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ESTUDIO DE LA TRANSICION NUCLEOHISTONA-NUCLEOPROTAMINA

IN VIVO E IN VITRO. CLONAJE, SECUENCIACION Y EXPRESION

DEL GEN DE LA PROTAMINA GALINA.
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Fig 82.

Union de la protamina salmina al ADN.

La metodologia esta descrita en fig 81. E1 componente
minoritario que acompafia a la protamina salmina comercial
(Salmine "Free base" de la Sigma) (ver fig 64 y 65) presenta
una mayor afinidad hacia el ADN que el componente mayorita-
rio.(fig "A" y "B"). Fig "A": electroforesis en gel de PA-
triton-urea del material unido al ADN a la relacidn arginina/
nucledtido indicada. Fig "B": scan de la zona de la protamina
salmina del gel "A".
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3.3.- CLONAJE, SECUENCIA Y EXRPESION DEL GEN DE LA PROTAMI
GALINA:

- 3.3.1.- Estrategia seguida:

12) Obtencidn de una poblacidon celular enriquecida en
células que expresen en abundancia el gen que queremos se-
cuenciar (pag. 114).

2°) Preparacidon de cDNA por el método de Okayama and
Berg (1982) (pag. 121-122)

32) Adicidn de "linkers" EcoRI al cDNA, clonacidn en
M13mp9 y construccidon de una mini-libreria de cDNA.

42) Secuenciacidn de los clones de la mini-libreria al
azar hasta encontrar uno que codifique para la secuencia de
la protamina galina (que ya habia sido determinada previa-
mente a nivel proteico). Esta estrategia solo podia seguirse
si se asumia que el cDNA buscado era abundante. Suponiendo
que representara el 1% de los cDNA, al haber secuenciado 100
clones, estadisticamente uno tenia que corresponder al de
Ta protamina galina. E1 trabajo de haber secuenciado el resto
de clones que no son protamina galina, no seria en palde,
por corresponder éstos a ARN mensajeros que potencialmente
se expresarian durante la espermiogénesis. Estas secuencias
serian pués interesantes en el contexto de este modelo de
~diferenciacidn. y su catacterizacidon se tendria que abordar
inicialmente comparando las secuencias proteicas que pudie-
ran codificar con bancos de datos de proteinas y péptidos
de secuencia conocida.

52) Una vez encontrada una pequefia secuencia que codi-
ficaba para el extremo C-terminal de la protamina galina,
se repard en que no seria posible secuenciar el gen completo
utilizando el método enzimatico de Sanger. Esto seria debido
a que el gen completo se replegaria sobre si mismo debido
a su riqueza en "CG". Se completaria pués la secuencia del
gen de la protamina galina mediante el método de Maxam and
Gilbert,

6°) Estudio de la expresidon del gen de la protamina ga-
lina a lo largo de Ta espermatogénesis.
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3.3.2.- Aislamiento del ARN y seleccidn del po]yA+ mRNA:

3.3.2.1.- Preparacidon de suspensiones celulares enrique-
cidas en espermatidas alargadas y redondas:

La centrifugacidon a pocas "xg" de una suspensidon de célu-
las testiculares de gallo, dio lugar a un sobrenadante enri-
quecido en espermatidas alargadas y redondas (pag 114)(fig
83). La poblacidon de espermatidas alargadas y redondas, en
donde potencialmente se expresaria el gen de la protamina ga-
1ina, suponia en esta poblacidn enriquecida el 85% de las
células (fig 83).

3.3,2.2.- Aislamiento del ARN:

La poblacidn enriquecida en espermatidas alargadas y re-
dondas se utilizd para la preparacidon de ARN. Se utilizd para
ello el método del tiocianato de guanidina (Chirgwin, 1979),
excelente para evitar los fendmenos de degradacidn por parte
de las RNAasas.

E1 espectro ultravioleta del pellet obtenido por este
procedimeinto, mostrd corresponder al tipico para un acido
nucleico, indicando que no existia contaminacidn proteica
(fib 84-A).

E1 analisis del acido nucleico aislado, mediante electro-
foresis en gel de Formaldehido-agarosa 2%, mostrd los ARN
ribosomicos 28s y 18s intactos y un "smeart" de ARN (fig 84).
Sobrecargando los geles podia observarse una pequefa cantidad
de ADN contaminante que no interfirid en las etapas de selec-
cion del polyA* mRNA.

3.3.2.3.- Seleccion del poly AT mRNA:

E1 poly A* mRNA fué seleccionado por cromatografia en
oligo dT-celulosa (pag 116-117) (fig 85).

La determinacidn del tamafio de la primera cadena de
cDNA indicd que el ARN mensajero aislado por este procedi-
miento se hallaba integro y poseia un tamafio adecuado para
procedere a su clonacién (fig 86).
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ESPERMATIDAS ALARGADAS 52%

85%
ESPERMATIDAS REDONDAS 33%
OTRAS CELULAS (multinucleadas,
meioticas y premeioticas, de 15% 15%

sertoli y hematies)

Fig 83.

Composicidon de la fraccion de células enriquecida en
espermatidas alargadas y redondas utilizada para la prepa-
racion del polyA* mRNA.

La suspension de células obtenida por este procedimien-
to (pag 114) esta constituida en.un 85% (aproximadamente) de
espermatidas alargadas y redondas. E1 tiempo total desde la
obtencion del tejido hasta la suspensidon de células es de
60. min. Fotografia obtenida con un microscopio de contraste
de fase Zeiss ST-143.
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Obtencion del ARN.

A.- Espectro de la disolucidon de ARN obtenida (pag

114-116),

B.- Electroforesis en gel de Formaldehido-agarosa 2%

del ARN aislado. 1: 5.4ug y 2: 10.8 ug.
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Seleccidon del po]y.—A+ mRNA mediante cromatografia en
oligo-dT celulosa (pag 116-117).

En la.ordenada se representa la Apggnm. de una dilucian
1/16 del material eluido por la columna.

E1 poly-A* mRNA eluido poseia un tamafio adecuado y esta-
ba integro, segin se desprende de la medicidon del tamafio del
cDNA (ver fig 86) y de su utilizacién en los "Northern blots"
(pag 249-252).
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3.3.3.- Sintesis del cDNA, adicidon de "linkers" y clonaje
en M13:

3.3.3.1.- Sintesis del cDNA:

Alicuotas del cDNA preparado por el método de Okayama
and Berg (198 )(pag 121-122) fueron analizadas en geles desna-
turalizantes para DNA de agarosa 1.5% y autorradiografia,
indicando que la sintesis de las 12 y 22 cadenas de cDNA habia
sido correcta y de un tamafio adecuado (Fig 86).

3.3.3.2.--Adicidn de "linkers" EcoRI al cDNA:

E1 resultado. de 1a ligacidén de "linkers" EcoRI al cDNA
se analizd- mediante electroforesis en gel de 1% agarosa-
TAE y autorradiografia. La fig 87 indica que el cDNA con los
extremos reparados y los sitios de restriccidon para Ecorl
metilados, posee un tamafio adecuado, y que este tamafio expe-
rimenta el pequeiio incremento esperado de tamafio tras la adi-

cidn de los "linkers".

3.3.3.3.- Separacidon de los linkers libres del CDNA+
linkers, resultado de la digetidon del cDNA
con un exceso de linkers (punto anterior).
Seleccidon del tamafio de cDNA que interesa:

Para la separacion del cDNA+linkers de los linkers libres,
se han utilizado dos métodos independientes: Electroforesis
en gel de 1% agarosa de baja temperatura de fusidn seguida
de extraccidon fendlica de la zona del gel que interesa, y
mediante cromatografia en Sepharosa 4B (pag 124). Ambos méto-
dos dieron buenos resultados.

En fig 88 se muestra el perfil de la separacidn de Tos
linker l1ibres mezclados con el CDNA+linkers mediante cromato-
grafia en Sepharosa 4B. Alicuotas de las fracciones eluidas
de la columna fueron analizadas mediante electroforesis en
gel de 1% agarosa-TAE y autorradiografia. Los resultaros indi-
caron que hasta cierto punto, este método de cromatografia
sirve para seleccionar un tamafio de cDNA mas adecuado para

encontrar el gen a buscar.
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Fig 86.

Control del tamafio del cDNA, 12 y 22 cadenas.

Las 12 y 22 cadenas de cDNA (pag 121-122) se analiza-
ron mediante geles desnaturalizantes alcalinas para DNA de
agarosa 1.5% (pag 142-143) y autorradiografia.

12 cadena de cDNA: pozos 1,2 y 5, pozo 3: Marcador de
660 bases. Pozo 4: Marcador del cDNA.de.la. -globina de pollo.
22 cadena de cDNA: pozos 1 y 3, pozo 2: marcador de 660 bases.
La manchas de mayor movilidad electroforética corresppnden al
32p- -CTP no incorporado al cDNA.
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Fig 87.

Adicidon de linkers EcoRI al cDNA (pag 123).

N21: Marcador.de tamafio A\-HindIII. N22: cDNA con Tlos
extremos reparados y sin linkers. N°3: cDNA después de la
adicion de los linkers y previa digestidon con EcoRI.

E1 DNA se analizd engeles de 1% agarosa-TAE (pag 142)

y autorradiografia,
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Separacion de los linkers libres del cDNA conteniendo
linkers, producto de la digestion con EcoRI del cDNA+linkers
(fig 87, pozo N23), mediante cromatografia en Sepharosa 4B
(pag 124).

A.- Radioactividad del material eluido de la columna
de Sepharosa 4B. Se recogieron fracciones de 2 gotas en tubos
ependorf y la radioactividad de cada fraccidon se determind
con un contador de centelleo. Las fracciones eluidas entre
la 7 y 1a 15, corresponden a cDNA conteniendo linkers. A
partir de la fraccion N°16, se eluyd el colorante (azul de
bromofenol), la radioactividad no incorporada al cDNA y los
linkers libres.

B.- Alicuotas del material eluido de "A" fueron anali-
zadas mediante electroforesis en gel de 1% agarosa-TAE (pag
142) y autorradiografia. Los numeros de la foto "B", correspon-
den al namero de fraccidon eluida, y las rallas laterales

indican la posicion de los marcadores de tamafio A-HindIII.
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3.3.3.4.- Ligacidn al vector, transfecciones y miniprepara-

ciones de ADN:

Los resultados de las ligaciones del insert a M13mp9 con
los extremos defosforilados se muestra an fig 89. Uno de los
pasos criticos para obtener un buen nimero de transformantes
resultd ser la presencia de Mg**t durante el crecimiento de las
bacterias (E.Coli TG1) destinadas a ser células competentes.

E1 nimero de transformantesobtenidos transfectando célu-
las «competentes de E.Coli TGl (pag 125-126) con el resultado
de la ligacidon de 35 ng de cDNA+linkers a 20 ng de vector
M13mp9 con los extremos defosforilados, fue una media de 185
placas blancas (correspondientes a clones de M]3mp9 contenien-
do "insert") y 28 placas azules {(correspondientes a clones de
M13mp9 sin insert).

431 minipreparaciones de ADN fueron realizadas a partir
de 1ds clones blancos (pag 127) antes de 24 horas de iniciada
la siembra. Esta rapidez es debida a que el vector M13mp9 con-
teniendo "insert" es inestable si estda dentro de la bacteria,
mutando en "insert" y con frecuencia perdiéndolo. Una vez
aislado el ADN (M13mp9+insert) es perfectamente estable duran-
te afos si se guarda congelado (-20°C) en Tris 10mM pH 8.0,
EDTA 0.1 mM.

La cantidad de ADN obtenida de una sola placa por este
procedimiento (pag 127), es de unos 5 ug. Este ADN puede ser
utilizado directamente para transfectar células competentes,
existiendo de esta forma la posiblidad de obtener tanta can-
tidad de ADN como se quiera (0.5 ng de ADN dan lugar a unas
100 placas blancas). E1 ADN obtenido en todas estas minipre-
paraciones ds d.» cadena simple. Alicuotas de las miniprepara-
ciones de ADN fueron distribuidas ordenadamente sobre filtros
de nyl6n, permitiendo la posibilidad de hacer "screenings"
con los clones aislados {(fig 91 y 92).

En total fueron secuenciados 114 clones (la mayoria de
ellos al azar) de las 431 minipreparaciones de ADN, obtenien-
do 3 secuencias correspondientes a pequefios fragmentos del
extremo C-terminal codificante y region 3' no codificante del
gen de la protamina galina conteniendo la sefial de poliadeni-
lacion (pag 230-234).
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Ligacion y . Fragmento a insertar {ng.de vector [colonias|{Clon N
transfeccidn ng M13mp9
Ne Procedencia (tedricos defosforilado A B
Zona del cDNA con
un tamafio de 400-
1 1000 bp separado 7 20 12 2 1
mediante electro-
foresis (pag 124)
2 La misma que el
N2l 12 20 19 12 13-17
3 cDNA+linkers de
las fracciones 10-
13 obtenidas por 21 20 a} 12 23-24
cromatografia (pag
124) ‘
4 cDNA+1inkers de
las fracciones 7-
9 obtenidas por 21 20 2 2 -
cromatografia (pag
124)
5 - - 20 5 4 -
6 La misma que el | 3g 20 11 |210 |35-205
7 | 1 ul del DNA de Ta
minipreparacidn - 0 |114 [206-
del clon N°59 215
100x diluido
8 La misma que el | 35 20 45 | 160 |217-
N=4 325

Fig 89.

Tabla resumen de los resultados de las ligaciones y las

transfecciones realizadas. "A" indica placas azules y "B"

indica placas blancas. Las células competentes utilizadas en

las ligaciones 1-5, se prepararon en ausencia de Mgtt
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3.3.4.- Secuencias obtenidas:

i3
TTBAACCATTTATAAGT TARARAGBCATCAGCTCCCTACEE

rase
CCCBGCCTGCCGECTCCELCARATARACGLLETRBCACCEEE

r3s

TTTITTITTTITITITTTITTTT TT TTGETBEAAATGEECTECT TTAACCTAAGAGAABCAGTCCTCCACTAARBTCAGAC
CCAGCATGAAGCCCCATTBARGAGTAACTTCTTACCTACATCAGTTTCTAGCATGTTGAATGATCTGBATGCACTTCATC
AARTCATGECTETTGTTGATCTCCTTTCCBACAGCABTCCCACAR

r 37
AAABCCCTCAMAATC TECARACACT TCAGGCATACAAGAARCT TCATGCABATGBCETTATGCAGATGAGTTETCCTCTGE

TGTTTGGTTCCCAGTAAGTTAATTACTAGAGTTAATCCTACATTCTATTARAACTACAGE

r 38
ATCTGAATETTTCTGAGTGTGCATGEGETECCECTGATCATTEGTTCTGAGTETGCTECAGET TCATACACAACAGCCATGC

TCTGGTGTGTEETGTGGATGEGLARACE

r40
BACBBGCTGCCGETCBCEGGT TATAAGCGGACCTCTCTCTCTCCECCCCCCBAGCEAABTCTCCCTCOGCCCCCE
CCCBCGCTCCCCACCCCTTCCTCCBGECLGLGGAGANGGGCATEEAGT TCELEGEAGCCTATAARABCCCCTEACA
BCCCBLCCGRBRLCAAGECET TGCGATAGCGAGGABLLGBECCGECGCA

-

rat
ACCTCACTGTCGTATGTATGTTAAGACTGEBCATTATTCCTTTACARACCACCTETEARACAACTGEBACTTACTAT
ATTTTGCCATAAARACCCATACATTAGCTARAATATETAAARRCCTTTGTTBTTAATACATGCARATTAARATAGT

ACTETTGACTACTGAAAARRARRAA -

v 42
QAGTGTCCGTCTCTTCCAGAAAGTGATCCAAGTCCAAATAGGTTTGTBTGACAAAGDCCTTCTATATACGAGAGTGTAGC

GAACTTAGGGTBAACCCATGTTATTATCTCTTTCTTCTBGTTBGAGCTEGTGTCAAGACACTTT

v43
CATGEGAGACAACBAGARATBBL TGTATCECACCACTLTGCAGATETEAAGARCTGGAGGECATTGGAATTETCCC

CTTCCTGCTGACGAATCGCACATCATBCTGAGTGACTGCAGCCAGET

rak
TTTTTATCAATTGAAATETGAGTGTTEAGT TETGGARTATGTATCTATGTGAAAGTCCCTACCTACTTARAATE
ATCAGGAABATCTGCCACAGAATTGCT TGTAGGRARTCABTCTAAGT TGCTGCTAGCARGC TTEGGEATEBAGET

AR

r 43 .
TTTTITTTITT I I T T T T T I T I T TG T TCCAAGAGTTTTTATTTCTATBAARCACTBTTATATTACGUTATGETATTGARTTC

TGGGTTTTCTTCAATTCAGACTCTTCTATTCTGTCTTGTTTTCATTTTCAGTTCACARACTTTTATGGTGLCATCATGTTCA
TCTTCTCYCCTCTTTC

e 7
TTTTTTTTTéTGTGTTTTAATTTCTATTTTGTGTGTGTTTTTTCATTTGTCTTTTT

GETTGTTTTYTTITYTTT
TTTTTCAGGTGGTTTTTCGTQGTTTTTTGCGGGGTQGTTTTTGGTAGTTTTTTCTGTGGSGCGCTCTGTGCAC;T

BTTTITTTYITTTITTIGTGGGETTTTT

47
TITTT IV T T TT T T T TGCCTCAGAGCCBCCGTCCCLGTGGAGC T TTACTGC TGCCAGAC
AARCCCBCET!
?AGCCGGACBGGGTCBAACCCACAGGGACCCCGAGGCGCCCTCACAGAACGAGCAACCCAGCCGCCCEGCCATA

49
ATTAAGGAAAAGCAAAAAGGTGGT TAGAATGACCAACCAGAGAGTAGTTCTAEBTETTC
TTGTTCCAGCCATTATTTTGGACCARGACTGAAAGTGTGGTCATA COAGTTCAGTCCTBEANCACCT

¢ S50
GGAGGTGAACCCGAAGAAAGTGGGGACAGCTGTGGGCAGCAGQBAGATCAGCATCTGATGGCACTBTGGGAAGGGACCAC
GTCBTCCCCGGCCCGGTCTGCTGCTTGATTTGAGTTCTCAGCTGCGGTGTAGGGAGCACCAGCAATAAAGGGGACTGTGG
CBATCGTBTAARRAARBAAAANAAARARARAARBAAA

r 51
QTGTCATBGACQGGTCCTTTTCTCACACCTGCACTQAATGGGTGTTCCTCTGGTCACACATGCAAACAGAABGGAAGCGC

TBTBCCACACGECCCTAACACTGGTACTGCTARTCTTCTTACTGTRTCCATAGACTA A T T
C
GTTGGC TEARCABC TACATCTAR CATAGACTAGAGAGCTCTGETCATGBTGACCS
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r S2
TITTCATTTTCAGAAGCT TTTACTARATACCARGARAGAGAGET TGGACTCATARAAC TEBBTBCABAAGGCATGEGCTETT
CTTAARABBLCAGTGACTACAATGTTTTCBTGGTCATTTTGCAGBAGC TETELCCCACTTTTIGTACCATTTAGE

r 53
ATGTGTAABTACCCTGGGTCTTGGAAACACQGAAACATBTGCTGGAGAAGCTTAGTTCCAGTTAECTGAGCAGCTTCCTT
TTCTCATTGCTGAAGTCAARCE

r 54 . . . . A .
ARRBCAGACLARABAACTCCCABELABBECEABEECEACAGTACCCECTBARAT TCAGBACLEELECAT TGEEGECAATA
ACTTERATTTGAAGTGETAACGATTCTRTAATTGTCTGLARALARATECAGTBATTATTACATGATCAGC TETCGAGGAA
GCCAACACTGCTGCTGCTTCCACCCGETERGAATARCCTTTATTTARA

rS7 - . . P . . .
ATCAGCAGT TCACAAATAGAACCTCTEGTTBAGAATACCACABAAATCATTTTTAABACCACAARACAGEECACCTACAT
CAGGCAGTTGTCTTTGTATTTTTAGTTTCTCA

ro8 L . . .
TTCACAGCAGGAGCECGCGGABCCACGGCTCGCACCABGACCCCBCTCCTCTGBCCAAGGGAGAAGTEAT
TTGAGTGTGAAACCTCGCTTCCTACCGGAGAL TEGEGAGCAGAAGA

r39
TTTTTTTTTTTTTTTTTTCCCGGTTGCCACGGCGGTTTATTGGCGGBGGCAGGTGGGGGECCGGGGGTGC
BBLEGEECTCAGTABCBELGGLGECEGECEECTEAGTAGCEGECEECEELEGCEECE6GA

ré&o

:22377CCGCCACGATGCCCGCCGCCGCACCGCCAATAAAACCCGC&GG&CGC%ACCGCCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

T ost

ATAAAATGTCAGATTACCTGCTTTAQQATAGTCBTGTTTTGAATTCCTACACTGGCCTATTATATACTAATGTCCTTTAA
TGCACACTCTGTGGACATTTAARGCTTTGAT

r &2
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAECTTTGGAACACAETTQGTTGTTTAATGGABTTTGAAAAAGATAGCAACACAGCA

CCAGAATGARAGECGATGARACABCTCTAGATGBLAGATETGAARBARCAGL

rb3
CTBGCATTAGCTBCCCACTCAAGTTETACAAABCAGACCAAAGCCTTCCTTTACTCAATTGGTGCCATAACTACAGATAT

CTCTGCATCAGTGLTCTCTGBCGGCCGGTTGGECTTCCATCCTTABACAGCTTGACTATCAGACCACTEGCAGTGGEAGCA

CAGCCTCTACTTCAGTCCTAGAAARACTTCCTGACCBACTGAATCEGATCGCAGAGAT TAACCT TGAAGEGBAAAAAAARAA

i bbb
TTTTITTTITTTATTTTTITTTGT T TTTATTTTAACCGTTTCAGCTTBTTATTATGTTCAGTCCCTTTAAAGGCAAATAGA

GBTTTAARAGATCT TETCACCAGGAAGGGGTEGEEETGEGACAGGEGAGAACGRCABACCTTTTATTARACCTT TRAAAAGA

TYTCTAACTCACATTGCAAGTBARAACAACAAGAGCCATARRACE

ré6s
TITTTTTTTITT T Y TTITTTTTTTCTCAGGRAGCCCTTTATTAARGTUARAGTATEAAAGGAGARACTACTGCTATTCATCAC

GCTTCTCTTCTTBAGTGETTCATATTGAGCCAGTTTGBTTTTCAGTTTTTTATTCTCTTCCAACACAGCTTCATATTTTT

CCTTCAGCTCTGCTACTTCCAAGCBARBTGCCTCCATTTCTGGACTC TCAGGAGLC TGAAGCTCCCAGGTGATRCTTCG

r &6
ATGAATTCTCABCAATCBAATGGAAGTGACTECEBAGTTTTTATGTGLARATATECABACTATGTCTCCAGAGACAAACE

CATTACCATCCTCTTGCBCAACTAARGGCATBTTATTCTCAGTGAA

r &8
AGAAGACAGCTGTGATAGAACATGCTTCGGCATCTGCAACTTAGTTCQGCAGTCATTTATTGATBATGATCCTGACAGAG
ARAAARA

r &9 .
TTTTTGAARRACAGAAATCAGTTTTAATTCTTACATTCCAARAGAGGATATATGARAGTTAGTCATCTAGCAACTCTATAC
CTCTTAAGAGAGATEAACACABAATCACAGATAGARARA

r 70
TCTBABGCTGCCTAGCACTGCAAGAGATACCTCCAATGATGTTATATCAGATATATAGTCGTTTTATTAGTCAAGGTTAGC

TCAG

r 71
TTTGATATABAAATTTTATTGCAATACCTGTATTCTARACGTACAGATGCAATGACCCATTACAGACT TTAAGACCTECC
CACATAGAGAACTGAGAAGCTCATTCTGTATTACAGCCAAAGTTEBTAGGACT T-AATAGGTGACAGGAAGCTTCTCCAG
TCTCTCTCCAAGAARAACAGBATTCCACATATTTTGGTCCARGATETATGTTTAAGTTGGAGLETE
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r 72
TCQGAAAAGTAATTGCAGCTGAACCGGCCAQGQQATTGCAATAGGGTGTCCQACTAAATAGAAGGCCTGTAGGTGTAGAC

AAATGEAACCCACACCAATCTCCCAGECE

74
TTTAACTGCACARATTARAGTGACACTTTGGTGC TATTTARCCAACCACTTTTAAGAGGAACAATACCAC

CTGCGTTTYTCTTTTTACCARATARACTTTTAATTATGGCTGTATAAAARAA

r7%
AAAAAACCCAGTAACTACTGTATCTGTAAAAGATTTACACTGGCTTTCTCTGGTAGTTTCTGTTCABGGA
AAGTCTTAAGTTAGCAAGACACTGAGCACAGTATGTGTTGTTTTGGTQCTCACTTAACQGCACAGAACAA

AGETGGGAGTAATTAATC . ,

i

r9S8
TTTTAAATATTTTCTTGTQQGTAGAGGCTTAGGAGGAGGACGAQGACGGTAGGCTTBGATTTATTGCTACTGCCATTTCT
AGGATGETTAGTAGGAATAGGATGAGTGCCE

ra08
TTTTTTTTTTTTTTTTTTCCCGGTTGCCACGGCGGTTTATTGGCGGGGGCAGGTGBGGGGCCGGGGETGC
GGCEBEGECTCAGTAGCGECEECEELEECEGCTCABTABCEECGECEECEECEGCGEEA

. ralo
TTTTTTTTTTTTTTTTTTCCCBGTTGCCACGGCGGTTTATTGECGGGGGCAGGTGGEGGBCCGGBGGTGC
GGCGGGCCTCAGTQGCGGCGGCGGCGGCGGCTCAG?AGCGGCGGCGGCGGCGGCGSG& '

-~ rat7
TGCGGTGGBABCAGTACCAGEGTGETGTGEEGATEGEGCTGETBTECCTEAAAMNCCCTTGCTTTAAGATGAGAAGLTGTGAG
CCGGCCTCABTETGEGACAATGGAGECTCCAGACAATEBTCCTEGAACTGLCTCAAGACTTTGLTTGAGEETETGAGCABAG
CTGTCATAAAACAGAAACCAGAAGACATTGCTCCCTTTTTAGCTTCCTATTTCCAABAGTTCATTGACTTCCAAAAAGAG
ARTCCAAATTTGAT
TTTAACAGAAGTGGTTGAAQATTTGATTTCAAGCAGGAGTCCCAGAGAAGGA

ras

CCTCGCACGLAGCGTTCCTTTAAGGCGGECGUAGCCCCCCCARTCCTGCEGAGTTATGTCGETATCCCCCGTEAAGAGHC
AGAAGATGEGAGTCGGCGCTEGAGCAGC TGAAGBCACCACACLACBGTGETEECCGACACCEEGATTTCAACGCAATCGATE
QGTACAAACCCCTGGATBECQCCQCGAACCCQTCTCTGATCCTGGCCGCCGCTCAGATGCCTGCATACLAGAAACTTBTG
GATGATGCGBTTG

. ra19
CAGCARACGBAGGAGAAATCTCAGACTAAGAGBCCABCEGAGTCABACAGCTEGTBTETTAAGTAGTGATEATGAAGA
TGAARARCAAGAGATAATGATETBTATGTAACAGATAAARGTGTCTCGAGAGCTEGGACCACTBEAGGATEARACTEC
AATCGCCAAGCCTTCTGGTACTGTTAGCTBTCCAATTTGTATGEATGGTTACTLGGA

v 220
TGACGTGAAGTTGTTTTUCTGTTTGAACAAQQGAGGACTGGTCAGTCTCTTTAQGCACTTCTTGQGCATQTCCTQCAQGG
CCACTATTTTCCG

ragt
TTTTTTATTCACATCACCATATTGTTTTGCCARAGTCCTAGGTC TTCLTAAAABAGCLCAGRAAGCAAGACCCAAAGCTAC
ACCCAGARACTGCACTARGGECACTGTGGTCAGGAGCACCAGLLAAGCTACACTELTCATATCTECTGTGTCTALTTTTIGE
CCAACGAGBTTTCCCTA

. 2a2
GGGCCGEGEETTTTGCCTGTT T TEAGAARACACAGTTGAAGEEEEGAARAAATARATTTATTTTTTEARAAARAGTGAARTAAC
CCTATACCTTCCAACCTGAAGTCAGAAGCGARRAARGGCAGCTAARATATTACBAGAATTTALAGARATAACTTCCAGAAA
TGGACCTGATANAATCATACCTCCCCATRTGATAGC TARAGLCAARAGGLCTTGALGTTTTBTCTGTTATCAAGCTGGATT
TTTGG

r 223

TGCCT ICCGEAABCGETETBCCGCGLELGGETETECLTECCETTCRTCTEE66AGGLCTGTACGECEGACABCCLBLLCEE,
TCTCGCCCTCGCCCCGTTCGATCGGCCGAGCGTGGGGBCGGCGCCAGGGCCTCCCCGTCTGCGCCCCGCCCGG CCCGCe
GCCCCAGGTGGTCTCGEEGGGAGCCAGTCGAGRTTTTATTTTAGCTGTGAATTT

regs
TTACATTACATCTAGBCAAABATEETAACTGTBAATCTAAT TTAATTAGCTTARATACTTTCCACTARRAATATGTGTTTC
TECTATCTGTAARTTICTGRATELCTGTCGTEGCCTBAATCTBTAACACAGC TACAGAGAGAGAGTAGGGATTGCCATTCAC
ABGC

ra2é
GATTTCTGTGRCTGCCTTCARAGLAGCAGGETTETACACAGTTTTTGTCAAGCCAGTAGAAGTGGATAAARACCTTTTCAGT
TGCAGGAGTACTGECTTTGAGACAARACCAGTCTATCCT

yaa7
GGAGAATCAACCAGGABEC TEGCCAGAARGLLCCACTECEGLTTTTCTTCACC TGAAGGRACGECGGTGGGAACGGACTGGLCE
TACCACCARGCCARPARGCTBACGCEACBTGGCCTTCCCCAAABAGCGBLC TTHCAGAARGBTC TEGEGGARCCAGACAGAG
CTTGABAAAGLCCAAGGAGABE TGGACGCAAGET

raso
TTT T T T T YT T T Y T T T T TAAGGTAGAARRGATTCACTTTAAAACCAGGCAGAAGTGGCACEGAACCAGCCTCTGC TAGGEAG
CACGCCATACCCATOETGCLGGLTCTGEECCAGCCECCTCTBTEGEATOTERGAGTGGEBATGBAGACAAACACTGGCAT
GECTBTCATEGCTGCAGGARCAGAGGELACAGABABCLCCABGCLCCGEGACAGBAGCAGELAGAGGLACAGCTCTGCTGC
TGAGGBGCTCCAGC
TCCTA

r 252
* TTTTTTTTTTTAATBGGATGCTGGCAACCCAATTTATTTGTTTTAGTTAGTCGATGCCCCTTACTGTTCCTCTCTCAAAT

« AGGAGGBCCCCCAGACCARGBAGACCTATTEGBCCTGEGCTCTGTTCAAGTCCTGTCCTAGET
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rase
CABAGGCARACAGEAGA TAGCARRAGAGGARRABGLGARAGAACTTTTCL TGAARBCAGTEGAABARBAGCARAATEEGE
CCCTTTATGARGCCATCARGTTTTATCGCCTAGLCATGELCAGCTTBTCCCTRACATTEASTTTARGATCGCCTATACACEGE
TCCCCAGATGGTGATGGAGT TEGAARAGLEGTGCAT TEAGGACAATGAARGAGBATEGCAARATGECTEGATCTCCTGTCAGA
TTTCCAGCCAACAG
TTAACTTTTCAGGRATCTTCTGTCAARCTTTGTCAGCCTGAGCTT

r23&6
ARAGAAGAGATGCTTTCTGTGGTETTTGCTARATCCCATCCTCTTGBATTTCATCTTCLTETAAGCCCAGCATAGGLARAA
TAAATCAAGTCTTNTCTCCAGCTTCTCTTTBTGAGAATGAGCAGTGCTGECAGATGRRCTSTCAT

rast
CCBLCGLCEETATEGGAGCEECCGLEGCLBLCGLCECTACTGABCCEECEECECCEGLCELCTACTGABCLELGCCECALCT

CCCACBTBLCCCCGCCAATARARCCECCGTEECAACCEGEARRARAARAAR

ragl T L . .
TTTTTTTTTTGTGBATGCARGAACTTTAT TEEAATGARCATEBTGLAGAGBARCT TTTTCTTGGAAGCAAGTCATCTTCAG
TTACCACCCCTGAGBCGCACACCAGETECAGGETGBACTECTTCTEGEATETTGTAGTCAGACAGGGTGCGTCCATETTEC

ABGCTGYTGCCAGCAAAGA :

r283 :
GTGCAATCCCAAGGATTGAABAAGAAAAGTCASAAGAAGAAGGAGCTGGAATTTCTCCACTSTCCQTGCCAQGCAGCCTB
TATCACTCTAGCACAGGGCAAT TCATTGCTATAACTCCAGETGETACAATCCAGATTTCTAGTCCACETTCTGATEGTGC
CCABGBAL TEBCAGACGTTAACAATBACARAT TCAGBAACTCCTCAGCCGEBTEGCTACCATTETGCAATACACAGUACAGT
CATCTBATGETACA
CAGCAGTTTTTTGTTCCTGGAAGCCA

rags s
TCTGAARTEGTGACTCCAAGGATTTTL TG TAGGAGATETEAAGATCGTGABC TEAARGTEAAATGCTGGTG
GGARACTCCTGBAGBATTTTGCCATTITTTCTTTTTCCCT TTGARGEAARTTATEBT TTAGAAGARAGTTBATA
ACCATTARGCGEACGCTTTTTAGAARATAAAGTAACTAARAAAARA

ra8s ) )
ATAGCTGTTTCCTETGTGARATTETTATCCGLCTCACAAT TCCACACAACATACGAGLCEGAABCATARABTEBTARABCLET
GGBGTBCCTAATGABCEAGCTAACTCACATTAATTGLGTTGCBCTCACTECCCBLTTTCCAGTCEBEBAAACCTEGTCETEC

CAGCT . -

r29s . .
AGATGGAAACAAGGTEGAGGETTTCTAGCAGAGAAGATBGECAGGTAT TAGAGCAATCCACCACTGEGAAGTGACAAGTTCT
CCATCTTCAGGBTGACTCTARTGAAGCCCHRAGTCCAGGTEATATT TGTGBCGCTCTTETAGAGCATATTITTICTTGET

ra298 .
GTCTGTGATTATACGTETTCAGTAGARAACC TAAACCABARABGACABCTCATCTGATGAACCATTCCAGC
CCTCTTCYTTCACGECTTCCTAARACTTCATGTGTGCTAGAACTGCGCTTY TGAGGEGACAGREGACCATT
TCAGTTTAATGCTAATTGTGGTGCCTTTEGTACATCABTTETTTETCACCAAGLABAGTCATTTTGCAGT
TATTTTTTAAGCTAGAARGARAAGTCCTTCCCAGACAAT TAGAGAT

ra299
TAGTATTTGGACTTLBTTTACCAGACTGAGLBTGBGLGTE

r315
GBACTBCAGAACTTTGC TCCTEAACCCAGBARAGARGBAATEGATCBAAGAGGEECAGGLTEABCAGCABLTGTCLATCTE
TATGATCACGCCTEEAATTTACAAGTCCTCCTGAGATRCCACATCAGTEGGACTTCTCAGCAGCGATGCTEGGAAGAGEA
AAACCTRCCACTECTECAGAAGAABCACTTGTRCAGTGEEETGCAAAGLTCABCCCGTEGETCAGTCTGEETGAGLTGET
CARAGGCTABTCAC
TTGTTTAATGAATAGA

r316
AGAGTTGCAGCAABCGBTCCACGTGETTTBCCCCAGCAGGCGAAAATCCTETTTGATGGTGGTTCCGARATLGECAAAAT
CCCTTATARATCARARGBAATAGLCCCEABATAGEGTTGAGTGTTGTTCCAGT TTGBAACAABAGTCCACTATTARAGRACG
TGEACTCCARCGTCARAGEECBANARACCEGTCTATCAGBGCGATGBLCACTACGTGAACCATCACCARATCAGTTTTTTG

GGETCG

. 320

';égg;gzgggcCAAAAGCCTCCGTGAAAGCAGCCCCAGCTGACAGCTCCAGCAETGACAGCAGTGACTCTGACQCAGACG
3 BTCTECAARCCACARAGCAGRAAGCARACCECC TCCEEACGAGEACEECACE

AAGGGBEECAGGARARATTGATST BABCATECARRRRAGAG

r322
TTCCTGGAGGTGGCTGACTGGGCAGACAAAGCAGCTAGTCACATCTGGAAGATCTATCACAGTGGTGTCCTGGAGTTCTG

RC c G CEC G & i
CATCATTACAACTGAT ARACTGAATETAATTGBATGATETT TG TA ARAGCCAGEBAACCGGBAAGAAL AGARHTCTGEG
TGGCTTATCCTCACGATGGAARARATTTT

r323
TATTTTCCCTTTCAGTCAAACAGATQCTTTATCATGTQGCTATACAGATTAGACAGCTAAGGAACAGACAAATGAQGCQA
ACTGCCCAGAGATTTCAACAAACAGCARAGCTQQGAATCTGGATGTCCTGCCTCCCACTATCCTCTCCATGTCACGCGCT
TCACTTTTGGGAACTCCTGAGTGCATTTTQCTCATCCTCCTGGCGCATTTCACTAATTGQTG

324
AGCQABCTTBCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTAC
CGCTCACAATTC
ACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAQAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACAnggsggg
CGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACG
GCGCGGGGAGAGGAGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGTTTCCTC
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De 1os 114 clones secuenciados, 3 correspondieron a pequefios
fragmentos del extremo C-terminal codificantey region 3' no
codificante del gen de la protamina galina conteniendo 1la
sefial de poliadenilacidn (fig 93), 21 eran ilegibles, 18
corresponden a PolyA* mRNA todavia no identificados y el res-
to a "inserts" del cDNA cuya secuencia todavia no se ha iden-
tificado.

La secuencia obtenida correSpondiente al extremo 3' del

cDNA del gen de la protamina galina (clon N259) es la
siguiente:

143 133 123 113 193
GAZCCGCLCCECCELCIGCCGLIGCTALY GAGCC‘ CGCCGCCGCCGC
oeriirgrrohrghnr ghra

S .Ln].c;‘x :}‘ug rg r»‘ Yg )r NG

&3 83 73 63 53 43
TECTGAGTCEZGECCS CFCLCCCCAthCCCCCCGCCAJLAAA}CCGCCGhGGLAA CGGG
Ty End

33 23 13 3
AAAAAA‘.Aka AALBAARAARAAAARPAIAALAARRARARND
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3.3.5.- Busqueda de otros clones del gen de la protamina galina:

3.3.5.1.-Resultado de la hibridacion de los 431 clones
con una sonda preparada a partir del clon N°59:

E1 ADN de cadenasencilla del clon N259 fué utilizado
para preparar una sonda que fuese complementaria a Tos clo-
nes que contuvieran secuencias del gen de la protamina galina
correspondientes a la cadena "sin sentido". El1 resultado
fué la obtencidn de 2 clones (fig 91), cuya secuencia resul-
to ser efectivamente complementaria a la secuencia del clon
Ne59. Estos dos clones seguian teniendo un tamafio reducido
Y no aportaron informacidon nueva. No obstante fueron utili-
zados para preparar una sonda que fuese complementaria a los
clones que contuvieran secuencias del gen de la protamina
galina correspondientes a la cadena "con sentido" (entre Tos
que deberia hallarse el clon N259).

3.3.5.2.- Resultado de 1a hibridacidon de los 431 clones
con una sonda preparada a partir del clon N224:

E1 ADN de cadena sencilla del clon N224 fué utilizado
para pfeparar una sonda que fuese complementaria a los clo-
nes que contuviesen secuencias del gen de la protamina ga]ié
na correspondientes a la cadena "sin sentido”. E1 resultado
de ha hibridacidén, fue la obtencidon de varios clones clara-
mente positivos (fig 92). Los clones 206-215 son un replateo
del clon N2 59. Los clones N2 426-431 son un replateo del
clon N2 282. Efectivamente el clon N2 59 y los clones 206-
215 mostraron hibridacidon. E1 resto de clones resultaron
ser ilegibles, excepto tres: dos de ellos (N238 y N2 47) mos-
traron pequefias secuencias ricas en "C" y "G", y el otro
(N2 261), aunque dificil de leer mostrd corresponder al ex-
tremo 3' del gen de la protamina galina siendo algo méas
largo que el clon N2 59 (fig 93 y 94).
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Fig 90.

Preparacidon de las sondas para las hibridaciones.
Sondas preparadas segun pag 129-130 fueron purificadas
del isdtopo libre no incorporado mediante cromatografia en
Sepharosa G75. La ordenada de la grafica indica la altura
de la columna, y las abcisas la radioactividad medida con
un contador Geiger. La radioactividad no incorporada a la
sonda migra junto con el azul de bromofenol, y la sonda migra
y resulta eluida junto con el azul dextrano. Las diferencias
entre la radioactividad libre y la radioactividad de la sonda
indican que la incorporacidn de 32p._ -CTP a la sonda ha sido

buena.
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Clones 1- 100

¥4g 91,

Resultado de la hibridacion de los clones 1-100 de 1la
mini-libreria de cDNA con una sonda complementaria a la ca-
dena "con sentido" del cDNA del clon N259 . La sonda se pre-
pard segin esta descrito en pag 128-129 (sonda tipo "1").

Se detectaron dos clones positivos (N2 24 y N° 60).
Tras ser secuenciados, ambos clones mostraron secuencias
complementarias a la del clon N2 59. Las secuencias de Tlos
clones N2 24 y N2 60 son.de.pequefio tamafio (ver pag 93 ).
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