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Abstract: 

Cloning, partial sequence and expression of a rnRNA encoding 
Chicken protamine 9aline. 

Protamines are basic proteins able to displace histones from 
nucleosomes and to condense the DNA in the form of a highly com
pact nucleoprotamine complex . The protamine galline has a greater 
ability to dissasemble nucleosomal core histones than fish pro 
tamines (C.Mezquita and R. Oliva, 1985). To investigate the gene 
expression of the protamine galline and to find out the nucleotide 
sequence of this protamine, RNA was prepared from a population 
of cells enriched in round and elongated spermatids using the 
guanidine isothiocyanate method (Chirgwin et al., 1979). PolyA+ 
mRNA was,selected by oligo-dT celulose chromatography. cDNA was 
prepared and (Okayama and Berg, 1982), cloned in M13 mp9 and the 

. DNA of 332 clones was purified and r~ndomly sequenced by the 
method of Sanger et al .(1980). A few clones containing protamine 
sequences were detected . Sorne of the111 were completeily unreadable, 
probably dueto superstructure produced in a sequence rich in CGC 
a r g i n i n e c o d o n s . A p a r t i a l s e q u e n c e , o b tr;a i n e d f r o m s m a l 1 i n s e r t s , 
shows the last 120 bases of the e-terminal coding and 3' untrans
lated region of the gene containig t~e polyadenylation signal. 
The predicted amino acid sequence of this e-terminal region, 
corresponds to the sequence previously described at the protein 
level for the chicken protamine . Overlaping the termination codon, 
a sequence is present, that if translated will provide the prota 
mine with an aditional arginine block (Ser - Arg-Arg-Arg-Arg-Arg 
Tyr - (End)) increasing to eight the number of arginine clusters 
found in galline. To study the gene expr.ession of the chicken 
protamine gene, · RNA was prepared from testis at different stages 
of develeopment, electrophoresed on agarose - formaldehyde gel s, 
transfered to Pall -Biodyne and hybridized with an anti - sense 
probe of the rooster protamine cDNA . The Northern Blot shows that 
the expression of this gene occurs in post-meiotic cells and 
also 1rwo populations of mRNA of sizes ranging between 400 and 
500 bases. 

Introducción: 

Las protaminas son proteínas básicas capaces de desplazar 
a .las histonas de nu cl eos omas y de con densar al ADN en la forma 
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de un compacto complejo nucleoprotamina. La protamina galina 
presenta una eficiencia superior para desensamblar a las histonas 
de nucleosomas que las protaminas de peces (Oliva and Mezquita, 
1985, Mezquita and Oliva, 1985). Para estudiar la expresión géni 
ca y encontrar la secuencia del gen de esta protamina,hasta el 
presente única en su capacidad de desensamblar a las histonas de 
nucleosomas I se preparó ARN mensajero, se clonó en Ml3mp9 y varios 

clones fueron secuenciados al azar por el método de Sanger. 
Los resultados muestran la región 3' no codificante del gen 

de la protamina galina y una parte de la región codificante 
e - terminal . El análisis de "Norther blots" de ARN procedente de 

testículos en distintas fases de desarrollo indica que la expre 
sión del gen de la protamina es postmeiótica y que existen dos 
poblaciones de ARN mensajero~ 

Métodos: 

El ARN fué aislado a partir de una suspensión enróquecida 
en espermátidas alargadas (Oliva et al., 1982) y a partir de tes
tículos en distintas fases de desarrollo mediante el método de 
ehirgwin et al .(1979). 

El cDNA se preparó por el método de Okayama and Berg (1982), 
insertó en M13mp9 y clonó en E.eoli TG·1 (Hanahan, 1983). 114 clones 
fueron secuenciados por el método de Sanger et al. (1980) . 

Para el estudio de la expresión del gen de la protamina gali 

na, se analizó ARN en geles de formaldehido-agarosa, se transfirió 
a papel de "Pall Biodyne" y se hibridó con una sonda preparada a 

partir de uno de los clones de cDNA del gen de la protamina ga -
l i na . 

Resultados y discusión: 

De los 114 clones secuenciados, 3 correspondieron a secuencias 
de la región e-terminal codificante y 3' no codificante de gen 

de la protamina galina (fig l ) . A partir del clon N2 59 se prepa-
ró una sonda y se hibridó con un filtro que contenía "dots'' corres

pondientes a 332 de los clones preparados. Se deteotaron 2 clones 
cuya secuencia era complementaria a la del clon N2 59 (fig 2 y l ) . 

A partir del clon N2 24 se preparó una segunda sonda y de 

nuevo se hibridó con los 332 clones . El resultado fue la obtención 
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de varios clones positivos (fig 3) . La mayoria de ellos resul
taron ilegibles, problablemente como consecuencia de la adopción 
de superestructuras en las cadenas simples de un gen rico en 
"CG" . Un clan (Nº 261) legible con dificultad , mostró una cola 

de poli-A un poco más larga y un fragmento adic i onal de la re 
gión codificante , respecto a la secuencia del clan N2 59. 

Clones 1 • 100 

Fig 2.-Resultado de la hibri
dación de los clones 1-100 con 
una sonda preparada a partir del 
clan N2 59. 
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Fig 3.- Resultado de 
la hibridación de los clones 
1-431 con una sonda prepara
ª partir del clan N2 24. 

Para el estudio de la expresión del gen de la protamina 
galina, se preparó ARN a partir de testfculos en distinta fase 
de desarrollo. Los testfculos fueron controlados histológica -



mente para determinar su composicion celular exacta . El resultado 
del "Norther blot" indica que existen dos poblaciones de ARN 
mensajero de la protamina galina y que la expresión de este gen 

es post - meiótica (fig 4). 
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Fig 4 . - Northern blot de ARN de testículos de gallo en 

diferente estado de desarrollo. 

En las espermátidas haploides, la expresión de alelos re 
cesivos podría tener consecuencias en la diferenciación evolu 
t i v a de 1 es pe r mato z o i de ( E r i c k son et al ., 1 9 81 ; Ben ne t , 1 9 8 5 ) • 

La existencia de un componente proteico minoritari que 
migra cerca de la protamina galina en geles ácidos y que presen
ta la misma insolubilidad al SOS que la protamina galina, po 
dría interpretarse como una variante todavía no descrita de la 
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protamina, codificada por una de estas dos poblaciones de ARN 
mensajero. No obstante, parece más probable que estas dos po 
blaciones de ARN mensajero correspondan a moléculas de ARN - poliA 
en diferente estado de procesamiento (Sinclair and Dixon, 1982; 
Kleene et al., 1984) . 
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