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Clones 1-100 Clones 101 - 200

Clones 201-300 Clones 301-431

Fig 92.

Resultado de la hibridacion de 1os clones 1-431 de la
mini-libreria de cDNA con una sonda correspondiente a la
cadena "sin sentido" del cDNA del clon N2 24. La sonda se
prepard segin esta descrito en pag 128-129 (sonda tipo "1").

Se detectaron varios clones positivos. Por supuesto
los clones N2 59 (correspondiente al cDNA del gen de 1a pro-
tamina galina) y los clones 206-215 que son un replateo
del clon N2 59, La mayoria de los clones resultd imposible
de secuenciarlos por el método enzimatico de Sanger. EI1 clon
Ne 261, aunque dificil de leer, mostrd corresponder al extre-
mo C-terminal codificante y 3' no codificante del gen de la
protamina galina. Este clon (261), es 30 bases mas grande que
et.clon N2 59,
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3.3.6.- Secuencias del cDNA de la protamina galina obtenidas

por el método de Sanger:

E1 resumen de las secuencias obtenidas del gen de la
protamina ga]}qa medwante el método de Sanger, se muestra
en la fig 93.

E1 fragmento secuenciado por este método, muestra la
regidon del cDNA del gen de la protamina galina que codifica
para los 13 am1n0aC1dos de la regidon C-terminal de la prota-
mina galina y el resto de la regidon 3' no cofificante del
gen. El tamafio de la secuancwa obtenida es de 162 bases.

Solapandose can e] codon de terminacidén, existe una
secuencia segulda de otro codon de terminacidn, que si resul-
tara traducida dar1a 1ugar 2 un dominio bas1co adicional
(Ser-Arg-Arg-Arg- Arg Arg- Tyr (end)) que incrementaria el na-
mero de "clusters" de arg1n1na encontrados en las protaminas.

La secuenc1a de la regidn 3' del CcDNA del gen de la
protamina ga]lna,muestra la senal (AATAAA) y la cola de poli-
adenilaciodn.

E1 dGnico coddn que codifica para la arg1n1na en la regidn
codificante secuenc1ada es el "caGgC" (deentre los 6 posibles codo-
nes que codifican para la arginina), lo que hace que esta
regidn contenga un 85% de "G" o "C". De una forma similar,
la regidon no codificante es también muy rica en "C" y "G".

E1 elevado nimero de clones que mostrando hibridacidn
con la sonda del gen de la protamina galina son ilegibles,
el hecho de que s&lo se hayan encontrado pequefias secuencias
legibles correspondientes al gen de la protamina galina y el
haber encontrado una secuencia casi ilegible que simplemente
era un poco mayor que la del clon N259, hizo pensar que debido
a la riqueza en "CG" de este gen, probablemente las cadenas
simples tenderian a aparearse sobre si mismas, especialmente
si su tamafio era superior a 160 bases, impidiendo de esta
forma la secuenciacidn de los clones conteniendo la secuencia
completa del gen de la protamina galina por el método en-
zimatico de Sanger.(fig 94). La secuencia completa de este
gen deberia obtenerse mediante el método de Maxam and Gilbert,
de destruccion quimica de las bases, en donde la estructura
adoptada por el gen no es tan importante (pag 242).
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Fig 94.

Posibilidad de que las cadenas simples de 1os clones
de M13mp9 conteniendo inserts correspondientes al cDNA del
gen de la protamina galina, adopten superestructuras como
consecuencia de la abundancia en codones "CGC" codificantes
para la arginina. Los inserts pequefios (clones N2 59 y N°
261), dada su simpleza no adoptarian ninguna estructuracion
y por lo tanto pueden leerse a través del método enzimatico
de Sanger. E1 clon N2 327 resulta imposible de leer mediante
el método de Sanger, hibrida con la sonda correspondiente
al cDNA de la protamina galina y tiene un tamafio de unos
480 pares de-bases, (pag 243-247), adecuado para corresponder
al cDNA de longitud completa del gen de la protamina galina.
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3.3.7.- Secuenciacign por el método de Maxam and Gilbert:

3.3.7.1.- Ensayo de restriccidon para determinar el

tamafio de los "inserts" de los clones conte-

niendo secuencias sospechosas de corresponder

al gen de Ta protamina galina:

E1 primero de los pasos para secuenciar el gen de 1la
protamina galina por el método de Maxam and Gilbert, fué
determinar cuales eran los clones mas adecuados. Para ello
se realizd un un ensayo de restriccion -de los distintos clo-
nes con EcoRI, para averiguar cual era el insert con un ta-
mafio mas adecuado para corresponder al cDNA de longitud com-
pleta del gen de la protamina galina (fig 95).

E1 clon mas adecuado resultd ser el N2 327. En la fig
97 se muestra el analisis de los fragmentos de restriccidn
con EcoRI de los clones N2 327 y N° 48. E1 tamafio del ARN
mensajero del gen de la protamina galina es de unas 400-500
bases (fig 99 y 100), y este clon (N® 327) posee un tamafio de
480 bases.

3.3.7.2.- Preparacidn de la forma replicativa del clon
Ne 327:

Se realizd segin estd descrito en (Bankier & Barrel1,1983).

3.3.7.3.- Restriccidn de la forma replicativa, marcaje

con 32p_ _atp , aislamiento del fragmento a

secuenciar y resultado obtenido:

La estrategia seqguida para la secuenciacidn de parte
del 2insert"” del clon N2 327 por el método de Maxam and Gil-
bert, se esquematiza en la fig 96. La forma repliativa del
clon N2 327 se digirid con BamHI, se defosforilaron los ex-
tremos, se marcd con 32p. -ATP, se digirid con Pvul y aislo
el fragmento a secuenciar mediante electroforesis en gel de
baja temperatura de fusidn (pag 137-140). La fig 97 muestra
el andlisis de los fragmentos de restriccidn con BamHI y
Pvul de los clones N2 327 y 48. E1 incremento de tamafio de
los fragmentos conteniendo el "insert" respecto a la restric-
cion con EcoRl, corresponde a la distancia entre los sitios
de restriccion BamHI y Pvul hasta el sitio de restriccion
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Log]O de los pares de bases
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Clon # Tamafio del insert

5 b 327 480 bp
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Fig 95.

Tamafio aproximado de los inserts de algunos clones de
los que mostraron hibridacidn con-la sonda preparada a partir
del clon N2 24 (fig 92).

E1 tamafio se determind mediante la construccidn de una
forma replicativa parcial a partir de los clones de cadena
simple: Los clones de cadena simple se hibridaron con el primer
de secuenciacidn "M13 17mer", se construyd la cadena comple-
mentaria con Klenow y los 4 desoxirribonucledtidos y se digi-
rid con el enzima EcoRI. El1 producto de la digestidon se ana-
1iz6 en geles de TAE-agarosa 2%. Marcadores de tamafio (e ).

E1 clon con un tamafio mas adecuado para corresponder
al cDNA de longitud completa del gen de la protamina galina,
es el N2 327.
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"Insert" (480bp)

' ’ ’ BamHI Pvul
BamHI(625.) . Pvul(6405)
EcoR| . ;
(6270)

ziiifi%_jjii:)
Defosforilar los extremos y
marcarlos con 32p- -ATP.
Pvul
/
| V400 1 7 I VA ) 7
- *
Aislar el
"insert" a secuenciar
mediante electrofo- — o T}
resis en gel de !
agaros2 de buju +

temperatura de fusion.

Fig 96.- Estrategia seguida para secuenciar un insert
de 480 bases aproximadamente (clon N2327), por el método de
Maxam and Gilbert f{sigue en fig 24).
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Fig 37,

Preparacion del ADN de los clones N2 327 y N° 48 a se-
cuenciar por el método de Maxam and Gilbert.

1.: Clon N® 48 digerido con EcoRI para determinar el
tamafio del insert.

2.: Clon N2 327 digerido con EcoRI para determinar el
tamano del insert

3.: Marcador de tamaiio =-HindIII
Clon N° 48 tras digerir con BamHI, marcar con
32p- -ATP y digerir con Pvul.

5.: Clon N2 327 tras digerir con BamHI, marcar con
32p- -ATP y digerir con Pvul.

6.: Marcador de tamafo =-HindIII

E1 fragmento conteniendo el ADN a secuenciar, se aisld

mediante agarosa de baja temperatura de fusion (pag 143).
En la fotografia no se aprecia, pero aparecieron algunas

bandas de acido nucleico (problablemente ADN bacteriano conta-
minante) de tamafios .comprendidos entre 700 y 6000 bases. Estas
bandas mostraron la misma movilidad electroforética indepen-
dientemente del ensayo de restriccidon realizado, no se marca-
ron con 32P-]’-ATP y no interfirieron con el aislamiento del

"insert".
: -245-



EcoRI. La secuencia de este clon, ilégible por el método de
Sanger, resultd ser perfectamente legible por este método de
destruccidn quimica de las bases. La secuencia obtenida, pro-
bablemente correspondiente a la regidn 5' del cDNA del gen

de la protamina galina es la siguiente:

No obstante, todavia no es posible conocer con certeza
si esta secuencia corresponde realmente al gen de la protamina
galina, dado que no muestra ninguna regidn codificante. Las
"X" indican incertidumbre debida a la falta de marcaje de 1las
bandas. -
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3.3.8.- Estudio de la expresidon del gen de la protamina
galina a 1o largo de la espermatogénesis:

Para determinar si efectivamente la secuencia encontra-
da correspondiente al gen de la protamina galina (clon N259)
realmente correspondia a una de las poblaciones de men-
sajeros aisladas a partir de la suspensidn de cé&lulas enri-
quecidas en espermatidas alargadas y redondas, y para deter-
minar el tamaiio del ARN mensajero del gen de la protamina
galina, se realizd un primer “"Northern blot" (fig 99). E1 resul-
tado indicé que efectivamente la secuencia encontrada corres-
pondia a una de las poblaciones de mensajeros, y que el
tamafio del ARN mensajero del gen de la protamina galina esta-
ria comprendido entre 350 y 500 bases. Aunque en la foto (fig
99) no se observa, la banda parecia desdoblarse en dos, sugi-
riendo ya la posible presencia de dos poblaciones de ARN men-
sajeros.

Para estudiar la expresion del gen de la protamina gali-
na a 1o largo de la espermatogénesis, se prepard ARN a partir
de testiculos de gallo en distintas fases de desarrollo. Cada
testiculo se controld histoldgicamente para determinar con
exactitud su composicion celular (fig 98). E1 ARN se transfi-
riéo a papel "Pall Biodyne"” e hibridé con una sonda preparada
a partir del clon N259.

Los resultados indicaron que la expresidon del gen de
la protamina galina es postmeidtica y que existen dos pobla-
ciones de mensajeros que codificarian para la protamina galina,
de 420 y 465 bases respectivamente.(fig 100).
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Fig 98. Composicion celular de testiculos de gallo en
distintas fases de desarrollo. Fotos obtenidas por el Prof.
Dr D. Ribas, Dpto. de Histologia, Facultad de Medicina, Uni-
versidad de Barcelona.
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Fig 389,

Northern blot de ARN mensajero de células testiculares
de gallo, hibridado con la sonda del gen de la protamina
gallina.

ARN mensajero de células testiculares de gallo prepa-
rado como esta descrito en pag 114-116 se analizd mediante
electroforesis en gel de metilmercurio-agarosa 2% (pag 118),
transfirio a papel "Pall Bidyne" e hibridd con una sonda
construida a partir del ADN. del clon N® 59 (sonda tipo "2"
de pag 128-129). Se muestra una fotografia del autorradio-

grama.
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Fig 100.

Northern blot de ARN de testiculos de gallo en diferen-
te estado de desarrollo.

ARN mensajero de testiculos de gallo en diferente es-
tado de desarrollo preparado como esta descrito en pag 115-
116 se analizo mediante electroforesis en gel de formaldehido-
agarosa 2% (pag 117-118), transfirid a papel "Pall Biodyne"
e hibridd con una sonda construida a partir del ADN del clon
N2 59 (sonda tipo "2" de pag 128-129). Paralelamente con la
preparacion de ARN, se controld histoldgicamente los distin-
tos teticulos (ver fig 98). Se muestra una fotografia del
autorradiograma.
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4.1.- LA TRANSICION NUCLEOHISTONA-NUCLEOPROTAMINA "IN VIVO".

4.1.1.- Cronologia del aumento de protamina y disminucidn

las histonas en la espermiogénesis. Método de sepa-
racion de células a gravedad unidad :

SEPARACION DE CELULAS:

La metodologia para la obtencidn y separacidén de célu-
las a gravedad unidad fue esencialmente descrita por Meis-
trich (1977), si bien hasta el presente no habia sido apli-
cada a la separacidon de células germinales del gallo (0liva
et al., 1982).

La disociacidn triptica controlada del tejido testicu-
lar ha permitido 1la obtencidn de una suspensidn de células
{fig 25) susceptibles de separacidn mediante diversos méto-
dos (elutriacidn, sedimentacidon a gravedad unidad cito-
fluorimetria).

E1 método de separacidn a gravedad unidad (pag 147-
153) separa las células esencialmente en funcidn de su volu-
men celular (pag 7), en un gradiente de densidad cuya inica
finalidad es la de evitar corrientes de conveccidn en el
seno del fluido de la camara de separacidn. Resulta esencial
que este gradiente de densidad carezca de actividad osmdtica,
ya que en 2l caso de que tuviera, provocaria un cambio en
el volumen celular o colapsamiento de las células. Para crear
este gradiente de densidad, clasicamente se han venido em-
pelando diversos polimeros (albimina de suero bovino, percoll,
ficoll). Tales polimeros presentan el inconveniente de que
resultan excesivamente caros (debido a los volimenes que se
manejan) cuando la separacidon de cé&lulas a gravedad unitaria
se convierte en una practica diaria. Por esta razdn, se uti-
1126 un pequefio soluto que debido a su elevada permeabilidad,
carece de actividad osmdotica: el glicerol. Los perfiles de
la separacidn (fig 26) y diversos parametros bioquimicos
(pag 159) resultaron similares cuando se utilizd Ficoll en

lugar de glicerol.
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Ademas de .su elevada permeabilidad, el glicerol posee
una toxicidad muy baja, y se ha utilizado como agente crio-
preservativo desde que se descubrid que confiere proteccidn
a los espermatozoides en la congelacidon (Polge, 1980).

Las distintas poblaciones celulares obtenidad mediante
este método de separacidon a gravedad unitaria, han sido
caracterizadas morfoldgicamente (Fig 25-29). Los espermato-
zoides testiculares sedimentan en la region 0-1 mm/h, las
espermatidas alargadas en la regidon 1-2,5 mm/h, las esper-
matidas redondas en la regidon 2-4 mm/h y el resto de células
sedimentan con velocidades de sedimentacidn superiores a
3.5 mm/h atendiendo a sus diferencias de tamafio.

En la regidn comprendida entre la poblacidon de esper-
matidas alargadas y la de espermatidas redondas, se detectan
morfoldgicamente ambos tipos de células. No obstante, 1la
composicidon bioquimica de esta poblacidon de células morfold-
gicamente mixta, es distinta que una simple mezcla de las
composiciones bioquimicas de las poblaciones de espermatidas
alargados y espermatidas redondas (Fig 31, 33-36, 42, 43 y
49). Dada la reduccidn progresiva de tamafio que las esperma-
tidas redondas experimentan en el proceso de espermiogénesis,
estos resultados indican que el volumen celular (y por lo
tanto la velocidad de sedimentacidn) pueden ser utilizados
como marcador del estado de diferenciacion.

E1l método de separacidn de células a gravedad unitaria
estandarizado para el gallo, se complementa con los otros
métodos de separacidon de nucleos o células, y presenta ven-
tajas e inconvenientes respecto a estos:

12) Rapidez: -
-Elutriacidn: Método rapido cuando sdlo se re-
quiere una pequefia cantidad de células (2 horas de trabajo
manual). Métode lento cuande se requiere bastante material:

10 horas de trabajo manual para conseguir una poblacion de
espermatidas redoncdas correspondiente a un g de ADN.
-Gravedad unitaria: Método lento si sdlo se re-
quiere una pequeiia cantidad de células (2 horas de trabajo
manual y 5 horas de espera). Método rapido cuando se requiere
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bastante material. Dado el bajo precio del equipamiento,
se pueden utilizar 2 camaras de 28 cm de diametro a la vez:
en 7.5 horas (3 horas de trabajo manual y 4.5 de espera) se
puede conseguir una poblacidn de espermatidas redondas
equivalente a 2 mg de ADN.

2°) Composcidn de las poblaciones celulares obtenidas:

La composicidn de las poblaciones de espermato-
zoides testiculares, espermatidas alargadas y espermatidas
redondas es aproximadamente similar en ambos métodos. Tal
vez con la elutriacidn pueden conseguirse poblaciones de
células ligeramente mas homogéneas. independientemente de la
composicion de células de 1a poblacidn a separar. Con el mé-
todo a graveda unidad , puede ocurrir que si un determinado
tipo celular se halla en excesiva abundancia en la poblacidn
de células a separar, enmascare ligeramente las poblaciones
celulares inmediatamente vecinas de la camara de separacidn.
Esto puede convertirse en una ventaja si previemente a la se-
paracién a gravedad unitaria, se somete la.poblacidn a sepa-
rar a una cierta seleccidn a favor de enriquecerla en aquellos
tipos celulares en los que estamos interesados estudiar. Este

glI

enriquecimiento puede consegquirse centrifugando a pocas
durante tiempos breves la suspensidn celular (pag 114).

En la elutriacidon, conjuntamente con la poblacidn de
espermatidas alargadas, aparece una buena proporcidn de par-
ticulas residuales (Boix i Roca, 1984).

32) Alteracidon de las células: En ambos casos (elutria-
cidn y gravedad unitaria), la exclusidn al colorante azul
tripan ensayada en las células después de la separacion,
resultdé ser superior al 99%. Hay que tener en cuenta que en
la elutriacidn, dado que las células se hallan sometidas a
la accién de un flujo constante relativamente elevado (res-
pecto al método de gravedad unidad ), existe cierto efecto

de cizallamiento que puede remover parte de membrana y
citoplasma de algunos tipos celulares.

E1 método de separacidn de nucleos se ha comentado en
pag 6. Existen en el mercado versiones del método de sedimen-
tacion a gravedad unitaria mucho mas sofisticadas y caras,
que no presentan ninguna ventaja respecto al sencillo método
descrito, con la Unica excepcidn de que permiten ahorrar un
20% aproximadamente de tampdn.
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INCREMENTO DE LA PROTAMINA GALINA Y DISMINUCION DE LAS
HISTONAS EN LA ESPERMIOGENESIS:

Para poder interpretar los resultados obtenidos de cual-
quier cuantificacion de proteinas nucleares, es especialmen-
te importante tener en cuenta los tres siguientes puntos:

12) Proteolisis: La proteolisis puede tratarse del in-
conveniente metodoldgico mas grave a la hora de intentar
cuantificar las proteinas. En el modelo estudiado estos
fendomenos de proteolisis pueden ser ain mas peligrosos de-
debido a que los tejidos utilizados contienen una de las
proteasas mas potentes: la acrosina y su precursor la pro-
acrosina (Ustrell i Mezquita, 1985).

E1 resultado de los fendmenos de proteolisis es que Tlas
bandas correspondientes a las proteinas a cuantificar desa-
parezcan, y en su lugar, aparezcan nuevas bandas correspon-
dientes a los productos de degradacion. En los geles de PA-
SDS, los productos de degradacidon de las histonas muestran
una mayor movilidad electroforética que la histona de Ta que
proceden. En los geles de PA-tritdn-urea y PA-urea, los pro-
ductos de degradacidon de las histonas y de la protamina sue-
len dar lugar a bandas de mayor (y también es posible de me-
nor) movilidad electroforética que la proteina de la que pro-
ceden. En las células testiculares del gallo, las proteinas
mas susceptibles de degradacidn, son la protamina galina,
seguidas de las histonas H3, H4 y resto de histonas y no his-
tonas. \ Walker et al., 1985).

En los resultados obtenidos en relacidn con las varia-
cjones cuantitativas y cualitativas de proteinas nucleares du-
rante la espermatogénesis,en ningiin caso se observaron sobre
los geles bandas atribuibles a productos de degradacion de
las histonas o de la protamina. ( Fig. 31 y 41-54).

Las condiciones utilizadas para evitar los fendmenos de
proteolisis consistieron en la utilizacidon de acido citrico
10 mM., bisulfito 50 mM, PMSF 1 mM, un pH bajo de 2.4, tra-
bajar a una temperatura de 02C, trabajar con la maxima rapi-

dez y en algunos casos 10 mM benzamidina.
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Esta combinacidn resulta tan efectiva que los nicleos
preparados en estas condiciones (pag 84-86) pueden incubarse
a 37°C (por lo menos 10 min) a un pH de 8.0 en un medio que
tan sdlo contiene 0.1 mM PMSF como inhibidor y siguen sin
detectarse productos de degradacidn de las histonas.

2°) Pérdida de las proteinas nucleares o entrada de pro-

teinas citoplasmaticas al nucleo durante los procesos de pre-

paracidon de nucleos: La redistribucidén de proteinas depende

fundamentalmente de la composicidn del medio utilizado en los
procesos de preparacidon de nicleos. De esta forma, distintos
métodos pueden conllevar distintos tipos de pérdida o redis-
tribuciodn. '

Los resultados presentados sobre el aumento de protamina
'y disminucidn de las histonas en la espermiogénesis, se han
obtenido utilizando 2 métodos independientes: método del acido
citrico 10 mM (Mezquita and Teng, 1977a) y un método especi-
fico para evitar la pérdida de las histonas H3 y H4 acetiladas
( Krause, 1978 )(pag 84-86). Los resultados obtenidos, son
congruentes con un tercer método (pag 83-84) en el que se sepa-
raron niGcleos en lugar de células.

32) Errores cometidos en la cuantificacidon de los geles:

Fundamentalmente pueden ser debidos a la superposicidn
de distintas proteinas en una misma banda, a la falta de 1i-
nealidad cantidad de proteina-intensidad de la banda, y a di-
ferencias en la afinidad que distintos colorantes presentan

hacia las distintas proteinas.

Los resultados expuestos se han obtenido analizando las
proteinas nucleares mediante 6 tipos distintos de electrofo-
resis: Electroforesis en gel de PA-SDS al 18%, electroforesis.
en gel de PA-SDS con gradiente, electroforesis en gel de PA-
urea, electrofoeresis en gel de PA-tritdn-urea, electrofore-
sis bidimensional 12D.PA-urea/22D. PA-SDS y electroforesis
bidimensional 12D. PA-tritdn-urea / 22D. PA-SDS. Se han uti-
lizado también dos tipos distintos de tincidn: "Amido black"

y "Coomasie blue". E1 "Coomasie blue" (R-250) es mas sensible,
pero el "Amido black" ofrece mas linealidad. Las diferencias
de afinidad de los colorantes hacia las distintas histonas se

han tenido en cuenta ( Hardison and Chalkley, 1978).
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A medida que progresa la espermiogénesis, cantidades
crecientes de protamina y decrecientes de histonas son de-
tectadas (fig 31-33). Estos resultados pueden ser compati-
bles con 2 hipdtesis distintas:

1.- Desplazamiento de las histonas previo a la
unidn de la protamina al ADN.

2.- Unidn de la protamina a la cromatina, seguida
deldesplazamiento de las histonas.

La pequefia caida de las histonas detectada al inicio
de la espermiogénesis, en ausencia de niveles significati-
vamente elevados de protamina (1/SV= 0.25, fig 32), iria
a favor de la primera hipdtesis. Esta hipotesis vendria
apoyada por el hecho de que en otras especies (Christensen
et al., 1984) se han detectado regiones de la cromatina de
las espermatidas en las que por microscopia electrdnica se
muestra ADN desprovisto de proteinas. Este ADN desprovisto
de proteinas explicaria parte de l1a exposicidn de sitios
detectada a nivel del ADN en la transicidén nucleohistona
nucleoprotamina de diversas especies (Mezquita and Teng, 1977
b; Loir Lanneau, 1978; Grimes and Smart, 1985).

Los argumentos expuestos en el sentido de apoyar la pri-
mera hipdotesis, pueden a su vez ser discutidos: La exposiciodn
de sitios a nivel del ADN seria simplemente debida a la
decondensacién de la cromatina que tendria lugar para incre-
mentar la accesibilidad del ADN a la protamina. Esta decon-
densacion podria estar mediatizada, por lo menos en parte
por la acetilacidon de las histonas ( pag 266). Las regiones
de la cromatina de trucha en las que se ha detectado por
microscopia electrdonica ADN desprovisto de proteinas, podria
tratarse de un artefacto de los procesos de preparacion de
muestras, en el que las regiones conteniendo nucleosomas mas
relajados perderian la estructura nucleosdmica. La pequefia
caida de las histonas en las cé&lulas con 1/SV = 0.25 podria
refejar simplemente diferencias en la actividad génica (por
ejemplo transcripcional) entre células meidticas, premeiodti-
cas, algunos eritrocitos contaminantes que sedimentarian en
la regidon 1/SV=0.18-1.2, y las espermatidas redondas con
1/SV = 0.25 (fig 32). (La presencia de hematies contaminantes
( 4% en la regidn 1/SV = 0.25) se minimizd sangrando al maximo

el testiculo).
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Una pequefia cantidad de protamina podria ser suficien-
te para condensar parcialmente una regidon relativamente am-
plia de nucleohistona (a la relacidn arginina/nucledtido =
0.3, por debajo del rango fisioldgico, la protamina galina
es capaz de precipitar el 90% de los nucleosomas "in vitro"
(fig. 81)). Varios mecanismos de desensamblaje de los nu-
cleosomas podrian ademds estar operando a la vez (indepen-
dientemente o en conexidn) o incluso con distinta cronologia.
Mecanismos que podrian verse implicados en el desensamblaje
de los nucleosomas podrian ser: Topoisomerasas que modifica-
ran la superhelicidad del ADN favoreciendo o inclu-
so provocando el desensamblaje de 1os nucleosomas (Roca i
Mezquita, 1985), polianiones que compitieran con el ADN por
las histonas (Mezquita, 1985), fendmenos de proteolisis,
modificaciones quimicas de las histonas... (ver introduccion
pag 25-53). Estos mecanismos de desensamblaje de los nucleo-
somas sefialados, aunque posibles, se hallan en el terreno
de la pura especulacidon por la falta de pruebas experimenta-
les que sugieran su intervencidn en la espermiogénesis. Pro-
blablemente, varios de estos mecanismos puedan actuar rela-
jando la estructura de Ta cromatina, aunque no seriar suficientes
para desensamblar por si solos la estructura nucleosémica.

Otra hipOtesis acerca de cdmo resultarian desensamblados los nu-
cleosomas en la espermiogénesis, seria que la propia protamina,
tras su unidn con el ADN, compitiera con las histonas por
el ADN (dado su cardcte altamente badsico) y acabara provo-
cando el desplazamiento de las histonas y el desensamblaje
de los nucleosomas. Los resultados obtenidos en los experi-
mentos de desensamblaje de nucleosomas "in vitro" (pag 190-
218 y 269-272), indican que la segunda hipétegis (unidon de
la protamina a la cromatina, sequida del desplazamiento de
las histonas) gozaria de un mayor respaldo experimental,
pudiendo ser la propia protamina galina la reponsable del
desplazamiento de las histonas en la transicidn nucleohis-

tona-nucleoprotamina,
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En ciertas especies, se ha descrito que el proceso de
condensacidon del ADN durante la espermiogénesis es mas com-
plejo que un simple reemplazamiento de las histonas por
protaminas, y que proteinas de transicidn, presentes en las
espermatidas y que no se hallan en el espermatozoide, podrian
jugar un papel en la transicidn nucleohistona-nucleoprotamina
(Loir and Lanneau, 1978).

En el gallo se ha detectado mediante.electroforesis en
geles de PA-acético-urea, .una banda que migra a nivel de las
formas acetiladas de la histona H4 y que aumenta en las esper-
matidas alargadas (Mezquita and Teng, 1977a). Aunque no necesa-
riamente la misma, una proteina de movilidad electroforética
similar que también aumenta en las espermatidas alargadas (SP)°
(Chiva, 1982; 0Oliva and Mezquita, 1982, Ustrell et al., 1984)
se ha aislado a partir de nucleos testiculares preparados
mediante diversos métodos y caracterizado por electroforesis
en geles de PA-SDS (fig 54), electroforesis en gel de PA-tritdn-
urea (fig 41, 42 y 43) y electroforesis bidimensional (fig 44).
Esta proteina (SP) es indetectable en nicleos de espermatozoide
de gallo aislados. por el procedimiento del acido citrico,
utilizado para preparar la protamina de fig 64 y 65.

A pesar de que se han utilizado varios métodos indepen-
dientes para preparar nlicleos, no se puede descartar la posi-
bilidad de contaminacidn extranuclear, particularmente por el
hecho de que extractos celulares de espermatidas presentan
una proteina con con un comportamiento electroforético similar.

Otra posibilidad para esta proteina es que se tratara de
una histona modificada quimicamente de tal forma que cambiara
su movilidad electroforética en los geles de PA-SDS y PA-
triton-urea. También podria tratarse de un enzima abundante
relacionada con los cambios de estructura nuclear de las es-
permatidas alargadas. Finalmente, también en el terreno de 1la
especulacion, esta proteina podria tratarse de un precursor
de la protamina galina, como también podria serlo restos de
una proteina presente en los espermatozoides (fig 65 (*)).

Los andlisis de la composicidn de aminoacidos realizados
en el laboratorio de G.H. Dixon permiten descartar algunas de
estas interpretaciones. La proteina posee residuos de cisteina,
por 1o que al igual que la histona H3, formaria un dimero
detectable en los geles de PA-SDS como consecuencia de la
ausencia de 2-mercaptoetanol (u otro agente reductor) durante
los procesos de aislamiento y preparacidn de nicleos (fig 44,
el dimero se indica con una flecha).
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4.1.2.- Contenido celular y biosintesis de poliaminas duran-

te la espermatogénesis del gallo:

E1 ndmero de procesos en los que las poliaminas parecen
hallarse implicadas es elevado ( introduccidén pag 28-48).
Asimismo, el aumento detectado en los niveles y biosintesis
de poliaminas coincidiendo con los cambios estructurales de
Ta cromatina en el proceso de metamorfosis de la espermatida,
puede ser compatible con diversas hipdtesis. Varias de estas
hipotesis pueden ser compatibles entre si, aunque a continua-
cidon se analizaran una por una:

-Hipbtesis de la proteccidén del ADN. Inhibicidon de endonuclea-

sas de restriccion:

Clasicamente se conocian ya las propiedades antimutagé-
nas de las poliaminas en sistemas procaridticos y eucridticos
(Clarke and Shankel, 1975; Rajalakshmi et al., 1978). Ultima-
mente se ha descrito que las poliaminas actGan inhibiendo a
las nucleasas y endonucleasas de restriccion (Kuosmanen and
Poso, 1985; Pingout et al., 1534; Shalitin and Vishlizky, 1984).
En algunos casos, las poliaminas aumentarian la especificidad
de las endonucleasas de restriccidon tipo II (Pingout, 1982).

Las poliaminas, através de su unidn al ADN, podrian dis-
minuir la accesibilidad de este a las nucleasas y agentes
mutagenos. A través de este mecanismo podrian actuar confi-
riendo proteccidon al ADN expuesto de las espermatidas alarga-
das (Mezquita and Teng, 1977b), especialmente en estas célu-
las que son las responsables de la transmisidn de la informa-
cidn genética de la linea germinal.

-Hipdtesis de la condensacidn del ADN. Estabilizacidon de la
forma Z del ADN. ’ '

Las poliaminas actian facilitando el empaquetamiento
de los acidos nucleicos viricos en la nucleocapside (Gosule
and Shellman, 1976; Nash, 1975; Gottesman and Gottesman,
1975). "In vitro" precipitan y condensan al ADN y lo protegen
frente a.la.desnaturalizacidon por el calor, de las fuerzas decizalla-
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miento o de 1a accidn de 1os rayos X (Tabor and Tabor, 1984; Market
et al.,1985;Baase et al., 1984; Thomas and Bloomtield, 1979;
Maning, 1978; Widom and Badwin, 1980; Gosule and Schellman,
1978, Chattoraj et al., 1978; .Marx and Ruben, 1983).

Si se diese una pérdida de la estructura nucleosdmica
antes de la formacidn del complejo nucleoprotamina (pag 257),
se plantearia la cuestidon de c6mo puede el ADN desprovisto
de proteinas, vencer la tendencia electrostatica a la repul-
sion que implicarian Tas cadenas cargadas negativamente.

De forma similar ;como podria vencerse la tendencia entrdpica
que las rigidas cadenas presentan hacia la expansidon y mante-
nerse en un volumen reducido, en una cromatina que tiene una
tendencia a la condensacidon?. En este caso las poliaminas
podrian ejercer las funciones de condensacidon del ADN antes
de la formacidon del complejo final nucleoprotamina.

Si la pérdida de la estructura nucleosdmica fuese poste-
rior (o consecuencia) de la unidn de la protamina galina al
ADN (pag 257), Tlas poliaminas podrian actuar como un mecanis-
mo transitorio de condensacidn de la cromatina como forma de
compensar la exposicidon de sitios a nivel del ADN detectada
auranie la espermiocénesis.

Concentraciones de espermina del orden 5 mM actuan pre-
cipitando a los nucleosomas "in vitro" (Baer and Rhodes,
1983) (pag 204, fig 71), si bien concentraciones superiores
a 15 mM podrian presentar un efecto solubilizaador de los mo-
nucleosomas.

La adicion de poliaminas exdgenas a lineas celulares
ha mostrado que estos policationes actuan provocando una
condensacidon de la cromatina y una reduccidon del volumen
nuclear (Nagl et al., 1984). |

Las concentraciones de poliaminas detectadas en las esper-
matidas alargadas del gallo, podrian favorecer que el ADN
adoptara la conformacidon Z, especialmente si se tiene en
cuenta que ADN con superhelicidad negativa podria estar pre-
sente como consecuencia del desensamblaje de la estructura
nucleosdmica (Mezquita, 1985)(Pag 43). E1 ADN Z presentaria
una mayor tendencia a autoagregarse (Rich et el., 1984).
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-Hipdtesis de la-intervencidn de las poliaminas en el desen-

samblaje de los nucleosomas:

La espermina facilitael ensamblaje de 1os nucleosomas "in
vitro" a concentraciones del orden 0.01-0.1 mM (Bogdanova,
1984), razdn por la cual podrian también favorecer el desen-
samblaje. En este sentido se ha descrito que las poliaminas
actuan compitiendo con las histonas por el ADN (Agrell and
Hebby, 1971). Los experimentos realizados muestran que las
poliaminas actian solamente aumentando ligeramente la eficien-
cia de desensamblaje de nucleosomas por protaminas (Pag 204,
fig 72).

-Hipdtesis de su funcidn como mensajeros intracelulares con-

trolando diversas actividades enzimaticas:

Las poliaminas actuan modificando numerosas actividades
enzimaticas. En relacidon con el modelo objeto de estudio en
esta tesis, cabe citar las siguientes:

Actividad histona acetiltransferasa: La espermina actia
estimulando a la actividad histona acetiltransferasa "in vitro"
(Mezquita et al., 1980; Estepa and Pestafa, 1981).

Actividad histona desacetilasa: Las poliaminas (especial-
mente la espermina) presentan un efecto bifasico, con el ma-
ximo de estimulacidn a la concentracidén 1 mM espermina (Libby
and Bertran, 1980).

Estos efectos sobre la acetilacidon de las histonas son
compatibles con los niveles de poliaminas y la hiperacetila-
cion de las histonas asociada a un elevado recambio de grupos
acetato, que se dan coincidiendo con los cambios de estructu-
ra nuclear en la transicion nucleohistona-nucleoprotamina.

Fosforilacion de proteinas nucleares: Las poliaminas
actuan estimulando la fosforilacidon de proteinas (ver pag 46-
47). Aparte de las histonas, entre las proteinas nucleares
susceptibles de experimentar cambios en su fosforilacion
durante la espermiogénesis mediatizados por las poliaminas,
cabe citar a la protamina. La fosforilacidon de la protamina
se ha estudiado extensamente en otras especies (Louie and
Dixon, 1973). La protamina galina, analizada en geles acidos,
presenta unas formas de menor movilidad electroforética que
son sospechosas de corresponder a bandas de fosforilacidn

(fig 34).
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ADP-ribosilacidn: Durante la espermatogénesis del gallo
se dan variaciones en los niveles de ADP-ribosilacidn de las
proteinas nucleares (Corominas and Mezquita, 1985). Niveles
de poliaminas como los detectados durante la espermatogénesis
del gallo actuan estimulando la ADP ribosilacidn de proteinas
nucleares "in vitro" (Fig 40)(Wallace et al., 1984).

Topoisomerasas: Niveles de poliaminas como los detecta-
dos en las células germinales del gallo, actaan modificando
"in vitro" la actividad de las topoisomerasas (Krasnow and
Cozzarelli, 1982). Actividad topoisomerasa I ha sido detecta-
da en la linea germinal del gallo (Roca and Mezquita, 1985).
A parte de actuar modificando la actividad de los enzimas
que modifican la topologia del ADN, las poliaminas podrian
también por si mismas actuar modificando la topologia del
ADN.

-Hipotesis de su intervencidon en el citoesqueleto:

Existen numerosos trabajos que sugieren que las poliami-
nas pueden actuar mediatizando fendmenos de citoquinesis y
metamorfosis de la estructura celular y nuclear (pag 45-46).
Durante la espermiogénesis se dan marcados cambios en la mor-
fologia celular y nuclear (fig 1), incluyendo el ensamblaje
del flagelo de la cola de los espermatozoides. Tal vez
las variaciones que los niveles de poliaminas experimentan
durante la espermiogénesis del gallo, puedan también guardar
relacidon con estos fendmenos de metamorfosis celular.

-Hip6tesis de su funcidn a través de unirse covalentemente

a proteinas:

Ver pag 48.

BIOSINTESIS DE POLIAMINAS:

Las gonadotrofinas, actuan estimulando la espermatogéne-
sis, y también inducen a las actividades enzimaticas testicu-
lares ornitin descarboxilasa y S-adenosilmetionina descarbo-
xilasa (MacIndoe and Turkington, 1973; Reddy and Villee, 1975).

En las células testiculares de gallo, la actividad ornitin
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descarboxilasa aumenta paralelamente al contenido celular de
putrescina, alcanzando el maximo en las espermatidas alarga-
das (fig 36). La maxima actividad S-adenosilmetionina descar-
boxilasa se detectd en la fraccidn de baja velacidad de sedi-
mentacion que contiene espermatidas avanzadas y espermatozoi-
des testiculares (fig 36). En los espermatozoides del deferen-
te, ambas actividades enzimdticas mostraron ser bajas.

Incrementos similares en las actividades ornitin descar-
boxilasa y S-adenosilmetionina descarboxilasa se han detecta-
do durante la maduracidon de las espermatidas en la rata
(MacIndoe and Turkington, 1973). No obstante, estos autores
no fueron capaces de detectar actividad ornitin descarboxi-
lasa en las espermatidas de testiculo de rata separadas a
gravedad unitaria después de una disociacion mecéanica del
tejido. Este procedimiento elimina citoplasma de las esper-
matidas alargadas y agrega a las células, reduciendo la cali-
dad de la separacidon (Meistrich, 1977).

Una critica al incremento de actividad ornitin descarbo-
xilasa detectado en las espermatidas alargadas del gallo,
seria que se realizd wuna disociacidon triptica controlada
del tejido, cuando recientemente se ha descrito que Tla orni-
tin descarboxilasa resulta activada tras el tratamiento de
monocapas de c&lulas CHO por la tripsina (Gerner et al., 1985).
No obstante, hay que tener en cuenta que esta activaciodn
ocurre en unas células un tanto especiales y s610 en unas
condiciones determinadas. Si fuese cierto que la digestion
controlada con tripsina de las células testiculares de gallo,
indujera a la actividad ornitin descarboxilasa, esta acti-
vacion afectaria preferentemente a las espermatidas alarga-
das, hecho que también seria interesante.

Las actividades ornitin descarboxilasa, S-adenosil-
metionina descarboxilasa, o incluso todo el patrdn de activi-
dades enzimaticas responsables de 1a biosintesis de poliami-
nas, no basta para explicar Tos niveles celulares de poliami-
nas. Estos niveles dependen ademas de la disponibilidad de
precursores, de la acetilacion de las poliaminas, de la incor-
poracion de poliaminas a proteinas, y de su rapidez de eli-
minacidn.
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Las actividades enzimaticas pueden ademas modificar-
‘se por la concentracion de los productos o por otras poli-
aminas. La ornitin descarboxilasa estd sujeta a feedback
por la putrescina (Jdnne et al., 1978). La acti-
vidad S-adenosilmetionina descarboxilasa resulta activada
por la putrescina y por una deplecion de poliaminas (Tabor
and Tabor, 1976; Alhonen-Hongisto, 1980).
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4,1.3.- Hiperacetilacidon de las histonas coincidiendo con la

transicién nucleohistonas-nucleoprotamina:

Las modificaciones quimicas de los grupos ¢ -amino de
ciertas lisinas de las histonas mediante acetilacidn, neutra-
liza su carga positiva y en consecuencia disminuye las inte-
racciones electrostaticas entre el ADN y las histonas.

Existen en la actualidad 3 situaciones en la cromatina
eucariota que claramente se correlacionan con modificaciones
notables en el grado de acetilacidon de las histonas:

1) Acetilacion de las histonas en relacidn con la trans-
cripcion del ADN.

2) Diacetilacidon de 1a histona H4 en relacidn con 1la
formacidn de nuevos nucleosomas durante la replica-
cién del ADN.

3) Hiperacetilacidn de las histonas en relacidn con la
transicidon nucleohistona-nucleoprotamina que tiene
lugar en la espermiogénesis de diversas especies.

Probablemente en todas ellas, la acetilacidon actue como
elemento madulador de la interaccidon ADN-histonas, y en conse-
cuencia sea uno de los elementos que actue controlando la
estructura de la cromatina asociada a cada una de estas si-
tuaciones particulares:

1) Acetilacidn de las histonas en relacidén con la trans-

cripcion del ADN:

A pesar de las numerosas correlaciones entre acetilacion
de las histonas y actividad transcripcional (Allfrey, 1977;
Doenecke and Gallwitz, 1982; Dobson and Ingram, 1980; Csordas
et al., 1984), esta modificacidon afecta a regiones mucho mas
amplias de la cromatina (40% de las histonas H4 y H3) que las
que se supone que estarian siendo transcritas en estas célu-
Tas (10%).

Una mejor correlacidn existe entre actividad transcrip-
cional y el grado de hiperacetilacion de la histona H4 (Chahal
et al., 1980), e incluso mejor con el recambio elevado de
grupos acetilo asociado a una pequefia poblacidon de nucleoso-
mas que supondria un 15% del total.
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Los resultados obtenidos en las células transcripcional-
mente activas de la linea germinal del gallo, indican que se
dan ambos fendmenos: cierto grado de acetilacidon de las
histonas asociado a un elevado turnover de prupos acetilo
(fig 56)(01iva and Mezquita, 1982).

2) Diacetilacion de la histona H4 en relacidon con la

formacidon de nuevos nucleosomas durante la replicacion del
ADN:

Recientemente se ha puesto de manifiesto que niveles
elevados de diacetilacidon de la histona H4 estarian en rela-
cidn con 1la unidn de histonas al ADN asociada a la
formacidn de nuevos nucleosomas durante la replicacidn del
ADN (Chahal et al., 1980; Chambers and Shaw, 1984; Allis et
al., 1985). La acetilacidn de las histonas facilita el ensam-
blaje de cromatina "in vitro" (Cotten and Chalkley, 1985).

Los resultados obtenidos en las células germinales del
gallo indican que niveles elevados de diacetilacidn de la
histona H4 se hallan asociados a los estadios correspondien-
tes a las células en divisidn (0liva and Mezquita, 1982)(fig
47-50).

3) Hiperacetilacidn de 1a histona H4 en relacidn con la

transicion nucleohistona-nucleoprotamina en la espermatogé-

nesis:

En contraste con la clasica idea de una correlaciodn
precisa entre acetilacidon de las histonas y transcripcion,
los trabajos realizados con el modelo de espermatogénesis
demostraron que no existe una relacidn univoca entre entre
acetilacion de las histonas y actividad transcripcional
(0liva and Mezquita, 1982; Christensen and Dixon, 1982; Grimes
and henderson, 1984).

| La hiperacetilacidon de la histona H4 que se da a medida
que progresa la espermatogénesis (pag 167-185) estaria en
relacidon con los cambios estructurales que la cromatina ex-
perimenta en la transicidn nucleohistona-nucleoprotmina. Las
especies que no reemplazan histonas en el nicleo del esperma-
tozoide presentan niveles muy bajos de acetilacidon de las
histonas (Ruiz-Carrillo and Palau, 1973; Kennedy and Davies,

1980).
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Candido and Dixon (1972) éugirieron por primera vez que
la acetilacidn de las histonas podria actuar como
mecanismo de reemplazamiento de las histonas por protamina
durante la espermatogénesis en la trucha. Los datos obtenidos
en el gallo no apeoyan esta idea de que la acetilacidon de las
histonas sea un mecanismo general para desplazarlas del ADN,
dado que tan sdlo la histona H4 (y en menor grado la H3)
resultan hiperacetiladas durante la espermiogénesis.

Existe una correlacidon clara entre hiperacetilacidon de
la histona H4 en las espermatidas alargadas transcripcio-
nalmente inactivas del gallo, y exposicidon de sitios de unidn
en el ADN (Mezquita and Teng, 1977a,b)(pag 54-56).

La hiperacetilacidn de Ta histona H4 en las espermatidas
alargadas tiene lugar en presencia de un elevado recambio de
grupos acetilo (Fig 56). La actividad desacetilasa determi-
nada en estas células (pag 185) es congruente con este eleva-

do recambio.

Estos resultados permitieron postular que-independien-
temente del estado transcripcional de las células, a través
de hiperacetilacidon de la histona H4 asociada a un elevado
recambio de los grupos acetilo, pueden exponerse sitios de
unidon en el ADN,rapida y reversiblemente, facilitando Ta
unidn de proteinas cromosbémicas al ADN. Las consecuencias
funcionales de la hiperacetilacidon de la histona H4 asociada
a elevado recambio de grupos acetilo, dependeran entonces del
tipo de proteinas unidas al ADN en cada estadio particular
de los procesos de diferenciacidon celular (0liva and Mezquita,

1982).
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4.2.- DESENSAMBLAJE DE LOS NUCLEOSOMAS "IN VITR0": La prota-
mina galina puede jugar un papel directo en el desen-

samblaje de los nucleosomas que tiene lugar en la

transicidn nucleohistona-nuclieoprotamina.

Aunque la espermiogénesis ofrece un modelo excelente en
el que investigar los cambios de composicion y actividad fun-
cional de la cromatina, hasta el presente todavia se desco-
nocen los mecanismos precisos por los que los nucleosomas
resultan desensamblados en la transicidon nucleohistona-nucleo-
protamina.

Los trabajos clasicos de desplazamiento de las histonas
por protaminas de peces, mostraron que utilizando niucleos de
timo de ternera, tan sdlo las histonas ricas en lisina resul-
taban desplazadas en un rango arginina/nucledtido fisioldgico
(Wong and Marushige, 1975). Bode et al. (1977) mostraron que
utilizando cromatina, contactos especificos entre las histo-
nas de nucleosomas vecinos prevendrian el desplazamiento de
las histonas por protaminas.

La ineficiencia de la protamina salmina para desplazar
a las histonas de cromatina de timo de ternera "in vitro"
junto con la observacidn de que las espermatidas de trucha
riostraban pequefios péptidos que podian tratarse de productos
de degradacidon de las histonas, hizo proponer que el despla-
zamiento de las histonas de cromatina en las espermatidas
podria verse asistida por la accidon de una proteasa firmemen-
te unida a la cromatina. La proteasa hidrolizaria preferente-
mente histonas acetiladas (Wong and Marushige, 1975; Marushige
and Marushige, 1983).

Utilizando particulas nucleosdomicas sin superestructura
Bode et al.(1980) mostraron que es posible desplazar hasta
un 30% de las histonas del octamero (relacidn arginina nu-
cledtido = 0.4-4) si las particulas nucleosdmicas derivaban
de células conteniendo histonas hiperacetiladas mediante

tratamiento con butirato.

En congruencia con las observaciones previa:(Wong and
Marushige, 1975; Bode et al., 1977, 1980), Tos resultados
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presentados en esta tesis indican que las pequefias protaminas
de peces no pueden causar ningin desplazamiento mayoritario
de las histonas de nucleosomas "in vitro" en el rango de re-
laciones arginina/nucledtido = 1-8, y que la acetilacidn de
las histonas facilita el desensamblaje de los nucleosomas

( fig 68-70, pag 201). En contraste, la protamina galina,

con un tamafio y nimero de residuos de arginina (38) de casi
el doble del de las protaminas de peces (21 en la salmina),
es capaz de desplazar completamente a las histonas de nucleo-
somas en un rango arginina/nucledtido = 0.6-1.2 (Relacidn
arginina/nucledétido en el espermatozoide = 0.8).

También en congruencia con los resultados de Bode et al.
(1977), se ha observado que la eficiencia de desplazamiento
de Tas histonas de nucleos o cromatina por protaminas, es
inferior que si se utilizan nucleosomas sin superestructura
(Fig 67, 68, 75, 79 y 80):

Utilizando nucleos genéticamente inactivos de eritrocito
de pollo, ambas protaminas (galina y salmina) se muestran
completamente ineficientes para desplazar a las histonas del
octamero dentro de un rango fisioldgico, mientras que la his-
tona Hl resulta completamente extraida (las histonas Hl y H5
son las Unicas que resultan extraidas por relaciones fisiola-
gicas de protaminas, cualesquiera que sean las condiciones
utilizadas).

Si en lugar de utilizar ndcleos de eritrocito de pollo,
se utiliza cromatina de la misma procedencia, la protamina
galina consigue desplazar un 20% de las histonas del octamero
en un rango arginina/nucledtido = 0.6-2, mientras que en el
mismo rango, la salmina se muestra completamente ineficiente
(Fig 79).

Con nucleosomas de eritrocito de pollo (sin superestruc-
tura) el desplazamiento de las histonas es total por la pro-
tamina galina en el rango 0.6-1.6 (fig 67), mientras que la
salmina consigue en el mismo rango, desplazar tan s6lo a un
6% de las histonas.

En contrgfe con la ineficiencia de ambas protaminas
para desplazar a las histonas de nucleos genéticamente inac-
tivos con histonas hipoacetiladas,de eritrocito de pollo,
utilizando nucleos de testiculo de gallo, la protamina galina
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es capaz de desplazar completamente a las histonas de una
poblacion de nucleosomas que supone aproximadamente el 50%

de la cromatina testicular, a una relacidon arginina/nucledti-
do = 0.6-1.8, tambié&n dentro del rango fisioldgico (fig 75).
En el mismo rango, la salmina no desplaza a histonas del oc-
tamero.

Esta poblacidon de nucleosomas desensamblados por la pro-
tamina galina utilizando nucleos, podria corresponder en parte
a los nucleosomas en condiciones de ser desensamblados en el
proceso de espermiogénesis, no obstante falta establecer esta
correlacidon experimental.

Estos resultados pueden interpreparse en el sentido de
que ambos, el nimero de residuos de arginina por molécula de
protamina unidos a un segmento de ADN y el grado de acetila-
cion de las histonas, puede modular el desensamblaje de Tlos
nucleosomas. Los residuos de arginina de la protamina pueden
establecer enlaces de hidrdogeno y interaaciones electrosta-
ticas miltiples con los oxigenos de 1os grupos fosfato,con
una afinidad mas elevada que las interacciones establecidas
por los residuos lisina e histidina de las histonas nucleo-
somicas (DeSantis et al., 1974), especialmente cuando las
cargas positivas de los residuos lisina de las histonas son
neutralizadas por acetilacidn.

Estas notables diferencias entre el numero de residuos
de arginina y la eficiencia relativa para desensamblar a los
nucleosomas "in vitro" por parte de las protaminas de ave y
pecesy se correlaciona con el tiempo requerido para completar
la transicion nucleohistona-nucleoprotamina en ambas especies.
La espermiogénesis es mas bien lenta en los peces (varias
semanas) y bastante mas rapida en las aves (6 dias en el
gallo). Una evidencia acerca de esta posible tendencia evolu-
tiva a cambier el nimero de residuos de arginina de las pro-
taminas, seria la existencia de una secuencia que se solapa
con el coddn de terminacidon del gen de~la protamina galina,
que si resultara traducida, daria lugar a cinco argininas
adicionales incrementando el nimeros de clusters de argini-
na encontrados en las protaminas (pag 230-240).

-271-



La hiperacetilacidn de las histonas puede contribuir a
Ta apertura de la estructura de la cromatina para permitir
la unidn de la protamina (Mezquita and Teng, 1977b; 0Oliva and
Mezquita, 1982). Esta modificacidn quimica no se ha observado
en las especies que retienen histonas en el nicleo del esper-
matozoide (Ruiz-Carrillo and Palau, 1973; Kennedy and Davies;
1980) y se halla presente en la cromatina de las espermatidas
de la trucha, rata y gallo durante el reemplazamiento de las
histonas nucleosomicas por la protamina (Christensen and Dixon,
1982; 0liva and Mezquita, 1982 ; Grimes and Henderson, 1984).

Se ha sugerido que el nivel alcanzado de acetilacidn de
los residuos lisina durante la espermiogénesis (8-10 residuos)
seria suficiente para abrir la estructura nuclteosdomica (Bode
et al., 1983; Christensen et al., 1984; Bertrand et al., 1984;
Cary et al., 1982)(pag 173). No obstante, no esta del todo
claro hasta que punto la hiperacetilacidon de las histonas cam-
bia 1la estabilidad de las estructuras nucleosdmicas o polinu-
cleosdomicas. Aunque la cromatina acetilada estaria algo menos
condensada que la cromatina control, la hiperacetilacidon de
las histonas no previene la formacidn de la fibra de 30 nm
(McGhee et al., 1983) en las condiciones utilizadas en estos
experimentos. A diferencia de estos estudios, la neutraliza-
cion de las cargas positivas de las histonas durante la tran-
sicidn nucleohistona-nucleoprotamina,tiene lugar en presencia
de protaminas y poliaminas (0liva and Mezquita, 1982; 0liva
et al., 1982) y puede producir bajo estas circunstancias una
disrupcidon de la estructura de la cromatina creanco sitios
para la union de la protamina {(Mezquita and Teng, 1977b; O0liva
and Mezquita, 1982; 0Oliva and Mezquita, 1986).

Si al final de la espermiogénesis ocurriera una proteo-
lisis de las histonas, tal como se ha sugerido (Marushige and
Marushige, 1983), las proteasas hidrolizarian a las histonas
después de su desplazamiento del ADN por la protamina. Proteo-
lisis de histonas no unidas al ADN se ha observado en otros
sistemas (Tsurugi and Ogata, 1979; Tsurugi et al., 1983).
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4.3.- SECUENCIA Y EXPRESION DEL GEN DE LA PROTAMINA GALINA.

4,3.1.- Estrategia seguida:

Conociendose de antemano la secuencia a nivel proteico,
existen diversas estrategias que pueden utilizarse para con-
seguir Ta secuencia del gen que codifica para esta proteina:

12) Seleccionar el gen o cDNA mediante una sonda
correspondiente al gen de la protamina de otra espe-
cie evolutivamente prdoxima.

22) Preparar anticuerpos frente a la proteina, clonar
el cDNA en un vector de expresidn y detectar median-
te anticuerpos aquellos clones que expresan la pro-
teina.

32) Preparar un oligonucledtido sintético guiandose por
Ta secuencia obtenida previamente a nivel proteico.

42) La estrategia seguida (pag 219).

La variabilidad evolutiva a la que estan sometidos los
genes de las protaminas, y la falta de hibridacidon entre ge-
nes de protaminas distantes desaconsejd la primera posibili-
dad.

La segunda posibilidad presentaba 2 graves inconvenien-
tes: 12) Las proteinas son muy poco inmunogénicas, 2?2) Aguellos

clones que expresaran protamina, resultarian rapidamente
inactivados genéticamente como consecuencia del efecto con-
densante que las protaminas ejercen sobre el ADN.

E1 inconveniente de la tercera posibilidad es que la
mayoria de aminodcidos de la protamina galina son argininas,
y precisamente este aminopacido puede ser codificado por 6
codones distintos (CGC, CGG, CGA, CGT, AGG, AGA), incremen-
tando la posibilidad de no acertar a la hora de la construc-

cidon del oligonucledtido sintético.



Aparte de las razones tedricas para haber utilizado 1la

2 posibilidad, los resultados efectivamente indican que se

ha conseguido aislar (y hasta el presente secuenciar en par-
te) el cDNA correspondiente al gen de la protamina galina.

La centrifﬁgacién de una suspensidn de células testicu-
lares a pocas "g", did lugar a un sobrenadante enriquecido
en espermatidas alargadas y redondas (85%), donde supuesta-
mente deberia encontrarse el ARN mensajero codificante para
la protamina galina (fig 83). E1 método utilizado para prepa-
rara el ARN (Chirgwin et al.,1979 ), es uno de los mejores
que existen para evitar la accion de las RNAasas (Sirvid
para aillar el ARN mensajero de la insulina en el pancreas,
tejido de los mas ricos en RNAasas) y efectivamente sirvio

para conseguir poblaciones de ARN intactas (fig 84).

Al seleccionar los Po]yA+ mRNA mediante cromatografia
en oligo dT-celulosa (fig 85), existia el riesgo de que si
el mensajero codificante para la protamina galina fuese
poly A™, se perderia junto con los ARN ribosdomicos y ARN de
transferncia. No obstante en vistas a que otros genes de pro-
taminas (Dixon, 1985; Kleene et al., 1984 ) contienen poly A%,
se siguid adelante suponiendo que esta especie también pre-
sentaria cola de poliadenilacion.

La sintesis del cDNA por el método de Okayama and Berg
(1982 ) (fig 86), resultd ser correcta, y todos los pasos
hasta la seleccidon de distintos tamafios de cDNA indicaron que
este se hallaba integro y en buenas condiciones (fig 87-88).

A pesar de que el tamafio de cDNA seleccionado para el
clonaje ascilaba alrededor de 350-1000 bp (fig 88-89), el
tamafio de los inserts obtenidos presentd tan s6lo una media
de 200 bases (100-400) (pag 230-2333). Probablemente esto es
en parte debido a que los fragmentos pequefios resultan clo-
nados con mas eficiencia que los grandes.

Ademds, segin se desprende del analisis de las secuencias

EcoRI de los extremos de los inserts, algunos de estos sitios
de restriccidn corresponden al propio "insert", indicando que
la eficiencia de metilacion de los sitios de restriccidn para

EcoRI no fué del 100%.
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4.3.2.- Secuencias obtenidas por el método de Sanger:

De los 117 clones secuenciados, 4 correspondieron al
extremo C-terminal codificante y region 3' no codificante
del gen de la protamina galina, 21 resultaron ser ilegibles,
18 corresponden con certeza a poly A* mRNA tadavia no iden-
tificados y el resto a"inserts" del cDNA cuya secuencia toda-
via no se ha identificado.

Los clones no identificados corresponden a proteinas
que potencialmente tienen que expresarse durante la esper-
miogénesis (pag 59), y su identificacidon se abordara inicial-
mente a base de comparar estas secuencias con bancos de datos
de acidos nucleicos y proteinas para buscar homologias.

Los fragmentos secuenciados correspondientes al gen de
la protamina galina, corresponden a pequefios "inserts"
( 160 bases). Un clon (N2 261) estaba en el limite de ser
legible, y la Gnica diferencia que presentaba con los clones
claramente legibles (N2 59) era que poseia una cola de poly-
adenilacidon un poco mas larga y una secuencia adicional
correspondiente a la regidn codificante (fig 94). Estos hechos
junto con la riqueza en "C+G" del fragmento secuenciado y la
tendencia que las zonas ricas en "C+G" presentan a replegarse
sobre si mismas, indicaba que tal vez las secuencias
ilegibles cuyo ADN hibridaba con la sonda de la protamina ga-
lina, correspondian al cDNA del gen de la protamina galina
con una longitud completa. Tan sdlo pequefios inserts, debido
a su reducida complejidad, podrian ser leidos por este méto-

do enzimatico de Sanger.

4.3.3.- Regidn codificante:

E1 Gnico coddn que codifica para la arginina en la zona
secuenciada de la regidon codificante, es el "CGC". Dada Tla
riqueza en el aminodcido arginina de esta regidn, la rique-
za en "C+G" de esta regidn resulta ser del 85%. Este elevado
% de "C+G" es cogruente con el observado en las secuencias
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del gen de la protamina en otras especies (Kleene et al.,
1985; Dixon et al., 1985). La secuencia de aminodcidos de
esta regidn, deducida a partir de Ta secuencia de nucledti-
dos del cDNA, corresponde con la secuencia descrita con an-
terioridad a nivel proteico (Nakano et al., 1976).

4.3.3.- Regidn flankeante 3':

Los resultados indican que en el gallo (fig 93), al
igual que en la trucha y en el ratdn (Dixon et al., 1985;
‘Kleene et al., 1985), esta regidon contiene la sefial candni-
ca de poliadenilacidon AAUAAA, supuesta necesaria para la
poliadenilacidon y/o la terminacidn del transcrito (Fitzge-
rald and Shenk, 1981; Montell et al., 1983).

En los clones N2 59 y N2 361, Ta cola de poliadenila-
cion presenta una longitud de 20-43 adeninas.

La Tongitud de esta regidon flankeante 3' hasta el punto
donde se inicia la cola de poliadenilacidon, es en el gallo
de 79 bases. Esta longitud estaria comprendida entre la de
esta misma regidon en el ratdn (147 bases en la protamina 1)
y en la trucha (59 bases).

Solapandose con el coddn de terminacién, existe una
secuencia, seguida de otro coddn de terminacidn, que si re-
sultara traducida daria lugar a un dominio basico adicional
(Ser-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Tyr-(End)) que incrementaria el
nimero de bloques de arginina encontrados en las protaminas.
Tal vez esta secuencia tenga un cierto interés evolutivo

(pag 270).

Al igual que en la trucha, esta regidn no es especial-

mente abundante en "A+T".
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4.3.4.- Expresion del gen de la protamina galina:

E1 resultado de los "Northerablots" del ARN obtenido
de testiculos de gallo en distintas fases de desarrollo e
hibridandolos con sondas preparadas a partir del clon N2 59,
indica que la expresidn del gen de la protamina galina es
postmeidtica (fig 100). En las espermatidas haploides, la
expresion de alelos recesivos podria tener consecuencias
en la diferenciacidon evolutiva del espermatozoide (Erickson
et al., 1981; Bennet, 1985).

De los "Northernblots", se deduce también que xisten dos
poblaciones distintas del ARN mensajero del gen de la prota-
mina galina, con tamafios aproximados de 420 y 465 bases res-
pectivamente (fig 100).

La existencia de un componente proteico minoritario que
migra cerca de la protamina galina en los geles acidos y que
presenta la misma insolubilidad al SDS que la protamina ga-
lina (fig 65-B), podria interpretarse como una variante todaviano
descrita de protamina, codificada por una de estas dos pobla-
ciones de ARN mensajero. No obstante, parece mas probable que
estas dos poblaciones de ARN mensajero correspondan a molé-
culas de ARN-poli A en diferente estado de procesamiento
(Sinclair and Dixon, 1982; Kleene et al., 1984).
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CONCLUSIONES



Durante la espermatogénesis del gallo tiene Tugar un
aumento de la biosintesis y de 1os niveles de poliaminas,
alcanzando su maximo en coincidencia con la transicién
nucleohistona-nucleoprotamina.

Coincidiendo con los cambios estructurales que la croma-
tina experimenta en la transicidon nucleohistona-nucleopro-
tamina, la histona H4 experimenta una hiperacetilacidn.

Esta hiperacetilacidon tiene lugar en presencia de un ele-
vado recambio de grupos acetilo. Las actividades histona
acetiltransferas y desacetilasa determinadas "in vitro"
resultan congruentes con este elevado recambio de acetila-
cion.

Los resultados obtenidos sobre la hiperacetilacion de la
histona H4, demuestran que este no es un fendmeno exclusi-
vo de los genes activos como habia sido sugerido, ya que
se da también en estas células genéticamente activas durante
la transicidon nucleohistona-nucleoprotamina.

E1 significado de esta hiperacetilacidon de Ta histona H4

tiene que estar relacionado con los cambios estructurales
que durante la espermatogénesis conducen al desensamblaje
de los nucleosomas y al reemplazamiento de las histonas

por la protmina.

La protamina galina, con un tamafio de casi el doble del

de las protaminas de peces, presenta una eficiencia muy
superior para desensamblar a las histonas de nucleosomas
"in vitro", provocando un desplazamiento total de las his-
tonas a relaciones arginina/nucledtido = 0.6-1.2, prdoximas
a las fisioldgicas (0.8).

Utilizando salmina, la hiperacetilacidon de las histonas
facilita el desensamblaje de los nucleosomas.

Ambos, el nimero de residuos de arginina de las protaminas

y la acetilacion de las histonas, modularian el desensam-
blaje de los nucleosomas.
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- La histona Hl es la primera en resultar extraida por las
protaminas "in vitro", y el desensdmblaje del octamero
parece iniciarse desensamblando primero las histonas H2A
y H2B.

- Con nicleos de testiculo de gallo, la protamina galina
consigue extraer una poblacidn de nucleosomas (50% del
total) en un rango arginina/nucleétido = 0.6-1.6 prdximo
al fisioldgico. Dicha poblacidn podria corresponder a aque-
11os nucleosomas que ya se encuentran estructuralmente
dispuestos para ser desensamblados en la transiciodn
nucleohistona-nucleoprotamina.

- En conjunto l1os resultados de desensamblaje "in vitro"
sugieren que la protamina galina se halla directamente
involucrada en el desensamblaje de los nucleosomas que
tiene lugar durante la transicidn nucleohistona-nucleo-
protamina en la espermatogénesis del gallo.

- A través de clonar en M13, cDNA preparado por el método
de Okayama and Berg (198 ) a partir de ARN mensajero
aislado y purificado a partir de células testiculares de
gallo , y secuenciar al azar 114 clones, se ha obtenido
entre diversas secuencias correspondientes a poly A* mRNA,
la secuencia de un fragmento del extremo C-terminal codi-
ficante y 3' no codificante del cDNA correspondiente al |

gen de la protamina galina.

- La secuencia obtenida,correspondiente al gen de Ta prota-
mina galina, muestra la sefial y la cola de poliadenila-
cidon; el Gnico coddn que codifica para la arginina en la
regidn codificante es el "CGC", y la secuencia de amino-
dcidos deducida a partir de la secuencia de nucledtidos
del cDNA coincide con la secuencia descrita a nivel pro-
teico con anterioridad para la protamina galina.

- Solapandose con el coddn de terminacidon de la protamina
galina, existe una secuencia (seguida de otro coddn de
terminacidn), que si resultara traducida daria lugar a 5
argininas seguidas de una tirosina, incrementando el nimero
de clusters de arginina encontrados en la protamina galina.
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- Segin' se deduce del analisis de "Northern blots" de ARN
procedente de testiculos en distintas fases de desarrollo,
la sintesis del ARN mensajero que codifica para la prota-
mina galina es postmeidtica, y existen dos poblaciones de
mensajeros correspondientes a esta proteina.
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