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4.1 PURIFICACIÓN DE LOS SUBTIPOS DE LA HISTONA H1 

4.1.1. Purificación salina de las histonas H1 por cromatografía de intercambio 

catiónico. 

 

La histona H1  ha sido extraída selectivamente de núcleos lisados, por diferentes 

métodos que incluyen extracción con protaminas, tRNA y ácidos. La extracción más 

usada es la ácida, pero puede tener efectos sobre su estructura y afectar las propiedades  

de condensación  de la cromatina (Khadake and Rao, 1995). Para evitar este tipo de 

efectos, en esta tesis se ha puesto a punto un método de extracción salina basado en el 

método descrito por García-Ramírez et al. (1990), en el cual se introdujeron varias 

modificaciones.  Los primeros ensayos de purificación de la H1 total se realizaron con 

núcleos de hígado de rata; a pesar del uso de inhibidores, las proteasas degradaban una 

gran proporción de las proteínas, por esta razón se decidió realizar la purificación a 

partir de núcleos de cerebro de rata que presentan menor actividad proteolítica. 

Estudios previos sobre los cambios de las proporciones de los subtipos de la H1  durante 

el desarrollo postnatal  (Piña et al. 1984; Piña et al. 1987) mostraron que los subtipos 

H1a y H1b se encuentran en mayor proporción en el cerebro de ratas jóvenes, mientras 

que su contenido disminuye considerablemente en ratas de más de 30 días. La H1º se 

acumula en neuronas en proceso de diferenciación; es decir, a partir de 10 días.  Los 

subtipos H1c, d y e, aunque también se encuentran en  diferente proporción según el 

grado de desarrollo del tejido, son los más abundantes a cualquier edad.  Teniendo en 

cuenta las consideraciones anteriores, se purificaron los núcleos de cerebro de dos 
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grupos de edad  (ratas albinas de la cepa OFA,  Sprague  Dawley), de 15 días para la  

posterior purificación de   H1a y H1b y  30 días o más para purificar la H1º.  

Los núcleos, obtenidos tal como se indica en Materiales y Métodos, se resuspendieron 

en CM x 1 con CaCl2 mM  para comprobar con el microscopio que se encontraran en 

buen estado.  En este paso siempre se tomó una alícuota de la disolución de núcleos 

para medir la absorbancia del DNA a 260 nm para calcular su concentración y  controlar 

el rendimiento de la purificación de la proteína. 

La concentración del DNA se calculó con la fórmula [DNA] = [A260 - 1.83 (A320)] / 20 

mg/ml, que tiene en cuenta la turbidez de la muestra. Las digestiones se realizaron con 

5µl de nucleasa micrococal (0.5 unidades/µl) durante 10minutos a 37 ºC. Si el tiempo 

de digestión se prolonga, baja el rendimiento de la purificación.  

Con el propósito de romper los núcleos y liberar la cromatina,  los núcleos se 

resuspendieron  en EDTA 1mM/Tris 10 mM a pH 7.4 y se realizó una diálisis frente al 

mismo tampón durante toda la noche.   

Después de recuperar la cromatina soluble en el sobrenadante por centrifugación,  con el 

microscopio se observaban los restos nucleares del sedimento y se comprobó que en 

éste sedimento todavía  quedaban algunos núcleos sin romper.  Con el fin de mejorar el 

rendimiento el sedimento se resuspendió en el tampón de diálisis, se sonicó y se 

prosiguió con la separación de las histonas.  

Se ajustó la concentración de la cromatina solubilizada a 0.35 M NaCl y se añadió CM-

Sephadex C-25 para  desplazar de la cromatina las proteínas cargadas positivamente. Se 

realizaron varios ensayos para determinar la cantidad adecuada de gel,  que fue de 24 

mg/ml de suspensión. El CM-Sephadex C-25 siempre se añadió hidratado. 

Después de lavar las bolas de CM-Sephadex C-25 cuatro o cinco veces con NaCl 0.35 

M/Tris10 mM, éstas se cargaron en una columna de Sephadex G-25, previamente 

equilibrada con NaCl 0.35 M/Tris10 mM/pH8.8.  

La elución de las proteínas se realizó con un gradiente lineal de 0.35 M NaCl a 1.2 M 

NaCl con un flujo de 1 ml/min.  El perfil de elución se registró a 226 nm (con un 

detector Unicord SII de Pharmacia-Biotech) (Fig. 4.1 a).  Se observa un solo pico que 

eluye a partir de 0.6 M NaCl,  teniendo el máximo a 0.7 M. 

Se recogieron fracciones de 1 ml  que se analizaron en geles de poliacrilamida con SDS. 

Las bandas  más intensas corresponden al  máximo del pico observado en el perfil de 

elución, (carril 9, 10 Fig.4.1 b). 

a) 
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Figura 4.1. a) Perfil de la cromatografía de intercambio catiónico en columna de CM-Sephadex de la 
separación la H1 total del cerebro de rata. La elución se realizó con un gradiente lineal de 0.35 M a 1.2 M 
NaCl/Tris 10 mM, pH 8.8; se recogieron fracciones de 1ml. b) Análisis en SDS-PAGE (15% de 
poliacrilamida) de las histonas eluidas del CM-Sephadex  
 
 

En el patrón de bandas observado en el gel de poliacrilamida con SDS, la banda con 

menor movilidad electroforética contiene los subtipos H1b, H1d y H1e. Por debajo de 

ésta corre, con una movilidad ligeramente superior, la H1a. La siguiente banda 

corresponde a la H1c y por último aparece la H1º. Aunque la electroforesis en geles que 

contienen SDS separa proteínas de acuerdo a su peso molecular, las histonas realizan 

contribuciones sustanciales a la carga de sus complejos con SDS y tienen un 

comportamiento anómalo. Las histonas H1 con un verdadero peso molecular entre 20 y 

22 Kd, migran como un grupo de bandas de peso molecular aparente entre 30 y 35 Kd. 

La electroforesis se realizó en geles del 15 % de acrilamida; a esta concentración se 

obtiene una mejor resolución de las histonas H1 de rata y humanos (Lennox and Cohen, 
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1989), mientras que las de ratón se resuelven mejor al 12%, además otras 

concentraciones pueden ser útiles para separar histonas H1 de otras especies. 

Es interesante observar que la H1a (carril 8 Fig.1b) eluye a una concentración 0.6 M 

NaCl, mientras que la H1º  eluye al final del pico,  a concentración 0.8 M (carriles 12, 

13, 14 de la figura 1b). La elución más rápida de la histona H1a indica una menor 

afinidad de este subtipo por el CM-Sephadex; indicando un mecanismo de separación 

electrostático, con la mayor carga positiva en los subtipos que eluyen al final. Si en la 

cromatografía de intercambio catiónico las proteínas son eluidas en orden creciente de 

la carga neta positiva, nosotros ensayamos gradientes más planos con el fin de separar 

algún subtipo, pero no fue posible obtenerlo con suficiente pureza.  

Después del análisis electroforético las histonas se dializaron frente a ácido acético al 

1%, se liofilizaron y se almacenaron a �20 ºC. Siempre se tuvo la precaución de abrir 

los tubos únicamente cuando era necesaria la utilización de las histonas, con el 

propósito de evitar posibles alteraciones o deterioro ocasionados por la condensación de 

humedad (Cole, 1989). 

 

4.1.2. Purificación de la H1º por filtración en gel 

La separación de la H1º se realizó a partir de H1 total purificada de cerebro de ratas de 

30 días ó  más, en los cuales la H1º se encuentra en mayor proporción (Piña et al. 1987). 

Para separar la H1º de la mezcla de H1 total se utilizó una columna de Biogel P100 de 

160 cm de longitud y un diámetro de 2 cm. Se cargaron entre 1.25 y 3 mg de H1 total 

disueltos en 2 ml de urea 4 M/HCl 10mM. La elución se realizó con HCl 10 mM/azida 

0.02%,  a temperatura ambiente, un flujo de 10 ml/hora y se recogieron fracciones de 

3.5 ml.  El perfil de elución se registró a 226 nm, con un registrador REC 101 de 

Pharmacia-Biotech, (Fig. 2a) y las fracciones eluidas se analizaron en geles de 

poliacrilamida con SDS (Fig. 2 b). La mezcla de histonas H1a,b,c,d,e se observa en los 

carriles 4, 5, 6, 7, 8.  La H1º se observa en los carriles 11, 12, 13 y 14. la  mezcla de 

histonas (excepto la H1º) empezó a eluir a los 166 ml y se recogió en un volumen de 

17ml (fracciones 50-54); la H1º  empezó a eluir a los 190 ml  y se recogió en un 

volumen de 14 ml (fracciones 57- 60). Posteriormente la H1º así purificada se dializó  

frente a tampón fosfato y se liofilizó. 

La H1º se disolvió en H2O. Al centrifugar se observó la presencia de precipitados. 

Posiblemente como  consecuencia de la purificación con ácido clorhídrico, el dominio 

globular  de la proteína se desnaturalizó y originó agregados. Para asegurar la correcta  
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 Figura 4.2. a) Perfil de elución de la purificación de la H1º por gel filtración usando Biogel P100. La 
elución se realizó con HCl 10mM/azida sódica 0.02% a un flujo de 10 ml/hora. Se recogieron fracciones 
de 3.5 ml. El primer pico corresponde a la mezcla de histonas H1a,b,c,d,e y el segundo pico corresponde 
a la H1º. b) Análisis en SDS-PAGE de la H1º. Las fracciones 50-54 corresponden a los carriles 4,5,6,7,8 
(primer pico). Las fracciones 57 a 60 corresponden a los carriles 11,12,13,14 (2º pico). 
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conformación y evitar la formación de agregados se procedió a realizar un proceso 

convencional de desnaturalización con urea 6 M y renaturalización por diálisis frente a 

concentraciones  decrecientes de  urea,  (6 M;  3 M;  1.5 M;  0.75; M;  0.3 M y 

finalmente tampón fosfato 10 mM). Con este proceso se recuperó la estructura de la 

histona y desaparecieron los precipitados. Este proceso de renaturalización lo 

comprobamos por DC, antes de la renaturalización la proteína no presentaba estructura 

en α-hélice, mientras que después de la renaturalización presentaba 6.7 % de α-hélice 

en tampón fosfato y  29% en presencia de  60 % de TFE que induce la formación de α-

hélice (Orrego et al. 1999). 

 

4.1.3. Purificación de las histonas H1a,b,c,d,e  por  RP-HPLC 

 

La separación de las H1a,b,c,d,e se realizó a partir de H1 total purificada de cerebro de 

rata de 15 días, cuando la H1a,b se encuentran en mayor proporción (Piña et al. 1987). 

La cromatografía se realizó en un sistema modular Waters que consiste en dos bombas 

(modelo150), un inyector de líquido (UGK) y un detector de absorbancia modelo 490E. 

El sistema fue controlado por el programa Máxima 820 (Dynamic solution, Division of  

Millipore Corp). Se usó una columna Vydac C18 de 28 cm.  

Las histonas H1 procedentes de la purificación salina se disolvieron en 1 ml de Tampón 

A (TFA 0.1%). Luego se centrifugaron a 13000 rpm durante 5 minutos para eliminar 

cualquier material particulado antes de inyectar la muestra en el sistema de HPLC. 

Posteriormente se realizó la inyección manual de la muestra. 

La elución de las proteínas se realizó durante 140 minutos a un flujo de 0.7 ml/min con 

el gradiente descrito en Materiales y Métodos. El perfil de elución se registró a 214 nm 

y 280 nm, las fracciones correspondientes a los picos registrados se recogieron 

manualmente. 

Las fracciones se analizaron en geles de poliacrilamida de urea-acético de alta 

resolución para identificar los subtipos. El gel separador que contenía 15% de 

acrilamida, urea 2.5 M, ácido acético 0.9 M, persulfato de amonio y Temed se dejó 

polimerizar durante 3 horas a temperatura ambiente. Se añadió luego el gel de 

apilamiento que contenía acrilamida al 7%, urea 2.5 M, ácido acético  0.9 M, persulfato 

de amonio al 0.5% y 400 µl de TEMED.  
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Se realizó una pre-electroforesis a 200 v durante 12 horas a 4 ºC, para eliminar los iones 

persulfato (Lennox and Cohen, 1989), usando ácido acético 0.9 M como tampón de 

recorrido. Después de la pre-electroforesis, el tampón se cambió por ácido acético 0.9 M 

fresco y se cargaron las muestras. Previamente un volumen de 50 µl de cada muestra 

fue evaporado y disuelto  en 10 µl  de tampón de muestras. Las muestras deben cargarse 

en un volumen muy pequeño para no perjudicar la resolución, además la cantidad de 

proteína en cada banda puede alterar drásticamente la resolución de la electroforesis; 

dependiendo del número de componentes se recomienda cargar entre 0.2 y 1.5 µg de 

proteína (Lennox and Cohen, 1989).  La electroforesis se corrió a 320 v durante 29 

horas, tiempo necesario para lograr una buena separación de las diferentes bandas. 

El gel se sumergió en una disolución de metanol/agua/acético (5:5:1) durante 30 

minutos con el fin de fijar las proteínas y luego se tiñó durante toda la noche. El gel se 

destiñó con una disolución de metanol/agua/acético (45:45:10) 

En la figura 3b se observa que el subtipo con menor movilidad es la H1a seguida de la 

H1b y la H1d, luego se observa la banda con  la H1c y la H1e que tienen la misma 

movilidad  y por último la H1º que se separa en sus dos componentes H1ºa y H1ºb. 

El análisis en gel de urea-acético muestra que la H1b es el primer subtipo en eluir de la 

columna a los 90 minutos, la H1a eluye en segundo lugar a los 104 minutos, luego la 

H1e a los 107 minutos; a los 110 minutos se observa un pico en el cual se solapan en 

gran porcentaje la H1c y la H1d. La H1c puede ser recuperada prácticamente pura al 

final del pico, mientras que la H1d se recoge al principio del pico con una 

contaminación del 1-2% de   H1c; en este caso se recoge el pico manualmente. 

Como en el gel de urea-acético la H1e y la H1c tienen la misma movilidad 

electroforética, se separaron en un gel de poliacrilamida con SDS para comprobar que 

realmente estaban separadas de los demás subtipos (Figura.3c). En este gel se observa 

que la H1e se ubica en la primera banda de acuerdo con su movilidad electroforética 

característica (carril 4) y la H1c se encuentra en la segunda  (carril 7). En este gel 

también se puede observar el grado de pureza y la movilidad electroforética 

característica de cada uno de los subtipos. 

En la bibliografía se han descrito distintos protocolos de purificación por RP-HPLC. 

Linder et al. (1993) utilizando un gradiente de acetonitrilo y ácido perclórico lograron 

separar las H1a,c,d,e y H1t de células germinales de rata. Para separar las H1º y H1b se 

debe realizar otra cromatografía. 
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A partir de células 3T3 de ratón se han separado por HPLC las H1º, H1b,c,e (Brown et 

al. 1996). De células de  glioma C6 de rata se han podido separar las H1º, H1a,b,e y de 

células de fibroblastos NIH de ratón se han separado las H1º, H1a,b,c. (Talasz et al. 

1993). En ninguno de estos casos se ha logrado la purificación completa de los 5 

subtipos. En cada uno de los trabajos el material de partida es diferente, esto puede 

influir en la proporción de cada uno de los subtipos y en las modificacions 

postraduccionales de estos. Como consecuencia parece lógico que los protocolos de 

purificación por HPLC varíen, siendo necesaria su optimización en cada caso. 

 

En nuestro caso, se ha  optimizado un protocolo que nos permite la separación de los 5 

subtipos H1a, H1b, H1c, H1d, He procedentes de núcleos de cerebro de rata.  

Aunque se ha logrado la purificación de los subtipos H1a-e y la H1º y se han podido 

realizar los experimentos propuestos en este trabajo, se presentan dificultades para 

obtener grandes cantidades de cada uno de los subtipos, en el grupo se ha iniciado un 

enfoque alternativo para la obtención de cada uno de los subtipos de la histona H1 de 

ratón,  mediante su clonaje en vectores de expresión, su transformación en E. coli  y su 

posterior inducción y purificación. Se debe considerar que en el caso de rata no todos 

los subtipos han sido secuenciados. Sólo se conoce la secuencia de la H1º  (Martínez et 

al.1995) y la  H1e (Bharath et al. 1998), lo cual hace necesario el clonaje y 

secuenciación de los demás subtipos, antes de poderlos expresar.  

 

En resumen, se sabe que las técnicas cromatográficas no permiten la purificación 

simultánea de todos los subtipos de histonas H1 y sus formas modificadas, 

generalmente se requieren sistemas cromatográficos combinados. En este trabajo hemos 

realizado diferentes tipos de cromatografía para la purificación de los subtipos 

H1a,b,c,d,e y H1º. Primero utilizamos la cromatografía de intercambio catiónico con 

CM-sephadex para purificar la H1 total a partir de cerebro de rata, ya se mencionó que 

en este tejido la actividad catalítica de las proteasas es menor que en tejidos como el 

hepático. La purificación por éste método, utilizando el gradiente lineal de NaCl evita el 

tratamiento de las proteínas con ácido perclórico o ácido clorhídrico, sistemas más 

usados para su extracción, protegiendo de esta manera de la desestructuración del 

dominio globular (Khadake and Rao, 1995). 
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Figura 4.3. Perfil de elución de la separación de las histonas H1a,b,c y e por RP-HPLC en una columna 
C-18 con un gradiente de acenonitrilo. b)Análisis en AU-PAGE de las histonas H1a,b,c,e, separadas por 
RP-HPLC. El gel se corrió durante 29 horas a 4 ºC y a 320 v. c)  Análisis en SDS-PAGE de las histonas 
H1a,b,c,e.  El gel se corrió durante 4 horas a 4 ºC a 200 v. 



Resultados  
 

 100

 
 
En segundo lugar se utilizó la cromatografía de filtración en gel, la cual permitió la 

separación de la histona H1º de las demás histonas de manera completamente pura. La 

pureza de la proteína facilita el desarrollo de los experimentos propuestos con este 

subtipo.  Se tuvo en cuenta la edad de las ratas para poder obtener una mayor cantidad 

de este subtipo, 30 días o mas, tiempo del desarrollo durante el cual se acumula mayor 

cantidad de H1º en neuronas en proceso de diferenciación (Piña, et al.  1987). 

Por ultimo se uso RP-HPLC para la purificación de las H1a,b,c,d,e. Se ha descrito como 

un método que permite la separación de formas modificadas y no modificadas de las 

histonas y también la separación parcial de varios subtipos de H1 y sus formas 

fosforiladas ( Lennox, Oshima and Cohen, 1982). En comparación con el proceso de gel 

filtración para purificar la H1º, la RP-HPLC tiene importantes ventajas como son el 

tiempo de duración de la cromatografía y los componentes de la fase móvil que 

protegen las proteínas de procesos de  desnaturalización. 
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4.2. INTERACCIÓN DE LOS SUBTIPOS DE LA HISTONA H1 CON  EL DNA 
 

Para determinar las afinidades relativas de los subtipos de la histona H1 por el DNA, se 

realizaron experimentos de competición  entre cantidades iguales (w/ w) de dos subtipos 

diferentes por una cantidad limitada de DNA, a concentración de NaCl fisiológica (0.14 

M), en la cual la unión al DNA es cooperativa (Khochbin, S. and Wolffe, A.P. 1994). 

Se realizaron dos series de experimentos, una con la SAR del grupo de histonas de 

Drosophila, de 657 pb (74.5 % AT) (Izurralde, E., et al 1989) y otra con un fragmento 

HaeIII / HaeIII del pUC19 de 587 pb ( 56 % AT).  

Un exceso de proteína  6:1 fue usado rutinariamente. Los complejos fueron preparados 

por gradiente de diálisis de NaCl y su composición no cambió con incubación adicional. 

La composición en  subtipos de los complejos fue considerada como de equilibrio o 

muy cercana al equilibrio. A continuación se describen los resultados para cada pareja 

de subtipos. 

 

4.2.1. Experimentos de competición  entre las histonas (H1a-e y H1º) por una   

          cantidad  limitada de DNA 

 

Se mezclaron un total de 4.2 µg de proteína, consistente en cantidades iguales de dos 

subtipos, con 0.7 µg de SAR o con 0.7 µg del fragmento del pUC19. Los complejos 

DNA-proteína se formaron por gradiente de diálisis desde 1 M hasta 0.15 M NaCl, en 

0.01 M de tampón fosfato, pH 7 y 5% de glicerol. Los complejos DNA-histona se 

recuperaron en los precipitados por centrifugación durante 10 minutos a 14000 r.p.m. y 

las proteínas no unidas al DNA en el sobrenadante. Las fracciones se  analizaron en 

geles de poliacrilamida con SDS.   
 

Con los seis subtipos H1a-e y H1º pueden formarse 15 parejas distintas. Sin embargo, 

con 5 parejas es suficiente para determinar las afinidades relativas de los seis subtipos. 

Las parejas adicionales permiten obtener una estimación del error asociado a la 

estimación de estas afinidades. En la estimación de las afinidades por la SAR se 

emplearon 9 parejas, mientras que en el caso de pUC19 fueron 8 parejas. En ambos 

casos se realizó una serie de 5 competencias de los subtipos H1a-e frente a un mismo 

subtipo, la H1º. Además,  se realizaron experimentos cruzados de competición entre 

parejas de subtipos de afinidad intermedia (H1b y H1c) y la H1a de afinidad baja. Otros 
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experimentos se realizaron entre un subtipo de afinidad intermedia (H1c) y subtipos de 

afinidad más alta(H1d y H1e). En concreto, para el fragmento SAR se realizaron las 

competencias H1b/H1a, H1c/H1a, H1d/H1c, H1e/H1c y para el fragmento pUC19, 

H1c/H1a, H1d/H1c, H1e/H1c, además de la serie de competiciones con la H1º en ambos 

casos. 
 

Se puede observar que cuando la H1º compite con H1a, H1b, H1c o H1e por el 

fragmento SAR o el fragmento del pUC19 el subtipo mayoritario en los complejos 

DNA-histona (precipitados) corresponde en todos los casos a la H1º; mientras que  en 

los sobrenadantes queda una mayor proporción de H1a, H1b, H1c y He sin interaccionar 

con el DNA (figuras 4.4 y 4.5). 

Cuando la H1º compite con la H1d  por el fragmento SAR o el fragmento del pUC19, 

contrariamente a los casos anteriores, se observa que el subtipo mayoritario en el 

precipitado corresponde a la H1d en ambos complejos (carriles 2 y 5 figura 4.6). 

 

 

a)      b) 

     
 
Figura 4.4. Experimentos de competición en el equilibrio entre H1º /H1a  y H1º/H1b por SAR y pUC19. 
a) Carriles 3 y 5, complejos en el equilibrio H1º/H1a/SAR, H1º/H1a/pUC19, respectivamente; carriles 4 y 
6, proteínas no unidas; m, marcador de peso molecular; i, imput mezcla de subtipos; p, precipitado; s, 
sobrenadante. b) Carriles 2 y 5, complejos en el equilibrio H1º/H1b/SAR, H1º/H1b/pUC19,  
respectivamente; carriles 3 y 6,  proteínas no unidas; m: marcador de peso molecular; i: imput mezcla de 
subtipos; p, precipitado; s, sobrenadante. 
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 a)            b)  

  

  
Figura 4.5.  Competencia entre H1º/H1c y H1º/H1e por SAR y pUC19. a) Carriles 1 y 4, complejos en el 
equilibrio H1º/H1c/SAR, H1º/H1c/pUC19, respectivamente; carriles 2 y 5, proteínas no unidas; i, imput; 
p, precipitado; s, sobrenadante. b) Carriles 2 y 5, complejos en el equilibrio H1º/H1e/SAR, H1º/H1e/pUC 
19 respectivamente; carriles 3 y 6,  proteínas no unidas; i, imput; m, marcador de peso molecular; p, 
precipitado; s, sobrenadante. 
 

 

 
Figura 4.6. Competencia entre H1º y H1d por SAR y pUC19. Carriles 2 y 5, complejos en el equilibrio 
H1º/H1d/SAR, H1º/H1d/pUC19, respectivamente; carriles 3 y 6, proteínas no unidas; m,  marcador de 
peso molecular; i, input. 
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En la figura 4.7 se muestran los experimentos de competición entre H1c y H1e  y entre 

H1c y H1a. Se observa que en los precipitados SAR/H1e/H1c y pUC19/H1e/H1c el 

subtipo más abundante es la H1e (carriles 2 y 5 figura 4.7.a), mientras que en los 

sobrenadantes el subtipo más abundante es la H1c (carriles 3 y 6 figura 4.7.a). La 

proporción de cada subtipo en los complejos fue de un 74 % de H1e y un 26 % de H1c  

en ambos complejos.  

En los complejos SAR/H1c/H1a y pUC19/H1c/H1a el subtipo más abundante es la H1c, 

mientras que en los sobrenadantes el más abundante es la H1a. En el complejo 

SAR/H1c/H1a hay un 74 % de H1c y un 26% de H1a; en el complejo pUC19/H1c/H1a 

hay un 80 % de H1c y un 20 % de H1a. 

Estos experimentos permiten comprobar que la H1e tiene mayor afinidad por el DNA 

que la H1c y a su vez que la H1e tiene menor afinidad que la H1º ; también que la H1c 

tiene mayor afinidad por el DNA que la H1a. Estos resultados están de acuerdo con los 

obtenidos en la primera serie de competencias realizadas respecto a la H1º.  

 

a)      b) 

    
Figura 4.7. a) Competencia entre H1e y H1c por SAR y pUC19. Carriles 2 y 5, complejos en el equilibrio 
H1e/H1c/SAR y H1e/H1c/pUC19, respectivamente; carriles 3 y 6, proteínas no unidas; i, imput; m, 
marcador de peso molecular; p, precipitado; s, sobrenadante. b)  Competencia entre H1a y H1c por SAR y 
pUC19. Carriles 2 y 4, complejos en el equilibrio H1a/H1c/SAR y H1a/H1c/pUC19 respectivamente; 
carriles 3 y 5, proteínas no unidas; i, imput; m, marcador de peso molecular; p, precipitado; s, 
sobrenadante 
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La proporción de cada subtipo en los complejos y en los sobrenadantes se determinó a 

partir de los geles de poliacrialmida con SDS, teñidos con Negro Amido. Las  

 

                        Competición por SAR                               Competición por pUC19 

Subtipo Intensidad Proporción Intensidad Proporción 
 P S P S P S P S 

H1º 0.93 0.19 81 20 1.26 0.15 83 18 

H1a 0.21 0.77 19 80 0.25 0.67 17 82 

H1º 1.24 0.25 82 19 1.53 0.19 84 16 

H1a 0.27 1.09 18 81 0.29 0.99 16 84 

H1º 1.12 0,74 68 38 1.35 0,72 68 38 

H1b 0,53 1.19 32 62 0,65 1.19 32 62 

H1º 1.24 0,83 69 38 1.24 0,66 68 38 

H1b 0,56 1.34 31 62 0,58 1.09 32 62 

H1º 0,99 0,19 72 34 0,97 0,28 73 38 

H1c 0,39 0,37 28 66 0,35 0,46 27 62 

H1º 0,43 0,97 43 46 0,25 1.12 41 46 

H1d 0,57 1.15 57 54 0.36 1.29 59 54 

H1º 0.39 0.87 43 43 0.37 0.87 43 46 

H1d 0.51 1.13 57 57 0.50 1.02 57 54 

H1º 1.01 1.43 58 49 0.97 1.59 58 50 

H1e 0.74 1.47 42 51 0.69 1.61 42 50 

H1e 0.62 0.50 74 43 1.22 0.81 72 44 

H1c 0.22 0.67 26 57 0.47 1.03 28 56 

H1c 0.99 1.04 74 44 0.94 0.99 80 43 

H1a 0.34 1.35 26 56 0.23 1.30 20 57 

H1d 0.95 0.56 77 42 3.15 0.28 68 33 

H1c 0.28 0.78 23 58 1.48 0.58 32 67 

H1b 0.72 0.05 64 26     

H1a 0.40 0.14 36 74     
 
Tabla 4.1. Intensidades y proporciones de equilibrio correspondientes a los experimentos de competición 
de parejas de los subtipos de la histona H1 por los fragmentos de DNA SAR y pUC19  P: intensidad de 
las bandas, de cada pareja de subtipos en el precipitado (complejos DNA-histona). S: intensidad de las 
bandas, de cada pareja de subtipos, en el sobrenadante (histonas no unidas al DNA).  
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intensidades de las proteínas se muestran en la tabla 4.1. A partir de las intensidades de 

los subtipos presentes en los complejos SAR/H1 y pUC19/H1 se obtuvieron los 

porcentajes de cada uno de los subtipos asociados a la SAR y al pUC19. Estos 

porcentajes se muestran en esta misma tabla 

 

4.2.2. Determinación de las afinidades relativas de los subtipos de la H1 por el DNA 

Las afinidades relativas de los subtipos por la SAR y por el pUC19 se determinaron a 

partir de las intensidades de las bandas de los subtipos en los precipitados (complejos) y 

en los sobrenadantes (proteínas libres después de la competición) en  PAGE (tabla 4.1). 

Los equilibrios para cada uno de los subtipos en un experimento de competición, son:  

i   +   DNA                    iDNA, y 

j   +   DNA                    jDNA, 

donde (j) y (j) son los subtipos que compiten en un experimento por una cantidad 

limitada de DNA; y jDNA y iDNA, los correspondientes complejos. 

Las expresiones de equilibrio son: 

kDNA
i  =     [iDNA] /  [i] [DNA]   y  

kDNA
j   =      [jDNA] / [j] [DNA] 

La relación  kDNA
i  / kDNA

j es: 

kDNA
i / kDNA

j =   ([iDNA] /  [i] [DNA]) / ([jDNA] / [j] [DNA]) 

En la mezcla las constantes de afinidad relativa no dependen de la concentración de 

DNA libre porque es la misma para ambos equilibrios, por lo tanto podemos escribir 

que  la afinidad relativa de un subtipo (i) por el DNA respecto a otro subtipo (j) es:  

kDNA
i/j

   =   kDNA
i / kDNA

j =   [iDNA] [j] / [jDNA] [i]  

Utilizando la ecuación anterior como expresión de la constante de afinidad relativa se 

obtuvieron las afinidades relativas de los subtipos H1a-e y H1º por la SAR y el pUC19.  

Por ejemplo para calcular la afinidad relativa de la H1a por SAR respecto a la H1º, 

utilizando los valores de la Tabla 4.1 

ksar 
a/o

   =   [aSAR] [o] / [oSAR] [a] 

ksar 
a/o

   =   [0.21] [0.19]  / [0.93] [0.77] 

ksar 
a/o

   =   0.055 

donde los términos en la expresión son: Ksar 
a/o

  , afinidad de la H1a por SAR  respecto a 

la H1º; aSAR  y oSAR intensidad de los subtipos H1a y H1º en el complejo con la SAR 

(precipitado); a y o intensidad de la  H1a y H1º en el sobrenadante (no unidas a la SAR) 
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De igual forma, la afinidad de la H1a por pUC19 respecto a la H1º es: 

kpUC19 
a/o

   =   [apUC19] [o] / [opUC19] [a] 

kpUC19 
a/o

   =   [0.27] [0.15]  / [1.22] [0.67] 

kpUC19 
a/o

   =   0.049 

donde apUC19  y opUC19 son las intensidades de la H1a y H1º en los complejos con 

pUC19 ; o, la intensidad de la H1º en la sobrenadante y a, la intensidad de la H1a en el 

sobrenadante 

Repitiendo este calculo con los valores de las intensidades de la tabla 4.1 se obtienen las 

afinidades relativas de cada pareja de subtipos analizada, cuyos valores se muestran en 

la tabla 4.2 

kDNA 
i/j

 Afinidad por SAR Afinidad por pUC19

a/o 0.042  0.056 0.041 0.051 

b/o 0.294 0.280 0.291 0.283 

c/o 0.202  0.220  

d/o 1.007 1.118         1.250 1.153 

e/o 0.713  0.703  

e/c 3.776  3.301  

c/a 3.780  5.367  

d/c 4.726  4.409  

b/a 5.040    
. 
Tabla 4.2.Valores de las afinidades relativas entre los subtipos de la H1  
 

 

4.2.2.1 Estimación de las afinidades relativas entre los subtipos de la H1 a partir de 

experimentos por parejas. 

La competición entre subtipos permite estimar con precisión las afinidades relativas de 

los subtipos. En este capitulo se describe el método estadístico utilizado para realizar la 

estimación de las cinco afinidades relativas necesarias para poder comparar y analizar 

las afinidades de los seis subtipos analizados. Esta estimación se realiza  a partir de las 

afinidades relativas obtenidas con los experimentos de competición (tabla 4.2). 

Este método estadístico se basa  en considerar la estimación del valor de n parámetros, 

(que en nuestro caso serian las constantes absolutas de cada subtipo por un determinado 

DNA) 

ki (i = 1 . . . n) 



Resultados  
 

 108

A partir de diversas medidas experimentales de sus cocientes (en nuestro caso las 

afinidades relativas obtenidas a patir de los experimentos de competición) 

    ki /kj (i ≠ j) ~  k 
i/j

    

Naturalmente, esta información no permitirá estimar el valor absoluto de las ki, pues 

habrá siempre la indeterminación de un factor multiplicativo. Para eliminar esta 

indeterminación impondremos la condición 

k1 = 1       (1) 

También supondremos que una medida experimental ki /kj es equivalente a una medida 

kj /ki. En general, las medidas experimentales no tienen porqué incluir todas las parejas 

posibles i, j. También es posible que para una misma pareja i, j se disponga de varias 

medidas experimentales. wij representa el número de medidas experimentales existentes 

para ki /kj (wij ≥ 0; wij = wji), y aijq (q = 1. . . wij) los valores de estas medidas (aijq = 1/ 

ajiq). En el caso que nos ocupa la estimación de los parámetros ki está sobredeterminada, 

es decir hay más datos que parámetros y los datos combinan todos los índices i.  

Si las medidas experimentales fuesen exactas se cumpliría 

   ki /kj = aijq        (2) 

Mediante los cambios de variable 

  xi = ln ki 

bijq = ln aijq 

las relaciones (2) y (1) se traducen en el sistema lineal 

   xi � xj = bij      (3a) 

   x1 = 0       (3b) 

Debido a los errores experimentales en general el sistema (3) no será compatible. Desde 

un punto de vista estadístico, podemos considerar que para cada pareja i, j los valores 

bijq son observaciones de una variable aleatoria Xij de media xi � xj. A falta de más 

información al respecto, supondremos que estas variables tienen todas la misma 

desviación típica σ. El problema consiste, pues, en estimar los parámetros xi a partir de 

los valores bijq considerados como observaciones de unas variables aleatorias de media 

xi � xj y desviación típica σ. 

Como es habitual en estos casos tomaremos como estimación de los xi (i > 1) los valores 

xi que minimicen el error cuadrático medio. Para ello hemos utilizado la aplicación de 

regresión múltiple del programa EXCEL en la opción de análisis de datos. 

Con los seis subtipos H1a-e y H1º pueden formarse 15 parejas distintas. Sin embargo, 

con 5 parejas es suficiente para determinar las afinidades relativas de los seis subtipos. 
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En la estimación de las afinidades por la SAR se emplearon 9 parejas, mientras que en 

el caso del pUC19 fueron 8 parejas; en ambos casos algunas parejas están  repetidas 

(total de 12 valores para la SAR y 11 para el pUC) (tabla 4.2). En la tabla 4.3 se 

muestran los valores estimados de las afinidades relativas de los subtipos H1a-e 

respecto al subtipo H1º. Los errores han sido calculados con un nivel de confianza del 

95%. Los errores se calculan a partir de la transformación logarítmica de los valores de 

ki y aijq, por lo tanto los errores por encima y por debajo del valor medio resultan 

ligeramente distintos una vez invertida la transformación logarítmica. En la tabla 4.3 se 

indica el valor promedio del error junto con los valores superior e inferior.  

 
Afinidad por  SAR 

ksar 
i/j

  estimación inferior 95% superior 95% factor 95% Error promedio(±, %) 
a/o 0.051 0.045 0.058 1.141 12.745 
b/o 0.277 0.239 0.321 1.157 14.801 
c/o 0.202 0.175 0.232 1.152 14.108 
d/o 1.024 0.884 1.186 1.159 14.745 
e/o 0.737 0.612 0.886 1.203 18.585 

 
Afinidad por pUC19 

k pUC19 
i/j

  estimación inferior 95% superior 95% factor 95% Error promedio(±, %) 
a/o 0.045 0.040 0.050 1.127 11.111 
b/o 0.287 0.250 0.329 1.148 13.763 
c/o 0.235 0.210 0.264 1.123 11.489 
d/o 1.144 1.015 1.288 1.127 11.931 
e/o 0.739 0.612 0.859 1.162 15.087 

 
Tabla 4.3. Estimación de los valores de las afinidades relativas de los subtipos de la H1por la SAR y 
pUC19.  
 
 
Las afinidades relativas pueden estimarse del mismo modo para las 15 parejas posibles, 

como se muestra en la tabla 4.4.  

 

 Afinidades estimadas por SAR 
 k SAR 

i/j
  a b c d e o (i) 

a 1 5.406 3.935 19.977 14.378 19.513  
b 0.180 1 0.728 3.695 2.660 3.610  
c 0.254 1.374 1 5.076 3.654 4.959  
d 0.050 0.271 0.197 1 0.720 0.977  
e 0.070 0.376 0.274 1.389 1 1.357  
o 0.051 0.277 0.202 1.024 0.737 1  
(j)        
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Tabla 4.4. Estimación de los valores de las afinidades relativas de los subtipos de la H1 por la SAR y 
pUC19.  
 
 
 
En la tabla 4.5 se muestran los errores correspondientes para cada estimación. Puede 
observarse que todos los ki/j tienen un error (±) entre un 12 y un 20%. Este valor es 
pequeño en relación con las diferencias entre las ki/j de los diferentes subtipos. 
 
 

 
 

 
Tabla 4.5. Estimación de los porcentajes de error (±) asociados a los valores de afinidad relativa de los 
subtipos de la H1 por la SAR y pUC19 
 

 Afinidades estimadas por pUC19 
 k pUC19 

i/j
 a b c d e o (i) 

a 1 6.358 5.229 25.360 16.396 22.156  
b 0.157 1 0.822 3.989 2.579 3.485  
c 0.191 1.216 1 4.850 3.136 4.237  
d 0.039 0.251 0.206 1 0.647 0.874  
e 0.061 0.388 0.319 1.547 1 1.351  
o 0.045 0.287 0.236 1.145 0.740 1  
(j)        

Porcentaje de error (±) de las afinidades relativas por la SAR 
 k SAR 

i/j
   a b c d e o (i) 

a  15.088 14.917 17.245 19.705 12.059  
b 15.088  17.836 18.758 21.296 13.371  
c 14.917 17.836  15.426 16.943 12.981  
d 17.245 18.758 15.426  20.356 13.466  
e 19.705 21.296 16.943 20.356  16.943  
o 12.059 13.371 12.981 13.466 16.943   
(j)        

Porcentaje de error (±) de las afinidades relativas por el pUC19 
 k pUC19 

i/j
 a b c d e o (i) 

a  19.214 14.363 16.771 18.884 12.511  
b 19.214  18.994 19.214 21.490 14.507  
c 14.363 18.994  14.363 15.745 12.176  
d 16.771 19.214 14.363  18.884 12.511  
e 18.884 21.490 15.745 18.884  15.745  
o 12.511 14.507 12.176 12.511 15.745   

    (j)        
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En definitiva, la competición entre los subtipos permitió estimar con precisión las 

afinidades relativas por ambos DNAs. El orden de afinidades por la SAR de menor a 

mayor afinidad es: 
 

H1a (1.0)  < H1c  (3.94) < H1b  (5.41) < H1e (14.38) < H1º (19.51) < H1d  (19.98). 
 

El orden de afinidades por el pUC19 es: 
 

H1a (1.0) < H1c (5.26) < H1b (6.41) < H1e (16.50) < H1º (22.32) < H1d (25.53).   
 

Los valores en paréntesis indican las afinidades de los subtipos en relación con el 

subtipo unido más débilmente, el cual en ambas series es la H1a. La diferencia de 

afinidad relativa entre el subtipo más débilmente unido, H1a, y del subtipo más 

fuertemente unido, H1d, es cerca de 20 para el fragmento  SAR y 25 para el pUC19. 

Los subtipos pueden ser clasificados en tres grupos: H1a con la más baja afinidad, H1b 

y H1c con afinidades intermedias, y H1d, H1e y H1º con las afinidades más fuertes. 

 

 

4.2.3. Experimentos de desplazamiento entre los subtipos H1a-e  y H1° 

Para confirmar las afinidades relativas, establecidas en los experimentos de equilibrio, 

se realizaron experimentos de desplazamiento, en los cuales se formó un complejo 

inicial entre cada fragmento de DNA y un exceso de uno de los subtipos, antes de añadir 

una cantidad igual de un segundo subtipo. Se realizaron dos series de desplazamiento. 

En  la primera serie de experimentos,  los complejos formados con la H1º se hicieron  

competir con cada uno de los subtipos H1a-e,  y en la segunda serie, los complejos 

formados con cada uno de los subtipos H1a-e se hicieron competir con la H1º; además, 

se realizó una competición entre H1e y H1c. Los complejos fueron analizados después 

de una hora de incubación.  

 
4.2.3.1. Desplazamiento de la H1° y la H1e de los complejos SAR/H1° y pUC19/H1° 

por los  subtipos H1a-e 

En la primera serie de  experimentos de desplazamiento,  el complejo inicial formado 

por 2.1 µg de H1º y 0.7 µg de SAR o 0.7 µg del fragmento del pUC19 (3:1. 

histona:DNA) se incubó a 37º C durante 1 hora y después se añadió una cantidad igual 

(2.1 µg) de H1a, H1b, H1c, H1d o H1e.  Después de incubar durante una hora adicional 
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a 37ºC, las muestras se  centrifugaron a 14000 r.p.m durante 10 minutos y se 

recuperaron los precitados y los sobrenadantes. Las muestras se analizaron en geles de 

poliacrilamida con SDS y la tinción se realizó con Negro Amido. 

 

La figura 4.8 muestra los resultados del primer tipo de desplazamiento, es decir 

complejos H1°/SAR y H1°/pUC19 desplazados por cada uno de los subtipos H1a-e.  

En los experimentos de desplazamiento de la H1º de los complejos H1º/SAR y 

H1º/pUC19 por los subtipos H1a, H1b, H1c, H1d y H1e, se encontró que el subtipo más 

abundante en todos los precipitados era la H1º . 

Las intensidades de las proteínas y sus proporciones en los complejos DNA/ proteína y 

en los sobrenadantes se muestran en la tabla 4.5.  

Estos experimentos muestran  que la H1a tiene muy poca capacidad de desplazar la H1º 

de los complejos con el DNA. La H1b es capaz de desplazar el 25 % de la H1º de los 

complejos H1º/SAR y H1º/ pUC19. La H1c desplaza el 22 % y el 24 % de la H1º de los 

complejos H1º/SAR y H1º/ pUC19, respectivamente. La H1d desplaza el 35 %  y  el  41 

% de la H1º de los complejos con SAR y pUC19,  respectivamente; mientras que la H1e 

desplaza el 32% y el 36 %. 

Finalmente, en los desplazamientos de los complejos H1e /SAR y H1e/ pUC19 por H1c 

(figura 4.8), se observa que la H1c desplaza el 20 y el 26% de la H1e de los complejos 

con la SAR y el pUC19, respectivamente; mientras que en los sobrenadantes el subtipo 

H1c es el más abundante. 

 

 

4.2.3.2. Desplazamiento de los subtipos H1a-e de los complejos SAR/H1a-e y 

pUC19/H1a-e por la H1° y la H1c 

 

En la segunda serie de desplazamientos, el complejo inicial se formó entre H1a, H1b, 

H1c, H1d o H1e y cada uno de los fragmentos de DNA (SAR y pUC19) e igualmente se 

incubó durante 1 hora a 37  ºC;  a continuación se añadió H1º como segundo subtipo y 

se prolongó la incubación durante 1 hora más, a la misma temperatura; después de 

separar por centrifugación precipitados y sobrenadantes, se analizaron las fracciones por 

PAGE-SDS, se tiñeron los geles con Negro Amido y se midieron las intensidades de las 

bandas en precipitados (complejos SAR/H1 y pUC19/H1) y en sobrenadantes (proteínas 
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Figura 4.8. Experimentos de desplazamiento. El asteristico (*) indica el subtipo que forma el complejo 

inicial (H1º,H1e), que es desplazado por otro subtipo (H1a-e). SAR, región de unión a la matriz nuclear 

del grupo de histonas de Drosophila (657 pb); pUC19, fragmento de pUC19, obtenido por digestión 

HaeIII/HaeIII (587 pb); p, precipitado; s, sobrenadante. 
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Desplazamiento de la H1º del complejo 

SAR/H1º por los subtipos H1a-e 

Desplazamiento de la H1º del complejo 

pUC19/H1º por los subtipos H1a-e 

Subtipo Intensidad Proporción Intensidad Proporción 

 P S P S P S P S 

H1º 0.71 0.44 92 35 0.97 0.23 98 24 

H1a 0.06 0.85 8 65 0.01 0.75 2 76 

H1º 0.94 1.01 75 39 1.34 0.50 75 31 

H1b 0.31 1.61 25 61 0.44 1.12 25 69 

H1º 0.50 0.22 78 32 0.80 0.28 76 34 

H1c 0.14 0.48 22 68 0.25 0.56 24 66 

H1º 0.68 0.82 65 38 0.60 1.05 59 45 

H1d 0.36 1.35 35 62 0.41 1.24 41 55 

H1º 0.98 0.56 68 43 1.06 0.80 64 46 

H1e 0.47 0.75 32 57 0.59 0.95 36 54 

H1e 0.95 0.54 80 41 1.26 0.50 74 37 

H1c 0.23 0.78 20 59 0.43 0.85 26 63 
 

Tabla 4.5. Intensidad de las histonas H1 en los experimentos de desplazamiento de la H1º y la H1e de los 
complejos SAR/H1° y pUC19/H1° por los subtipos H1a-e. Intensidad P: intensidad de las bandas de cada 
pareja de subtipos en el precipitado (complejos DNA-histona). Intensidad S: intensidad de las bandas de 
cada pareja de subtipos en el sobrenadante (histonas no unidas al DNA). Proporción P: proporción de 
cada subtipo en el precipitado. Proporción S:  proporción de cada subtipo en el sobrenadante. 
 

 

no unidas a DNA). La figura 4.9 y la tabla 4.6 muestran los resultados de estos 

desplazamientos. 

En los experimentos de desplazamiento de las H1a,b,c de los complejos con el DNA por 

la H1º se observa que  el subtipo más abundante en todos los precipitados es la H1º, 

mientras que en los sobrenadantes los subtipos más abundantes son la H1a,  H1b o H1c 

(figura 4.9). Estos experimentos muestran que la H1º puede desplazar la mayor parte de 

la H1a que formaba el complejo DNA-histona inicial; puede desplazar el 62 % y el 75 

% de la H1b de los complejos H1b/SAR y H1b/pUC19, respectivamente; y puede 

desplazar , el 63 y el 64 % de la H1c de los complejos H1c/SAR y H1c/pUC19. 
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Figura 4.9. Experimentos de desplazamiento. El asterisco (*)  indica el subtipo que forma el complejo 

inicial   (H1a-e) que es desplazado por el subtipo H1º o H1e.  SAR región de unión a la matriz nuclear del 

grupo de histonas de Drosophila (657 pb); pUC19, fragmento de pUC19 obtenido por digestión  

HaeIII/HaeIII (587 pb); p, precipitado,  proteínas unidas al DNA; s, sobrenadante, proteínas no unidas al 

DNA. 
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Desplazamiento de las H1a-e del 

complejo   SAR/H1 por la H1º 

Desplazamiento de las H1a-e del 

complejo pUC19/H1 por la H1º 

 Intensidad Proporción Intensidad Proporción 

Subtipo P S P S P S P S 

H1a 0.22 0.58 19 75 0.16 0.72 15 72 

H1º 0.93 0.19 81 25 0.88 0.28 85 28 

H1b 0.58 1.19 38 58 0.44 1.12 25 69 

H1º 0.95 0.88 62 42 1.34 0.50 75 31 

H1c 0.32 0.43 27 54 0.31 0.47 36 57 

H1º 0.56 0.36 63 46 0.56 0.35 64 43 

H1d 0.64 1.11 74 56 0.49 1.43 51 53 

H1º 0.22 0.88 26 44 0.47 1.26 49 47 

H1e 0.67 0.79 60 45 0.67 0.94 52 51 

H1º 0.44 0.97 40 55 0.63 1.16 48 49 

H1c 0.42 0.63 32 60 0.44 0.48 35 48 

H1e 0.89 0.42 68 40 0.80 0.52 65 52 
 

Tabla 4.6. Intensidad de las histonas H1 en los experimentos de desplazamiento de las H1a-e de los 
complejos SAR/H1a-e y pUC19/H1a-e por la H1º. Intensidad P: intensidad de las bandas de cada pareja 
de subtipos en el precipitado (complejos DNA-histona). Intensidad S: intensidad de las bandas, de cada 
pareja de subtipos, en el sobrenadante (histonas no unidas al DNA). Proporción P: proporción de cada 
subtipoen el precipitado. Proporción S: proporción de cada subtipo en el sobrenadante. 
 

 

En los experimentos de desplazamiento de la H1d por la H1º se puede observar con los 

dos DNA que la proteína más abundante en el precipitado es la H1d. La H1º desplaza el 

26 % de la H1d del complejo H1d/SAR, mientras que desplaza el 49 % de la H1d del 

complejo H1d/pUC19. 

 

En los precipitados de los desplazamientos H1e/SAR y H1e/pUC19 por la H1º, el 

subtipo más abundante es la H1e con un 60% en el complejo H1e/SAR y un 52 % en el 

complejo H1e/pUC19; la H1º desplaza el 40% y el 48 % de la H1e que formaba el 

complejo DNA-histona inicial. En los precipitados de los desplazamientos H1c/SAR y 

H1c/pUC19  por la H1e, el subtipo más abundante es la H1e con un 68% en el complejo 

H1c/SAR y un 65 % en el complejo H1c/pUC19. 

 



                                                                                                                           Resultados  

 117

Los complejos se analizaron después de una hora de incubación, tiempo  que permitió 

alcanzar la composición de equilibrio solamente cuando el complejo inicial estaba 

formado con H1a, el subtipo de unión más débil. Con los otros subtipos, la cantidad de 

subtipo que se mantiene  en el complejo inicial después de incubar con el segundo 

subtipo es proporcional a las afinidades relativas establecidas en los experimentos de 

equilibrio. La composición de los complejos con el fragmento de pUC19 se encuentra 

en general más cerca de la composición de equilibrio que la composición de los 

complejos con  SAR. Ello refleja la menor afinidad de los subtipos de la H1 por el 

fragmento de pUC19 que por la SAR. 
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4.3. UNION PREFERENCIAL DE LOS SUBTIPOS DE LA H1 A SECUENCIAS 
DE DNA SAR 
 
La histona H1 ha sido descrita como una proteína de unión a la SAR. La afinidad 

preferencial de la H1 por secuencias SAR fue originalmente establecida para la SAR del 

grupo de histonas de Drosophila, usando H1 total de hígado de rata, que esta compuesta 

mayoritariamente por H1e y H1c, y fragmentos de DNA de pBR322 como 

competidores  (Izaurralde et al.,1989).  

 

Con objeto de averiguar si los 6 subtipos somáticos de mamífero eran proteínas de 

unión a las SAR, se realizaron experimentos de competición entre los fragmentos de 

SAR y de pUC19, usados en los experimentos anteriores, por una cantidad limitada de 

cada uno de los subtipos. Cantidades iguales de los fragmentos de  SAR y de pUC19, se 

mezclaron con una cantidad limitada de cada uno de los subtipos (relaciones p/p 

proteína/DNA de 0.16 a 0.62). Los ensayos fueron realizados en condiciones de unión 

cooperativa (0.14 M NaCl), en las cuales la población de moléculas de DNA se  reparte 

en moléculas totalmente saturadas de proteína y moléculas totalmente libres de proteína 

(Rodríguez et al., 1991). El análisis del DNA en las fracciones solubles y no solubles 

mostró que virtualmente toda la H1 se unía a la SAR, mientras que el fragmento del 

pUC19 permanecía en el sobrenadante. El fragmento del pUC19 se encontró en los 

precipitados sólo cuando la relación proteína/DNA era mayor que 0.5, y la SAR estaba 

saturada, y por lo tanto ausente del sobrenadante (figura 4.10). Estos resultados 

muestran que la afinidad aparente de los seis subtipos por la SAR es superior en  más de 

un orden de magnitud a la afinidad por el fragmento del pUC19. 

 

 
Figura 4.10. Competición de la SAR y el fragmento del pUC19 por una cantidad limitada de un subtipo 
de histona H1. Se indica la relación proteína/DNA (p/p). Los subtipos H1a-e y H1º están indicados en la 
parte superior (a-e,0), m, marcador de peso molecular;  i, input, mezcla inicial de SAR y fragmento del 
pUC19; p, precipitado; s, sobrenadante. 
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Los subtipos poseen diferentes afinidades, aunque similares en términos relativos, tanto 

por el pUC19 como por las secuencias SAR. Al mismo tiempo todos los subtipos 

presentan una acusada preferencia por las secuencias SAR, ello indica que la afinidad de 

un subtipo por una determinada secuencia de DNA esta determinada a la vez por las 

características de cada subtipo individual y por las propiedades de la secuencia de DNA 

implicada en la interacción. La interacción de la H1 con el DNA es básicamente 

electrostática (Manning, 1979; Watanabe, 1986). Ello permite que la afinidad de un 

subtipo dado por una secuencia de DNA particular sea expresada como el producto 

coulómbico µprot .µDNA, donde µprot  y µDNA son las contribuciones electrostáticas 

efectivas de la proteína y el DNA a la interacción. Los valores  µprot   están limitados al 

número de subtipos, mientras que los posibles valores de µDNA deben ser más grandes 

en número, debido al efecto de la modulación estructural sobre la afinidad dependiente 

de secuencia. Las preferencias de unión junto con las diferencias en la afinidad relativa 

de los subtipos por el DNA pueden, por lo tanto, dar lugar a  una amplia variación en las 

afinidades de la H1 por el DNA, lo cual podría  afectar el intercambio dinámico de la 

histona H1 en el núcleo celular (Thoma, 1981; Lever et al., 2000; Misteli et al., 2000). 
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4.4. INTERACCIÓN DE LOS SUBTIPOS DE LA HISTONA H1 CON LA 

CROMATINA 

 
4.4.1. Purificación de cromatina de hígado de rata: 
 
Nos propusimos  determinar la afinidad de los subtipos somáticos de mamífero de la 

histona H1 por la cromatina. Con este propósito, purificamos fragmentos de cromatina a 

partir de hígado de rata. En la figura 4.11 a y b, se muestra una cinética de digestión de 

los núcleos purificados según se describe en Materiales y Métodos. Se analizaron por 

electroforesis los tamaños del DNA (figura 4.12) y de la cromatina (figura 4.13) y se 

escogió el tiempo de digestión óptimo para obtener mayoritariamente fragmentos de 

cromatina de aproximadamente 30 nucleosomas. 

 

            a)                                                            b) 

    
Figura 4.11. Cinética de digestión de la cromatina con Nucleasa Micrococal. a) Electroforesis de 
cromatina; gel nativo de agarosa al 6%/TBE 0.5X; carriles 1. 2, 3, 4, 5, tiempos de digestión: 0, 30, 60, 90 
y 180 segundos. Carril 6. marcador de peso molecular; b) Electroforesis del DNA de la cromatina; gel de 
agarosa al 1%/TBE 0.5 X; carril 1, marcador de peso molecular; carriles 2, 3, 4, 5, 6. tiempos de 
digestión: 0, 30, 60, 90 y 180 segundos.  
 

 

Es conveniente realizar la cinética de digestión de cada preparación diferente de núcleos 

para obtener los fragmentos de cromatina del tamaño deseado. Los núcleos, la edad de 

las ratas o la actividad de la nucleasa micrococal  pueden influir en el tiempo de 

digestión.    



                                                                                                                           Resultados  

 121

En la purificación de la cromatina, como se describe en Materiales y Métodos, hay que 

tener en cuenta algunos parámetros importantes, tales como, la concentración de DNA, 

que se ajustó a 2 mg/ml, ya que a mayor concentración se producía mayor cantidad de 

cromatina insoluble después de la digestión con nucleasa micrococal. Otro aspecto 

importante en la purificación fue ajustar la concentración de sal a 70 mM de NaCl, a 

esta concentración de NaCl la cromatina se encuentra semicondensada. 

En la figura 4.12 se muestra el análisis electroforético de los fragmentos de cromatina 

separados en un  gradiente lineal de sacarosa. Este gradiente se realiza para seleccionar  

fragmentos de unos 30 nucleosomas.  

 

 

 

 
Figura 4.12. Electroforesis de los fragmentos de cromatina purificados. Gel de agarosa al 0.6 %/TBE 
0.5X, corrido durante 15 horas a 20 voltios. Carril 1, marcador de peso molecular. Carriles 2 a 20, 
distintas fracciones del gradiente. 
 

 

 

En la figura 4.13 se muestra la electroforesis del DNA de las fracciones anteriores.  

El estado de las histonas se analizó en geles de poliacrilamida con SDS. Se puede 

observar en la figura 4.14 que no hay degradaciones de las histonas internas ni de las 

histonas H1.  
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Figura 4.13. Electroforesis de los fragmentos de DNA de las fracciones de cromatina de la figura 4.2. Gel 
de agarosa al 0.6 %/TBE 0.5X, corrido durante 15 horas a 20 voltios. Carril 1, marcador de peso 
molecular; carriles 2 a 16: DNA de las fracciones de cromatina del gradiente; carril 1 y 17: marcadores de 
peso  molecular. 
 

 

 

 
 
Figura 4.14. PAGE-SDS de las histonas en distintas fracciones del gradiente. Carril 1, marcador de peso 
molecular. Carriles 2 a 13, histonas de las fracciones de la cromatina. 
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4.4.2. Experimentos de intercambio entre las histonas H1 de la cromatina y un 
exceso  de un subtipo añadido. 
 
Una vez establecido que los subtipos de la histonas H1 tienen afinidades diferentes por 

el  DNA nos planteamos si estas diferencias también se mantenían en la cromatina. Esta 

posibilidad es de gran importancia fisiológica por sus posibles implicaciones en todos 

aquellos procesos en los cuales la estructura de la cromatina puede influir en la 

expresión génica. 

Para  averiguar si existen diferencias de afinidad entre los subtipos se perturbó el  

sistema (cromatina) añadiendo H1 exógena para forzar el intercambio entre los subtipos 

de la cromatina y la H1 exógena. Para realizar este tipo de manipulación hay que 

resolver el problema del exceso de H1 en el sistema. La histona H1 en exceso, por 

encima de una relación 1:1 (una molécula de H1/ nucleosoma), se une a sitios 

secundarios de menor afinidad en el nucleosoma (Thoma et al., 1979) y, además, 

provoca la precipitación de la cromatina. Para mantener la estequiometría de la 

cromatina una vez añadido un exceso de H1 aproximadamente igual a la H1 presente en 

la cromatina nativa, impidiendo el uso de los sitios de unión secundarios, y a la vez 

evitando la precipitación de la cromatina, es necesario añadir un competidor de la unión 

de la H1 a la cromatina que actúe como secuestrante del exceso de H1. 

 

Inicialmente, se ensayó el ácido poliglutámico como competidor potencialmente 

inespecífico. El ácido poliglutámico ha sido utilizado a menudo en la reconstitución de 

nucleososmas y cromatina a partir de componentes purificados (Pennings, Muyldermans 

and Wyns, 1986; Tomaszewski and Jerzmanowski, 1997). Cabría la posibilidad que los 

subtipos de la H1 interaccionasen de forma no selectiva con el ácido poliglutámico. Sin 

embargo, experimentos de competición de parejas de subtipos por una cantidad limitada 

de poliglutámico mostraron diferencias importantes de afinidad de los subtipos por el 

polipéptido. Además, los complejos H1/poliglutámico aparecían sistemáticamente 

contaminados con histonas internas debido a problemas de separación de estos 

complejos de la cromatina y/o desplazamiento de las histonas internas por el 

poliglutámico. En la figura 4.15 se muestra el resultado de un experimento de  

intercambio entre las histonas H1 de la cromatina y H1º añadida; se observa que una 

proporción de las histonas internas precipita con el poliglútamico y con las H1 que se 

han intercambiado. En la figura 4.16 se muestra un experimento de precipitación de las 

parejas de subtipos   H1º/H1c y H1e/H1c con ácido poliglutámico; se puede observar en  
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Figura 4.15. Experimento de intercambio entre las histonas H1 de la cromatina y H1º usando ácido 
poliglutámico como secuestrante del exceso de H1. Carriles 5 y 6, intercambio entre cromatina y H1º; m, 
marcador de peso molecular; i, input de cromatina; p, precipitado (histonas H1 e histonas internas unidas 
al poliglutámico); s, sobrenadante (cromatina soluble con la nueva composición de H1s). 
 
 
 

 
 
Figura 4.16. Experimentos de competición en el equilibrio entre H1º y H1c y entre H1e y H1c  por ácido 
poliglutámico. Carriles 3 y 6, complejos H1º/H1c/poliglutámico y H1e/H1c/poliglutámico, 
respectivamente; carriles 4 y 7,  proteínas no unidas en el equilibrio; m, marcador de peso molecular; i, 
imput mezcla de subtipos; p, precipitado; s, sobrenadante 
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el gel de poliacrilamida con SDS que los subtipos más abundantes en los precipitados 

son la H1º y la H1e en cada caso, mientras que en los sobrenadantes el subtipo más 

abundante es la H1c, por lo tanto las afinidades no son iguales para todos los subtipos. 

Teniendo en cuenta los resultados anteriores y conociendo las afinidades de los subtipos 

por la secuencia SAR de 657 pb, decidimos diseñar experimentos de intercambio entre 

las histonas H1 de la cromatina y un subtipo de H1 añadida, utilizando la SAR como 

secuestrante del exceso de H1. En estos experimentos se mezcló cromatina purificada,  

uno de los  subtipos de la H1 purificado (H1a-e o H1º) y DNA SAR,   en una 

concentración fisiológica de sal, 0.14 M NaCl en 10 mM de tampón tris-HCl, pH 7.8, 1 

mM EDTA. En estas condiciones, los complejos  SAR/H1 forman precipitados 

insolubles que pueden ser separados fácilmente de la cromatina por centrifugación. 

En cada reacción de intercambio se mezclaron 10 µg de cromatina, con  3.35 µg de 

DNA SAR y 2.5 µg de uno de los subtipos H1a, H1b, H1c, H1d, H1e y H1° en 

experimentos independientes. La proporción de SAR añadida se ajustó por prueba y 

error para que no modificara substancialmente la estequiometría de la H1 en la 

cromatina nativa.  

La  reacción  se agitó suavemente a 37º C durante 90 minutos; durante este período las 

histonas H1 de la cromatina se intercambian con la H1 añadida y con la SAR. Caron y 

Thomas (1981) demostraron que a 70 mM de NaCl las histonas H1, de fragmentos de 

cromatina de diferente tamaño, alcanzan rápido y completo equilibrio en menos de una 

hora de incubación y postulan que a fuerza iónica  fisiológica el intercambio debe ser 

aún más rápido. En nuestros experimentos las reacciones de intercambio se realizaron a 

140 mM de NaCl, concentración de NaCl fisiológica,  para favorecer la cooperatividad 

en la unión y para asegurar que durante el tiempo de incubación de 90 minutos se 

lograrà el equilibrio en la reacción de intercambio.  

Después de la incubación, el precipitado y el sobrenadante se separaron por 

centrifugación aprovechando que la histona H1 forma precipitados con la SAR en 

condiciones de cooperatividad, mientras que el sobrenadante contiene  la cromatina 

soluble. Las histonas H1 se extrajeron con HCl 0.25 M, del precipitado y del 

sobrenadante. La extracción ácida se realizó para evitar el manejo de volúmenes 

grandes al cargar los geles y para evitar que el DNA interfiriera en la movilidad 

electroforética de las proteínas. Posteriormente se precipitaron las proteínas con ácido 

tricloroacético al 20 % para su análisis en geles de poliacrilamida con SDS y en geles de 

urea-acético. Los geles se tiñeron con azul de coomassie. 
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En todos los experimentos de intercambio realizados (figura 4.17, 4.18 y 4.19) no se 

observa la presencia de histonas internas en los precipitados H1/SAR, lo cual indica que 

en nuestras condiciones de ensayo no se produce precipitación de las moléculas de 

cromatina. 

Además, en cada uno de los experimentos realizados, se calculó la relación entre las 

intensidades de las histonas internas y la H1 en  la cromatina inicial  y en  la cromatina 

después del intercambio. Esta relación no varió más de un 10%, lo que indica que la 

estequiometría de las histonas H1 en la cromatina no se altera substancialmente debido 

al  intercambio de subtipos.  
 

4.4.2.1. Experimentos de intercambio entre las histonas H1 de la cromatina y los 
subtipos H1a-e y H1º purificados. 
 

A continuación se describen los resultados obtenidos en las reacciones de intercambio 

entre la cromatina y cada uno de los subtipos añadidos: 

 

Experimentos de intercambio entre la cromatina y la H1°, H1a, H1c.  

En el gel de  SDS se observan tres bandas en el precipitado, (figura 4.17, carril 4): la de 

mayor movilidad corresponde a la proporción de H1º añadida que no se unió a la 

cromatina, las bandas con menor movilidad corresponden a la proporciones de H1c y 

H1e que se liberaron de la cromatina y se unieron a la SAR. En el sobrenadante (figura 

4.17, carril 5,) se observa la nueva composición de las H1 de  la cromatina; se incorporó 

H1º y hay menos cantidad de H1e y H1c. La relación entre las histonas internas y el 

total de  H1 es similar a la de la cromatina de partida (carril 2), lo que indica que la H1 

no se ha unido en exceso. Es importante destacar que en el precipitado H1/SAR no se 

observan histonas internas; por lo tanto, la cromatina no  precipita durante el proceso de 

intercambio. 

En el intercambio entre la cromatina y cada uno de los demás subtipos (H1a, H1b, H1c, 

H1d y H1e) se obtuvo un comportamiento parecido al observado en el intercambio con 

la H1º; en todos los casos se observa un incremento del subtipo añadido en detrimento 

de los demás subtipos en la cromatina (sobrenadante) y la presencia de éstos últimos en 

la SAR junto con el subtipo añadido (precipitado).  

El experimento de intercambio entre la cromatina y la H1a se muestra en la figura 4.17. 

El gel de SDS permite observar en el precipitado las histonas H1c,e  liberadas de la 
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cromatina y la H1a que no se unió a esta, mientras que en el sobrenadante se observa la 

disminución de H1c,e y el aumento del subtipo añadido.  

 

 
Figura 4.17. Experimentos de intercambio entre las histonas H1 de la cromatina y  H1º o H1a purificadas. 
Las histonas fueron extraídas con ácido, analizadas en PAGE-SDS y teñidas con azul de coomassie. 
Carril 3, mezcla de H1º y H1a, Carriles 4 y 5, intercambio entre cromatina y H1º; Carriles 6 y 7, 
intercambio entre cromatina y H1a;  m, marcador de peso molecular; i, input de cromatina; p, precipitado 
(proteínas unidas a la SAR); s, sobrenadante (cromatina soluble con la nueva composición de H1s). 
 

                                      
Figura 4.18. Experimentos de intercambio entre las histonas H1 de la cromatina y  H1c purificada. Las 
histonas fueron extraídas con ácido analizadas en PAGE-SDS y teñidas con azul de coomassie. Carriles 2 
y 3, intercambio entre cromatina y H1c; m, marcador de peso molecular; i, imput de cromatina; p, 
precipitado (H1c no unida a la cromatina y proteínas liberadas de la cromatina); s, sobrenadante 
(cromatina soluble con la nueva composición de H1s). 
 
                    
  



Resultados  
 

 128

 
Figura 4.19. Experimentos de intercambio entre las histonas H1 de la cromatina y  H1º, H1a ó  H1c 
purificadas. Las histonas fueron extraídas con ácido y analizadas en gel de poliacrialmida con urea-
acético y teñido con plata. Carril 1, H1s, mezcla de subtipos; Carriles 2 y 3,  intercambio entre cromatina 
y H1º; Carriles 4 y 5, intercambio entre cromatina y H1a; Carriles 6 y 7, intercambio entre cromatina y 
H1c; p, precipitado (proteínas no unidas a la cromatina y proteínas liberadas de la cromatina); s, 
sobrenadante (cromatina soluble con la nueva composición de H1s). 
 

La composición de las histonas en el experimento de intercambio entre la cromatina y la 

H1c se muestra en la figura 4.18. En el gel de SDS, en el precipitado (carril2, figura 

4.18) se pueden observar dos bandas correspondientes a la H1e y la H1c (subtipo 

añadido); en la cromatina (carril 3) se observa mayor cantidad de H1c y menor cantidad 

de H1e.  

El análisis de estos tres experimentos en geles de urea-acético (figura 4.19) nos permitió 

comprobar que la presencia de los subtipos H1d y H1b era inapreciable incluso cuando 

el gel se teñía con  plata. Por tanto, es correcto considerar que la banda electroforética 

en los geles de SDS correspondiente a los subtipos  H1e, H1d, H1b, (los tres subtipos 

tienen la misma movilidad), correspondían en estos casos  íntegramente a la histona 

H1e. Para realizar los cálculos de afinidades relativas sólo se utilizaron las intensidades 

de los geles de SDS teñidos con azul de coomassie. 

 

Experimentos de intercambio entre la cromatina y la H1b, H1d, H1e. 

Los experimentos de intercambio entre la cromatina y las histonas H1b, H1d o H1e, se 

muestran en las figuras 4.20, gel de SDS, y 4.21, gel de urea-acético.  Debido a que 

estos subtipos tienen idéntica movilidad electroforética en los geles de SDS fue 
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necesario analizar y cuantificar estos experimentos también en gel de urea-acético para 

poder determinar la cantidad de cada uno de los subtipos añadidos  en los precipitados y 

en los sobrenadantes. 

En los ensayos realizados entre la cromatina y la H1b, gel de SDS, se puede observar 

unida a la SAR la mezcla de H1e, H1b y H1d en una sola banda, la H1c y la H1º. En la 

cromatina (carril 3, figura 4.20) se observa la banda correspondiente a la mezcla de 

H1e, H1b y H1d y la banda correspondiente a la H1c. 

 

En los intercambios entre cromatina y H1d o H1e (figura 4.20), se pueden observar en 

los precipitados, carriles 4 y 6, la mezcla de H1e y H1d, la H1c y la H1º. En el 

sobrenadante  (carriles 5 y 7) se observa la banda correspondiente a la mezcla de H1e y 

H1d y los subtipos  H1c y H1º, los cuales se ven menos intensos en la cromatina 

después del intercambio.  

 

 

 

 
 

Figura 4.20. Experimentos de intercambio entre las histonas H1 de la cromatina y los subtipos H1b, H1d 
y H1e purificados. Las histonas fueron extraídas con ácido y analizadas en PAGE-SDS. Carriles 2 y 3, 
intercambio entre cromatina y H1b; carriles 4 y 5 intercambio entre cromatina y H1d; Carriles 6 y 7, 
intercambio entre cromatina y H1e; m, marcador de peso molecular; i, imput de cromatina; p, precipitado 
(proteínas no unidas a la cromatina y proteínas liberadas de la cromatina); s, sobrenadante (cromatina 
soluble con la nueva composición de H1s). 
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En el gel de urea-acético del intercambio con la H1 d (figura 4.21) en el precipitado y el 

sobrenadante (carriles 4 y 5) se observan la H1d, la mezcla H1e/H1c y en baja 

proporción H1º. 

 

En el gel de urea-acético en el experimento de intercambio con H1e (figura 4.21), en el 

carril 6 se observan unidas a SAR la mezcla H1e/H1c y en baja proporción la H1°; en la 

cromatina (carril 7) se observa la mezcla H1e/H1c.  
 

 

 
Figura 4.21. Experimentos de intercambio entre las histonas H1 de la cromatina y  subtipos H1b, H1d y 
H1e purificadas. Las histonas fueron extraídas con ácido y analizadas en geles de poliacrialmida con 
urea-acético. Carril 1, mezcla de H1s; Carriles 2 y 3, intercambio entre cromatina y H1b; carriles 4 y 5, 
intercambio entre cromatina y H1d; Carriles 6 y 7, intercambio entre cromatina y H1e; Carril 8: imput de 
cromatina; p, precipitado (proteínas no unidas a la cromatina y proteínas liberadas de la cromatina); s, 
sobrenadante (cromatina soluble con la nueva composición de H1s). 
 

 

 

En la tabla 4.7 se muestran las intensidades de las proteínas en los precipitados (proteína 

unida a la SAR) y en los sobrenadantes (proteína asociada a la cromatina soluble) de 

cada uno de los experimentos. En el caso de los experimentos con la H1b, H1d, y H1e, 

se han calculado la cantidad de cada uno de los subtipos por comparación de los geles 

de SDS y urea-acético. A partir de estas intensidades se realizan los cálculos para 

estimar las afinidades  relativas de los diferentes subtipos de la histona H1 en la 

cromatina. 
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Tabla 4.7. Intensidades de los subtipos de la histona H1 correspondientes a los experimentos de 
intercambio de subtipos entre SAR y cromatina. SAR: intensidad de las bandas en el precipitado 
(complejos SAR-histona); S: intensidad de las bandas en el sobrenadante (histonas en la cromatina 
soluble). 
 

 

4.4.3 Determinación de la afinidad relativa de los subtipos de la H1 por la 

cromatina. 

Las afinidades relativas de los subtipos de la H1 por la cromatina se obtuvieron a partir 

de la distribución de los subtipos entre la cromatina y la SAR después del intercambio y 

de las afinidades relativas de estos mismos subtipos por la SAR estimadas previamente. 

Los  equilibrios son: 

 

i  +   SAR                    iSAR,   y    

i +   Crom                   iCrom,      

Intercambio de subtipos SAR/cromatina 

 Intensidad Intensidad Intensidad Intensidad  
Subtipo añadido 

Subtipo SAR Crom SAR Crom 
 H1e 0,150 0.265   

H1a H1c 0.070 0.170   
 H1a 0.230 0.370   
 H1e 0.321 0.420 0.440 0.180 

H1b H1c 0.085 0.170 0.121 0.078 
 H1b 0.678 0.639 0.950 0.290 
 H1e 0.120 0.075   

H1c H1c 0.240 0.220   
 H1e 0.368 0.209 0.823 0.662 

H1d H1c 0.165 0.133 0.335 0.381 
 H1d 0.735 0.369 1.710 1.202 
 H1e 1.120 0.730 2.210 1.290 

H1e H1c 0.090 0.090 0.150 0.130 
 H1e 0.170 0.210   

H1º H1c 0.070 0.130   
 H1º 0.161 0.159   
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donde (i) es uno de los subtipos H1a-e y H1º 

Las expresiones de equilibrio son: 

kSAR
i   =    [iSAR] / [i] [SAR]   

kCrom
i  =    [iCrom] / [i] [Crom] 

 

En la mezcla de reacción donde la proteína [i] puede unirse a la cromatina o a la SAR, 

las constantes de afinidad relativa no dependen de la concentración de proteína libre [i] 

porque es la misma para ambos equilibrios, por lo tanto podemos escribir:  

kCrom
i / kSAR

i =   [iCrom] [SAR]  /[iSAR]  [Crom] 
 

Despejando kCrom
i, 

 kCrom
i   =   kSAR

i  [iCrom] [SAR]  /[iSAR]  [Crom] 
 
La relación [SAR]/ [Crom] es la misma en las expresiones de equilibrio de todos los 

subtipos presentes en un ensayo determinado, por lo tanto es eliminada cuando kCrom
i se 

expresa como constante de afinidad relativa, kCrom
i/j, respecto a otro subtipo. 

Por lo tanto: 
 

kCrom
i/j = kCrom

i / kCrom
j   =   kSAR

i  ( [iCrom] / [iSAR] ) / kSAR
j ( [jCrom] / [jSAR] ) 

 

kCrom
i/j = kCrom

i / kCrom
j   =   kSAR

i/j ( [iCrom] / [iSAR] ) /( [jCrom] / [jSAR] ) 

 

Los términos en la expresión son: 

kCrom
i/j   =   afinidad del subtipo i respecto al subtipo j por la cromatina. 

kSAR
i/j      =   afinidad del subtipo i respecto al subtipo j por la SAR (tabla 4.4) 

iCrom     =   intensidad de la H1i en la cromatina 

iSAR      =   intensidad de la H1i en la SAR 

jCrom    =   intensidad de la H1j en la cromatina 

jSAR     =   intensidad de la H1j en la SAR 

 

Si consideramos un ejemplo númerico concreto, la afinidad relativa de la H1º por la 

cromatina respecto a la H1c, y tomando las intensidades correspondientes de la tabla 4.7 

y el valor de kSAR
o/c   de la tabla 4.4, resulta: 

 

kCrom
o/c =   kSAR

o/c  ( [oCrom] / [oSAR] ) / ( [cCrom] / [cSAR] ) 
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kCrom
o/c =   4.959 (0.159 / 0.161) / 3.93 (0.130 /0.070) 

kCrom
o/c =   2.673 

 
Repitiendo este cálculo con todos los valores de la tabla 4.7 se obtienen una serie de 

valores de afinidades relativas de los diferentes subtipos por la cromatina, que se 

resumen en la tabla 4.8 .  
 

Afinidades relativas de los subtipos por la cromatina (kCrom
i/j) 

a/e b/c b/e d/c d/e e/c o/c o/e 
0.063 0.647 0.271 3.166 1.228 2.662 2.673 1.098 

 0.651 0.280 3.142 1.214 2.388   
     2.322   
     2.495   
     2.434   
     2.578   
     2.588   
     2.385   
     2.464   

 

Tabla 4.8.Valores de afinidades relativas de los subtipos de la H1 por la cromatina. 
 
 
A partir de esta tabla y usando el mismo método estadístico descrito en la sección     

4.2.2.1 para el calculo de las afinidades relativas  por el DNA (ajuste por mínimos 

cuadrado de las diferencias de los logaritmos), se estiman los valores de las afinidades 

relativas de todas las parejas posibles que mejor se ajustan a los valores experimentales. 

Estos valores se muestran en la tabla 4.9, mientras que  en la tabla 4.10 se muestran  los  

porcentajes de error asociados a dicha estimación, calculados al igual que en el caso del 

DNA, a partir del promedio de las diferencias entre el valor estimado y los valores 

superior e inferior con un nivel de confianza de 0.95. 

  
 

Tabla 4.9. Estimación de los valores de las afinidades relativas de  los subtipos de la H1 por la cromatina.   

 Estimación de las afinidades relativas de los subtipos por la cromatina 

k cro 
i/j

    a b c d e 0 (i) 
a 1 4.098 6.152 19.018 15.268 16.603  
b 0.244 1 1.501 4.387 3.726 4.052  
c 0.163 0.660 1 3.092 2.482 2.699  
d 0.053 0.215 0.323 1 0.803 0.873  
e 0.065 0.268 0.403 1.246 1 1.087  
o 0.060 0.371 0.247 1.145 0.920 1  
(j)        
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Tabla 4.10. Porcentaje de error asociado a la estimación de los valores de las afinidades relativas de los 

subtipos de la H1 por la cromatina.   
 
El  promedio de estos errores es de un 5%, Para estimar el error total asociado a estas 

estimaciones debemos considerar que en el calculo de las afinidades relativas para la 

cromatina hemos utilizado el valor de la afinidad relativa por la SAR. Estos valores de 

afinidad relativa por la SAR llevan asociado su propio  porcentaje de error. La teoría de 

propagación de los errores nos indica que en este caso para obtener una estimación del 

error total debemos sumar ambos errores. En la tabla 4.11, se muestra el porcentaje de 

error total de las afinidades relativas de los subtipos por la cromatina, obtenido a partir 

de la suma de los errores asociados a las afinidades relativas por la SAR (tabla 4.5) y los 

errores asociados a la estimación de las afinidades  relativas por la cromatina (tabla 

4.10). Estos errores se mueven entre un  18.73  % y un  25.46  %, con un valor 

promedio del 22%. 

 

 

 Porcentaje de error asociado a la estimación de las afinidades relativas de los 
subtipos por la cromatina 

k cro 
i/j

    a b c d e 0 (i) 
a  5.752 6.904 6.904 5.752 7.974  
b 6.904  4.147 5.636 4.147 6.904  
c 5.752 4.147  4.147 2.300 5.752  
d 6.904 5.636 4.147  4.147 6.094  
e 5.752 4.147 2.300 4.147  5.752  
o 7.974 6.904 5.752 6.904 5.752   
(j)        

Porcentaje de error total de las afinidades relativas de los subtipos por la cromatina
k cro 

i/j a b c d e 0 (i)
a  20.840 21.821 24.149 25.457 20.033  
b 21.992  21.983 24.394 25.443 20.275  
c 20.669 21.983  19.573 19.243 18.733  
d 24.149 24.394 19.573  24.503 20.370  
e 25.457 25.443 19.243 24.503  22.695  
o 20.033 20.275 18.733 20.370 22.695   
(j)        
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Tabla 4.11. Porcentaje de error total asociado a las afinidades relativas de los subtipos de la H1 por la 
cromatina.   
 

 Para poder comparar los resultados obtenidos con el DNA respecto a los obtenidos por 

la cromatina, nos interesa resaltar como queda ordenados los subtipos según las 

afinidades relativas de cada subtipo respecto a la H1a: 

 

H1a (1.0) < H1b(4.10) < H1c (6.15) < H1e (15.27) < H1º (16.60) < H1d (19.02) 

 

Si comparamos las afinidades relativas de los subtipos por el DNA y por la cromatina, 

observamos que en ambos casos el subtipo con menor afinidad por la SAR y por la 

cromatina es la H1a y el de mayor afinidad es la H1d. Se observan ligeras diferencias en 

las afinidades de H1b y H1c: la H1c tiene mayor afinidad por la cromatina que por  

 

 

 

 

 

 

 

 
Tabla 4.12. Valores de afinidad relativa los subtipos H1°, H1a, H1c, H1b, H1d, H1e por cromatina y SAR 
 

SAR, mientras que la H1b tiene más afinidad por SAR  que por la cromatina; así mismo 

la H1º y la H1e presentan diferencias: la H1º presenta mayor afinidad por SAR que por 

la cromatina, mientras que la H1e  tiene mayor afinidad por cromatina que por SAR.  

 Afinidad por SAR Afinidad por cromatina 

H1a 1.00 1.00 

H1b 5.41 4.10 

H1c 3.94 6.15 

H1º 19.51 16.60 
H1e 14.38 15.27 
H1d 19.98 19.02 
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4.5 ESTUDIO DE DICROISMO CIRCULAR DE COMPLEJOS FORMADOS 

ENTRE SUBTIPOS DE LA HISTONA H1 Y EL DNA 

 
La conformación de las moléculas biológicas juega un importante papel en la 

determinación de su función y actividad. A través de las transiciones conformacionales 

la actividad de las proteínas y el DNA determina el control y la regulación del genoma 

en el metabolismo celular, la replicación y el desarrollo. El dicroismo circular es una de 

las técnicas físico-químicas disponibles para estudiar las conformaciones y transiciones 

conformacionales de las moléculas biológicas.  

 

El DNA en disolución en condiciones fisiológicas presenta un espectro de DC 

conservativo, es decir, las contribuciones de elipticidad negativa y positiva son 

aproximadamente iguales. El espectro conservativo del DNA puede alterarse por la 

disminución de la polaridad del medio y por la asociación del DNA con algunas 

proteínas. Esta modificación consiste en la desaparición de los componentes positivos y 

en la aparición de una intensa banda negativa a 270 nm; este tipo de espectro se conoce 

como espectro psi (ψ). El espectro ψ  se considera que tiene su origen en la agregación 

ordenada de las moléculas de DNA (Fasman et al., 1970, Jordan et al., 1972). La 

inducción del espectro ψ  en el DNA depende de las condiciones del medio, como la 

fuerza iónica y la polaridad, de las características del DNA y de la presencia de 

moléculas inductoras. El objetivo de este capítulo es caracterizar la inducción de 

espectro ψ en tres fragmentos de DNA, de similar longitud, pero diferente secuencia, en 

distintas condiciones con objeto de analizar la importancia de cada una de  las  distintas  

variables que afectan a la inducción y a la intensidad del espectro ψ.   

 

Los fragmentos de DNA utilizados fueron: la secuencia SAR de 657 pb, del grupo de 

genes de las  histonas de Drosophila (Izaurralde et al., 1989), con un porcentaje de A+T 

del 74.5 %; un fragmento de 587 pb obtenido del plásmido pUC19, con un  56% de 

A+T; y un fragmento de 650 pb obtenido del pBR322, con un contenido de A+T del 47 

%.  

En condiciones fisiológicas, los tres fragmentos tienen el espectro característico del 

DNA B (figura 4.22), con un máximo a 275 nm y un mínimo a 245 nm y un punto de 

cruce a 257 nm. Los valores de elipticidad molar a 275 nm  para cada uno de los 

fragmentos son similares. 
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Nos referiremos al fragmento de 587 pb derivado de pUC19 como �pUC19�,  al 

fragmento de 650 pb derivado de pBR322 como �pBR322� y al fragmento que 

contienen  la secuencia SAR de 657 pb como �SAR�. 

 

4.5.1. Dicroismo Circular de los complejos DNA/PEG. 
 

El polietilenglicol (PEG) es un polímero neutro, que a altas concentraciones, 300 

mg/ml, y en presencia de NaCl (0.3 M), es capaz de inducir el espectro ψ  del DNA 

Según Jordan et al. (1972), en estas condiciones el DNA se condensa, adquiriendo una 

estructura terciaria ordenada, como resultado del efecto de volumen excluido.  

 

Los espectros con los tres fragmentos de DNA se registraron en 10 mM tampón fosfato, 

pH 7.0, 0.3M NaCl, 300 mg/ml de PEG. Se realizaron incubaciones de 15, 30, 60 

minutos antes del registro del espectro de DC. Se pudo comprobar que los espectros no 

cambian significativamente en función del tiempo. Habitualmente, se utilizó un tiempo 

de incubación de 30 min. En la figura 4.23 se muestra que el PEG induce espectro ψ en 

los tres fragmentos de DNA; en los tres casos la banda de elipticidad positiva a 275 nm 

desaparece completamente y aparece la banda característica del espectro ψ a 270 nm. Se 

puede observar que el DNA que presenta elipticidad molar más negativa es el pUC19 

/PEG, con una [θ270] de �273.252, seguido de SAR /PEG con una [θ 270] de �184.502  y,  

por último, el pBR322 con una [θ 270] de �52.133.  

 

 

   
Figura 4.22. Espectros de DC de los DNAs. Espectro de DC de pBR322 __, espectro de DC de pUC19 
___, y espectro de DC de SAR ___. Las unidades de las ordenadas son deg. cm2 / dmol de residuo.  
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Figura 4.23. Espectros de DC de los complejos DNA / PEG. Se observa el espectro de DC del complejo 
pBR322 / PEG ___, SAR/PEG ___, y pUC19/PEG ___ . Todos los espectros se realizaron a una 
concentración de 300 mg/ml de PEG en 10 mM tampón fosfato, 0.3M NaCl, pH 7.0. El tiempo de 
incubación es de 30 minutos. 
 
 
4.5.2. Dicroismo Circular de los complejos DNA/PEG/Distamicina 
 
La distamicina A es un oligopéptido cuya actividad farmacológica ha sido 

correlacionada con la capacidad para unirse preferentemente a dominios ricos en AT en 

el surco menor del DNA (Hahn, 1977, Zimmer, 1975). Varios estudios han revelado que 

la distamicina es capaz de penetrar en el surco menor del DNA, donde abarca por lo 

menos cuatro pares de bases AT y forma complejos que son estabilizados por una 

combinación de puentes de hidrógeno, contactos de van der Waals e interacciones 

electrostáticas (Zimmer and Wahnert, 1986; Kopka et al.1985; Breslauer et al.,1988). La 

unión de distamicina a secuencias ricas en GC es impedida por choques estéricos entre 

los protones pirrólicos del ligando y los grupos amino de la guanina en el surco menor 

(Kopka et al 1985). 

Primero se midió el espectro de cada uno de los fragmentos de DNA en presencia de  

PEG en las condiciones descritas anteriormente (10 mM tampón fosfato, pH 7.0, 0.3M 

NaCl, 300 mg/ml de PEG). A continuación, se añadió distamicina a concentraciones 

crecientes: 1 µM, 2.5 µM, y finalmente 5 µM, y se registraron los espectros de DC en 

cada una de las concentraciones. En la figura 4.24 se puede observar que la distamicina 

no afecta el espectro ψ del pUC19 /PEG y del pBR322 /PEG. En cambio, en el caso de  

la SAR/PEG a medida que aumenta la concentración de distamicina el espectro ψ se 

vuelve  más negativo.  En 5 mM de distamicina la banda negativa  a 270 nm es un 80% 

más intensa que en ausencia de distamicina 
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a)  

 
 b) 

 
c) 

 
Figura 4.24. Espectros de DC de los complejos DNA/PEG/Distamicina. a) DC del complejo 
pUC19/PEG/Distamicina: DC pUC19 ___ , DC pUC19/PEG ___ , DC pUC19/PEG/ 1µM distamicina 
___ , DC pUC19/PEG/ 2.5 µM distamicina ___ y DC pUC19/PEG/ 5µM distamicina ___ . b) DC del 
complejo pBR322/PEG/Distamicina: DC pBR322 ___ , DC pBR322/PEG ___ , DC pBR322/PEG/1 µM 
Distamicina ___ , DC  pBR322/PEG/2.5 µM ___ y DC pBR322/PEG/5 µM Distamicina ___. c) DC del 
complejo SAR/PEG/Distamicina: DC SAR ___ , DC SAR/PEG ___ , DC SAR/PEG/1µM Distamicina 
___ , DC SAR/PEG/2.5 µM ___ y DC del complejo SAR/PEG/5 µM Distamicina ___ . 
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4.5.3. Dicroismo Circular de los complejos Histona /DNA 
 

La interacción de las histonas con el DNA induce el espectro ψ. Este efecto se observa 

con mayor intensidad con la histona H1 (Fasman 1970, 1978), particularmente con su 

dominio C-terminal (Moran et al. 1985).   

 

Se formaron los complejos de las histonas H1e y H1c con cada uno de los fragmentos 

de DNA en 0.14 M NaCl, 10 mM tampón fosfato, pH= 7.0, 0.01 % Nonidet P40 y se 

midieron los espectros de DC. Los complejos se realizaron  con relaciones proteína 

/DNA (peso/peso) de 0.25, 0.5, 0.75 y 1.0.  

 

En la figura 4.25 se muestran los espectros de DC para cada uno de los complejos 

formados entre los tres fragmentos de DNA y la histona H1e. En el complejo 

H1e/pBR322 se puede observar que en las relaciones proteína/DNA 0.25 y 0.5 no hay 

formación del espectro ψ, que si puede observarse en las relaciones  0.75 y 1.0. En los 

complejos SAR/H1e no hay formación del espectro ψ en la relación 0.25. En la relación 

0.5 comienza a formarse, pero en una proporción muy baja. En el caso de los complejos 

formados entre el pUC19 y la H1e, el espectro ψ se observa en todas las relaciones 

proteína /DNA . Los valores de elipticidad molar se muestran en la tabla 4.12. 

La comparación de los espectros de los complejos de la H1e con los tres fragmentos de 

DNA muestra que el espectro ψ más intenso es con el pUC19, seguido de la SAR y por 

último del pBR322 (Tabla 4.12). 

 

En la figura 4.26 se muestran los espectros de DC de los complejos H1c/DNA: no se 

observa formación de espectro ψ  entre la H1c y el fragmento pBR322 en ninguna de las 

relaciones proteína /DNA. En los complejos H1c/pUC19 se observa formación del 

espectro ψ en todas las relaciones proteína / DNA. El complejo H1c/SAR ocupa una 

posición intermedia, pues sólo se observa formación de espectro ψ a partir de una 

relación proteína /DNA de 0.5. Los valores de elipticidad molar se muestran en la 

tabla4.12.Como en el caso de la H1e, la intesidad del espectro ψ de los complejos con 

H1c es mayor con el pUC19, seguido por la SAR y finalmente por el pBR322 (Tabla 

4.12). 
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a) 

   
b) 

 
c) 

 
Figura 4.25. Espectros de DC de los complejos H1e/DNA. a) DC de los complejos H1e/pBR322: DC 
pBR322 ___, DC H1e/pBR322 relación 0.25 ___ , DC H1e/pBR322, relación 0.5 ___, DC H1e/pBR322 
relación 0.75 ___, DC H1e/pBR322, relación 1.0 ___. b)DC de los complejos H1e/pUC19: DC pUC19 
___, DC H1e/pUC19 relación 0.25 ___ , DC H1e/pUC19, relación 0.5 ___, DC H1e/pUC19 relación 0.75 
___, DC H1e/pUC19, relación 1.0 ___. c) DC de los complejos H1e/SAR: DC SAR ___, DC H1e/SAR 
relación 0.25 ___ , DC H1e/SAR, relación 0.5 ___, DC H1e/pBR322 relación 0.75 ___, DC 
H1e/SAR,relación 1.0___. 
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Elipticidad molar de los complejos H1/DNA 

 

Muestra Relación 

H1e /DNA 

[θ 270] Muestra Relación 

 H1c /DNA 

[θ 270] 

 0.25 20043  0.25 14233 

H1e /pBR322 0.5 18290 H1c /pBR322 0.5 15225 

 0.75 -72193  0.75 16165 

 1.0 -150183  1.0 12359 

 0.25 -24707  0.25 -61549 

H1e /pUC19 0.5 -169907 H1c /pUC19 0.5 -225280 

 0.75 -389308  0.75 -355487 

 1.0 -661788  1.0 -342196 

 0.25 14810  0.25 12782 

H1e /SAR 0.5 -15365 H1c /SAR 0.5 -55449 

 0.75 -160865  0.75 -201494 

 1.0 -381482  1.0 -337635 

 
Tabla 4.12. Valores de elipticidad molar de los complejos H1e/DNA y H1c/DNA con distintas relaciones 
proteína /DNA. 
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a)   

 
b) 

 
c) 

                  
Figura 4.26. Espectros de DC de los complejos H1c/DNA. a) DC de los complejos H1c/pBR322: DC 
pBR322 ___, DC relación 0.25 ___ , DC relación 0.5 ___, DC relación 0.75 ___, DC relación 1.0 ___. 
b)DC de los complejos H1e/pUC19: DC pUC19 ___, DC relación 0.25 ___ , DC, relación 0.5 ___, DC 
relación 0.75 ___, DC relación 1.0 ___. c) DC de los complejos H1c/SAR: DC SAR ___, DC relación 
0.25 ___ , DC relación 0.5 ___, DC relación 0.75 ___, DC relación 1.0___. 
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4.5.4. Curvatura del  DNA 

Para contribuir a la compresión del comportamiento de los fragmentos frente a los 

diferentes ligandos analizamos las diferencias en la curvatura de los tres fragmentos 

mediante análisis de la migración anómala por electroforesis en geles de poliacrilamida 

del 6% (figura 4.27). La SAR de 657 pb se desplaza como un fragmento de 1033 pb, 

mientras que el pUC19 experimenta solamente un ligero retraso y el pBR322 migra 

exactamente según su masa molecular (tabla 4.13).  
 

 

                                                                                             

 
Figura 4.27. Análisis de la movilidad electroforética de los fragmentos de DNA. Electroforesis en gel de 
poliacrilamida al 6 %. Carril 1: pUC19; carril 2: pBR322; carril 3: SAR; m, marcador. 
 
 
Si calculamos el índice de curvatura tal y como lo define Yaneva et al. (1995) (tamaño 

aparente/tamaño real), podemos constatar que el fragmento con mayor grado de 

curvatura es el fragmento SAR. 

 

Curvatura de los fragmentos de DNA 
 Tamaño real Tamaño aparente Indice de curvatura 
SAR 657 1033 1.57 
pUC19 587 653 1.11 
pBR322 650 653 1.00 

 
Tabla 4.13. Tamaño real, tamaño aparente e índice de curvatura de los tres fragmentos de DNA. 
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Se ha descrito la relación existente entre el retraso en la movilidad del DNA y su 

curvatura (Stellwagen, 2000). A mayor retraso en la movilidad, mayor curvatura en su 

estructura. La anomalía en la movilidad electroforética es característica de DNA 

curvado o doblado (Crothers et al 1990, Harrington, 1993, Koo and Crothers, 1988, 

Herrera and Chaires, 1993); los DNAs curvados o doblados necesitan poros 

relativamente más grandes para su migración, por esta razón se comportan 

electroforéticamente como si tuvieran un peso molecular mayor que el real. Además, la 

curvatura de los fragmentos de DNA está relacionada  con el contenido en tramos de A 

y T homopoliméricos.  Podemos concluir entonces que el fragmento con mayor 

curvatura es la SAR mientras que los otros dos fragmentos presentan poca (pUC19) o 

ninguna curvatura (pBR322).  

 

Se dispone de programas de predicción de la curvatura del DNA, basados en la 

secuencia y en los ángulos de torsión. Se ha realizado una predicción de esta curvatura 

usando el programa DNA-star. Este programa calcula un índice de curvatura utilizando 

los �wedge angles�  deducidos por Trifonov and Sussman (1980).  Los resultados 

coinciden con los análisis electroforéticos. Se puede observar que el fragmento con 

mayor índice de curvatura es la SAR. Además, la región de mayor curvatura se 

encuentra localizada en el centro del fragmento, mientras que en el caso del pUC19, tan 

solo hay un poco de curvatura en un extremo y en el caso de  pBR322 no existe 

prácticamente curvatura (figura 4.28).  

 
 

      SAR: 
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Bending Index - Bending Index72
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pUC19 
 
    

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

Bending Index - Bending Index72

180

0

Bend Region - Bending Index=
A+T, Content Region - Base Distribution=
C+G, Content Region - Base Distribution=  

 
 

 
      pBR322 
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Bending Index - Bending Index72

180
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C+G, Content Region - Base Distr=  

   
Figura 4.28. Predicción de la curvatura de los fragmentos de DNA con el programa DNA-star 

 

Otros autores han utilizado programas basados en �wedge model� para calcular la 

estructura 3-D de algunas secuencias SAR  (Yamamura and Nomura, 2001), entre ellas 

la secuencia SAR usada en este trabajo. Dichos autores muestran que esta es una de las 

SAR con mayor grado de curvatura. 
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5.1 AFINIDAD DE LOS SUBTIPOS DE LA H1 POR EL DNA Y LA 

CROMATINA 

La histona H1 se une al DNA internucleosomal en la fibra de cromatina. Se admite 

generalmente que la H1 podría contribuir a la regulación de la transcripción a través de 

su papel en la modulación de la superestructura de la cromatina. Otros mecanismos por 

los cuales la H1 podría contribuir a la regulación transcripcional serían la unión a 

secuencias promotoras, la unión a secuencias SAR y la participación en el 

posicionamiento de los nucleosomas. Experimentos in vivo indican que la H1 no 

funciona siempre como un represor transcripcional global, sino que forma parte de 

complejos que tanto pueden activar como reprimir genes específicos (Zlatanova end van 

Holde, 1992; Bouvet et al., 1994; Khochbin and Wolffe, 1994; Shen and Gorovsky, 

1996; Wolffe et al., 1997a). Algunos de estos efectos han sido atribuidos al dominio 

globular (Vermaak et al., 1998), mientras que otros lo han sido a los dominios 

terminales (Lee and Archer, 1998; Dou et al., 1999). 

La H1 presenta múltiples isoformas. Se dispone de más de un centenar de secuencias de 

H1 de plantas, invertebrados y vertebrados (Sullivan et al., 2002). Las H1 de mamíferos 

son las mejor caracterizadas; se han identificado seis subtipos somáticos, H1a-e y H1º, 

un subtipo propio de la línea germinal masculina, H1t, y un subtipo específico de los 

oocitos, H1oo (Panyim and Chalkley, 1969; Bucci et al., 1982; Lennox, 1984; Tanaka 

et al., 2001). Los subtipos difieren en grado de fosforilación y en tasa de recambio 

5 
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(Lennox et al., 1982; Langan, 1982). Resultados in vitro sugieren que los subtipos 

tienen diferente capacidad de condensar la cromatina (Liao and Cole, 1981; Kadake and 

Rao, 1995; Talasz et al., 1998). En los vertebrados, los subtipos difieren ampliamente 

en estabilidad evolutiva, lo cual sugiere que cada subtipo haya adquirido una función 

distinta (Lennox, 1984; Ponte et al., 1998). 

Con el objetivo de encontrar argumentos adicionales en favor de la diferenciación 

funcional de los subtipos y también de contribuir a una mejor caracterización de la 

interacción de las histonas H1 con el DNA, hemos determinado las afinidades relativas 

de los subtipos somáticos de la H1 de los mamíferos con el DNA y la cromatina.  

Experimentos de competición de parejas de subtipos por una cantidad limitada de DNA 

han permitido estimar con precisión las afinidades relativas de los subtipos por el DNA. 

Los experimentos se han realizado en condiciones de concentración salina fisiológica 

(0,14 M de NaCl), en las cuales la interacción de la H1 con el DNA es cooperativa. Las 

afinidades relativas son similares para los dos fragmentos de DNA utilizados, el 

fragmento SAR y el fragmento del pUC19. El orden de afinidades por la SAR fue: 

H1a (1,00)<H1c (3,94)<H1b (5,41)<H1e (14,38)<H1º (19,51)<H1d (19,98), 

y para el pUC19: 

 H1a (1,00)<H1c (5,26)<H1b (6,41)<H1e (16,50)<H1º (22,32)<H1d (25,53). 

El orden de afinidades pudo comprobarse cualitativamente mediante experimentos de 

desplazamiento. Los números entre paréntesis indican las afinidades relativas en 

relación con la H1a, el subtipo de menor afinidad. Es posible distinguir tres grupos de 

afinidad: la H1a de menor afinidad, la H1b y la H1c de afinidad intermedia y la H1e, Hd 

y H1º de mayor afinidad. 

Se admite generalmente que las histonas H1 carecen de especificidad de secuencia en su 

unión al DNA, de acuerdo con su papel genérico en la condensación de la cromatina; sin 

embargo, diversos resultados muestran la preferencia de la H1 por secuencias ricas en 

A+T; en particular, la H1 ha sido caracterizada como una proteína de unión a las SAR 

(Laemmli et al., 1992). 

Hemos estudiado la unión de las histonas H1a-e y H1º a los fragmentos de DNA SAR y 

de pUC19 con el propósito de averiguar si todos los subtipos de la H1 son proteínas de 

unión a las SAR. Experimentos de competición entre estos dos fragmentos por una 

cantidad limitada de cada uno de los subtipos han mostrado que todos los subtipos 

ensayados se unen preferentemente a la SAR. Estos resultados muestran que las H1 

poseen preferencias de secuencia, que dependen de las propiedades estructurales del 
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DNA. Se sabe que diferentes secuencias de DNA pueden diferir en la amplitud de los 

surcos, en la flexibilidad y en el potencial electrostático, entre otras propiedades, y que 

estas características pueden influir en la unión preferencial de la H1 (Wellman et al., 

1994).  

Hemos analizado la curvatura de los fragmentos de DNA utilizados en este trabajo 

mediante electroforesis en geles de poliacrilamida (Yaneva et al., 1995). La SAR 

presenta movilidad anómala, que pone de manifiesto un importante grado de curvatura, 

mientras que el fragmento de pUC19 tiene según este mismo criterio mucha menos 

curvatura. Las SAR tienen propiedades especiales, los tramos de AT son 

conformacionalmente rígidos y tienen el surco menor estrecho (Nelson et al., 1987), 

además, se han descrito motivos característicos de las SAR, como la secuencia consenso 

de la topoisomerasa II (Gasser and Laemmli, 1986a; Cockerill and Garrad, 1986), las 

cajas A- y T- (Gasser and Laemmli, 1986b) y el motivo ATATTT (Cockerill and 

Garrad, 1986; Mielke et al., 1990). Estas características de las SAR, junto con la 

presencia de curvas estables, pueden ser causa de la unión preferente de la H1 a estas 

secuencias. 

Conviene señalar que en este trabajo se han utilizado subtipos purificados, mientras 

otros estudios han sido realizados con H1 total de composición a menudo no definida. 

Nuestros resultados están de acuerdo con otras investigaciones, como las de Sponar and 

Fric, (1972); Renz and Day, (1976) e Izaurralde et al. (1989) que muestran que la H1 se 

une preferentemente a DNA rico en AT. Además, la H1 se une preferentemente a las 

secuencias de DNA curvadas (Yaneva et al., 1995). La importancia de la curvatura en la 

unión preferencial de la H1 ha sido mostrada en experimentos con distamicina A, pues 

en presencia de este compuesto, que “rectifica” al DNA, se pierde la unión selectiva al 

DNA, aunque hay que señalar que tal vez la distamicina compita con la H1 por la unión 

al DNA (Käs et al., 1989). 

La similitud de las afinidades relativas de los subtipos por la SAR y por el pUC19 

indica que el grado de preferencia por las secuencias SAR es similar para todos los 

subtipos. Este resultado está de acuerdo con el carácter básicamente electrostático de la 

interacción de la H1 con el DNA. La coexistencia de diferentes afinidades relativas por 

el DNA con la unión preferencial a determinadas secuencias indica que la afinidad de 

los subtipos de la H1 por el DNA está determinada a la vez por las características de los 

subtipos individuales y por las secuencias de DNA implicadas en la interacción. De 

acuerdo con esto, la afinidad de un subtipo particular por una determinada secuencia de 



Discusión  
 

 150

DNA puede expresarse como proporcional al producto µpro.µDNA, donde µpro y µDNA son 

las contribuciones electrostáticas efectivas de la proteína y del DNA a la interacción. 

Los valores de µpro estarían limitados al número de subtipos; sin embargo, los valores de 

µDNA serían mucho más numerosos debido a la modulación estructural dependiente de 

secuencia. Las preferencias de secuencia junto con las diferencias en afinidad relativa 

podrían, por tanto, dar lugar a una amplia variación en las afinidades de la H1 por el 

DNA, que podría afectar a la dinámica y a la ocupación de las secuencias de DNA por 

los diferentes subtipos. 

La H1 está sometida a intercambio in vivo entre diferentes sitios de unión de la 

cromatina (Lever et al., 2000; Misteli et al., 2000). Las diferencias en los patrones de 

expresión y en las tasas de síntesis y degradación en células en división y en células 

quiescentes dan lugar a cambios en las proporciones relativas de las H1 durante el 

desarrollo y la maduración de los tejidos (Domínguez et al., 1992). 

 

Se ha descrito que in vitro en 0 mM de NaCl el intercambio de H1 entre los sitios de 

unión (entre fragmentos de cromatina) es muy escaso, pero aumenta con la fuerza 

iónica; a 30 mM se produce una redistribución parcial de la H1 y a 70 mM se produce 

un intercambio rápido, lográndose el equilibrio en una hora de incubación (Caron and 

Thomas, 1981). Hemos aprovechado el intercambio de las moléculas de H1 entre los 

sitios de unión de la cromatina para estimar las afinidades relativas de los subtipos por 

la cromatina. En nuestro caso, los experimentos se han realizado en condiciones de 

concentración salina fisiológica (0.14 M NaCl).  Se añadieron a fragmentos de 

cromatina nativa de unos 30 nucleosomas el fragmento SAR y un subtipo purificado, en 

proporciones que no alteraran significativamente la estequiometría de la H1 en la 

cromatina. Los subtipos de la H1 se distribuyen entre la cromatina y la SAR según sus 

afinidades relativas por los sitios de unión a la cromatina y a la SAR. Conocidas las 

afinidades relativas por la SAR, es posible estimar las afinidades relativas por la 

cromatina. Los resultados muestran que las afinidades de los subtipos por la cromatina 

son similares a las encontradas para el DNA: 

 H1a (1,00) <H1b (4,10) <H1c (6,15) <H1e (15,27) <H1º (16,60)<H1d (19,02), 

donde los números entre paréntesis indican las afinidades relativas. Como en el caso del 

DNA, es posible clasificar los subtipos en tres grupos de afinidad: la H1a de débil 

afinidad, la H1b y la H1c de afinidad intermedia y la H1d, H1e y H1º de alta afinidad. 
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Un estudio anterior no detectó diferencias de afinidad entre los subtipos H1a,c,d,e,o por 

mononucleosomas con 210 pb de DNA, utilizando geles de retardo de baja fuerza 

iónica. En cambio, la H1b poseía mayor afinidad. Posiblemente, los mononucleosomas 

no sean el sustrato adecuado para estudiar la interacción de la H1, además de los 

problemas asociados al uso de fuerzas iónicas muy por debajo de la concentración 

fisiológica (Talasz et al., 1998). 

 

La semejanza de los valores de afinidad relativa de los subtipos por la cromatina y por 

el DNA sugiere que la interacción de la H1 con la cromatina es también básicamente de 

naturaleza electrostática. Las diferencias de afinidad entre subtipos habría que 

encontrarlas en los dominios N- y C-terminales, en particular en el C-terminal por su 

mayor longitud. Las diferencias entre los subtipos están concentradas en los dominios 

terminales; el dominio globular es prácticamente idéntico en el grupo H1a-e y algo más 

divergente en la H1º. 

 

El carácter dinámico de la unión de la H1  a la cromatina es una característica esencial 

de las histonas de la clase H1, en relación con sus funciones reguladoras y estructurales. 

Disponer de las afinidades relativas de los subtipos de la H1 por el DNA y la cromatina 

puede ayudar a la compresión de la condensación y descondensación de la cromatina y a 

explicar el papel de los diferentes subtipos en la replicación y en la transcripción, 

procesos todos que probablemente estén afectados por la afinidad de los subtipos y por 

sus patrones de expresión.  

 

5.2 DICROISMO CIRCULAR DE AGREGADOS DE MOLÉCULAS DE DNA 

POR PEG Y H1  

 
Los espectros de DC de los tres fragmentos de DNA en presencia de PEG, que 

condensa el DNA por efectos del volumen excluido, son todos de tipo ψ; sin embargo, 

la intensidad del espectro ψ es sustancialmente distinta en los tres DNA. Los valores de 

[θ270] son - 75000, - 230000 y - 340000, para el pBR322, la SAR y el pUC19, 

respectivamente. Los tres fragmentos de DNA no son, pues, igualmente condensables 

por el PEG. El fragmento menos condensable es el pBR322, el más fácilmente 

condensable es el pUC19, mientras que la SAR ocupa una posición intermedia.  
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La distamicina se une preferentemente a regiones ricas en AT, en particular a regiones 

AT homopoliméricas. La distamicina es capaz de eliminar la curvatura coherente de las 

moléculas de DNA asociada a segmentos de cuatro o cinco pares de bases AT 

homopoliméricos en fase con la periodicidad del DNA (Griffith et al., 1986). La 

presencia de curvas cerradas estables podría obstaculizar la condensación de las 

moléculas de DNA que da lugar al espectro ψ. El análisis de las secuencias de los tres 

fragmentos de DNA mediante el programa DNA-star y el análisis de la movilidad 

electroforética en gel de poliacrilamida pone de manifiesto un alto grado de curvatura 

en la SAR, un ligero grado de curvatura en el pUC19 y una ausencia prácticamente total 

de curvatura en el pBR322. La distamicina produce un ligero incremento, del orden del 

10%, en la intensidad del espectro ψ, en cambio, el efecto sobre la SAR es mucho 

mayor, del orden del 80%. Como consecuencia, en presencia de distamicina la 

intensidad del espectro ψ del pUC19 y la SAR resultan aproximadamente iguales; 

[θ270]SAR = - 375 000 y [θ270]pUC19 = - 400 000.  Concluimos, pues, que la menor 

intensidad del espectro ψ de la SAR en relación con el pUC19 probablemente se deba a 

la presencia de curvas estables en la SAR; la distamicina las elimina, e iguala los 

espectros ψ de la SAR y el pUC19. Esta conclusión no puede generalizarse para 

explicar la baja intensidad del espectro ψ del fragmento de pBR322. En primer lugar el 

pBR322 no presenta curvas estables, a juzgar por el análisis de la secuencia con el 

programa DNA-star, y, sobre todo, por la total ausencia de movilidad anómala en 

electroforesis de poliacrilamida. En segundo lugar, de acuerdo con lo anterior, la 

distamicina no afecta al DC del pBR322. Las razones del débil espectro ψ del pBR322 

en PEG y, por tanto, de su pobre condensación permanecen oscuras por el momento. Es 

posible que la secuencia de pBR322 sea particularmente rígida a causa de su elevado 

contenido en G+C, pues los tres puentes de hidrógeno de los pares GC confieren una 

mayor rigidez a la molécula. La mayor rigidez podría obstaculizar la condensación del 

DNA que da lugar al espectro ψ. Sin embargo, la riqueza en G+C per se puede no ser 

suficiente para explicar las propiedades del fragmento de pBR322, que podrían 

depender de efectos de secuencia.  

 

Las histonas, en particular la H1 y su dominio C-terminal, condensan el DNA y dan 

lugar a un espectro ψ similar al observado en PEG. La condensación responde, sin 

embargo, a principios distintos. Los polímeros como el PEG excluyen el DNA del 



  Discusión  

 153

volumen de la disolución. La condensación disminuye el efecto entrópico desfavorable 

sobre la energía libre; aunque es necesario que la concentración de sal sea 

suficientemente alta (> 0.3 M) para estabilizar el DNA condensado. En el caso de las 

histonas, u otros agentes catiónicos, la neutralización de la carga del DNA es 

responsable de la condensación. La condensación ocurre cuando se ha neutralizado > 

90% de la carga del DNA.  

 

Los espectros de DC obtenidos para los complejos de los tres fragmentos de DNA con 

la H1e y la H1c siguen las tendencias observadas con el PEG. Es decir, la distorsión del 

espectro conservativo del DNA es menor con el pBR322, mayor con la SAR, y máxima 

con el pUC19. Con la H1e, a r=1 (p/p), los valores de [θ270] son – 150 000, – 380 000 y 

– 750 000, respectivamente. Estos resultados sugieren que las propiedades específicas 

de las diferentes secuencias de DNA son un factor determinante del grado de 

condensación del DNA. Para la interpretación correcta de los resultados de 

condensación con los subtipos de la H1 hay que tener presente que la afinidad de un 

determinado subtipo de la H1 por diferentes secuencias de DNA varía 

considerablemente. La afinidad entre el DNA y el ligando, así como las características 

específicas del ligando pueden tener un papel en la estructura de la forma condensada y, 

por tanto, en la intensidad del espectro ψ. La afinidad de la H1 por la SAR es al menos 

un orden de magnitud mayor que por el pUC19; no obstante, el espectro ψ es más 

intenso con el pUC19 que con la SAR. Ello muestra claramente que en cualquier caso la 

mayor afinidad de la H1 por la SAR no compensa la menor propensión de la SAR a 

condensarse ordenadamente, en relación con el pUC19. En el caso de los complejos de 

la H1e con pBR322, no es posible distinguir la contribución de una menor tendencia a 

la condensación, manifiesta en PEG, del posible efecto de una menor afinidad, pues la 

afinidad de la H1 por el pBR322 es aproximadamente un orden de magnitud menor que 

por el pUC19 y dos órdenes de magnitud menor que por la SAR (resultados no 

publicados). 

 

Los resultados con la H1c confirman los resultados con la H1e. La H1c tiene una 

afinidad por el DNA unas tres veces menor que la H1e. Con el pBR322, la H1c no 

modifica el espectro conservativo del DNA ni siquiera a r=1 (p/p). Con la H1e se induce 

espectro ψ entre 0.5 y 0.75. Como con la H1e, la intensidad del espectro ψ con el 
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pUC19 es mayor que con la SAR, a pesar de la mayor afinidad de la H1c por la SAR 

que por el pUC19. Las intensidades de los espectros de los complejos con cada uno de 

los fragmentos de DNA son generalmente menores en los complejos con H1c que en los 

complejos con H1e. Ello se debe probablemente a la menor afinidad de la H1c por el 

DNA, que la H1e, aunque podría haber efectos de secuencia no discernibles.  

 

Tradicionalmente se ha considerado que la estructura de las formas compactas del DNA 

depende de la especie inductora de la condensación y/o de las condiciones del medio. 

Nuestros resultados muestran que el grado de condensación del DNA depende también 

en gran medida de algunas características del propio DNA dependientes de la secuencia. 

Hemos mostrado que la presencia de curvas estables en el DNA obstaculiza claramente 

condensación del DNA, sin embargo, otras características, entre las cuales tal vez se 

cuente la rigidez molecular, también dificultan la condensación. Estas conclusiones 

acerca de la importancia de las características del DNA se aplican tanto a la 

condensación por efecto del volumen excluido como por neutralización de carga. 

  

La distinta susceptibilidad a la condensación de las diferentes secuencias de DNA 

podría tener importancia en la estructura de la cromatina: un mismo subtipo de la H1 

podría tener efectos distintos sobre la estructura del DNA internucleosomal según la 

secuencia del propio DNA. 
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1- Hemos estimado las afinidades relativas de los seis subtipos  somáticos de 

mamífero, H1a-e y H1º, por la SAR del agrupamiento de los genes de las 

histonas de Drosophila y por un fragmento de pUC19 de similar longitud, 

mediante un ensayo de competición de dos subtipos presentes en similar 

concentración por una cantidad limitada de DNA. El orden de afinidades por la 

SAR fue H1a (1,0)<H1c (3,9)<H1b (5,4)<H1e (14,4)<H1º (19,5)<H1d (20,0), 

donde el número entre paréntesis es la afinidad relativa expresada en relación al 

subtipo de unión más débil, la H1a. El orden de afinidades por el fragmento de  

pUC19 fue H1a (1,0)<H1c (5,3)<H1b (6,4)<H1e (16,5)<H1º (22,3)<H1d (25,5). 

Las afinidades relativas de los subtipos por la SAR y el pUC19 son similares. Es 

posible distinguir tres grupos de afinidad: la H1a de baja afinidad, la H1b y la 

H1c de afinidad intermedia y la H1d, H1e y H1º de alta afinidad. 

 

2- Los experimentos de desplazamiento de un subtipo unido al DNA por otro 

subtipo añadido posteriormente confirman cualitativamente el orden de 

afinidades obtenido de los experimentos de equilibrio. 

 

3- Experimentos de competición entre el fragmento SAR y el fragmento de pUC19 

por una cantidad limitada de uno de los subtipos de la H1 muestran que todos los 
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subtipos somáticos, H1a-e y H1º, comparten el carácter de proteína de unión a 

las SAR. 

 

4- Las afinidades de cada uno de los subtipos por el DNA están determinadas a la 

vez por las características de cada subtipo y de las secuencias de DNA a las que 

se unen. 

 

5- La perturbación del complemento de H1 de la cromatina nativa mediante la 

adición de subtipos de la H1 exógenos, en presencia de SAR para mantener la 

estequiometría de la H1 en la cromatina, ha permitido estimar las afinidades 

relativas de los subtipos H1a-e y H1º por la cromatina. El orden de afinidades 

expresado en relación a la H1a fue H1a (1.0)<H1b (4.1)<H1c (6.2)<H1e 

(15.3)<H1º (16.6)<H1d (19.0). Las afinidades relativas son similares a las 

obtenidas para el DNA. Como en el caso del DNA, es posible distinguir tres 

grupos de afinidad: la H1a de baja afinidad, la H1b y la H1c de afinidad 

intermedia y la H1d, H1e y H1º de alta afinidad. 

 

6- Los experimentos de condensación de los fragmentos de la SAR, el PUC19 y el 

pBR322 con PEG, que condensa el DNA por efecto del volumen excluido, 

demuestran que las características estructurales y/o mecanoelásticas del propio 

DNA determinan en gran medida la tendencia a la condensación ordenada que 

da lugar al espectro ψ. La condensación mediante ligandos catiónicos, histonas 

H1c y H1e, que neutralizan la carga de los fosfatos del DNA, confirma esta 

conclusión, pues la intensidad de los espectros ψ de los complejos de los 

diferentes DNA con estos ligandos es proporcional a la observada con PEG. 

 

7- En la condensación por neutralización la naturaleza del ligando también tiene un 

papel, que se manifiesta por la, en general, mayor intensidad del espectro ψ con 

la H1e que con la H1c, esta última con menor afinidad por el DNA.  

 

8- Las curvas estables, presentes en la SAR, ejercen un efecto desfavorable sobre la 

condensación. Este efecto desfavorable puede ser eliminado por la distamicina 

que “estira” el DNA. 
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