada en 'toroides".  cuando  cada  una  contiene 60 Kbp  de  DNA.  Mientras  un 

solo "toroide",  podría  representar  la  unidad  elemental  de  empaquetamiento del DNA, la 

condensación  genómica  podría  ser  completada  por  la  compactación local del DNA 

dentro  de los "toroides", con  regiones  no  enrolladas  de  DNA,  actuando  como  eslabones 

entre  vecinos.  Considerando los c&lculos  del  contenido  del  DNA  de  estos  "toroides" y el 

tamaño  del  genóma  haploide  de los mamíferos,  cada  núcleo  de  espermatozoide 

contiene  alrededor de 50,000 "toroides"  fuertemente  empacados. 

El modelo  de  dona  permite al DNA  del espermatozoide  estar  altamente 

empacado,  comparado  con  la  relativamente  abierta  configuración del DNA  de la célula 

somática,  en el mismo nivel de organización y al mismo  tiempo le permite estar 

organizado en una  discrteta  unidad  funcional, el dominio de asa.(fig.3). 
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REASOCIACION. 

Los experimentos  de  reasociación  de  DNA e histonas y DNA y protaminas  (Hud 

y col.,  1993),  han  sido  utilizados como  una  herramienta,  que  permite,  establecer,  la 

forma  en  que  se  asocia el DNA  con  las  proteínas  nucleares. 

Camerini-Otero y col., en 1976;  Sollner-Webb y col., en 1976,  mostraron  que la 
cromatina  reasociada  con  una  porción  de  histonas  seleccionadas,  muestra  un  patrón  de 

digestión muy similar a la  cromatina  nativa.  Germond y col.,  (1976),  reasociaron  mini- 

cromosomas  de SV-40, obteniendo  estructuras  muy  similares a los mini-cromosomas 

nativos.  Laskey y col.,  (1977),  usando  un  extracto  libre  de  células  de Xenomfs m, 
reasociaron  nucleosomas  con  DNA  de SV-40, sin  emplear  diálisis  salina. 

Tatchell y van  Holde  en  1977,  reasocian  histonas  con  DNA  purificado, a través 

de  una  diálisis  salina  sucesiva,  en la que se disminuye la concentración de NaCl  desde 

2M hasta 0.5M y Tris  lOmM - EDTA  0.7mM pH 7.2 y compararon  velocidades  de 

sedimentación,  contenido  de  histonas,  parámetros  de  dicroismo  circular, 

desnaturalización thnica, patrón  de  digestión  con  nucleasa  micrococcica,  DNAsal y 

tripsina,  concluyendo  que  todos  estos  parámetros  son  similares a los de la cromatina 

nativa. 

Los estudios  de  reasociación,  no solo han  permitido  estudiar la forma  en  que  se 

ensamblan los nucleosomas,  tambibn  han  permitido,  conocer  por  ejemplo la energía 

libre  de  unión  entre  histonas y diferentes  secuencias  de  DNA  (Drew,1991), el daño  que 

causa la luz ultravioleta  en la supeficie de  las  histonas  (Suquet y  Smerdon,l993), el 

reensamble  de  genes  (Stemmer, 1994), entre  otras  cosas. 

En  este  trabajo  se  ha  tratado  de  demostrar si las  características  diferenciales 

descritas en  el DNA obtenido  de dlulas espermáticas  modifican  sustancialmente la 

cinética  de  reasociación  del  DNA  con  histonas  somáticas, o si esta  cinética  proporciona 

la reagregación del DNA en  estructuras  nucleosomales  semejantes a las obtenidas  por 

la reasocian  de DNA  somático  con  histonas  somáticas.  Nuestros  resultados  podrían 

constituir un paso  importante en la cornprensibn  de los mecanismos  que  regulan la 

notable  estructuracion  del  núcleo del espermatozoide ( (Hernandez-Pérez y col,  1978; 

Groundine y Conkin,  1985;  Hemhndez-Pérez y Rosado,  1988;  De  Lange y col.,  1990 ). 
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H I P O T E S I S  

La estructuración de la cromatina del espermatozoide de 
mamíferos esta  determinada,  fundamentalmente, por las 
propiedades estructurales del DNA asociadas  a la presencia  de 
una matriz nuclear característica  de  este tipo de  células. 

O B J E T I V O S  

- Inducir  la formación de nucleosomas por la incubación de DNA 
y proteínas histónicas del Hígado  de  Bovino. 

- Estudiar si los cambios en la estructura del DNA del 
espermatozoide,  previamente  mencionados, interfieren o no en 
la reasociación de nucleosomas somáticos al incubar dicho 
DNA con histonas hepáticas. 
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M A T E R I A L  Y M E T O D O S  

E Q U I P O  

POLYTRON ( Tekmar  tr - 10 ) 

HOMOGENIZADOR ( Caframo Warton Ont  Tipo RZRl - 64 ) 

CENTRIFUGA ( Beckman  Damon  IEC  B - 20A ) 

ULTRACENTRIFUGA ( Sorvall  Pro  80 ) 

VORTEX ( Lab - Line,  Instruments,  Inc.  No.  Cat.  1290 ) 

BALANZA  GRANATARIA ( Ohaus 4510 ) 

BALANZA  ANALITICA ( METTLER,  mOD.  b - 5 ) 

ESPECTROFOTOMETRO ( Beckman DU 650 ) 

CONCENTRADOR ( Hoefer  Scientific  Instruments  No.  Cat. 8671 12 ) 

ANALIZADOR  DE  IMAGENES (Alpha lnnotech Co. ID lo00 Digital ) 

CAMARA  DE  ELECTROFORESIS  HORIZONTAL ( Gibco  BRL  Horizont. 11 - 14 ) 

CASSETTE  DE  DIALISIS,  JEINGAS  DE 5 c c ,  AGUJA  DE  18 x IB Y FLOTADORES 
( Pierce  No.  Cat  66425 ) 

PERFORADOR  DE  GRADIENTES 

ULTRACONGELADOR  REVCO ( Ulti 786 - 7 - D - 12 ) 

MICROSCOPIO  (Zeiss ) 

POTENCIOMETRO ( Beckman  Expandomatic SS - 2 ) 
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R E A C T I V O S  

Todos los reactivos utilizados  fueron  de  la  mejor  calidad  posible,  generalmente  de  grado 
analítico o mejor, y fueron  obtenidos a traves  de  Sigma  Chemical Co., J. T. 
Baker S.A.  de C. V, Merck  Chem  Co..  Bio - Rad  Laboratories,  ICN Flow., 
Boehringer 

PARA EXTRACCION  DE  NUCLEOS. 

SOLUCION ISOTONICA DE  NaCl 

AMORTIGUADOR I Sacarosa 
EDTA 
EGTA 
Espermidina 
Tris - HCI 
* Dl-r 
* Triton x-1 O0 

todo  ello  ajustado a pH 8.0 

AMORTIGUADOR I1 Sacarosa 
EDTA 
EGTA 
Espermidina 
Tris - HCI 
* Dl-r 
* Triton x-I00 

todo ello ajustado a pH 8.0 

AMORTIGUADOR 111 EDTA 
EGTA 
Espermidina 
Tris - HCI 

DTT 
Triton x-100 

todo  ello  ajustado a pH 8.0 

AMORTIGUADOR  DE  ALMACENAJE 

Glicerol 
DTT 

0.32 M 
0.1 mM 
1 mM 
1 mM 
10 mM 
1 mM 
0.1 % 

2.0 M 
0.1 mM 
1 mM 
1 mM 
10 mM 
1 rnM 
0.1 % 

0.1 mM 
1 mM 
1 mM 
10 mM 
1 rnM 
0.1 % 

25 % En  agua  destilada. 
5 mM 
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SOLUCIONES CONCENTRADAS 

Dl-r 1.0 M 
* Triton  x-1 O0 10 % 

* El D l T  y el  Triton se agregan  de  las  soluciones  concentradas  en el momento  de  utilizar  el 
amortiguador. 

EDTA Acido etilendiaminotetrac6tico. 
EGTA Acido  tetrac6tico N, N, N ,  N', - etilen  glicol-bis  (p-aminoetil  eter) 
Tris Tris (hidroximetil)  amino  metano. 
DTT dl-Dithiothreitol 

OBTENCION DE NUCLEOS 
(Tabla 5) 

La  muestra  se  corta  del  Hígado  de  un  animal  recien  sacrificado,  se  limpia  un 
poco  de la sangre  que  contiene  inyectando  una  solución  isotónica  de  cloruro  de  sodio 
en  diferentes  puntos  de  la  muestra. El tejido así  perfundido,  se  envuelve  en  papel 
aluminio y se  transporta al laboratorio  dentro  de  un  termo  que  contiene  hielo  con  sal. AI 
llegar  al  laboratorio  se  corta  en  partes  de  aproximadamente 2.5 g  que  se  conservan  en 
el Revco  a -7OoC, hasta  su  uso. 

La muestra  se  saca  del  Revco,  se  corta  con  un  bisturí  en  pequeñaz  piezas, se 
vacia  a  tubos  de  ensaye  de 2.2 x 29 cm,  agregando el volumen  adecuado  de 
amortiguador I, se le dan 30 golpes  en  velocidad 40 con el polytron,  se filtra la  muestra 
a  traves  de  gasa y se  colecta  en el homogenizador. 

Por  medio  de la observación  microscópica  del  número  de  células  enteras,  se 
estandarizó el proceso  de  homogenización  utilizando  un  sistema  vidrio-teflón  con  una 
concentración  de  tejido al 10%  (pesoholumen)  preparado  adicionando el volumen 
calculado  de  amortiguador 111 y  dando  10  golpes  a  velocidad 5. 

En un  tubo  de  polialómero se colocan 20 ml de  amortiguador I y  sobre  éstos  se 
estratifican, con ayuda  de  una  pipeta, 15 ml de  cada  muestra  de  homogenizado, 
empleando  cuatro  tubos  por  muestra.  Se  centrifuga el sistema  a 770 xg 20' a 4OC. 

Los botónes  obtenidos  se  resuspenden  con 1 m1 de  amortiguador I, depositando 
todos los de  una  muestra  en  un  solo  tubo,  quedando  un  volumen  de 4 ml por  muestra 
se  agregaron 4 ml,  de  amortiguador II, para  que la concentración final de  sacarosa  sea 
1.16 M, se  mezcla  con  vórtex. En un tubo de nitrato de  celulosa  se  colocan 4 m\, de 
amortiguador I1 y sobre  estos  se  estratificaron 8 ml,  de  cada  muestra,  centrifugar  a 
30,000 xg 60' a 4OC. 
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Se decanta  la  fase  líquida, se limpian  las  paredes  con  gasa y un poco de 
amortiguador 111. Los  precipitados  obtenidos  se  resuspenden en 2 ml del  amortiguador 
de  almacenaje.  Se  cuenta el número  de  núcleos  obtenidos  utilizando  una  pipeta para 
conteno de globulos  blancos: se introduce  muestra  hasta  la  marca  de 0.5, con 
amortiguador  de  almacenaje  se lleva a 11,  se  agita 3 0  y se  coloca  la muestra en la 
camara  de  Neubauer.  La  muestra  se  guarda en el Revco a -7OOC. 

REACTIVOS PARA EXTRACCION DE DNA DE HIGADO 

SDS Lauril sulfato  de  sodio. 
Tris-HCI  0.15M - EDTA  0.015M  pH 8.0 
Acetato  de  sodio  3M pH 7.0 
NaCl  5M 
Etanol 
Cloroformo 
Cloroformo - Alcohol  isoamílico 9: l  
NaCl 2M 
1 O X SSC  Citrato  de  sodio  0.01  5M - NaCl O. 15M pH 7.0 

RNAsa 1,080 pg/ml 

RIBONUCLEASA (Sigma  Chemical Co. ) 
Type X - A De  Pancreas  de  Bovino, libre de  proteasa. 
Actividad  Aprox. 100 Kunitz por mg de  Proteína. 
5.4 mg / m1 

Bajo  condiciones  estbriles,  se  colocan  en un tubo  con  tapa  de  rosca, 400 pI de 
solución de RNAsa  utilizando  una  pipeta  automática  con  una  punta  esterit y se  le 
adicionan  1,600 pl de 1 x SSC. Se calienta la mezcla  durante 10' a 8OoC (para eliminar 
toda  posible  contaminación  con  DNAsas),  se enfria en  hielo, se preparan  las  alícuotas 
adecuadas  para  no reutilizar una  .misma  muestra  más  de  una  vez y se guardan  en 
refrigeracih. 
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O B T E N C I O N   D E   N U C L E O S  
( William F M a r z l u f f  and Ru Chih C Huang, 1987 ) 

OBTENCION  DEL  HIGADO 
-1 
-1 
-1 
-1 

HOMOGENWR AL 10% (plv) EN  AMORTIGUADOR I 

FILTRAR  A  TRAVES  DE  4  CAPAS  DE  GASA 

REHOMOGENKAR  MONITOREAR  RUPTURA  CELULAR 

DILUIR 1:1.6 CON  AMORTIGUADOR 111 
PARA  UNA  CONCENTRACION  FINAL  DE 

SACAROSA 0.2 M 
3. 
-1 
-1 
3. 

-1 
3. 

-1 
-1 
-1 

ESTRATIFICAR  SOBRE 20 m1 AMORTIGUADOR I 

CENTRIFUGAR 770 x g 20' 4OC 

RESUSPENDER  EN  4 ml AMORTIGUADOR I 

DILUIR 1:l volhrol CON  AMORTIGUADOR II 

ESTRATIFICAR  SOBRE  4 ml AMORTIGUADOR II 

CENTRIFUGAR a 30,000 x g 60' 4OC 

RESUSPENDER  EN  AMORTIGUADOR  DE  ALMACENAJE 

CONTAR  NUCLEOS 

GUARDAR  A - 7OoC 

TABLA 5 
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FENOL SATURADO CON I X SSC. 

Se  tomo  una  alícuota  de  fenol  destilado  recientemente y conservado  bajo 
congelación,  se  descongela en un baño  de  agua  caliente y se le va  agregando 1 x SSC, 
poco a poco  agitanddo  entre  cada  adición,  hasta  que se forma  una  capa  superior  de 
SSC.  Se conserva en refrigeración.  Para utilizarlo se  toma  la cantidad requerida de la 
parte inferior del tubo.  Aunque  se  conserve en refrigeración  no  debe  utilizarse  durante 
periodos  largos  de  tiempo. 

OBTENCION  DE DNA HIGADO  BOVINO 
(Tabla 6 )  

Los núcleos se retiran del Revco y se  descongelan a la temperatura del cuarto. 
La suspensión se centrifuga a 3,090 xg, durante 30' a 4OC, se resuspenden  los  nucleos 
en el  amortiguador,  se  les  agrega  suficiente SDS en polvo  hasta  tener  una 
concentración final del 2%,  se  agita  con Vórtex y se  agitan 30' a temperatura  ambiente 
en un agitador  mec6nico.  La  suspensión  viscosa se  calienta en baAo maria 10' a 60 OC 
y se enfría en hielo.  De  una  soluci6n  NaCl  5M  se  adiciona lo necesario para llegar a una 
concentración  1M de la sal,  agregar  ademBs 1 volumen  de la mezcla  Cloroformo- 
lsoamílico 9:l. Se tapa el tubo y se  coloca en un  agitador de columpio y se  agita 
durante 15' en el cuarto frio. AI concluir  se  centrifuga  la  suspensión a 4.430 xg durante 
15' a 4OC. Con  una  pipeta de 5 m1 de  orificio  amplio y romo se  extrae  lenta y 
cuidadosamente  la  fase  líquida  superior  que  se  coloca en un tubo de  polialómero.  Se 
repite el proceso  hasta  que  se  elimina la interfase  de  proteínas. 

Se lleva a temperatura  ambiente  una  alícuota  de  RNAsa  (2,160 pg/2 ml) y se 
agrega a la solución  obtenida en el paso  anterior  la  cantidad  suficiente  para  tener  una 
concentración final de 10 pghl ,  se  mezcla  por  inversión y se incuba en un  temp-block a 
37OC durante 2 horas.  Parar la reacción  agregando 1/10 volumen  de Fenol saturado en 
1 x SSC, 1 volumen  de  Cloroformo - lsoamílico 9:l y 1 volumen  de  Acetato de sodio 3 
M pH7. Se  repite el proceso de desproteinización  hasta la eliminación  de la interfase de 
proteínas. 
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Con  una  pipeta  de 5 m1 de  orificio  amplio y romo se extrajo la capa  superior y se 
deposito  en  un  vaso  de  precipitados, se adicionan 2 volumenes de etanol frío, el DNA 
que  se  precipita  se  enrolla  lenta y Cuidadosamente en una  pipeta  Pasteur  cerrada,  se 
enjuaga  cuidadosamente  en  etanol frío y en 1 x ssc. 

Se  coloca  en 2 m1 de NaCl2M y se  agita,  en el cuarto  frío,  hasta  que se disuelve 
completamente  utilizando  un  agitador  magnetico. 

Se  realiza  un  espectro,  haciendo  una  dilución 150 con 1 x SSC, se lee  en  un 
rango  de  200 a 300  nm,  se  toman las lecturas a 280,  260 y 230  nm,  para  calcular la 
pureza del DNA y su  concentracibn,  considerando  un  DNA  puro  cuando la relación 
2601280 es de 2 y la de 2601230 es  de  1.9, el resto  de la muestra  se  guarda a 4% con 
tres  gotas  de  clorofomo. 

REACTIVOS PARA OBTENER  DNA DE ESPERMATOZOIDE. 

KREBS - HEPES. 

NaClO.15 M - KC1 6 mM - KH2P04 1.5  mM - MgS04 . 7H20 1.8  mM - HEPES  (N-(2- 
Hidroxietil)  piperazina  N' - (2-  hcido etanosulfhico)) 1OMm Ph 7.4 

DTT Ditiotreitol CTAB  Cetil  trimetil  amonio. 

Tris O.1M pH8.0 SDS Lauril sulfato  de  sodio 

NaCl5 M Cloroformo - Alcoho! isoamilico9:l 

Etanol NaCl2 m 

1 O x ssc  Citrato  de sodioO.015 M - NaCl O. 15 M pH7 

Citrato  de  sodio 2.5% - Formaldehido 1% 
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O B T E N C I O N   D E   D N A D E H I G A D O   B O V I N O  
( Mannur, 1961 ) 

DESCONGELAR  NUCLEOS 
-1 

-1 

-1 

J- 

-1 

-1 

.1 

-1 

J 

-1 

-1 

J- 

CENTRIFUGAR a 3,090  XG 20 4oC 

RESUSPENDER  EN Tri~HCl0.15M - EDTA  0.015M pH 8.0 + SDS 2% 

AGlTAClON  SUAVE  DURANTE 3 0  A  TEMP.  AMBIENTE 

SUSPENSION  VISCOSA  CALENTAR 10' A  60% 

ADICIONAR NaCl5M PARA  OBTENER  UNA  CONC. FINAL 1M 

DESPROTEINIZACION 
(Repetir hasta efiminacidn interfase de proteinas) 

AGREGAR 1 vol. CLOROFORMO - ISOAMILICO 9:l 

AGlTAClON  MECANICA 15' 4'C 

CENTRIFUGAR  A 4,430 XG 1S 4oC 

EXTRAER  CAPA  SUPERIOR 

INCUBACION  CON  RNAsa 10 pglrnl durante 2 h a 37OC 

DETENER LA REACCION  ANTERIOR  AGREGANDO 
1110 vol FENOL  SATURADO  CON 1 X  SSC 

1 vol CLOROFORMOISOAMILICO S1 
I l l 0  vol ACETATO DE SOMO 3 1  pH7.0 

FASE  ACUOSA  A  VASO DE PRECIPITADOS 
-1 

-1 

-1 

-1 

J 
J- 

ADICtONAR 2 vol ETANOL  FRlO 

RECOGER  PRECIPITADO FlBRllAR CON VARILLA  DE  VIDRIO 

ENJUAGUE  ETANOL FRlO 

ENJUAGUE 1 X SSC 

DISOLVER  DNA NaCl2M 

TABLA 6 
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OBTENCION DE DNA DE  ESPERMATOZOIDE  BOVINO 
(TABLA 7) 

Se  colecta el eyaculado  de  un  Toro  Holstein  por  vagina  artificial,  se  vacía a un 
tubo  cónico  graduado  de  polipropileno y se  transporta al laboratorio  en  recipiente  de 
unicel  con  refrigerante. AI llegar al laboratorio,  se  deposita  una  gota  en  un  portaobjetos 
y se  observa al microscopio. Se decanta la fase liquida y se  resuspende el boton  en 1 
volumen  de  Krebs - Hepes,  con  ayuda  de  una  pipeta  Pasteur  cerrada y Vórtex. En una 
pipeta  de  globulos  blancos  se  coloca  muestra  hasta 0.5 y con  una  solución  de  Citrato 
de  Sodio y Formaldehído ( inmoviliza los Espermatozoides)  se  lleva el volumen a 11, se 
agita 30" en el agitador  de  pipetas y se  deposita la muestra en  la &mara  de  Neubauer, 
se cuenta  en el microscopio  con el objetivo  de 10 X. Se  ajusta  con  Krebs - Hepes a 2 x 
108  cewml 

Se  agrega el DTT en  polvo  (5mg/ml),  se coloca el tubo  en  un  agitador  de 
columpio y se  agita 30' a temperatura  ambiente, al concluir el tiempo  de  agitación  se 
agrega el CTAB  (2.5mglml) y se  repite el proceso.  Centrifugar a 1 .I 10 xg 10. El 
precipitado  se  resuspende  con  ayuda  de  un  Vórtex  en  Tris 0.1 M pH8,  se repite el 
proceso  tres  veces. 

Se  resuspende el boton  final  de  la  misma  manera,  se  agrega SDS en polvo  para 
obtener  una  concentiación  final  del 1 W ,  se  coloca la suspensi6n  en  un  agitador  de 
columpio y se  agita  15' a temperatura  ambiente,  se  mantiene la muestra a 60 OC, 
durante 10 en baiio maria y se enfría  en  hielo. 

Se agrega la cantidad  necesaria  de  una  solución 5M de  NaCI,  para  obtener  una 
concentración final de 1M de la sal, s8 desproteiniza  de la misma  manera  que para 
DNA de  Hígado.  Después  de la última  maniobra  de  desproteinización,  la  fase liquida se 
deposita en un  vaso  de  precipitados,  se  agrega  etanol  frío,  de  manera  muy  suave 
dejándolo  deslizar  por las paredes  mientras  se  agita  lentamente. El DNA  que  se 
precipita  en  forma fibrilar se  enrolla  en  una  pipeta  Pasteur,  con el extremo  cerrado,  de 
manera  lenta y cuidadosa. Se enjuaga con etanol frío, 1 x ssc y se  deposita en 2 ml  de 
NaCl2M, se agita  suavemente en  el cuarto frío con  un  agitador  magnetico,  hasta  que 
se  disuelve  por  completo. 

Se realiza un espectro  de igual manera  que  para  DNA  de Higado y se  guarda a 
4OC, agregOndole  tres  gotas  de  cloroformo  como  preservador. 
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I OBTENCION DE DNA DE ESPERMATOZOIDE  BOVINO 
(Hemlndez-Wrez y col, 1978) 

EYACULADO  DE  BOVINO 
OBSERVACION  MICROSCOPICA 

-1 
-1 

-1 

L 
-1 
-1 
.1 
.1 

.1 
-1 
-1 

& 

-1 

-1 
-1 
-1 

-1 

CENTRIFUGAR a 1, I 1 O XG 15' 

LAVAR  LOS  ESPERMATOZOIDES 3 VECES  POR  CENTRIFUGACION 
UTILIZANDO  COMO  DILUYENTE  KREBS - HEPES 

AJUSTAR A 2 x 108 WI m1 

AGREGAR  DTT (bmg/ml) E INCUBAR 30' TEMP.  AMBIENTE  CON  AGITACION 

AGREGAR  CTAB  (2.5 mg/ml) E INCUBAR 30' TEMP.  AMBIENTE  CON  AGlTAClON 

CENTRIFUGARA 1,IlOXG IO' 

AGREGAR  AL  PRECIPITADO I vol. Tris 0.1 M pH 8 

PRECIPITADO + I vol Tris 0.1 M pH 8 + SDS 1% 
AGlTAClON 15' A  TEMP.  AMBIENTE 

CALENTAR 10 A  6OoC 

ENFRIAR  EN  HIELO 

NaCl5 M A  CONC.  FINAL 1 M 

DESPROTEINIZACION 
(Hasta  eliminaaon  interfase  de  proteínas) 

RECUPERAR DNA 
(Como en  el caso de DNA de  Higado) 

FASE  ACUOSA + 2 vol ETANOL  FRlO 

GIRO  SUAVE  CON  VARILLA DE VIDRIO 

ENJUAGUE  CON 1 X SSC 

DISOLVER  EN NaCl2M 

I 
TABLA 7 
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REACTIVOS PARA EXTRACCION DE CROMATINA. 

EDTA 0.025 M 

NaHC03 0.05 M 

AGUA  ESTERIL 

NaClO.075 M, pH 8 

NaClO.10 M, pH8 

OBTENCION DE CROMATINA 
(Tabla 8) 

Se  sacan los núcleos  del  Revco y se  descongelan a temperatura  ambiente. La 
suspension  nuclear  se  centrifuga a 3,090  xg  durante  30' a 4OC y el precipitado  que 
contiene los núcleos se resuspende  en  suficiente  colurnen de amortiguador EDTA 
0.025M - NaCl0.075M, pH 8 para  obtener  una  concentración  de  1 x lo5 núcleos/  ml.  Se 
ponen 10 m1 de la suspensión  en un vaso de precipitados,  se  agitan  durante  30' en el 
cuarto frío y se  recuperan  nuevamente por centrifugación a 3,090  xg 3 0  a 4 OC. Este 
proceso  se repite una  vez  más. 

Se resuspende el boton en NaHC03 0.05M NaCl 0.10M pH 8,  se  agita y 
centrifuga  de  la  misma  manera  antes  descrita.  Se  resuspende en 2 ml, de agua estéril y 
se  homogeniza  utilizando un Potter-Elvehjem de vidrio  con  émbolo de teflon. El 
homogenizado  se  centrifuga a 9,990  xg  durante 30 a 4%.  Se decanta la fase líquida en 
un  tubo  estéril, el boton  se  resuspende  en 2 ml, de  agua estéril y se  rehomogeniza 
ligeramente de la  misma  manera. 

Se  realiza  un  espectro,  de igual manera  que  para el DNA de  Hígado de bovino, 
la relación 2601280  deberá  ser  igual a 1.7 y la relacion 2601230 a 1.3, lo que  indica  que 
tenemos  cromatina  con  una  pureza  adecuada. 
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OBTENCION  DE  CROMATINA  A  PARTIR  DE  NUCLEOS 
DE HIGADO  BOVINO 

( Commerford y col., 1963 ) 

DESCONGELAR  NUCLEOS 
-1 

-1 

-1 

-1 

-1 

-1 

-1 

-1 

L 
-1 

-1 

L 

CENTRIFUGAR dos veces a 3,090 xg 20' a 4Oc 

RESUSPENDER  EDTA 0.025 M - NaClO.075 M pH 8 

AGITAR  30'  CON  MAGNETO 

CENTRIFUGAR dos veces a 3,090 xg 20' a 4OC 

RESUSPENDER NaHC03 0.05 M NaClO.10 M pH8 

AGITAR  30'  CON  MAGNETO 

CENTRIFUGAR dos veces a 3,090 xg 20' a 4OC 

RESUSPENDER EN  AGUA  ESTERIL 

HOMOGENIZAR 2' 

CENTRIFUGAR a 9,990 xg 30' a 4OC 

RESUSPENDER EL BOTON  CON  HOMOGENIZACION 
EN  AGUA  ESTERIL 

GUARDAR  EN  REFRIGERACION 
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REACTIVOS PARA REASOCIACION. 

AMORTIGUADOR  DE  REASOCIACION. 1 X EDTA 1 mM - Azida  de  sodio  0.2% - 
Nonident P-40 0.1% - Tris  10  mM pH 7.4 

SOLUCIONES  DE  CLORURO  DE  SODIO 
NaCl2 M NaCl 1.5 M NaCl 1 M NaC10.75 M NaC10.5 M 

Estas  soluciones  de  Cloruro  de  sodio se prepararon en amortiguador  de 
reasociación. 

DESOXIRRIBONUCLEASA (Sigma  Chemical  Co.  No.  Cat. d 4263) De Páncreas de 
Bovino  2,000  Unidades  Kunitz,  40,000  unidades I mg.  Se pesa  1  mg.,  de  DNAsa I 
(2,500  unidades),  se  disuelve en amortiguador de digestión y se”afora a 10 ml, esta 
solución se  separó en alícuotas  que  se  mantuvieron en congelación a -2OOC hasta su 
uso. 

NUCLEASA  MICROCOCCICA (Sigma  Chemical  Co. No. Cat.  N-5386).  De 
Sta~hvlococcus aureus 88  unidades I mg  de  st5lido. 135 unidades / mg de  proteína.  La 
solución  se  prepart5  adicionando  agua estéril de tal manera que la concentración final 
fuera  de  1  unidad I PI,  se  hicieron  alícuotas y se guardaron a 4OC, hasta su uso. 

AMORTIGUADOR  DE  DIGESTION 2 X 

Para  DNAsa I: Tris - HCI  80 mM - MnC12 .4H@ - CaC12 4mM pH 7.5 

Para  Nucleasa  Micrococcica: Tris - HCI  IOmM - CaC12 10mM pH 8.8 

EDTA 0.1 M y 0.5 M, pH 8 

TBE 5X: Tris base 54 g - Acido  Bónco  27.5 g - EDTA 0.5M pH 8 20 ml 

AMORTIGUADOR  DE  CARGA: Azul de bromofenol  2.5  rng - Glicerol 1 rnl - Xilen 
cyano1 2.5 mg. Aforar a 10 ml 

AGAROSA AI 2% en TBE 0.5X 

MARCADOR  DE PESO MOLECULAR DNA Ladder 100 bp.  (Gibco  BRL  No. 
Cat. 15628-01 9) 
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Se toman 5 pg (5pl), con  una  punta estkril y se vacían a un microtubo  ependorf  estéril, 
se le agregan 95 pl de Amortiguador  de  carga,  se  hacen  alicuotas y se  guardan en 
refrigeración hasta  su  uso. 

SACAROSA  LIBRE DE RNAsas Y DNAsas (Sigma  Chemical  Co.  No.  Cat.  S-0389). 
Soluciones al 5% y al 24.6 % Preparadas  en  Amortiguador  de  reasociación. 

RESOCIACION 
(Tabla 9) 

Se  colocan en un cassette  de  dialisis,  con  una  jeringa y una  aguja de 18 x 16, 
500 pi de DNA y 500 pl de Histonas.  Las  concentraciones  utilizadas  deben  ser  iguales a 
la relación que existe normalmente  en  una  muestra  de  cromatina. 

El cassette  con la muestra se coloca en un  flotador y se deposita en un vaso  de 
precipitados  que  contiene 300 ml de la solución inicial de  NaCI,  se coloca un magneto, 
se  tapa  con  parafilm y se pone en agitación en el cuarto  frío.  Después  de 4 horas  de 
diálisis,  se  vacía la soluci6n y se colocan 300 ml de la siguiente  solucibn. El proceso re 
repite  de  la  misma  manera  hasta  concluir  todas  las  diálisis. 

AI  concluir  con  la  última  diálisis, la muestra  se  extrae del cassette  con  la  misma 
jeringa y aguja  con  las  que  se  introdujo y se  coloca en un tubo  Ependorf  estéril.  La 
muestra se divide en  tres  alicuotas. 

Una de las  alícuotas se utiliza para la digestión  con  DNAsa 1 y otra  para la 
digestión  con  Nucleasa  Micrococcica, a cada  alícuota  se le adiciona un volumen igual 
de amortiguador  de  digestión 2 x, de  acuerdo  con la enzima  con la que  se  va a digerir. 

Para  DNAsa I Se  emplea 1 unidad  de  la  enzima  para  2pg  de  DNA.  La  actividad 
enzimática se permite  durante 30  a 4%.  La  digestión  se  detiene  mediante  la  adición  de 
EDTA  20  mM. 

Para  N.  Micrococcica  se  emplean 2.5 unidades  para  132 pg de  DNA incubando 
a 4OC durante  30'.  La reacción se  detiene  con  EDTA  20mM. 

AI concluir  las  digestiones,  las  muestras  se  concentraron,  hasta  obtener un 
volumen  que  permitiera  tener  una  concentración  adecuada  para  la electroforesis. 
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REASOClAClON  DE  NUCLEOSOMAS 
(Tatchel  and Van Holde, 1977) 

DNA  DE  ALTO PESO  MOLECULAR HISTONAS 
EXTRAIDO  DE  HIGADO  DE  BOVINO DE TIMO  DE  TERNERA 
EXTRAIDO DE ESPERMATOZOIDE OBTENIDAS  COMERCIALMENTE 

Y IL 
RELACION 1: 1 

-1 

J 
-1 
-1 
-1 

J 
J 

CON  AGlTAClON  EN EL CUARTO FRlO 
DIALIZAR LA  MUESTRA  CONTRA 

vs NaCl 1.5 M. 4 hrs. 

vs NaCl 1 .O M, 4 hrs. 

vs NaC10.75 M. 4 hrs. 

vs NaC10.5 M, 4 hrs. 

vs AMORTIGUADOR  DE  REASOCIACION dos veces, 4 hrs. 

MUESTRA REASOCIADA 

TABLA 9 A  

SIN DIGERIR  DIGERIR 

J, J, 

J, 
DNAsal N.  MICROCOCCICA 

Y LL 

GRADIENTE  ISOCINETICO  ELECTROFORESIS  EN  AGAROSA 2% 

TABLA 9 B  
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ELECTROFORESIS 
(Fletcher y col.,  1994) 

Se  prepara  agarosa 2 OYó en amortiguador TBE 0.5x, cuando  llega a una 
temperatura de 55OC, se  vacía a la dmara. Una  vez que  ha  solidificado,  se  coloca el 
amortiguador,  hasta  que  cubra el gel perfectamente,  se retira el peine. 

A las  muestras se  les  adicionan  algunos  microlitros  de  amortiguador  de  carga 
con  bromuro  de  etidio y se depositan  con  ayuda  de  una  pipeta  automática en el gel. Se 
corre  durante 16 horas a 5 mA. AI concluir  la  corrida,  se  observa el gel en un  analizador 
de  Imágenes y se le toma  una  impresión. 

Después  se  tiñe el gel  con  solución  para  teñir  protreínas,  durante 30  y se 
destiñe  durante  aproximadamente 4 horas.  Se le toma  una  fotografía.  Para  comparar  la 
ubicación del DNA  con  la  de  las  proteínas. 

GRADIENTE  ISOCINETICO 
(Mc Carty Jr y col., 1974) 
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En  la  cámara  de  mezclado se colocan 6 m1 de sacarosa al 5% y se agita  con  un 
magneto,  es  conveniente  poner  una  marca del nivel.  En  la  bureta  se  colocan 20 m1 de 
sacarosa 24.6%.  Se  cierra la &mara,  se  hecha a andar el agitador,  se  inyecta  aire 
hasta  que  la  sacarosa  llega a la última  curva  de  salida  hacia el tubo de centrífuga,  se 
deja  de inyectar aire y se  abre la bureta,  una  vez  que  han  bajado 5 m1 de la bureta se 
cierra y se extrae cuidadosamente la pipeta  Pasteur  de  éI  tubo  de centrifuga que 
contiene el gradiente  formado. 

Con  una  pipeta  automática y extremo  cuidado  se estratifica la  muestra  sobre el 
gradiente,  centrifugando  40' a 35,000  rpm  en  un rotor sw-65,  realizando tres corridas. 

a).- Muestras  sin  digerir:  Cromatina,  Reasociado  de  Hígado y Reasociado  de 
Espermatozoide. 

b).- Muestras  digeridas  con  DNAsa I, en el orden  anterior. 

c).- Muestras  digeridas  con  Nucleasa  Micrococcica,  en el orden  anterior. 

Al  concluir la centrifugación  los  gradientes  se  perforaron por la parte inferior y se 
colectaron  fracciones  de 500~1. 

Cada fraccion se  leyó a 280, 260 y 230  nm  para  localizar  la fracción donde 
quedaron  los  mononucleosomas y sus  oligómeros. 
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R E S U L T A D O S  

DNA  HIGADO DE  RATA 

0.17 

S 
O 

.U 
Z 

m 
O 
v) m 

a 

a 
0.09 

230 260 2I10 

DENSIDAD OPTICA (nm) 

Fig. 4 Espectro  de  absorción  de DNA de  Hígado  de Rata, extraido  por  el  Método  de 
Marmur,  1961.  Representativo  de 3 experimentos.  Relaciones.260/280 = 2.02, 
260/230= 2.01. 

48 



U.5 DNA I-llGAD0 BOVINO 
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DENSIDAD OPrlCA [ m )  

Fig. 5 Espectro  de  absorción  de DNA de  Hígado  Bovino,  extraido  por  el  Mbtodo  de 
Marmur, 1961. Representativo  de 13 experimentos.  Relaciones: 260/280= 1.98 
260/230=  2.08. 
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DNA UE ESPEnMATOZOlDE 
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Fig. 6 Espectro de  absorcion  de DNA espermático,  extraído  por el método  de 
Hernández-Pérez y col., 1978. representativo  de 7 experimentos.  Relaciones 260/280= 
2.0  260/230= 2.50 
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0.6 

0.67 

CROMATINA  DE  I-IIGADO  DE RATA 

I t 

230 260 

DENSIDAD OPTICA (nm) 

Fig. 7 Espectro de absorción de Cromatina de Rata extraida por el Método de 
Marushige y Bonner, 1966.  Representativo de 10 experimentos. Relaciones: 260/280= 
1.72 260/230=1.20 
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CROMATINA  BOVINA 

200 260 
DENSIDAD  OFWCA (nm) 
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PROMEDIOS Y DESVlAClON ESTANDAR 

MUESTRA 260 I 230 260 I 280 No. de 

DNA  Hígado  de  Rata 3 

2.22 k 0.25 1.88 +_ 0.07 7 DNA  de  Espermatozoide 
2.22 k 0.23 1.96 2 0.12 13 DNA  Hígado  de  Bovino 
1.97 +_ 0.25 1.84 k 0.18 

muestras 

Tabla 3 Medias y desviaciones  estándar  de  las  muestras  de  DNA. 

I MUESTRA I No. de I 2601280 I 2601230 i 
muestras 

Cromatina  Hígado  de  Rata 
1 3 1  +o07 i 68 i 0 07 6 Cromatina Híaado Bovino 
1.15 f. 0.04 1.65 +_ 0.06 10 

Tabla 4 Medias y desviaciones  estlndar  de  las  muestras  de  cromatina. 
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Fig. 9 electroforésis  en  Agarosa 1.2% de los productos  de  digestión  de  núcleos  de 
Hígado  Bovino  con 40u de  DNAsal, 30' a 37OC. 

I No. de I Tiempo  de  Digestión 3 
Carril 

1 
30" 2 

1' 30" 

1 ' 30"Control  sin  enzima 
DNA  Ladder 100 bp 

I No. de I Tiempo  de  Digestión I 
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Fig. I O  Electroforbsis  en Agarosa 1.2% de los productos  de Reasociación de DNA de 
Hígado Bovino con Histonas comerciales, con 24 u de DNAsa I 2' 37OC. 

No. de Carril Muestra 
Digerida 

Sin  digerir 
DNA Ladder 100 bp 

4 Sin  diaerir 
5 Digerida 
6 

Diaerida 7 
Ladder 100 bp 
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Fig.11 Electroforbsis  en  Agarosa 1.2% de los productos  de  digestidn  de la reasociaci6n  de  DNA 
de  Hígado  Bovino  con  Histonas  Comerciales.  Digesti6n  con  7u  de  DNAsal 30" a 37OC. 

1 No. de I Muestra I 
carril 

Crornatina  sin  digerir 

Reasociación sin digerir 
4 Reasociacibn  diaerida 

I 
~~ ~ ~ " 

5 I DNA Ladder 100 bp 

No. de  Muestra 
Carril I 

Reasociación  sin diaerir 

I 9 I Reasociación  digerida 
10 I DNA Ladder 100 bp 
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4 

Fig.  12  Electroforésis en Agarosa 2% de los productos  de  digestion de  DNA  de Hígado 
ovino y DNA  de espermatozoide  Bovino  reasociados  con  Histonas  comerciales. 
Digestión  con  DNAsal 30’ 4OC. Con  Nucleasa  Micrococcica 30’ 4OC. 

No. de Muestra 
Carril 

~~ 

1 5  I DNA Híaado  N.M. I ~ I- 

I 
No. de 
Carril 

Muestra 

7 

Cromatina  sin  digerir  11 
DNA  epz  sin  digerir 10 

DNA Hígado sin digerir 9 
DNA Ladder  100 bp 8 

Cromatina  N.M. 

1 6  Dna  epz  N.M. I 
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Fig.  13  Electroforésis en Agarosa 2% de los productos  de  digestión  de DNA  de Hígado 
bovino y DNA, de  espermatozoide  Bovino  reasociados  con  Histonas  comerciales. 
Digestión  con  DNAsal 30’ 4OC. Con  Nucleasa  Micrococcica  30’ 4OC. TlNClON PARA 
PROTEINAS. 

No. de 
Carril Carril 

Muestra No. de Muestra 

1 Cromatina N.M. 7 DNA Hígado  DNAsal 
2 

Cromatina sin digerir 11 DNA Hígado N.M. 5 
DNA  epz  sin  digerir 10 DNA Ladder 100 bp 4 

DNA Higado  sin digerir 9 Cromatina  DNAsal 3 
DNA Ladder 100 bp 8 Dna  epz  DNAsa I 

6 Dna  epz  N.M. 



DIGERIDOS  CON DNAsa I 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0  

No. DE FRACCION 

OHIGADO OESPERMATOZOIDE WXOMATINA 

GRAFICA 1 Gradiente  isocin6tico de DNA de Hígado y Espermatozoide  Bovinos 
reasociados  con  Histonas  comerciales y Cromatlna  como - control 

DIGERIDOS  CON  NUCLEASA M. 

I 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0  

No. DE FRACCION. 

OHIGADO BESPERMATOZOIDE 

GRAFICA 2 Gradiente  isocin6tico  de  DNA  de Hígado y Espermatozoide Bovinos, 
reasociados con Histonas  comerciales. 
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R E S U L T A D O S  

Para la obtención de cromatina  de  Rata  se  empleó el método  de  Marushige y 

Bonner,  1966, al que  se  debió  adicionar triton X-100, para  lograr  obtener las relaciones 

que  estos  autores reportan para  la  cromatina,  que  son 2601280 = 1.7 y 260/230=1.3.  en 
nuestras  manos la relación  260/280  fué  de  1.65 f 0.06,  coincidiendo  con  la de los 

autores,  sin  embargo la relación  260/230  fué  de  1 . I5  i 0.04 

Para  la  obtención  de  la  cromatina  de  Higado  bovino, no fue posible utilizar el 

método  de  homogenización  utilizando un homogenizador vidrio-teflón, por lo que se 

recurrió a picar  la  muestra  finamente  con  una  hoja de bisturi y posteriormente 

homogenizar  en un polytron. La fracción  nuclear  se  obtuvo  mediante  la utilización del 

método  propuesto por Matzluff y Huang (1987). Para  la  obtención  de la cromatina  se 

utilizó el método de Marushige y Bonner  (1966)  modificado,  requiriéndose repetir tres 

veces  la  homogenización,  agitación y centrifugación  finales y el método  de 

Commernford y col,  (1963)  también  modificado,  sustituyendo la centrifugación por 

elutriación por centrifugación  normal.  recuperándose la cromatina en  el precipitado. La 

cromatina  asi  obtenida  proporcionó un espectro  de  absorción  que  coincide  con el que 

reportan Marushige y Bonner:  2601280 = 1.68 & 0.07 y 2601230 = 1.31 k 0.07. 

Marmur en 1961,  reporta  que  un  valor de aproximadamente 2 para la relación 

260/230,  en el espectro  ultravioleta de una  muestra  de DNA, debe  ser  considerada 

como  un  indicativo  de  la  adecuada  pureza  de  la  muestra,  considerando este dato, 

encontramos  que  para el DNA obtenido de Higado de  Rata, por este  método,  dicha 
relación  fué  de  1.97 f 0.25, para DNA de  Higado  Bovino  2.22 f 0.23 y para DNA de 

espermatozoide  de  2.22 i 0.25. 

Para el caso de los gradientes  isocinéticos, la cromatina  presento el problema 

de  que su estado  es  muy  viscoso y se  deposita  por  completo en el  fondo'del gradiente 

lo que dificulto la perforación y el goteo  del  mismo,  por  esta  razón  los  resultados  se 

deben  considerar  poco  adecuados y no  serán  considerados. 

En los experimentos  de  centrifugación  isocinética  después  de  la  reasociación  de 

los  dos  tipos  de DNA con  histonas  obtenidas de manera  comercial  se  obtuvieron  los 

siguientes  resultados, la muestra  de  nucleosomas reconstiuidos con DNA de  Hígado y 
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digerida  con  DNAsa I, muestra un claro  fraccionamiento, ya  que  la concentración  se 

desplaza  claramente a las  últimas  fracciones (Gráfical). En el caso del espermatozoide, 

el desplazamiento es claro  hacia la fracción 10 indicando  digestión de la muestra,  Sin 

embargo,  es  necesario  mencionar  que el patrón  isocinético  es  consistentemente 

diferente  cuando  se utilizan nucleosomas  reconstituídos  con DNA  de espermatozoide. 

En lo que  respecta a la digestón  con  Nucleasa  Microcóccica,  en el Hígado la muestra 

queda  totalmente  concentrada en la  fracción  novena  después  de  la  digestión,  indicando 

que  toda  la  muestra  fué  digerida  generando  productos  del  mismo  tamaño, sin embargo, 

para el caso del espermatozoide la muestra fué digerida,  dando  productos  de  dos 

tamaños  (Gráfica  2). 

Los resultados  de  las  electroforésis,  nos  muestran  que  para el primer 

experimento  de  reasociación los productos  de  la  digestión  muestran  tamaños entre los 
2,072 bp y los 1,500  bp.  En el segundo  experimento, los tamaiios de los productos  van 

desde los 2,072  bp,  hasta  aproximadamente  los  200 bp.  Para el tercer experimento el 

DNA  de Hígado y espermatozoide  digeridos  con DNAsal muestran  tamaños de los 

2,072  bp,  hasta  aproximadamente  200 bp, los digeridos  con  Nucleasa  Micrococcica 

aparentemente  presentan  tamaños  de  entre 600 bp y 200 bp, las muestras  sin digerir 

presentan  tamaños muy  por  arriba  de los 2,072  bp. 

AI compara  la  figura  12,  que  presenta  tinción corn bromuro  de  etidio  (para  DNA), 

con  la  figura  13  que  es  el  mismo  gel  de  la  figura  12  pero  teñido  para  proteínas,  vemos 

claramente  que las dos  tinciones  se  sobreponen lo que  nos indica por un lado  que la 

reasociación se  llevo a cabo lo que  coincide  con lo reportado  por  Fletcher y col, (1994). 

Los resultados  de los experimentos  utilizando  electroforesis  nos  indican  que  ambos 

tipos  de  DNA  tanto el somático  como el espermático  al  parecer  se  reasocian con las 

histonas  obtenidas  comercialmente  de  una  manera  similar.  aunado a esto,  apesar  de 

una  diferencia  en la proporción  de  bandas  formadas, los patrones  de  digestión  nos 

permiten  suponer  que  la  reasociación  fué  de  tipo  nucleosomal. 
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D I S C U S I O N  

La cromatina, el material genético  de los eucariontes,  constituye un ensamble 

molecular  dinAmico  que  cambia  su  composición y conformación,  para  ser  empleada en 

diferentes  estados  de  la  actividad  génica  como  la  transcripción y la replicación.  La 

evidencia actual sugiere  que la conducta  dinámica  de  la  cromatina tiene un importante 

papel  funcional en la  modulación  de la actividad  fisiológica de la  celula  dependiente  de 

la información  genetica.  Esta  capacidad  de  cambio  depende en gran medida  de las 

propiedades  intrínsecas del arreglo  estructural  de la cromatina en las  células soháticas, 

considerándose  que el arreglo  nucleosomal  proporciona  todas las características de 

rearreglo dinámico  para  asegurar  un  funcionamiento  celular  normal  (Hansen y Wolffe, 

1  992). 

La  cromatina  somática ha  sido  estudiada, a través  de  métodos  tales  como 

microscopía  electrónica,  difracción de rayos x, dicroismo  circular, criofractura, así  como 

con el empleo  de  métodos  moleculares y bioquímicos, entre estos últimos la 

descondensación de la cromatina  ha  permitido  demostrar  que  las  interacciones 

termodinámicas entre el DNA y las proteínas,  debidas al contenido de residuos i6nicos 

tanto del DNA  como  de  las  histonas,  son  grandemente  influenciadas  por  otros  iones 

presentes en el medio  (cationes y aniones)  (Shiffman y col., 1978). La adición de 

contraiones  causa la desionización parcial de la cromatina y del DNA,  ocacionando  una 

aparente  reducción  de la viscocidad y un significativo  incremento en el coeficiente de 

sedimentación. La unión de cationes  Na+ o Mg++, tanto al DNA libre como al DNA 
unido a histonas es tan fuerte que  es  capaz  de  inducir  cambios en la estructura  de  la 

cromatina, así mismo  se  sabe  que la cromatina se hace  insoluble  en  NaCl 0.1M y en 
presencia  de MgC12 3 - 4 mM (Li. 1975). La  cromatina en una  solución de cloruro de 

sodio 0.6 M, consiste de nucleosomas  cada  uno  de  los  cuales  contiene  alrededor de 

140 pares de  bases y un DNA  espaciador de 60 pares de bases, en los que H i  y las 

proteínas no histónicas  se  pierden  (Staynov, 1976). 

El conocimiento y comprensión  de la estructura  nucleosomal  ha  permitido, 

acceder a los niveles  superiores  de  empaquetamiento  de las células  somáticas y 

comprender el mecanismo de estructuración  molecular,  lanzando a los investigadores 

en la  busqueda  de la comprensión  de la influencia y participación o regulación  de los 
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procesos  nucleares en la  conformación de la cromatina o de  ésta en ellos. Sin embargo 

en esta busqueda  la  cromatina del espermatozoide  representa un caso Único. 

Uno  de los problemas  más  importantes en la  biología  de  la  reproducción  de los 

organismos  superiores,  se refiere a la falta  de  información  sobre  la  manera  como  son 

estructurados el núcleo y la  cromatina del espermatozoide. La espermatogénesis es un 

proceso  morfogénico  complicado  durante el cual  la  espermátide, a través  de  una  serie 

intrincada  de  modificaciones  morfo-bioquímicas,  da  origen  al  espermatozoide.  Entre 

estos  cambios  destacan  las  modificaciones que experimenta el núcleo, el cuál  de 

esférico  se  transforma en un  cuerpo  pequeño,  aplanado  con  una  forma  más o menos 

característica de  cada  especie.  De  la  misma  manera, el complejo  funcional  orgánico 

donde  reside  la  información  genética de la célula,  cambia  su  estructura  química,  de 

modo  que  las  proteínas  histónicas  de  la  célula  son  sustituidas  por  una  nueva  clase  de 

proteínas  básicas  ricas en arginina y cisteína,  que  son  características  de  las  células 

germinates  masculinas,  las  protaminas,  más  tarde  durante la espermiogénesis,  la 

cromatina lleva a cabo  una  reorganización y condensación,  que la deja  incapaz  de 

sintetiza RNA o DNA y sorprendentemente  resistente a la digestión  enzimática. 

Tomando  como  sustento la evidencia de que  existen  diferencias  importantes 

entre la composición del DNA obtenido de cklulas somaticas y el DNA obtenido del 

espermatozoide  (Tabla 2), y el hecho  de  que a pesar de realizar  una  búsqueda 

bibliográfica exhaustiva,  nos fué imposible  encontrar  un  experimento en el que  se  haya 

tratado de realizar la reasociación  de DNA espermático  con  histonas  somáticas, 

decidimos  presentar la hipótesis  de  que  la  interacción  de  estos  dos  tipos  de  DNA  con 

histonas  obtenidas de un tejido  som&tico,  debería  realizarse  siguiendo  una  cinética 

diferente y tal vez  proporcionando  como  resultado final una estructuración no 

nucleosomal, o bien una  estructura  nucleosomal  con  proporciones  diferentes entre sus 

contstituyentes. lo que nos  impide  tener  un  punto de comparación.  Para  rechazar, o 
comprobar  esta  hipótesis  decidimos  proceder a experimentos de reconstitución de 

nucleosomas  (DNA  de  Hígado + Histonas y DNA  de Espermatozoide + Histonas), en 

un sistema de diálisis  continua tal como  quedo  definido un poco  más  adelante. 

Varios  estudios  bioquímicos  han  sido  dirigidos a estudiar las condiciones en las 
cuales es posible  inducir, a partir de sus  componentes, el reensamble de la estructura 

nucleosomal. Estos experimentos  de  reasociación in vitro de nucleosomas,  han 
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permitido  proponer  que el proceso  de  reensamble del DNA con  las  histonas,  se  puede 

realizar  tanto por un proceso  pasivo  como  por un proceso  activo,  requiriendose en 

ambos  casos  la  presencia  de  Mg++. 

Uno  de los sistemas  más  empleados  para  la  reconstitución  de los nucleosomas 

consiste en la  mezcla  de  concentraciones  adecuadas  de  todas  las  histonas  que  forma 

el corazón del nucleososrna  (H2a,  H2b,  H3 y H4),  con  DNA  de  alto  peso  molecular, 

disueltos  originalmente  en  una  solución  de  NaCl 2M,  seguido por  la  disminución 

secuencia1  de esta  alta  concentración  salina  por  medio  de diálisis sucesivas  en 

amortiguador  de  baja  fuerza  iónica,  durante  un  periódo  de  24  hrs.  En  estas  condiciones 

se  ha  visto  que  la  re-estructuración  del  nucleosoma  puede  seguirse  en  forma  gradual. 

Io .  Inicialmente.  cuando la concentración  de  NaCl  disminuye  hasta ser lM, se 
forman los tetrámeros  (H3 + H4)2. 

20. A una  coincentración  de  cloruro de sodio  de 0.8M, ya  se han  empezado a 

formar  una  parte de los complejos de H2a + H2b,  con  los  tetrámeros  (H3 
+ H4)2,  finalmente 

30. A fuerzas  iónicas  inferiores a 1  mM  de  cloruro  de  sodio, la reconstitución de 

la  cromatina  se  concluye  con la formación  de  oligonucleosomas  en la 

clásica  estrucura de "cuentas en una  cuerda". 

Con  estos  experimentos  se ha podido  concluir  que las histonas en solución 

tienden a formar  subunidades,  con  una  estructura  secundaria  estable y forman el 

soporte  adecuado  para  que el DNA  se  arrolle sobre  ellas tan bien como en la cromatina 

nativa. Las  interacciones  Histona-histonas,  entre  las  histonas  H2a y H2b,  entre  (H2a + 
H2b) y (H3 + H4)2 o entre H I  ( H2a + H2b + H3 + H4),  son  muy importantes durante  la 

constitución, o la reconstitución, de los nucleosomas, así como  para  la  adquisición  de 

estrucutras  mucho  más  complejas  que  explican  como  se  hace  la  determinación  de  la 

conformación del complejo  DNA-histonas, tal como  se  halla  presente durante el 

funcionamiento  genómico  de la estructura  celular  (Leffak y Jeili, 1977). 

Los valores de la  relación 2601230,  en el espectro ultravioleta de  nuestras 

preparaciones de DNA,  oscilaron entre 1.97 para el DNA somático  de  Rata y 2.22  para 
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los DNA obtenidos de Hígado de Bovino y de Espermatozoides de Toro, estos valores 

están de acuerdo con los propuestos  por  Marmur (1961) y coinciden con los reportados 

por Hernández-Pérez y Rosado  en 1988. Estos resultados nos permiten  afirmar que las 

muestras de DNA con las que se trabajo  tuvieron  una pureza adecuada. 

Para la obtención de la  cromatina de Higado Bovino, nos enfrentamos  a  varios 

problemas, que  contrastaron con la  facilidad con que se logró  obtener  cromatina  murina 

de buena calidad. Primeramente  el Hígado Bovino es de consistencia más sólida que el 

de Rata y tiene una estructura  considerablemente más fibrosa. A pesar de que se 

dedicó un esfuerzo considerable para retirar  las capas de peritoneo  que  revisten  al 

órgano, la decisión de realizar una buena homogeinización del tejido,  utilizando  un 

homogenizador vidrio-teflón,  fué  prácticamente  imposible de realizar, por lo que se 

recurrió  a  picar  la  muestra  finamente con una hoja de bisturí  y  posteriormente 

homogenizar en un  polytron. Esta operación nos proporcionó  un  tejido adecuadamente 

homogeneizado, pero  llevando la posibilidad de producir  ruptura de los núcleos y 

disrupción del DNA por  la  violencia  del  método  utilizado. 

La segunda dificultad  fue  la  obtención de los núcleos de hígado de bovino, ya 

que el descenso de la fracción nuclear a  través  del  gradiente de sacarosa  era 

incompleto  por Io que se cambio de metodología, empleándose para este fin la de 

Marzluff  y Huang, 1987, lo cual  permitió,  obtener una mayor  cantidad de núcleos. El 

método de Marushige y Bonner (1966), que se utilizó para aislar  la  cromatina debió ser 

profundamente modificado, requiriéndose  repetir  tres veces la homogenización, 

agitación y centrífugación finales, siempre  y cuando se hicieran  las homogenizaciones 

en el polytron, lo que ocasiona por  un  lado que la cromatina se rompa  y  por  otro  que se 

alarge  el proceso grandemente, lo que  dificulta la conservación de la cromatina. 

Después  de probar  algunos  otros  métodos para la obtención de cromatina se 

decidió estudiar la metodología reportada  por Commernford y col, 1963. que esta 

diseiiada para 500 gr de muestra, por lo cual el procedimiento debió ser escalado para 

utilizarse con nuestras muestras que  fueron de 5 gr. Este método emplea centrifugación 

por  elutriación. que en nuestro caso fue  sustituida por centrifugación normal, 

recuperándose la cromatina en el  precipitado. La cromatina, resuspendida por 

homogenización en vidrio-teflón,  proporcionó  un espectro de absorción que coincide 

con el que reportan Marushige y Bonner. 
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AI comparar nuestros  resultados de reasociación con los de los autores 

que han realizado reasociaciones de DNA somático con histonas, encontramos que el 

patrón  electroforético es más o menos similar,  sin embargo, en los casos  en que se 

utilizó DNA obtenido de espermatozoides no  fué  posible  obtener  patrones  tan claros 

como los reportados en la literatura con nucleosomas obtenidos con DNA somático. 

Para tratar de lograr una mejora en nuestros  patrones  electroforéticos, se decidió hacer 

un estudio más profundo de la  cinética de digestión y la  utilización de Agarosa de gran 

pureza, grado biología molecular. Aunque los resultados  no  fueron  totalmente 

concluyentes, debemos aceptar  que  el  patrón de reasociación parece ser semejante 

cuando se utilizan los dos diferentes  tipos  de DNA, sin  embargo consideramos que los 

datos  obtenidos en nuestros  experimentos de digestión y separación electroforética de 

los productos, no nos permiten descartar nuestra  hipótesis de manera clara. 

En lo que respecta a los gradientes isocinéticos, aunque debemos reconocer 

que se encontraron grandes dificultades en su realización, los resultados obtenidos 

indicaron  consistentemente  que  el  patrón de distribución de los productos de la 

digestión producida tanto con DNAsa I como con nucleasa microcóccica, es diferente 

para las estructuras producidas por  la reasociación de los dos diferentes  tipos de DNA 

con las histonas. Es posible proponer  que  aunque  el DNA espermático se asocia con 

las histonas somáticas para formar  estructuras  semejantes  a nucleosomas, la 

composición relativa de estos "nucleosomas germinales" es diferente  a  la propuesta 

para los nucleosomas de células somáticas 
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C O N C L U S I O N E S  

El conocimiento de las característica físicas y químicas de las proteínas 

nucleares, tanto  histonas  como  protaminas es sólido, sin  embargo  la  forma en que 

estas se unen  al DNA para dar  lugar  a  la  estructuración y empaqtietamiento de la 

cromatina  del espermatozoide, no se conoce con exactitud. El mecanismo que  le da a 

la  cromatina espermática su alto  grado de compactación es todavía motivo  de 

especulación y es, en la  actualidad,  motivo de un  extenso  número de investigaciones. 

La comprensión acerca de los mecanismos de empaquetamiento de la 

cromatina del espermatozoide, permitirán  al ser elucidados no solo el  mejor 

conocimiento de esta célula  por demás importante,  sino  también la solución a  algunos 

problemas de infertilidad que han sido  reportados  tanto en Humanos como en Bovinos, 

el  entendimiento de la represión  absoluta de los mecanismos de transcripción, que 

pudieran  dar una luz acerca de la  manipulación de las células cancerígenas, así como 

la  protección selectiva de las células gerrninales  durante los tratamientos oncológicos. 

Estas son solo algunas de las razones que hacen imprescindible  la búsqueda de este 

conocimiento. 

Los resultados  obtenidos en la fase experimental, nos permiten  concluir que, 

cuando el DNA del espermatozoide de Toro es reasociado con Histonas somáticas 

comerciales, a  través de diálisis sucesivas en las que se reduce la  molaridad de las 

soluciones de cloruro de sodio, se asocia con las histonas, formando una estructura 

"nucleosomal" similar  a  la  que  forma  el DNA somático  bajo las mismas condiciones. Sin 

embargo la presencia de diferencias  consistentes  tanto en el  patrón  obtenido  por 

electroforesis  como en los patrones  obtenidos  por  el  estudio en gradientes isocinéticos, 

nos permiten  proponer  que  la composición de estas partículas nucleosomales es 

diferente cuando el DNA utilizado  proviene de espermatozoides. Una conclusión 

definitiva  a estas posibilidades deberá esperar a  la  obtención de nuevos datos 

obtenidos  mediante  otros  tipos de metodología, como  la microscopía electrónica. 
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