RESUMEN

Post-fecundacion el ndcleo masculino sufre una descondensacion de su cromatina. Esta
reestructuracion involucra un recambio de las proteinas histonicas que la conforman,
produciéndose una peérdida de las histonas espermatozoide especificas (SpH) y su
reemplazo por variantes de histonas CS de origen materno. En un estado intermedio de
la remodelacion del pronicleo masculino de erizo de mar Tetrapygus niger se reporto
la presencia de particulas nucleoproteicas hibridas, conformadas por sets incompletos
de proteinas SpH y de variantes CS de origen materno. Sin embargo, no se conocia
exactamente como se produce este recambio ni la composicion de los nucleosomas de
la cromatina espermatica parcialmente remodelada. En consecuencia, el primer
objetivo de esta Tesis Doctoral fue definir la naturaleza bioquimica de las
nucleoparticulas de composicion mixta y poder postular un modelo de como ocurriria

este recambio de proteinas histonicas.

Con este proposito, nucleoparticulas derivadas de la digestion de nucleos de cigotos en
un estado intermedio de la remodelacion, con nucleasa micrococal, fueron fraccionadas
en un gradiente continuo de sacarosa. Los nucleosomas de origen paterno fueron
separados por inmunoadsorcion con Sefarosa 4B unida a anticuerpos policlonales anti
SpH vy las proteinas contenidas en ellos analizadas por Western blot. Los resultados
obtenidos demuestran que en un estado intermedio de la remodelacion del pronucleo
masculino, los nucleosomas paternos estan conformados por las SpH2A, SpH2B y dos
fracciones mayoritarias de variantes CS, interactuando con un fragmento de ADN de

aproximadamente 100 pb. Estos resultados permiten postular que la pérdida del




tetramero SpH H3-H4 ocurre simultdneamente con la adquisicion de las variantes CS
maternas, que vienen en su reemplazo para conformar el core nucleosomal de
composicién mixta. Ademds, se determind que en este estado intermedio de la
remodelacion de la cromatina espermatica, las variantes CS que conforman los
nucleosomas hibridos se encuentran poliADPribosiladas y postulamos que la SpH2B se

encontraria en su forma fosforilada.

Una vez concluida la remodelacion del pronucleo masculino ocurre la fusién de ambos
pronucleos, fendbmeno denominado amfimixis. Las SpH han desaparecido y la
cromatina estd conformada solo por las variantes CS, en lo que a proteinas basicas se
refiere. Esta estructuracion persiste durante las tres primeras etapas de segmentacion
del embrion. Luego dos grupos de genes para histonas son secuencialmente expresados
durante el desarrollo embrionario: las variantes de histonas tempranas hasta la eclosion
de las larvas y, posteriormente, las variantes de histonas tardias. Las variantes CS
persisten en la cromatina hasta estados tardios del desarrollo, sin embargo, se
desconoce su distribucion espacial y temporal. Consecuentemente, el segundo objetivo
planteado en esta Tesis Doctoral fue determinar la localizacion de las variantes CS en
los distintos territorios embrionarios del erizo de mar y determinar si esta distribucion
se relaciona con el ADN con el cual fueron expresadas en los primeros ciclos

replicativos.

Con el fin de definir el destino de las variantes CS, se realiz6 la inmunodeteccion en
larvas plutei observandose que estas variantes se localizan en territorios especificos de
la larva. Paralelamente se marco el ADN replicado in vivo durante la segunda fase S,

concordante con la expresion de las variantes CS, con bromodeoxiuridina (BrdU). Este



ADN fue posteriormente inmunolocalizado en territorios especificos de la larva plutei.
Al confrontar esta localizacion con la obtenida para las variantes CS por doble marcaje
y por microscopia confocal se constatd que ambas sefiales colocalizan, es decir, que la
segregacion de las variantes CS a territorios definidos de la larva pluteus se realiza
asociada al ADN replicado en su presencia. Consecuentemente, se postula que la
segregacion de las variantes CS a territorios especificos del embrion constituye una

sefial temprana de diferenciacion.

Por otra parte, estas variantes CS se encuentran poliADPribosiladas y se ha descrito
que esta modificacion post-traduccional es ciclo celular dependiente y su inhibicion se
correlaciona con el alargamiento de las fases de replicacion del ADN. Por ello se
plante6 como tercer objetivo de esta Tesis Doctoral estudiar el efecto directo de la
inhibicion de la poliADPribosilacion sobre la replicacion durante los primeros ciclos
replicativos. Los resultados demuestran que el efecto de la inhibicion de la
poliADPribosilacion post-fecundacion es un enlentecimiento real de las fases
replicativas y no el bloqueo de la replicacion. Adicionalmente, se estudio el efecto de
esta inhibicion en otra especie de erizo de mar Sphaerichinus granularis. Los
resultados obtenidos indican que el efecto de la inhibicion de la poliADPribosilacion es
un efecto directo sobre el proceso de replicacion y que desacoplaria este proceso de los

eventos de citoquinesis, sin alterar la distribucién de tubulina.



