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ESTUDIO DE LA TRANSICION NUCLEOHISTONA-NUCLEOPROTAMINA 

IN VIVO E IN VITRO. CLONAJE. SECUENCIACION Y EXPRESION 

DEL GEN DE LA PROTAMINA SALINA. 
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Fig 82. 

Unión de la protamina salmina al ADN. 

La metodología está descrita en fig 81. El componente 

minoritario qué acompaña 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-

tritón-urea del material unido al ADN a la relación arginina/ 

nucleótido indicada. Fig "B": sean de la zona de la protamina 

salmina del gel "A". 
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3.3.- CLONAJE. SECUENCIA Y EXRPESION DEL GEN DE LA PROTAMINE  

GALINA: 

3.3.1.- Estrategia seguida: 

1°) Obtención de una población celular enriquecida en 

células que expresen en abundancia el gen que queremos se-

cuenciar (pag. 114). 

2°) Preparación de cDNA por el método de Okayama and 

Berg (1982) (pag. 121-122) 

32) Adición de "linkers" EcoRI al cONA, clonación en 

M13mp9 y construcción de una mi ni-1 ibreria de cDNA. 

4-) Secuenciación de los clones de la mi ni-1 ibreria 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, estadísticamente uno tenia que corresponder al de 

la protamina galina. El trabajo de haber secuenciado el resto 

de clones que no son protamina galina, no sería en balde, 

por corresponder éstos a ARN mensajeros que potencial mente 

se expresarían durante la espermiogénesi s. Estas secuencias 

serían pués interesantes en el contexto de este modelo de 

diferenciación, y su catacterización se tendría que abordar 

inicialmente comparando las secuencias proteicas que pudie-

ran codificar con bancos de datos de proteínas y péptidos 

de secuencia conocida. 

5°) Una vez encontrada una pequeña secuencia que codi-

ficaba para el extremo C-terminal de la protamina galina, 

se reparó en que no sería posible secuenciar el gen completo 

utilizando el método enzimático de Sanger. Esto sería debido 

a que el gen completo se replegaría sobre sí mismo debido 

a su riqueza en "CG". Se completaría pués la secuencia del 

gen de la protamina gal i na medi ante el método de Maxam and 

Gilbert. 

6-) Estudio de la expresión del gen de la protamina ga-

lina a lo largo de la espermatogénesis. 
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3.3.2.- Aislamiento del ARN y selección del poly A'*" mRNA: 

3.3.2.1.- Preparación de suspensiones celulares enrique-

cidas en espermátidas alargadas y redondas: 

La centrifugación a pocas "xg" de una suspensión de célu-

las testiculares de gallo, dió lugar a un sobrenadante enri-

quecido en espermátidas alargadas y redondas (pag 114)(fig 

83). La población de espermátidas alargadas y redondas, en 

donde pdtencialmente se expresarla el gen de la protamine ga-

lina, suponía en esta población enriquecida el 85% de las 

células (fig 83). 

3.3.2.2.- Aislamiento del ARN: 

La población enriquecida en espermátidas alargadas y re-

dondas se utilizó para la preparación de ARN. Se utilizó para 

ello el método del tiocianato de guanidina (Chirgwin, 1979), 

excelente para evitar los fenómenos de degradación por parte 

de las RNAasas. 

El espectro ultravioleta del pellet obtenido por este 

procedimeinto, mostró corresponder al típico para un ácido 

nucleico, indicando que no existia contaminación proteica 

(fib 84-Ä). 

El análisis del ácido nucleico aislado, mediante electro-

foresis en gel de Formaldehido-agarosa 2%, mostró los ARN 

ribosómicos 28s y 18s intactos y un "smeart" de ARN (fig 84). 

Sobrecargando los geles podía observarse una pequeña cantidad 

de ADN contaminante que no interfirió en las etapas de selec-

ción del polyA"*" mRNA. 

3.3..2.3.- Selección del polyA"^mRNA: 

El poly A"̂  mRNA fué seleccionado por cromatografía en 

oligo dT-celulosa (pag 116-117) (fig 85). 

La determinación del tamaño de la primera cadena de 

cDNA indicó que el ARN mensajero aislado por este procedi-

miento se hallaba íntegro y poseía un tamaño adecuado para 

procedere a su clonación (fig 86). 
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Fig 83. 

Composición de la fracción de células enriquecida en 
espermátidas alargadas y redondas utilizada para la prepa-
ración del polyA+ mRNA. 

La suspensión de células obtenida por este procedimien-
to (pag 114) está constituida en.un 85% (aproximadamente) de 
espermátidas alargadas y redondas. El tiempo total desde la 
obtención del tejido hasta la suspensión de células es de 
60, mi n.. Fotograf i a obtenida con un microscopio de contraste 
de fase Zeiss ST-143. 
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Fig 84. 

Obtención del ARN. 
A.- Espectro de la disolución de ARN obtenida (pag 

114-116). 
B.- Electroforesis en gel de Formaldehido-agarosa 2% 

del ARN aislado. 1: 5.4ug y 2: lO.Sug. 

- 222 -



260 nm. 
1.4 -

1.2 -

1.0 -

0 . 8 -

0 .6 -

0.4 -

0.2 -

tRNA, rRNA y 

po1y-A" mRNA 

poly-A"^ mRNA 

Muestra lampón 
de 

elución 

Volumen eluido 
(mi. ) 

Fig 85. 

Selección del poly-A"*" mRNA mediante cromatografía en 

oligo-dT celulosa (pag 116-117). 

En la.ordenada se representa la A250 de una dilución 

1/10 del material eluido por la columna. 

El poly-A+ mRNA eluido poseia un tamaño adecuado y esta-

ba Integro, según se desprende de la medición del tamaño del 

cDNA (ver fig 86) y de su utilización en- los "Northern blots" 

(pag 249-252). 
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3.3.3.- Síntesis del cDNA, adición de "linkers" y clonaje 

en M13: 

3.3.3.1.- Síntesis del cDNA: 

Alícuotas 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 autorradiografi a, 

indicando que la síntesis de las 1- y 2- cadenas de cDNA había 

sido correcta y de un tamaño adecuado (Fig 86). 

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

El resultado de la ligación de "linkers" EcoRI al cDNA 

se analizó 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 restricción para Ecorl 

metilados, posee un tamaño adecuado, y que este tamaño expe-

rimenta el pequeño incremento esperado de tamaño tras la adi-

ción de los "linkers". 

3.3.3.3.- Separación de los linkers libres del CDNA-i-

linkers, resultado de la digetión del cDNA 

con un exceso de linkers (punto anterior). 

Selección del tamaño de cDNA que interesa: 

Para la separación del cDNA+linkers de los linkers libres, 

se han utilizado dos métodos independientes: Electroforesis 

en gel de 1% agarosa de baja temperatura de fusión seguida 

de extracción fenólica de la zona del gel que interesa, y 

mediante cromatografía en Sepharosa 4B (pag 124). Ambos méto-

dos dieron buenos resultados. 

En fig 88 se muestra el perfil de la separación de los 

linker libres mezclados con el CDNA+linkers mediante cromato-

grafía en Sepharosa 48. Alícuotas de las fracciones eluidas 

de la columna fueron analizadas mediante electroforesis en 

gel de 1% agarosa-TAE y autorradiografi a. Los resultaros indi-

caron que hasta cierto punto, este método de cromatografía 

sirve para seleccionar un tamaño de cDNA más adecuado para 

encontrar el gen a buscar. 
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Fig 86. 

Control del tamaño del cDNA, 1® y cadenas. 

Las y cadenas de cDNA (pag 121-122) se analiza-

ron mediante geles desnaturalizantes alcalinos para DNA de 

agarosa 1.5% (pag 142-143) y autorradiografi a. 

cadena de cDNA: pozos 1., 2 y 5, pozo 3: Marcador de 

660 bases. Pozo 4: Marcador del cDNAxde la. -globina de pollo, 

2^ cadena de cDNA: pozos 1 y 3, pozo 2: marcador de 660 bases, 

La manchas de mayor movilidad electroforética corresponden al 

32p- -CTP no incorporado al cDNA. 
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Fig 87. 

Adición de linkers EcoRI al cDNA (pag 123). 

N^l: Marcador,de tamaño A-HindIII. N^Z: cDNA con los 

extremos reparados y sin linkers. N-3: cDNA después de la 

adición de los linkers y previa digestión con EcoRI. 

El DNA se anal iz5 en gel es de 1% agarosa-TAE (pag 142) 

y autorradiograf 1 a, 
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Número de fración eluida 

Fig 88. 

N 00 O) O »-CMCO^in 

Separación de los linkers libres del cDNA conteniendo 

linkers, producto de la digestión con EcoRI del cDNA+linkers 

(fig 87,. pozo N-3), mediante cromatograf i a en Sepharosa 4B 

(pag 124). 

A.- Radioactividad del material eluido de la colum4na 

de Sepharosa 4B. Se recogieron fracciones de 2 gotas en tubos 

ependorf y la radioactividad de cada fracción se determinó 

con un contador de centelleo. Las fracciones eluidas entre 

la 7 y la 15, corresponden a cDNA conteniendo linkers, a 

partir de la fracción N^lô, se eluyó el colorante (azul de 

bromofenol), la radioactividad no incorporada al cDNA y los 

linkers libres. 

B.- Alícuotas del material eluido de "A" fueron anali-

zadas mediante electroforesis en gel de 1% agarosa-TAE (pag 

142) y autorradiografi a. Los números de la foto "B", correspon-

den al número de fracción eluida, y las rallas laterales 

indican la posición de los marcadores de tamaño A-HindIII. 
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3.3.3.4.- Ligación al vector, transfecciones y mi ni prepara-

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 críticos para obtener un buen nQmero de transformantes 

resultó ser la presencia de Mg"̂ "̂  durante el çreçimiento de las 

bacterias (E.Coli TGl) destinadas a ser células competentes. 

El número de transformantesobtenidos transfectando célu-

las 'Competentes de E.Coli TGl (pag 125-126) con el resultado 

de la ligación de 35 ng de cDNA+1inkers a 20 ng de vector 

M13mp9 con los extremos defosfori1 ados, fue ynf media de 185 

placas blancas (correspondientes a clonas de Mr3mp9 contenien-

do "insert") y 28 placas azules {correspondientes a clones de 

M13mp9 sin insert). 

431 mi nipreparaciones de AON fueron realizadas a partir 

de la's 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 está dentro de la bacteria, 

mutando en "insert" y con frecuencia perdiéndolo. Una vez 

aislado el ADN {Ml3mp9+insert) es perfectamente estable duran-

te años si se guarda congelado {-20-C) en Tris 1 OmM 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 AON 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). El ADN obtenido en todas estas minipre-

paraciones és d' cadena simple. Alícuotas de las miniprepara-

ciones de ADN fueron distribuidas ordenadamente sobre filtros 

de nylón, permitiendo la posibilidad de hacer "screenings" 

con los clones aislados (fig 91 y 92). 

En total fueron secuenciados 114 clones (la mayoría de 

ellos al azar) de las 431 mi nipreparaciones de ADN, obtenien-

do 3 secuencias correspondientes a pequeños fragmentos del 

extremo C-terminal codificante y región 3' no codificante del 

gen de la protamina galina conteniendo la señal de poliadeni-

lación (pag 230-234) . 

-228 -



Li gaci 5n y 

transfecci ón 
NO 

Fragmento a insertar ng .de vector 

M13mp9 

defosfori 1 ado 

colonias Clon N^ Li gaci 5n y 

transfecci ón 
NO 

ng 
Procedencia j^te^icos 

ng .de vector 

M13mp9 

defosfori 1 ado A B 

Clon N^ 

1 

Zona del cDNA con 
un tamaño dé 400-
1000 bp separado 
mediante electro-
foresis (pag 124) 

7 20 12 2 1 

2 La mi sma que el 
N^l 12 20 19 12 13-17 

3 cDNA+linkers de . 
las fracciones 10-
13 obtenidas por 
cromatografi a (pag 
124) 

21 20 0 12 23-24 

4 cDNA+linkers de 
las fracciones 7-
9 obtenidas por 
cromatografía (pag 
124) 

21 20 2 2 -

5 - - 20 5 4 _ 

6 La misma que el 35 20 11 210 35-205 

7 1 ul del DNA de la 
mi ni preparaci ón 
del clon N^59 
lOOx diluido 

- 0 114 206-
215 

8 La misma que el 
N54 35 20 45 160 217-

325 

Fig 89. 

Tabla resumen de los resultados de las ligaciones y las 

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

índica placas blancas. Las células competentes utilizadas en 

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

r l 3 

T T B A A C C A T T T A T A f t 6 T T « A A A A 6 S C A T C A S C T C C C T A C S G 

rS't 
C C C G Q C C T B C C G C C T C C G C C A A A T A A A C G C C S T 6 S C A C C G G 6 

r 3 S 

T T T 1 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T Q G T G S A A A T G G C T Q C T T T A A C C T A A G A G A A G C A G T C C T C C A C T A A A S T C A G A C 
C C A G C A T G A A G C C C C A T T G A A G A G T A A C T T C T T A C C T A C A T C A G T T T C T A G C A T G T T G A A T G A T C T G B A T G C A C T T C A T C 
A A A T C A T G G C T G T T G T T G A T C T C C T T T C C G A C A G C A G T C C C A C A E 

r 3 7 
A A A G C C C T C A A A A T C T G C A A A C A C T T C A G G C A T A C A A G A A A C T T C A T G C A G A T S C G T T A T G C A G A T G A G T T G T C C T C T G C 
T G T T T G G T T C C C A G T A A G T T A A T T A C T A G A G T T A A T C C T A C A T T C T A T T A A A C T A C A G G 

r 3 3 
A T C T G A A T G T T T C T G A G T G T G C A T G G S T G C C G C T G A T C A T T G T T C T G A G T G T Q C T G C A G G T T C A T A C A C A A C A G C C A T G C 
T C T G G L S T G T G G T G T G G A T G G G C A A A C G 

r 4 0 
G A C G G G C T G C C G G T C G C G G G T T A T A A G C G G A C C T C T C T C T C T C C e C C C C C C Q A G C G A A Q T C T C C C T C C G C C C C C G 
C C C G C G C T C C C C A C C C C T T C C T C C G G C C G C G G A G A A G G G C A T G G A S T T C G C S e e A G C C T A T A A A A G C C C C T G A C A 
BCCCGCCGAGGCCAAGGCGTTGCGATAGCGAGGABCCGGGCCGGCGCA 

A C C T C A C T G T C G T A T G T A T G T T A A G A C T G G C A T T A T T C C T T T A C A A A C C A C C T G T G A A A C A A C T G G A C T T A C T A r 
A T T T T G C C A T A A A A A C C C A T A C A T T A G C T A A A A T A T G T A A A A C C T T T G T T G T T A A T A C A T G C A A A T T A A A A T A 6 T 

A C T G T T G A C T A C T G A A A A A A A A A A 

r 
A A G T G T C C G T C T C T T C C A G A A A G T G A T C C A A G T C C A A A T A G G T T T G T G T G A C A A A G C C C T T C T A T A T A C G A G A G T G T A G C 
S A A C T T A G G G T G A A C C C A T G T T A T T A T C T C T T T C T T C T G G T T G G A G C T G G T G T C A A G A C A C T T T 

r 4 3 
C A T G G A G A C A A C G A G A A A T G B C T G T A T C G C A C C A C T C T G C A G A T G T G A A G A A C T G G A G G C A T T G G A A T T Q T C C C 
C T T C C T G C T G A C G A A T C G C A C A T C A T G C T G A G T G A C T G C A G C C A G C T 

T T T T T A T C A A T T G A A A T G T G A G T G T T G A G T T G T G G A A T A T G T A T C T A T G T G A A A G T C C C T A C C T A C T T A A A A r G 
A T C A G e f i A G A T C T G C C A C A G A A T T G C T T G T A G G A A A T C A G T C T A A Q T T G C T G C T A G C A A G C T T G G G G A T S G A e e T 
AA 

r í tS 
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T C T G T T C C A A G A G T T T T T A T T T C T A T B A A C A C T G T T A T A T T A C G C T A T S G T A T T G A T T C 
T G G G T T T T C T T C A A T T C A G A C T C T T C T A T T C T G T C T T G T T T T C A T T T T C A G T T C A C A A C T T T T A T G G T G C A T C A T G T T C A 
T C T T C T C T C C T C T T T C 

T T T T T T T T T T T G T G T T T T A A T T T C T A T T T T G T G T G T G T T T T T T C A T T T G T C T T T T T G G T T G T T T T T T T T T T T T T 
T T T T T C A S G T G G T T T T T C G T A G T T T T T T G C S G G G T A G T T T T T G S T A G T T T T T T C T G T G G G G C G C T C T G T S C A C T T 
B T T T T T T T T T T T T T T T G T G B G G T T T T T 

rtiV 
T T T T T T T T T T T T T T T G C C T C A G A G C C G C C G T C C C C G T G S A G C T T T A C T G C T G C C A G A C A A C C C B C G T G G C C A T A 
GAGCCGGACGGGETCGAACCCACAGGGACCCCGAGGCGCCCTCACAGAACGAGCAACCCAGCCGCCCG 

r í»9 

A T T A A B B A A A A B C A A A A A G G T G G T T A G A A T G A C C A A C C A G A 6 A G T A G T T C T 6 Q T G T T C 6 G A G T T C A G T C C T R G a A r o r r T 
T T G T T C C A B C C A T T A T T T T G G A C C A A G A C T G A A A G T G T G G T C A T A 

r 5 0 
G G A B G T B A A C C C G A A G A A A G T G G G G A C A G C T G T S G G C A G C A G A B A G A T C A B C A T C T G A T G G C A C T G T G G G A A G G G A C C A C 
G T C G T C C C C G G C C C G G T C T G C T G C T T G A T T T G A G T T C T C A G C T G C G G T G T A G G G A S C A C C A G C A A T A A A G G B G A C T G T G G 
C G A T C G T G T A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A « i ^ u « ! - 1 o i uu. 

r S I 

A T G T C A T G G A C A G S T C C T T T T C T C A C A C C T G C A C T A A A T G G G T G T T C C T C T G G T C A C A C A T G C A A A C A G A A G G G A A B C G C 
T G T G C C A C A C G G C C C T A A C A C T G G T A C T G C T A A T C T T C T T A C T G T C T C C A T A G A C T A G A G A G C T C T G G T C A T G G T G A C C G 
A A G T T G G C T G A A C A G C T A C A T C T A A G 
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r S2 
T T T T C A T T T T C A G A A G C T T T T A C T A A A T A C C A A G A A A G A e A e Q T T G e A C T C A T A A A A C T G G T B C A e A A ß e C A T G G C T S T T 
CTTAAAG6CCAGTGACTACAATGTTTTCGTGGTCATTTTGCAGGAGCTGT6CCCCACTTTTGTACCATTTA6C 

r 33 
ATGTGTAAGTACCCTGGGTCTTGGAAACACAGAAACATGTGCTGGAGAAGCTTAGTTCCAGTTASCTGAGCAGCTTCCTT 
TTCTCATTGCTGAAGTCAACC 

r 5í» 
AAAGCAGACCAAAGAACTCCCASBCf lGGGCGAGGGCGACAGTACCCGCTBAAATTCAGGACCeBCCCATTGGGGGCAATA 
ACTTGAATTTGAASTGGTAACGATTCTBTAATTGTCTSCAAACAAATQCAGTBATTATTACATBATCAGCTGTCGAGQAA 
GCCAACACTGCTGCTGCTTCCACCCGGTBQGAATAACCTTtÁTTTAAA 

r57 
ATCAGCAGTTCACAAATAGAACCTCTGGTTGABAÄTACCACÄBAAÄTCATTTTTAASACCACÄAAACABGGCACCTACAT 
CAGGCAGTTGTCTTTGTATTTTTAGTTTCTCA 

rSS 
TTCACAGCAGGAGCGCGCGGAGCCACGGCTCGCACCAGBACCCCGCTCCTCTGGCCAAGGGAGAABTGAT 
TT6A6TGTGAAACCTCGCTTCCTACCGGAGACT6GGAGCAGAAGÂ 

rS9 
TTTTTTTTTTTTTTTTTTCCCGGTTGCCACGGCGGTTTATTGGCGGGGBCAGGTGGGGGGCCBGBGSTSC 
GBCGGGGCTCAGTABCBGCGGCGGCGGCGGCTCAGTAGCGGCGÉCGGCGGCGGCGGBÁ 

r60 
AGAGTTCCGCCACGATSCCCGCCGCCGCACCGCCAATAAÁACCCGCCGGCCGCTACCGCCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
AAA 

r 61 
A T A A A A T G T C A G A T T A C C T G C T T T A A A A T A G T C G T G T T T T G Á A T T C C T A C A C T G G C C T A T T A T A T A C T A A T G T C C T T T A A 
T G C A C A C T C T 6 T G 6 A C A T T T A A G C T T T 6 A T 

r é>a 
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T A G C T T T G G A A C A C A G T T A A T T G T T T A A T G G A G T T T G A A A A A G A T A G C A A C A C A G C A 

CCAGAATSAAAGGCGATGAACAGCTCTAGATSGCÁGATGTGAAAGAACAGC 

r63 
CTGGCATTAGCTGCCCACTCAAGTTGTACAAAGCAGACCAAAGCCTTCCTTTACTCAATTGGTGCCATAACTACAGATAT 
CTCTGCATCAGTGCTCTCTGGCGGCCGGTTGGGCTTCCATCCTTAGACAGCTTGACTATCAGACCACTGCAGTGGGAGCA 
CAGCCTCTACTTCAGTCCTAGAAAACTTCCTGACCGACTGAATCGATCGCAGAGATTAACCTTGAAGGGAAAAAAAAAA 

i-
T T T T T T T T T T T T A T T T T T T T T G T T T T T A T T T T A A C C G T T T C A G C T T G T T A T T A T G T T C A G T C C C T T T A A A G G C A A A T A G A 
GTTTAAAAGATCTTGTCACCASGAAGGGGTGGGBGTGGGACAGGGAGAACGGCABACCTTTTATTAAACCTTTAAAAAGA 
TTTCTAACTCACATTGCAAGTBAAAACAACAABAGCCATAAAACG 

r63 
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T C T C A B G A A G C C C T T T A T T A A G T C A A A G T A T G A A A G G A B A A A C T A C T G C T A T T C A T C A C 
G C T T C T C T T C T T G A G T G G T T C A T A T T G A G C C A G T T T G B T T T T C A B T T T T T T A T T C T C T T C C A A C A C A G C T T C A T A T T T T T 
CCTTCAGCTCTGCTACTTCCAAGCGAAGTGCCTCCATTTCTGBACTCTCAGGAGCTGAABCTCCCAGGTGATGCTTCB 

r 66 
ATBAATTCTCAGCAATCGAATGGAAGTGACTGCGGAGTTTTTATGTBCAAATATGCAGACTATGTCTCCAGAGACAAACC 
CATTACCATCCTCTTBCBCAACTAABGCATGTTATTCTCAGTGAA 

r 68 
AGAAGACABCTGTGATAGAACATGCTTCGGCATCTGCAACTTABTTCAGCAGTCATTTATTGATBATGATCCTGACAGAB 
AAAAAA 

r 69 • 
T T T T T G A A A A A C A G A A A T C A G T T T T A A T T C T T A C A T T C C A A A G A G G A T A T A T G A A A B T T A B T C A T C T A B C A A C T C T A T A C 
CTCTTAABABABATGAACACAGAATCACABATAGAAAAA 

r 70 
T C T G A B C T S C C T A G C A C T B C A A G A S A T A C C T C C A A T G A T B T T A T A T C A G A T A T A T A G T C G T T T T A T T A G T C A A G G T T A B C 
TCAG 

r 71 
T T T G A T A T A G A A A T T T T A T T G C A A T A C C T G T A T T C T A A A C G T A C A G A T G C A A T G A C C C A T T A C A B A C T T T A A B A C C T B C C 
CACATABAGAACTGAGAAGCTCATTCTGTATTACAGCCAAAGTTGGTAGGACTT-AATAGGTGACAGGAABCTTCTCCAB 
TCTCTCTCCAAGAAAAACAGGATTCCACATATTTTGGTCCAAGATGTATGTTTAAGTTBGAGCTG 
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T C A 6 A A A A S T A A T T ß C A ß C T G A A C C e S C C A A G A A A T T S C A A T A Q S e T G T C C A A C T A A A T A G A A E S C C T G T A ß 6 T G T A E A C 

AAATGGAACCCACACCAATCTCCCAGGCC 

r7ii 
TTTAACTGCACAAATTAAAGTGACACTTTSGTGCTATTTAACCAACCACTTTTAAGAGGAACAATACCAC 
C T G C G T T T T T C T T T T T A C C A A A T A A A C T T T T A A T T A T G G C T G T A T A A A A A A A 

r75 
AAAAAACCCAGTAACTACTGTATCTGTAAAAGATTTACACTGGCTTTCTCTGGTAGTTTCTGTTCAGGGA 
AAGTCTTAAGTTAGCAAGACACTGAGÇACAGTATGTGTTGTTTTGGTACTCACTTAACAGCACAGAACAA 
AGGTGGGAGTAATTAATC 

1 - 9 5 

TTTTAAATATTTTCTTGTAAGTAGAGGCTTAGGAGGAGGACGAAGACGGTAGGCTTGGATTTATTGCTACTGCCATTTCT 
AGGATGGTTAGTAGGAATAGGATGAGTGCCG 

r 2 0 8 
TTTTTTTTTTTTTTTTTTCCCGGTTGCCACGGCGGTTTATTGGCGGGGGCAGGTGGGGGGCCQGGGGTGC 
GGCGGGGCTCAGTAGCGGCGGCGGCGGCGGCTCAGTAGCGGCGGCQGCGGCGGCGGGA 

. r a i o 

TTTTTTTTTTTTTTTTTTCCCGGTTGCCACGGCGGTTTATTGGCGGGGGCAGGTGGGGGGCCGGGGGTGC 
GGCSGGGCTCAGTAGCGGCSGCGGCSGCGGCTCAGTAGCGßCGGCGGCGGCGGCGGGA 

- r 2 1 7 
TGCGGTGGGAGCAGTACCAGGGTGGTGTGGGGATGGCTGGTSTGCCTGAAAACCCTTGCTTTAAGATGAGAAGCTGTGAG 
CCGGCCTCAGTGTGCGACAATGGAGCCTCCAGACAATGTCCTGAACTGCCTCAAGACTTTGCTTGAGGÖTGTGAGCAGAG 
C T G T C A T A A A A C A G A A A C C A 6 A A G A C A T T G C T C C C T T T T T A G C T T C C T A T T T C C A A G A 6 T T C A T T G Á C T T C C A A A A A G A G 
A A T C C A A A T T T G A T 

TTTAACAGAAGTGGTTGAAAATTTGATTTCAAGCAGGAGTCCCAGAGAAGGA 

r a i s 
CCTCGCACGCAßCGTTCCTTTAAGGCGGCCGCAGCCCCCCCAGTCCTGCGGAGTTATGTCGGTATCCCCCGTGAAGAGGC 
AGAAGATGGAGTCGGCGCTßeAGCAGCTGAAGCACCACACCACGGTGGTGGCCGACACCGGGATTTCAACGCAATCGATG 
AGTACAAACCCCTGGATGCCACCACGAACCCATCTCTGATCCTGGCCGCCGCTCAGATGCCTGCATACtAGAAACTTGTG 
GATGATGCGSTTG 

1 - 2 1 9 

CA6CAACG6A6GAGAAATCTCAGACTAAGAG6CCAGC6AGTCAGACAGCTGT6TGTTAAGTAGTGATGAT6AA6A 
TGAAACAAGAGATAATGATGTGTATGTAACAGATAAAGTGTCTCGAGAGCTGGGACCACTGGAGGATGAAACTGC 
AATCGCCAAGCCTTCTGGTACTGTTAGCTGTCCAATTTGTATGGATGGTTACTCGGA 

.-220 
TGACGTGAAGTTGTTTTGCTGTTTGAACAAAAGAGGACTGGTCAGTCTCTTTAAGCACTTCTTGAGCATATCCTACAAGG 
CCACTATTTTCCG 

r2ei 
TTTTTTATTCACATCACCATATTGTTTTGCCAAAGTCCTAGGTCTTCCTAAAAGAGCCAGGAAGCAAGACCCAAAGCTAC 
ACCCAGAACTGCACTAAGßGCACTGTGGTCAGGAGCACCAGCCAAGCTACACTGCTCATATCTGCTGTBTCTACTTTTGC 
CCAACGAGTTTCCCTA 

. a a a 

GGGCCGGGGTTTTGCCTGTTTTGAGAAAACACAGTTGAAGGGGGGAAAAAATAAATTTATTTTTTGAAAAAGTGAATAAC 
CCTATACCTTCCAACCTGAAGTCAGAAGCGAAAAAGGCAGCTAAAATATTACGAGAATTTACAGAAATf t ^CTTCCAGAAA 
TGGACCTGATAAAATCATACCTCCCCATGTGATAGCTAAAGCCAAAGGCCTTGACGTTTTBTCTGTTATCAAGCTGGATT 
TTTGG 

r 3 2 3 

TGCCTrCCGGAAGCGGTGTGCCGCGCGCGGGTGTGCCTGCCGTTCGTCTQGGGAGGCCTGTACGGCGACAQCXCGCCCGG, 
TCTCGCCCTCGCCCCGTTCGATCGGCCGAGCGTGGGGGCGGCGCCAGGGCCTCCCCGTCTGCGCCC^CCCGGCCCCGCC 
SCCCCAGGTGQTCTCGGCGGGAGCCAGTCGAGGTTTTATTTTAGCTGTGAATTT — ' — ^ 

r a a s 

T T A C A T T A C A T C T A G G C A A A G A T G G T A A C T G T G A A T C T A A T T T A A T T A G C T T A A T A C T T T C C A C T A A A A A T A T G T G T T T C 
TGCTATCTGTAATTCTGAATGCCTGTCGTGGCCTGAATCTGTAACACAGCTACAGAGAGAGAGTAGGGATTGCCATTCAC 
AGGC 

raa6 
GATTTCTGTGCTGCCTTCAAAGCAGCAGGGTTGTACACAGTTTTTGTCAAGCCAGTAGAAGTGGATAAAACCTTTTCAGT 
TGCAGGAGTACTGGCTTTGAGACAAACCAGTCTATCCT 

r a a ? 

GGAGAATCAACCAGGAGGCTGCCAGAAAGCCCACTGCGCTTTTCTTCACCTGAAGGAACGCGGTGGGAACGGACTGGCCG 
TACCACCAAGCCAAAAAGCTGACGCGACGTGGCCT'rCCCCAAAGAGCGGCCTTGCAGAAAGTCTGGGGAACCAGACAGAG 
CTTGAGAAAGCCCAAGGAGAGGTGGACGCAAGGT 

r a s o 

TTTTTTTTTTTTTTTTTAAGGTAGAAAGATTCACTTTAAAACCAGGCAGAAGTGGCACGGAACCAGCCTCTGCTAGGGAG 
CACGCCATACCCATGGTGCCGGCTCTGGGCCAGCCGCCTCTGTGGGATGTGGGAGTGGGGATGGAGACAAACACTGGCAT 
63CTBTCATGGCTGCAG6AGCAGAGGGCACAGA6AGCCCCAGCCCCGGGACAGGAGCAGGCAGAGGCACAGCTCT6CTGC 
TGAGGGGCTCCAGC 
TCCTA 

r 252 
T T T T T T T T T T T A A T G G G A T G C T G G C A A C C C A A T T T A T T T G T T T T A G T T A G T C G A T G C C C C T T A C T G T T C C T C T C T C A A A T 

• AGGAGGCCCCCAGACCAAGGAGACCTATTGGCCTGGGCTCTGTTCAAGTCCTGTCCTAGCT 
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rSSt* 
CAGAGGCAAACAGGAGATAGCAAAAGAGGAAAAGQCGAAASAACTTTTCCTSAAASCASTSGAAGAAGAGCAAAATGGGG 
CCCTTTATGAAGCCATCAAGTTTTATCGCCTAGCCATGCAGCTTGTCCCTGACATTGAGTTTAAGATCGCCTATACACGQ 
TCCCCAGATGGTSATGGAGTTGGAAAGCGGTGCATTGAGGACAATGAAGAGGATGGCAAAATGGCTGATCTCCTeTCAGA 
TTTCCAGCCAACAG 

TTAACTTTTCAGGAATCTTCTGTCAACTTT6TCAGCCT6AGCTT 

r2S6 
AAAGAAGAGATGCTTTCTGTGGTGTTTGCTAAATCCCATCCTCTTGGATTTCATCTTCCTETAAGCCCAGCATABGCAAA 
TAAATCAASTCTTnTCTCCAGCTTCTCTTTSTGAGAAT6A6CAGTGCTGGCAGATGP=CTf îTCAT 

r261 
CCGCCGCCGGTATGGGAGCCGCCGCCGCCQCCGCCGCTACTGAGCCGCCQCCGCCGCCGCTACTGAGCCGCGCCGCACCC 
CCCACSTGCCCCCGCCAATAAAACCeCCGTGGCAACCGGGAAAAAftAAAA 

r281 
TTTTTTTTTTGTGGATGCAAGAACTTtATTGGAATGAACATGTGCAeASGAACTTTTTCTTGGAAGCAAGTCATCTTCAG 
TTACCACCCCTGAGGCGCACACCAGGTGCAGGGTGGACTCCtTCTGGATGTTGTAGTCAGACABGGTGCGTCCATCTTCC 
AGCTGTTGCCAGCAAAGA 

r283 
BTGCAATCCCAAGGATTGAAGAAGAAAAGTCAGAAGAAGAAGGAGCTGGAATTTCTCCACTGTCCATSCCAAGCAGCCTG 
TATCACTCTAGCACAGGGCAATTCATTGCTATAACTCCAGGTGQTACAATCCAGATTTCTAGTCCACCTTCTSATGGTGC 
CCASGBACTGCAGACGTTAACAATGACAAATTCAGGAACTCCTCAGCCGGGTGCTACCATTGTGCAATACACAGCACAGT 
CATCTßATGGTACA 
CAGCAGTTTTTTGTTCCTGGAAGCCA 

raai» 
TCTGAAATGGTGACTCCAAGGATTTTCTGTAGGAGATGTGAAGATCGTGAGCTGAAGTGAAATGCTGGTG 
GGAAACTCCTGAGGATTTTECCATTTTTTCTTTTTCCCTTTGAAGGAATTATGTTTAGAABAAGTTSATA 

ACCATTAAGCGACGCTTTTTAGAAATAAAGTAACTAAAAAAAAA 

r28S 

ATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCC6CTCACAATTCCACACAACATACSAGCCSGAAGCATAAABTGTAAA6CCT 
GGGGTBCCTAATGAQCGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCeGCTTTCCAGTCGEGAAACCTGTCGTGC 
CAGCT 

r295 
AGATGGAAACAAGGTGAGGGTTTCTAGCAGAGAAGATGGGCAGGTATTAGAGCAATCCACCACTGGAAGTGACAAGTTCT 

CCATCTTCAGGTGACTCTAATGAAGCCCGAAGTCCAGGTGATATTTGTGGCGCTCTTGTAGAGCATATTTTCTTGT 

rS98 
BTCTGTGATTATACGTGTTCAGTAGAAACCTAAACCAGAAAGGACAGCTCATCTGATGAACCATTCCAGC 
CCTCTTCTTTCACGGCTTCCTAAAACTTCATGTGTGCTAGAACTGCGCTTTGAGGGGACAGAGGACCATT 
TCAGTTTAATGCTAATTGTGGTGCCTTTSGTACATCAGTTGTTTGTCACCAAGCAGAGTCATTTTGCAGT 
TATTTTTTAAGCTAGAAGAAAAGTCCTTCCCAGACAATTAGAGAT 

r299 

TAGTATTTGGACTTCGTTTACCAQACTGAGCGTGGCGTG 

,-315 
GGACTGCAGAACTTTGCTCCTGAACCCAGGAAAGAAGGAATGGATCGAAGAGGGCAGSCTGAGCAGCAGCTGTCCATCTG 
TATGATCACGCCTGGAATTTACAA6TCCTCCTQAGATGCCACATCAGTGGGACTTCTCA6CA6CGATGCTGGGAA6A66A 
AAACCTGCCACTGCTGCAGAABAAGCACTTGTGCAGTGGGQTGCAAAGCTCAGCCCGTGGGTCAQTCTGSGTSAGCTGCT 
CAAAGGCTAGTCAC 
TTGTTTAATGAATAGA 

r316 
AGAGTTGCAGCAAGCGGTCCACGTGGTTTGCCCCAGCAGGCGAAAATCCTGTTTGATGGTBGTTCCGAAATCGGCAAAAT 
CCCTTATAAATCAAAAßAATAGCCCBAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACG 
TGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCACTACGTGAACCATCACCAAATCAGTTTTTTG 
GGGTCG 

rseo 
TAGCTCCTCGCCFIAAAGCCTCCGTGAAAGCAGCCCCAGCTGACAGCTCCAGCAGTGACAGCAGTGACTCTGACACAGACG 

r3a2 
TTCCTGGAGGTQGCTGACTGGACAGACAAAGCAGCTAGTCACATCTGGAAGATCTATCACAGTGGTGTCCTGGAGTTCTG 
CATCATTACAACTGATGAAACTGAATGTAATTGGATGATGTTTGTACGCAAAGCCAGQAACCGGGAAGAACAGAATCTGG 

TGGCTTATCCTCACGATGGAAAAATTTT ( C I iäB 

rsaa 
TATTTTCCCTTTCAGTCAAACAAATACTTTATCATGTAGCTATACAGATTAGACAGCTAAGGAACAGACAAATGAAGCAA 
ACTGCCCAGAGATTTCAACAAACAGCAAAGCTAAGAATCTGGATGTCCTGCCTCCCACTATCCTCTCC"^^ 
TCACTTTTGGGAACTCCTGAGTGCATTTTACTCATCCTCCTGGCGCATTTCACTAATTGATG ^"-«TETCFTCGCGCT 

r3a¿» 
AGCAAGCTTGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTACCGCTCACAATTCCACACAA 
ACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGC 
CGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACS 
GCGCGGGGAGAGGAGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGTTTCCTC 
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De 1 OS N4 cl ones secuenciados, 3 correspondíeron a pequeños 

fragmentos del extremo C-terminal codi fi cante y régión 3' no 
codificante del gen de la protamina galina conteniendo la 

señal de pol iadeni1aci5n (fig 93) , 21 eran ilegibles, 18 
corresponden a Poly A"*" ffiRNA todavía no identificados y el res-

to a "inserts" del cDNA cuya secuencia todavía no se ha iden-

tificado. 

La secuencia obtenida correspondiente al extremo 3' del 

cDNA del gen de la protamina galina (clon N-59) ès la 

siguiente: 

143 133 123 113 103 
GAGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCTACTGAGCCGCCGCCGCCC-CCGC 

Scr7ir<.jArg.^rg/\ r ghrr 
S e r A X c / . r g Ar g Ar g A r g A g T y r E n à 

93 83 73 63 53 43 
TACTGAGCCGCGCCGCACCCCCCACGTGCCCCCGCCAA.T/iA/-J>.CCGCCGTGGCAACCGGG 

T y r E n d 

33 23 13 3 
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3.3.5.- Búsqueda de otros clones del gen de la protamina galina 

3.3.5.1 .-Resu.Ttad;0. de la hibridación de los 431 clones 
con una sonda preparada a partir del clon N-59: 

El ADN de cadenasenci11 a del clon N^BS fué utilizado 

para preparar una sonda que fuese complementaria a los clo-

nes que contuvieran secuencias del gen de la protamina galina 

correspondientes a la cadena "sin sentido". El resultado 

fué la obtención de 2 clones (fig 91), cuya secuencia resul-

tó ser efectivamente complementaria a la secuencia del clon 

N®59. Estos dos clones seguian teniendo un tamaño reducido 

y no aportaron información 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 los 

que debería hallarse el clon N-59). 

3.3.5.2.- Resultado de la hibridación de los 431 clones 

con una sonda preparada a partir del clon N-24: 

El ADN de cadena sencilla del clon N-24 fué utilizado 

para preparar una sonda que fuese complementaria a los clo-

nes que contuviesen secuencias del gen de la protamina gali-

na correspondientes a la cadena "sin sentido". El resultado 

de l\a hibridación, fue la obtención de varios clones clara-

mente positivos (fig 92). Los clones 206-215 son un replateo 

del clon N^ 59. Los clones N^ 426-431 son un replateo del 

clon N® 282. Efectivamente el clon N^ 59 y los clones 206-

215 mostraron hibridación. El resto de clones resultaron 

ser ilegibles, excepto tres: dos de ellos (N^SS y N^ 47) mos-

traron pequeñas secuencias ricas en "C" y "6", y el otro 

(N- 261), aunque difícil de leer mostró corresponder al ex-

tremo 3' del gen de la protamina galina siendo algo más 

largo que el clon N- 59 (fig 93 y 94). 
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Fig 90. 

Preparación de las sondas para las hibridaciones. 
Sondas preparadas según pag 129-130 fueron purificadas 

del isótopo libre no incorporado mediante cromatografi a en 
Sepharosa G75. La ordenada de la gráfica 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 elui da junto con el azul dextrano. Las diferencias 
entre la radioactividad libre y la radioactividad de la sonda 
indican que la incorporación de ^^P- -CTP a la sonda ha sido 
buena. 
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Clones 1 • 100 

Fig 91. 

Resultado de la hibridación de los clones 1-100 de la 

mini-libreria de cDNA con una sonda complementaria a la ca-

dena "con sentido" del cDNA del clon N- 59 . La sonda se pre-

paró según está descrito en pag 128-129 (sonda tipo "1"). 

Se detectaron dos clones positivos (N^ 24 y N^ 60). 

Tras ser secuenciados, ambos clones mostraron secuencias 

complementarias a la del clon N- 59. Las secuencias de los 

clones N- 24 y N- 60 son .de.pequeño tamaño (ver pag 93 ). 
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