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RESUMEN 

 

 
 

El aislamiento, purificación y caracterización de la histona H1 del esperma del 

erizo rojo Loxechinus albus   se describe en el presente trabajo, que consiste en la 

purificación y caracterización de la histona H1 de los espermatozoides del erizo rojo 

Loxechinus albus, Molina 1782. 

 
 

Esta especie representa un recurso económico muy importante de la costa 

central y  sur  del Estado  Peruano.  Los pasos  fundamentales del presente  estudio 

fueron  la  obtención  de  células  espermát icas  maduras,  extracción  de  las  histonas 

totales y H1, cuant ificación de de histonas y electroforesis en gel de poliacrilamida 

(PAGE–SDS y PAGE–AU), determinación del peso molecular de la histona H1, 

mediante el uso de so ftware específicos (GelAnalizer) y por últ imo, la composición 

de aminoácidos de la histona H1, por cromatografía líquida de alta performance 

(HPLC). 

 
 

Se estimó que el peso molecular de la histona H1 es aproximadamente 22 kD 

y aproximadamente 200 residuos de aminoácidos. Se puede evidenciar que la histona 

H1, presenta una mayor variabilidad debido a que presenta un par de aminoácidos 

resaltantes dentro de su constitución: lisina y arginina, son éstos los que brindan 

variabilidad a nivel del nucleosoma de éstas células, que también se puede evidenciar 

la movilidad electroforética de las demás histonas (histonas core), en ambos geles de 

electroforesis. 
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ABSTRACT 

 

 
 

Isolat ion, purificat ion and characterizat ion of histone H1 red sea urchin sperm 

Loxechinus albus described in this paper, which consists in the purificat ion and 

characterizat ion of histone H1 in red sea urchin sperm Loxechinus albus, Molina 

1782. 

 
 

This species is a very important economic resource for the central coast and 

south of the Peruvian state. The fundamental steps of this study were to obtain mature 

sperm cells,  total extract  and  histone  H1,  histone  and  quant ificat ion  of 

polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE-SDS-PAGE and AU), mo lecular weight 

determinat ion o f histone H1, by using specific software (GelAnalizer) and finally the 

amino acid composit ion of histone H1, by high performance liquid chromatography 

(HPLC). 

 
 

It was estimated that the molecular weight of histone H1 is approximately 22 

kD and approximately 200 amino acid residues. It may show that histone H1, exhibit s 

greater  variabilit y  due  to  having  a  pair  of  amino  acids  within  it s  constitution 

highlights: lysine and arginine, is these that provide the nucleosome level variabilit y 

of these cells, which can also demonstrate the electrophoretic mobilit y of other 

histones (histone core) in both gel electrophoresis. 
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INTRODUCCIÓN 

 

 
 

El enrollado o plegado nucleosomal induce a la formación de una fibra de 

diámetro  de aproximadamente 20-35 nm (Ris  and  Kubai, 1970; Finch and  Klug, 

1976; Suau et al, 1979), y en general se supone que la histona H1 es responsable de la 

formación y mantenimiento de esta estructura in vivo (Littau et al, 1965; Bradbury et 

al, 1973; Finch and Klug, 1976; Renz et al, 1977). 

 
 

 
 

 
 
 

Figura 1. Esquema de dos nucleosomas ligados por una histona H1. Las histonas core 

son los pares de H2A, H2B, H3 y H4. Fuente: themedicalbiochemistrypage.org 
 
 

 
La histona H1 se compone de tres dominios estructurales. El dominio central 

de aproximadamente de 80 residuos de aminoácidos es fuertemente conservado  y 

sirve para localizar las moléculas, mientras que los dominios que la flanquean (co las) 

muestran mucho más baja secuencia de conservación (Allan et al., 1980). 
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Figura 2. Esquema de la estructura de la histona H1 mostrando las con su centro 

globular y dos colas ricas en arginina y lisina cargadas posit ivamente. 

Fuente: themedicalbiochemistrypage.org 
 
 

El esperma del erizo de mar cont iene histonas asociadas al ADN en lugar de 

proteínas similares a protamina, y la molécula de la histona H1 en este tejido 

espermát ico  difiere de  histonas H1  convencionales (por  ejemplo,  de  eritrocito  de 

pollo) en tener un contenido de arginina, más residuos aromát icos y la hist idina.  La 

comparación secuencial de la molécula de histona H1 del espermatozoide del erizo de 

mar con la histona H1 del t imo de ternera muestra la presencia de una considerable 

homología, pero indica que   diferencias ocurren a través de toda la longitud de la 

molécula (Strickland et al., 1980). 

 
 

El espermatozoide es también un tejido diferenciado terminalmente, y su 

molécula de histona H1 muestra homologías con la histona H5 también, 

particularmente con respecto al contenido y la posición de los residuos de arginina. 

 
 

El presente trabajo  describe  la preparación  y purificación de  histona H1 

desde el espermatozoide del erizo rojo Loxechinus albus que no se ha estudiado antes. 

 
 

La molécula de la histona H1 muestra significat ivas diferencias 

composicionales. Las mediciones físicas se usan para buscar las similitudes y las 

diferencias con otras histonas H1 de erizo de mar y las histonas de timo de ternera. El 
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enfoque estructural para una comprensión del funcionamiento de las histonas H1 en 

la cromat ina es importante en la ausencia de un ensayo funcional de la histona H1; es 

decir, se espera que, por el análisis detallado de la estructura en una amplia gama de 

tipos de histona H1, pistas significat ivas pueden obtenerse en cuanto a su función y 

modo de acción. 

 
 

La partícula core del nucleosoma  es reconocida como el bloque fundamental 

para el primer nivel de organización de la estructura núcleo proteica. En una amplia 

variedad de tejidos de numerosas especies la partícula core consiste de 145 pb de 

DNA agrupados alrededor de un octámero de 4 pequeñas histonas, 2 de cada una 

H2A, H2B, H3 y H4 (Simpson et al, 1978). 

 
 

Las histonas core no se unen al azar al DNA, pues son posicionadas 

preferencialmente en ciertos lugares (Wolffe, 1994). Por ejemplo, regiones ricas en 

los pares de base A-T t ienen surcos estrechos y surcos mayores en la hélice del DNA 

y son idealmente situados al contacto con el core del nucleosoma. Esto es porque la 

envo ltura estrecha del DNA alrededor   del core proteico requiere la compresión de 

surcos menores y esto a su vez, es facilitado por clusters de 2 ó 3 pares de base de A- 

T. (Wolffe, 1994). 
 

 
 

La histona H1 es una proteína que une al DNA linker en fibras de cromat ina. 

Actualmente se acepta que la histona H1 puede tener un rol regulatorio en la 

transcripción a través de la modulación estructural de la cromat ina. Experimentos in 

vitro con cromat ina reconst ituida han mostrado que la histona H1 puede reprimir 

promotores que contienen RNA que comienza en el DNA linker,  y que algunos 
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factores de secuencias de transcripción pueden contrarrestar la represión mediada por 

la histona H1. 

 
 

La  longitud  del  DNA  linker  y  el  campo  de  la  hélice  del  DNA  son 

determinantes importantes de la estructura de la cromat ina que puede resultar del 

plegado nucleosomal. (Widom, 1992). Cuando una variación apropiada en la longitud 

del linker es tomada en consideración en simulaciones computarizadas del plegado de 

cromat ina, los resultados son fibras irregulares (Woodcock et al., 1993). 

 
 

En células somát icas, las fibras nucleosomales de la cromat ina en interfase 

(Vogelstein, 1980; Lebkowski and Laemmli, 1982) y de los cromosomas en metafase 

(Lewis y Laemmli, 1982) están organizados en bucles. Las proteínas no histonas de 

la matriz nuclear (Vogelstein et al., 1980) y los dobleces de la metafase (Lewis y 

Laemmli, 1982) confieren constricciones topológicas a cada bucle los cuales forman 

un dominio independiente de superenrrollamiento (Cook y Brazell, 1975). 

 
 

El DNA adjunto a la matriz parece ser secuencia específica y ocurre en sit io s 

específicos. Estos sit ios adjuntos relacionan la función genét ica y lo s genes activos. 

(Mirkovitch et al., 1987). Hay dos circunstancias principales bajo las cuales las 

nucleohistonas se encuentran en los espermatozoides. En el primer caso, las histonas 

proteínas básicas exclusivas que interaccionan con el DNA tal como en los núcleos de 

espermatozoide de equinodermos (Poccia y Green, 1992) y algunas especies de peces 

(Muñoz-Guerra et al., 1982). 

 
 

En el segundo grupo, las histonas comprenden un pequeño porcentaje de 

proteínas nucleares básicas,  la consistencia mayoritaria de protaminas o  proteínas 
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como-protaminas tal como  en  los espermatozoides de  mo luscos bivalvos (Ausió, 

1986) y en algunos euterios (Gatewood et al., 1990) 

 
 

Las estructuras nucleohistonas de los espermatozoides maduros del erizo de 

mar Arbacia lixula han sido bien estudiadas en el pasado. Cada nucleosoma core, 

consiste de 146 pares de bases de DNA y un octámero de proteínas histonas (H2A- 

H2B-H3-H4) (Brandt et al., 1979). 

 
 

Hay, sin embargo, varias diferencias significantes en la cromat ina de los 

espermatozoides de sus homólogos somát icos.        Las estructuras espermát icas 

nucleosomales cont ienen de 100 – 110 pares de base de DNA linker, y estas 

“repet iciones” son más largas que las reportadas. Las histonas espermát icas de erizo 

de mar (SpH1 y SpH2B) están restringidas a la línea germinal masculina y son más 

largas  que  sus  equivalentes  somát icos.  Las  regiones  amino-terminal  de  SpH1  y 

SpH2B contienen un set de repeticiones en tándem (Brandt et al., 1979). 

 
 

Las proteínas básicas nucleares exhiben un patrón evo lut ivo muy complejo de 

la combinación de un discreto número de motivos de proteínas que parecen repet irse 

dentro de diferentes taxones filogenét icos (Ausió, 1995). 

 
 

Estos motivos de proteínas pueden ser básicamente representados por tres 

diferentes tipos: H (histona), P (protamina) y PL (semejante a protamina). El últ imo 

tipo consiste en proteínas básicas nucleares espermát icas (SNBPs) con característ icas 

intermedias entre los tipos H y P. (Ausió, 1995) 
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En los últ imos años ha habido un aumento significativo de información acerca 

de estas proteínas, se reunieron a part ir de varios grupos nuevos de deuterostomados 

que no se han estudiado previamente (Chiva, et al. 1995). 

 
 

Dentro de los deuterostomados hay ahora información disponible sobre las 

SNBPs  de   los   siguientes  grupos:   equinodermos,   urocordados,   cefalocordados, 

agnatos, condritos y tetrápodos. En equinodermos, los espermatozoides ret ienen t ipos 

somát icos de histonas los cuales incluyen variantes de histonas SpH1 y SpH2B los 

cuales son espermio específicos muy especializados, que están presumiblemente 

envueltos en un estado muy compacto de cromatina en el espermatozoide (Poccia, 

1995). 

 
 

Los urocordados (tunicados)  tienen SNBPs  muy específicas,  las cuales,  a l 

final de la espermiogénesis, casi completamente remplazan las histonas somát icas de 

las células madre (Chiva et al, 1989). Estas proteínas son principalmente del t ipo PL, 

aunque en varias instancias una pequeña proteína adicional del t ipo P está también 

presente  (Saperas  et  al,   1993).   El  camino   evo lut ivo   de   las  SNBPs   de   los 

equinodermos a tunicados parece que han envuelto la transición desde el t ipo histona 

(H) al tipo PL y finalmente a la protamina muy especializada usualmente encontrada 

en formas más evo lucionadas (Ausió, 1995). 
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I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

 
 

1.1 Descripción del problema 
 

 
 

El problema radica en aislar, purificar y caracterizar la histona H1 en 

espermatozoides del erizo rojo Loxechinus albus, debido a la gran importancia que 

tiene este recurso hidrobio lógico en la zona sur del Perú y norte de Chile, cuyos 

estudios bio lógicos moleculares aún no se inician. 

 
 

1.2 Formulación del problema 
 

 
 

¿Es posible aislar, purificar y caracterizar la histona H1 en espermatozoides 

del erizo rojo Loxechinus albus . Molina 1782? 

 
 

1.3 Justificación e importancia 
 

 
 

Se just ifica aislar, purificar y caracterizar la histona H1 del espermatozoide 

del  erizo  rojo  Loxechinus  albus       Molina,  1782  para  dilucidar  su  estructura 

molecular, el número de aminoácidos, su cantidad porcentual mo lar, y su peso 

molecular. La importancia del presente estudio radica en la necesidad de estudiar, 

puesto que ahora, a pesar de su papel esencial en el núcleo, la histona H1 también 

tiene funciones fuera de la envoltura nuclear. En la últ ima década se han acumulado 

evidencias de este hecho  que sitúa a  las  histonas como  componentes del sistema 

inmune  innato  y  en  el  punto  de  mira  de  terapias  contra  el  cáncer,  infección 

microbiana o enfermedades autoinmunes. 
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El motivo primordial del desarrollo de la presente invest igación, es la carencia 

de estudios tanto a nivel nacional como internacional, acerca de la invest igación a 

nivel mo lecular de la histona H1 de las células espermát icas del “erizo rojo” 

Loxechinus albus  , Molina 1782, esto debido a que la histona H1 presenta una alta 

variabilidad en su secuencia, por lo cual se podría predecir un posterior cambio 

genét ico a nivel nucleosomal de la especie en estudio, relacionándo lo con su 

variabilidad genét ica. 

 
 

Teniendo   en  consideración  que   la   histona  H1  cumple   un  papel  muy 

importante en la formación de la estructura de orden superior de la cromat ina y por lo 

tanto participa en los procesos dinámicos de replicación, transcripción y regulación 

de  la expresión génica. 

 
 

En la mayoría de equinodermos, tanto, estrellas de mar, pepinos de mar, etc., 

los polinucleosomas contienen en su conformación la histona H1 como  enlace de 

unión  entre   mononucleosomas   para   formar   polinucleosomas   y  así  formar   la 

cromat ina. 
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1.4 Objetivos 

 

 
 

1.4.1 Objetivo general 
 

 
 

Aislar, purificar  y caracterizar  la histona H1 en espermatozoides del “erizo 

rojo” Loxechinus albus, Molina 1782. 

 
 

1.4.2 Objetivos específicos 
 

 
 

- Extraer las histonas totales de espermatozoides de Loxechinus albus mediante 

extracción ácida. 

- Purificar y caracterizar la histona H1 mediante PAGE – SDS y PAGE – AU. 
 

- Cuant ificar la cant idad de aminoácidos existentes en la histona H1 de 

espermatozoides maduros de Loxechinus albus mediante cromatografía líquida de 

alta resolución (HPLC) 

 
 

1.5 Hipótesis 
 

 
 

Se espera aislar, purificar y caracterizar la histona H1 en espermatozoides de l 

erizo  rojo  Loxechinus  albus  por  ser  constituyente  estructural  del  cromatosoma 

nuclear. Por lo tanto, es posible aislar, purificar y caracterizar la histona H1 en 

espermatozoides maduros del erizo rojo Loxechinus albus, Molina 1782. 



 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
II. MARCO TEÓRICO 

 

 
 

2.1 Antecedentes 
 

 
 

El erizo rojo Loxechinus albus   (Molina, 1782), es un equinodermo que se 

distribuye a lo largo de la costa suroriental del océano Pacífico, desde el Perú (Isla 

Lobos de Afuera, 6°53'50´´S), hasta el extremo austral de Chile (Cabo de Hornos, 

55°52''S) y Tierra del Fuego en el sector argentino (Guisado y Cast illa, 1987). 

 
 

Esta especie habita en fondos duros y se distribuye desde la zona litoral hasta 

los 340 m de profundidad (Larraín, 1975); sin embargo su extracción se concentra 

entre los 0 y 40 m de profundidad. (Palma y Arana, 1996). 

 
 

El erizo se caracteriza por su caparazón hemisférico de color verde, con 

tonalidades ro jizas o moradas en ambulacros e interambulacros. Es una especie 

gonocórica,  es  decir,  t iene  los  sexos  separados,  aunque  no  presenta  dimorfismo 

sexual  y t iene act ividad  gametogénica  a part ir  de  los 20  a  25  mm de diámetro 

máximo.  No  obstante,  a  nivel  poblacional  se  estima  que  el  tamaño  de  primera 

madurez  en  las  hembras  se produce  a  los 45  mm,  mientras que  los  machos  la 

alcanzan a lo s 55 mm. La época de reproducción se ext iende entre noviembre y 

diciembre en la zona norte de Chile, mientras que en la zona central y sur ocurre 

entre julio y diciembre. 

 
 

Dada la ausencia de dimorfismo sexual la separación de sexos es muy difícil 

de realizar sin un examen histológico. Más aún, las gónadas de machos y hembras 

tienen la misma estructura externa y coloración; aunque ésta últ ima puede variar del 

http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&amp;amp%3Bpid=S0717-71781996002400010&amp;amp%3Bgui
http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&amp;amp%3Bpid=S0717-71781996002400010&amp;amp%3Blar
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amarillo  al  café  oscuro.  La  ident ificación  sexual  se  puede  lograr  en  forma 

aproximada só lo en el período de máxima act ividad reproductiva, cuando de las 

gónadas de las hembras fluye un líquido de color anaranjado que contiene los óvulos; 

mientras que de los machos fluye un líquido blanco constituido por el equivalente al 

semen y espermatozoides. 

 
 

A  la  actualidad,  la  separación  de  machos  y  hembras  ha  sido  realizada 

mediante  el  estudio  histológico  de  sus  gónadas  (Gutiérrez  y  Otsu,  1975).  Sin 

embargo,  esta técnica  es demasiado  lenta  y no  permite  el análisis rápido  de  un 

número  importante de ejemplares, como  es el requerimiento  de diversas 

metodologías bio lógico-pesqueras dest inadas a analizar muestras de capturas 

comerciales. 

 
 

En el trabajo publicado por Palma y Arana (1996) se describe una nueva 

metodología que permite determinar el sexo en forma rápida y a bajo costo, y además 

estimar la proporción sexual en muestras de gran tamaño. Así también, se entrega el 

procedimiento para separar distribuciones globales de frecuencias de tallas realizadas 

sin diferenciación sexual, en distribuciones separadas para machos y hembras, para 

su subsecuente utilización en estudios bio lógicos y pesqueros. 

 
 

Con los estudios realizados por Callohuari (2005) se logró determinar las 

histonas totales del espermatozoide del erizo rojo Loxechinus albus, caracterizando 

las proteínas electroforéticamente. En este estudio se recomendó ampliar la 

invest igación de cada una de las histonas const ituyentes de esta especie, lo cual se da 

en el presente trabajo, en el aislamiento, purificación y caracterización de la histona 

H1. 

http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&amp;amp%3Bpid=S0717-71781996002400010&amp;amp%3Bgut
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2.2 Bases teóricas 

 

 
 

2.2.1 Organización y función de la cromatina 
 

 
 

En los organismos eucariotas el DNA se encuentra en el núcleo de la célula en 

forma de cromat ina. La cromat ina es una fibra formada por complejos de DNA y 

proteínas  básicas  denominadas  histonas  y otras proteínas  no  histonas.  La  unidad 

básica de la fibra de cromat ina es el nucleosoma (Wo lffe et al, 1997). 

 
 

El conjunto formado por las histonas internas, el DNA enrollado sobre ellas y 

la H1 se conoce como nucleosoma (Figura 3). Dos copias de cada una de las histonas 

internas H2A, H2B, H3 y H4 forman el núcleo proteico que junto con 146 pb de 

DNA,  se  conoce con el nombre  de part ícula  núcleo.  La  histona H1  se une a  la 

partícula núcleo y al DNA de unión o “linker”, protegiendo 20 pb adicionales de la 

digest ión con nucleasa micrococcal, formando el cromatosoma. El DNA linker más el 

cromatosoma forman el nucleosoma (Wolffe et al, 1997). 

 
 

Figura 3. Estructura nucleosomal (Carpenter, 1999). 
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Los nucleosomas unidos por el DNA internucleosomal forman la fibra de 

cromat ina de 10-12 nm. La histona H1, que se une a la part ícula núcleo y al DNA 

internucleosomal, permite la compactación de la fibra de 10-12 nm en una fibra de 30 

nm, que const ituye el estado en que se encuentra la mayoría de la cromat ina durante 

la interfase (Figura 4). 

 
 

La fibra de 30 nm se organiza en grandes dominios conocidos como lazos que 

se encuentran anclados a un esqueleto de proteínas o scaffo ld (Figura 4). Su longitud 

varía entre 30 y 100 kb (kilobases) y se cree que podrían conformar grandes e 

importantes dominios transcripcionales dinámicos regulados topológicamente 

(Laemmli, 1992). 

 
 

La estructura espacial de la cromat ina brinda la condensación y organizació n 

que es necesaria para que el empaquetamiento del DNA dentro del núcleo sea 

compat ible con la realización de procesos como la replicación, la transcripción y la 

regulación de la expresión génica (Wolffe, 1992). 
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Figura 4. Empaquetamiento de la cromat ina. (Schlick Group at the New York University) 
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En el núcleo de la célula eucariota encontramos dos tipos fundamentales de 

cromat ina: eucromat ina y heterocromat ina. La eucromat ina está compuesta por 

regiones más distendidas donde se localizan genes act ivamente transcritos. Por el 

contrario, la heterocromatina cont iene regiones más compactas que se encuentran por 

lo general cercanas al centrómero y los telómeros. El mantenimiento de las regiones 

heterocromát icas  es  necesario  para  la  estabilidad  genómica  y  el  control  de  la 

expresión génica (Maison, 2004). 

 
 

El núcleo central proteico de los nucleosomas, alrededor del cual se enrolla e l 

DNA cont iene dos moléculas de cada una de las histonas internas o también llamadas 

histonas core, H2A, H2B, H3 y H4.  Las histonas internas son proteínas de bajo peso 

molecular (11-16 kDa) con más de un 20 % de aminoácidos básicos. Las histonas 

H2A y H2B contienen más lisina mientras que las histonas H3 y H4 cont ienen más 

arginina (Van Holde, 1988). 

 
 

Todas las histonas internas se encuentran muy conservadas en longitud y en 

secuencia aminoacídica a lo largo de la evolución. Las histonas H3 y H4 son las que 

se encuentran más altamente conservadas y juegan un papel central en el nucleosoma; 

estas restricciones funcionales y estructurales explican la alta conservación de su 

secuencia. Las histonas H2A y H2B están algo menos conservadas. 

 
 

2.2.2 Histona H1 
 

 
 

La histona H1 se define como aquella que agrupa a aquellas proteínas básicas 

y abundantes que interaccionan con el DNA de unión entre los nucleosomas. En la 

Figura 5 se esquemat iza la estructura en tres dominios: el dominio amino terminal 
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(20-35 aminoácidos), el dominio central de carácter globular (~80 aminoácidos), y el 

dominio carboxilo terminal (~100 aminoácidos) (Wolffe, 1997). 

 
 

 
 

Figura 5. Dominios de la histona H1. (Max Planck Inst itute of Immunobio logy and 

Epigenet ics) 

 
 

Los dominios amino y carboxi terminal t ienen carácter básico, especialmente 

el dominio C-terminal que puede contener hasta un 40% de lisinas. La longitud de los 

dominios terminales es  más  variable  que  la  del dominio  globular.  Los dominios 

amino y carboxi terminal de la H1 son de baja complejidad de secuencia a nivel de 

nucleótidos  y  de  aminoácidos,   mientras  que  el  dominio   globular  es  de  alta 

complejidad de secuencia. La estructura tripart ita de la histona H1 sugiere que cada 

dominio t iene podría tener funciones específicas en la estructura de la cromat ina. El 

dominio N-terminal sería capaz de    estabilizar la unión del dominio globular, el 

dominio globular podría localizar la H1 en el nucleosoma, mientras que el dominio 
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C-terminal es la región que generalmente se asocia con la condensación de la 

cromat ina  mediante  la  unión  y  la  neutralización  de  las  cargas  del  DNA  linker 

(Wolffe, 1997). 

 
 

Dominio globular 
 

 
 

El dominio globular central es el encargado de unirse al exterior de cada 

nucleosoma, casi cerca del punto donde entra y sale el DNA, la posición exacta aún 

no está esclarecida. El dominio globular posee aproximadamente 80 residuos y se une 

al nucleosoma cerca del punto de entrada y salida del DNA, protegiendo 20 pares de 

bases adicionales de la digest ión con nucleasa micrococal. Este dominio es el que se 

encuentra más evo lut ivamente conservado, hasta el punto de ser básicamente idént ico 

entre algunos subt ipos y entre especies diferentes (Ponte et al., 1998). 

 
 

Los dominios amino y carboxi-terminales 
 

 
 

Los dominios terminales son aquellos que cont ienen un porcentaje elevado de 

residuos  básicos,  especialmente  el  aminoácido  lisina.  Este  dominio  C-terminal 

presenta un promedio de un 40% de residuos de lisina y también bastantes residuos 

de alanina y prolina. Por ejemplo, de 97 residuos del C-terminal de la H1º de ratón, 

40 son lisina, 16 alanina, 12 prolina, 9 valina, 7 serina y 5 treonina. La distribución de 

los residuos de lisina provoca una densidad de carga uniforme a lo largo de la mayor 

parte de esta región de la molécula. Los mencionados residuos de lisina t ienden, 

efect ivamente,  a  establecer  dobletes  y  en  raras  oportunidades  se  localizan  tres 

residuos básicos juntos. 
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Tanto el dominio C-terminal así como también la región básica del dominio 

N-terminal t ienen la capacidad de mantener unión respecto al DNA. Se ha llegado a 

creer que la co la C-terminal se une al DNA internucleosomal (Felsenfeld, 1992). Este 

dominio es el que probablemente contribuye a la torsión del DNA internucleosomal 

en el filamento de 30 nm (But ler, 1984; Clark et al., 1988). 

 
 

Dominio N-terminal 
 

 
 

El dominio N-terminal de la histona H1 tiene alrededor de 30 aminoácidos y 

contiene dos regiones diferenciadas, ambas conservadas en la mayoría de subt ipos 

conocidos (Böhm and Mitchell, 1985). La región distal es rica en alanina, prolina y de 

carácter hidro fóbico, mientras que la región adyacente al dominio globular t iene 

carácter básico y podría contribuir a la estabilidad de la interacción del dominio 

globular  (Allan,  1986).  La  región  N-terminal  no  contiene  en  su  conformación 

residuos básicos y además posee un carácter apolar, debido a que está formada 

principalmente por residuos de alanina y prolina. 

 
 

Dominio C-terminal 
 

 
 

El dominio C-terminal de la histona H1 representa alrededor de la mitad de la 

proteína y t iene un alto contenido (~40%) de aminoácidos básicos, en su mayor parte 

lisina.  El dominio  C-terminal también  es  rico  en  serina,  prolina  y  alanina.  Este 

dominio es muy variable entre los diferentes subt ipos de histonas, aunque la 

distribución  de  las  cargas  posit ivas  es  relat ivamente  uniforme  a  pesar  de  las 

diferencias en la secuencia de aminoácidos (Subirana, 1990). 
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En general se acepta que el dominio C-terminal es el responsable de la 

condensación de la cromat ina en la fibra de 30 nm así también de la agregación 

intermolecular (Allan, 1986). 

 
 

El dominio C-terminal también t iene capacidad de condensar el DNA. Al 

parecer la condensación del DNA está mediada por la neutralización de las cargas 

negat ivas de los fosfatos del DNA linker por las lisinas del C-terminal. 

 
 

En varios estudios recientes,  se ha postulado  la  presencia de subdominios 

dentro del C-terminal que serían los responsables de la alteración del DNA linker y la 

estabilización de estructuras de cromat ina condensada (Lu and Hansen, 2004). 

 
 

El dominio C-terminal es también imprescindible para la unión a la cromat ina 

in vivo con alta afinidad (Lever, 2000; Misteli, 2000). En estudios aún más recientes, 

se apunta además a la posibilidad de que esta unión este modulada por fosforilación 

(Hendzel, 2004). 

 
 

Los dominios terminales de las histonas H1 son altamente repetit ivos y, 

posiblemente, en su proceso de evolución han tenido lugar un alto número de 

duplicaciones. También, se considera que los dominios terminales en so lución acuosa 

se encuentran totalmente desestructurados, con la excepción de una región del C- 

terminal de la H1 de esperma de erizo de mar (Echinus esculentus) que se estructura 

parcialmente en hélice α (Hill et al., 1989). 



20  

 
 
 
 
 
 
 
 

 
2.2.3 Diversidad y expresión de la histona H1 

 

 
 

En los organismos superiores, las histonas H1 poseen múlt iples variantes no 

alélicas. Los subt ipos de la H1 podrían estar diferenciados funcionalmente (Brown, 

1997). En las aves, la acumulación de H5, la que es una variante de H1 típica de 

eritrocitos (glóbulos rojos), se asocia con el establecimiento de una estructura inerte 

de la cromat ina (Sun, 1990). 

 
 

En  mamíferos  se  han podido  encontrar  al menos  7  variantes  de  H1.  Los 

subt ipos de H1 se diferencian en la extensión y el momento de la fosforilación, la 

conservación evo lut iva (Lennox, 1984; Ponte, 2003), las tasas relat ivas de síntesis y 

degradación  en  células  en  proliferación  o  quiescentes  (Lennox,  1983),  y  en  su 

habilidad para condensar el DNA in vitro (Welsh, 1979). 

 
 

Los efectos diferenciales de algunas  variantes de   histona H1 en procesos 

como la   embriogénesis y la espermatogénesis se han atribuido a diferencias en la 

longitud y carga de los dominios amino y carboxi terminal (Khochbin, 2001). 

 
 

Las diferencias existentes en los patrones de expresión así como también en 

las tasas relat ivas de degradación y síntesis en células en división y en células 

quiescentes permiten ciertos cambios en las proporciones relat ivas de las H1 durante 

el desarrollo y la maduración de los tejidos. La variante H1t es expresada en células 

espermatogénicas; y la secuencia codificante t iene algunas diferencias significat ivas 

con las demás histonas H1. Al comparar la secuencia de aminoácidos de la H1t con 

las histonas somát icas se puede observar en el dominio C-terminal el remplazo de las 

lisinas  por  argininas.  La  H1  tiene  la  capacidad  de  modular  la  estructura  de  la 
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cromat ina para facilitar la recombinación y eventos de reparación génica (Wolffe, 

1997). 

 
 

La histona H5 se ha encontrado y ha sido caracterizada a nivel mo lecular 

solamente en eritrocitos de ave. Esta histona H5 contiene 190 aminoácidos y su 

secuencia  está  bastante  relacionada  con  la  secuencia  de  la  H1,  sin  embargo  su 

dominio C-terminal t iene una gran proporción de residuos de arginina. La mayoría de 

los sit ios que son ocupados por estas argininas en la histona H5 contienen lisina en la 

secuencia de la H1. Se ha encontrado que el nivel de histona H5 aumenta durante la 

diferenciación de eritrocitos de pollo (Figura 6) 

 
 

Figura 6. Estructura del dominio globular de la histona H5 (Wolffe, 1998). 
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2.2.4 Histonas H1 somáticas 

 

 
 

Los niveles de H1a, H1b y H1d son los que decrecen rápidamente en células 

terminalmente diferenciadas o en el estado de Go, mientras que la H1c y la H1e se 

continúan aun expresando. La histona H1a se expresa en todos los tejidos en niveles 

tan  bajos  que  hace  poco  se  consideraba  específica  de  células  de  bazo,  timo  y 

testículos  (Wisniewski,  2007).  Su  expresión  se  encuentra  asociada  a  la  división 

celular. La H1º t iene una elevada homología con la H5 de eritrocitos de ave, aunque 

ésta últ ima se une con mayor fuerza al nucleosoma, permit iendo una cromat ina más 

estable y una disminución de la expresión más drástica (Bergman, 1990) (Figura 7) 

 
 

Figura 7. Modelo estructural para el dominio N-terminal de la H1º conectado con el 

dominio globular de la H5 (Vila, 2001). 
 
 

En el proceso de la espermatogénesis en mamíferos las espermatogonias 

diplo ides se diferencian en espermatocitos (primarios y secundarios) y luego de dos 

divisiones meiót icas sucesivas en espermát idas haplo ides. Luego, durante la 

espermiogénesis,   estas  espermát idas  pasan  por  una   fase  de   elongación,   para 
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posteriormente transformarse en espermatozoides maduros. Durante este proceso se 

dan cambios importantes a nivel bioquímico y la restructuración morfo lógica de las 

células de la línea germinal (Martianov, 2005). 

 
 

La histona H1t es específica de testículos, se expresa en los espermatocitos 

durante la profase de la meiosis, específicamente en el paquiteno (Grimes, 1990) 

(Figura 8) y const ituye el 55  % de la histona linker presente en este tipo celular (Lin, 

2000). 

 
 

 
 

Figura 8. Etapas de la espermatogénesis (Grimes, 2004). Se muestran las tres etapas 

de la espermatogénesis. Las espermátidas tempranas (estadíos 1-8), intermedias 

(estadíos 9-12) y tardías (estadíos 13-19). El rectángulo simbo liza el período en que 

se sintetiza la H1t. 
 
 

El mRNA de H1t existe en el paquiteno medio y tardío, pero la proteína se 

mant iene hasta las espermát idas redondas o alargadas (Drabent, 1996). La hipótesis, 

que goza de mayor aceptación es la que menciona, que el dominio globular de la 

histona H1  se  encuentra unida  directamente  sobre el  DNA en  el eje  binario  de 

simetría (Simpson, 1978; Allan et al., 1986). 
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Durante  un  t iempo  exist ió  la  hipótesis  de  que  podría  tener  lugar  una 

interacción  simétrica  de  la  histona  H1  con  el  DNA  la  cual  entra  y  sale  de l 

nucleosoma, pero se encuentra separada de la vuelta central de DNA en el centro 

binario de simetría (Figura 9). Esta mencionada hipótesis simétrica alternat iva, sin 

embargo, se enfrenta con resultados los cuales indican una posición de la histona H1 

que se encuentra bastante próxima a la superficie del octámero central. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 9. Hipótesis de la histona H1 situada simétricamente pero separada del 

octámero. (Wolffe, 1998). 
 
 

Actualmente existen tres modelos principales para la unión de la H1 a l 

nucleosoma (Figura 10). El modelo clásico, totalmente simétrico, ubica al dominio 

globular sobre el eje de simetría binario del nucleosoma. El modelo denominado 

“bridging model” (Zhou et al., 1998) postula que el dominio globular de la H1 se 

mant iene unido entre dos vueltas superhelico idales del DNA, concretamente entre un 

extremo del DNA nucleosomal y el centro de simetría. Según algunos autores, este 

modelo es capaz de explicar tanto la protección simétrica del DNA nucleosomal así 

también la asimétrica, si bien recurren a explicaciones que implican reordenaciones 

de las histonas internas. El tercer modelo es claramente asimétrico y propone que el 

dominio globular se sitúa al interior de una vuelt a del DNA, a 65 pb del eje binario 

(Hayes y Wolffe, 1993). 
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Figura 10. Las tres hipótesis principales sobre la posición de la histona H1 en el 

nucleosoma. (Travers, 1999). 
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2.2.5 Interacción de la histona H1 con la cromatina y el DNA 

 

 
 

La unión de la histona H1 al DNA es cooperativa en presencia de sal (Clark, 1986; 

Clark, 1988). Posiblemente ocurre mediante el reclutamiento de moléculas sucesivas 

de H1 al complejo H1-DNA. A pesar de la baja especificidad de secuencia, algunas 

proteínas de este grupo muestran preferencias por algunos tipos de secuencia como la 

descrita para la histona H1 por el DNA met ilado, las estructuras cruciformes y las 

secuencias ricas en A/T (Churchill and Suzuki, 1989), entre las que se encuentran las 

secuencias asociadas al ¨scaffo ld ,̈ secuencias SAR (scaffo ld associated regions), que 

pudieran tener una gran importancia bio lógica (Izaurralde, 1989). 

 
 

La  histona  H1  tiene  especial  preferencia  por  el  DNA  met ilado,  la  cual, 

además,  parece  que  puede  aumentar  con  el  grado  de  met ilación  (Jost,  1992; 

McArthur, 1996). Esta especial preferencia t iene lugar en condiciones de unión 

cooperativa y parece estar determinada por el dominio globular. 

 
 

Las  variantes de  H1  presentes en  núcleos reprimidos transcripcionalmente 

como la histona H5 muestran una mayor preferencia por este tipo de DNA, lo cual 

sugiere que dicho fenómeno podría ser presentar relevancia en la estabilización de la 

superestructura de la cromat ina y la represión transcripcional (McArthur, 1996). 
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2.2.6 Modificaciones postraduccionales de la histona H1 

 

 
 

La histona H1, al igual que las histonas internas, sufre varios t ipos de 

modificación postraduccional: acet ilación, met ilación, poliADP-ribosilación, 

formilación, deimidación, ubiquit inación y fosforilación (García, 2004; Rall, 1971; 

Talasz, 1996). 

 
 

La acet ilación y met ilación de las histonas H1 ocurre fundamentalmente en 

células en rápida proliferación, como en las de las gónadas. La fosforilación se 

considera la modificación fundamental en la H1 ya que ocurre en múlt iples sit ios en 

la molécula y está asociada al ciclo celular. La diversidad de efectos estructurales y 

funcionales que podría provocar, la convierten en un tema muy importante a estudiar 

para entender el papel de la H1 en la cromat ina. 

 
 

Acetilación 
 

 
 

La histona H1 es modificada mediante dos tipos diferentes de acetilación, la 

que ocurre en el N-terminal y la que tiene lugar en el grupo ε-amino de las lisinas. La 

mayoría de las proteínas eucariotas pierden la metionina N-terminal y el aminoácido 

que queda en su lugar al inicio de la cadena polipépt ídica es acetilado. Esta 

modificación  ocurre  co-traduccionalmente  y  no  tiene  una  secuencia  específica, 

aunque el 95% de los residuos acetilados son: serina, alanina, met ionina, glicina y 

treonina. La acet ilación del grupo ɛ-amino de la lisina es muy común en las histonas 

internas. 
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Fosforilación 

 

 
 

La fosforilación de proteínas es un mecanismo de regulación fundamental en 

las células eucariotas. Se estima que al menos un tercio de las proteínas son 

fosforiladas de forma reversible. La fosforilación modula la act ividad de numerosas 

proteínas invo lucradas en la transducción de señales, regula la afinidad de unión de 

factores de transcripción a sus coactivadores y al DNA, alterando la expresión génica, 

el crecimiento celular y la diferenciación. La fosforilación de la histona H1 es 

dependiente  del ciclo  celular,  alcanzando  su  grado  máximo  durante  la  mitosis  y 

mínimo en la fase G1 (Talasz, 1996). 

 
 

Todos los grupos fosfato se han perdido al final de la telofase, de manera que 

al principio del nuevo ciclo la H1 no tiene fosfatos. Estudios realizados han señalado 

que  la  fosforilación de  la H1  está  más  directamente relacionada con la 

descondensación de la cromat ina que con su condensación. Green y col. , 1993, han 

demostrado que la H1 hipo fosforilada se une con mayor fuerza al DNA que la H1 

hiperfosforilada. Esta fosforilación disminuye la afinidad de la H1 por el DNA, lo que 

permit iría  la  descondensación  necesaria  en  las  diferentes  etapas  del ciclo  celular 

(Sarg, 2006). La fosforilación moderada durante la interfase podría propiciar la 

descondensación necesaria en la cromat ina para la replicación del DNA y la 

transcripción (Halmer and Gruss,, 1996; Sarg, 2006). 

 
 

Metilación 
 

 
 

La lisina y la arginina pueden met ilarse en sus cadenas laterales. Inicialmente 

se han descrito dos sit ios met ilados en la H1 (Fischle, 2003; Graziano, 1994). 
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ADP-ribosilación 

 

 
 

La ADP-ribosilación de la H1 puede invo lucrar la unión covalente de la ADP- 

ribosa, con 8 - 10 ADP-ribosas por H1 o la unión no covalente de polímeros 

ramificados de ADP-ribosa con hasta 100-200 unidades por proteína. 

 
 

Es evidente que la presencia de polímeros de ADP-ribosa en la H1 cambia su 

carga y se espera que afecte la interacción H1-DNA y H1-H1. In vitro la po li- 

ADPribosilación conlleva a una relajación significat iva de la cromat ina, pero no 

desplaza la H1 del DNA linker 

 
 

In vivo esta modificación podría tener un papel regulador en la protección del 

patrón de met ilación del DNA (D'erme, 1996;   Poirier, 1982). 

 
 

Ubiquitinación 
 

 
 

La  ubiquit inación  in  vitro  de  la  H1  fue  descrita  por  primera  vez  en 

Drosophila, aunque sin ident ificar el sit io concreto (Pham, 2000). En las histonas del 

core, esta modificación se asocia con el aumento de la expresión (Moore, 2002), pero 

también su presencia en las H1 t iene efectos aún indeterminados. 
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2.2.7 La histona H1 en el núcleo celular 

 

 
 

Las histonas H1 poseen una gran variedad de funciones en la célula, entre las 

que se encuentran,  la  formación de  la superestructura de la cromat ina (Graziano, 

1994; Thoma, 1979). La estabilización de hasta dos vueltas de DNA nucleosomal 

alrededor del octámero por la interacción con el DNA en la entrada y la salida del 

nucleosoma (Staynov, 1988), la regulación transcripcional y la part icipación en otros 

procesos celulares. Sin embargo, su posición exacta en el cromatosoma y su papel en 

la regulación transcripcional de la expresión génica, todavía no se han establecido. 

 
 

 
 

Figura 11. Interacciones que afectan la unión de la H1 a la cromat ina. Adaptada de 

Zlatanova y co l, 2000. 
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Inicialmente   se   pensaba   que   las   H1   eran  represores   generales   de   la 

transcripción  (Brown,  1997).  Los  estudios  in  vitro  apuntaban  a  que  H1  era  un 

represor transcripcional y que algunos factores de transcripción actuaban como ant i 

represores. En otros estudios se ha descrito una acción más específica de la H1 sobre 

determinados genes que pueden implicar tanto la represión como la act ivación de la 

transcripción, lo que sugiere un papel mucho más complejo para la H1. 

 
 

La modificación de la estructura de orden superior de la cromat ina ocasionada 

por la unión preferencial de la H1 a regiones SAR y su part icipación en e l 

posicionamiento de los nucleosomas, podrían intervenir en la regulación de la 

transcripción (Izaurralde, 1989). 

 
 

La modulación de la expresión por la H1 puede deberse también a la 

modificación de la accesibilidad de secuencias promotoras o de secuencias 

potenciadoras a los factores de transcripción. La estructura de la cromat ina y su 

actividad  transcripcional  están  estrechamente  relacionadas.  La  compactación  del 

DNA en la fibra de cromat ina presenta una barrera para la maquinaria transcripcional. 

En muchos promotores los sit ios de unión para los factores de transcripción se 

encuentran ocultos en la estructura nucleosomal. 

 
 

Un   mecanismo   sencillo   para   permit ir   el  acceso   a   la   maquinaria   de 

transcripción consiste en el desenrrollamiento parcial del DNA alrededor del core 

nucleosomal. Este fenómeno parece ser espontáneo en la cromat ina sin H1 (Yang, 

1994). 
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Hay proteínas  que  se  unen  directamente  a  la  H1  como  es  el caso  de  la 

nucleo lina que es el responsable de inducir la descondensación de la cromat ina a l 

unirse a la H1 (Erard, 1999) o como también la protimosina α que es una proteína 

acídica nuclear al parecer invo lucrada en la proliferación celular (Karetsou, 1998). 

Por tanto, a partir de los datos anteriores se infiere la posición de la H1 en una red 

complicada de interacciones moleculares que modifican la expresión génica (Figura 

11). 

 
 

Las dist intas modificaciones postraduccionales de las histonas internas actúan 

de forma secuencial o en combinación para regular la estructura de la cromat ina, 

activando o reprimiendo la transcripción. Este conjunto de señales se conoce como el 

código de las histonas. 

 
 

El  papel  de  las  modificaciones  postraduccionales  en  la  H1  y  su  acció n 

coordinada con las histonas internas hace pensar que la H1 también podría incluirse 

en este  mecanismo  de  regulación epigenét ica.  La  fosforilación de  la  histona  H1 

también se ha podido relacionar con algunos procesos nucleares tales como la 

remodelación de la cromat ina dependiente de ATP, la ligazón (Kysela, 2005), la 

diferenciación celular (Yellajoshyula, 2006), etc. 

 
 

La defosforilación de  la  histona H1 puede ser relacionada con  la 

diferenciación celular (Yellajoshyula, 2006). Se ha encontrado que durante las fases S 

y M del ciclo celular, la histona H1 fosforilada es translocada al citoplasma (Bleher, 

1999). 
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2.3 Definición de términos básicos 

 

 
 

ADN:  (Ácido  desoxirribonucleico):  mo lécula  lineal  muy  larga  que  actúa  como 

almacén de la información genét ica de todas las células. 

 
 

Cromatina: Sustancia albumino idea fosforada que, en forma de gránulos, filamentos, 

etc., se encuentra en el núcleo de las células y se tiñe intensamente por el carmín y los 

colorantes básicos de anilina; forman el conjunto de ADN, histonas y proteínas de l 

núcleo de las células procariotas. 

 
 

Cromosomas: Cada uno de los corpúsculos que se forman por condensación de la 

cromat ina durante la mitosis y la meiosis. 

 
 

Dominio de proteína: Parte globular compacta de estructura definida de una proteína. 
 

 
 

Electroforesis: Proceso de separación de proteínas en gel en un medio eléctrico 
 

 
 

Espermatocito: Célula primaria que antecede al espermatozoide, la cual puede ser 

diplo ide o haplo ide. 

 
 

Espermatogénesis: Proceso bio lógico de maduración mediante el cual se forman los 

espermatozoides. 

 
 

Espermatozoide: Célula reproductiva del sexo masculino. 

http://dicciomed.eusal.es/palabra/filamento
http://dicciomed.eusal.es/palabra/nucleo
http://dicciomed.eusal.es/palabra/celula
http://dicciomed.eusal.es/palabra/adn
http://dicciomed.eusal.es/palabra/adn
http://dicciomed.eusal.es/palabra/proteina
http://dicciomed.eusal.es/palabra/nucleo
http://dicciomed.eusal.es/palabra/celula
http://dicciomed.eusal.es/palabra/celula
http://dicciomed.eusal.es/palabra/cromatina
http://dicciomed.eusal.es/palabra/cromatina
http://dicciomed.eusal.es/palabra/mitosis
http://dicciomed.eusal.es/palabra/meiosis
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Espermatogonia: Célula germinal masculina la cual antecede tanto al espermatocito 

y al espermatozoide. 

 
 

Eritrocito: Célula sanguínea portadora de hemoglobina 
 

 
 

Equinodermo:  Phyllum  de  animales  deuteróstomos  exclusivamente  marinos  y 

bentónicos 

 
 

Fosforilación: Adición de un grupo fosfato (PO4
3-
) (fosforilo) a una molécula 

 

 
 

Histonas: moléculas proteínicas que se encuentran en los cromosomas responsables 

de compactar el DNA para que quepa en el núcleo. Forman la cromat ina junto con el 

ADN, sobre la base de unas unidades conocidas como nucleosomas. 

 
 

Meiosis: Proceso de división celular propio de células sexuales. 
 

 
 

Metilación: Adición de un grupo met ilo (CH3
-
) a una molécula 

 

 
 

Nucleosoma:  Subunidad  globular,  en  forma  de  cuenta  de  rosario,  de  cromat ina 

formada por histona y ADN que aparece en la interfase. 

 
 

SAR: Las SAR son regiones de varios cientos de pares de bases ricas en residuos de 

adenina y t imina, abundantes en la heterocromatina. 

 
 

Transcripción: Proceso de copiado de una hélice de ADN. 

http://dicciomed.eusal.es/palabra/cromosoma
http://dicciomed.eusal.es/palabra/adn
http://dicciomed.eusal.es/palabra/nucleo
http://dicciomed.eusal.es/palabra/cromatina
http://dicciomed.eusal.es/palabra/adn
http://dicciomed.eusal.es/palabra/base
http://dicciomed.eusal.es/palabra/nucleosoma
http://dicciomed.eusal.es/palabra/cromatina
http://dicciomed.eusal.es/palabra/histona
http://dicciomed.eusal.es/palabra/interfase


 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
III. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

 
 

3.1 Materiales, reactivos y equipos 
 

 
 

3.1.1 Material biológico 
 

 
 

El material bio lógico  utilizado  para extraer  la histona H1  fue esperma del 

erizo   rojo,   Loxechinus   albus,   miembro   del  Phylum  Echinodermata,   el  cual 

comprende a más de 6 000 especies, entre las cuales se encuentran las estrellas de 

mar, pepinos de mar y los erizos. Las característ icas más importantes de los erizos de 

mar son su simetría radial (pentarradial) y la presencia de un esqueleto formado por 

piezas calcáreas que forman un caparazón o “testa” rígido (Barnes, 1989). 

 
 

El erizo rojo Loxechinus albus      pertenece a la siguiente clasificación 

sistemát ica: 

Reino Animalia 
 

Phylum Echidermata. Brugiere, 1971 
 

Subphylum Echinozoa Haeckel, 1895 
 

Clase Echino idea Leske, 1778 
 

Subclase Euechino idea Bronn, 1960 
 

Orden Echino idea Claus, 1976 
 

Familia Echinidae Gray, 1825 
 

Género Loxechinus 
 

Especie Loxechinus albus, Molina 1782 
 

Nombre común Erizo rojo 
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En la costa sur occidental del Océano Pacífico, el erizo rojo Loxechinus albus 

se distribuye desde la Isla Lobos de Afuera (6°53'50" S) en el Perú, hasta Cabo de 

Hornos (55° S) en Chile (Cast illa, 1990). 

 
 

El erizo rojo se encuentra desde la zona intermareal de 0 metros hasta 340 

metros de profundidad, sobre fondos duros, utilizando sus pies ambulacrales como 

medio de locomoción y sus espinas como defensa y captura de algas a la deriva que 

utiliza como alimento. Presenta una conducta gregaria y aunque su alimentación se 

basa en algas, no es extraño que se alimenten de cualquier cosa que puedan romper 

sus dientes. 

 
 

El erizo rojo, animal deuterostomado, posee un caparazón o “testa” globoso 

cubierto de espinas calcáreas quebradizas, conformado por 10 placas calcáreas 

(denominadas ambulacrales e interambulacrales), lo que se conoce como simetría 

pentaradial. Las placas ambulacrales están perforadas para permit ir la acción de los 

pies ambulacrales, estructuras que permiten la movilización del erizo. La boca o placa 

bucal, posee un sistema dental denominado “linterna de Aristóteles” que está en 

contacto con el sustrato permanentemente, mientras que el ano se ubica en la región 

aboral del caparazón. 

 
 

El erizo es detrit ívoro en sus etapas juveniles y herbívoro como adulto. Posee 

sexos separados (dio ico), sin dimorfismo sexual externo. Posee 5 gónadas conocidas 

normalmente  como   “lenguas”,   estructuras  que  han  ocasionado   la   explotación 

comercial de este invertebrado, dado que el resto del animal no es utilizado por el ser 

humano (Contreras y Castilla, 1987). 

http://es.wikipedia.org/wiki/Oc%C3%A9ano_Pac%C3%ADfico
http://es.wikipedia.org/wiki/Isla_Lobos_de_Afuera
http://es.wikipedia.org/wiki/Per%C3%BA
http://es.wikipedia.org/wiki/Chile
http://es.wikipedia.org/wiki/Algas
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Las diferencias en su época de desove a lo largo del país, serían atribuibles, 

según se postula, a la temperatura. Presenta fecundación externa, cuyos embriones se 

transforman en larvas pluteus que permanecen por dos o tres semanas en el plancton 

para luego metamorfosear hacia un juvenil de erizo (Bustos y Olave, 2001) que se 

asienta al sustrato (roca o conchillas). 

 
 

El crecimiento es lento (1 a 3 mm por mes en promedio), alcanzando tallas 

máximas de 120 a 130 mm. La talla mínima legal (70 mm) la alcanza entre los 4 y 5 

años de edad. La talla crít ica oscila cercana a los 60 a 80 mm y la talla de primera 

madurez sexual se alcanza entre los 40 a 50 mm. (Barahona et. al., 2003). 

 
 

Habita como epifauna en fondos duros. Tiene un comportamiento gregario 

(forma grupos desde unos pocos individuos hasta millares) principalmente para 

protegerse de los depredadores (peces, estrellas de mar y jaibas) y para alimentarse de 

frondas  de  algas  flotantes  o  ramonear  sobre  el  sustrato.  Posee  mayor  act ividad 

nocturna y cuando queda expuesto al so l se cubre con trozos de alga y conchilla. 

Habita  sobre  sustrato  rocoso  en  el  intermareal  y  submareal  somero,  cercano  a 

praderas de macroalgas (Contreras y Castilla, 1987). 

 
 

La colecta de especímenes de Loxechinus albus  se realizó en la localidad de 

Vila Vila (Tacna) durante el mes de julio y set iembre del año 2011. Los animales 

fueron transportados rápidamente hasta el laboratorio de Bioquímica y Nutrición en 

agua de mar a 4 ºC, en el cual fueron somet idos a los procedimientos indicados más 

adelante. 
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En la presente invest igación se tomaron muestras que se seleccionaron 

debidamente al azar,  teniendo  en cuenta  la  madurez sexual,  primeramente en  los 

meses referidos a la madurez sexual de los individuos y también mediante la madurez 

gonadal, esto últ imo fue comprobado por métodos morfométricos estándares que 

caracterizan a individuos de edad adulta y madurez sexual lo que fue constatado 

después en el laboratorio la existencia de espermatozoides, mediante la visualizació n 

de espermatozoides al microscopio simple, por una preparación simple. Asimismo se 

ha ut ilizado como  marcador de peso mo lecular las histonas totales de eritrocito de 

pollo, cuyo procedimiento de extracción se muestra a continuación del proceso de 

extracción de las histonas del erizo rojo. 

 
 

3.1.2 Material de laboratorio 
 

 
 

Además del material de uso común en un laboratorio de bioquímica se 

utilizaron los siguientes materiales adicionales: 

- Vernier 
 

- Hipodérmicas 
 

- Puntas para las micropipetas de 5 – 40 µL y 100 – 1000 µL. 
 

- Eppendorfs de 1,5 mL 
 

- Eppendorfs de 2,0 mL 
 

- Papel de filtro Whatmann # 1 
 

- Peines modeladores de 0,75 mm de espesor 
 

- Peines modeladores de 1,50 mm de espesor 
 

- Separadores de geles de 0,75 mm de espesor 
 

- Separadores de geles de 1,50 mm de espesor 
 

- Placas de vidrio de 13 x 12 cm. 
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3.1.3 Reactivos 

 

 
 

Los reactivos empleados en la realización del presente trabajo fueron aquéllos 

de  uso  común  en  el  Laboratorio  de  Bioquímica  y  Nutrición,  otros  reactivos 

específicos para el desarrollo del presente estudio se tuvieron que adquirir, tales la 

acrilamida, bis-acrilamida, TEMED, Trizma base, HCl, PSA, PCA, H2SO4, SDS, 

etanol,  butano l,  glicina,  glicerol,  β-mercaptoetanol,  fenilisotiocianato  (PITC), 

Coomassie Blue R-250 y G-250, PMSF, Cloruro de Benzamidina, urea de grado ultra 

pura, thiourea, peróxido de hidrógeno, norleucina, verde de met ilo, acetonitrilo, 

acetona,   Triton X-100, sucrosa, CaCl2, fueron obtenidos de Sigma Chemical Co. 

Todas las soluciones se prepararon a temperatura ambiente con agua dest ilada y 

bidest ilada los cuales pasaron a ser conservados para su posterior utilización a 4º C y 

a -20º C, debido a que estas soluciones son sensibles tanto a la luz del so l, como a la 

temperatura, en los cuales en ambos casos si no se tiene el cuidado adecuado éstas 

soluciones podrían originar resultados no  adecuados en cualquiera de  los pasos a 

seguir en  la presente invest igación. 

 
 

3.1.4 Equipos 
 

 
 

Entre los principales equipos utilizados en el presente estudio fueron: 
 

- Espectrofotómetro UV-Visible UNICO 212 
 

- Centrífuga de mesa Mann 
 

- Micro centrífuga de mesa Eppendorf 
 

- Balanza analít ica Sartorius 
 

- Cámara electroforética Sigma 
 

- Fuente de poder de 250 V Sigma 
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- Autoanalizador Alpha Plus-2 (Pharmacia LKB Biotech.) 

 

- Cámara fotográfica Canon 
 

- Micro pipetas de 5-40 µL Eppendorf 
 

- Micro pipetas de 100-1000 µL Brand 
 

- Microscopio compuesto binocular con cámara  Boeco 
 

- Vortex Boeco 
 

- Cámara Neubauer Boeco 
 

- Homogeneizador de Potter Sigma 
 

- SpeedVac Sigma 
 

- Bomba de Vacío LKB-2150 
 

- Detector Biosystem Modelo 100 
 

- Aplicador de muestra Spark Holland 
 
 
 
 
 

3.2 Métodos utilizados 
 

 
 

3.2.1 Obtención de esperma del erizo rojo Loxechinus albus 
 

 
 

Organismos adultos de erizo rojo Loxechinus albus   fueron co lectados en 

forma regular en la costa rocosa de la caleta de Vila Vila, Tacna, durante los meses de 

julio a set iembre del 2011, que corresponden al periodo en que comienzan a desovar 

sus gametos. La obtención del esperma fue realizado por el método del desove 

inducido,    mediante la inyección de so lución de KCl que est imula el desove de 

esperma, por tal mot ivo solamente fueron seleccionados individuos de diámetro de 

testa entre 55–70 mm, posteriormente a esos individuos se procedió a realizar la 

inyección  de  2,5  ml de  la    solución de  KCl 0,55  M en  la parte oral del erizo 
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introduciendo la aguja entre la mandíbula y la testa (Hinegardner 1975; Strathmann 

1987). 

 
 

Al comenzar el desove inducido aproximadamente a los 3 ó 4 minutos de 

aplicada la inyección de KCl a cada individuo, este desove se hizo notorio a la vista 

pudiendo diferenciar explícitamente los sexos, es decir, el color de la secreción tanto 

de la hembra como del macho eran completamente dist intos; del individuo macho la 

secreción es un líquido lechoso de color cremoso, mientras que la secreción de la 

hembra es de un co lor rojo claro pronunciado, para corroborar completamente tal 

diferencia, se evaluó al microscopio a 450 aumentos, verificándose la diferenciación 

entre los individuos machos y hembras, teniendo en cuenta la morfo logía propia de 

los espermatozoides y de los óvulos. 

 
 

El esperma obtenido de los especímenes machos fue recolectado en tubos 

eppendorf  de 1,5 ml, y también fueron colectados en tubos de ensayo de tapa rosca 

que contenían una solución de alcohol de 96º para conservar el esperma y evitar 

proteólisis,  y  luego  transportarlos  al  Laboratorio  de  Bioquímica,  donde  fueron 

puestos en congelación para su tratamiento al día siguiente. Las muestras fueron 

lavadas con agua de mar filtrada y hervida para crear un ambiente propio a la célula 

espermát ica, lo cual fue comprobada gracias a la visualización microscópica, 

evidenciando una morfo logía particular, es decir,  la cabeza con acrosoma, cuello  y 

cola, que además presentaban ligeras modificaciones propias  de la especie. 

 
 

Las   concentraciones   de   espermatozoides  se   obtuvieron  de   la   so lució n 

concentrada, con ayuda de una cámara Neubauer de 0,1 mm de profundidad y fueron 

colectados en tubos Eppendorf  de 1,5 ml, y también colectados en tubos de ensayo 



42  

 
 
 
 
 
 
 
 

 
de tapa rosca, en el caso que se desee conservar por más t iempo en etanol al 90 %. 

Ambos recipientes son conservados en refrigeración a –15 ºC en la refrigeradora del 

Laboratorio de Bioquímica. 

 
 

3.2.2 slamiento de núcleos espermáticos de Loxechinus albus 
 

 
 

Para la obtención de núcleos espermát icos de erizo rojo Loxechinus albus  se 

procedió a resuspender el esperma con un tampón isotónico a pH fisio lógico, y 

mediante una homogenización suave se realizó lavados sucesivos por centrifugación 

a baja fuerza centrífuga y por periodos de tiempo cortos (Cheveau et al., 1956). 

 
 

El protocolo seguido fue: 
 

1) Mediante una preparación en una lámina portaobjetos, se controló por 

observación al microscopio, la mot ilidad de los espermatozoides. 

2) Se resuspendió 200 µl de espermatozoides y se colocó en un eppendorf de 1,5 

ml, inmediatamente colocar 1000 µl de la solución tampón A. Se colocó en el 

vortex para disgregar los espermatozoides. 

3) Se centrifugó a 2000 g durante 5 minutos a 4 ºC. 
 

4) Se repit ió el lavado 2-3 veces, eliminando siempre el sobrenadante. 
 

5) Se resuspendió los espermatozoides en 500 µl de solución tampón A y se 

homogenizó exhaust ivamente con homogeneizador de Potter. 

6) Se centrifugó a 2000 g durante 5 minutos a 4 ºC y se eliminó el sobrenadante. 
 

7) Se resuspendió el sedimento en glicerol para conservarlos a -20 ºC. 
 

8) 100 µl de espermatozoides resuspendidos en glicerol fueron mezclados con 

tres volúmenes de solución Tampón A. Se centrifugó a 2000 g durante 5 

minutos a 4º C. 
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9) Se repit ió el proceso 2-3 veces, de esa manera se retiró el glicero l de los 

espermatozoides. 

10) Se resuspendió el sedimento de espermatozoides con solución Tampón A 

conteniendo  Triton X-100  0,5%.  La  suspensión  se  incubó  a  4  ºC  (hielo) 

durante 10 minutos. 

11) Se  centrifugó  a  1500  g  durante  10  minutos  a  4  ºC  y  se  eliminó  el 

sobrenadante. 

12) Se resuspendió el sedimento con solución Tampón A mediante pipeteo. 
 

13) Luego de centrifugar a 1500 g durante 10 minutos a 4 ºC se eliminó el 

sobrenadante. 

14) Se resuspendió con 200 µL de solución Tampón A y luego se añadió 2 

vo lúmenes de glicerol para conservarlos a -20 ºC. 

15) Se  est imó  la  concentración de  núcleos  espermáticos  por  recuento  en una 

cámara de Newbauer. 

 
 

3.2.3 Extracción y purificación de histonas de los núcleos espermáticos 
 

 
 

Las proteínas del núcleo espermát ico por su naturaleza básica son extraídas 

con ácidos (débiles y fuertes). Las histonas pueden ser extraídas con ácido acético al 

35 % (Subirana et al., 1973), y las proteínas más básicas como las protaminas pueden 

ser extraídas con HCl 0,4 N (Subirana et al., 1973) o H2SO4  0,4 N (Hoffmann & 

Chalkley, 1978). Algunas de estas proteínas como  en el caso  de la histona H1  y 

familia muestran so lubilidad diferencial en ácido perclórico (PCA) al 5 % (Goodwin 

et al., 1978). 
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Método I: Extracción de histonas totales (H1, H2a, H2b, H3 y H4) de L. albus 

 

 
 

1. Todo el proceso se llevó a cabo en condiciones de frio (4 ºC), este ambiente es 

necesario  para  minimizar  en  lo  posible   la  proteólisis  de  las  proteínas 

contenidas en los núcleos espermát icos. 

2. La muestra de inicio estuvo constituida por espermatozoides de erizo rojo 

Loxechinus albus     conservados cuidadosamente en etanol 90 % o como 

alternat iva el glicerol. 

3. Se realizó la primera centrifugación llevada a cabo con las condiciones  de 14 

000 rpm, por 5 minutos. 

4. Se obtuvo un sedimento y un sobrenadante, el sobrenadante fue desechado, y 

el sedimento fue resuspendido en 5 vo lúmenes de Tris/HCl 10 mM, pH 7,4 / 

cloruro   de   benzamidina   25   mM   (un   inhibidor   de   la   proteólisis).   La 

resuspensión (y los lavados posteriores) se hacen en un homogeneizador de 

Potter suavemente. 

5. La centrifugación nuevamente fue realizada a 14 000 rpm x 5 minutos. 
 

6. Se obtuvo nuevamente un sobrenadante y un sedimento, se desecha el 

sobrenadante y se procede con el sedimento la extracción de proteínas básicas 

con 5 vo lúmenes de HCl 0,4 N, durante 10 minutos en condiciones de frío 

mientras se va homogenizando con cierta intensidad en un intervalo de t iempo 

de cada tres minutos. 

7. Se procedió a centrifugar a 13000 rpm x 5 minutos, de lo cual se obtuvo 

nuevamente un sedimento, el cual en esta oportunidad fue descartado y el 

sobrenadante obtenido, el cual cont iene todas las histonas, incluida la histona 

H1, luego de esto se obtuvieron dos alícuotas A y B. 
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Alícuota A: Extracción de histonas totales (H1, H2a, H2b, H3 y H4) de L. albus. 

 

 
 

i. Se realizó una precipitación con 6 volúmenes de acetona a -20 ºC (siempre 

conservando las condiciones de frío para minimizar la proteólisis). 

ii. Se mantuvo alrededor de una  hora a -20 ºC. 
 

iii. Después de la hora transcurrida, nuevamente se procedió a la centrifugación 

respectiva a la velocidad y t iempo mencionados. 

iv. Se recogió el sedimento, el cual contenía todas las histonas H1 y las histonas 

core, y se descartó el sobrenadante. 

v. Se lavó con acetona (-20 ºC) y se procedió a la homogenización con el 

homogenizador  de  Potter  para  luego  ser  somet ido  nuevamente  a 

centrifugación a las mismas condiciones antes mencionadas y nuevamente el 

sobrenadante obtenido es descartado y el sedimento es secado en SpeedVac. 

vi. El po lvo seco obtenido corresponde a las histonas totales que se observa en 

la electroforesis. 

 
 

Alícuota B: Extracción y purificación de la histona H1 de L. albus. 
 

 
 

i. Se adicionó PCA (ácido perclórico) concentrado a la alícuota hasta lograr el 5 
 

% del mismo. 
 

ii. Se dejó en hielo (condiciones de frío) 10-15 minutos donde se formó un 

precipitado, se somete a centrifugación en las mimas condiciones, luego se 

obtuvo un sedimento (P1) y un sobrenadante (S1). 

iii. El sedimento P1, se lavó con acetona como en los pasos anteriores y luego se 

procedió a centrifugación en las mismas condiciones y luego se vuelve a lavar 
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y a centrifugar en las mismas condiciones luego se obtuvo el sobrenadante 

que es  descartado y el sedimento secado en SpeedVac. 

iv. Este sedimento corresponde a las histonas core sin la H1. 
 

v. Al  sobrenadante (S1):  Se  añadió  6  vo lúmenes  de  acetona a  -20  ºC  y  se 

mantuvo 1 hora a esta temperatura, luego se formó un precipitado el cual se 

pasó a centrifugar,  a las mismas condiciones anteriormente descritas. 

vi. El sobrenadante es descartado y el sedimento se volvió a lavar con acetona y 

secado en el SpeedVac. 

vii. Este  sedimento  corresponde  a  la  H1  específica  del  espermatozoide  de 
 

Loxechinus albus. 
 

viii. Para el caso del análisis de la composición aminoacídica de la histona H1 (se 

hace primero una hidrólisis al vacío a 110 ºC con HCl 6 N y luego se analiza 

la concentración de cada residuo aminoacídica en HLPC). 

 
 
 
 

Método II: Extracción y purificación de histonas H1 de L. albus 
 

 
 

Los  pasos anteriormente descritos desde 1 hasta el paso 6 siguen de la misma 

forma anteriormente descrita, a partir del paso 6: 

 
 

vii. Se precipitaron las histonas (el sobrenadante) con 6 volúmenes de acetona (- 

20 ºC) 

viii. Lavamos con acetona y secamos en SpeedVac (como antes) 
 

ix. Cuando tenemos el polvo de proteínas, se rediso lvió con HCl 0,1 N. 
 

x. Se añadió PCA concentrado hasta que la solución quede al 5 % de PCA 
 

xi. Se forma un precipitado (histonas core) 
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xii. Centrifugamos (como fue descrito anteriormente) 

 

xiii. Sedimento: lavado y secado como siempre corresponde a las histonas core 

sin H1 

xiv. Sobrenadante: precipitamos con 6 volúmenes de acetona (-20 ºC, se lavó y 

secó como fue descrito) y se centrifugó como siempre. 

xv. Sedimento: lavado y secado como siempre: Corresponde a la H1 específica. 
 

xvi. Por este método  la H1 sale pura,  pero  las histonas restantes tienen cierta 

contaminación de la H1. 

 
 

Nota: Con los protocolos realizados se ha logrado aislar las histonas H1 del erizo rojo 
 

Loxechinus albus  y también las histonas totales de dicha especie. 
 
 
 
 
 

3.2.4 Obtención   de   núcleos   de   eritrocito   de   pollo   (Gallus   gallus 

domésticus) 

 
 

Los  núcleos  de  eritrocito  de  pollo  se  obtuvieron  según  el  procedimiento 

descrito por Weintraub et al. (1975). Se recoge sangre de po llos recién sacrificados 

sobre un vo lumen de buffer isotónico (Tris-HCl 10 mM, pH 7,1, citrato de sodio 25 

mM, NaCl 0,14 M) en un baño de hielo. La sangre diluida se centrifuga a 500 × g 

durante 10 min para recoger las células sanguíneas, y éstas se lavan dos veces con el 

mismo  buffer. El sedimento final se resuspende en cuatro volúmenes de buffer de 

lisis celular [Tris_HCl 10 mM, pH 7,4, NaCl 10 mM, MgCl2 5 mM, Triton X-100 0,5 

% (v/v)] y se agita suavemente durante 90 min a 4ºC. Los núcleos se recogen por 
 

centrifugación a  1000  ×  g  durante 10  min  y  se  lavan con  buffer  de  lisis  hasta 

conseguir un sobrenadante claro. 
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3.2.5 Extracción y purificación de histonas totales de eritrocito de pollo 

 

 
 

A part ir de los núcleos de eritrocito de pollo se extraen tanto histonas internas 

como histonas totales (histonas internas más H1 y H5). Para obtener histonas totales, 

los núcleos se resuspendieron en HCl 0,25 M y se agitaron enérgicamente durante 12 

h a 4 ºC. Tras recuperar el sobrenadante por centrifugación a 14 000 × g durante 15 

min, el sedimento se reextrae de igual forma con HCl 0,25 M, durante 4 h más. Se 

reúnen los dos sobrenadantes y, una vez filtrados a través de una placa de vidrio 

poroso  número  4,  se  precipitan  las  histonas  por  adición  de  ocho  vo lúmenes  de 

acetona, dejando la mezcla a -20 ºC durante una noche. Las histonas se recogen por 

centrifugación a 14 000 × g durante 15 min y, después de dos lavados con acetona 

anhidra, se secan a vacío. La calidad de las histonas se analizó por electroforesis en 

gel de poliacrilamida en presencia de SDS, como se describió posteriormente. 

 
 

3.2.6 Análisis cuantitativos de las histonas 
 

 
 

Con el objeto de obtener concentraciones cuantitativas de las histonas H1 y 

totales para la electroforesis en gel de po liacrilamida, la determinación de la 

concentración de proteínas se realizó por medio del método espectrofotométrico de 

Bradford. Dicha metodología se basa en la diferencia de cambio de color de un 

colorante como respuesta a la concentración de proteínas. El co lorante utilizado fue el 

Coomassie Blue G-250 en so lución ácida, y que además posee un máximo de 

absorbancia a 465 nm, éste máximo cambia a 595 nm cuando se une a la proteína. 

Alternat ivamente,  el  método  puede  ser  utilizado  bajo  dos  procedimientos 

dependientes de la concentración de proteínas a determinar. La curva estándar tiene 

un  rango  lineal  (donde  se  cumple  la  Ley  de  Beer)  entre  200–1400  µg/mL.  El 
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procedimiento del micro ensayo tiene su linealidad para concentraciones de proteínas 

entre 1 µg/ml a ≤ 25 µg/mL. 

 
 

3.2.7 Caracterización de la histona H1 de Loxechinus albus 
 

 
 

El método de separación electroforética se basa en la migración diferencial de 

las mo léculas en so lución a través de un campo eléctrico. Este método es de amplia 

aplicación  en  la  bio logía  mo lecular,  especialmente  en  la  purificación  y 

caracterización de proteínas y estudios de ácidos nucleicos. En breve, la velocidad de 

migración o movilidad electroforética de las moléculas en el campo eléctrico depende 

de su intensidad, del tamaño, forma y carga neta de las moléculas, y también de la 

fuerza iónica y temperatura del medio que se desplazan. 

 
 

Actualmente, el soporte más frecuentemente utilizado para separar electrofo- 

réticamente proteínas, es el gel de poliacrilamida. Estos geles se forman por la 

polimerización de largas cadenas de monómeros de acrilamida unidas covalentemente 

en  presencia  de  bisacrilamida  que  actúa  como  agente  entrecruzador.  La 

polimerización  se  inicia  por  la  presencia  de  radicales  libres  que  se  forman  al 

reaccionar el persulfato de amonio con el catalizador TEMED. 

 
 

3.2.7.1 Electroforesis en PAGE-AU 
 

 
 

La electroforesis en geles de poliacrilamida-ácido  acético-urea (PAGE-AU) 

fue desarrollada por Panyim & Chalkley (1969) para el análisis de las histonas y 

proteínas con un alto contenido de aminoácidos básicos. Se fundamenta en la 

separación de las proteínas por su carga eléctrica, de tal forma que se pueden separar 
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proteínas de similar tamaño pero de diferente carga eléctrica. Este sistema de 

electroforesis también permite la separación de proteínas extremadamente básicas. 

Inicialmente, este tipo  de geles se preparaba con PSA como  activador  y TEMED 

como catalizador, luego estos fueron reemplazados por la t iourea y agua oxigenada, 

respectivamente (Hurley, 1977). Estas modificaciones evitan la pre-electroforesis y 

reducen considerablemente el tiempo de polimerización. 

 
 

Protocolo 
 

Se preparan las placas de vidrio limpiando con alcohol así como otros 

materiales para preparar la cámara electroforética. 

 
 

Preparación del gel: 
 

Solución Concentración final 

Urea 
Tiourea 

Acrilamida 30 %/Bisacrilamida 0,2 % 

Ácido acético 43 % 

Agua 

H2O2 30 % 

2,5 M 
0,09 % 

15 % - 0,1 % 

5,4 % 

Hasta completar el vo lumen 

0,2 – 0,5 % 

Fuente: Panyim & Chalkley (1969) 
 

 
 

La urea y t iourea se pesan so lamente al momento de preparar el gel. Las 

soluciones  de  acrilamida,  ácido  acético  y peróxido  son  conservadas  a  4  ºC.  El 

peróxido se mant iene en un frasco oscuro o recubierto con papel aluminio para evitar 

la luz y su descomposición. Cuando se prepara el gel se mezclan todos los 

componentes, sin el peróxido, en este momento la so lución del gel puede ser 

desgaseada, luego se añade peróxido y rápidamente se mezcla en forma suave y se 

vierte entre las placas de vidrio que forman el sistema de la cámara de electroforesis. 
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Se coloca el peine y se espera la polimerización (10-15 minutos) a temperatura 

ambiente. 

 
 

Cuando el gel po limeriza, se ret ira el peine e inmediatamente, los pozos deben 

ser lavados exhaust ivamente con una pipeta o una jeringa usando agua o tampón de 

electroforesis. Luego el gel es montado en forma vertical en la cubeta y se vierte el 

tampón de corrida. El tampón de electroforesis es una solución de ácido acético al 5 

% donde no se necesita ajustar el pH de la solución (3,2 aproximadamente). Las 

muestras son preparadas con el siguiente tampón 2X: β-mercaptoetanol 20 mM; urea 

8 M; ácido acético 5 %; verde de met ilo 1% (azul de bromofeno l); glicerol 20%. La 

electroforesis se desarrolla a 20 mA (I constante) y 100–150 volt ios (dependiendo del 

grosor del gel). Evitar el sobrecalentamiento. 

 
 

3.2.7.2 Electroforesis en PAGE-SDS 
 

 
 

Inicialmente, el sistema fue desarro llado por Laemmli (1970) y modificado 

por Thomas y Komberg (1978). En este tipo de electroforesis tanto el soporte (gel) 

como el buffer de corrida t ienen entre otros componentes SDS como agente 

tensioact ivo. Por otro lado, las proteínas se mezclan con un buffer de muestra, 

uniéndose al detergente aniónico SDS. 

 
 

Finalmente, todas las proteínas desnaturalizadas se encuentran solubilizadas y 

cargadas negat ivamente por la unión del SDS, la cant idad de SDS que se asocia a una 

proteína es aproximadamente proporcional a su peso molecular. Así, este método 

electroforético permite est imar el peso molecular aparente (MWap) de una proteína 

en forma relat iva al peso molecular y movilidad electroforética de proteínas estándar. 
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En general, este método permite separar una amplia variedad de proteínas ácidas y 

básicas; exceptuando las protaminas debido a que éstas  forman agregados insolubles 

y no penetran el gel. 

 
 

a) Preparación de los geles de poliacrilamida 
 

 
 

Los geles se prepararon en lámina para electroforesis vert ical de t ipo 

discont inuo   (gel  apilador   y  gel  separador).   El  tamaño   del  gel   fue   variable 

dependiendo de los requerimientos experimentales; habitualmente, se utilizó placas 

de 13 x 12 cm y espesores de 0,75 ó 1,5 mm.           Las placas, peines y espaciadores 

fueron lavados en agua, secados y desengrasados con etanol y luego secados al aire. 

Las soluciones ut ilizadas fueron las siguientes: 
 
 
 

GEL APILADOR 

Soluciones Concentración final 

Acrilamida 30 %/Bisacrilamida 0,8 % 
Tris-HCl 0,5 M, pH 6,8 

SDS 10 % 

Agua bidest ilada 

PSA 10 % 

TEMED 

5 % -0,13 % 

0,125 M 

0,1 % 

Completar volumen 
0,1 % 

0,1 % 

 
GEL SEPARADOR 

Soluciones Concentración final 

Acrilamida 30 %/Bisacrilamida 0,8 % 

Tris-HCl 1,5 M, pH 8,8 

SDS 10 % 

Agua bidest ilada 

PSA 10 % 

TEMED 

15 % -0,4 % 

0,75 M 

0,1 % 

Completar volumen 

0,1 % 

0,05 % 

Fuente: Thomas y Komberg (1978) 
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Primero se prepara el gel separador y se vierte entre las placas de vidrio, se 

deja reposar en posición vert ical hasta que polimerice. El oxígeno es un inhibidor de 

la po limerización, por esta razón se añade suavemente butano l saturado en agua, lo 

suficiente para cubrir el gel. 

 
 

Cuando el gel po limeriza (35 minutos aproximadamente) se elimina el butano l 

y se lava el gel con agua 2-3 veces durante 20 segundos cada vez. Luego se añade el 

gel apilador y se inserta el peine para formar los pozos, cuidando que no queden 

burbujas de aire atrapadas, se deja po limerizar durante 30 minutos. Se retira el peine 

y se lavan los pozos con buffer de corrida. 

 
 

El tampón de electroforesis fue una solución de: Tris 0,6 % (0,05 M), Glicina 

2,88 % (0,38 M), y SDS 0,1 %. Esta solución t iene un pH aproximado de 8,3 y no 

requiere ser ajustado con HCl. Las muestras se preparan con: Tris 0,0625 M, SDS 2 

%, glicerol 10 %, β-mercaptoetanol 5 %. 
 

 
 

Se añade Azul de bromofenol 0,1 % para obtener el buffer con una coloración 

azulada, y ser ut ilizado como una señal en la corrida electroforética. El pH de la 

solución sin ajustar es aproximadamente de 6,8. 

 
 

El  buffer  de  muestra  tiene  dos  funciones,  por  un  lado  desnaturaliza  las 

proteínas, y por otro apantalla las proteínas cargándolas negat ivamente, en realidad e l 

SDS se une a los dominios hidrofóbicos y forma verdaderas micelas aniónicas. 

Finalmente, las proteínas se terminan de desnaturalizar en la presencia de β- 

mercaptoetanol en baño maría a 100 ºC durante 5 minutos, de esta forma las proteínas 

oligoméricas son desmontadas en subunidades monoméricas. 
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b) Condiciones del desarrollo electroforético 

 

 
 

La polaridad de este sistema electroforético es de polo negat ivo (-, parte 

superior) a polo posit ivo (+, polo inferior). A pH 8,3 del buffer de electroforesis la 

glicina t iene carga neta negat iva, y migra rápidamente formando el frente de la 

electroforesis. La mejor condición de electroforesis es fijando el vo ltaje constante, 

porque de esta forma se controla mejor la temperatura evitando su incremento, y 

sobrecalentamiento del gel. Esto últ imo puede ser evitado usando un sistema de 

recirculación de agua para enfriar el gel o desarrollando la electroforesis a 4 ºC. La 

electroforesis puede ser desarrollada a vo ltaje constante o amperaje constante. 

 
 

c) Efecto apilador del sistema discontinuo 
 

 
 

Las proteínas se apilan en el gel apilador permitiendo que toda la muestra 

ingrese en forma simultánea al gel separador. Este efecto se produce a consecuencia 

de la diferencia de potencial local entre el buffer de electroforesis (pH 8,3) y el gel 

apilador (pH 6,8), en esta situación las proteínas que se encuentran delante del frente 

(interfase) se aceleran y las que son adelantadas por el frente se retrasan, y finalmente 

la mezcla de proteínas se concentra para ingresar al gel se parador donde la diferencia 

de potencia es anulada, y la movilidad es por la carga neta electronegativa. 

 
 

d) Tinción de geles con azul de Coomassie 
 

 
 

El co lorante Azul de Coomassie R-250 es generalmente el más aceptado para 

la t inción de los geles. El Coomassie R-250 se une a las proteínas, y la intensidad de 

la co loración es relat ivamente y hasta cierto punto independiente de la concentración 
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y de  la  naturaleza química de  las proteínas; de  esta forma,  cuando  se tiene que 

cuant ificar una proteína es el colorante más recomendado. 

 
 

La solución de t inción del gel t iene entre sus constituyentes metano l y ácido 

acético, lo cual permite que las proteínas se fijen en el gel y no eluyan durante el 

proceso de tinción y desteñido del gel; además, el metano l es el so lvente adecuado 

para diso lver el Coomassie Blue. El t iempo de tinción del gel depende de varios 

factores; entre ellos, el espesor y tamaño del gel, vejez del co lorante, coloración en 

agitación, etc. La tinción se efectúa entre 30 minutos a toda la noche. Seguidamente a 

la t inción, el gel debe ser desteñido por difusión del Coomassie que no se ha unido a 

proteína, a fin de contrastar las bandas de proteínas del fondo del gel. 

 
 

La solución de Azul Brillante de Coomassie R-250 (0,25 %) contenidos para 

un litro de solución se prepara con 2,5 g de Azul Brillante de Coomassie R-250, 100 

ml de ácido acético concentrado, 400 ml de metanol y agua dest ilada, enrasar hasta 1 

litro. Se recomienda diso lver el co lorante con un poco de metano l. Filtrar la solución 

antes de utilizar por primera vez. La solución desteñidora se prepara con 400 ml de 

metano l, 100 ml de ácido acético glacial y 500 ml de agua destilada o desionizada. 

 
 

Terminada la electroforesis, remover y marcar un punto de referencia para 

ident ificar los carriles. Sumergir el gel en un recipiente que contenga la solución de 

tinción. El colorante debe ser suficiente para cubrir el gel. Dejar el recipiente en 

agitación suave durante 20-30 minutos. Los geles con espesor <1 mm son muy 

delicados, la agitación debe ser muy suave o dejarlos sin agitar. Retirar la solución de 

tinción (verter o aspirar). Añadir la so lución desteñidora. Dejar el recipiente a 

temperatura ambiente y en agitación suave. Cambiar la so lución desteñidora. Este 
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proceso  puede  durar  desde  varias  horas  hasta  toda  la  noche.  El  desteñido  es 

satisfactorio  cuando  el  color  de  fondo  es  claro  y  las  bandas  de  las  proteínas 

constrastan adecuadamente del fondo del gel. 

 
 

La solución de t inción puede ser filtrada en papel Whatman # 1. 

Frecuentemente, el co lorante es reusado y si la t inción no es satisfactoria, el gel puede 

ser  teñido   nuevamente  con  solución   fresca.   Rutinariamente,   30   minutos  son 

suficientes para teñir el gel, pero tiempos mayores pueden ser necesarios dependiendo 

del tamaño y espesor del gel, etc. 

 
 

La solución desteñidora puede ser reusada varias veces luego de ser reciclada 

por filtración a través de carbón act ivo en un filtro Whatman #1. Un criterio para 

considerar envejecidas la solución de t inción y/o desteñido es el hinchamiento del gel 

a  consecuencia  de  la  hidratación  de  las  soluciones  (en  realidad,  se  debe  a  la 

evaporación del metano l). La sensibilidad de la t inción con Coomassie R-250 puede 

variar desde 0,5-5,0 µg/banda en un minigel de 10 pozos. Desteñido el gel puede ser 

fotografiado en blanco y negro, se puede mejorar el contraste del gel usando un filtro 

amarillo, o en caso contrario fotografiar con una cámara moderna a colores. 

 
 

3.2.7.3 Determinación del peso molecular 
 

 
 

El  proceso  para  la  determinación  del  peso  molecular  de  la  histona  H1 

consist ió en el diseño de una curva estándar utilizando el peso mo lecular de proteínas 

conocidas, en éste caso las histonas de eritrocitos de pollo para luego poder así 

proyectar valores de Rf  de las histonas H1 e histonas core de Loxechinus albus   y 

encontrar así sus pesos moleculares. 
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El software de análisis de imagen de electroforesis fue el Gel Analyzer. El 

proceso de análisis de imágenes de gel cubre todos los aspectos principales de la 

evaluación de la detección automát ica de carril a cálculos precisos de peso mo lecular. 

Esta herramienta ayuda a mejorar la exact itud de la evaluación de gel, como métodos 

de sustracción de fondo y calibración de Rf para poder obtener el peso molecular de 

las histonas en comparación con las histonas de eritrocitos de pollo (peso molecular 

conocido). 

 
 

Gel Analyzer no necesitó ser un sistema de documentación para evaluación de 

imagen simple. Se pudo obtener la imagen del gel con una cámara digital común. Gel 

Analyzer  está  desarrollado  en  lenguaje  Java,  por  lo  tanto  funciona  en  cualquier 

sistema  operativo  que  tiene  instalado  Java.  Necesita  Java  Runt ime  Environment 

(JRE) versión 1.6 o posterior para ejecutar Gel Analyzer. 

 
 

3.2.7.4 lisis de aminoácidos de la histona H1 
 

 
 

Para realizar el análisis composicional de las proteínas se realizaron hidrólisis 

ácidas.   El   HCl   es   ampliamente   ut ilizado   para   hidrolizar   proteínas,   en   un 

procedimiento simple que invo lucra la hidrólisis de la proteína en sus aminoácidos 

constituyentes con exceso  de HCl,  luego  el exceso  de HCl es removido  al vacío 

(Moore and Stein, 1963). Los materiales que se utilizaron fueron: Tubos de hidró lisis 

(Pyrex) 13 x 200 mm, HCl 6 N ó 12 N, mechero de acetileno, bomba de vacío, 

rotavapor, hielo seco y acetona. 
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Una cant idad adecuada de proteína para hidro lizar es de 0,05 – 0,2 mg. La 

proteína lio filizada es resuspendida en HCl 6 N (1-2 ml), si esta en solución, se le 

añade 1 vo lumen de HCl 12 N, y luego se completa hasta 1-2 ml con HCl 6 N. La 

proteína en solución HCl 6 N se deposita en el tubo de hidrólisis, luego se congela 

usando hielo seco y acetona. 

 
 

Con la muestra congelada se hace vacío en el tubo, y paulat inamente se va 

descongelando la muestra aplicando calor, cuando es evidente que el vacío del tubo 

es total, se sella el tubo en su constricción. 

 
 

Luego, se hidro liza la proteína incubando el tubo a 110 ºC durante 24 horas. 

Al cabo de la incubación, el tubo es abierto y el HCl residual en exceso es evaporado 

en un rotavapor a 45 ºC. 

 
 

La hidrólisis puede ser conservada en congelación hasta su análisis, para lo 

cual se resuspende en un tampón adecuado. Los tubos deben de estar totalmente 

limpios, pueden ser lavados con solución sulfocrómica, luego aclarados con agua 

destilada en forma exhaust iva para retirar trazas de metales y oxidantes. 

 
 

El sellado al vacío debe realizarse con mucha atención, puesto que el oxígeno 

es un agente inhibidor de la hidrólisis. Los hidrolizados fueron analizados en un 

autoanalizador Alpha Plus-2 (Pharmacia LKB Biotech.) en el Serveis Cient ifico- 

Tecnics de la Universitat de Barcelona, Barcelona-España. 
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3.2.7.5 Composición de aminoácidos de la histona H1 

 

 
 

Realizado el procedimiento del aislamiento de la histona H1 en estado 

purificado, se procede a determinar la composición molar de la misma. El 

procedimiento de caracterizar la histona H1 consta de 3 pasos: Hidró lisis de la histona 

H1,  derivat ización  de  aminoácidos  con  PITC  y  cromatografía  líquida  de  alta 

resolución (HPLC) 

 
 

i. Hidrólisis de la histona H1 
 

 
 

En  la  hidrólisis  de  la  histona  H1,  la  muestra  de  aproximadamente  20 

nanomoles, se hidro lizó al vacío a 110 °C en HCl 6 N durante 24 horas al cabo del 

cual, es secada por evaporación rotatoria y al vacío. Cada fracción proteica se sometió 

a una hidrólisis en HCl  6 N, colocándose en ámpulas de vidrio, extrayendo el aire 

con una bomba de vacío y sellando las ampollas por calentamiento en llama de 

oxidación de un mechero de gas propano. La hidrólisis se tuvo que llevar a cabo en 

ausencia de oxígeno para asegurar una buena hidrólisis. 

 
 

La hidró lisis que posibilita la rotura de enlaces peptídicos proteicos se llevó a 

cabo por calentamiento en estufa a 110 °C al vacío durante 24 horas. Después, la 

mezcla de la hidrólisis denominado hidro lizado, pasa a un procedimiento en HPLC, 

durante el cual cada uno de los aminoácidos se separa y cuant ifica, este proceso es 

conocido como análisis de aminoácidos (Moore y Stein, 1951; Spackman 1958, 

Heinrickson y Meredith, 1984). 
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ii. Derivatización de aminoácidos con PITC 

 

 
 

Luego de la hidró lisis proteica, los aminoácidos se derivat izan con PITC para 

producir PTC-aminoácidos. El procedimiento consiste en una reacción de 

derivat ización,  secado  al  vacío   y  disolución  en  la   fase  móvil.   Las  muestras 

hidrolizadas y secadas al vacío, 25 µl de muestra ó 50 µM (2 µM de aminoácidos), se 

colocan en los tubitos de derivat ización y se le agrega 10 µl de la solución desecadora 

y 25 µl de la so lución derivat izadora MeOH:TEA:H2O:PITC (7:1:1:1, v/v) más 25 µl 

de norleucina (NLE) y se agita; se deja en reposo por espacio de 30 minutos a 

temperatura ambiente, luego se deseca al vacío mínimo durante 5 horas (siendo mejor 

toda la noche). Luego se disuelve nuevamente en 100 µl de buffer acetato de amonio, 

el mismo que servirá para el HPLC. 

 
 

Finalmente se inyecta el vo lumen necesario a la columna (aproximadamente 

10 µl). La sensibilidad de este proceso en el rango de los picomoles requiere de un 

buen  manejo de la técnica, y también de la pureza de los react ivos para minimizar la 

contaminación y evitar falsas interpretaciones al analizar los picos del cromatograma. 

Todo el proceso se realiza con guantes de plást ico. 

 
 

Los tubos de hidrólisis se lavan con HCl 6 N y en una mezcla de etanol-agua 

en forma alternada y hasta 3 veces cuando se requiera analizar muestras en un rango 

de  10
-1   

nmol.  Cuando  se  requiera  analizar  muestras  en  un  rango  de  100
-1
pmol, 

poniendo los tubos a 500 °C será suficiente. El PITC así como los solventes de 

derivat ización deben ser preparados en el momento que va a analizarse en el HPLC. 
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iii. Cromatografía líquida de alta resolución 

 

 
 

Las muestras secadas y disueltas en el buffer inicial se co locan en el aplicador 

de la muestra regulado a temperatura. La determinación de los tiempos de retención y 

la integración de los picos se realizaron en un sistema de datos del cromatograma. 

Usamos como estándar interno a norleucina (NLeu). El solvente A se constituye por 8 

g. de acetato de amonio disueltos en 2 litros de agua desionizada y su pH  ajustado 

con ácido fosfórico 4 M (1 ml aproximadamente) y filtrado en Milipore. 

 
 

El so lvente B estuvo const ituido por 16 gramos de acetato de amonio disueltos 

en 920 ml de agua desionizada, ajustando el pH con H3PO4  y agregando 880 ml de 

acetonitrilo y 200 ml de metano l. Utilizamos para superar los aminoácidos obtenidos 

el método de cromatografía por HPLC en fase reversa. La colección de las muestras 

se hizo a pulso. Se emplearon dos buffers: buffer A (TEA al 0,05 %) y el buffer B 

(Acetonitrilo 50 % en TEA al 0,05 %). Las condiciones de trabajo fueron: 

 
 

o Flujo : 1 ml/min 

o Absorbancia : 220 nm 
 

o Gradiente : 

Tiempo (min) 

 

 
Eluyente A (%) 

 

 
Eluyente B (%) 

5 100 0 

60 50 50 

75 0 100 

90 100 0 
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La muestra se diluye en agua dest ilada y se inyecta 100 µL. El progreso de la 

cromatografía se visualiza en una pequeña pantalla y se recogen las alícuotas 

correspondientes a los picos de proteínas. 

 
 

El método de análisis de aminoácidos ut ilizado comprende el tratamiento del 

hidrolizado de proteínas con fenilisotiocianato (PITC) a pH 9 que luego dan lugar a 

derivados fenilt iocarbamil (PTC)-aminoácidos. La mezcla de PTC-aminoácidos se 

somete entonces a HPLC en una co lumna de sílice finamente dividida, a la cual se 

han adosado cadenas cortas de hidrocarburo. 

 
 

Los aminoácidos se separan aprovechando las propiedades hidrofóbicas de sus 

cadenas  laterales.  A medida que es eluido  cada derivado  de PTC-aminoácido, se 

detecta y determina su concentración por medició n de la absorbancia del eluido a 254 

nm (la absorbancia pico de la mitad PTC). 

 
 

La cromatografía se realizó en una co lumna de Spherisorb ODS de 15 cm x 

0,4 de 5 u/o. El equipo de HPLC es un modelo en el que se combinan el detector 

Biosystem Modelo 1000, con aplicador de muestra Spark Holland y una bomba LKB- 

2150. 

 
 

El registro de los valores de los t iempos de retención y la integración del área 

de los picos se hicieron usando el programa de computación Beckmann. Se utilizaron 

para la derivat ización de la muestra. Tubos pequeños de 4 x 40 mm. La mezcla de 

calibración estuvo compuesta por 23 aminoácidos puros en el orden de elución del 

sistema. 



 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
IV. RESULTADOS 

 

 
 

4.1 Aislamiento y purificación de la histona H1 de Loxechinus albus 
 

 
 

Se aisló y purificó la histona H1 del erizo rojo Loxechinus albus    (Molina, 

1782)  a  través  del  aislamiento   y  purificación  de  núcleos  espermát icos  y  su 

tratamiento con ácido clorhídrico 0,4 N para extraer las histonas totales (H1, H2a, 

H2b, H3 y H4) y posteriormente con una alícuota de ésta, tratada con ácido perclórico 

al 5 %, se obtuvo la histona H1 específica del erizo rojo. 

 
 

El procedimiento  de extracción de histona H1 como  de histonas totales se 

llevó a cabo a partir de la obtención de los núcleos espermát icos, dado que la histona 

H1 muestra solubilidad al ácido perclórico al 5 % y las histonas totales al HCl 0,4 N. 

 
 

Todos los procedimientos se llevaron a cabo a 4 °C, debido a que las histonas 

son termolábiles y pierden sus estructuras características. 

 
La purificación de la histona H1 fue realizada mediante los dos métodos 

explicados en Material y Métodos. La purificación de la histona H1 es más limpia en 

el segundo método. 

 
 
 

4.2 Caracterización de la histona H1 de Loxechinus albus 
 

 
 

Los resultados obtenidos muestran que se hicieron dos tipos de electroforesis, 

electroforesis en gel de po liacrilamida con dodecil sulfato de sodio (PAGE–SDS) y 

electroforesis  en  gel  de  poliacrilamida  con  ácido  acético  y  urea  (PAGE–AU), 
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observando  preferentemente  que  PAGE–AU,  es  especial  para  la  separación  de 

histonas, debido a la neutralización de las proteínas básicas generada por el medio 

ácido que presenta este gel. 

 
 
 
 

4.2.1 Electroforesis de histonas en PAGE-AU 
 

 
 

En la electroforesis en gel de po liacrilamida con ácido acético y urea (PAGE- 

AU), de las histonas totales extraídas con HCl 0,4 N y las histonas H1 extraídas con 

ácido perclórico 5 %, realizadas conjuntamente, tal como se aprecia en la Figura 13 

podemos observar en el carril St las histonas totales de los eritrocitos de pollo, que en 

esta oportunidad lo estamos utilizando como un marcador de pesos moleculares en 

Daltons (D) o en Kilodaltons (kD) y cuyos pesos moleculares son en el orden de H5 

(22,000 kD), H1 (18,400 kD), H2a (15,324 kD), H2b (14,500 kD), H3 (13,774 kD), 

H4 (11,282 kD) y la comparación de la histona H1 del erizo rojo Loxechinus albus se 

ha realizado específicamente con las histonas H1 de otras especies de erizos de mar . 

 
 

En la figura 12 podemos observar el gel co loreado que muestra las histonas 

totales separadas del eritrocito de pollo. Asimismo, se puede observar histonas totales 

e histonas H1 de erizo rojo, aisladas y purificadas. 
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                                                                                              Histona H1 
 

 
 
 
                                                                                                                                H2a/H2b  
                                                                                                                                       H3 

                                                                                           H4 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 12. Electroforesis en gel de poliacrilamida PAGE-AU de las histonas 

totales de eritrocito de pollo y Histonas H1 de Loxechinus albus. 
 

Leyenda: 

 
Carril # 1 (st): Histonas totales de eritrocito de pollo (15 µL) (HCl 0,4 N) 

Carril # 2 (a1): Histonas totales de erizo rojo L. albus (15 µL) (HCl 0.4N) 

Carril # 3 (a2): Histonas totales de erizo rojo L. albus (10 µL) (HCl 0.4N) 

Carril # 4 (b1): Histonas H1 de erizo rojo L. albus (5 µL) (HClO4 5% ) 

Carril # 5 (b2): Histonas H1 de erizo rojo L. albus (5 µL) (HClO4 5% ) 
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Tabla 1. Pesos moleculares en kD de las histonas totales del eritrocito de pollo. 

 
 
 

Histonas Rf M (kD) Log Mr Log Mc Mc (kD) 

H5 0.2220 22.000 1.3424 1.3500 22.3872 

H1 0.3220 18.400 1.2648 1.2596 18.1803 

H2A 0.4000 15.324 1.1854 1.1891 15.4561 

H2B 0.4440 14.500 1.1614 1.1493 14.1026 

H3 0.4670 13.774 1.1391 1.1285 13.4431 

H4 0.5330 11.282 1.0524 1.0689 11.7193 

Mr: Masa real Mc: Masa calculada 
 

Log M = 1.5507 – 0.9040 Rf 

r
2 

= -0.9939 

 
 

 
 

Figura 13. Regresión lineal Rf vs Log M del eritrocito de pollo 
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Tabla 2. Pesos moleculares en kD de las histonas de Loxechinus albus 

calculados a partir de la fórmula Log M = 1,5507 – 0,9040 Rf del 

eritrocito de pollo. 

 
Rf Log Mc Mc (kD) Histonas 

0,230 1,3428 22,0191 H1 

0,405 1,1846 15,2968 H2a 

0,433 1,1593 14,4311 H2b 

0,478 1,1186 13,1401 H3 

0,533 1,0689 11,7193 H4 

 
 

Como se puede observar, los patrones de bandas obtenidos son diferentes, 

debido a que se realizaron diferentes tratamientos denotados por los símbo los St, a y 

b, esto con el fin de demarcar el aislamiento diferencial de las proteínas histonas y 

además corroborar una buena realización de la técnica. 

 
 

Los geles obtenidos fueron analizados mediante el software Gel analizer, el 

cual se basa en el cálculo del peso molecular mediante la proyección del Rf. 

 
 

La electroforesis en gel de la histona H1 de Loxechinus albus   junto con las 

histonas de eritrocito de pollo   empleado como estándares indica un peso molecular 

de 22,0191 kilodaltons, es decir, una molécula de aproximadamente 200 residuos de 

aminoácidos. 

 
 

Las funciones de los diversos ámbitos de la histona H1 de espermatozoide de 
 

Loxechinus albus se discuten. 
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4.2.2 Electroforesis de histonas en PAGE- SDS 

 

 
 

En la electroforesis en gel de po liacrilamida con doudecil sulfato de sodio 

(PAGE-SDS), de las histonas totales extraídas con HCl 0,4 N y las histonas H1 

extraídas con ácido perclórico 5 %, realizadas conjuntamente, tal como se aprecia en 

la Fig. 4.2 podemos observar en el carril St las histonas totales de los eritrocitos de 

pollo, que en esta oportunidad también lo estamos utilizando como un marcador de 

pesos moleculares en Daltons (D) o en Kilodaltons (kD) y cuyos pesos moleculares 

son en el orden de H5 (22,000 kD), H1 (18,400 kD), H2a (15,324 kD), H2b (14,500 

kD), H3 (13,774 kD), H4 (11,282 kD) y la comparación de la histona H1 del erizo 

rojo Loxechinus albus se ha realizado específicamente con las histonas H1 de otras 

especies de erizos de mar . 

 
 

En la Figura 15 podemos observar el gel coloreado que muestra las histonas 

totales separadas del eritrocito de pollo. Asimismo, se pueden observar las histonas 

totales e histonas H1 del erizo rojo, aisladas y purificadas. 

 
 

Como se puede observar, los patrones de bandas obtenidos son diferentes, 

debido a que se realizaron diferentes tratamientos denotados por los símbo los St, a y 

b, esto con el fin de demarcar el aislamiento diferencial de las proteínas histonas y 

además corroborar una buena realización de la técnica. Los geles obtenidos fueron 

analizados mediante el software Gel analizer, el cual se basa en el cálculo del peso 

molecular mediante la proyección del Rf 
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                                                                                                                  H4 
 

 
 
 
 
 

Figura 14. Electroforesis en gel de poliacrilamida PAGE-SDS de las histonas de 

eritrocito de pollo y Loxechinus albus. 
 

Leyenda: 

Carril st: Histonas totales  de eritrocito de pollo (10 µL) 

Carril a:  Histonas totales de Loxechinus albus   (10 µL) 

Carril b1: Histonas H1 de Loxechinus albus  (10 µL) 
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Tabla 3. Pesos moleculares en kD de las histonas totales del eritrocito de pollo. 

 
 
 

Histonas Rf M (kD) Log Mr Log Mc Mc (kD) 

H5 0,2780 22,000 1,3424 1,3190 20,8449 

H1 0,3110 18,400 1,2648 1,3030 20,0909 

H3 0,5890 15,324 1,1854 1,1684 14,7367 

H2B 0,6440 14,500 1,1614 1,1418 13,8612 

H2A 0,6890 13,774 1,1391 1,1200 13,1826 

H4 0,7440 11,282 1,0524 1,0933 12,3965 

Mr: Masa real Mc: Masa calculada 

Log M = 1,4536 – 0,4843 Rf 

r
2 

= -0,9077 
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0.4 
 

0.2 
 

0 

0 0.2 0.4 0.6 0.8 

Rf 

 
Figura 15. Regresión lineal Rf vs Log M del eritrocito de pollo 
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Tabla 4. Pesos moleculares en kD de las histonas de Loxechinus albus 

calculados a partir de la fórmula Log M = 1,5507 – 0,9040 Rf del 

eritrocito de pollo. 

 
Rf Log Mc Mc (kD) Histonas 

0,233 1,3408 21,9180 H1 

0,544 1,1902 15,4950 H3 

0,611 1,1577 14,3781 H2b 

0,678 1,1253 13,3444 H2a 

0,789 1,0933 11,7896 H4 

Fuente: Elaboración propia 
 

 
 

La estructura primaria de  la histona H1 del espermatozoide de  Loxechinus 

albus ha sido determinada. La histona H1 de Loxechinus albus consta de una cadena 

polipept ídica de aproximadamente 220 residuos de aminoácidos. 

 
 

La proteína se compone de tres dominios. En comparación con otras histonas 

H1 y H5, existe un dominio hidrofóbico central y un dominio carboxilo-terminal muy 

rico en lisina y alanina. 

 
 

La histona H1 de Loxechinus albus es similar a las histonas H5 en que e l 

dominio carboxilo-terminal también cont iene muchos residuos de arginina. Una vez 

más los dominios hidrófobos centrales son similares mientras que los dominios amino 

terminales son muy diferentes. 

 
 

Las funciones de los diversos ámbitos de la histona  H1 de espermatozoide de 
 

Loxechinus albus  se discuten. 
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4.2.3 Composición de aminoácidos de la histona H1 

 

 
 

La composición de aminoácidos de las histonas H1 de dist intas especies de 

erizos de mar, incluyendo  la histona H5 del eritrocito de pollo, se muestran en la 

Tabla 1. Las característ icas dist int ivas de esta composición son las cant idades 

relat ivamente altas de lisina, arginina, serina y residuos de alanina y la ausencia de 

residuos de cisteína y triptófano. 

 
 

El  peso   mo lecular   mínimo,   calculado   a  partir   de   la   composición  de 

aminoácidos, es de aproximadamente 18 400 daltons. La acetilación (Phillips, 1963), 

la met ilación (Murray, 1964) y la fosforilación (Ord y Stocken, 1966a, b), de ciertos 

aminoácidos se ha detectado en las fracciones de histonas. 

 
 

La estructura primaria de  la histona H1 del espermatozoide de  Loxechinus 

albus   ha sido determinada. La histona H1 de Loxechinus albus consta de una cadena 

polipept ídica de aproximadamente 220 residuos de aminoácidos. La proteína se 

compone de tres dominios. 

 
 

En comparación con otras histonas H1 y H5, existe un dominio hidrofóbico 

central y un dominio carboxilo-terminal muy rico en lisina y alanina. La histona H1 

de Loxechinus albus     es similar a las histonas H5 en que el dominio  carboxilo- 

terminal también cont iene muchos residuos de arginina. 

 
 

Una vez más los dominios hidrófobos centrales son similares mientras que los 

dominios amino terminales son muy diferentes. 
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    Tabla 5. Análisis de aminoácidos de histonas H1 y H5 (Moles%) 
 
 
 

 Histonas H1 de erizos de mar (Moles %) 
Residuos de 
Aminoácidos 

Chicken 
erythrocyte 
histone H5 

(Greenaway & 
Murray, 1971) 

Arbacia lixula 
(Puigdomenech 
et al., 1975) 

Parechinus 
angulosus 
(Strickland 
et al., 1976) 

Sphaerechinus 
granularis 
(Giancotti  et    al., 
1981) 

Loxechinus albus 
(presente  trabajo, 
2012) 

Asp (A) 1,8 2,2 1,8 1,5 1,3 

Thr 3,3 2,5 1,9 4,0 2,9 

Ser 13,0 6,7 6,0 7,6 9,1 

Glu (A) 4,4 2,0 2,3 3,6 1,7 

Pro 7,1 9,0 7,3 7,8 9,7 

Gly 4,8 4,6 4,2 4,1 4,8 

Ala 15,8 23,6 24,9 23,8 18,8 

Val 3,9 2,8 3,7 3,1 3,2 

Met 0,6 1,8 1,8 1,2 1,7 

Ile 3,0 2,8 1,0 2,0 1,6 

Leu 4,6 1,4 2,2 1,5 1,9 

Tyr 1,7 0,8 0,9 0,8 0,9 

Phe 0,6 0,4 0,4 0,5 0,5 

Lys (B) 24,1 27,4 29,5 21,6 21,1 

His (B) 1,4 1,2 1,0 0,9 0,4 

Arg (B) 10,9 11,2 11,0 16,2 20,2 

Acidic (A) 6,2 4,2 4,1 5,1 3,0 

Basic (B) 36,4 39,8 41,5 38,7 41,7 

B/A rat io 5,9 9,5 10,1 7,6 13,9 

Lys/Arg 

ratio 

2,2 2,4 2,7 1,3 1,4 

Residuos 

de AAs 

189 183 248 220 200 

A: Aminoácidos ácidos B: Aminoácidos básicos 

 
Fuente: (Giancotti et al, 1981; Greenaway & Murray, 1971; Puigdomenech et 

al, 1975; Strickland et al, 1976 y Ponce, 2012) 
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La composición de aminoácidos de la histona H1 del erizo rojo Loxechinus 

albus (Tabla 5) permite observar claramente que la proporción de basicidad/acidez 

muy elevada en la histona H1 de Loxechinus albus que en las demás especies de 

erizos de mar, incluso es mucho mayor que en el eritrocito de pollo, que lo estamos 

empleando como estándar porque tiene varios estudios que establecen su estructura 

de histonas como marcadores moleculares. 

 
 

La tabla 5 muestra el análisis de aminoácidos de la histona de Loxechinus 

albus junto con los de otras tres moléculas de histonas H1 de erizos de mar, y la 

histona H5 a partir de eritrocito de pollo. Es de destacar que el contenido de arginina 

de la histona H1 de L. albus es incluso mayor que las otras tres histonas H1 de erizo 

de mar dado. Hay una disminución correspondiente en el contenido de lisina de la 

histona H1 de L. albus tal que la proporción total de residuos básicos permanece 

aproximadamente constante. 

 
 

Los genes de las cinco histonas se organizan formando un quinteto en tándem 

repetit ivo; sin embargo, en Loxechinus albus, las histonas tienen diferente 

comportamiento en las dos clases de electroforesis utilizados para caracterizar las 

histonas totales. 

 
 

La electroforesis en gel de po liacrilamida usando SDS, permite observar en 

las histonas cores un comportamiento en la formación de las bandas similar a la 

resolución de la electroforesis en gel de po liacrilamida usando ácido acético y urea 

(PAGE-AU). 
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Evaluándose de estudios realizados, la histona H1 de Loxechinus albus se 

caracteriza  por  presentar  cierto  grado  de  heterogeneidad,  tanto  de  las  fracciones 

solubles en ácido acético y que son aquellas t ipo histonas, como las proteínas so lubles 

en HCl 0,4 N y que se les ha denominado proteínas parecidas a protaminas por su 

contenido especial de aminoácidos, que presentan un porcentaje mayoritario de los 

aminoácidos lisina, arginina, serina y alanina. Las proteínas extraídas con HCl 0,4 N 

representa la mayor población de proteínas básicas en el núcleo de espermatozoides 

de esta especie. La histona H1 se obtiene en forma bastante pura al extraerla con 

ácido perclórico al 5 %. Purificadas las proteínas se determinó  la composición de 

aminoácidos por cromatografía líquida de alta resolución (HPLC). Se sabe que en 

espermatozoides  y  en  gónadas  de  varias  especies  de  equinodermos  y  mo luscos 

existen proteínas parecidas a las histonas somát icas que son específicas de 

espermatozoides (Subirana y col, 1981; Colom y Subirana, 1979, 1981). 

 
 

El sistema ut ilizado consiste en electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS y 

AU) al 15 %, con los cuales se separan las 5 bandas correspondientes a las histonas 

H1, H2A, H2B, H3 y H4, no se visualiza productos de degradación parcial de alguna 

de ellas. Se observan las bandas de histonas extraídas del núcleo espermát ico. La 

presencia  de  la  histona  H1  es  notoria  como  una  doble  a  triple  banda  de  menor 

velocidad de migración debido a su peso molecular elevado en comparación con los 

demás. 
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Figura 16. Análisis de aminoácidos de histona H1 de diferentes erizos de mar. 
 

Fuente: (Giancotti et al, 1981; Greenaway & Murray, 1971; Puigdomenech et 

al, 1975; Strickland et al, 1976 y Ponce, 2012) 
 
 

En los cromatogramas se presentan una gráfica que muestra la absorbancia de l 

eluato  de una  columna de  HPLC como  función del t iempo. Los picos 

correspondientes a cada aminoácido se han identificado utilizando  las abreviaturas 
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estándar de una letra. Como se eluen diferentes derivados PTC-aminoácidos a 

velocidades dist intas, la cronometría de los picos permiten la ident ificación de los 

aminoácidos. 

 
 

La cant idad de cada aminoácido que se encuentra presente en la alícuota del 

hidrolizado que es somet ido a HPLC es proporcional al área bajo su pico. Bajo esta 

metodología el análisis de aminoácidos puede ser llevado a cabo sobre muestras tan 

pequeñas como un picomol de una proteína que contiene aproximadamente 200 

residuos. A pesar de su ut ilidad, la hidrólisis ácida, bajo un conjunto de condiciones 

hidrolít icas,  no  puede dar  un análisis  completo de aminoácidos.  Debido  a que  la 

cadena lateral de la aspargina y la glutamina cont ienen enlaces amida, el ácido que se 

usa para romper los enlaces pept ídicos de la proteína convierte también la asparagina 

en ácido más ión amonio. 

 
 

Cuando se emplea la hidrólisis ácida, los totales combinados de (glutamato + 

glutamina)  se  designan  con  las  abreviaturas  Glx  o  Z  y  los  combinados  totales 

(aspartato + asparagina) se designan como Asx o B, como se evidencia en el 

cromatograma.  A  temperaturas  elevadas,  la  cadena  lateral  del  triptófano  es  en 

particular sensible a la oxidación por el aire. 

 
 

Durante la hidrólisis ácida de las proteínas, la cual por lo general ut iliza 

temperaturas  cercanas  a  110  °C,  la  cadena  lateral del  aminoácido  triptófano  es 

destruida casi en su totalidad, hasta en tubos evacuados sellados. Así, el contenido del 

triptófano en una proteína con frecuencia se estima sobre la base de su espectro 

ultravio leta. Como alternat iva se puede analizar después de una hidrólisis alcalina, o 

con más frecuencia, incluyendo un ant ioxidante en la hidrólisis ácida. 
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También se experimentan pérdidas pequeñas de serina (promediando 10 % 

por 20 horas) y de treonina y t irosina (5 % por 20 horas) durante la hidrólisis ácida 

convencional. Inversamente, los enlaces pept ídicos de la valina y la iso leucina, los 

cuales están protegidos estéricamente por la ramificación de hidrocarburo en sus 

carbonos B, son más lentos para hidro lizarse que otros enlaces pept ídicos. Por estas 

razones se  someten a  hidró lisis  ácida  varias  muestras de  una  proteína purificada 

durante periodos que varían de 16 a 72 horas, y es común interpretar los resultados de 

análisis de aminoácidos por la extrapolación de los datos que se obtienen. 

 
 

Es conocido que la cant idad de serina, prolina, alanina y lisina es una 

característ ica de  proteínas relacionadas a las histonas H1 ricas en lisina. Sin embargo 

la  composición de  aminoácidos de  Loxechinus  albus  nos da  la  idea  de  que  son 

proteínas no complejas. 



 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
V. ANÁLISIS DE RESULTADOS 

 

 
 

5.1.  Obtención de espermatozoides de Loxechinus albus 
 

 
 

En el presente trabajo  se  realizó  la  recolección  del material  bio lógico,  el 

mismo que consist ió en esperma de erizo de mar. La época de desove para el litoral 

sur peruano y el norte chileno difieren un poco a lo reportado por la bibliografía 

(Vásquez, 2000), debido a que según ésta, los meses en los cuales se produciría una 

abundante obtención de esperma y por lo tanto el desove, sería entre los meses de 

junio a noviembre; pero se ha encontrado que para el trabajo realizado, se pudo 

comprobar que exist ió una alta producción de esperma maduro, hasta finales del mes 

de febrero, evidenciado mediante la observación al microscopio. 

 
 

Además se comprobó el dimorfismo sexual al momento de aplicar la solución 

de KCl 0,5 M, debido a que la secreción emit ida es dist inta en cuando al color para 

los especímenes recolectados, verificándose por microscopía, que para los individuos 

hembras, la secreción presentó un color anaranjado rojizo (dentro de los cuales se 

pudo observar la presencia de gran cant idad de óvulos), mientras que los individuos 

machos presentaron un color blanco lechoso. 

 
 

5.2  Extracción de histonas totales e histona H1 
 

 
 

Se utilizaron espermatozoides conservados en etano l al 90 % para obtener las 

histonas por extracción global en HCl 0,4 N. Se han reportado trabajos anteriores 

(Subirana,  1973; Chiva,  1990),  que  bajo  estas  condiciones  se  obt ienen proteínas 

básicas  ricas  en  lisina  y arginina.  Los  patrones  electroforéticos  de  las  proteínas 
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básicas específicas del núcleo de las células espermát icas de Loxechinus albus  fueron 

obtenidas por solubilización secuencial. Existen grupos de proteínas básicas que 

pueden ser diferencialmente extraídas del núcleo tomando en cuenta su solubilidad en 

diversos solventes ácidos, así, las histonas H1, denominadas histonas muy ricas en 

lisina, tanto en vertebrados como en invertebrados, son solubles en ácido perclórico al 

5 %. 
 

Para la cuant ificación de proteínas en el análisis electroforético se utilizó el 

método de Bradford a una longitud de onda de 550 nm. Aunque en las células 

somát icas o espermatogénicas específicas están presentes siempre los componentes 

denominados histonas, no es posible afirmar que los datos obtenidos en el presente 

trabajo sean exactos, pero podría ser notado que ellos están siempre presentes en su 

total complemento (H2A, H2B, H3, H4 y H1). 

 
 

Es de notar que el análisis electroforético y de la composición realizado en 

este trabajo puede servirnos de mucha ayuda en los análisis de taxonomía, pues es un 

hecho que existen diferencias inter e intra específicas y éstos análisis introducirían un 

parámetro de comparación más claro, observando las diferencias de proteínas básicas 

nucleares específicas del espermatozoide, estudiando las diferencias en sub-especies 

y observando algún nivel de variación local o geográfica dentro de la misma especie. 

 
 

5.3. Purificación de la histona H1 
 

 
 

Después de haber extraído las proteínas básicas espermio-específicas, debe 

establecerse su homogeneidad. La homogeneidad puede lograrse por cromatografía 

de exclusión molecular o cromatografía de intercambio iónico, electroforesis sobre 

geles  de  poliacrilamida  y  enfoque  isoeléctrico,  los  cuales  poseen  mucha  mayor 
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capacidad  de  resolución  y pueden detectar  fácilmente  la  presencia de  impurezas 

proteicas de menor cuantía. 

 
 

La separación de proteínas por  electroforesis se  basa en la capacidad  que 

tienen las proteínas de migrar en un campo eléctrico, éstas contienen grupos iónicos 

que atendiendo a su relación carga/masa presentarán una migración diferencial en una 

diso lución gelificada al someterlas a un campo eléctrico. Este tipo de geles permiten 

separar proteínas básicas como  las histonas y protaminas. La poliacrilamida actúa 

como medio de soporte (fibras de acrilamida con puentes de bisacrilamida); la urea es 

una agente desnaturalizador que elimina las interacciones entre proteínas, el ácido 

acético crea un medio ácido impidiendo que las proteínas permanezcan neutras. El 

TEMED y H2O2 actúan como catalizadores de la polimerización. 

 
 

El método de Hurley (1977) const ituye una variante que permite eliminar la 

pre-electroforesis y disminuir el t iempo de polimerización sust ituyendo el TEMED y 

PSA por thiourea hasta 0,09 % y agua oxigenada hasta 0,002 %. Las muestras se 

disuelven a una concentración de 1 mg/ml en el tampón muestra. El buffer muestra 

está constituido por 2-mercaptoetanol 20 mM, urea 8M, ácido acético 5 % y verde de 

met ilo 1 %. 

 
 

5.4. Caracterización de la histona H1 
 

 
 

La organización in vivo de la cromat ina del espermio, que invo lucra la 

interacción entre los componentes proteicos parecida a protaminas y el DNA aún 

están en un plano especulat ivo, a pesar de los estudios realizado por Ausió (1980), 

Ausió y Subirana (1981). 
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Experimentos de reconstrucción in vivo realizados por Ausió y Suau (1983) sugieren 

una   cercanía   entre   las   diferentes   clases   de   complejos   nucleoproteicos   y   la 

organización nucleo-protamínica t ípica. 

 
 

Es de notar también que el análisis electroforético y la composición realizado 

en este trabajo puede servirnos de mucha ayuda en los análisis de taxonomía, pues es 

un hecho que existen diferencias inter e intraespecíficas y éstos análisis introducirían 

un parámetro de comparación más claro, observando las diferencias de proteínas 

básicas nucleares específicas del espermatozoide estudiando las diferencias en 

subespecies y observando algún nivel de variación local o  geográfico dentro de la 

misma especie. 

 
 

En la presente invest igación se ut ilizaron los métodos de análisis cualitat ivo 

de la migración de proteínas por electroforesis para la determinación del peso 

molecular de la proteína purificada H1 y por HPLC su composición cualitat iva y 

cuant itativa de aminoácidos. El sistema ut ilizado consiste en geles de poliacrilamida 

al 15 % con los que se separan las histonas observadas en resultados con los cuales se 

separan  las  histonas.    Como  se  muestra resultados se evidencian  la  presencia de 

bandas de proteínas histónicas extraídas del núcleo espermát ico. La presencia de la 

histona H1 es notoria como una doble (hasta triple) banda de menor velocidad de 

migración. 

 
 

La determinación del peso molecular de la proteína H1 por electroforesis ha 

llegado a ser un procedimiento de rutina en un laboratorio de invest igación. La 

electroforesis en gel en gel de poliacrilamida proporciona un método de fácil 

ejecución, económico y poderoso para la caracterización. El peso molecular de una 
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proteína bajo invest igación es determinado por comparación de su movilidad 

electroforética con aquellas de proteínas estándares de peso molecular conocido. 

Existen kits de calibración para electroforesis provistos de alta pureza, bien 

caracterizados estándares en una conveniente mezcla lio filizada lista para usar para la 

determinación de pesos moleculares de proteína por electroforesis. 

 
 

La proteína con una alta carga posit iva se vuelve inso luble en detergentes 

cargados negativamente como el SDS, por ello Colom y Subirana (1979) validaron 

un método en el que la movilidad relat iva es inversamente proporcional al logaritmo 

del número de residuos de aminoácidos. 

 
 

Ellos realizaron el experimento en un gel de po liacrilamida ácido acético-úrea 

utilizando un polímero de iridina como estándar. Aunque existe una singular 

coincidencia en los estándares y se obt iene una curva de calibración adecuada, sin 

embargo éste método podría considerarse como indicat ivo de un peso molecular 

aparente debido a las variaciones que se presentan en la proporción carga/masa de las 

proteínas espermio-específicas básicas. Se esquemat iza las curvas de calibración en 

base a las cuales se determinarán los pesos moleculares y número de aminoácidos de 

las proteínas básicas en estudio. 
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CONCLUSIONES 

 

 
 

1. Se ha logrado aislar, purificar y caracterizar mo lecularmente la histona H1 del 

espermatozoide del erizo rojo Loxechinus albus, Molina 1782 de la zona sur 

del Perú (Tacna). 

 
 

2. Se ha logrado extraer las histonas totales de espermatozoides de Loxechinus 

albus mediante extracción ácida. 

 

 
 

3. Se ha logrado purificar y caracterizar la histona H1 mediante electroforesis en 

gel de poliacrilamida, estableciéndose su peso molecular en aproximadamente 

22 kDaltons, con un número aproximado de 200 aminoácidos y conteniendo 

una predominancia de los aminoácidos lisina (21,1 %) y arginina (20,2 %). 

 

 
 

4. Se ha logrado cuant ificar la cant idad de aminoácidos existentes en la histona 

H1 de espermatozoides maduros de Loxechinus albus mediante cromatografía 

líquida de alta resolución (HPLC) 
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RECOMENDACIONES 

 

 
 

1. Se recomienda ampliar estudios en el área de modificaciones transcripcionales 

de la histona H1 y de las demás histonas, para poder así entender mejor las 

vías encargadas de la transcripción en éstas especies. 

 
 

2. Se recomienda realizar estudios de espectroscopía de masas con HPLC para 

determinar la existencia de proteínas isofórmicas que constituyen esta histona 

H1. 

 
 

3. Se recomienda también obtener ant icuerpos ant i-histona H1 para ut ilizarlo  y 

aplicarlo  en  invest igaciones  posteriores.  Es  importante  dilucidar  sobre  el 

origen y función de ésta histona. 

 
 

4. Se recomienda establecer un estudio molecular de la histona H1 para la 

obtención del gen que produce la proteína mencionada. 
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