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SUMMARY

Spermatogenesis requires the reversible packaging of DNA into an inert chromatin
structure such that it can be unfolded rapidly following fertilization. DN A-bound somatic
histones must be replaced during the developmental pathway leading to the quiescent sper-
matozoon. The chromosomal proteins of the sperm exhibit a vast structural variability in
different organisms, ranging from histone variants to protamines. Sperm-specific nuclear
proteins of most species are incorporated into the chromatin during the post-meiotic stages
of morphological differentiation of spermiogenesis. A major problem in assessing the phy-
siological function of sperm protein variation is that there is virtually no knowledge as to
what effect such variation has at the molecular level. The study of nuclear protein transi-
tions during spermiogenesis has been restricted to fishes and mammals and mostly perfor-
med at the protein level. The information available on these transitions in marine inverte-
brates is scanty, despite these organisms exhibit the largest number of sperm-specific pro-
tein types, and egven less concerning the genes that encode them. This review presents
what is known about the transformation of nucleoprotein types during spermatogenesis. It
also outlines chromatin structural changes which accompany nucleoprotein transitions, as
well as the potential functions of the unique nucleoproteins and histone variants associated
with male gametes.
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RESUM

L'espermatogenesi implica la compactacié reversible del DNA en una estructura cro-
matinica inerta que li permeti desnuar-se rapidament durant la fertilitzacié. En general, les
histones somatiques associades al DNA esdevenen substituides durant el procés de desen-
volupament que culmina en I'espermatozoide madur. Les nucleoproteines de I'esperma
mostren una diversitat estructural sorprenent entre les especies animals, ja que abasten des
de variants de les histones fins a les protamines. Les nucleoproteines especifiques dels es-
permatozoides de la majoria d’organismes s’incorporen a la cromatina durant les fases de
diferenciacié morfologica postmeiotica de I'espermiogenesi. Un gran obstacle per establir la
seva funcio fisiologica és la manca de coneixement dels efectes que aquesta variabilitat com-
porta des del punt de vista molecular. En vertebrats, I'estudi de les transicions nucleoprotei-
ques durant I'espermiogenesi s'ha limitat a la caracteritzacio de les proteines en mamifers i
peixos. La informacio relativa a aquestes transicions en invertebrats marins, tot i que
aquests ultims mostren el major repertori de tipus de proteines especifiques de I'esperma,
€s escassa, particularment pel que fa als gens que les codifiquen. Aquesta revisi6 ens pre-
senta tot el que es coneix referent a la transformacio de les diferents classes de nucleoprotei-
nes durant I'espermatogenesi. També es comenten els canvis estructurals de la cromatina
que acompanyen les transicions nucleoproteiques, i les possibles funcions de les diverses

nucleoproteines i variants d’histones associades als gametes.

INTRODUCCIO

La cromatina eucariota és un complex
nucleoproteic macromolecular essencial-
ment compost de DNA i proteines basiques.
Les histones, que son unes proteines relati-
vament conservades al llarg de I'evolucio,
son els components proteics genuins de les
cel-lules no proliferants i intervenen en I'or-
ganitzacio de la fibra de cromatina en les di-
verses jerarquies estructurals (per a revisio
vegeu Wolffe, 1992). En contrast marcat, en
els llinatges de les cel-lules germinatives
masculines, el DNA s’associa amb un ampli
ventall de proteines basiques pel que fa a
composicié quimica i nombre. Aixo dona
lloc a una sorprenent varietat de molecules
proteiques entre els diferents grups zoolo-
gics (Poccia, 1986), que s’estén des d’aque-
lles especies animals que retenen histones
molt semblants als tipus somatics, fins
aquelles en les quals les histones sén total-

ment desplagades per proteines més basi-
ques, com les nucleoprotamines (Bloch,
1976). La informacié quimica disponible
compren una gran varietat d’especies de
vertebrats: peixos (Bretzel, 1972; Dixon i
Smith, 1968), amfibis (Kasinsky et al., 1985),
aus (Nakano et al., 1970) i mamifers (Kistler
et al., 1973). Entre els invertebrats, desta-
quen certes especies de mol-luscs (Subirana
et al., 1973; Olivares et al., 1986) i d’equino-
derms (Palau et al., 1969; Azorin et al., 1983).
Els trets distintius de I'esmentada variabili-
tat son: a) quan la dotacié somatica de les
histones es manté, una majoria d’espeécies
afegeixen almenys un component addicio-
nal especific de I'esperma; b) les variants
d’histones especifiques d’esperma solen ser
meés basiques que les corresponents somati-
ques; ¢) hi ha una correlacio directa entre el
grau de condensacio de la cromatina de I'es-
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perma i el caracter de les proteines associa-
des al DNA.

Es aparent que un increment de la basici-
tat de les proteines espermatogeniques afa-
vorira un empaquetament més eficient del
DNA. En els espermatozoides, aquesta si-
tuacio sembla obvia com a mitja per prote-
gir la dotacié genomica. Tanmateix, podria
també tractar-se d’una adaptacio evolutiva
del’esperma per suportar 'emmagatzemat-
geiel transport del DNA en absencia de me-
canismes de reparacio. Nogensmenys, la
significacio funcional de la diversitat de
proteines basiques en 'esperma i la seva in-
fluencia molecular encara estan mancades
d'una adequada definici6. L’'empaqueta-
ment del DNA podria no ser la comesa ex-
clusiva. L’existencia de variants en la linia
germinativa, com també de classes de pro-
teines especifiques de 1'esperma, insinua
funcions més discriminatives, com ara tran-
sicions estructurals de la cromatina relacio-
nades amb la modulacié de I'activitat genica
i la seva quiescencia final durant I'esper-
miogenesi (Coles et al., 1987).

La causa de la diversitat de les nucleo-
proteines de l'esperma és desconeguda.
Basant-se en la composicio proteica de I'es-
perma d’alguns mol-luscs bivalves, s'ha
proposat una hipotetica evolucié d’algunes
d’aquestes proteines que surt de la histona
H1 (Ausio i Van Holde, 1988). La histona H1
i tots els seus subtipus constitueixen la més
heterogenia d’entre les classes d’histones
(Von Holt, 1986). La variabilitat evolutiva
de les seqtiéncies es concentra en les exten-
sions terminals carboxiliques i en els grups
amino de les molecules, mentre que el nucli
globular central, de caracter hidrofobic, res-
ta substancialment conservat (Cole, 1984).
Aquesta organitzacio asimetrica ha portat a
suggerir que el terminal carboxilic intervé
en la compactaciéo d’ordre superior de la
cromatina (Allan et al., 1986). Els inverte-
brats marins, sobretot els equinoderms i els

mol-luscs, son un bon model per comprovar
aquest suposit, donat que les seves histones
somatiques aparentment coexisteixen tant
amb variants especifiques d’esperma com
amb molecules semblants a protamines di-
ferents de les dels peixos i mamifers (Ausio,
1986; Poccia, 1986; Zweidler, 1984).

Malgrat que les histones cel-lulars preva-
lents son codificades per families multigeni-
ques marcadamentreiterades, I’expressio de
les quals esta estretament acoblada a la fase
de replicacio del DNA, els gens de les va-
riants d"histones tendeixen a estar presents
en una o bé en unes poques copies disperses
no subjectes a la regulacio del cicle cel-lular
(Challoner et al., 1989; Hecht, 1990). S"han
proposat classificacions basades en conside-
racions regulatories (Zweidler, 1984). No-
gensmenys, se sap molt pocdel’organitzacio
dels gens de les variants d"histones especifi-
ques de teixit, i del’origen evolutiu dels gens
deles nucleoprotaminesidels de les molecu-
les semblants a les protamines (Oliva i Di-
xon, 1991). El plantejament d’aquestes qiies-
tions i l'obtenci6 d’una nova evidencia
referent a la transici6 histona-protamina,
aixicom la caracteritzacio de gens que les co-
difiquen, son I'objecte d’aquesta revisio i la
via per esbrinar, des del punt de vista mole-
cular, la seva funci6 diferencial i també la
seva participacio en I’organitzacio estructu-
ral de lacromatina espermatica.

REMODELATGE DE LA CROMATINA
DURANT L'ESPERMATOGENESI

L’espermatogenesi té per objecte I'empa-
quetament del DNA en una estructura cro-
matinica inerta tal que el DNA pugui ser
desembolcat rapidament a I'inici de la ferti-
litzaci6. Les histones només representen
una manera d’empaquetar el DNA a fi d’a-
comodar-lo en el reduit volum del nucli
cel-lular. Hi ha moltes altres maneres de
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Figura 1. Comparacio de les estructures primaries de les histones H2B (grafic superior) i H4 (grafic inferior) d holoturia,

eri¢d de mar i humanes, inclosa la metionina d’iniciacio.

compactar el DNA de forma reversible. La
substancial conservacio de les histones al
llarg de I'evolucié és una mesura de la in-
fluencia preponderant d’aquestes proteines
en molts processos nuclears. Possiblement
el paradigma de la compactacio reversible
del DNA per procediments diversos sigui la
seva condensaci6 en el nucli espermatic du-
rant I’'espermatogenesi. Aquesta ultima for-
neix un bon exemple de la participacio de
les variants de les histones i les seves modi-
ficacions posttraduccionals, i de les protei-
nes no-histones, en la regulacio de I'estruc-
turaila funcié cromosomiques.
L’accessibilitat a poblacions pures d’es-
permatozoides aviat va permetre descobrir

I'existéncia d'una amplia varietat de tipus
de proteines en els nuclis de I'esperma de
moltes espécies animals. Aquestes protei-
nes han estat distribuides en diverses clas-
ses (Bloch, 1976). Una d’elles, les protami-
nes, es troba en dos tipus: un de ric en trams
de poliarginina puntuats per prolina i per
residus de serina i treonina potencialment
fosforilables; I'altre tipus és ric en cisteina.
Ambdues classes de protamines son de
mida reduida i fortament basiques. Els com-
plexos de DNA-protamina solen represen-
tar I'estat final de la cromatina dels nuclis
espermatics tant dels peixos com dels
mamifers. Nogensmenys, durant el desen-
volupament espermatogenic altres protei-
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nes poden substituir les histones de manera
transitoria (Poccia, 1986).

Les proteines de transici6é reemplacen les
histones durant les etapes inicials de la con-
densacio cromatinica en I'espermiogenesi i
més tard son alhora substituides per les pro-
tamines. Les protamines son les nucleopro-
teines basiques exclusives de l'esperma de la
majoria de mamifers. Les proteines de tran-
sicio previsiblement faciliten el recanvi de
les histones per les protamines, malgrat que
se sap poc de la seva funcio especifica. La
seqiiencia aminoacidica d"una de les protei-
nes de transicio en el ratoli suggereix la
presencia de dos dominis estructurals. Un
d’ells, el terminal del grup amino, és ric en
cisteina, prolinairesidus de serinaitreonina
fosforilables, semblantment a les protami-
nes. L'altre correspon a la terminaci6 car-
boxilica, que és rica en arginina (Kleene i
Flynn, 1987; Luerssen et al., 1989). Les protei-
nes de transicio presenten un interes parti-
cularja que son les uniques proteines, junta-
ment amb les protamines, capaces de
dissociar del DNA les histones en un context
fisiologic. S"han proposat diversos mecanis-
mes per explicar aquest reemplacament. En
primer lloc, la interaccio electrostatica de les
proteines de transicio amb el DNA hauria de
ser intermedia entre les histones i les prota-
mines, ateés que la concentracio d’aminoa-
cids basics prop del terminal carboxilic és
superior a la de les histones pero inferior a la
de les protamines. En segon lloc, el putatiu
domini d’uni6 al DNA conté aminoacids
aromatics com fenilalanina i tirosina. Els re-
sidus de tirosina en les proteines de transicio
es troben intercalats entre les bases del DNA
i provoquen una disminucio de I'estabilitat
termica (Singh i Rao, 1987). La intercalacio
de residus aromatics pot introduir curvatu-
resenel DNA, i aquestes inflexions de retruc
poden alterar la trajectoria del DNA entorn
del nucli de les histones i, per tant, desestabi-
litzar potencialment el nucleosoma.

Quant a les variants d’histones especifi-
ques de l'esperma, I'eri¢6 de mar conté una
variant de la histona H2B i una altra de
la H1. Ambdues molécules son considera-
blement més voluminoses, majoritariament
pel que fa al terminal del grup amino, i més
riques en arginina que les corresponents
somatiques. Els aminoacids addicionals in-
crementen la interaccio de les dues histones
amb el tram d’uni6 del DNA (Bavykin et al.,
1990; Hill i Thomas, 1990). També seria possi-
ble que facilitessin I'estabilitzacio i la con-
densacio de la cromatina mitjancant la crea-
ci6 d’unions entre cadenes de DNA de les
fibres. La fosforilaci6 de les cues de la histo-
na H1 regula la interaccié amb el DNA (Hill
et al., 1991). A mesura que la cromatina és
compactada, les cues esdevenen desfosfori-
lades. En els mamifers, durant la profase
meiodtica s’acumulen variants espermatoge-
niques de les histones H1, H2A i H2B. Ates
que totes aquestes transicions estructurals
de la cromatina ocorren després de la repli-
cacio, el desplacament al llarg del duplex de
DNA d’un complex enzimatic de processa-
ment no és un requisit per al remodelatge de
I'estructura cromosomica. En la rata, les va-
riants de les histones del nucli esdevenen
fortament acetilades abans de ser dissocia-
des del DNA per I'acumulacio de les protei-
nes de transicio. Finalment, I'acumulacio de
protamines, la unio de les quals és també re-
gulada pel seu estat de fosforilacio, provoca
el desplacament progressiu de les proteines
de transicio, i el nucli cel-lular esdevé total-
ment condensat.

Per que la cromatina espermatica és con-
densada per mitja d’'un mecanisme tan es-
pecial? Entre les explicacions s’inclou el
requeriment de proteccié i estabilitat del
material genetic en I'estructuracié cromati-
nica. El DNA en el nucli de I'espermatozoi-
de és molt menys accessible a les nucleases
que el de la cellula somatica. Ensems, ¢és
molt més estable i resistent a pertorbacions
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FiGura 2. Mapes de restriccio dels bacteriofags recombinants que contenen els cine gens d’H1 diferents. Els clons recombi-
nants van aillar-se d’una genoteca de DNA d’esperma de Mytilus edulis. Els inserts van ser cartografiats amb les endonucle-
ases Sacl i Pstl. Les fletxes gruixudes indiquen la regio codificant dels gens de la H1.

fisicoquimiques. Un efecte concomitant de
la compactaci6 de la cromatina, a mesura
que les histones somatiques son desplaca-
des des dels cromosomes, és la supressio de
I'activitat genica. Es factible que la compac-
tacio en el nucli espermatic no sols generi
una inaccessibilitat del DNA a les RNA poli-
merases sino que també esborri els episodis
del desenvolupament dels cromosomes.

Particularment, els factors trans-actuants
responsables de dirigir i coordinar els esde-
veniments especifics en el nucli podrien ser
desplacats. L'evidencia en favor d’aquest
suposit és fornida per les analisis dels llocs
de la cromatina hipersensibles a la DNasal,
que perden tots els gens en l'esperma.
Aquests llocs sorgeixen on els factors trans-
actuants ocasionen distorsions en la fibra de
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cromatina. Nogensmenys, aquells gens que
son expressats constitutivament son assen-
yalats durant I'espermatogenesi per mitja
de la hipometilacio de les futures dianes d’-
hipersensibilitat (Groudine i Conkin, 1985).

ESTRUCTURA DELS GENS DE LES
HISTONES

Comjas’hadit, les histones son els consti-
tuents proteics majoritaris delacromatina de
les cel-lules eucariotes. El seu substancial
grau de conservacio va permetre I'aillament
de gens d’histones d’espécies animals molt
llunyanes entre elles, aixi com la identificacio
dins d’un mateix genoma d’un ampli ventall
d’isoformes geniques per a cadascuna de les
cinc classes d’histones (Wells i McBride,
1989). Els estudis inicials referents a I’arran-
jament dels gens de les histones en el genoma
d’ericons marins i altres eucariotes inferiors
(Hentschel i Birnstiel, 1981, Maxson et al.,
19834a) van revelar l'existencia d’una distri-
bucié uniforme de quintets genics repetits en
tandem que codifiquen les cinc classes d’his-
tones. En els ericons, aquesta agrupacio de
tandems repetitius es troba restringida als
gens que s’expressen a 'inici de I’'embrioge-
nesi, mentre que els gens tardans es troben
distribuitsenagrupacionsirregulars o també
ensolitari (Maxsonetal., 1983b).

Dins el filum dels equinoderms, la recer-
ca dels gens de les histones s’ha realitzat
amb genomes pertanyents a classes dife-
rents d’ericons (equinoideus), com Psamme-
chinus miliaris (Busslinger et al., 1980),
Strongylocentrotus purpuratus (Overton i
Weinberg, 1978) o Litechinus pictus (Cohn i
Kedes, 1979), i també de diverses especies
d’estrelles de mar (Howell et al., 1987; Cool
et al., 1988). En el darrer cas, s’han detectat
tandems repetitius de quartets de les histo-
nes del nucli, pero no s’han observat gens en
solitari o agrupacions parcials.

Els gens de les histones H2B i H4 en el
genoma haploide de I’'Holothuria tubulosa

En el mateix embrancament dels equino-
derms i dins la classe dels holoturioideus,
s’han trobat recentment en el genoma del co-
gombre de mar (Holothuria tubulosa) dos
gens de les histones H2B i H4 que no estan
constituint agrupacions repetitives en tan-
dem (Drabent et al., 1995a). El crivellatge
d’una genoteca construida amb DNA d’es-
permad’H. tubulosa emprant sondes de gens
d’histones de procedencia humana permeté
l'aillament d'un bacteriofag recombinant
portador d"un insert de 20 kb amb una copia
del gen de la H4. La subsegtient analisi d”hi-
bridaci6 amb sondes dels gens de les res-
tants histones va esdevenir negativa excepte
perala histona H2B. Per tant, dos gens d’his-
tones van ser trobats en I'insert d"un fag re-
combinant aillat d’una genoteca d’holota-
ria. Un cop subclonats els fragments positius
de DNA genomic, la seva seqiienciacio va
revelar que les regions flanquejants dels dos
gens contenien els elements reguladors con-
siderats especifics dels gens de les histones,
com son els llocs d"uni6 de factors de trans-
cripcid: la caixa CCAAT en la regio promo-
tora de la H4 i el mateix element invertit
(ATTGG) en el promotor de la H2B. Aixi ma-
teix, en la regio flanquejant 3" dels dos gens
s’hi trobaven hexanucleotids-senyal de po-
liadenilaci6. Curiosament, no s’han descrit
encara en els equinoderms missatgers d’his-
tones poliadenilats.

Elsdos gens del’holoturia han estat detec-
tats utilitzantsondes de DNA de procedencia
humana. Aixo és demostratiu de l'elevat
grau de conservacio dels esmentats gens. La
semblanga amb els homolegs humans és del
66% per al gendelaH2Bidel 76% peral dela
H4. Comparant el gen de la H2B de I'erico
Strongylocentrotus purpuratus amb el de 'ho-
lotaria, lasemblanca de seqtiencia és del 79%.
Les variacions en el gen d’aquesta histona es
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K K P A G E K K A A K P K A K K P A A K 160
n
AAA GCA GCC AAG CCA AAG AAG CCA GCA GCC AAG TCA CCA GCA AAA AAG AAG GCA GCC AAA
K A A K P K K P A A K S P A K K K A A K 180
CCA AAA GCC AAG AAG ACA CCA AAG AAG AAG TAA
P K A K K Y P K K K *
ACTGTTCCAG ACTTCAGTCT GCAGAGGCTA TTCAGCCACC AAAAGCCCTT TTAAGGGCTA CCCAATTTAT TCAAAAAGAA
4 P q 3 4
TCTACAATTG TTGTACATTA GTTATCAAAC TAAATCTAGC TGAGCCCTAC CCTTTTCTTT
-37 45 258 298 318 321 354 396 407 450 462 465 472 525 660 666 674
a b c a e £ g h i 3 k 1 m n o P
T TCA AAC GGA GCT AAA AAA AGC AAG GCC AAG GCC CCA GCA A T
= S N G A K K S K A K A 4 A = = =
T TCC AAC GGA GCC AAA AAG AGT AGG GCC AAA GCA CCA GCC G {0
= S N G A K K S R A K A ¢ A = - -
T TCA AAC GGA GCC AAA AAG AGT AAG GCG@ AAR GCA CCA GCC G T
- S N G A K K S K A K A ¢ A N = -
& TCA AAR GGA GCC AAA AAG AGT AAG GCC AAA GCA CCA GCC A A T,
B S K G A K K s K A K A P A = = =
TCA AAC GGC GCC AAA AAG AGT AAG GCG@ AAA GCA ACA GCC A T
= S N G A K K S K A K A T A o= = =
TCA AAC GGA GCT AAA AAA AGC AAG GCC AAR GCA CCA GCA A G T
= s N G A K K S K A K A P A = = =
TCC AAC GGA GCC AAT AAG AGT AAG GCC AAR GCA CCA GCC
= S N G A N K S K A K A P A = - -
TCA AAC GGA GCT AAA AAA AGC AAG GCC AAG GCA CCA GCA T
- S N G A K K S K A K A P A = = =
T TCA AAC GGC GCC AAA AAG AGT AAG GCC AAAR GCA CCA GCeC A G T
o= S N G A K K 5 K A K A P A = = N

FiGura 3. Seqiiencia del gen de la histona H1 de Mytilus edulis.

Els fragments de restriccio Sacl dels diferents fags van ser
subclonats a pBluescript i seqiienciats. Els nimeros de I’esquerra corresponen a la seqiiéncia nucleotidica i els de la dreta als
residus d’aminoacids. Els elements reguladors de seqiiéncia conservats es mostren subratllats: (1) element semblant a la cai-
xa-H1:(2) caixa TATA; (3) estructura de tija i bucle; (4) tram ric en purines. Les mintscules damunt la seqiiéncia assenyalen
els canvis de nucleotids dins dels diferents gens d’H1. Taula de les permutes de nucleotids i d’aminoacids entre els nou gens

d’H1 diferents. Els canvis de nucleotids i les substitucions d aminoacids s’indiquen amb negretes.
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concentren en I'extrem 5" que codifica el ter-
minal no globular del grupamino dela mole-
culadelahistona. Aquest domini proteicésel
lloc de modificacions potencials i d’interac-
cions DNA-proteina. Per contra, el domini
globular de lamoleculaintervé enles interac-
cions proteina-proteina i la seva estructura
primaria és molt conservada, tant des del
punt de vista proteic com del DNA.

Una situacio diferent s'observa en els
gens de la histona H4 de I'erigo i de I'holotu-
ria, la semblanca dels quals és del 91% en la
porci6 genica codificadora. Ambdos codifi-
quen proteines d’estructura primaria iden-
tica. La seqiiencia aminoacidica de la histo-
na H4 dels dos equinoderms és fins i tot
identica a la de la corresponent humana
amb una tnica excepcié donada per un re-
sidu de cisteina en la posicio 74 (figura 1).
Aquest residu ha estat considerat com un
element distintiu dels gens de la histona H4
enl'ericd, com el gen tarda L1H4 (Maxson et
al., 1987). Aquest darrer gen es troba situat
prop del gen tarda de la H2B, i ambdos
constitueixen una parella solitaria. Ates que
aquest arranjament genic difereix de 'orga-
nitzacio en quintets genics repetits en tan-
dem dels gens primerencs de les histones,
els gens de la H2B i H4 trobats en I'holottria
es poden considerar una parella genica tar-
dana d’histones. Aquest suposit ve refermat
pel fet de la presencia d’un residu d’alanina
en la posicié 73 semblantment al gen tarda
de Strongylocentrotus purpuratus, mentre
que I'homoleg primerenc d’aquest darrer
erico conté una metionina en I’'esmentada
posicio. Basant-se en la comparacio dels
gens primerencs i tardans de les histones
H2B i H4 en I'eric6 (Maxson et al., 1987), s’ha
proposat que aquestes dues classes de gens
van divergir com a minim fa 200 milions
d’anys i que les especies actuals d’equino-
derms van evolucionar a partir d'un pro-
genitor comu entorn d’aquella epoca. Fins
ara aquestes consideracions es recolzaven

Gnicament en les distincions entre les dues
classes d’histones de I'erico. La informacio
subministrada pels gens de I'holoturia pro-
porciona una primera evidencia en favor
d’una repercussio més general d’aquests
criteris.

Agrupacions geniques exclusives de gens
d’histona H1 en el musclo

Entre les classes d’histones, la H1 és la
proteina menys conservada evolutivament.
S'han aillat i caracteritzat set subtipus dife-
rents d’histona H1 en genomes humans i de
ratoli (Albig et al., 1997a; Drabent et al.,
1995b; Wang et al., 1997). Com hem assenya-
lat, les agrupacions geniques de les histones
solen arranjar-se en tandems repetitius que
codifiquen les cinc classes d’histones, com
en els genomes de diversos invertebrats
(Maxson et al., 1983a). Aixi, en el genoma de
Iericé de mar s'hi troben diversos centenars
de quintets de gens units en tandem, que
s’expressen en les fases embrionaries ini-
cials (Hentschel i Birnstiel, 1981; Kedes,
1979; Sures et al., 1978). Nogensmenys, els
gens de les histones de I'erico que s’expres-
sen tard durant I’embriogenesi, si bé es tro-
ben agrupats, ho fan sense una organitzacio
regular i fins i tot alguns gens estan disper-
sos pel genoma (Maxson et al., 1983b). En els
genomes del pollastre, murins i huma, els
gens estan agrupats, pero no repetits regu-
larment en tandem (Heintz et al., 1981;
d’Andrea et al., 1985; Albig et al., 1997b;
Wang et al., 1997). Els anel-lids compartei-
xen agrupaments dels gens de les cinc histo-
nes amb agrupacions addicionals mancades
del gen de la H1 (Sellos et al., 1990; del Gau-
dio et al., 1998). Aquests agrupaments ge-
nics mancats d’'H1 han estat també obser-
vats en els genomes del trito (Stephenson et
al., 1981), de 'estrella de mar (Cool et al.,
1988) i en el corall (Miller et al., 1993).

Per primera vegada s’han observat en el
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musclo agrupacions geniques constituides
exclusivament per gens de la histona H1
(Drabent et al., 1998). El sondatge d’una ge-
noteca de DNA d’esperma de Mytilus edulis
amb una sonda del gen huma d’H1 ha
permes aillar i analitzar cinc fags recombi-
nants que contenen 22 fragments de restric-
¢i6 Saclique cadascun d’ells porta una copia
del gen de la H1 (figura 2). El subclonatge i
I'analisi de seqiiencia de tots els fragments
Sacl positius determinen la preséncia de 9
gens d'H1 que difereixen en diversos nu-
cleotids entre ells (figura 3a i b). Les seqiien-
cies aminoacidiques deduides dels 22 gens
revelen I'existencia de cinc molecules d’H1
diferents d'una llargaria de 190 aminoacids.
Els cinc tipus d’H1 presenten I'organitzacio
canonica en tres dominis estructurals: un
tram N-terminal curt, seguit d'un domini
globular central, i un extrem carboxilic llarg.
Aquest darrer domini es mostra enriquit en
diferents motius peptidics repetits (figura
3a). L'heptapeptid KKAAKPK hi és present
quatre cops, I'hexapeptid KKPAAK, tres
cops i dues vegades el pentapeptid TPKKK.
Endemés, aquest darrer motiu es troba un
cop en el domini globular central. Motius es-
tructurals semblants han estat observats en
la truita Salmo gairdnerii i, presumptiva-
ment, representen llocs de fosforilaci (Mez-
quita et al., 1985). Aquests conjunts de mo-
tius peptidics repetits probablement s’han
originat per duplicacio d’alguns peptids du-
rant I'evoluci6 del gen de la H1. L analisi
comparativa de les seqiiencies codificants
de diferents gens d’H1 de vertebrats i inver-
tebrats revela semblances significatives en-
tre el gen de la H1 de M. edulis i del seu
homoleg tarda en I'erico de mar S. purpura-
tus. La millor correspondéncia es déna amb
el gen de la histona H15. Aquesta molecula
€s un bon exemple de subtipus d’H1 de re-
canvi, especific de diferenciacié en I'ericé de
mar. La part globular d’aquesta histona pre-
senta una substancial homologia amb les

corresponents de la H1° i H5 dels vertebrats
(Schulze i Schulze, 1995) i el seu mRNA és
poliadenilat.

A diferencia del gen de la H15 en Ierico,
els gens en el musclo no contenen senyals de
poliadenilacio. Les regions flanquejants 3’
dels gens d’'H1 del musclo inclouen I'estruc-
tura de tija i bucle seguida de la seqiiencia
ACCCA i el tram ric en purines CAAAAA-
GAAT (figura 3a). Aquests elements de se-
quiencia son els senyals de terminacio
genuins dels mRNA missatgers dels gens
d’H1 dependents de la replicacio, que s’ex-
pressen durant la fase S del cicle cel-lular.
Les regions flanquejants 5’ dels gens de la
H1 de musclo mostren motius estructurals
caracteristics del promotor canonic, in-
cloent-hi una caixa TATA i la seqiiencia
AAGCACA, molt semblant a la caixa
AAACACA de la H1 (Dalton i Wells, 1988).
En contrast amb els gens huma i de ratoli de
laH1,els promotors del musclo no contenen
la caixa CCAAT (Martinelli i Heintz, 1997)
nil'element GC (Coles i Wells, 1985). Els ele-
ments de seqiiencia identificats en les
regions flanquejants indiquen que els gens
d"H1 caracteritzats en el musclo son formes
geniques de la H1 dependents de replicacio.

Les unitats repetitives de restriccio que
contenen gens d'H1 del musclo mostren
certes diferencies de mida (figura 2). Els
fragments Sacl de 3,5 i 3,6 kb sén els més
nombrosos, perd també se n’hi troben de 4,1
15 kb. Les seqiiencies espaiadores dels gens
d’H1 en els cinc clons recombinants mos-
tren un elevat contingut de parells de bases
AT, prop del 65%, superior al corresponent
a les seqiiencies geniques codificadores
(53%). Aquesta parella de nucleotids forma
agrupacions (AT) . Agrupaments equiva-
lents de (CT), han estat observats en les re-
gions espaiadores dels gens d’histones en
l'erico de mar (Sures et al., 1978). Aquests
elements repetitius de seqiiencia, malgrat
que no mostren cap funci6 en I'expressio ge-
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nica, podrien haver participat en I'evolucio
dels gens de les histones (Kedes, 1979). Ates
que els gens d’H1 caracteritzats en el geno-
ma de M. edulis estan organitzats de manera
repetitiva i que les seves seqiiencies codifi-
cadores son molt conservades, es pot consi-
derar que s’han generatal llarg de I'evolucio
per duplicacio i recombinacio. Els simples
motius AT en les regions espaiadores dels
gens podrien haver estat el substrat dels es-
deveniments de recombinacio (Childs et al.,
1981).

Agrupacions que contenen tots els gens
de les histones, exceptuant els de la histona
H1, han estat detectades en nematodes 1
certs equinoderms (Roberts et al., 1987). En
I'estrella de mar, aquest mode d’agrupa-
ment es troba en elevat nombre de copies.
Tots aquests conjunts estan mancats de
seqiiencies codificadores de la histona H1,
no es troben organitzats en tandems repeti-
tius i els gens son transcrits des de les dues
cadenes del DNA. Els gens de les histones
del nucli en 'anel-lid Platynereis dumerilli es
troben agrupats; dins de I'agrupament mos-
tren una distribucio en tandem molt conser-
vada i es transcriuen d’ambdues cadenes
(Sellos et al., 1990). En contrast, "anel-lid
Chaetopterus variopedatus conté agrupa-
ments de tots els gens de les histones, fins i
tot el de la H1 (Del Gaudio et al., 1988), i es
contraposa als coralls, en els quals els con-
junts genics ometen el gen d’aquesta histo-
na (Miller et al., 1993).

El gen de la histona H1 en el genoma ha-
ploide de Muytilus edulis €s singular en la
mesura en queé constitueix agrupaments
en solitari de copies geniques arranjades en
unitats repetides en tandem (Drabent et al.,
1998). Aquest és el primer cas fins ara des-
crit de conjunts genics constituits per un
anic gen de la histona H1. Totes les copies
del gen dins dels fragments genomics ana-
litzats mostren una mateixa orientacio
transcriptiva, és a dir, s6n transcrits de la

mateixa cadena de DNA. El nombre de co-
pies dels gens de la H1 en el musclo ha estat
estimat entorn de les cent copies per com-
plement haploide. Atés que el calcul esta ba-
sat solament en les unitats geniques pre-
sents en els fragments de restriccié Sacl de
3,5 kb, és probable que el nombre real de co-
pies del gen de la H1 sigui superior al cente-
nar per genoma haploide. La comparacio de
les seqiiencies dels diferents gens d'H1
mostra que les copies que es troben en un
mateix insert son més semblants entre elles
que les d'inserts diferents. Les seqliencies
codificadores dels gens de la histona H1 de
M. edulis mostren una semblanga significati-
va amb les dels gens d'H1 en l'eri¢6 de mar,
les de la H1° de vertebrats i les del gen de la
H5. Aquesta similitud afavoreix la hipotesi
que els gens de les histones H1° i H5 van di-
vergir del grup troncal de gens de la H1
abans que ho fessin els gens homolegs dels
vertebrats (Schulze i Schulze, 1995).

NUCLEOPROTEINES BASIQUES
ESPECIFIQUES DE L'ESPERMA: EL
GEN DELA ®_ EN L’'HOLOTURIA

Es sabut que les cel-lules espermatiques
madures presenten un ampli ventall de
mides i formes i que els seus continguts
nucleoproteics son, aixi mateix, molt diver-
sos. Bloch (1976) va distribuir les nucleopro-
teines espermatiques en cinc classes: 1)
monoprotamines del tipus salmo, que con-
tenen arginina i estan mancades de lisina;
2) semblants a protamina com en el ratoli,
riques en arginina i amb cisteina oxidada;
3) tipus-Mytilus o intermedies, que compar-
teixen trets tant d’histones com de protami-
nes; 4) histones somatiques o de tipus-Rana;
5) proteines no basiques tipus cranc, dife-
rents de les histones i de les protamines. La
categoria de tipus intermedi probablement
representa una transici6 entre les histones
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somatiques i les protamines. Alguns esper-
matozoides de tipus intermedi contenen va-
riants d’histones especifiques d’esperma i
estan mancats de protamines, com en I'erig6
i 'estrella de mar. Altres, com en el cas dels
mol-luscs i I'holoturia, aparentment retenen
la dotaci6 somatica d’histones, pero incor-
poren nucleoproteines basiques addicio-
nals. En tots aquells casos en els quals
I'esperma madur conté proteines nuclears
especifiques que substitueixen les histones
somatiques, aquestes ultimes han de ser
desplacades en algun moment durant el
procés de desenvolupament que condueix a
I'espermatozoide. L'evidencia acumulada
fins al moment indica que la incorporacio a
la cromatina de les nucleoproteines especifi-
ques té lloc en fases postmeiotiques de Ies-
permatogenesi, o sigui, durant la diferen-
ciacio espermiogenica.

L'espermatogenesi del cogombre de mar
Holothuria tubulosa és un procés forca sim-
ple. Morfologicament, el nucli de I'esperma-
tozoide es manté esféric i no és sotmes a cap
canvi conformacional, tret de la formaci6 de
la cavitat que ha de contenir I'acrosoma.
Durant la maduracié de I'esperma no es
produeix desplacament ni substitucié del
complement d’histones. Les variacions de la
dotacié nucleoproteica al llarg de la madu-
racio es limiten a I'addicié d’una variant de
la histona H1, especifica de I'esperma i rica
enarginina (Phelanetal., 1972), com també a
I"aparici6 d’una proteina basica de reduit
volum anomenada ¢, que s’acumula en I'es-
perma madur (Subirana, 1970). Aquesta
molecula conté 77 residus aminoacidics,
trenta-quatre dels quals corresponen a lisi-
nes i arginines amb una relacié K/R de 0,7,
més vint-i-dos residus d’alanina. La seva
composicio en aminoacids és molt semblant
a la regi6 terminal carboxilica de la histona
H1-S de I'eri¢6 de mar, si es considera I'ar-
ginina equivalent a la lisina. La incorpora-
cio de la proteina ¢, a la cromatina té lloc

en les ultimes fases de I'espermiogenesi
(Casas et al., 1989) i representa entorn d’un
4% de la massa de la dotaci6 d’histones en
I'espermatozoide madur. L'organitzacio
nucleosomica de la cromatina es manté in-
variable durant tota I'espermatogenesi amb
un DNA espaiador de 227 bp de llargaria
(Cornudella i Rocha, 1979). Donades les ca-
racteristiques fisicoquimiques de la molecu-
la, cal pensar que la seva comesa és sem-
blant a la de la histona H1 i probablement
col-labora amb ella per conferir una major
estabilitat a determinades regions de la cro-
matina sense alterar la seva estructura tipi-
ca.

La disponibilitat d'un clon portador
d’un transcrit de ¢, sencer, aillat d’'una bi-
blioteca d’expressio de cDNA, preparada a
partir de la fraccié poliadenilada de RNA
total extret de gonades immadures i crive-
llada amb anticossos polivalents anti-¢_
(Prats et al., 1989), ha permes abordar la ca-
racteritzacio del gen que codifica aquesta
proteina especifica per tal d’esbrinar-ne
l'organitzacio i també amb el proposit de
determinar-ne la relacié i les potencials inte-
raccions amb els gens de les histones. El
¢DNA clonat, d’una llargaria de 441 bp, in-
clou una pauta de lectura continua per a un
polipeptid de setanta-set residus, la seqiien-
cia del qual coincideix amb la seqtiencia
parcial d’aminoacids previament establerta.
Aixi mateix, la fracci6 poliadenilica del
RNA en assaigs de traduccio in vitro en ex-
tractes acel-lulars de germen de blat, dona
un producte que electroforéticament comi-
gra amb la proteina ¢ . Alhora, les analisis
de transferencia de Northern detecten un
mRNA de ¢_homoleg a la sonda del cDNA.

El crivellatge d'una genoteca de DNA
d’esperma d’H. tubulosa construida emprant
com a vector el bacteriofag ACharon 35, amb
el cDNA clonat de la ¢, va produir quatre
clons positius sobre 250.000 calves, de 16,5,
14,4, 13 1 14,5 kb respectivament. Els quatre
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FiGURA 4. Mapa de restriccio i organitzacio del gen de la o,

segiiencies del cDNA de la ¢, identificats per hibridacio, van su

4’ Holothuria tubulosa. Els fragments de restriccié portadors de
belonar-se en el fagéemid Bluescript i van seqiienciar-se. Les

caixes negres, numerades, assenyalen les posicions relatives dels exons que contenen les seqiiéncies codificants i les caixes
blanques, els trams 5713’ flanquejants homolegs a les extensions no codificadores del cDNA clonat de la ¢ . Les barres rat-
llades marquen ies regions géniques que van seqiienciar-se integrament. Les majascules B, D, E, H, P, SI, Ss i X denoten les
dianes de restriccio Bgll, Ddel, EcoRl, Hindlll, Psil. Sall, Sstl i Xbal, respectivament. Les linies horitzontals fines marquen

les posicions dels quatre clons genomics (AHt 1-8) utilitzats per

recombinants van ser sotmesos a analisis de
restriccié i transferencies de Southern utilit-
zant sis sondes derivades del cDNA. Els
fragments de restriccio portadors  de
seqiiéncies corresponents a la ¢, vanser sub-
clonats i seqiienciats (Prats i Cornudella,
1995). Els resultats es mostren en la figuradi
es poden resumir tal com s’explica tot se-
guit: el gen sencer dela ¢, esta partit en qua-
tre seqiiencies exoniques distribuides al
llarg dels inserts genomics clonats. La su-
perposicio parcial dels quatre recombinants
va permetre el seu ordenament i es va poder
deduir que la seqiiencia codificadora del
gen dela ¢_de I'holoturia es troba interrom-
puda per tres llargues seqiiencies introni-
ques, que abasten fins a 16,2 kb. Aquests in-
trons tan llargs determinen que el gen de la
¢_sigui el de major longitud descrit finsavui
per a una proteina especifica d’esperma.
Aquesta organitzacio global difereix signifi-
cativament de la dels gens de les histones
mancats d’introns (Maxson et al., 1983a) i

cartografiar el gendela ¢, .

també de I'arranjament dels gens de les pro-
tamines de mamifer, caracteritzats per una
Ginica seqiiencia intronica (Oliva i Dixon,
1991).

La seqiiencia nucleotidica del gen dela¢,
es mostra en la figura 5. La seqtiencia codifi-
cadora és discontinua i conté una pauta de
lectura oberta per a una proteina de setanta-
set residus, interrompuda per tres introns
amb extrems d’empalmament canonics
(Jackson, 1991), especificament els comuns
d’invertebrats (Fichant, 1992). Els dos pri-
mers introns, de 6,8 i 4 kb de llargaria, es tro-
ben inserits dins dels codons 9 1 15 respec-
tivament. El tercer intr6, de 5,4 kb, es troba
posicionat contigu al codo 41. La seqiiéncia
codificant completa del gendela ¢ ésidenti-
ca a la del clon de cDNA (Prats et al., 1989),
tret de sis substitucions de nucleotids (97,9%
d’homologia). D’aquestes, cinc canvis son
conservatius, ja que es deuen a degenera-
cions de la tercera base sense alterar I'ami-
noacid corresponent. L'tnica substitucio
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Ex6 1
-700 -650
GACTGCTCACGAGTGATAGCGCCCAAACAAGCGTCCAAGAGGCCGAACAGACGCTAAGGCTCGCTACGGCGCGTTAGCAT
00

GTACAAAATTGCCTCGGCGTTTTCACTAGTATACGCGTTTCTACGGCGATGGAATCGACTTGAGTAAGCTGACCTACATC
ACGTGACCTTCCATGA;GGCTTCACAACAACACTGTGGGATGCGCCTTCCTGTTATATAGTTCAGTéGggCCGATGCTTA
IGACGICATAATTTGGTGTAGAAGTCTAGTCCACTG&:?&TTTCCAAACGTGAAGAAACGGTTTGAGACCGAATCAAATG
CATTTT;gggACCAGCTTACCGCGCTCTGGAATACGATGAGTATGTATGCAATCCTéiggTCAAAGCAAAGTGGACGCAC
TACGTTTGGACACTGTACCTAGCCTAEZggATTCATGTTCTTGTTCCCTTTATGCACGTAAGGACGCAACCCGATGééig
GTTTCTGAAACGGGCACTTAGACGCGCGCAAITTGTAATCACGTTT;AAgCATAGTATTTGGTGCGCGTAGCTATAGGTG
CGTTTATGCGCCTCAC;;;gTAAAAIICAAAAAAATAACAAATATTGTTTTCAGTTTTTAAAGAACééggACTTGATCGC
TTACAGCCGAGCAACTAAGACGTTGGTCCTACGCACTéggCAGTTTTGATTCCCCCTTGTGTCGGAAATTCCAACTACAA
TCAATAA;é ATG GTA GCC AGA CGA CAi ACA AAG AAA G/GTAAATAAAGGGAACAATATATGCAAGGCGTT
ini Val Ala Arg Arg Gln Thr Lys Lys A

Exé 2
10 15
TTTTATTTCTTCTTTCTCACTTCACAG CT AGG AAG CCT GCA GCC AG/GTGAGTGAATACAATTTAAATTTTAT
la Arg Lys Pro Ala Ala Ar

Exé 3
20 25
TAACTCAAGACTTTAAATGCTTTGTCCTTCCTCCCCAG G AGA CGC AGC GCA GCC AAA CGC GCA GCC CCA
g Arg Arg Ser Ala Ala Lys Arg Ala Ala Pro

30 35 40
GCC GCG AAG AAG GCT GCG AGT CGC CGT CGC CCA AAG AGT GCT AAG AAG/GTAGGTAATAAGATGT
Ala Ala Lys Lys Ala Ala Ser Arg Arg Arg Pro Lys Ser Ala Lys Lys

Ex6 4
45 50
AATTAAAAAAAGTCCTGACAATATATTTTTCTCTTTTCAG GCT AAG CCC GCA GCA AGG AGG CGC AGC AGC
Ala Lys Pro Ala Ala Arg Arg Arg Ser Ser

55 60 65 70
GTC AAA CCT AAA GCA GCA AAA GCA GCC ACC CAA GTC CGT CGC AGG AGC CGA CGA ATT CGC
Val Lys Pro Lys Ala Ala Lys Ala Ala Thr Gln Val Arg Arg Arg Ser Arg Arg Ile Arg

75 +1 +50
CGT GCG TCC GTG TCA AAG TAA TTCAATGGAAGACTGATCATTAAATCGTAACCCCTTCGAAAGATTAAACTTA
Arg Ala Ser Val Ser Lys *

+100

TCAAATTTCATTTTGTAGAACTGTCCAAATTTTCTAGAATATTGCAGAACTGAACATTTAAAACACATCCAAATTCGTAA

+150 +200
GCGAACAAGCAAGCAACGATGACCTACAATTTACAGTCGTTTCTTATTATTTCAAGTTTGCCTTTATTCAGTTTCAGTTT

+250
CAGTTTATTTACTCTTTAATACCTCCTCGGAGGTGTCAGAGTCAAAACATACAATTAGATACACAGAAATATACAAAAAG
+300 +350
CAGCAAGATCAACAAIAAACAAAAACAAAAAACAAAAATCATGCAAGCAAATCAGTACAATCAAAAAACTAACTTCAACC
+400 +450
TAGTCACCAGACCCAATTGAAAIAAATAAATCCAGAACAGAAATTGGATAGGCATGCATGAACTAGACGTAACACAAACA
+500

TACGCACAACACAACGAGCAACCTACGTATGCACTAATGCCTAGCTATACACACTACATCATCAAATCAACTACGGCACT

+550 +600
CATTAACGATGATATACACTACAGAAGTGGCCAGGTTTCTTTGCACCTCCTTATTTCTAGACGTTAAAAGCTGGGCCATT

+650
TTTAAAGTATTTGGACCCACCCTATAATAATGCTTCAAATAGTATTTCCGATCTGAGTTGAAAGCCTTACATTGAAAAAG
+700 +750

ATAATGAAATTACATCTCCTATCAGCCCACTAGTACAAAGTTCACAAAGTCTATCATTAAAGTCAATATTAAGAAATCGT

FiGura 5. Seqiiéncia del DNA de la ¢, d’holoturia i els seus trams flanquejants. Es mostra la seqiiencia nucleotidica 5°— 3°
de la cadena no transcrita (homologa al mRNA) juntament amb la d’aminoacids derivada de la regio codificant de la ¢
L abreviatura ini i I’asterisc assenyalen les posicions respectives dels codons d’iniciacio i de parada. Les extensions lider i de
cua no codificadores estan numerades amb numerals negatius i positius respectivament. Els triplets codificadors es denoten
amb nlimeros en cursiva. Les ratlles obligiies marquen les posicions d’empalmament exo-intr6. Les posicions dels elements
putatius CRE, CAAT i TATA, aixi com els senyals de poliadenilacio, es mostren amb doble subratl]at.
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rellevant ocorre en el codo 61 i implica el re-
canvi d’una G per una A en la primera posi-
ci6 del triplet, la qual cosa causa un canvien
I'assignacié d’aminoacid: alanina en el
¢DNA i treonina en |'equivalent genic. Aixi,
I'estructura primaria deduida de la proteina
es correspon exactament amb la seqiiencia
de la ¢_ especificada pel clon de cDNA, tret
de 'esmentada alteraci6 del codo 61 (98,7%
d’homologia). Molt probablement aquesta
diferencia és deguda a polimorfismes del
DNA observats en els equinoderms (Childs
et al., 1981) i es reflecteix en la microhetero-
geneitat intraespecifica observada en moltes
variants proteiques d’esperma dels inverte-
brats marins (Mogensen et al., 1991).

La comparacié de les seqiiencies dels
trams no codificants del gen de la ¢, amb les
corresponents dels gens de les histones
dependents de la replicacio revela que el
tram de la ¢_no conté els motius conservats
que defineixen l'estructura genica de les
histones regulades per la fase S. Aixi, la
seqiiencia en forma de bucle i el tram proxi-
mal ric en purines necessaris per al proces-
sament de les extensions 3’ dels transcrits de
les histones (Birnstiel et al., 1985) son ab-
sents. En canvi, la regio lider i la cua termi-
nal que envolten el gen dela ¢, combinen di-
versos elements estructurals propis de les
variants de les histones independents de la
replicacio aixi com dels gens de les protami-
nes (figura 5). La regié capdavantera del
codo d’iniciacié conté un motiu TATA ati-
pic identic a la caixa TTCAAA identificada
en el gen de la histona independent del cicle
cel-lular H2A, que codifica una variant ex-
trema d’H2A en el pollastre, el transcrit de
la qual és poliadenilat (Dalton et al., 1989).
Tanmateix, hi ha un altre motiu potencial
TATA homoleg a I’element no-canonic
TTAAAT present en els gens de la H5 de po-
llastre i anec (Doenecke i Tonjes, 1984; Ruiz-
Carrillo et al., 1983). Un altre requeriment
essencial de la transcripcio per a la RNA po-

limerasa 1 és la seqiiencia CAAT, sovint po-
sicionada entre 70 i 90 bp per davant de
I'element TATA (Breathnach i Chambon,
1981). Pel que fa al cas, la regi6 lider del gen
de la ¢_ mostra un potencial motiu CAAT73
nucledtids per davant de la caixa TTCAAA
semblant a la de la H2A . Un altre motiu
compartit amb les regions lider dels gens de
les protamines és la seqiiéncia TGACGTCA
en lextrem 5 distal del gen. Aquest element
cis-actuant és considerat un regulador de
cAMP (CRE), es troba estrictament con-
servat en tots els gens de les protamines i s
essencial per a l'activitat biologica dels ele-
ments potenciadors regulats per cAMP (Oli-
vaiDixon, 1990). Ates que |'espermatogene-
si en els equinoderms es troba sota control
hormonal amb la implicacié del cAMP (Shi-
rai, 1986), aquest senyal regulador podria re-
presentar un nexe entre els senyals hormo-
nals i I'expressio de gens especifics d’esper-
ma, com és el de la proteina ¢, .

[ extensio 3’ delaseqiiencia codificadora
dela¢_estamancada delselements estructu-
rals conservats dels gens de les histones de-
pendents de replicacio, indispensables per a
la formacio dels terminals 3" dels transcrits
de les histones. En canvi, s'hi troben sem-
blances amb les regions equivalents dels
gens de les protamines. Aixi, hi ha presents
tres senyals potencials de poliadenilacio. Els
dos elements darrers consisteixen en dos
heptamers AAATAAA adjacents i superpo-
sats en tres nucleotids. Aquesta seqiiencia
heptamerica presenta una marcada homolo-
gia amb el senyal conservat de poliadenila-
ci6 que es troba en els gens de les protamines
del salméila truita (Oliva i Dixon, 1990). No-
gensmenys, la significacio de les coinciden-
cies trobades entre I’organitzacio del gen de
la ¢, de I'holoturia i la dels gens que codifi-
quen variants extremes d’histonesi protami-
nes no esta encara definida.

L’arranjament estructural del gen de la
¢_reprodueix amb fidelitat les caracteristi-
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ques comunes d’un bon nombre de gens
d’expressio postmeiotica. Aquests gens vé-
nen tipificats pels que codifiquen la majoria
de les proteines de transicio histona-prota-
mina, i pels gens de les protamines (Erick-
son, 1990; Hecht, 1990). Aquests gens, a més
d’expressar-se deslligats de la replicacio,
usualment generen transcrits poliadenilats,
i la majoria, encara que no tots, es troben
presents en copies tniques i contenen re-
gions codificants sovint interrompudes per
seqiiencies introniques. La seva organitza-
cio general esdevé divergent de la dels gens
de les histones somatiques. Les implica-
cions funcionals d’aquesta divergencia en
I'estructuracié genica resten inexplicades.
Amb tot, les correlacions amb les transi-
cions de la cromatina que acompanyen la
modulaci6 i el cessament final de I'activitat
genica durant el procés espermiogenic sem-
blen escaients i rellevants. Per substanciar
aquestes correlacions i esbrinar-ne la fun-
cionalitat caldran nous estudis referents a la
caracteritzacio de més gens codificants de
variants proteiques especifiques d’esper-
ma.

AGRAIMENTS

Una part del treball que es descriu ha es-
tat financat per ajuts de la DGES (PB97-1136)
i de la CIRIT de suport a grups de recerca
consolidats de Catalunya (SGR97-062).

BIBLIOGRAFIA

ALBIG, W.; MEERGANS, T.; DOENECKE, D. (1 997a). «Charac-
terization of the H1.5 gene completes the set of hu-
man H1 subtype genes». Gene, num. 184, pag. 141-
148.

ALBIG, W.; Kioschis, P.; PousTka, A.; MEERGANS, K.; DOE-
NECKE, D. (1997b). «Human histone gene organiza-
tion: nonregular arrangement within a large clus-
ter». Genomics, num. 40, pag. 314-322.

ALLAN, |.; MrrcHELL, T.; HARBORNE, N.; Bonuwm, L.; CRANE-

RosinsoN, C. (1986). «Roles of H1 domains in deter-
mining higher order chromatin structure and H1
location». J. Mol. Biol., nam. 187, pag. 591-601.

Ausio, ]. (1986). «Structural variability and composi-
tional homology of the protamine-like components
of the sperm from the bivalve molluscs». Comp. Bio-
chem. Physiol., num. 85B, pag. 439-449.

Ausio, J.; van HoLpg, K. E. (1988). «The histones of the
sperm from Spissula solidissima include a novel cys-
teine-containing H1 histone». Cell Differentiation,
nuam. 23, pag. 175-190.

AzoriN, F.; Ouvagres, C.; JOrRDAN, A.; Perez-GRrau, L.;
CORNUDELLA, LL.; SUBIRANA, ].A. (1983). «Heteroge-
neity of the histone-containing chromatin in the
sea cucumber spermatozoa». Exptl. Cell Res., nim.
148, pag. 331-344.

BAvYkiN, S. G.; USACHENKO, S. 1.; ZALENSKY, A. O.; MirzA-
BEKOV, A. D. (1990). «Structure of nucleosomes and
organization of internucleosomal DNA in chroma-
tin». ]. Mol. Biol.,, num. 212, pag. 495-511.

BIRNSTIEL, M. L.; BUSSLINGER, M.; STRUB, K. (1985). «Trans-
cription termination and 3’ processing: the end is in
site». Cell, num. 41, pag. 349-359.

Broch, D. P. (1976). «Histones of Sperm». A: King, R. C.
(ed.). Handbook of Genetics. Nova York, Plenum
Press, pag. 137-167.

BREATHNACH, R.; CHAMBON, P. (1981). «Organization and
expression of eukaryotic split genes coding for pro-
teins». Annu. Rev. Biochem., nam. 50, pag. 349-383.

Brerzer, G. (1972). «Uber Thynnin, das Protamin des
Thunfisches». Hoppe Seyler's-Zentralblatt Physiolo-
gische Chemie, num. 353, pag. 933-943.

BUSSLINGER, M.; PORTMANN, R.; IRMINGER J. C.; BIRNSTIEL,
M. L. (1980). «Ubiquitous and gene specific regula-
tory 5’ sequences in a sea urchin histone DNA clo-
ne coding for histone protein variants». Nucleic
Acids Res., nam. 8, pag. 957-977.

Casas, M. T.; Mura, C. V.; SUBIRANA, . A.; CORNUDELLA, L1..
(1989). «Purification and immunocytolocalization of
protein ¢, from sperm cells of the echinoderm Holo-
thuria tubulosa». Exptl. Cell Res., nam. 182, pag.14-25.

ConN, R. H.; Kepss, L. H. (1979). «Nonallelic histone
gene clusters of individual sea urchins (Lytechinus
pictus): mapping of homologies in coding and
spacer DNA». Cell, num. 18, pag. 855-864.

Cote, R.D. (1984). «A minireview of microheteroge-
neity in H1 histone and its possible significance».
Anal. Biochem., nam. 136, pag. 24-30.

Cotrs, L. S.; WELLs, ]. R. E. (1985). «An H1 histone gene-
specific 5 element and evolution of H1 and H5
genes». Nucleic Acids Res., nim. 13, pag. 585-594.

Cotes, L. S.; RoBINs, A. J.; MaDLEY, L. K.: WELLs, ]. R. E.
(1987). «Characterization of the chicken histone H1
gene complement». |. Biol. Chem., nam. 262, pag.
9656-9663.

Coor, D.; BANFIELD, D.; HonDA, B. M.; SmitH, M. J. (1988).



NUCLEOPROTEINES BASIQUES ESPERMATIQUES D'INVERTEBRATS MARINS 241

«Histone genes in three sea star species: cluster
arrangement, transcriptional polarity and analyses
of the flanking regions of H3 and H4 genes». |. Mol.
Evol., nam. 27, pag. 36-44.

CHALLONER, P. B.; Moss, S. B.; GROUDINE, M. (1989). «Ex-
pression of replication-dependent histone genes in
avian spermatids involves an alternate pathway of
mRNA 3’-end formation». Mol. Cell Biol., nam. 9,
pag. 902-913.

CHiLps, G.; MaxsoN, R.; Conn, R.; Kepes, L. (1981). «Or-
phons: dispersed genetic elements derived from
tandem repetitive genes of eukaryotes». Cell, num.
23, pag. 651-663.

D’ ANDREA, R.; CoLgs, L. S.; Lesnikowskl, C.; TABE, L.; WELLS,
J.R.E. (1985). «Chromosomal organization of chicken
histone genes: preferred association and inverted du-
plications». Mol. Cell Biol., num. 5, pag. 3108-3115.

Dacton, S.; WeLLs, J. R. (1988). «A gene-specific pro-
moter element is required for optimal expression
of the histone H1 gene in S-phase». EMBO |., num.
7, pag. 49-56.

DaLTON, S.; RoBiNs, A. J.; HARVEY, R. P.; WELLs, ]. R. E.
(1989). «Transcription from the intron-containing
chicken histone H2A  gene is not S-phase regula-
ted». Nucleic Acids Res., num. 17, pag. 1745-1756.

DeL Gaupio, R.; Potenza, N.; STEFANONI, P.; CHIUSANO,
M. L.; Geraci, G. (1998). «Organization and nucleo-
tide sequence of the cluster of five histone genes in
the polychaete worm Chaetopterus variopedatus:
first record of a H1 histone gene in the phylum an-
nelida». |. Mol. Evol., nim. 46, pag. 64-73.

DixoN, G. H.; Smith, M. (1968). «Nucleic acids and pro-
tamine in salmon testes». Prog. Nucleic Acids Res.,
nam. 8, pag. 9-34.

DoeNECKE, D.; ToNjEs, R. (1984). «Conserved dyad sym-
metry structures at the 3" end of the H5 histone
genes». |. Mol. Biol., nam. 178, pag. 121-135.

DraABENT, B.; Louroutziatis, A.; PraTs, E.; CORNUDELLA,
Li.; DoENECKE, D. (1995a). «Structure of histone
H2B and H4 genes of the sea cucumber Holothuria
tubulosa». DNA Sequence, nam. 6, pag. 41-45.

DraBENT, B.; FRANKE, K.; Bopg, C.; Kosciessa, U.; BOUTER-
¥a, H.; HaMEIsTER, H.; DOENECKE, D. (1995b). «Isola-
tion of two murine H1 histone genes and chromo-
somal mapping of the Hl gene complement».
Mamm. Genome, nam. 6, pag. 505-511.

DraBeNT, B.; Kim, J. S.; AuBic, W.; PraTs, E.; CORNUDELLA,
LL.; DoeNEcKE, D. «Mytilus edulis histone gene clus-
ters containing only H1 genes». |. Mol. Evol. [En
premsa]

Erickson, R. P. (1990). «Postmeiotic gene expression».
Trends Genet., num. 6, pag. 264-269.

Fichant, G. A. (1992). «Constrains acting on the exon
positions of the splice site sequences and local ami-
no acid composition of the protein». Hum. Mol.
Genet., num. 1, pag. 259-267.

GroupiNg, M.; ConkiN, K. F. (1985). «Chromatin struc-
ture and de novo methylation of sperm DNA: impli-
cations for activation of the paternal genome».
Science, num. 228, pag. 1061-1068.

Hecrt, N. B. (1990). «Regulation of haploid expressed
genes in male germ cells». |. Reprod. Fertility, nam.
88, pag. 679-693.

HEeintz, N.; ZERNIK, M.; ROEDER, R. G. (1981). «The struc-
ture of the human histone genes: clustered but not
tandemly repeated». Cell, nim. 24, pag. 661-668.

Hentscher, C. C.; BirnsTieL, M. L. (1981). «The organiza-
tion and expression of histone gene families». Cell,
num. 25, pag. 301-313.

Hii, C.S.; THOMAS, ]. O. (1990). «Core histone-DNA in-
teractions in sea urchin sperm chromatin. The
N-terminal tail of H2B interacts with linker DNA».
Eur. ]. Biochem., num. 187, pag. 145-153.

HiLt, C.S.; RIMMER, ]. M.; GREEN, B.N_; FINcH, ]. T.; THOMAS,
J. O. (1991). «Histone-DNA interactions and their
modulation by phosphorylation of Ser-Pro-X-
Lys/ Arg-motifs». EMBO |, nam. 10, pag.1939-1948.

HoweLt, A. M.; Coot, D.; HEwrTT, J.; YDENBERG, B.; SMITH,
M. J.; Honpa, B. M. (1987). «Organization and un-
usual expression of histone genes in the sea star
Pisaster ochraceus». |. Mol. Evol., num. 25, pag. 29-36.

Jackson, 1. . (1991). «A reappraisal of non-consensus
mRNA splice sites». Nucleic Acids Res.,, num. 19,
pag. 3795-3798.

Kasinsky, H. E.; HUANG, S. Y.; MANN, M.; Roca, |.; SUBIRA-
NA, J. A. (1985). «On the diversity of sperm histones
in the vertebrates. IV. Cytochemical and amino
acid analysis in Anura». . Exptl. Zool., num. 234,
pag. 33-46.

Kepes, L. H. (1979). «Histone genes and histone messen-
gers». Annu. Rev. Biochem., num. 48, pag. 837-870.

KistLEr, W. S.; GErROCH, M. E.; WiLLiamMs-AsHMaN, H. G.
(1973). «Specific basic proteins from mammalian
testes: isolation and properties of small, basic pro-
teins from rat testes and epididymal spermato-
zoa». |. Biol. Chem., naim. 248, pag. 4532-4543.

Keeeng, K. C; FLynn, J. F. (1987). «Characterization of a
c¢DNA clone encoding the basic protein TP2, in-
volved in chromatin condensation during sper-
miogenesis in the mouse». |. Biol. Chem., num. 262,
pag. 17272-17277.

LukrsseN, H.; HOYER-FENDER, S.; ENGEL, W. (1989). «The
nucleotide sequence of a rat transition protein 2
(TP2) cDNA». Nucleic Acids Res., num. 17, pag. 3585.

MarTINELLL, R.; HEINTZ, N. (1994). «<HITF2A, the large
subunit of a heterodimeric, glutamine-rich CCA-
AT-binding transcription factor involved in his-
tone H1 cell cycle regulation». Mol. Cell Biol., nam.
14, pag. 8322-8332.

MaxsoN, R.; Conn, R.; Kepes, L.; MoHuN, T. (1983a). «Ex-
pression and organization of histone genes». Annu.
Rev. Genetics, num. 17, pag. 239-277.



242 EVA PRATS, ROSA DEBON, JAUME VAQUE I LLUIS CORNUDELLA

MaxsoN, R.; MoHun, T.; GorMEZANO, G.; CHiLps, G.; KE-
pEs, L. (1983b). «Distinct organization and pattern
of expression of early and late histone gene sets in
the sea urchin». Nature, num. 301, pag. 120-125.

MaxsoN, R.; MonuN, T.; Gormezano, G.; Kepes, L. H.
(1987). «Evolution of late H2A, H2B and H4 histone
genes of the sea urchin Strongylocentrotus purpura-
tus». Nucleic Acids Res., num. 15, pag. 10569-10582.

MEzQuira, J.; Connor, W.; WINKFEIN, R. ].; DixoN, G. H.
(1985). «An H1 histone gene from rainbow trout
(Salmo gairdnerii)». |. Mol. Evol., num. 21, pag. 209-
219.

MILLER, D. J.; HARRISON, P. L.; MaHONY, T. J.; MCMILLAN,
J. P.; MiLes, A.; Oporico, D. M.; Lonuis, M. R. (1993).
«Nucleotide sequence of the histone gene cluster in
the coral Acropora formosa (Cnidaria, Scleractinia).
Features of histone gene structure and organiza-
tion are common to diploblastic and triploblastic
metazoans». |. Mol. Evol., nam. 37, pag. 245-253.

MocenseN, C.; CARLOS, S.; Ausio, . (1991). «Microhetero-
geneity and interspecific variability of the nuclear
sperm proteins from Mytilus». FEBS Lett., nam.
282, pag. 273-276.

NakaNo, M.; Tosita, T.; ANpo, T. (1970). «Fractionation
of galline, a protamine from fowl sperm, and some
characterization of the components». Biochem.
Biophys. Acta, num. 207, pag. 553-555.

Ouiva, R;; Dixon, G. H. (1990). «Vertebrate protamine
gene evolution. I. Sequence alignments and gene
structure». |. Mol. Evol., nam. 30, pag. 333-346.

Ouiva, R; Dixon, G. H. (1991). «Vertebrate protamine
genes and the histone-to-protamine replacement
reaction». Prog. Nucleic Acids Res. Mol. Biol., nam.
40, pag. 25-94.

Ouivares, C.; Ruiz, S.; CORNUDELLA, LL. (1986). «Charac-
terization of histone and protamine variants in
sperm of the bivalve mollusc Aulacomya ater».
FEBS Lett., num. 205, pag. 195-199.

OverTON, G. C.; WEINBERG, E. S. (1978). «Length and se-
quence heterogeneity of the histone gene repeat
unit of sea urchin, S. purpuratus». Cell, nam. 14,
pag. 247-254.

PaLau, J.; Ruiz-CARrILLO, A.; SUBIRANA, J. A. (1969). «His-
tones from the sperm of the sea urchin A. lixula».
Eur. |. Biochem., num. 7, pag. 209-213.

PHELAN, ]. ].; SUBIRANA, ]. A.; CoLE, R. D. (1972). «An un-
usual group of lysine-rich histones from gonads of
the sea cucumber Holothuria tubulosa». Eur. |. Bio-
chem., num. 31, pag. 63-68.

Poccia, D. (1986). «Remodelling of nucleoproteins dur-
ing gametogenesis, fertilization and early devel-
opment». Int. Rev. Cytol.,, nam. 105, pag. 1-65.

Prats, E.; CORNUDELLA, LL. (1995). «The gene encoding
the sperm-specific basic nuclear protein ¢, from sea
cucumber». Mém. Mus. Natn. His. Nat., nam. 166,
pag. 491-500.

Prats, E.; CORNUDELLA, LL.; Ruiz-CARRILLO, A. (1989). «Nu-
cleotide sequence of acDNA for ¢, a histone-to-pro-
tamine transition protein from sea cucumber sper-
matozoa». Nucleic Acids Res., num. 17, pag. 10097.

RoBERTS, S. B.; SANICOLA, M.; EMMONS, S. W.; CHiLps, G.
(1987). «Molecular characterization of the histone
gene family of Caenorhabditis elegans». |. Mol. Biol.,
num. 196, pag. 27-38.

Ruiz-CARRILLO, A.; AFFOLTER, M.; RENAUD, J. (1983). «Ge-
nomic organization of the genes coding for the six
main histones of the chicken: complete sequence of
the H5 gene». ]. Mol. Biol., num. 170, pag. 843-859.

SchuLzg, E.; ScHulze, B. (1995). «The vertebrate linker
histones H1°, H5, and HIM are descendants of in-
vertebrate «orphon» histone H1 genes». |. Mol.
Evol., num. 41, pag. 833-840.

SeLLOS, D.; KrRawETZ, S. A.; DixoN, G. H. (1990). «Organi-
zation and complete nucleotide sequence of the
core histone gene cluster of the annelid Platynereis
dumerilii». Eur. |. Biochem., nim. 190, pag. 21-29.

SHiral, H. (1986). «Gonad-stimulating and maturation-
inducing substance». Meth. Cell Biol., num. 27, pag,.
73-88.

SINGH, J.; Rao, M. R. S. (1987). «Interaction of rat testis
protein, TP, with nucleic acids in vitro». |. Biol.
Chem., nim. 262, pag. 734-740.

STEPHENSON, E.; ERBA, H.; GALL, ]. (1981). «Characteriza-
tion of a cloned histone gene cluster of the newt No-
tophthalmus viridescens». Nucleic Acids Res., nam. 9,
pag. 2281-2295.

SUBIRANA, J. A. (1970). «Nuclear proteins from a somatic
and a germinal tissue of the echinoderm Holothuria
tubulosa». Exptl. Cell Res., nam. 63, pag. 253-260.

SUBIRANA, J. A.; CozcoLLueLa, C.; PaLauy, J.; UNzZETA, M.
(1973). «Protamines and other basic proteins from
spermatozoa of molluscs». Biochem. Biophys. Acta,
nam. 317, pag. 364-379.

Sures, 1.; Lowry, J.; Kepgs, L. H. (1978). «The DNA se-
quence of sea urchin (S. purpuratus) H2A, H2B and
H3 histone coding and spacer regions». Cell, num.
15, pag. 1033-1044.

Von Hour, C. (1986). «Histones in perspective». BioEs-
says, num. 3, pag. 120-124.

WANG, Z. F.; SIROTKIN, A. M.; BuctoLb, G. M.; MARZLUFF,
W. F. (1997). «The mouse histone H1 genes: gene
organization and differential regulation». |. Mol.
Biol., nim. 271, pag. 124-138.

WELLs, D.; McBripg, C. (1989). «A comprehensive com-
pilation and alignment of histones and histone
genes». Nucleic Acids Res., nim. 17, pag. 311-346.

Worlrrg, A. (1992). «Chromatin: Structure and Func-
tion». Londres, Academic Press, pag. 1-213.

ZWEIDLER, A. (1984). «Core histone variants of the mou-
se». A: G.S. Stein; Stein, J.L.; Marzluff, W.F. (ed.)
Histone Genes. Nova York: Wiley & Sons, pag. 339-
372



