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3.1.- LA TRANSICION NUCLEOHISTONA-NUCLEOPROTAMINA "IN VIVO"

3.1.1.- Separacidn de células testiculares y cronologia del
incremento de protamina y disminucidn de las histonas

durante la espermatogénesis:

SEPARACION DE CELULAS TESTICULARES A GRAVEDAD UNITARIA:

La disociacidn triptica controlada (pag. 74-75) del
tejido testicular, permite la obtencidn de una suspensidn
de células testiculares individualizadas (fig. 25). La sepa-
racion de esta suspensidn de células testicu]ares.a grave-
dad unidad permite la obtencidn de diversas poblaciones
testiculares correspondientes a diversos estadios de la es-
permatogénesis (pag. 76-82) (fig. 26-29):

-La zona superior del gradiente (velocidad de sedimen-
tacion de 0-0.5 mm/h) contiene fragmentos citoplasmaticos y
cuerpos residuales.

-Las fracciones con una velocidad de sedimentacidon com-
prendida entre 0.5 y 1 mm/h contienen espermatidas avanzadas
y espermatozoides testiculares cotaminados por particulas
citoplasmaticas residuales (fig. 27, a). Espermatozoides
obtenidos del conducto deferente sedimentan en la misma re-
gidn (fig. 26).

-Las espermatidas alargadas muestran velocidades de
sedimentacidon comprendidas entre 1 y 2 mm/h (fig. 27, b y
c; fig. 29) . Cuando una suspensidn de células testiculares
se centrifuga a 300xg 5 min (d a 750xg 1 min), en el sobre-
nadante queda una suspensidon de célultas enriquecida en esper-
matidas alargadas. Esta suspensidn enriquecida en espermdti-
das alargadas sedimenta en la.regidén 1-2 mm/h (fig. 26).

-Las espermatidas redondas y otras células esféricas
meidticas y premeidticas sedimentan atendiendo a sus dife-
rencias de tamafio (fig. 26, 27 y 28).
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A.- Corte de testiculo de gallo adulto. Foto obtenida por
prof.D.Ribas, Depto.Histologia, Fac. Medicina, Univ.Barcelona.

B.- Suspension celular obtenida por disociacidon tripti-
ca controlada del tejido. (a)Espermatida alargada, (b) esper-
matida redonda, (c) célula de Sertoli, (d) cuerpos residua-
les. Fotografia obtenida con un microscopio de contraste de

fase Zeiss ST-143.
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Fig 26.

Distribucidn de células testiculares de gallo y de
espematozoides del deferente en funcidn de su velocidad de
sedimentacion a gravedad unitaria. Las células testiculares
0 los espermatozoides del deferente fueron separados en un
gradiente continuo de glicerol (3%, 6%, 12%). La distribu-
cién de las células se monitorizd controlando la absorcidn
a 600 nm. (D) Espermatozoides del defente. (O ) Suspensiodn
enriquecida en espermatidas alargadas. ( ®) Suspensidn de
células preparadas de testiculo maduro.
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Fig 27,

Fotografia de contraste de fases de distintas poblacio-
nes de células testiculares de gallo obtenidas por sedimen-
tacidon a gravedad unitaria. La suspensidon celular se separd
en un gradiente continuo de glicerol(3%/6%/12%). Las célu-
las se observaron con un microscopio de contraste de fase
Zeiss ST-143. Las fracciones estaban enriquecidas en (a)
espermatidas avanzadas y espermatozoides testiculares, (byc)
espermatidas alargadas y (d-j) espermatidas redondas y célu-

las meioticas y premeioticas.

-149-



700

600

500

400

300

200

100

1 | | L 1 | 1

1 2 3 4 5 6 7
VELOCIDAD DE SEDIMENTACION (mm/h)

Fig 28.

Velocidad de sedimentacidn de las células testiculares
de gallo separadas en un gradiente continuo de glicerol (3%/
6%/12%) en funcidn de su volumen celular.

E1 volumen celular fue estimado a partir de fotografias
de contraste de fase de las distintas fracciones celulares
obtenidas con un microscopio de contraste de fases Zeiss

ST-143,
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Filg 29.

Fotografias de las poblaciones celulares (tefiidas con
orceina acética) con velocidades de sedimentacion de 1.0-1.5

T v 1.5-2.0 (B).
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Fig 30.

Incorporacidn de 3H-timidina en las distintas poblacio-
nes de células testiculares obtenidas por sedimentacidn a
gravedad unitaria.

6 gr de testiculo de gallo adulto fueron finamente tro-
ceados e incubados durante 2 horas en presencia de 320 uCi
de 3H-timidina a 37°C, preparandose a continuacidn una sus-
pensidn celular tal como se ha descrito en pag.74-75. Las
células fueron separadas por el método de sedimentacion a
gravedad unitaria (pag. 76-82) y las distintas fracciones
celulares se precipitaron con 20% a. tricloroacético, lava-
ron con etanol y éter yresuspendieron en 20% a. tricloroacé-
tico.  La radioactividad retenida en filtros de fibra de
vidrio fué leida con un contador de centelleo.

Las espermatidas redondas y alargadas (velocidades de
sedimentacidon 2-3 y 1-2 respectivamente), cé&lulas que ya no
replican, presentan una incorporacidn ce qi-timicina muy

baja.
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CRONOLOGIA DEL INCREMENTO DE PROTAMINA Y DISMINUCION DE LAS
HISTONAS EN LA ESPERMIOGENESIS:

ET1 anadlisis electroforético de las variaciones que las
proteinas bdsicas nucleares experimentan durante la esperma-
togénesis, indica que a lo largo de este proceso de diferen-
ciacion celular 1la nucleohistona resulta sustituida por la
nucleoprotamina (fig 31, 32 y 33).

Las células meidticas y premeidticas (1/SV=0.17-0.19)
presentan una relacidn histonas/ADN (w/w) ligeramente infe-
rior que las espermatidas redondas (1/SV=0.21)(fig. 32 y 33).
La relacidon Histona/ADN (w/w) determinada en espermatidas
alargadas en estadios succesivos de la espermiogénesis
(1/5V=0.22-0.9) disminuye progresivamente hasta ser indetec-
table en los espermatozoides del conducto deferente (1/SV=
1.3)(fig. 31, 32 y 33).

Paralelamente a la disminucidén del contenido nuclear
de histonas, se da un incremento progresivo en la protamina.
La protamina galina es indetectable en las espermatidas re-
dondas (1/SV=0.21)(Fig. 31 y 32), y se detecta por primera
vez en las espermatidas alargadas que presentan 1/SV=0.27.
La relacidon protamina/ADN aumenta progresivamente en los
succesivos estadios de 1a espermatogénesis, y es la (nica
proteina nuclear mayoritaria detectable en el nidcleo del

espermatozoide (Fig. 31 y 32).

Entre las modificaciones quimicas cuantitativamente mas
destacables que experimentan las proteinas nucleares en la
transicidn nucleohistona-nucleoprotamina, cabe citar la
acetilacion de las hjstonas y la fosforilacidon de la prota-
mina. La acetilacidon de las histonas se tratarda extensamente
en el punto 3.1.3. (pag. 166 ). La fosforilacidon de la prota-
mina reduce su movilidad electroforética en geles acidos
(Louie and Dixon, 1973), si bien otras modificaciones quimi-
cas (ADP-ribosilacidon) pueden también contribuir a este he-
cho. E1 analisis de la protamina galina en las distintas fa-
ses de la espermiogénesis, muestra que tales formas con mo-
vilidad reducida son mayoritarias coincidiendo con.la.entrada
de la protamina al nucleo y union al ADN, y son casi inexis-

tentes en los espermatozoides del deferente (Fig. 31 y 34).
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Fig 31.

Electroforesis en gel de poliacrj]amida—tritén-urea
(pag. 100-101) de las proteinas nucleares de células tes-
ticulares de gallo separadas por el método de sedimentacion
a gravedad unitaria (pag. 74-82). Los ndcleos fueron prepa-
rados a partir de las distintas fracciones celulares median-
te el método del acido citrico en presencia de cationes di-
valentes, bisulfito y PMSF a un pH de 2.4 (pag. 88). Las
proteinas nucleares fueron extraidas con HC1 0.3 M, precipi-
tadas con 20% TCA y lavadas con acetona acidificada y aceto-
na (pag. 93-94). -

Fraccidn enriquecida en espermatidas redondas (1),
espermatidas alargadas en distintos estadios de la espermio-
génesis (2-6) y espermatozoides del conducto deferente (7).
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Fig 32.

Cambios en el contenido de proteinas basicas nucleares
en estadios succesivos de la espermatogénesis. Contenido nu-
clear de histonas (O——O) y de protamina (@&—®). La re-
lacidn histonas/DNA=1 (w/w), determinada en las células meidti-
cas y premeidticas se refiere a 100% nucleohistona. La rela-
cion arginina/nucledtido=0.8, determinada en espermatozoides
del conducto deferente, se refiere a 100% nucleoprotamina.
Cada punto de la grafica muestra la media de 3 determinaciones
independientes.
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PROGRESION DE LA ESPERMATOGENESIS

Fig 33.

Variacion de las histonas del octamero a 1o largo de
la espermatogénesis. H4 (e—e@), H3 (m—a), H2A (O0—O) y
H2B (o—ao). A partir de células separadas a 1xg (pag. 74-82)
se prepararon nucleos por el método del acido citrico en
presencia de cationes divalentes, bisulfito y PMSF a un pH
de 2.4 (pag. 88). Las proteinas nucleares fueron extraidas
con 0.4 N SO4H,, precipitadas con acetona y analizadas en
geles de poliacrilamida-SDS con gradiente ( pag. 99) y tefii-
das con Amido Black 0.1% (pag. 103). E1 area resultante de
la integracion de los picos de las distintas histonas, fue
corregida aplicando el coeficiente de afinidad que el Amido
Black presenta hacia las distintas proteinas (Hardison and
Chalkley, 1978).
La grafica representa las variaciones de la relacidn Histona/
ADN (w/w) en funcidn del inverso de la velocidad de sedimen-
tacidén (mm/h) de las distintas poblaciones de células testi-

culares, 100% corresponde al valor maximo histona/ADN (w/w).
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Fig 34.

Scan de la zona de la protamina gallina analizada por
electroforesis engel de poliacrilamida-tritdn-urea. Pueden
ebservarse formas de migracion mas lentas que el pico prin-
cipal de protamina. Probablemente estas formas de inferior
movilidad electroforética, correspondan a moléculas de pro-
tamina modificadas quimicamente por fosforilacidn, aunque
podrian ser también debidas a otras modificaciones quimicas
tales como la ADP-ribosilacién.

Protamina de espermatidas alargadas en succesivos es-
tadios de la espermiogénesis (1-5). Protamina de espermato-
zoides del conducto deferente (6).
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3.1.2.- Contenido celular y biosintesis de poliaminas durante

la espermatogénesis.

CONTENIDO CELULAR DE POLIAMINAS:

E1 analisis por cromatografia en capa fina sobre gel
de silice de los derivados dansilados de Tas aminas extrai-
das de distintas: fracciones de células testiculares de gallo
separadas por sedimentacion a gravedad unitaria, indica que
coincidiendo con la espermiogénesis se dan niveles elevados
de poliaminas (Fig 35).

Los niveles de espermina son elevados en las fases
tempranas de la espermatogénesis, experimentan una ligera
caida en las espermatidas redondas y vuelven a aumentar en
las espermatidas alargadas. Los niveles de putrescina expe-
rimentan un incremento _progresivo a lo largo de la esperma-
togénesis para alcanzar el maximo en las espermatidas alar-
gadas (Fig. 35 y 36). Los niveles de espermidina permanecen
relativamente bajos a lo largo de la espermatogénesis, y sus
variaciones paralelan a las de la espermina (Fig. 36). Todos
ellas (espermina, espermidina y putrescina) decaen en los
espermatozoides (Fig. 35 y 36).

Probablemente si se expresaran los niveles de poliaminas
en molaridad, su incremento a 1o largo de la espermiogénesis
resultaria mucho mas evidente; La relacidn poliaminas/ADN
aumenta o permanece constante, mientras que el volumen celu-
lar experimenta una reduccidn progresiva (Fig. 1 y fig 36).
Este incremento el 1a concentracidon de poliaminas tiene lugar
coincidiendo con los cambios estructurales que tienen Tugar
a nivel de la cromatina en la transicidn nucleohistona-nucleo-
protamina (Fig. 31 y 32).

Al analizar por cromatografia en capa fina los derivados
dansilados de las aminas extraidas de células testiculares
de gallo, se pueden observar ademas de las poliaminas, otras
aminas que experimentan variaciones cuantitativas importantes
a lo largo de la espermatogénesis (Fig 35). La confirmacidn
de que las manchas observadas en las cromatografias corres-
ponden efectivamente a las poliaminas sefialadas (Fig 35), se
realizdn mediante cromatografia en capa fina bidimensional
de poliaminas (12 dimensidn: ciclohexano/dietileter 1:9,
22 dimensidon: cloroformo/trietilamina 10:1).
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ESPERMIOGENESIS POLIAMINAS
Fig i 3n.

Cromatografia en capa fina de poliaminas. Se separaron
células por el método de sedimentacidon a gravedad unitaria
(pag. 75-82) y las poliaminas de cada fraccion celular fueron
extraidas con acido perclorico 6% (w/v) (pag. 109). Los de-
rivados dansilados de las aminas se analizaron por cromato-
grafia en capa fina en gel de silice junto con una gama de
estandars de poliaminas (pag. 109).

A la derecha de la foto se observan cantidades decre-
cientes de una disolucidon estandar de poliaminas. A la izquier-
da de la foto diferentes muestras procedentes de células

SR E I ufares de gallo, Las bandas "a', "b", "¢", "d", "e" y
“f" corresponden a derivados dansilados de aminas tedavia

no identificados.
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PROGRESION DE LA ESPERMATOGENESIS
Fig 36.

Contenido celular de poliaminas y actividades ornitin
descarboxilasa y S-adenosil-L-metionina descarboxilasa de
células testiculares de gallo separadas en funcidon de su
velocidad de sedimentacidén a gravedad unidad.
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BIOSINTESIS DE POLIAMINAS:

Actividad ornitin descarboxilasa:

La actividad ornitin descarboxilasa determinada en ex-
tractos de distintas fracciones de células testiculares de
gallo separadas a gravedad unitaria, indica que a medida que
progresa la espermatogénesis se da un incremento en la acti-
vidad de esta enzima,limitante en la biosintesis de poliami-
nas (Fig. 36). La actividad ornitin descarboxilasa es maxima
en las espermatidas alargadas y decae en los espermatozoides.
Las variaciones de esta actividad enzimatica son paralelas a las
variaciones en 10s niveles de su producto: la putrescina
(Fig. 36).

txperimentos mediante el tratamiento de los extractos
de la ornitin descarboxilasa con fosfatasas y inhibidores
de las fosfatasas, sugieren que mecanismos de fosforila-
cidn defosforilacidn pueden estar implicados en el control
de esta enzima (Fig. 39).

Actividad S-adenosil-L-metionina descarboxilasa:

La actividad S-adenosil-L-metionina descarboxilasa deter-
minada en extractos de distintas fracciones de células tes-
ticulares de gallo separadas a gravedad unitaria, indica que
a medida que progresa la espermatogénesis, se da un incre-
mento en la actividad de esta enzima, limitante en la bio-
sintesis de espermidina y espermina. Esta actividad es maxi-
ma al final de la espermiogénesis, en la fraccidon de células
con una velocidad de sedimentacidon comprendida entre 0 y 1
ma/h (Fig. 36).

LA ESPERMINA ESTIMULA LA ADP-RIBOSILACION DE PROTEINAS
NUCLEARES:

En presencia de ImM MgCl,, la espermina estimula la ADP-
ribosilacidon de proteinas nucleares de una forma notable en
el rango 0-500 uM., y alcanza el maximo de estimulacion
a la concentracion de 5 mM. (Fig 40).
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Fig 37.

Distribucidn del '%C entre los derivados dansilados
¢e las aminas procedentes de células testiculares de gallo
incubadas en presencia de 14c_putrescina.

30 g de tejido testicular fueron finamente troceados
e incubados en presencia de 150 m1 de MEM conteniendo 50 uCi
de (1,4-]4C)Putrescina durante 60 min a 372C. Seguidamente
se prepararon células y separaron a fuerza de gravedad uni-
dad (pag 75-82). Los derivados dansilados de las aminas
de cada fraccidon celular se analizaron por cromatografia en
capa fina de poliaminas (pag. 109). La radioactividad incor-
porada a cada derivado dansilado se determind pulverizando
el gel de silice de cada "mancha" y leyéndo en supersolve
con un contador de centelleo. Debajo del eje de abcisas se
esquematiza la distribucidon de los derivados dansilados sepa-
rados por etilacetato-ciclohexano (2:3)(ver fig. 35).
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Fig 38.

: Cinética de la produccidn de ]4C02 a partir de T4c-orni-
tina por extractos en TED de células testiculares de gallo.
Extractos de células testiculares de gallo en TED se
obtuvieron como esta descrito en pag 110 e incubaron en pre-
sencia de 14C-Orinitina durante diversos tiempos. La radio-
actividad liberada se recogid en 200 ul de NCS y fué Tleida
en 10 m1 de supersolve.
A 1os 60 min, la produccidon de ]4C02 ya esta practica-

mente completa.
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Fig 39.

Efecto del Vanadato sobre Ta actividad ornitin descar-
boxilasa.

Alicuatas de un extracto de células testiculares en
TED se incubaron en presencia de T4c-ornitina (pag. 110) y
concentraciones distintas de ortovanadato durante 60 min.
La radioactividad liberada se recogid en 200 ul de NCS y
fué leida en 10 ml de supersolve.

E1 ortovanadato muestra un potente efecto estimulador
(3x) en el rango 0-100 uM., mientras que vrevierte el efecto
estimulador a concentraciones superiores a 200 uM.
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Fig 40.

Efecto estimulador de la espermina sobre Ta ADP-ribo-
silacion.

Nucleos preparados segin pag 83, se lavaron en 50 mM
Tris-HC1 pH 7.9, 1 mM MgCl, y 2 mM 2-mercaptoetanol. Los
nucleos asi preparados se suspendieron en un volumen final
de 200 ul del medio de lavado conteniendo 4 ul de Nicotina-
mida (U-14C)Adenina dinucleotido (286 mCi/mmol, 50 uCi/2 ml).
Y concentraciones crecientes de espermina. Tras incubar 3
min a 372C, se pard la reaccidn afladiendo 5 ml de acido tri-
cloroacético 20% (w/v) a 0°C. Las proteinas nucleares se
Precipitaron 30 min a 02C. La radioactividad retenida por
filtros de fibra de vidrio se fué leida en 10 ml de super-
solve. (E1 100% de la grafica corresponde al 100% de estimu-
Tacidon en la actividad de ADP-ribosilacion detectada a 0 mM
espermina).
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3.1.3.- Acetilacidn de las histonas durante la espermatogénesis.

3.1.3.1.- "Steady state" de acetilaciodn:

E1l analisis electroforético en geles de poliacrilamida-
triton-urea permite la separacidon de las distintas formas
de acetilacidon de las histonas (pag. 100-101). Puede no
obstante presentar el inconveniente de que otras proteinas
que se solapen con las formas de acetilacidon de la H4, inter-
fieran con la cuantificacidon del grado de acetilacidn. Por
tal razdn en algunos casos se ha recurrido a la electrofore-
sis bidimensional (12 dimension PA-tritdon-urea y 22 dimensidn
PA-SDS) en donde la probabilidad de solapamiento de proteinas
es muy inferior.

La observacidn del gel de la figura 41 muestra como a
medida que progresa la espermiogénesis, la proporcidon de
formas no y monoacetiladas decae, mientras que Ta de formas
tri y tetraacetiladas aumenta (para la identificacidon de las
fracciones nucleéres ver pag. 6). Se observa también un in-
cremento de una proteina (SP) que interfiere con la cuanti-
ficacion de los niveles de triacetilacidon de Ta H4.

Utilizando células separadas en funcidon de su velocidad
de sedimentacidon a gravedad unidad, se observa también un
incremento de las formas de hiperacetilacidon de la histona
H4 y una disminucidon de las formas no y monoacetiladas (fig.
42 y 43). Con la metodologia empleada, ademas de la proteina
que migra a nivel de las formas di-triacetiladas de la H4,
se observan también la presencia de bandas adicionales a
nivel de la forma tetraacetilada de la histona H4 (fig. 42).
Para identificar estas proteinas que con esta metodologia
migran a nivel de las formas de acetilacidn de la histona
H4 y para cuantificar con mayor precisidn el “"steady state"
de acetilacion, se efectuaron electroforesis bidimensiona-
lTes de las proteinas nucleares correspondientes a distinta
fases de la espermatogénesis (fig 44 y 45). La proteina "SP"
(fig 31, 41, 42 y 54), migra por encima de la histona H 3
en la segunda dimensidn (poliacrilamida-SDS).
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Fig 41,

"Steady state" de acetilacion de las histonas deter-
minado mediante electroforesis en gel de poliacrilamida-
tritdon-urea de las histonas extraidas a partir de nicleos
separados por sedimentacidn a gravedad unidad (pag. 83~
88). La banda de mayor movilidad electroforética correspon-
de a la forma No acetilada de la histona H4. La siguiente
banda a la mono-acetilada, y asi sucesivamente hasta la
forma tetra-acetilada de la histona H4. Este método de deter-
minar el "steady state" de acetilacion, tiene el inconvenien-
te de que otras proteinas ("SP") que se solapan con estas
bandas de acetilacidon interfieren con su cuantificacion.
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Fig 42.

"Steady state" de acetilacion de las histonas deter-
minado mediante electroforesis en gel de poliacrilamida-
triton-urea de las histonas extraidas a partir de nidcleos
purificados de células separadas por sedimentacidn a grave-
dad unidad (pag. 74-82). Los niucleos fueron purificados
mediante el método del acido citrico en presencia de catio-
nes divalentes, bisulfito y PMSF a un pH de 2.4 (pag. 88).
Las histonas fueron extraidas con 0.3 M HC1 y los extractos
precipitados con 20% TCA y lavados con acetona acidificada
y acetona (pag. 93-94).

Al igual que en la fig 41, aqui existe también el in-
conveniente de que otras proteinas que se solapan con las
bandas de acetilacion de la H4, interfieren con la cuanti-
ficacion del "steady state" de acetilacidon de ésta.
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Fig 43.

"Steady state" de acetilacidon de la histona H4 a lo
largo de la espermatogénesis.

A.- Las variaciones de protamina y de histonas se
han representado para facilitar su correlacidn con la aceti-
lacidn. Relacidon diacetilada / monoacetilada (&—2), triace-
tilada / monoacetilada (a—=a), trjacetilada /no acetilada
(o—0) y diacetilada / no acetilada (m—m),

B.-Relacidn no acetilada / ADN (0—0), monoacetilada /
ADN (1—1), diacetilada / ADN (2—2) y triacetilada / ADN
(3—3). E1 100% representa el valor maximo. Al principio de
la espermatogénesis, las formas mayoritarias, corresponden
a las bandas monoacetiladas y no acetiladas. Al final de 1la
espermatogénesis, coincidiendo con la transicidn nucleohis-
tona- nucleoprotamina, las formas diacetiladas y triacetila-
das son mayoritarias. La relacidon Tetraacetilada / ADN no
pudo ser determinada dado que se esta banda de acetilacion
se solapa con otra proteina que en geles de poliacrilamida-
SDS migra igual que la H2B (pag. 171).
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Electroforesis bidimensional de las proteinas extraidas
de nucleos preparados a partir de células testiaulares de
gallo separadas a gravedad unidad (pag. 74-82). A.-Frac-
cidon celular con una velocidad de sedimentacidon comprendida
entre 1.9y 21 mm/h. B.-Fraccion celular con una velocidad de
sedimentacion comprendida entre 3 y 4 mm/h. La fraccidon ce-
lular mas avanzada en la espermiogénesis (A), presenta un
mayor grado de acetilacidn (Fig. 45). Notese también la pre-
sencia de una proteina (SP) que se solapa con las bandas de
di-triacetilacion de la histona H4 en la dimensidon de tritdn
urea y que aumenta a medida que progresa la espermiogénesis
Vedase también la proteina que migra a nivel de la H2B en geles
de SDS y que se solapa con la banda de tetraacetilacion de la
H4 en 1a dimension de PA-tritdn-urea.
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Scan de la zona de la histona H4 analizada mediante
electroforesis bidimensional (Fig 44). El1 trazado "A" corres-
ponde al gel "A" de fig. 44, y el trazado "B" al gel "B".

Notese que en "A" existe un grado de acetilacidn
superior que en "B". La fraccidon celular correspondiente a
"A" presenta una velocidad de sedimentacidn comprendida
entre 1.9 y 2.1 mm/h y vepresenta un estadio mas "avanzado
de la espermatogénesis que la fraccidn correspondiente a
“B", con una velocidad de sediementacidn comprendida entre
3y 4 mm/h. Los scans se han representado a distinta escala.
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Las proteinas que en la dimensidon de PA-tritdn-urea
migran a nivel de la forma tetraacetilada de la H4, en 1la
dimensidn de PA-SDS migran a nivel de la histona H2B (fig.
44). E1 "steady state" de acetilacidon de la histona H4 deter-
minado mediante electroforesis bidimensional (fig. 44) aumen-
ta a medida que progresa la espermiogénesis (fig 45).

Estos resultados indican que en la poblacidén de esper-
matidas alargadas, el nimero de residuos lisina neutraliza-
dos por acetilacidon en cada nucleosoma, debidos a la aceti-
lacion de la histona H4, seria de 4 (estos resultados repre-
sentarian la media de la acetilacion de todos 1os nucleoso-
mas de la cromatina de las espermdtidas alargadas).

3.1.3.2.- Incorporacion de 3H-acetato:

La incorporacidon de 34-acetato a las histonas dependei
de las actividades de acetilacidon y desacetilacidn presentes
en el momento del marcaje, y también del "steady state" de
acetilacidon en este mismo momento. La incorporacidn de 3H-
acetato permite ademas confirmar que las bandas de acetila-
cion de las histonas de los geles de poliacrilamida-triton-
urea, efectivamente se correlacionan con una incorporacidn
de radioactividad.

La incorporacidn de 3H-acetato a las formas di tri y
tetraacetiladas de 1a histona H4, es superior en el testicu-
1o maduro que en el testiculo inmaduro (fig. 46). E1 proceso
de espermiogénesis seda exclusivamente en el testiculo maduro.

La distribucion del 3H-acetato incorporado a las formas
de acetilacion de la histona H4 de niucleos de testiculo
maduro, separados en funcidon de su velocidad de sedimentacidn
a gravedad wunidad indica también que la incorporacidn de
3H-acetato aumenta a medida que progresa la espermatogéne-
sis (fig. 47 y 48). La incorporacidon de 3H-acetato a las
formas tri y tertaacetiladas aumenta a medida que progresa
la espermatogénesis,y son maximos en la fraccidon de nicleos
correspondiente a las espermatidas alargadas (IV), en donde
tiene lugar la transicidn nucleohistona-nucleoprotamina.

Las fracciones nucleares "I" y"II", activas en replicacion
del ADN, presentan unos niveles muy marcados de diacetilacidn.
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Fig 46.

Distribucidon del 3H-acetato incorporado a las formas
de acetilacidon de la histona H4 de testiculo inmaduro y de

testiculo maduro.

E1 tejido testicular se troced finamente e incubd en
presencia de 0.2 mCi de 3H-acetato (para 2 g de tejido) en
un volumen final de 20 ml1 de MEM durante 1 hora a 37°C. Se
afiadid butirato a la concentracion final 50 mM y se prepara-
ron nucleos mediante ultracentrifugacidn en sacarosa 2M (pag.
83). Las histonas fueron extraidas con 0.4 N SO,H;, precipi-
tadas con 6 vol. de etanol, dializadas frente acido acético
0.1 M, liofilizadas, analizadas mediante electroforesis en

gel de poliacrilamida-triton-urea (pag. 100) y.los geles
procesados para fluorografia (pag. 104).
Notese que la incorporacidn de 3H-acetato a las .formas

di, tri y tetraacetiladas de la H4, es superior en el testi-
culo maduro, en donde tiene lugar el proceso de espermiogénesis.
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