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En la bibliografia recogida en los Qltimos meses 1lamanparticularmente
la atencidn, por sus implicaciones tebricas y metodoldgicas, los
trabajos publicados en Cell (Newport, 1987; Newport y Spann, 1987 y
Fisher, 1987) sobre el desensamblaje y reensamblaje del nicleo celular
"in vitro", asi como una serie de trabajos sobre expresidn genética
durante la espermiogénesis, cuyas referencias bibliograficas se
mencionan mids adelante. A continuacidn se describen algunas de las

observaciones recogidas en dichos trabajos y se establecen posibles

relaciones con nuestro modelo experimental.

I.Proteinas nucleares, desensamblaje y reconstitucidén del nficleo

celular "in vitro".

Durante la mitosis y la meiosis el nicleo celular experimenta
sucesivamente los fendmenos de desensamblaje y reensamblaje. Dichos
procesos son controlados por un grupo de proteinas existente en el
citoplasma de las células meidticas y mitdticas. Recientemente ha sido
posible reproducir "in vitro" el ensamblaje y el desensamblaje
nuclear a partir de extractos de'citoplasma de huevos de Xenopus. Un
extracto citosdlico de huevos de Xenopus no fertilizados que contenga
elevadas concentraciones de beta-glicerofosfato (un inhibidor de las
fosfatasas), el agente quelante del calcio EGTA y ademids un sistema que
mantenga concentraciones de ATP por encima de 1 mM posee todos los

factores necesarios para que el nicleo interfisico experimente la

transformacidn hacia la conformacidon mitdtica. Dicha transformacidn




supone tres procesos sucesivos (Fig. 1): a) la vesiculizacion de la
membrana nuclear, b) la despolimerizacidén de la lamina, y c) la

condensacidon del DNA.
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Figura 1. Desensamblaje del nlcleo durante la mitosis.

Vesiculizacidon de la membrana.

Siguiendo la cinética de descomposicidon de la membrana se ha podido
comprobar que existe un factor titulable en el extracto de cuya unidn
estequiométrica con los componentes de la membrana dependeria la
vesiculizacidn de la membrana, de forma similar a la accidn de la

clatrina en la membrana plasmatica.

Despolimerizacidn de la lamina nuclear.

Llas laminas resultan fosforiladas "in vitro" y experimentan, como
consecuencia de la fosforilacidn, una solubilizacidn progresiva. La
solubilizacidn se incrementa con el nlmero de nlcleos afiadidos al
extracto hasta llegar a la saturacidon de la actividad de una supuesta
quinasa. Es probable que la solubilizacidn de la lamina sea una

condicidn necesaria para la vesiculizacidn de la membrana, aunque no

seria una condicidn suficiente.



Condensacidn nuclear .

Los extractos mitdticos son capaces de fosforilar a la histona H1 y a
la histona H3, fendmenos que se han relacionado con la condensacidn
mitdtica. La fosforilacidn ocurre en la primera hora de adicidn de los
nicleos al extracto y acaba antes de que la condensacidn resulte
visible. Ello indicaria que si la fosforilacidon es critica para la
condensacion lo es en una etapa muy inicial. Probablemente se trata de
la condensacidn local de la fibra de 30 nm y no implica fenbmenos de
reorganizacion de las asas de DNA en el cariocesqueleto.

Incrementando el nimero de nicleos en el extracto, puede comprobarse
que la disponibilidad de un factor condensante en el extracto es
limitada. Si el extracto se preincuba con DNA de bacteridfago lamda,
pierde la capacidad condensante progresivamente en relacidn con la
concentracion de DNA afiadido. No se conoce el factor responsable de la
condensacidn; la cantidad de topoisomerasa II no parece ser el factor
limitante, podria tratarse de la proteina ScII o de otra molécula no
identificada. La inhibicidn de la condensacidon no interfiere en
absoluto con la despolimerizacidon de la membrana; se trata, pues, de

fendmenos independientes.

Implicacidn de la topoisomerasa II en la condensacidon nuclear.

Los inhibidores de la topoisomerasa II bloquean la condensacidn del
DNA. Cuando los extractos citoplasmaticos contienen Novobiocina y sobre
todo el inhibidor VM-26, la condensacidon del DNA no se produce y, sin
embargo, el resto de procesos no experimentan alteraciones. Se
desconoce el mecanismo molecular a través del cual la topoisomerasa II
interviene en la condensacidén. La inhibicidn de la topoisomerasa II no
supone cambios en la fosforilacidon de las histonas H1 y H3.

La adicién al extracto del "factor promotor de la diferenciacion" (MPF)

treinta veces purificado activa el desensamblaje nuclear en todos sus
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aspectos: vesiculizacidn de la membrana, despolimerizacidn de la lamina
y condensacidn del DNA. Este factor actuaria como un activador de las
quinasas de la lamina y las histonas, del factor inductor de
vesiculizacidn y del factor inductor de condensacidn y, todo ello,

posiblemente a través de una cascada de fosforilaciones.

Reconstitucidon del nicleo celular "in vitro".

Un extracto de huevos de Xenopus es capaz de reconstituir el nlcleo
celular a partir de DNA desnudo. Afladiendo DNA del fago lambda al
extracto, se forma una estructura indistinguible de un nlcleo
eucaridtico normal: con una doble membrana provista de poros y la
lamina subyacente. El proceso tiene lugar en etapas sucesivas que
suponen el ensamblaje de los nlcleosomas, seguido por el ensamblaje del
carioesqueleto, formacidn de la membrana nuclear y formacidn de 1la
lamina. Terminada la reconstitucidn con la formacién de la envoltura

nuclear, se inicia la replicacidn (Fig. 2).

Figura 2. Etrapas de la reconstitucidn nuclear a partir del DNA in
vitro

Durante la oogénesis de Xenopus son sintetizadas un conjunto de
moléculas necesarias para la formacidn del niicleo celular: histonas,
topoisomerasa II, componentes de la membrana nuclear, componentes de

los poros, RNA nuclear de pequefio tamafio, enzimas necesarios para la

replicacidon del DNA etc. Cuando se inyecta DNA del bacteridfago lambda
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a los huevos de Xenopus, a partir del mismo se reconstituye un niicleo
celular morfoldgicamente indistinguible del nlcleo normal, que responde
normalmente a las seflales del ciclo celular. El mismo resultado se ha

conseguido "in vitro" con extractos celulares.

Condensacidn y descondensacidn del DNA.

Para conseguir la reconstitucidn nuclear, a un extracto citosdlico de
huevos de Xenopus, que contiene mitocondrias y elementos vesiculares,

se afiade un sistema de regeneracion de ATP y se incuba en presencia de
DNA de bacteridfago lambda. Progresivamente el DNA experimenta una
serie de cambios que siguen el orden siguiente: Al principio,
inmediatamente después de la adicidn, el DNA se encuentra en forma de
fibras descondensadas. Al cabo de 20-30 minutos la condensacidn aumenta
unas 20-50 veces y el DNA aparece en forma de barras. La condensacidn
coincide con la unidn de las histonas que ya se hallan presentes al
cabo de 30 minutos. A los 30-40 minutos se ha unido también la histona
H1. Una vez formados los nlcleosomas, la condensacidn continfia durante
los 40 minutos siguientes formindose esferas muy compactas comparables
en cuanto a condensacion con la heterocromatina o los cromosomas
metafasicos. Las esferas no estdn rodeadas por la ladmina ni por las
membranas nucleares.

Una vez se ha alcanzado el grado maximo de condensacidon el DNA inicia
un proceso de descondensacidon y al mismo tiempo queda rodeado por la
envoltura nuclear (membranas nucleares, poros, lamina). El volumen
alcanzado durante el proceso de descondensacidn es de 10 a 30 veces
superior al de las esferas compactas. El proceso dura de 60 a 120
minutos. El ensamblaje de los nlcleos ocurre, pues, en las tres etapas
siguientes: 1) Ensamblaje de los nficleosomas (0-40 min); 2)

Condensacion del DNA (40-80 min); 3) Descondensacidon del DNA y

formacidon de la envoltura nuclear (80-180 min).
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(8)]




Si a medida que evoluciona la formacidn del nGcleo celular, se
realizan, en tiempos distintos, tratamientos con Tritdn X-100 al 1% y
ClNa 2M se observan los cambios siguientes: 1) Antes de la compactacidn
del DNA (40 min) 8ste se dispersa por completo; 2) Cuando la
condensacidn se inicia (40-60 min), el DNA permanece después del
tratamiento agregado en forma laxa. 3) Cuando la condensacidn ha
terminado (60-80 min), el DNA permanece esencialmente unido a un nicleo
central del que sobresale un halo periférico. Las proteinas
responsables de la organizacidon residual del DNA serian resistentes al

tratamiento.

Implicaciones de la topoisomerasa II en los fendmenos de condensacidn y

descondensacién del DNA durante la reconstitucidn del nicleo celular.

La adicion de los inhibidores de la topoisomerasa II mencionados
anteriormente, altera el proceso de reconstitucidn nuclear "in vitro"
en los siguientes aspectos: 1) La condensacion inicial atribuible a la
formacidn de n{icleosomas no resulta alterada; 2) Los inhibidores
bloquean completamente la condensacidn ulterior; 3) Si los inhibidores
se afladen cuando ya ha tenido lugar la condensacidn, se bloquea el
proceso de descondensacidn que resulta esencial para la ulterior
formacidn de la envoltura nuclear. El hecho de que la inhibicidn de la
topoisomerasa II suponga la formacidn de un complejo covalente entre el
enzima y el DNA escindido, no permite concluir con seguridad si es la
falta de actividad enzimatica o el complejo formado, el responsable de
las citadas interferencias en el proceso de reconstitucidn. El

requerimiento de ATP para la reconstitucidn nuclear puede deberse, en

parte, a la actividad DNA topoisomerasa.
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Formacion de la envoltura nuclear y actividad replicativa.

Es particularmente interesante el hecho de que, si no se produce
descondensacion del DNA, la formacidn de la envoltura nuclear y su
unidon a la cromatina resultan totalmente interferidas. Ello puede
deberse a que no queden expuestos los sitios de la cromatina
susceptibles de interaccidn con las proteinas de la lamina o las
vesiculas de la membrana. Los sitios estarian enmascarados en la
cromatina condensada. Se desconoce a través de qué mecanismo se
establece la interaccidn entre la cromatina y la envoltura nuclear.
Ello podria deberse a una modificacidon quimica de la cromatina o a la
unidon de un receptor capaz de interaccionar con sitios de la cromatina
y sitios de la envoltura. Los nlcleos reconstituidos "in vitro" son
activos en la replicacidn del DNA. La capacidad replicativa se adquiere
a los 60 minutos, coincidiendo con la descondensacidn nuclear vy,
probablemente, con el establecimiento de las interacciones entre el DNA
y la envoltura nuclear. En la figura2 se han representado
esquemiticamente las sucesivas etapas del proceso de reconstitucidn

nuclear.

Fendmenos de desensamblaje y reensamblaje nuclear durante la

espermatogénesis.

En la espermatogénesis tienen lugar fendmenos de desensamblaje y
reensamblaje nuclear durante las divisiones mitdticas de las
espermatogonias y las divisiones meidticas de los espermatocitos.
Ulteriormente, durante la espermiogénesis vuelven a ocurrir fendmenos
de .desensamblaje y reensamblaje parciales en los nicleos de las
espermdtidas. Finalmente, después del proceso de fecundacidn, tendran
lugar de nuevo procesos de desensamblaje y reensamblaje que conducen a

la formacidn de los pronicleos del cigoto. La posibilidad de utilizar

la metodologia "in vitro" descrita en los articulos comentados abre
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perspectivas muy interesantes para interpretar algunos de los
mecanismos implicados en los procesos de metamorfosis nuclear durante
la espermatogénesis.

En nuestro laboratorio hemos investigado los mecanismos de
desensamblaje de los nlcleosomas en las espermatidas y la formacidn
del complejo nicleoprotamina. Los resultados mids recientes relativos al
desensamblaje de los nlcleosomas en la espermiogénesis del gallo son
los siguientes (Oliva et al., 1987):

- La hiperacetilacidon de las histonas constituiria un paso necesario
para el desensamblaje de los nlicleosomas. Los nlcleosomas
hiperacetilados por la accidn del butirato analizados por microscopia
electrdonica presentan una elongacidn caracteristica (relacidn axial
>1,4) en lugar de la forma esférica compacta de los nicleosomas que ho
contienen histonas hiperacetiladas (relacidn axial=1,0).

- [as histonas desplazadas de los niGcleosomas por la accidn de 1la

protamina, "in vitro", muestran un grado de hiperacetilacidn

notablemente superior al de las histonas residuales.

- [a protamina muestra una mayor eficiencia en el desensamblaje de los
nicleosomas hiperacetilados que en el desensamblaje de los no
acetilados.

- Las protaminas de pequefio peso molecular (32-33 aminoidcidos), tales
como la salmina y la iridina, resultan ineficientes para el
desensamblaje de los nicleosomas, en comparacidn con las protaminas de
mayor tamafio, tales como las del gallo, el calamar y la sepia (65-70
residuos) que son capaces de desplazar las histonas de la cromatina a
concentraciones muy inferiores, proximas al rango fisioldgico.

- El crosslinking de dos moléculas de salmina forma un dimero con la
misma capacidad de desplazamiento que las protaminas del mismo tamafio.

El dimero artificial se une al DNA con una mayor afinidad que el

< . 3 A~ .
monomero. Estas observaciones sugieren que el tamafio de la protamina
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puede resultar critico para la eficiencia del desplazamiento y para el

grado de condensacidn.

El fendmeno de desensamblaje de la cromatina de las espermitidas puede
comportar ademds de los cambios de acetilacidn y unidn de la protamina
otros cambios en las histonas, tales como modificaciones en el patrdn
de la histona H1 que hagan posible determinados cambios de
superestructura de la cromatina (J.Boix y C.Mezquita, en este volumen),
la intervencion de proteinas no identificadas de las espermitidas
(V.Ustrell y C.Mezquita en este volumen) y la participacidn de 1la

topoisomerasa II (J.Roca y C.Mezquita, en este volumen).

II. Expresidn genética durante la espermiogénesis.

Durante la espermiogénesis tiene lugar una sintesis proteica muy
activa, patente en el desarrollo que alcanzan las estructuras
subcelulares relacionadas con la misma ( Fig. 3). Dicha sintesis no se
acompafia siempre de una transcripcidn concomitante y se realiza a
partir de RNA mensajeros estabilizados. Entre los trabajos
recientemente publicados sobre la expresidn genética durante la
espermiogénesis se comentan a contihuacién los relativos a la expresidn
del gen MH3, que contiene una secuencia homeobox, la expresidn de
enzimas glicoliticos especificos de las espermatidas, particularmente
el gen procesado desprovisto de intrones de la fofofogliceratoquinasa,
la expresidn del gen de la pro-encefalina, y la expresidn del gen de la
histona H1t. Por otra parte se discuten los argumentos experimentales

sobre la existencia de una pre-programacidn genética de la

embriogénesis en el genoma de los gametos.
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Fiogura 3. Fases sucesivas de la espermiogénesis del gallo mostrando
signos de notable actividad de biosintesis protéica. Xia, L., Clermont,
Y, Lalli, M. y Buckland, R.B. (1986). Evolution of the endoplasmic

reticulum during spermiogenesisof the rooster: an electron microscopic
study. Amer. J. Anat., 177: 301-312,




Expresidon durante la embriogénesis del ratdn del gen MH-3 que contiene

una secuencia homeobox (Rubin et al., 1986).

La secuencias del DNA denominadas homeobox codifican proteinas cuyos
dominios carboxiterminales muestran homologia con proteinas con
afinidad por el DNA. La funcidn de las proteinas codificadas por genes
con secuencias homeobox podria consistir en el control, a través de un
mecanismo trans, de baterias de genes implicados en la diferenciacidn
celular. Para averiguar si el testiculo adulto del ratdn expresa genes
con secuencias homeobox se ha analizado una genoteca cDNA, preparada a
partir del testiculo, mediante diferentes sondas homeobox. El1 gen
denominado MH-3 presenta una secuencia homeobox con una homologia del
79% y del 6€6% respecto a las secuencias homeocbox Dfd y Antp. Las
correspondientes secuencias traducidas muestran homologias del 83% y
el 75% respectivamente.

A fin de investigar si el gen MH-3 era expresado de forma especifica en
el testiculo se prepararon "Northern blots" que contenian RNA total o
poliadenilado extraido de testiculo maduro, cerebro, colon, corazdn,
rifion, higado, pulmdn, misculo, pancreas y ovario. Se detectd un RNA de
1,5 Kb presente en grandes cantidades en el testiculo que no estaba
presente en ningin otro de los tejidos estudiados.

Para deslindar si la expresidn tenia lugar en células germinales o en
células somdticas testiculares se utilizd un ratdn mutante (S1/S19),
cuyos testiculos poseen células somidticas normalmente desarrolladas,
pero carecen de la préctica totalidad de células germinales. Pudo
comprobarse que el gen no se expresaba en el testiculo de los ratones
mutantes y que, por lo tanto, su expresidn no era propia de las células
testiculares somiticas.

Por la técnica de hibridacidn "in situ" pudo demostrarse también que

ésta resultaba positiva en los espermatocitos en fase de paquinema y en

las espermatidas redondas y no en las espermatogonias. Una densidad




inferior de granos fue demostrada en las espermitidas que experimentan
condensacidon nuclear y en la luz de los tbulos, lo que indica que el
ARNm estd presente hasta el final de la espermiogénesis.

Para corroborar los resultados anteriores se estudid la expresidn en
testiculos en diferentes estadios de maduracidn, entre los dias 8 y 18
después del nacimiento. El producto de transcripcidn se detecta por
primera vez el dia 14 y aumenta alcanzando niveles progresivamente
crecientes en los dias siguientes hasta el dia 18. Puesto que las
células de Sertoli, las espermatogonias y los espermatocitos
constituyen el porcentaje mayor de células entre los dias 8 y 13, puede
concluirse, de acuerdo con los resultados comentados anteriormente, que
la activacidon del gen tendria lugar durante el paquinema.

;Qué funcidn puede desempefiar el gen MH-3 durante la espermatogénesis?
La expresidn del gen tiene lugar en un momemto en el que la célula
germinal ya ha entrado en la meiosis, por lo que no guardaria relacidn
con los mecanismos que determinan que la célula experimente dicho
proceso. La funcidon de la proteina podria guardar relacidén con
fendmenos tardios de la profase meidtica, tales como la condensacidn
cromosdmica o la represidn genética. Otra posibilidad es que la
proteina esté implicada en los mecanismos de diferenciacidn de la
espermiogénesis, bien induciendo la expresidn de la bateria de genes
responsables de la misma, o interviniendo en las transiciones
estructurales que experimenta la cromatina durante la espermiogénesis.
Si la proteina estd presente en los espermatozoides podria ejercer
algln control durante la embriogénesis. La expresidn de este gen se ha
detectado en el embridn en el dia 11,5 post coitum.

Respecto a la expresidn de este gen se plantean una serie de cuestiones
que no han sido todavia resueltas: ;En qué fase de la espermatogénesis

tiere lugar la traduccidn?; ;La proteina codificada por el gen MH-3 es

una proteina nuclear?; ;Se trata de una proteina abundante?. ;Se

63




encuentra en el espermatozoide?; ;Donde se encontraria localizada en
esta célula?; ;Este mismo gen o un gen homdlogo se encuentra en la
espermatogénesis de especies diferentes al ratdn?; En este iltimo caso
,guarda su presencia relacidn con el tipo de espermiogénesis,

particularmente con la transicidn nlGcleohistona niicleoprotamina?.

Expresion del gen de la fosfogliceratoquinasa 2, un gen reinsertado en

el genoma (McCarrey & Thomas, 1987).

La fosfogliceratoquinasa es una enzima de la glicolisis que en el
genoma humano estid codificada por dos genes, el gen de la PGK-1, ligado
al cromosoma X estd constituido por 11 exones y 10 intrones y se
extiende en una regidn de unas 23 kb. El gen PGK-2 es un gen autosdmico
que se expresa (nicamente en las fases meidticas y postmeidticas de la
espermatogénesis. Este Gltimo gen carece de intrones y posee una serie
de caracteristicas que demuestran que se origind a partir del
correspondiente RNAm por un mecanismo de transcripcion inversa. El1 gen
carece de intrones y posee, adyacente al extremo 3' de la sefial de
poliadenilacion, una secuencia de 165 bases en las que el 52% son
adeninas; se observa, ademds, la presencia de la secuencia 5'-TATGTTT-
3'situada en el extremo 3' adyacente a la cola poli-A y en el extremo
5' entre las posiciones -5 y -939 respecto al triplete de iniciacitn
AUG. Estas secuencias se afiaden a los extremos del producto de
transcripcidn procesado para favorecer su reinsercidn.

Normalmente, los genes que presentan caracteristicas semejantes a las
descritas, son pseudogenes que no son transcritos. Para investigar la
transcripcidn del gen PGK-2 durante la espermatogénesis del ratdn, se
prepard RNA de testiculo de ratdn adulto, de testiculo inmaduro, de
espermdtidas redondas y de espermdtidas alargadas. Como sondas se

utilizaron las secuencias del extremo 3' de ambos genes que no

presentan homologia. El gen PGK-1 se expresa en las células
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premeidticas y en las células somaticas del testiculo mientras que el
gen PGK-2 se expresa en lass células meidticas y postmeidticas.

La razdn que obligaria a la insercidn del gen resultante de la
transcripcidén inversa del producto de transcripcion del gen original
podria ser el hecho de que el gen PGK-1 esté ubicado en el cromosoma X
y este cromosoma experimenta inactivacidn previa a la meiosis, lo que
obligaria a elegir un nuevo emplazamiento para que el gen pueda ser
expresado en etapas ulteriores de la espermatogénesis, en las que dicha
actividad enzimdtica resulta esencial. Este mismo fendmeno puede haber

ocurrido en otros genes ligados al cromosoma X.

Expresion especifica del gen de la lactatodeshidrogenasa C durante la

espermiogénesis del ratdn (Sakai et al. 1987).

Otra enzima de la glicolisis que .sdlo se expresa durante la
espermiogénesis, es la lactatodeshidrogenasa C del ratdn. Las
iscenzimas de la lactatodeshidrogenasa A y B se expresan, en cambio,
preferentemente en misculo esquelético y corazdn respectivamente. El
gen que se expresa en el testiculo ha sido secuenciado. No se conocen
las razones que conducen a su expresidon especifica durante la
espermatogénesis.

La glicolisis de las espermitidas y los espermatozoides constituye un
modelo muy adecuado para investigar la expresidon especifica de las
enzimas glicoliticas. Aparte de las razones aducidas en el caso
anterior, que requieren la existencia de un gen adicional de PGK, el
hecho de que la transcripcidn cese durante la espermiogénesis,
obligaria a sintetizar RNA mensajeros particularmente estables y en
cantidades adecuadas. También es posible que las proteinas codificadas
por estos genes tengan una estabilidad aumentada. En todo caso, el

modelo ofrece la posibilidad de investigar entre estas diferentes

alternativas.
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La posibilidad de que en la poblacidn de mensajeros de las
espermatidas esten dmpliamente representados los correspondientes a las
iscenzimas glicoliticas, aumenta las posibilidades de detectar tales
genes en las genotecas de cDNA de espermatidas. En este sentido cabe
indicar que algunos de los clones secuenciados de la genoteca de
espermatidas de gallo en nuestro laboratorio presentan una cierta
homologia con la enzima triosafosfatoisomerasa gue incluye 1los
aminocidcidos del centro activo.

El estudio de la expresion de las enzimas glicoliticas presenta el
interés adicional de que estas proteinas, ademds de su funcidn
enzimitica en la glicolisis, pueden ejercer otras funciones a travds de
su interaccidn con el DNA. Esta interaccidn se ha demostrado en el caso

de la lactato deshidrogenasa y de la fosfoglicerato deshidrogenas.

Expresidn del gen de la proencefalina en células meidticas y

postmeidticas del ratdn (Kilpatrick & Millette, 1987).

Durante la espermatogénesis se expresan los genes que codifican la pro-
opio-melanocortina, la proencefalina y la prodinorfina. La funcidn de
las correspondientes proteinas durante la espermatogénesis es
desconocida. Durante la espermatogénesis del ratdn, el gen de la
proencefalina se expresa en los espermatocitos en fase de paquinema y
en las espermatidas redondas, donde alcanza concentraciones 2-3 veces
superiores a las del testiculo total. La presencia de RNAm
correspondiente al gen de la proencefalina en las células citadas no es
debida a contaminacidn por células de Sertoli o por células
intersticiales. Los espermatozoides no contienen el mensajero de la
proencefalina. La existencia de los precursores de los péptidos
opidceos indica que deben expresarse también las proteasas responsables
de su procesamiento. Al igual gue sucede en el caso de otros mensajeros

presentes en las espermidtidas, la mayoria del mensajero de la
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proencefalina es estable. Se desconocen los mecanismos responsables de

dicha estabilidad.

Secuenciacidn de un gen que codifica en el ratdn una variante meidtica

y postmeidtica de la histona H1 (Cole et al. (1986).

En muchas especies, el patrdn de las histonas de las células
testiculares presenta caracteristicas diferenciales respecto a otros
tejidos. En los espermatocitos y en las espermitidas de los mamiferos
existe una variante de la histona H1, denominada H1t, que constituye
entre el 65% y el 85% de todas las histonas H1 presentes. La funcidn de
esta proteina es desconocida,asumiéndose que estaria relacionada con la
remodelacidn estructural de la cromatina en las células meidticas o
durante la transicidn nlcleohistona nicleoprotamina. El gen secuenciado
presenta secuencias comunes a otros genes H1 de diferentes especies. No
resulta obvio por la secuencia, en qué radica la especificidad de

expresidn en determinados estadios de la espermatogénesis.

JEs el genoma del espermatozoide una tabula rasa? (Surani et al. 1986).

El genoma de ambos gametos podria ser una tabula rasa sometida a
reprogramacidon al comienzo de la embriogénesis o, por el contrario, a
pesar la aparente simplicidad del genoma del espermatozoide,
aparentemente un simple cristal de nucleoprotamina, ambos gametos
podrian transmitir escrito en su genoma determinados programas de
expresidn genética que se expresarian en diferentes momentos de la
embriogénesis. Los experimentos de transplante nuclear realizado en
embriones de ratdn apoyan la segunda interpretacidn. Cada gameto posee
en su genoma la informacidn especifica para programas de diferenciacidn

que se desarrollan durante la embriogénesis y que son absolutamente

necesarios para el desarrollo del embridtn a término. Los programas




(8)]
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existentes en cada uno de los dos gametos del ratdn son diferentes y

complementarios.

C FEMALE PRONUCLEUS {3 MALE PRONUCLEUS ® FEMALE DONDR NUCLEUS

Figura 4. Transplante de nucleos haploides materno y paterno.

La transferencia de un nlGcleo paterno o materno de un embridn haploide
en la fase de preinplantacidn a huevos fertilizados de los que se ha
eliminado un pronGcleo (Fig. 4), sdlo conduce a un desarrollo a término
en el caso de que después de la transferencia del nlcleo gqueden
reunidos un genoma paterno y un genoma materno. No se consigue el
desarrollo si ambos nlcleos contienen el mismo genoma. Esta observacion
indica, tal como se ha comentado anteriormente, que ambos genomas estén
preprogramados, que los programas son diferentes y complementarios y

que no se borran con la supuesta reprogramacidon de la embriogénesis

imicials




Una cuestidn muy importante para el control de la expresidn genética
que no esti resuelta en la actualidad consiste en el mecanismo a través
del cGal se graba en el genoma del gameto el programa de expresidn
genética futura, a desarrollar en la embriogénesis, y se borra el
propio de la célula que conduce a su actual estado de diferenciacién.
Un posible mecanismo a invocar es el patron de metilacidn de las
citosinas o la existencia de factores de control de la transcripcidn
fuertemente unidos al DNA, de modo que resisten la accidn de la
protamina. Ambos mecanismos son compatibles entre si, puesto que
determinadas secuencias metiladas, o no metiladas, serian reéonocidas
por los factores marcadores de los genes que han de ser transcritos. En
las especies en las que no se detecta metilacidn de las citosinas
bastaria el cddigo de bases no metiladas para el reconocimiento. El
emplazamiento de la topoisomerasa II en determinadas secuencias del
genoma podria intervenir en el supuesto fendmeno de marcaje o
delimitacidn de los genes que van a ser transcritos. Si el programa de
expresidn genética a desarrollar por cada gameto se escribe durante el
proceso de diferenciacidn de estas células, el estudio de este modelo
puede tener el interés adicional de investigar los mecanismos que

controlan el desarrollo embrioldgico.
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