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I. INTRODUCCION

1. ASPECTOS GENERALES DE LAS PROTEINAS HISTONICAS

Las proteinas asociadas con la cromatina se dividen en dos categorias: histonas y proteinas
cromosémicas no histonicas. El resto de las proteinas nucleares eucariotas pueden agruparse como
proteinas no cromosomicas nucleares, incluyendo en este grupo las proteinas asociadas a la membrana, a
la matriz nuclear asi como las proteinas solubles en el niicleo (van Holde 1989). Las histonas constituyen
un grupo :1e proteinas bésicas y de tamafio pequefio presentes en las células somaiticas de todos los
organismos eucariotas a excepcion de algunos dinoflagelados (Herzog and Soyer 1981; Rizzo 1981). Las
histonas estan también presentes en el esperma de algunos eucariotas ademas de en algunos virus
animales. Su funcion se relaciona con el empaquetamiento del ADN, formando la fibra de cromatina y
participando de este modo en los procesos de replicacion y transcripcion. Existen cinco familias de
histonas que pueden clasificarse en dos grupos principales segin sus caracteristicas estructurales y
funcionales: histonas del core (H2A, H2B, H3, H4) e histonas /inker (H1).

Las histonas del core (fig. 1) son las encargadas de formar el soporte proteico sobre el cudl se enrolla
el ADN, generando el nucleosoma. Estas histonas poseen una estructura tripartita, compuesta por un
dominio central globular resistente a la digestion con tripsina flanqueado por dos extremos o colas en
posiciones amino (N) y carboxilo (C) terminal. Las interacciones entre diferentes histonas del core estan
mediadas por una regién denominada histone-fold, con estructura de forma helix-strand-helix localizada
en el dominio globular (Arents and Moudrianakis 1995). Las colas N-terminales son de caracter basico e
interaccionan con el ADN, asi como con diferentes factores transcripcionales, representando las regiones
de mayor importancia en estas proteinas. Las histonas de tipo /inker también poseen un dominio central
globular flanqueado por dos extremos basicos (fig. 1). El dominio C-terminal representa alrededor de la
mitad de la proteina H1 y es especialmente basico, gracias a un elevado contenido en lisinas y argininas.
Mientras que la cola C-terminal esta involucrada en la interaccion con el segmento de ADN de union o
linker entre nucleosomas, el dominio globular conservado es indispensable en la union de HI al
nucleosoma, a través de un motivo con estructura terciaria denominado winged-helix.

En el afio 1868, las histonas fueron diferenciadas por primera vez de las protaminas, asi como del
resto de proteinas conocidas hasta entonces. Hasta la actualidad, mas de cien afios de investigacion han
permitido formular las siguientes generalidades respecto a este grupo de proteinas, revisadas en detalle
por van Holde (1989): en primer lugar, las histonas son proteinas basicas con cantidades relativamente
elevadas de aminoacidos lisina y arginina, con una proporcion Lys/Arg variable desde aproximadamente
20 en histonas H1 hasta menos de 1 en H3 y H4. La carga positiva no esta repartida de manera uniforme a
lo largo de las histonas, sino que se concentra en las regiones terminales. En general, las histonas son
proteinas conservadas, aunque parece claro que su situacion evolutiva es mucho mas compleja de lo
argumentado en principio. Las proteinas H3 y H4 son las histonas mas conservadas, seguidas por H2A 'y
H2B, mientras que HI es la histona mas variable. Generalmente, la heterogeneidad se concentra en los
extremos o colas terminales en los casos de H1, H2A y H2B, repartiéndose homogéneamente en los casos
de H3 y H4.
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1.1. Heterogeneidad estructural de las histonas

En la mayoria de los organismos, las histonas estan presentes en miltiples copias y con una
organizacion variable. El orden y la polaridad de sus genes codificantes, asi como las regiones
espaciadoras entre ellos, es muy heterogénea observandose en muchos casos mas de un tipo de
organizacion en el mismo organismo. Fue precisamente la existencia de multiples copias la que sugirié
una variacion no alélica en genes de histonas, aunque la heterogeneidad observada escapa a una
explicacion basada unicamente en este mecanismo. Es por este motivo necesario resefiar el gran namero

modificaciones covalentes post-traduccionales a las que estas proteinas pueden estar sometidas (fig. 1).
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Fig. 1.- Estructura de las proteinas histonicas consistentes en un dominio central flanqueado por dos segmentos terminales, amino
(N) y carboxilo (C). Las estructuras terciarias correspondientes al histone-fold (histonas del core) y al motivo winged-helix (histona
H1 linker) se representan en los dominios centrales de las proteinas, mientras que las modificaciones post-traduccionales covalentes
que estas histonas pueden sufrir se detallan en los segmentos terminales junto a sus posiciones aminoacidicas (Adaptado de Ausio
and Abbott 2004).

Quiza la modificacion mas importante sea la acetilacion dinamica de las histonas en el nucleo
eucariota, la cudl esta relacionada con tres procesos clave: induccion de la transcripcion, sustitucion de
histonas por protaminas en la maduracion de las espermatidas y replicacion del ADN en la fase S
(sintesis) del ciclo celular (van Holde 1989). La acetilacion ocurre en los grupos g-amino de lisinas,
catalizada por dos grupos de enzimas, las histone acetyltransferases (HATs) y las histone deacetylases
(HDACsS). Los efectos de esta modificacion sobre la fibra de cromatina pueden clasificarse como
“locales™ o “generales™ (Ausié and Abbott 2004). Parece claro que la acetilacion (particularmente de H3
y H4) esta relacionada con la relajacion de la estructura cromatinica. La metilacion es otro tipo de
modificacion importante, afectando principalmente a lisinas y argininas en segmentos N-terminales de las
histonas H3 y H4 (Ausio and Abbott 2004), involucrado en la maduracion de los nucleosomas al final de

la fase S del ciclo celular y extendiéndose durante la fase G, e incluso durante la mitosis. La tercera
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modificacion critica es la fosforilacion, preferentemente en regiones no globulares y en relacion con la
progresion del ciclo celular. A pesar de ser un mecanismo extremadamente complejo, parece estar
vinculado al mantenimiento estructural de la heterocromatina constitutiva en algunos organismos (van
Holde 1989). Otras modificaciones covalentes de las histonas estan representadas por la ADP ribosilacion
(relacionada con la estabilizacion y la relajacion local de la cromatina, la reparacion del ADN, asi como la
regulacion de la transcripcion), la ubiquitinizacion (union de la proteina ubiquitina, involucrada en la
regulacion transcripcional mediante una “apertura” de la fibra de cromatina) y la glicosilacion (detectada
en histonas de Tetrahymena aunque no esta todavia claro si se trata de un fendmeno general o concreto de
este organismo). A pesar de la gran variedad de modificaciones, asi como de niveles sobre los que pueden
actuar in vivo, parece claro que éstas son dependientes entre si, estableciendo interacciones entre
diferentes mecanismos responsables de establecer una estructura cromatinica concreta (van Holde 1989;
Ausié and Abbott 2004).

1.2. Papel de las histonas en el empaquetamiento del ADN

La conformacion de una proteina histonica puede estar modificada por su interaccion con otras
histonas y con el ADN. Estas proteinas interaccionan entre si mediante asociaciones homotipicas
(moléculas del mismo tipo) y heterotipicas (de diferentes tipos), constituyendo estas Gltimas la base
estructural del core de histonas en el nucleosoma. La asociacion de histonas H3 y H4 ocurre en primer
lugar generando dos dimeros heterotipicos (H3+H4), que se uniran posteriormente formando el tetramero
(H3+H4),. Las histonas H2A y H2B forman heterodimeros (H2A+H2B), que se uniran posteriormente al
tetramero en dos pasos sucesivos y mediante interacciones a través del motivo handshake-motif. Se forma
de este modo un complejo multiproteico octamérico (fig. 2) en el cudl el tetramero se encuentra
flanqueado por ambos dimeros (Arents et al. 1991; Arents and Moudrianakis 1995). El core proteico del
nucleosoma es un objeto compacto y sumamente fragil en ausencia de ADN, no pudiendo existir libre en
una solucion fisiolégica (van Holde 1989).

Las histonas del core poseen en comun el domino histone-fold, compuesto por una estructura helix-
strand-helix de forma hélice I, lamina B, hélice I, lamina B, hélice Il (Arents and Moudrianakis 1995),
implicado en la formacion de dimeros de histonas y en la unién del ADN al octamero. Esta estructura
concreta y sus consecuencias funcionales son las responsables de la conservacion evolutiva de este
motivo, siendo su presencia universal desde arqueobacterias a eucariotas. La formacién del octamero de
histonas representa el sustrato sobre el cual se enrollan 146 pb de ADN generando el nucleosoma (fig. 2).
Aunque esta estructura implica un cierto grado de empaquetamiento, sera la incorporacion de histonas
linker la que propicie una compactacion maxima. Las histonas H1 o /inker se unen al ADN mediante su
largo dominio C-terminal, en las regiones de entrada/salida de los nucleosomas (four-way junction).
Adicional e independientemente, las proteinas H1 también se unen al nucleosoma a través de su dominio
central globular (Ramakrishnan et al. 1993), sellando asi dos giros completos de ADN alrededor del
nucleosoma que comprenden 160 pb y generan una estructura intermedia denominada cromatosoma
(Simpson 1978). La cadena de nucleosomas resultante de esta organizacion periddica de histonas y ADN
es la base de las estructuras de orden superior (Thoma, Koller, and Klug 1979). La compactacion de las
fibras de cromatina en la fibra solenoide de 30 nm depende también de proteinas H1, actuando asi tanto a

nivel nucleosomal como supranucleosomal.
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Fig. 2.- A Representacion esquematica de la génesis del octamero de histonas y la formacion del nucleosoma. Las histonas H3 (azul)
y H4 (verde) interaccionan en primer lugar formando un tetramero. A continuacion, las histonas H2A (amarillo) y H2B (rojo)
forman dimeros heterotipicos uniéndose a ambos lados de la estructura tetramérica, conformando asi el core proteico del
nucleosoma. La formacion de esta estructura se completa con la union de dos giros completos de ADN (146 pb) alrededor del
octamero. La union posterior de la histona HI (violeta) en las posiciones de entrada/salida de ADN del nucleosoma (four-way
Junction) generara una estructura intermediaria denominada cromatosoma (160 pb). La sucesion de los nucleosomas genera de este
modo la fibra de cromatina. B Representacion frontal de la estructura nucleosomal obtenida mediante difraccion de rayos X (el
codigo de colores para cada histona se mantiene respecto al caso anterior). C Representacion lateral de la estructura donde se
observan claramente los dos giros de ADN alrededor del core proteico.

2. ORGANIZACION DE LOS GENES DE HISTONAS

Como en el caso de proteinas, puede generalizarse lo siguiente respecto a los genes de histonas: no
poseen intrones, las diferentes copias estan presentes en gran nimero en el genoma repetidas en tandem y
ligadas, sus ARNm no estan poliadenilados y poseen una expresion sincronizada con el ciclo celular
(revisado por Hentschel and Birnstiel 1981; Maxson et al. 1983a). Nuevamente, el anélisis detallado de
estos genes ha mostrado que su organizacion, funcion y evolucion se contextualiza en un marco mucho
mas complejo. La fig. 3 representa de modo esquematico la variabilidad en la organizacion de genes de
histonas a lo largo de los tres dominios del “arbol de la vida”.

2.1 Proteinas estructurales en la cromatina de procariotas

En el caso de procariotas, la bacteria Escherichia coli ha sido el organismo en el cual se han

analizado mas exhaustivamente la organizacion de la cromatina y los genes codificantes para las proteinas



Introduccion

estructurales. E. coli posee un cromosoma circular de 4.6 Mb organizado en dominios superenrollados
(Worcel and Burgi 1972). Las proteinas HU son las mas abundantes en el nucleoide de esta bacteria,
implicadas en uniones no especificas al ADN (Murphy and Zimmerman 1997). En este caso, la
compactacion del ADN viene determinada por la presion exégena de macromoléculas del nucleoplasma,
asi como por proteinas estructurales y por la actividad de topoisomerasas (Sandman, Pereira, and Reeve
1998). Los organismos eucariotas se definen por la presencia de una membrana nuclear y dado que las
arqueobacterias no poseen esta membrana son, por definicion, procariotas. Las arqueobacterias del filum
Euryarchaetoa muestran proteinas parecidas a las histonas (histone-like), que unen y enrollan el ADN en
nucleosomas, aunque su menor tamafio y homogeneidad las diferencia de las histonas eucariotas. Estas
proteinas se identificaron por primera vez en la arqueobacteria hiperterméfila Methanothermus fervidus,
presentando dos tipos (HMfA y HMfB) muy similares a H3 y H4. Las proteinas histone-like consisten
unicamente en un histone-fold sin regiones terminales, ensamblandose en un tetramero sobre el que se
enrollan aproximadamente 60 pb de ADN (Sandman, Pereira, and Reeve 1998; Malik and Henikoff

2003). Esta estructura parece analoga y podria ser homologa al tetramero (H3+H4), eucariota (Pereira et
al. 1997).
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Fig. 3.- Organizacion de los genes de histonas en diferentes grupos taxonomicos en un “arbol de la vida™ no enraizado y basado en
la organizacion en tres superreinos: Bacteria (r0jo), Archaea (verde) y Eukaryota (azul). La organizacion de los genes en las
unidades se indica mediante flechas en los casos de una organizacion repetitiva, indicando unicamente el orden de los genes en el

caso de agrupaciones dispersas. Las isoformas solitarias y RI se indican en rojo.
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2.2 Genes de histonas en eucariotas inferiores e invertebrados

En lo que respecta al superreino eucariota, la organizacion de las histonas ha sido analizada en
diversos organismos. La levadura Saccharomyces cerevisiae presenta unicamente dos copias de cada una
de las histonas del core. Los genes H2A y H2B se situan de forma adyacente, se transcriben en
direcciones opuestas y las dos copias existentes parecen haberse generado a partir de un evento de
duplicacion ancestral hace alrededof de 200 MA (Hentschel and Birnstiel 1981). Mientras que existen dos
variantes de H2A y H2B, los genes H3 y H4 codifican productos idénticos y estan localizados en regiones
genomicas diferentes (van Holde 1989). La secuenciacion del cromosoma X VI de la levadura (Bussey et
al. 1997) permitio identificar una histona /inker putativa denominada Hholp (Landsman 1996), expresada
junto a histonas del core en fase S del ciclo celular. Esta proteina posee dos regiones homoélogas al
dominio central globular de H1 y HS, denominadas GI y GII. Mientras que GI protege un segmento de
ADN de idéntica longitud al protegido por el cromatosoma, GII no protege ADN sino que se une a
regiones de entrada-salida (four-way junction) de ADN del nucleosoma. Parece probable que Hholp
desemperfie una funcion doble mediante estos dos dominios (Ali and Thomas 2004).

Los genes de histonas también han sido caracterizados en diferentes ciliados, mostrando una
organizacion dispersa y la ausencia aparente de genes H1 en el microntcleo (Allis, Glover, and Gorovsky
1979, Prescott 1994). En el caso de protistas como Volvox, si se identificaron genes H1 solitarios,
organizados independientemente respecto a las histonas del core (Lindauer, Miiller, and Schmitt 1993).
Los genes de histonas también han sido caracterizados en diversos genomas de invertebrados,
observandose gran cantidad de organizaciones alternativas. En el caso de los cnidarios, el coral Acropora
Jformosa presenta cuartetos de histonas del core sin genes H1, repetidos alrededor de 150 veces (Miller et
al. 1983). Una organizacion similar fue observada en el nematodo Caenorhabditis elegans, cuyos genes
H1 se encuentran localizados de forma solitaria en el genoma (Sanicola et al. 1990).

Los anélidos Chaetopterus variopedatus (del Gaudio et al. 1998) y Platynereis dumerilii (Sellos,
Krawetz, and Dixon 1990) poseen entre 600 y 650 repeticiones de cuartetos y quintetos incluyendo genes
HI. Sin embargo, el equiurido Urechis caupo (cercano a anélidos) solo presenta cuartetos repetidos unas
100 veces (Ingham and Davis 1988). Respecto al caso de moluscos bivalvos, las histonas han sido
unicamente caracterizadas en una especie de mejillon, Mytilus edulis, observandose la presencia genes H1
organizados en tandem (Drabent et al. 1999) independientes de cuartetos de histonas del core (Albig et al.
2003). Respecto al filum de los insectos, los analisis se han centrado en los genes de histonas en
drosofilidos y quironémidos. En Drosophila melanogaster se observa la presencia de quintetos
organizados en clusters (Lifton et al. 1977), asi como en D. hydei (Kremer and Henning 1990), D.
simulans (Tsunemoto and Matsuo 2001) y Chironomus thummi (Hankeln and Schmidt 1991).
Adicionalmente, se han identificado cuartetos de genes de histonas del core en el caso de D. virilis
(Domier et al. 1986; Schienman, Lozovskaya, and Strausbaugh 1998) y de genes H1 independientes en C.
thummi (Hankeln and Schmidt 1993).

Entre los invertebrados, el grupo de los equinodermos ha sido el mas estudiado, especialmente los
erizos de mar. Las especies de erizo Strongylocentrotus purpuratus y Psammechinus miliaris presentan
700 repeticiones en tandem de quintetos de histonas (incluyendo H1) que se expresan en etapas tempranas

del desarrollo (Sures, Lowry, and Kedes 1978; Kedes 1979; Hentschel and Birnstiel 1981), mostrando
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también genes organizados en clusters irregulares expresados tardiamente (Maxson et al. 1983h). Esta
organizacion en quintetos es comun a otras especies de erizos como Lytechinus pictus, Echinus sculentus
y Psammechinus lividus, existiendo unicamente cuartetos de histonas del core en las especies de estrellas
de mar Pisaster ochraceus, P. brevispinus y Dermasterias imbricata (Cool et al. 1983).

2.3 Genes de histonas en vertebrados

Aunque los genes de histonas se mantienen agrupados en clusters en muchos vertebrados, su
repeticion en tandem se pierde gradualmente. En anfibios como el triton Notophtalmus viridescens se
observa una organizacion en cuartetos sin genes HI y repetidos unas 700 veces en el genoma
(Stephenson, Erba, and Gall 1981). En el genoma de Xenopus laevis se observaron tanto cuartetos como
quintetos repetidos 30 veces (Van Dongen et a. 1981), existiendo esta misma organizacion en X.
tropicalis (Ruberti et al. 1982) y X. borealis (Turner and Woodland 1983). La presencia de quintetos
organizados en clusters es también comun al pez osteictio Salmo gairdnerii, presentando
aproximadamente 150 reiteraciones (Connor et al. 1984).

Con respecto a las aves, el pollo (Gallus gallus) presenta 10 copias de genes de histonas organizados
en quintetos (D"Andrea et al. 1985), observandose del mismo modo la existencia de genes solitarios. En
mamiferos, los genes de histonas se agrupan en clusters aunque no se repiten en tandem. En humanos,
estos genes se localizan en un /ocus principal en el cromosoma 6 y otro secundario en el cromosoma 3
(Albig et al. 1997). También hay dos loci en ratén, siendo el principal el del cromosoma 13 y el
secundario el del cromosoma 3 (Wang et al. 1997), mientras que las histonas de rata se agrupan
Gnicamente en el cromosoma 17 (Walter et al. 1996). En ambos casos (humano y murino) también se han
identificado genes solitarios independientes. A partir de los datos referidos anteriormente, parece obvio
que algunas caracteristicas tipicas de los genes de histonas, tal y como la organizacion y la homogeneidad
de las repeticiones, parece estar mas relacionada con el numero de copias que con cualquier tipo de
relacion filogenética (por ejemplo, en el grupo de los anfibios, los tritones contienen 700 repeticiones
frente a las 30 observadas en Xenopus)

La organizacion de los genes de histonas en plantas, un grupo a menudo olvidado pero no por ello
menos interesante, es extremadamente diferente a la de animales. Asi, en el caso de Arabidopsis y de
manera general para plantas, la presencia de mas de un gen de histonas en la misma region gendémica es
una excepcion. Unicamente existen tres ejemplos de genes de histonas organizados en clusters (revisado
por Chabouté et al. 1993) codificando para genes H2A, H2B y H3 putativos en el arroz (Oryza sativa) asi
como dos genes H3.3 y dos genes HI en el caso de Arabidopsis, donde estos genes se organizan
independientemente respecto a los del core (Gantt and Lenvik 1990; Ascenzi and Gantt 1997). Esta
dispersion esta muy bien representada en el caso del maiz (Zea mays), donde los genes H3 y H4 se
organizan en aproximadamente 10 familias con diferentes nimeros de copias. Asi pues, en los genes de
histonas de plantas, la organizacion dispersa, la presencia de intrones y la presencia de transcritos

poliadenilados parecen ser la regla en lugar de la excepcion.

3. VARIANTES DE HISTONAS Y MECANISMOS DE TRANSCRIPCION
Las proteinas histonicas deben ser sintetizadas en cantidades estequiométricas durante la fase S del

ciclo celular para generar, junto al ADN sintetizado de novo, la fibra de cromatina. Los genes de histonas
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son transcritos en ARNm con una estructura tallo-bucle seguida por una region rica en purinas, la cual es
reconocida por la proteina U7 snRNP en la maduracion de estos ARNm (fig. 44). Este mecanismo es
exclusivo de histonas, permitiendo una expresion coordinada con el ciclo celular o dependiente de
replicacion (RD) que esta regulada a tres niveles: transcripcional, procesado del ARNm y estabilidad del
ARNm (Doenecke et al. 1997). De este modo, los extremos 3" terminales del ARNm de histonas suplen
las funciones realizadas por la cola de poli(A) en ARNm de otros genes. Aunque las isoformas RD
representan la mayor parte del pool de histonas en la célula, existe una fraccion menor de isoformas que
se expresan en células diferenciadas, denominadas histonas de reemplazamiento (Smith el al. 1984). Estas
histonas son de menor tamarfio, muestran largas regiones 3" UTR y son traducidas a partir de transcritos
poliadenilados (fig. 4B). La maduracion de estos ARNm esta mediada por una proteina de union a poli(A)
que actlia sobre la estabilidad de los transcritos y puede jugar un papel principal en el reclutamiento de
estos ARNm a los polisomas (Marzluff 1992). Este mecanismo esta relacionado con una expresion

independiente de replicacion (RI), no coordinada con el ciclo celular.
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Fig. 4.- Mecanismos de procesamiento del ARN de histonas en el nucleo eucariota. A Mecanismo de finalizacion de la transcripcion
basado en una tnica restriccion endonucleolitica en presencia de una sefal tallo-bucle (stem-loop, amarillo), seguida por un
elemento rico en purinas (verde). Este ultimo elemento es reconocido por el extremo 5° del U7snARN, presente junto a otros
elementos en el U7 snRNP (gris). B Mecanismo de procesamiento del ARN de las histonas de reemplazamiento, basado en la
poliadenilacion de los transcritos. La sefial de poli(A) es reconocida por el factor especifico de poliadenilacion y restriccion CPSF
(cleavage-and-polyadenylation specificity factor, rojo), promoviendo la unién de un complejo multiproteico que genera un corte en
el lugar de poliadenilacion del ARN. A partir esta posicion, el enzima poli(A) polimerasa (PAP, morado) afiade aproximadamente
10 nucleotidos adenina, seguido por un proceso mucho mas rapido de polimeracion de adeninas (entre 200 y 250) mediado por la
proteina de union a poli(A) (PABII, rosa). Una vez formado el ARNm maduro, es transportado al citoplasma.

3.1 Variantes de histonas linker

Entre todas las histonas, la familia H1 reune la mayor variedad de isoformas, siendo probable que
esta diversificacion responda a una evolucion dirigida a la adquisicion de funciones especificas a lo largo
del desarrollo (Khochbin 2001). Esta heterogeneidad es especialmente patente en el caso de vertebrados,
donde se han analizado en detalle dos tipos de histonas H1 especificas de diferenciacion y

estructuralmente relacionadas. Por una parte, la histona H1° reemplaza a las histonas H1 somaticas en

10
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células totalmente diferenciadas (Panyim and Chalkley 1969), muestra seiales de poli(A) y esta
codificada por transcritos poliadenilados. A pesar de ser RI, se ha observado una leve intensificacion de
su expresion en fase S (Grunwald, Khochbin, and Lawrence 1991). Aunque HI1° parece ser comun a
muchos vertebrados, el segundo tipo es exclusivo de eritrocitos maduros de aves, denominado HS (Ruiz-
Carrillo, Affolter, and Renaud 1983). A pesar de mostrar dos seiiales de tipo tallo-bucle en 3" UTR, esta
proteina es traducida a partir de ARNm poliadenilados (Doenecke and Alonso 96). Si bien la proteina HI°
también ha sido identificada en aves (Srebreva et al. 1983; Moorman et al. 1986) asi como HS en
anfibios, peces y reptiles (Miki and Neelin 1975; Rutledge et al. 1981), su genes no han sido todavia
clonados. Las regiones promotoras de estas isoformas RI muestran caracteristicas especificas, ya que
ademas de elementos controladores tipicos de genes RD, presentan elementos UCE (Upstream Conserved
Element), H1 box y H4 box. Esta caja H4 es homodloga al elemento H4-Site I de regiones promotoras de
genes H4 (Van Wijnen et al. 1992) ocupando la posicion de la caja CAAT box en isoformas somaticas.

La familia H1 también incluye una variante especifica de tejido, concretamente de testiculos de
mamiferos (H1t). A pesar de mostrar sefiales tallo-bucle y carecer de cola de poli(A), la regulacion de H1t
parece estar dictada por mecanismos adicionales y diferentes a los involucrados en una expresion RD o
RI (Drabent, Kardalinou, and Doenecke1991). También han sido identificadas histonas H1 especificas de
estadios concretos del desarrollo, como el caso de Hloo en oocitos de mamiferos (Tanaka et al. 1992),
HIM o B4 embrionaria en Xenopus (Cho and Wolffe 1994) y la proteina CS en erizo de mar (Mandl et al.
1997). Estas tres isoformas son poliadeniladas y, en los dos primeros casos, presentan intrones en sus
secuencias.

3.2 Variantes de histonas del core

Aunque las histonas del core son mucho mas conservadas que las histonas H1, también muestran
diferentes variantes, especialmente en el caso de H2A y H3. Las histonas H2A.X y H2A.Z se consideran
histonas de reemplazamiento, donde H2A.X da lugar a dos tipos de ARNm, uno de ellos con sefial tallo-
bucle (RD) y el otro poliadenilado (RI, Mannironi et al. 1989). Esta proteina esta presente en
practicamente todos los genomas eucariotas y su funcion esta relacionada con la reparacion del ADN y la
condensacion cromosoémica (revisado por Alvelo-Ceron, Niu, and Collart 2000; Malik and Henikoff
2003). Parece que la génesis de estos genes sucedio a través de multiples eventos de diferenciacion a lo
largo de la evolucion (Thatcher and Gorovsky 1994). Por el contrario, el gen H2A.Z presenta intrones en
humanos y sélo genera transcritos poliadenilados (Hatch and Bonner 1988, 1990). Este linaje parece
haberse diferenciado en un tnico evento ancestral de divergencia (Thatcher and Gorovsky 1994). En el
caso de H2A, existen otras variantes adicionales como macroH2A (Pehrson, Constanzi, and Dharia 1997),
ademas de linajes divergentes en diversos eucariotas ancestrales (Malik and Henikoff 2003).

La histona H3.3 es la isoforma RI de la familia H3 y esta codificada por dos genes diferentes (H3.3A
y H3.3B) que generan ARNm poliadenilados (Wells and Kedes 1985, Doenecke et al. 1997). Esta
variante esta codificada por genes solitarios y representa la histona H3 principal en células diferenciadas
como, por ejemplo, células neuronales (Malik and Henikoff 2003). Entre otras funciones, H3.3 parece
actuar como intermediaria en la transicion de histonas a protaminas en el esperma de mamiferos (Henning
2003). Mientras que Wells, Bains, and Kedes (1986) propusieron que una variante Rl como H3.3 habria

sido la progenitora de todos los genes H3 actuales, el origen evolutivo de H3.3 fue también explicado
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mediante multiples procesos de divergencia, independientes en animales, plantas y Tetrahymena
(Thatcher and Gorovsky 1994), aunque no representa un ejemplo de evolucion convergente estricta
(Malik and Henikoff 2003). La familia H3 muestra también variantes sometidas a seleccién positiva,
como el caso de las histonas especificas de centromeros cenH3s (Malik and Henikoff 2001), linajes
divergentes menores, asi como una histona especifica de testiculos (H3t) cuya regulacion es similar al
caso de H1t (Witt, Albig, and Doenecke 1996).

Las variantes de H2B vienen representadas unicamente por una isoforma RI en humanos, que puede
ser codificada por ARNm con sefial tallo-bucle (RD) o poliadenilado (RI), como en el caso de H2A.X
(Doenecke et al. 1997). La histona H4 es la mas conservada y, aunque no se han descrito variantes de
reemplazamiento, Akhmanova, Miedema, and Henning (1996) consiguieron caracterizar una proteina H4
con caracteristicas Rl en Drosophila. Posteriormente, también se observaron en este organismo genes
H2B, H3 y H4 RD con sefales de poliadenilacion, entre los cudles H2B se expresa preferentemente en
testiculos (Akhmanova et al. 1997).

Tal y como se ha indicado previamente, las histonas de plantas representan un ejemplo totalmente
diferente respecto a su estructura y regulacion. La presencia de genes H3 con intrones, expresados en
diferentes organos de forma relativamente RI, ha sido detectada en los casos de la soja (Glycine max), la
cebada (Hordeum vulgare) y el trigo (Triticum aestivum; Kanazin, Blake, and Shoemaker 1996). Estos
autores adjudicaron un carécter ancestral a la presencia de intrones, sugiriendo su pérdida progresiva a lo
largo de la evolucion. En el caso de los ARNm se observo la presencia de colas de poli(A) como regla
(revisado por Chabouté et al. 1993), indicando la presencia de un mecanismo regulador a nivel

transcripcional totalmente diferente a las histonas de animales.

4. EVOLUCION DE LOS GENES DE HISTONAS

El origen evolutivo de las histonas eucariotas parece remontarse a organismos procariotas, donde los
principales componentes estructurales de la cromatina de arqueobacterias hipertermofilas son proteinas
similares a las histonas o histone-like (Sandman, Pereira, and Reeve 1998). En principio, las homologias
respecto a eucariotas se observaron a nivel de secuencias aminoacidicas (Sandman et al. 1990),
confirmandose posteriormente mediante estructuras tridimensionales de alta resolucion (Starich et al.
1996; Zhu et al. 1998). Estos resultados indican que el origen de las histonas eucariotas tuvo lugar tras la
divergencia entre bacterias y arqueobacterias, pero antes de la diferenciacion entre arqueobacterias y
eucariotas.

4.1 Proteinas histone-like en arqueobacterias

La existencia de proteinas histone-like en el grupo Euryarchaeota de arqueobacterias fue explicada
por Sandman and Reeve (1998) segun la hipotesis del hidrogeno para el primer eucariota, enunciada por
Martin and Miiller (1998). Este trabajo describe el origen de la célula eucariota como el resultado de una
simbiosis entre una arqueobacteria metanogénica y una proteobacteria, en condiciones anaerobias. Esta
asociacion se hizo obligatoria al surgir un ambiente aerobio, donde la arqueobacteria habria dado lugar al
nicleo y la proteobacteria al metabolismo celular del primer eucariota. Consecuentemente, las proteinas
involucradas en empaquetamiento del ADN de esta célula eucariota ancestral habrian sido las

pertenecientes la arqueobacteria. Esta hipotesis esta reforzada por las similaridades detectadas entre la
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maquinaria transcripcional de arqueobacterias y eucariotas, observandose en el primer caso histonas
parecidas a H3 y H4 que, ademas de histone-fold, contienen una region similar al dominio central del
factor transcripcional eucariota CBF-A (subunidad A del factor de union a CCAAT). Ademas, las
arqueobacterias poseen una ADN topoisomerasa V equivalente a la topoisomerasa | eucariota (Slerasev et
al. 1998) y también existen similaridades respecto a las ARN polimerasas (Reeve, Sandman, and Daniels
1997). Estos resultados sugieren que el origen de la transcripcion y el empaquetamiento del ADN
eucariota podria remontarse a un periodo incluso anterior a la aparicion de los eucariotas (Ouzounis and
Kyrpides 1996).

Las filogenias reconstruidas a partir de ARN ribosémico son consistentes con estas predicciones, ya
que situan a eucariotas y arqueobacterias en una misma rama que es a su vez diferente a la de bacterias
(Sandman, Pereira, and Reeve 1998). También es importante que los genes histone-like duplicados de
arqueobacterias se agrupan juntos en los arboles, sugiriendo un origen basado en un evento reciente de
duplicacion, en lugar de ser paralogos (Malik and Henikoff 2003). Estas observaciones ponen de
manifiesto que los mecanismos de empaquetamiento del ADN en bacterias, asi como las proteinas
estructurales HU, han sido una solucion evolutiva concreta entre la multitud de opciones posibles para
compactar el ADN (Sandman, Pereira, and Reeve 1998). Es en este aspecto ilustrativo el ejemplo de los
dinoflagelados, los Unicos eucariotas cuya cromatina no estd organizada en nucleosomas (Herzog and
Soyer 1981; Rizzo 1981).

4.2 Transicion hacia las histonas eucariotas

La condensacion del ADN a través de la formacion de nucleosomas en el filum Euryarchaeota habria
facilitado la expansion del genoma y la aparicion de la célula eucariota. El proceso de transicion habria
estado mediado por histonas atipicas con estructura en doblete, a partir de la duplicacion del dominio
histone-fold completo. La presencia de un histone-fold adicional fue critica para acumular los cambios
necesarios para la subfuncionalizacion de los dominios o colas terminales de las histonas eucariotas
(Malik and Henikoff 2003). El dimero asimétrico resultante habria precedido a las histonas H3-H4
actuales, mientras que las constricciones funcionales impuestas por la aparicion de la mitosis eucariota
habrian propiciado la incorporacion adicional de los dimeros H2A-H2B a esta estructura, dando lugar a
un octamero de histonas mucho mas eficiente y rapido para llevar a cabo la compactacion del ADN
(Malik and Henikoff 2003).

La presencia de los genes H2A, H2B, H3, and H4 en todos los eucariotas sugiere que sus regiones
codificantes debieron diferenciarse antes de la aparicion de este superreino. Sin embargo, no habria sido
necesaria la diferenciacion de estos genes para que se pudiese formar el octamero de histonas, ya que un
inico gen para un Unico tipo de proteina histone-like de arqueobacterias puede formar homotetrameros
capaces de compactar el ADN en nucleosomas (Sandman et al. 1994). Parece asi probable que los genes
de las histonas del core hubiesen evolucionado de forma mas o menos simultanea, diferenciandose mas
tardiamente las histonas /inker. Esta ultima hipdtesis encuentra apoyo en la ausencia de genes HIl en
Giardia, uno de los eucariotas mas primitivos que se conocen (Wu et al. 2000), aunque lo que no esta
todavia claro es como fue la incorporacion de las histonas H1. En eucariotas ancestrales como el caso de
tripanosomas, la histona H1 consiste unicamente en un segmento rico en lisinas que corresponde al

dominio C-terminal de proteinas H1 en organismos superiores (Griiter and Betschart 2001). Lo realmente
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interesante es que este dominio C-terminal es capaz de compactar cromatina por si solo, sin necesidad de
la region central globular.

4.3 Evolucion de las familias multigénicas de histonas en eucariotas

Si bien parece obvio que la diferenciacion funcional de las cinco proteinas histonicas supuso el
maximo nivel de compactacion de la cromatina eucariota, los mecanismos evolutivos a los cuéles
estuvieron sujetas estas familias no han sido completamente definidos. Esta gran diversificacion descarta
la posibilidad de un mecanismo actuando de forma homogénea sobre todas las histonas como un unico
grupo, siendo asi necesaria la presencia de mecanismos evolutivos complejos actuando sobre las
diferentes familias multigénicas en funcion de distintas constricciones funcionales.

A pesar de toda la evidencia recogida en favor de un proceso basado en duplicaciones génicas y
seleccion, la evolucion a largo plazo de las familias multigénicas de histonas (una vez diferenciadas) ha
sido descrita como una evolucion concertada (Kedes 1979; Coen, Strachan, and Dover 1982; Dover 1982;
Maxson et al. 1983a; Matsuo and Yamazaki 1989; Thatcher and Gorovsky 1994; Wang et al. 1997;
Baldo, Les, and Strausbaugh 1999; Liao 1999). Segun este mecanismo, los miembros de la familia génica
de las histonas habrian evolucionado juntas y como un bloque homogéneo a través de un proceso rapido
de recombinacion entre loci (entrecruzamiento desigual) o conversion génica (fig. 5; Smith 1974,
Arnheim 1983).
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Fig. 5.- Representacion esquematica de los modelos de evolucion concertada y de evolucion birth-and-death. 1La diferenciacion de
los linajes de genes se representa mediante colores a lo largo del proceso de especiacion, donde los circulos huecos representan
genes funcionales y los circulos coloreados representan pseudogenes (Adaptado de Nei, Gu and Sitnikova 1997).

A partir del afio 1992 se comenzaron a barajar hipotesis alternativas a la evolucion concertada para la
explicar la diversificacion funcional y coordinada de diversas familias multigénicas. En muchas de ellas
se observo que las predicciones de este modelo no se veian satisfechas, por ejemplo, en el complejo
mayor de histocompatibilidad MHC (Nei and Hughes 1992, Gu and Nei 1999), en inmunoglobulinas (Ota
and Nei 1994), en ubiquitinas (Nei, Rogozin, and Piontkivska 2000), y en genes MADS-box de plantas
(Nam et al. 2004), entre otras. La hipotesis nula de evolucion a través de un proceso de homogenizacion
tampoco tardé en ser rechazada en dos familias de genes de histonas, H3 (Rooney et al. 2002) y H4
(Piontkivska et al. 2002). Todas estas revisiones coincidieron en proponer que la evolucion a largo plazo
de estas familias sigue el modelo de birth-and-death (Nei and Hughes 1992), en el cual estos genes se

encontrarian sometidos a eventos de duplicacion génica recurrentes (fig. 5). Adicionalmente, en el caso de
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familias como la de histonas, la homogeneidad proteica vendria determinada por un mecanismo de
seleccion purificadora, existiendo una extensa variacion a nivel nucleotidico. De este modo, la
diversificacion seria el resultado de un proceso de mutacion en forma de duplicaciones génicas
recurrentes, a partir del cual algunos genes permanecerian largos periodos de tiempo en el genoma
mientras que otros serian inactivados o fisicamente eliminados (Nei and Hughes 1992; Nei, Gu and

Sitnikova 1997).
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I1. OBJETIVOS

La caracterizacion de la familia multigénica de las histonas se ha llevado a cabo de forma exhaustiva
en gran cantidad de organismos a lo largo de la escala evolutiva. Sin embargo, el conocimiento de los
patrones de organizacion, expresion y evolucion de estos genes es todavia escaso en organismos
invertebrados, especialmente en lo que concierne a la familia multigénica H1. En este aspecto, los
moluscos bivalvos pertenecientes al género Mytilus constituyen un material de estudio muy interesante,
ya que ademas de genes de histonas organizados en tandem y agrupados en clusters, presentan copias
solitarias en el genoma con caracteristicas comunes a las descritas en histonas de reemplazamiento de
vertebrados. Con el fin de incrementar el conocimiento de la familia génica de las histonas, y
consecuentemente contribuir a completar el marco en el cual evolucionan los genes H1, se proponen tres

objetivos principales:

1. Aislar y caracterizar la unidad repetitiva principal de los genes de histonas, observando su
composicion, la orientacion de los genes, sus secuencias de ADN asi como su localizacion cromosomica,

en el genoma del molusco bivalvo Mytilus galloprovincialis.

2. Caracterizar las secuencias de ADN de los cinco genes de histonas, estimando el nimero de copias
asi como las relaciones evolutivas existentes, en cuatro especies adicionales pertenecientes al género

Mytilus (M. californianus, M. chilensis, M. edulis'y M. trossulus).

3. Analizar los mecanismos involucrados en la evolucion a largo plazo de los genes HI en
organismos eucariotas, asi como sus posibles consecuencias respecto a la diversificacion funcional de las

isoformas H1 en vertebrados e invertebrados.
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I1I. MATERIALES Y METODOS

1. TECNICAS MOLECULARES

1.1. Material biologico y extraccion de acidos nucleicos

En el presente trabajo se han caracterizado los genes codificantes para proteinas histonicas en cinco
especies de moluscos bivalvos pertenecientes al género Mytilus: M. californianus, M. chilensis, M. edulis,
M. galloprovincialis y M. trossulus. Los ejemplares pertenecientes a las especies M. californianus y M.
trossulus fueron recolectados en las localidades de Esquimalt Lagoon y Point No Point, ambas en la Isla
de Vancouver (British Columbia, costa suroeste de Canada). Los ejemplares pertenecientes a las especies
M. edulis y M. chilensis proceden de Yerseke (Holanda) y Puerto Aguirre (Chile), respectivamente.
Finalmente, los ejemplares de M. galloprovincialis se obtuvieron en la localidad de Balcobo (A Coruiia,
costa noroeste de Espafia). Los individuos de la especie M. galloprovincialis fueron los unicos
mantenidos vivos en el laboratorio para realizar preparaciones cromosomicas. Tras su muestreo, estos
individuos fueron depositados en recipientes con agua de mar y aireacion, manteniéndolos en el
laboratorio sin establecer condiciones especiales de salinidad, de temperatura ni de ciclos de luz
diferentes a las naturales. Se procedio asi a su alimentacion mediante una suspension microalgal de las
especies Tetraselmys sp. e Isochrysis sp., en proporcion 3:1 en agua de mar.

1.1.1. ADN gendmico total

El ADN genomico total fue obtenido a partir de material fresco en el caso de la especie M.
galloprovincialis, a partir de tejido congelado en el caso de M. chilensis y a partir de tejidos conservados
en etanol 96 % en el caso de M. californianus, M. edulis y M. trossulus, los cuales fueron sometidos a un
lavado en tampon Ix PBS para eliminar el exceso de etanol. El proceso de extraccion se llevo a cabo
siguiendo el método de Rice and Bird (1990), a partir de 25-30 mg de tejido muscular y/o gonadal de los
especimenes analizados. Los tejidos fueron homogeneizados en tampoén de lisis 10 mM Tris, 100 mM
EDTA, 400 mM NaCl, 0.75 % SDS con proteinasa K, eliminando los restos proteicos a 60 °C durante 10
h. EI ARN fue del mismo modo eliminado mediante tratamiento con ARNasa (20 mg/mL). La extraccion
de ADN se realizo mediante adicion de NaCl saturado, eliminando las impurezas restantes a través de un
lavado con cloroformo. La precipitacion se realizo en etanol 100 % y acetato de sodio 0.3 M, realizando
un lavado adicional con etanol 70 %. EI ADN resultante fue finalmente resuspendido en H,Oyq y su
calidad y concentracion comprobadas mediante electroforesis en geles de agarosa. Si bien la degradacion
del ADN obtenido a partir de muestras congeladas y conservadas en etanol fue mayor respecto al caso de
muestras frescas, la integridad fue suficiente en todos los casos para llevar a cabo reacciones de
amplificacion mediante PCR.

1.1.2. ADN plasmidico

La extraccion de ADN plasmidico, tanto a pequefia (miniprep) como a gran escala (maxiprep), se
realizo mediante el protocolo de lisis alcalina descrito por Sambrook, Fritsch, and Maniatis (1989). El
procedimiento fue llevado a cabo a partir de células crecidas en cultivos liquidos o en placa, siguiendo las
indicaciones del sistema comercial Ql4prep Spin Kit (QIAGEN), basado en la adsorcion de ADN a

membranas de silica-gel en presencia de una elevada concentracion de sales. EI ADN fue posteriormente
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eluido de las membranas y resuspendido en H,Oyo con ARNasa (2 mg/mL), cuantificando su
concentracion mediante electroforesis en geles de agarosa.

1.1.3. ADN de fagos

El aislamiento del ADN de fagos seleccionados a partir de librerias genomicas se realizo a través del
método general descrito por Sambrook, Fritsch, and Maniatis (1989). Partiendo de una infeccion masiva
en cultivo liquido, las células bacterianas fueron lisadas con cloroformo y posteriormente precipitadas
mediante centrifugacion. El sobrenadante fue tratado con ADNasa | y ARNasa (20 mg/mL) para eliminar
los restos de acidos nucleicos bacterianos, precipitando los fagos mediante centrifugacion en una solucién
20 % polietilenglicol 8000, 2.5 M NaCl y resuspendiéndolos posteriormente en medio SM. El ADN fue
purificado a partir de esta suspension mediante tratamiento con fenol y cloroformo, precipitandolo a
continuacion con isopropanol. Finalmente, el ADN resultante fue lavado con etanol 70 % y resuspendido
en H,Opq con ARNasa (2 mg/mL). La calidad y la concentracion del ADN fueron comprobadas también
en este caso mediante electroforesis en geles de agarosa.

1.1.4. ARN total y fraccion poliadenilada del ARN

El ARN total se obtuvo a partir de tejido gonadal de individuos vivos de M. galloprovincialis,
realizando todo el proceso a — 4 °C para evitar degradacion por ARNasas. La extraccion se realizd
utilizando el kit comercial Utraspec (BIOTECX), basado en el aislamiento de ARN mediante sales de
guanidina, urea y un tratamiento con fenol, siguiendo las indicaciones del fabricante. EI ARN resultante
fue precipitado con isopropanol y posteriormente lavado con etanol 75 % en H,Oyo-DEPC. El ARN total
fue finalmente resuspendido en H,Opmo-DEPC 'y su concentracion cuantificada mediante
espectrofotometria.

La purificacion de la fraccion poliadenilada se realizo mediante afinidad en columnas de celulosa con
oligo-(dT), siguiendo las indicaciones del sistema comercial mRNA Purification Kit (AMERSHAM
BIOSCIENCES). EI ARN poliadenilado resultante se precipité con etanol 100 % en H,Oyq-DEPC y
glucogeno, centrifugandolo y resuspendiéndolo finalmente en H,Opo-DEPC. Su concentracion fue
nuevamente estimada mediante espectrofotometria.

1.2. Separacion electroforética y amplificacion de fragmentos de ADN mediante PCR

1.2.1. Separacion electroforética de acidos nucleicos

Las separaciones electroforéticas se realizaron mediante geles de agarosa y en diferentes condiciones
segun las caracteristicas de los acidos nucleicos. La separacion de ADN se realizo mediante geles de
agarosa con concentraciones comprendidas entre 0.8 % y 1.5 % en tampon I1x TAE, en funcion del
tamafio de los fragmentos a separar y con una intensidad de 3 V/cm. Las muestras fueron preparadas en
tampon de carga con azul de bromofenol y azul de xianol, utilizando los marcadores de peso molecular
MII, MIII y MXIV (ROCHE MOLECULAR BIOCHEMICALS) como referencias en los geles. EIl ARN fue
fraccionado mediante electroforesis en geles de agarosa-formaldehido desnaturalizantes (Sambrook,
Fritsch, and Maniatis 1989). Los geles se prepararon a una concentracion final de agarosa 1.5 % en
tampon I1x TBE, 2.2 M formaldehido y 1x tampon MOPS. En estas condiciones, el ARN migro
totalmente desnaturalizado en funcion de su peso molecular. Las muestras fueron preparadas en tampon
desnaturalizante de ARN con bromuro de etidio y posteriormente desnaturalizadas a 65 °C durante 10 min

y en hielo durante 2 min. La electroforesis se realiz6 a una intensidad nunca mayor de 5 V/cm, en
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presencia de una recirculacion continua del tampon de electroforesis. EI marcador de peso molecular
utilizado en este caso fue el MIl de ARN (ROCHE MOLECULAR BIOCHEMICALS).

1.2.2. Purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa

Los fragmentos de ADN de interés fueron purificados de los geles tras su separacion electroforética,
siguiendo los protocolos establecidos en los sistemas comerciales Concert Gel Extraction Systems
(GIBCOBRL), basado en la solubilizacion de la agarosa seguida por la union de ADN a columnas de silica,
y Ultrafree-DA (MILLIPORE), basado en la union del ADN a membranas de celulosa. EI ADN resultante
fue concentrado a través del sistema Microcon (MILLIPORE), basado en la union del ADN a membranas
de celulosa.

1.2.3. Visualizacion y cuantificacion de los acidos nucleicos en los geles

Los acidos nucleicos se tifieron mediante la inmersion de los geles en una solucion de bromuro de
etidio en tampon 1x TAE (0.5 pg/mL) tras la electroforesis o bien afiadiendo el bromuro de etidio
directamente en los geles o en el tampdn de carga. La visualizacion fue llevada a cabo a mediante la
exposicion de los geles a luz ultravioleta en un transiluminador, captando la imagen resultante a través de
un sistema de video (ULTRA-VIOLET PRODUCTS). Las concentraciones de las muestras fueron estimadas a
partir de las imagenes capturadas mediante comparaciones con marcadores de concentracion utilizando el
programa Gelworks (GELWDL 2.51).

1.2.4. Disefio de primers

Las reacciones de PCR fueron llevadas a cabo a partir d¢ ADN o ADNc utilizando los primers
especificos disefiados en el presente trabajo. Los primers empleados en las amplificaciones mediante PCR
fueron disefiados a partir de secuencias de referencia utilizando los programas OLIGO (Rychlik and
Rhoads 1989) y GENEFISHER (Giegerich, Meyer, and Schleiermacher 1996). Los primers resultantes
fueron utilizados a una concentracion 0.4 mM en las reacciones de amplificacion mediante PCR.

1.2.5. Amplificaciones a partir de ADN

Las amplificaciones se realizaron en termocicladores, a partir de 25 ng de ADN molde, con una
mezcla de reaccion incluyendo unas concentraciones finales de primers 0.2 uM, MgCl, 1.5 mM y dNTPs
0.4 mM, en presencia de 1 U/uL de reaccion del enzima Tag DNA polimerase (ROCHE MOLECULAR
BIOCHEMICALS). Las condiciones empleadas las reacciones de PCR se detallan en los apartados
correspondientes en la seccion de Resultados (fig. 6, 13). Los fragmentos amplificados fueron separados
mediante electroforesis en geles de agarosa 1.5 % en tampo6n 1x TAE.

1.2.6. Amplificaciones a partir de células bacterianas

La presencia de fragmentos de ADN o insertos de interés en células bacterianas fue revelada tras el
proceso de clonacion mediante reacciones PCR utilizando primers especificos y directamente sobre estas
células. Se partié de una dilucion 1:25 de cultivo celular en H,Oyq, desnaturalizando el ADN durante 5
min a 94 °C. A continuacion, los restos celulares se precipitaron mediante centrifugacion, eliminando el
sobrenadante y afiadiendo una mezcla de reaccion de PCR estandar. Finalmente se llevaron a cabo los
ciclos de amplificacion en termociclador, observando los fragmentos resultantes mediante electroforesis.

1.2.7. Amplificaciones RT-PCR
La sintesis de ADNc a partir de ARN total y ARN poliadenilado se realizo utilizando el sistema

comercial Superscript (INVITROGEN). La sintesis de la primera cadena ADNc a partir del ARN molde se

o
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llevo a cabo utilizando el enzima retrotranscriptasa AMV modificado, en presencia de primers
Oligo(dT);,.;s (INVITROGEN) y siguiendo el protocolo comercial establecido por el fabricante. El ADNc
resultante fue utilizado en reacciones de amplificacion estandar mediante PCR utilizando primers
especificos.

1.3. Clonacion y secuenciacion de ADN

Los fragmentos de ADN resultantes de las amplificaciones mediante PCR fueron purificados
directamente a partir de las reacciones o bien a partir de los geles de electroforesis, clonandolos
posteriormente en vectores plasmidicos. En este caso se utilizo el sistema comercial pGEM-T Easy Vector
System (PROMEGA), siguiendo el protocolo estandar indicado por el fabricante, y clonando los fragmentos
de ADN en el vector plasmidico pPGEM-T Easy digerido con EcoRV. Las reacciones de ligacion se
llevaron a cabo utilizando una proporcion 3:1 de vector linearizado:inserto en presencia de ADN ligasa |
del fago T4. El sistema TOPO TA Cloning (INVITROGEN) también fue utilizado en este trabajo, clonando
los fragmentos de ADN en el vector pCR II-TOPO linearizado en presencia del enzima topoisomerasa |
de Vaccinia, no siendo en este caso necesaria la catalizacion de la reaccion mediante ADN ligasa.

Las construcciones fueron insertadas en células bacterianas competentes de las cepas comerciales
JM109 de Escherichia coli (PROMEGA) y One Shot (INVITROGEN), mediante un choque térmico a 42 °C
durante 45 seg. A continuacion, las células se cultivaron en medio LB sélido, en presencia de ampicilina
(100 pg/pL), ademés de IPTG (100mM) y X-Gal (50 mg/mL) para realizar una seleccion de
transformantes basada en color segun la interrupcion del gen de la B-galactosidasa. Los transformantes
fueron seleccionados y nuevamente cultivados en medio LB con ampicilina, corroborando la presencia de
los insertos de interés mediante reacciones de PCR directamente sobre las células. Las colonias
seleccionadas se conservaron en glicerol 40 % para llevar a cabo la extraccion miniprep de su ADN
plasmidico.

Las reacciones de secuenciacion de ADN se realizaron en secuenciadores automaticos ALF Express
(AMERSHAM BIOSCIENCES) y CEQ 8000 (BECKMAN COULTER) en la Universidade da Corufia, ademas de
en un secuenciador ABI Prism 377 (APPLIED BIOSYSTEMS, PERKIN ELMER) en el Centro de
Investigaciones Biologicas (CSIC, Madrid) segun el método dideoxy (Sanger, Nicklen, and Coulson
1977).

1.4. Marcaje de sondas y screening de la genoteca de M. galloprovincialis

Las sondas moleculares empleadas en las hibridaciones se marcaron de diferentes formas, atendiendo
principalmente a la sensibilidad requerida para llevar a cabo la deteccion de las sefiales

1.4.1. Marcaje con digoxigenina mediante PCR vy nick translation

El marcaje de sondas mediante PCR fue llevado a cabo intercalando el nucleétido dUTP marcado
con digoxigenina (digoxigenin-11-dUTP, ROCHE MOLECULAR BIOCHEMICALS) en los fragmentos
sintetizados de novo. Las reacciones se realizaron segin las condiciones estandar descritas anteriormente
y utilizando temperaturas de annealing adecuadas para los fragmentos a amplificar en cada caso. La tinica
modificacion se refirié al nucleétido dUTP marcado con digoxigenina, utilizado a una concentracion final
0.01 mM, asi como al nucledtido dTTP, utilizado a una concentracion final 0.19 mM. El marcaje de
sondas de elevado peso molecular (> 2 Kb) se realizd mediante nick translation, generando cortes

aleatorios de cadena sencilla en el ADN mediante el enzima ADNasa | e introduciendo posteriormente
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nucledtidos dUTP marcados con digoxigenina mediante el enzima ADN polimerasa | de E. coli. El
marcaje se llevo a cabo mediante el sistema comercial DIG-Nick Translation Mix (ROCHE MOLECULAR
BIOCHEMICALS) a 15 °C durante 90 min, finalizando las reacciones de marcaje elevando la temperatura a
65 °C durante 15 min.

1.4.2. Marcaje radiactivo

En el caso de las hibridaciones de acidos nucleicos unidos a filtros, fue necesario realizar marcajes
radiactivos para obtener sefiales de intensidad suficiente para ser detectadas. Los marcajes se realizaron a
través del sistema comercial Rediprime I Random Prime Labelling System (AMERSHAM BIOSCIENCES)
mediante la incorporacion de hexanucledtidos aleatorios que actian como primers sobre el ADN
desnaturalizado de la sonda. El fragmento Klenow de la ADN polimerasa | introduce de este modo
nucleétidos dCTP marcados radiactivamente en los fragmentos sintetizados (/*PJdCTP, AMERSHAM
BIOSCIENCES). Las condiciones empleadas para el marcaje fueron las indicadas por el fabricante.

1.4.3. Screening de la libreria genémica de M. galloprovincialis

La busqueda o screening de genes de histonas se realizo en una libreria gendmica de la especie M.
galloprovincialis en el vector EcoRI/A DASH II (INVITROGEN), construida por las Dras. Fernanda Ruiz y
Maria Paz Fernandez-Espafia en el Centro de Investigaciones Biologicas (CSIC, Madrid). Tras amplificar
la genoteca, el ADN de los fagos se transfirié a filtros de nylon Hybond-N (AMERSHAM BIOSCIENCES)
siguiendo el proceso estandar descrito por el fabricante, uniendo el ADN a los filtros mediante exposicion
a luz ultravioleta en un crosslinker (5 min a 10000 pJ/cm’, AMERSHAM BIOSCIENCES). La sonda
especifica de H1 marcada radiactivamente fue empleada en el proceso de busqueda, realizando los ciclos
de hibridacion del siguiente modo: prehibridacion de filtros en condiciones de elevada astringencia
durante 12 h a 68 °C, en una solucién 5x SSC, 0.1 % SDS, 2 % leche desnatada en polvo, 100 png/mL de
ADN desnaturalizado de salmoén. La sonda marcada fue afiadida a la solucion (100 ng) y el proceso de
hibridacion se llevé a cabo en horno giratorio durante 24 h a 68 °C. Finalmente se realizaron lavados de
posthibridacion sucesivos en una solucion 2x SSC, 1 % SDS durante 30 min a temperatura ambiente. Las
sefiales se detectaron exponiendo los filtros a peliculas fotograficas X-Omat (KODAK), entre 3 y 6 dias a —
80 °C y en oscuridad. Las peliculas fueron finalmente reveladas y fijadas con soluciones adecuadas
(AGFA).

1.5. Hibridaciones Southern blot

La presencia y el tamafio de los fragmentos de ADN que contienen los genes de histonas en el
genoma de M. galloprovincialis fueron revelados mediante Southern blot a partir de ADN gendmico total,
asi como a partir de ADN de fagos recombinantes seleccionados de la libreria genomica de esta especie.

1.5.1. Preparacion, transferencia e hibridacion de las muestras

El ADN genémico de M. galloprovincialis y el ADN de fagos fue extraido y posteriormente digerido
durante toda la noche a 37 °C con 1 U/ug del enzima EcoRI en presencia de 0.1% BSA (ROCHE
MOLECULAR BIOCHEMICALS). Los productos de las digestiones se separaron mediante electroforesis en
geles de agarosa 0.8% en tampon 1x TAE junto al marcador de peso molecular de ADN MII (ROCHE
MOLECULAR BIOCHEMICALS). Los fragmentos de ADN fueron visualizados mediante tincion con
bromuro de etidio (0.5 ug/mL), siendo posteriormente desnaturalizados a través de inmersion de los geles

en una solucion 1.5M NaCl, 0.5M NaOH durante 30 min. Los geles fueron tratados a continuacion con
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una solucion de neutralizacion IM Tris, 1.5M NaCl pH 8.0 durante 20 min, realizando un lavado
adicional de 5 min en 2x SSC.

Los fragmentos de ADN se transfirieron a filtros de nylon Hybond-N (AMERSHAM BIOSCIENCES)
mediante capilaridad en una solucion 10x SSC durante toda una noche. EI ADN fue posteriormente fijado
a los filtros mediante su exposicion a luz ultravioleta un crosslinker, durante 5 min a 10000 pJ/cm?
(AMERSHAM BIOSCIENCES). Los filtros se sometieron a un lavado final en 2x SSC y se conservaron a 4
°C. Las sondas especificas de genes de histonas utilizadas en las hibridaciones fueron marcadas
radiactivamente y la prehibridacion de los filtros se realizo en condiciones de elevada astringencia
durante 12 h a 68 °C, en una solucion 5x SSC, 0.1 % SDS, 2 % leche desnatada en polvo, 100 ug/mL de
ADN desnaturalizado de salmon. La sonda fue afiadida a la solucion (100 ng) y el proceso de hibridacion
fue llevado a cabo en horno giratorio durante 24 h a 68 °C. Finalmente se realizaron lavados
posthibridacion sucesivos en una solucion 2x SSC, 1 % SDS durante 30 min a temperatura ambiente.

1.5.2. Deteccion de las sefiales de hibridacion

Las deteccion de las sefiales fue llevada a cabo mediante la exposicion de los filtros a peliculas
fotograficas X-Omat (KODAK), entre 3 y 6 dias a —80 °C y en oscuridad. Las peliculas fueron finalmente
tratadas con soluciones de revelado y fijacion (AGFA).

1.6. Hibridaciones Northern blot

El analisis de los transcritos de histonas se realizo mediante hibridaciones Northern blot con sondas
especificas, sobre ARN total y ARN poliadenilado de la especie M. galloprovincialis. Ambos tipos de
ARN fueron extraidos y separados mediante electroforesis en geles de agarosa desnaturalizantes tal y
como se indica en los apartados 1.1 y 1.2 de la seccion de Materiales y Métodos. La transferencia del
ARN a filtros se realizo del mismo modo que en el caso de Southern blot, con una unica diferencia
referida a la ausencia de bafios en soluciones de desnaturalizacion y neutralizacion. Del mismo modo, las
sondas utilizadas en hibridaciones Northern blot fueron marcadas mediante radiactividad, realizando la
hibridacion, los lavados posthibridacion y la deteccion de las sefiales de manera idéntica.

1.7. Hibridaciones dot blot

Para estimar el nimero de copias por genoma haploide (copias/n) de cada uno de los cinco genes de
histonas en cada una de las cinco especies del género Mytilus analizadas se empled la técnica de
hibridacion dot blot.

1.7.1. Preparacion de las muestras v condiciones de hibridacion

Se realizaron diluciones seriadas de ADN genomico perteneciente cada una de las especies
analizadas para obtener muestras con cantidades totales de 200 ng, 100 ng, 50 ng y 25 ng de ADN. Los
productos de amplificacion mediante PCR a partir de ADN genomico de M. galloprovincialis, utilizando
primers especificos para genes H1, H2B y H3, fueron utilizados como controles. Las diluciones seriadas
se realizaron en este caso a menor escala, obteniendo muestras con 0.8 ng, 0.4 ng, 0.2 ng y 0 ng de ADN
control.

Las sondas utilizadas en las hibridaciones fueron los mismos productos de PCR utilizados como
referencia, careciendo de regiones no codificantes para evitar inespecificidades y marcadas con
digoxigenina mediante PCR. Las muestras y las sondas se desnaturalizaron durante 5 min a 95 °C y 5 min

en hielo, cargandolas a continuacion en filtros Hybond-N (AMERSHAM BIOSCIENCES) previamente
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humedecidos en 2x SSC y fijando el ADN mediante exposicion a luz ultravioleta en un crosslinker
(AMERSHAM BIOSCIENCES) durante 5 min y a 10000 u)/em?. Los filtros se incubaron en una solucion de
prehibridacion 5x SSC, 0.02 % SDS, 0.01 % LSS y 03 % blocking (ROCHE MOLECULAR
BIOCHEMICALS), durante 30 min a 65°C en horno giratorio, afiadiendo a continuacion la sonda a una
concentracion final de 100 ng/mL (condiciones no limitantes) e incubando los filtros durante toda la
noche a 65°C. Tras el proceso de hibridacion se realizaron tres lavados de posthibridacion sucesivos, de 5
min cada uno y en soluciones 2x SSC/0.1 % SDS (temperatura ambiente), 1x SSC/0.1 % SDS y 0.2x
SSC/0.1 % SDS (ambos a 50 °C), respectivamente. Las uniones no especificas se eliminaron mediante el
tratamiento de los filtros con tampon de lavado y tampon bloqueante.

1.7.2. Deteccion y cuantificacion de las sefiales

Las sefiales de hibridacion se detectaron mediante lavado en una solucion 75 mU/mL de conjugado
Anti-DIG-AP (ROCHE MOLECULAR BIOCHEMICALS) durante 30 min, seguido por dos lavados de 15 min
en tampon de lavado. Los filtros se equilibraron con un lavado de 5 min en tampon de deteccion y un
lavado posterior en una solucion 11.6 mg/mL de CSPD (ROCHE MOLECULAR BIOCHEMICALS) durante 5
min y en oscuridad. La intensidad de las sefiales se amplifico calentando los filtros a 37 °C durante 30
min, realizando la deteccion mediante exposicion a peliculas fotograficas Hyperfilm ECL (AMERSHAM
BIOSCIENCES) entre 30 y 60 min, tratadas posteriormente con soluciones de revelado y fijacion (AGFA).
La densidad optica de cada una de las sefiales obtenidas fue determinada mediante el programa Leica Q-
WIN 2.2 (LEICA IMAGING SYSTEMS). Las actividades especificas de los patrones se estimaron
relacionando la masa de una copia del gen correspondiente con la densidad optica de cada punto. El
numero total de copias se determiné relacionando las densidades opticas de los ADN genomicos con los
patrones mediante regresion lineal y conociendo previamente el complemento haploide de las especies
analizadas como 1.605 pg en M. californianus y 1.510 pg en M. trossulus (Gonzalez-Tizon et al. 2000),
1.710 pg en M. chilensis y M. edulis, y 1.920 pg en M. galloprovincialis (Rodriguez-Juiz, Torrado, and
Méndez 1996).

Para la reutilizacion de los filtros hibridados, se realizé un lavado breve en H,Oyq, seguido por dos
lavados a 37 °C durante 15 min en una solucion 0.2M NaOH/0.1 % SDS para eliminar la sonda y un
lavado de 5 min en 2x SSC.

1.8. Hibridacion in situ fluorescente (FISH)

La localizacion de los genes de histonas H1 asi como de histonas del core fue observada en los
cromosomas de M. galloprovincialis mediante hibridacion in situ fluorescente (FISH).

1.8.1. Preparaciones cromosomicas

La obtencion de cromosomas de M. galloprovincialis se llevé a cabo a partir de individuos jovenes
en etapas de crecimiento activo, alimentados en el laboratorio durante al menos cinco dias tal y como se
indica en el apartado 1.1 de Materiales y Métodos. Tras el periodo de acondicionamiento, los individuos
fueron tratados con una solucion 0.001 % de colchicina (SIGMA) durante 7-9 h. Las branquias fueron a
continuacion diseccionadas individualmente y sometidas a un primer lavado en agua de mar, seguido por
dos lavados de 30 min cada uno en soluciones de agua de mar 50% y 25% en H,Oyq. Las células
branquiales fueron sometidas a un choque hipotonico de 15 min en una solucion 0.56% KCI y

posteriormente fijadas mediante tres lavados de 30 min en carnoy (etanol absoluto:acido acético glacial,
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3:1). Para homogeneizar los tejidos, las branquias se dilaceraron en una solucion de acido acético glacial
45% en H,Oyq, obteniendo una suspension celular que fue extendida con pipetas Pasteur sobre
portaobjetos precalentados a 45 °C.

1.8.2. Pretratamiento e hibridacion de las preparaciones

La sonda para genes HI fue marcada mediante nick translation, mientras que la sonda para genes de
histonas del core se marco a través de PCR, en ambos casos con digoxigenina. Los portaobjetos con las
extensiones cromosomicas se pretrataron en una solucion de ARNasa A 0.1 mg/mL en 2x SSC a 37 °C
para eliminar restos de ARN, realizando a continuacion tres lavados de 5 min en 2x SSC a temperatura
ambiente. Los restos proteicos fueron del mismo modo eliminados mediante tratamiento con una solucion
de pepsina 10 % en HCI 100 mM durante 10 min, efectuando a continuacion dos lavados de 5 min en
solucion 1x PBS. El ADN fue fijado mediante un lavado de 10 min en una solucién 1 % formaldehido,
50mM MgCl, en 1x PBS, seguido de dos lavados de 5 min en solucién 1x PBS. Finalmente, las muestras
fueron deshidratadas en bafios sucesivos de etanol 70%, 90% y 100%, durante 5 min cada uno.

Para llevar a cabo la hibridacion se utilizaron 100 ng de sonda marcada por muestra en una solucién
de hibridacion. Esta solucion fue desnaturalizada durante 15 min a 75 °C y posteriormente conservada en
hielo. Tras la adicion de la sonda, los portaobjetos se sellaron con cubreobjetos de cristal y se incubaron
en termociclador durante 7 min a 75 °C, 2 min a 55 °C, 30 seg a 50 °C, 1 min a 45 °C, 2 min a 42 °C, 5
min a 40 °C y 5 min a 38 °C. Finalmente, los portaobjetos se incubaron toda la noche a 37 °C en una
camara himeda, con H,Oyq y en oscuridad.

1.8.3. Posthibridacion y deteccion de las sefiales de hibridacion

El exceso de sonda y las uniones inespecificas fueron eliminadas mediante lavados posthibridacion
en 2x SSC durante 5 min a 42 °C, un lavado de 10 min a 42 °C en una solucion 20 % formamida en 0.2x
SSC pH 7.0, dos lavados de 5 min cada uno a 42 °C en 0.1x SSC y 2x SSC, respectivamente, y un tltimo
lavado de 5” en solucion TNT. Previamente a la deteccion de las sefiales, los lugares de union inespecifica
a anticuerpos se bloquearon mediante lavados en soluciones TNB y TNT. Las sefiales de hibridacion
fueron reveladas mediante incubaciones inmunocitoquimicas con anticuerpos diluidos en solucion TNB,
comenzando por una incubacion en mouse-anti-DIG (1:200, ROCHE MOLECULAR BIOCHEMICALS),
seguida por rabbit-anti-mouse-FITC (Isotiocianato de fluoresceina, 1:1000, SIGMA) y goat-anti-rabbit-
FITC (1:1000, SIGMA). Cada incubacion se realizo a 37°C durante 30 min y en oscuridad. Las muestras
fueron deshidratadas en etanol y los cromosomas contratefiidos con ioduro de propidio (50 ng/mL en
antifade). Las sefiales de hibridacion se visualizaron y fotografiaron utilizando un microscopio de
fluorescencia Leica DM RXA (LEICA IMAGING SYSTEM) en peliculas fotograficas Sensia-Fujichrome 400
ASA (FUJIFILM).

2. ANALISIS EVOLUTIVOS
2.1. Bases de datos

2.1.1. Secuencias caracterizadas

Las secuencias caracterizadas se depositaron en las bases de datos GenBank-EMBL-DDBJ con los
siguientes numeros de acceso: secuencia de la unidad repetitiva de los genes de histonas en la especie M.
galloprovincialis, AY267739; M. californianus gen H1, AJ416421; gen H2A, AY267759; gen H2B,
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AY267741; gen H3, AY267745; gen H4, AY267752. M. chilensis gen HI, AJ416422; gen H2A,
AY267756; gen H2B, AY267744; gen H3, AY267746; gen H4, AY267751. M. edulis gen HI,
AJ416423; gen H2A, AY267757; gen H2B, AY267742; gen H3, AY267749; gen H4, AY267754. M.
galloprovincialis gen H1, AJ416424; gen H2A, AY267755; gen H2B, AY267740; gen H3, AY267748;
gen H4, AY267750. M. trossulus gen H1, AJ416425; gen H2A, AY267758; gen H2B, AY267743; gen
H3, AY267747, gen H4, AY267753.

2.1.2. Secuencias recopiladas

En los analisis realizados en el presente trabajo también se han incluido todas las secuencias no
redundantes de genes HI referidas en la base de datos especifica de histonas NHGRI/NCBI Histone
Sequence Database (Sullivan et al. 2002) hasta abril de 2004 (referidas en las Tablas Suplementarias 1y
2) consistiendo en un total de 146 secuencias nucleotidicas completas pertenecientes a 55 especies
eucariotas. Los errores en los numeros de acceso fueron corregidos en algunas de las secuencias
recopiladas, adaptando la nomenclatura a la propuesta por Albig, Meergans, and Doenecke (1997).

2.1.3. Busqueda de pseudogenes

La base de datos general GenBank-EMBL-DDBJ fue revisada con el objetivo de identificar
pseudogenes (y) de la histona HI. Se recurrié también bases de datos especificas de los genomas de pollo
(Gallus gallus), humano (Homo sapiens), raton (Mus musculus), rata (Rattus norvegicus), Drosophila,
Caenorhabditis elegans, erizo de mar (Strongylocentrotus purpuratus), Arabidopsis thaliana, maiz (Zea
mays), tomate (Lycopersicon esculentum) y trigo (Triticum aestivum). La blsqueda se realizo a través de
la herramienta BLAST (Altschul et al. 1990) para detectar homologias con secuencias funcionales
conocidas. La presencia de secuencias Hl truncadas o incompletas, la presencia de indels en regiones
core conservadas de HI asi como la interrupcion o ausencia de elementos promotores, se asumieron como
caracteristicas indicativas de un proceso de inactivacion dando lugar a un pseudogén.

2.2. Alineamientos de secuencias aminoacidicas y nucleotidicas

Las secuencias aminoacidicas, asi como las nucleotidicas no codificantes, analizadas en el presente
trabajo se alinearon utilizando el programa CLUSTAL X (Thompson et al. 1997) con los parametros
preestablecidos por defecto. Las secuencias nucleotidicas codificantes se alinearon en base a sus
secuencias aminoacidicas correspondientes con el programa BIOEDIT (Hall 1999), manteniendo de este
modo la homologia a lo largo de las posiciones de los tripletes. Los alineamientos correspondientes al
core central de la proteina H1 se realizaron siguiendo el criterio previamente establecido por
Ramakrishnan et al. (1993) y Schulze and Schulze (1995) para definir los extremos de este dominio. En
este caso, se realizaron alineamientos adicionales con diferentes penalizaciones de los gaps con el
objetivo de estimar la estabilidad y la validez de las asignaciones entre las secuencias y el alineamiento
final.

2.2.1. Identificacién de motivos nucleotidicos

La identificacion de motivos nucleotidicos repetidos en regiones no codificantes se realizo a través
del programa TANDEM REPEATS FINDER (Benson 1999).

2.3. Analisis molecular y evolutivo de las secuencias

Los andlisis descriptivos de la composicion aminoacidica y nucleotidica, las frecuencias

dinucleotidicas asi como la estimacion de los valores de s (transiciones) y v (transversiones) se realizaron
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mediante el programa MEGA version 2.1 (Kumar et al. 2001), el cual fue también utilizado para llevar a
cabo los anilisis evolutivos que se describen a continuacion. Las distancias evolutivas fueron estimadas a
partir de los alineamientos de secuencias nucleotidicas y aminoacidicas. Los gaps generados en los
alineamientos se incorporaron en los analisis mediante la opcion de pairwise deletion, calculando los
errores estandar de las estimaciones a través del método hootstrap (1000 réplicas).

2.3.1. Distancias evolutivas en el género Mytilus

La estimacion de las distancias evolutivas entre secuencias de proteinas histonicas pertenecientes al
género Mytilus fue referida como el nimero de sustituciones por posicion (d), utilizando la correccion de
Poisson para sustituciones multiples dada la ausencia de diferencias en las tasas de sustitucion a lo largo
de las posiciones aminoacidicas y asumiendo frecuencias aminoacidicas idénticas entre secuencias. En el
caso de secuencias nucleotidicas, las distancias se estimaron como el nimero de sustituciones por
posicion (d) corrigiendo la presencia de sustituciones multiples mediante el método de 2 pardametros de
Kimura (Kimura 1980), incorporando las heterogeneidad s y v. Diferenciando entre sustituciones
sinénimas y no sinénimas, las distancias dsy dy fueron estimadas mediante el método modificado de Nei
y Gojobori (Zhang, Rosenberg, and Nei 1998) incorporando diferentes frecuencias de s y v. En el caso de
s /v =10.5, este método es idéntico al modelo original de Nei and Gojobori (1986). En este caso se aplico
la correccion de Jukes y Cantor (Jukes and Cantor 1969) para sustituciones miltiples, asumiendo
homogeneidad en las tasas de sustitucion entre las cuatro bases.

2.3.2. Distancias evolutivas entre histonas H1 a lo largo de la escala evolutiva

Las comparaciones entre secuencias aminoacidicas HI de organismos pertenecientes a diferentes
reinos eucariotas mostraron tasas de sustitucion aminoacidica heterogéneas, asi como diferentes
frecuencias aminoacidicas, por lo cudl no fue posible utilizar la correccion de Poisson. En este caso, las
distancias (p) se estimaron como la proporcion de posiciones aminoacidicas en las cuéles dos secuencias
difieren, normalizada al numero total de posiciones y sin efectuar correcciones adicionales para
sustituciones multiples.

La ausencia de homogeneidad respecto a estos parametros se observo también en el caso de las
secuencias nucleotidicas, calculando nuevamente las distancias (p) como la proporcion de posiciones
nucleotidicas en las cuales dos secuencias difieren, normalizada al numero total de posiciones y sin
correcciones adicionales. En este caso, el método de estimacion utilizado da un resultado més objetivo en
comparacién con otros métodos mas complejos, dado que el nimero de secuencias es elevado y el
nimero de posiciones es relativamente bajo, siendo asi menor la varianza de las estimaciones (Nei and
Kumar 2000). Como en el caso de secuencias pertenecientes al género Mytilus, las distancias sinonimas y
no sindénimas pgy py se calcularon mediante el método modificado de Nei y Gojobori (Zhang, Rosenberg,
and Nei 1998) normalizando las diferencias al nimero total de posiciones.

2.3.3. Test de seleccion

La existencia asi como el tipo de seleccion presente sobre genes HI fue contrastada mediante el test
Z (Z-test) de seleccion, comparando las frecuencias de las sustituciones sinonimas (ps) y no sinonimas
(pn)- En este caso, la hipétesis nula (Hy) se define como ps = py. Si se consigue rechazar esta hipitesis
con suficiente confianza, se concluye entonces la presencia de seleccion, que sera positiva o negativa

segun py sea significativamente mayor o menor que pg, respectivamente. En el presente trabajo siempre se
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compararon mas de dos secuencias, utilizando de este modo los valores promedio de pyy py. La
significacion de la probabilidad de rechazo de la hipodtesis nula se indico mediante asteriscos de modo *
(P<0.001)y ** (P <0.05).

2.3.4. Reconstruccion de filogenias

El método neighbor-joining (Saitou and Nei 1987) se adopto en el presente trabajo como el algoritmo
mas apropiado para llevar a cabo la reconstruccion de arboles filogenéticos en todos los casos,
representando una simplificacion del método de minima evolucion. La fiabilidad o confianza de las
agrupaciones definidas en las topologias obtenidas se contrastdé mediante el método de bootstrap
(Felsestein 1985) y mediante test de ramas internas (Rzhetsky and Nei, 1992; Sitnikova 1996), realizando
en ambos casos 1000 réplicas en las estimaciones, dando lugar a los valores BS (valor de bootstrap) y CP
(probabilidad de confianza en test de ramas internas, interior-branch test), respectivamente. Ya que se ha
demostrado que el método bootstrap tiende a ser conservador, los valores de BS > 80 % fueron
interpretados como significativos, siendo el limite un valor de 95 % en el caso de CP (Sitnikova,
Rzhetsky, and Nei 1995). Los arboles reconstruidos a partir de secuencias de histonas en especies
pertenecientes al género Mytilus incorporaron en cada caso la secuencia correspondiente en el erizo de
mar Strongylocentrotus purpuratus como outgroup. El caso de arboles de histonas HI pertenecientes a
organismos de diferentes reinos eucariotas, se incorporé como outgroup la secuencia del protista
Entamoeba histolytica, dado que representa uno de los eucariotas mas ancestrales en los que se ha
caracterizado una histona H1 (Kasinsky et al. 2001).

2.4. Sesgo en el uso de tripletes

La estimacion del sesgo en genes de histonas se estimé como el numero efectivo de tripletes o ENC
(Wright 1990), donde el maximo sesgo viene representado por ENC = 20 (cada aminoécido es codificado
siempre por un mismo triplete) y el minimo sesgo por ENC = 61 (todos los tripletes sinonimos
codificantes para un aminoacido concreto se utilizan con igual frecuencia). Este estimador posee una
ventaja importante respecto a otros métodos, ya que no precisa informacion previa sobre los tripletes
preferidos en un organismo o gen determinado. Las estimaciones del sesgo fueron realizadas utilizando el
programa DnaSP 4.0 (Rozas et al. 2003).

2.5. Patrones de sustitucion nucleotidica en linajes de histonas
Los patrones de sustitucion nucleotidica durante la evolucion de los linajes de genes de histonas se
estimaron a partir de secuencias ancestrales, reconstruidas mediante maxima verosimilitud en funcion de
las relaciones observadas entre secuencias actuales. Las estimaciones fueron llevadas a cabo utilizando
los programas baseml (regiones no codificantes) y codeml (regiones codificantes) incluidos en el paquete
de software PAML (Yang 2000). Las posiciones ancestrales con una probabilidad menor de 0.7 no fueron
tenidas en cuenta, mientras que la probabilidad de sustituciones multiples desde ramas de especies
ancestrales hasta ramas de especies actuales se asumié como lo suficientemente pequefia como para no

afectar de modo significativo las estimaciones finales (Petrov and Hartl 1999).
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IV. RESULTADOS

1. CARACTERIZACION MOLECULAR DE LOS GENES DE HISTONAS EN EL GENERO Myfilus

1.1. Unidad repetitiva de las histonas en M. galloprovincialis

1.1.1. Disefio de primers partial y amplificaciones mediante PCR

Para caracterizar la estructura y la organizacion de los genes de histonas en M. galloprovincialis se

procedio a la amplificacién de sus regiones codificantes mediante PCR. De aqui en adelante, y para

simplificar la presentacion de los datos, el nombre de las especies analizadas se abreviara como:

Mytilus californianus; Mch, M. chilensis; Me, M. edulis; Mg, M. galloprovincialis; Mt, M. trossulus.

Mc,

Tabla 1. Secuencias utilizadas como referencia en el disefio de primers partial para los genes H1, H2B y H3

Gen | Especies Inserto/Vector  Acceso GenBank Referencia®

H1 | Mytilus edulis 3.5 Kb/pUC-19  AJ224069 Drabent et al. 1999
H2B | Holothuria tubulosa 1.8 Kb/pBSK(+) Z46225 Drabent et al. 1995
H4 | Holothuria tubulosa 1.5 Kb/pUC-19 746226 Drabent et al. 1995

* Clones cedidos por el Dr L. Cornudella, Departamento de Biologia Celular y Molecular, Centro de Investigacion y Desarrollo, CSIC

Dentro de la familia Mytilidae, unicamente se ha descrito la region nucleotidica codificante del gen

H1 en la especie Mytilus edulis (Tabla 1, Drabent et al. 1999). Esta secuencia fue utilizada como

referencia para disefar los primers especificos Hl-partial. En el caso de las histonas H2B y H4, los

grupos de primers especificos H2B-partial y H4-partial se disefiaron a partir de las secuencias

nucleotidicas codificantes para estos genes en el cucumarido Holothuria tubulosa (Drabent et al. 1995).

Finalmente, y dado que los genes H2A y H4 no han sido descritos en ningun invertebrado marino

proximo a los moluscos bivalvos, se obtuvieron consensos a partir de las secuencias pertenecientes a

cuatro especies de erizos de mar (Tabla 2) utilizando el programa GENEDOC (Nicholas, Nicholas and

Deerfield 1997), y disefiando posteriormente los primers H2A-partial y H4-partial. Los cinco pares de

primers partial disefiados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 2. Secuencias empleadas en la construccion de consensos

para el disefio de primers partial en los genes H2A y H4

Gen | Especies Acceso GenBank
Paracentrotus lividus Y09062/M25281

H2A | Psammechinus miliaris V01141
Strongylocentrotus purpuratus V01357
Litechinus pictus X00628

3 Paracentrotus lividus M36920
Psammechinus miliaris V01143/X01345
Strongylocentrotus purpuratus  M36921

Tabla 3. Caracteristicas de los primers partial disefiados para llevar a cabo la amplificacion mediante PCR
de cada uno de los genes de histonas en especies del género Mytilus*

Gen | Primer Secuencia (5" > 3") Tamaio T*(°C) Producto (pb)
S Hlpartial CCGCACATCCTAAATACAGC

Hl A3 Hi-parial CCTTCTTTTTTGCTGGTGAC Sk 20 e
5'-H2A-partial AAGAGGTAAAAGTGGAAAGGCCCG

H2A (3. 4> A-partial TAGCTTGATTTGCCGGTCTICTTG ~ 24mer 340 do8

1o | 5 H2B-partial  CAAAGTCAACGGCACCCCGTG Shcosr L -
3-H2B-partial TTTGGCGAGTTCACCTGGCAG o

i3 | 5H3-partial  TCGCAAATCTACAGGAGGGAAGGC o, o o\ -
3" H3-partial CATGATGGTAACCCTCTTGGCGTG “mer :

ba | 5-Ha-partial  AAAGGAGGAAAGGGACTGGGA R .
3'-Hd-partial CTGGCGTTTACCGGCGTACAC ki :

* T°, temperatura de annealing de los primers El tamaiio del producto corresponde a reacciones de PCR sobre ADN genomico M. galloprovincialis
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Las amplificaciones de genes de histonas se realizaron a partir d¢ ADN gendmico total de las cinco
especies analizadas. Las temperaturas de annealing oscilaron entre 42 °C en el caso de HI, 51 °C en H2B

y H4,y 54 °C en los genes H2A y H3, respectivamente (Tabla 3), definiéndose como Optimas las

condiciones reflejadas en la fig. 6.

A
aiERs [PESNATURALIZACION AMPLIFICACION EXTENSION | FINALIZACION
partial | Ciclos | T | Tiempo | Ciclos %“’;——;‘:ﬂ%‘% xteashén | 1 | Tiempo | Ciclos | T | Tiempo
Hi 320
HIA 54.0
HIB 1 |osc| 430 | 35 [osc| 300 [5i0] 300 [72| 300 [72c| s | 1 |ec| s
H3 540
H4 510
B >
5"H1-partial
1 — =
3'-Hl-partial
H1 partial (473 pb)
> >
5"-H2A partial 5"-H3-partial
—:_:; Eq_
3"-H2A partial 3"-H3-partial
N
H2A partial (366 pb) H3 partial (340 pb)
> >
5°-H2B-partial 5°-H4-partial
— e — U —n
3"-H2B-partial 3"-Hd-partial
P o
¥12B partial (278 pb) Ha partial (267 pb)

Fig. 6.- Condiciones empleadas en las reacciones de amplificacion mediante PCR vy regiones de annealing de los primers partial. A
Temperaturas de annealing y condiciones de los ciclos de PCR en reacciones de amplificacion para cada una de los cinco genes de
histonas en especies del género Mytilus. B Representacion esquematica de la posicion de annealing de los pares de primers en cada
uno de los genes (cabezas de flecha) y tamafio de los fragmentos amplificados. Las regiones codificantes se representan mediante
recuadros blancos, indicando la region central proteica a través de un recuadro negro.

En ningin caso se observo polimorfismo entre diferentes especies en los productos amplificados para
cada gen de histonas. Respecto a la histona H1, se observo la amplificacion de un anico tipo fragmentos
con un tamafio de 473 pb y con muy buenas eficiencias (fig. 74). Las amplificaciones de los genes H2A y
H2B dieron lugar a fragmentos de 366 pb y 278 pb, respectivamente. Si bien la eficiencia y especificidad
fueron altas en el caso de H2B, las amplificaciones de H2A mostraron la presencia de bandas
inespecificas adicionales, disminuyendo asi el rendimiento de las amplificaciones (fig. 7B,C). Finalmente,
en los casos de las histonas H3 y H4, las amplificaciones fueron altamente especificas generando un

elevado rendimiento y fragmentos de 340 pb y 267 pb, respectivamente (fig. 7D, E).

A B
f&&\»‘&‘ﬁ f&&‘&&&

'°£‘:§:-ngsg VR -

REC L

C
SePess

T - —————

Fig. 7.- Productos de amplificacion
mediante PCR y con los primers
partial de los genes de las histonas
H1 (4), H2A (B), H2B (C), H3 (D) y
H4 (E) en las cinco especies
analizadas, purificados y separados
en funcion de su peso molecular
mediante  electroforesis.  MXIV,
marcador de peso molecular de
ADN (ROCHE MOLECULAR
BIOCHEMICALS).

D&f\&&"&&&

loﬁ"’—-‘*‘

1.1.2. Unidad repetitiva de histonas

Los primers disefiados permitieron obtener sondas especificas para detectar la presencia de genes de

histonas en una libreria genomica de la especie M. galloprovincialis. La busqueda se realizo utilizando
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como sonda el fragmento del gen HI amplificado mediante PCR con el par de primers Hl-partial
marcado radiactivamente (sonda SOUTHERN). Paralelamente se digiri6 ADN gendmico de M.
galloprovincialis para su posterior hibridacion con la sonda Hl-partial y con una sonda H3-partial en
experimentos de Southern blot. Los resultados de estas hibridaciones mostraron sefiales positivas para H1
en cuatro fragmentos con tamarios aproximados de 18.0 Kb, 8.1 Kb, 2.3 Kb y 0.55 Kb. En el caso de H3
se observaron dos sefiales en fragmentos de 8.0 Kb y 1.5 Kb (fig. 8). Estos patrones de hibridacion
sugirieron la coincidencia de ambos genes de histonas en un fragmento EcoRI de alrededor de 8 Kb, que

podria contener la unidad repetitiva de las histonas.

ADN gendémico
Mytilus galloprovincialis
digestion EcoRI
18.0 Kb '
E 5'-Hl-partial 3'-H\-partial
N ———————4
B1Kb-| == <€30Kb ~— .-
. Sonda SOUTHERN histona H1
: (473 pb)
2.3 Kb . : L
. 5'-H3-partial 3'-H3-partial
. | e cme— o |
\ e= |«15Kb Sonda SOUTHERN histona H3
' (340 pb)
0.5Kbp-| == Fig. 8.- Hibridacion Southern blot con las sondas
‘ radiactivas Hl-partial y H3-partial sobre ADN genémico
, total de M. galloprovincialis digerido con el endonucleasa
de restriccion EcoRI, mostrando una seflal comun para
H1 H3 ambos genes en un fragmento de aproximadamente 8 Kb

La busqueda de genes H1 permitio aislar cinco clones positivos, denominados A2[5,1]1a; A2[5,2]1a;
A4[13,7]1a; A7[25,13]1a y A8[29,21]1a. Tras la extraccion de ADN, la presencia de genes HI se
corrobor6é mediante Southern blot con la misma sonda H1 radiactiva empleada en el screening (fig. 9).
Los resultados de las hibridaciones muestran una sefial de hibridacion para H1 en un fragmento de
aproximadamente 2.5 Kb comin a los cinco clones. Esta sefial es unica el caso de los clones A7[25,13]1a
y 78[29.21]1a, mientras que A2[S5,1]1a; A2[5,2]1a y A4[13,7]1a muestran varias sefiales adicionales de

mayor peso molecular.

digestion EcoRl
>
\:\\'n,\\\: \\: B \\ '5\\" \ \\\ C \\\ '\¢\\ \\ \,)’\\\

SESSEES & FESEE FFR P

] w 23.1 Kb
‘ = '.'.
_ 44Kb -
S —
23Kb
— o - | <15Kb

g 9

S-Hl-partial  3"-Hl-partial
| e c—— e |

Sonds SOUTHERN histona H1
(473 pb)

Fig. 9.- Fagos recombinantes para el gen H1 seleccionados a partir de la genoteca de M. galloprovincialis y resultado de la
hibridacion Southern blot con la sonda H1-partial. A ADN total de los cinco fagos separado mediante electroforesis. B Separacion
electroforética del ADN de los clones digerido con EcoRI. C Resultado de la hibridacion Southern blot con la sonda H1 radiactiva
MII y MIII, marcadores de peso molecular d¢ ADN (ROCHE MOLECULAR BIOCHEMICALS)
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La presencia del gen H3 en el clon A2[5,1]1a fue revelada a través de amplificaciones mediante PCR,
llevando a cabo la secuenciacion de su ADN siguiendo una estrategia de primer walking, utilizando como
primers de inicio los correspondientes al gen H3 (Tabla 4). La presencia de genes de histonas, asi como
de sus regiones espaciadoras, fue comprobada a medida que se llevo a cabo la secuenciacion, mediante
comparacion de las secuencias obtenidas con las unidades repetitivas caracterizadas en otros organismos,

utilizando la herramienta informatica BLAST (Altschul et al. 1990).

Tabla 4. Primers intermedios generados mediante primer walking en la secuenciacién de la unidad repetitiva de las histonas
en M. galloprovincialis

Primer" | Sequencia (5" > 3°) Posicion | Primer" | Sequencia (5" — 3") Posicion

H3.15 [ GGATTCGGAGGTTAAACAGC  461-480 H3.4 GATGTACAACATATTCAGACTC 4234-4255
H3.13 [ATTCTTCATCTGATTAGTCCG  1023-1043 | H3.6 CAATCCATCTTCTAATTGCAG  4617-4637
H3.11 | TACATTTCAGGAGTATACATC 1640-1661 | H3.8 TGTCAATTTCCCGGGACATC 5224-5243
H3.9 CATCCAGGCTGTACTTCTGCC  2244-2264 | H3.10 | ATCATTAGTTATTTGGTCCATC  5593-5614
H3.7 TTTAAGAGAATGTGACAGCAG 2881-2901 [ H3.20 [ GACTTCCTTGACCGAGATG 5987-6005
H3.5 TCCGATTGGTATAGACATGC  3256-3275 | H3.19 | GATGTGTGCGAATGAACGAC 6507-6526
H3.3 TGCAAACATTGCGGCTAGC 3671-3689 | H3.18 | TTTGCAGATTTGGCAGCAGG 7050-7069
H3.1 CTATGTGGCTTCTTAACTCC 3866-3885 | H3.17 | AAGAAGACAAAGGCTGCAGC  7089-7108
H3.2 TTCGTTTCCAGAGCTCTGC 4011-4029 | H3.22 | GTGTCTACGACCATATCACG 7484-7503
H3.21 | GAATACCGGGTGTTGTAGAC 7584-7603

* Los primers H3 1 y H3 2 fueron utilizados para iniciar la secuenciacion en direcciones divergentes

La secuencia correspondiente a la unidad repetitiva de las histonas en M. galloprovincialis fue
depositada en las bases de datos GenBank-EMBL-DDBJ con el nimero de acceso AY267739. Los
analisis preliminares revelaron la presencia de los cinco genes de histonas junto a dos genes de ARNr 5S
en un fragmento de aproximadamente 8 Kb y con una organizacion: H4>, <H2B, H2A>, H3>, H1>, 5S>,
58> (fig. 10). La ronda final de secuenciacion reveld la presencia de los primeros nucledtidos de la pauta
abierta de lectura del gen H4 a continuacion de los genes de ARNr 5S en la region 3’ (comienzo de la
nueva unidad), asi como el final del gen H1 en la region 5° previa al gen de la histona H4 (final de la
unidad anterior). Estos resultados evidencian la presencia de los genes de histonas organizados en
unidades repetidas.

Cluster de Genes de Histonas «y,

A I [
|

[
E AN PH NA A D S A DH E PH D A E
+ + 4 + 4 4 + 4 4 + 4 4 [ 2 I 4 4
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
B < H3S <H3.I8 Kb
4 H3.1l H3.2» H3.10 » 4 H319 H3.22p»
H3.15» H39p» H3.3p» H3.6 »H3.8 » H3.17 » H3.21p»
< H3.13 <4 H3.7 «H3.1<4 H34 < H3.20
C H4 H2B H2A H3 Hl 55 55

pTh e =
—> 7

o-NTS

Fig. 10.- Esquema de la unidad repetitiva de las histonas caracterizada en el clon A2[5,1]1a. A Mapa de restriccion de la unidad: E,
EcoRI; A, Accl; H, Hindlll; P, Pstl; N, Hindll; D, Dral; S, Sacl. B Posicion de annealing y orientacion (cabezas de flecha) de los
primers intermedios utilizados en la secuenciacion de la unidad, sefialando en negrita y subrayados los primers H3.1 y H3.2
(primers H3-partial invertidos) como punto de inicio. C Organizacion y polaridad de los genes de histonas en la unidad, ademas de
los dos genes de ARN 58 separados por un espaciador no transcrito de tipo o.
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A  genH4

GAATTCCTAC AGAGTTACCT CCCGGATTTA GACGAAAACA ACCAATCA 48
GGTCCAACCT ATCAAAAATT CAGTGGTATT TCTTTTAGGG CCGCGTTC 96
ATGAG! CATAATT TGGATAGTGT TGICATTCGT TTTATCGA 144
ACTTCACAAA GCAAGCAAC 163
M S G R G K G G K G L G K 13

ATG TCA GGA AGA GGT AAA GGA GGA AAA GGT CTA GGT AAA 202
G G A K R H R K V L R D N 26

GGA GGC GCC AAA CGT CAC AGG AAG GTG TTG CGT GAT AAT 241
1 ¢ 6 I T K P A I R R L A 39

ATC CAA GGT ATC ACC AAA CCA GCA ATC CGT CGT TTA GCA 280
R R G G V K R I S G L I Y 52

AGA AGA GGT GGT GTC AAA CGT ATC TCT GGT CTG ATC TAC 319
E E T R G V L K V F L E N 65

GAG GAA ACA CGT GGT GIC TTG AAA GTC TTT TTG GAA AAT 358
vV I R D A V T Y T E H A K 78

GTC ATC CGT GAT GCT GTC ACA TAC ACA GAG CAC GCA AAG 397
R K T V T A M D V V Y A L 9

AGG AAG ACT GTC ACT GCC ATG GAT GTT GTC TAC GCC CTG 436
K R Q@ G R T L Y G F G G *103

AAA CGT CAA GGA CGT ACC CTT TAC GGA TTC GGA GGT TAA 475

ACAGCCAGCT GAAAAAATAC AAATACAACG GCCCTTTTCA GGGCCACC 523

AACATATTTC [AAAAAGAATC TGCATTTGTT GTACTTAAAA TTGAAAAT 571
B en H2B

GGGACACAGCEETGATTTAGA AGTTTGTTAT GTACAACAAT AATAAGAC 1195
TCTTTTTGAA AAATGTTGGT GGCCCTGAAA AGGGCCGTTT GTGAAGTG 1243
AAACTTCTCG TTGT 1257
* X 8 8 ? ¥ K T V A K T G128

TTA CTT GCT GCT GGT GTA CTT TGT GAC GGC TTT GGT ACC 1296
E S V A H K A L E G P L L1112

TTC ACT GAC AGC GTG CTT GGC CAA TTC ACC GGG TAA GAG 1335
L R V A T Q@ I E R S T I T 9

CAG ACG AAC TGC AGT CTG GAT CTC CCG AGA TGT GAT GGT 1374
S R K N Y H A L R S A E A 86

AGA TCT CTT GTT GTA GTG AGC GAG ACG GGA AGC TTC TGC 1413
A I R E F I D N V F S N M 73

AGC GAT TCT CTC AAA GAT ATC GTT GAC AAA ACT GTT CAT 1452
1 s M A K S S8 V G T D P H 60

GAT AGA CAT AGC CTT TGA GGA TAC TCC AGT GTC TGG GTG 1491
vV @ R L VvV K Y I Y I A Y s 4

AAC CTG TCT CAA GAC TTT GTA GAT GTA GAT GGC ATA GGA 1530
E R R kK R R R K K D G G P 34

TTC TCT CCT CTT CCT CCT CCT TTT CTT GTC ACC GCC GGG 1569
R A T K A K T V A K K A G 21

TCG GGC AGT CTT TGC CTT TGT TAC GGC CTT TTT GGC TCC 1608
K T G V K P P M 8

TTT GGT TCC AAC TTT TGG TGG CAT 1632
TTTGATAGAT GTATACTCTC TGAAATGTAA TCAGIGAATG ATGGCCGT 1680

TAATAAAAAT TT! TCGGCAAA ACGGATTGAA AGTTTTTA 1728

CTTAACGCGA ACTTCGGAGA GAGCACCTTC TAACATTCAA CCTAACTA 1776
C en H2A

CCTGGAAGAAEECGATGTTTT GATTGGTTTA GAACTGAAAC ATCTTTCA 1824

ATCCGTTTTG C TARACTA CCACCTCTTG GGATAAIC 1872

ATTGTTTATA CTTGTTCAAG TCAAACAACG TATTAAATCA AA 1914
M S G R G K G G K A K A K 13

ATG TCA GGA CGA GGA AAA GGA GGA AAA GCA AAA GCA AAG 1953
A K S R S S R A G L Q F P 26

GCA AAG TCT AGG TCA TCC CGT GCC GGA CTT CAG TTC CCA 1992
V 6 R I H R L L R K G N Y 39

GTA GGT CGT ATC CAC AGA CTT TTG AGG AAA GGA AAC TAC 2031
A E R V G A G A P V Y L A 52

GCC GAG AGA GTT GGT GCC GGA GCA CCA GTC TAC CTT GCC 2070
A vV L E Y L A A E V L E L 68

GCT GTC TTG GAA TAC TTA GCA GCT GAG GIT TTG GAG TTG 2109
A G N A A R D N K K S R I 78

GCA GGA AAT GCT GCC CGT GAC AAC AAG AAG AGC AGA ATC 2148
I P R H L @ L A I R N D E 91

ATC CCC CGT CAT CTC CAG TTG GCC ATC AGA AAC GAC GAA 2187
E L N K L L S G V T I A Q104

GAA TTG AAC AAA CTT CTC TCT GGT GTA ACC ATT GCC CAA 2226
G G vV L P N I Q A V L L P17

GGA GGT GTT TTA CCA AAC ATC CAG GCT GTA CTT CTG CCA 2265
K K T Q K A A K * 125

AAG AAG ACA CAG AAA GCT GCC AAG TAA 2293

GTCAACACAA CAGAAACTTC ACTTACAACG GCCCTTTTCA GGGCCACC 2341
AACATTTTTC AAAAAGAATC TGATTTTGTT GTACAATTTA GTTGAATG 2389

Fig. 11.- Secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de los genes de histonas codificados por la unidad repetitiva de M
galloprovincialis. La numeracion en el margen derecho se refiere a las secuencias nucleotidicas (normal) y proteicas (negrita),
donde los residuos aminoacidicos se sitian sobre los tripletes correspondientes. Los elementos promotores conservados se indican
como: cajas TATA en negrita y con recuadros, posiciones CAP putativas subrayadas, cajas CAAT en negrita. Los elementos HI
box-like (posiciones 6376 a 6383) y H4 box (posiciones 6435 a 6451) se indican en la region promotora de HI mediante recuadros.
En las regiones 3" UTR se indican las estructuras tallo-bucle en negrita y subrayadas y elementos ricos en purinas en cursiva y con
recuadros. Los genes de ARN 5S ligados a la unidad se indican en negrita, mientras que los espaciadores no transcritos (a-NTS) se
indican subrayados. La secuencia de la unidad completa se deposito en las bases de datos EMBL-GenBank-DDBJ con el niamero de

acceso AY267739.

D gen H3

AGATCAGTCC AATCATAATA CAGAGATTTC AACCAATCAA CGTGAGTT 3637

TTATTACACC GAAAGGCCAA TCAGTGTCGT GTTTGCAAAC ATTGCGGC 3685

TAGCACAAAT ACACTAACAT TCGAAGTTTT AAAGTATTCT GTCGTGTA 3733

ATCGTAGATT TTCACAGAGA ACATATCGCA 3763
M A R T K Q T A R K S T G 13

ATG GCT CGT ACA AAG CAG ACC GCC CGT AAA TCC ACT GGA 3802
G K A P R K Q L A T K A A 26

GGA AAA GCT CCA AGA AAA CAA CTT GCC ACC AAG GCC GCC 3841
R K S A P A T G G V K K P 3

CGT AAG AGC GCA CCT GCC ACA GGT GGA GTT AAG AAG CCA 3880
H R Y R P G T V A L R E I 82

CAT AGA TAC AGG CCC GGA ACA GTC GCT CTT CGT GAG ATC 3919
R R Y Q@ K S T E L L I R K 65

AGA AGA TAC CAG AAA AGT ACT GAA CTC CTC ATC AGG AAA 3958
L P F @ R L ¥V R E I A @ D 78

CTC CCC TTC CAG AGA TTA GTT CGT GAA ATT GCT CAA GAC 3997
F K T D L R F Q@ S S A V M9

TTC AAG ACT GAT CTT CGT TTC CAG AGC TCT GCC GTT ATG 4036
A L Q E A S E A Y L V G L1104

GCC CTC CAG GAA GCC AGT GAA GCT TAC CTC GTT GGT CTT 4075
F E D T N L C A I H A K R17

TTC GAG GAC ACC AAC TTG TGT GCA ATC CAC GCC AAG AGA 4114
vV T I M P K D I Q@ L A R R130

GTC ACC ATC ATG CCC AAA GAC ATC CAG TTG GCT CGC AGA 4153
I R G E R A ~ 136

ATC CGT GGA GAA CGT GCT TAA 4174

ACTGACCTTT ACTCTATACA ATAACH CCAATA 4222

TTTTT! CTGAA TATGTTGTAC ATCAAAATCA AATATAGC 4270

E en HI

AG!ICAA!TTgiTTTGAAACA AATGATTAAA ACTTGTCGAA C(AAGCACA 6382

CAGATTTTCT TGTCGATCTG TTTGAATTAG ATTGTCATGA AAGTTTAA 6430

GGGTGCTCTC GTCGAGGTCC GCGTTAGATA GATANTGACA CTCTGTGT 6478

CAGTGCGAAT TGCATATCAT TGTAATCTGT CGITCATTCG CACACATC 6526

GTTCAACAAC CAAAGCCGCA AA 6548
M S D A P A P v v K T P A 13

ATG TCA GAC GCA CCA GCA CCA GTA GTA AAG ACC CCA GCT 6587
K S P K K K A A A K P K K 26

AAG TCA CCA AAG AAG AAA GCT GCA GCT AAA CCA AAG AAA 6626
V A T H P K Y S E M V G K 3

GTA GCT ACT CAT CCA AAA TAC AGC GAG ATG GTC GGA AAG 6665
A I S A L K E R G G S S R 82

GCT ATA TCT GCT TTG AAA GAG CGT GGA GGC TCC AGC CGT 6704
Q@ A I L XK Y I L A N F 8 V 6

CAA GCC ATC CTT AAG TAT ATC TTA GCA AAC TTC AGC GTT 6743
G S D A K T V N T H L K L 78

GGT AGC GAT GCA AAA ACA GTC AAC ACT CAC TTG AAG TTA 6782
A L K 8 @ v kK 8 N 8 L X 98

GCT CTG AAA TCA GGA GTG AAG AGC AAT AGC TTG AAA CAG 6821
S K G T G A S G s F K I G 104

TCG AAG GGT ACC GGC GCT TCT GGA AGC TTT AAG ATT GGG 6860
E V A K P A K K P A K K V117

GAA GTG GCT AAA CCA GCT AAG AAA CCA GCA AAG AAA GTA 6899
vV K P K A A K P K K A K T130

GTT AAA CCT AAA GCC GCC AAG CCA AAG AAG GCA AAG ACA 6938
P T K K T A A K K P A A K143

CCT ACC AAA AAG ACT GCC GCA AAG AAA CCT GCA GCA AAG 6977
K P A G E K K A A K P K A 156

AAA CCA GCA GGT GAA AAG AAA GCA GCT AAA CCA AAA GCA 7016
K K P A A K K P A A K P A1l6

AAG AAA CCA GCT GCA AAG AAA CCA GCT GCA AAA CCT GCT 7055
A K S A K K A T K S P K K 182

GCC AAA TCT GCA AAG AAA GCC ACA AAA TCT CCC AAG AAG 7094
T K A A A K P K K A K T P195

ACA AAG GCT GCA GCT AAA CCA AAG AAG GCA AAG ACA CCA 7133
K K K * 198

AAG AAG AAG TAA 7145

ATGAAGGAAG CATCATGATG CTTTTAAAGC TTAAAC 7193

GGCTACCAAT TTTTTT CTGA AATTGTTGCA TGGTATTA 7241

F enes ARNr 5S

CMTTGCTgW 7481

CTGT 7485

GTCTACGACC ATATCACGTT GAAAACACCG GTTCTCGTCC GATCACCG 7533

AAGTTAAGCA ACGTCGAGCC CGGTTAGTAC TTGGATGGGT GACCGCCT 7581

GGGAATACCG GGTGTTGTAG ACAITITTTG TACCTATAAT TTTGAATT 7629

TCTACCAAAC ATATTATTGT TGTAAAGTTT TGCTTCTGAA AAAAATCT 7677

ATTTTATATA AATTTTGTTC AAAAATGCTA CTACCTAACC TTATATAT 7725

CAAAAAATTT AACACTTCTG T 7746

GTCTACGACC ATATCACGTT GAAAACACCG GTTCTCGTCC GATCACCG 7794

AAGTTAAGCA ACGTCGAGCC CGGTTAGTAC TTGGATGGGG GACCGCCT 7842

GGGAATACCG GGTGTTGTAG ACATTTTTTT TTACTTATAA TTTTGCAT 7890
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1.1.3. Analisis de las regiones codificantes en la unidad repetitiva

La unidad repetitiva de las histonas en M. galloprovincialis se caracteriza por presentar, en primer
lugar, una region de 309 pb de longitud codificando una proteina H4 de 103 residuos y localizada a 165
pb aguas abajo de la posicion de corte EcoRI en la region 5 (fig. 114). La siguiente pauta de lectura esta
invertida y separada de H4 por una region espaciadora de 782 pb, codificando a la histona H2B con 372
pb que resultan en una proteina de 124 aminoacidos (fig. 11B). Después de una corta region espaciadora
(282 pb) se revel6 una pauta de lectura de 375 pb codificante para una proteina H2A de 125 residuos (fig.
11C). Tras un largo segmento espaciador de 1470 pb se observo la presencia de la histona H3, codificada
por 408 pb que generan una proteina de 136 aminoacidos (fig. 11D). La siguiente pauta abierta de lectura
comprende 594 pb codificantes para una proteina HI de 198 aminoacidos, separada por un espaciador de
2374 pb respecto a la histona H3 (fig. 11E). La region codificante de los dos genes de ARNr 5S se
localiza en la misma cadena de ADN, 300 pb aguas abajo de la region codificante de H1, encontrandose
separados por un segmento corto de ADN (41 pb) que corresponde a un primer espaciador no transcrito

(NTS) de tipo a. Después del segundo gen de ARNr 5S se detecté una nueva region a-NTS de 132 pb

(fig. 11F).

. HANMPNO~ONO | —HANMTNONOAO— | N LB ORAD —HNM | M) SUNRO~ DN
Posicion Aminoacidica ———HH————N | OOMMOOMMAMNTT | OWOOOBBOO I | 000D WD
R | e e
Consenso Myfilus KKPAKAKKAA | KS',P"K---KK | AAKK----- "AK | SPAK-KKAAK
* %k % kkkxk | ke o % *k | kkokk *k | kk ok kkkkxk

| |

1 1

Unidad Repetitiva KKP--AKKAA | KTPTKKTAAKK | AAKKPAAKPAAK | SPKKTKAAAK

N — L L€

winged-helix
Dominio Central

H1

Fig. 12.- Representacion esquematica de las inserciones y deleciones (indels) de residuos generadas, asi como sus posiciones, tras
alinear la proteina H1 de la unidad repetitiva de M. galloprovincialis con la secuencia consenso de proteinas H1 en el género
Mpytilus. El recuadro blanco representa el dominio central proteico, flanqueado por los extremos N- y C-terminales. Dentro del
domino central se destaca con un recuadro negro adicional la region correspondiente al motivo winged-helix.

Los andlisis de las secuencias de los genes de histonas revelaron la ausencia de caracteristicas
especificas de subtipo, a excepcion de la presencia de una alanina en posicion 74 en H4, tipica de subtipos
especificos de etapas concretas del desarrollo (Drabent et al. 1995). Tampoco se detectaron caracteristicas
tipicas de histonas de vertebrados salvo en el caso de la region promotora de la histona H1, aunque el
elevado cociente de lisinas:argininas observado (58:2) es tipico de subtipos somaticos (del Gaudio et al.
1998). La region codificante para la histona H1 muestra la delecién de dos residuos en la posicion 114 de
la proteina (Ala-Lys) junto con una insercion de tres, cinco y un residuo en las posiciones 137 (Thr-Ala-
Ala), 166 (Pro-Ala-Ala-Lys-Pro) y 185 (Thr), respectivamente (fig. 12). Del mismo modo, se observo la
presencia de una elevada densidad de residuos basicos en este dominio proteico, representando
posiblemente lugares de fosforilacion (Mezquita et al. 1985).

1.1.4. Regiones no codificantes flanqueantes a los genes de histonas

Las regiones promotoras evidenciaron diferentes elementos reguladores comunes a otros genes
transcritos por el enzima ARN polimerasa II (fig. 114-F) . Se observo asi la presencia de cajas TATA
perfectas en regiones promotoras de H2A, H2B, y H4 (posiciones —62 a —69, —69 a -76 y —56 a 51,
respectivamente). En el caso de Hl existe una ligera modificacion en este elemento siendo 5'-
TAGATAA-3". La secuencia corta 5-MCATTCP-3’, indicativa de posiciones CAP putativas, se

identifico en todos los genes generalmente entre 50 y 70 pb aguas arriba del triplete de inicio de la
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transcripcion (Sures, Levy and Kedes 1980). A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo se
puede definir la secuencia consenso para posiciones CAP putativas en la especie M. galloprovincialis
como 5°-";"\CATTCPu-3". La sefial CAAT se observo en la region promotora de todos los genes, en
dos ocasiones en el caso de H3. En H1, la region promotora mostro la presencia de elementos tipicos
como el H1 box-like (posicion —166 a —173) y el elemento H4 box (98 a —114). Unicamente se detecto la
presencia de una secuencia enhancer putativa en el caso del gen H4 (posiciones 41 a —47) siendo 5'-
TGGATAG-3" en el caso de M. galloprovincialis. Ademas, se observo un elevado grado de homologia
entre las regiones promotoras proximales de los genes H2A y H4, siendo ademas idénticos los primeros

nueve residuos de ambas proteinas.

Tabla 5. Sefiales conservadas en las regiones 3" terminales no codificantes de los genes de histonas caracterizados en la
unidad repetitiva de M. galloprovincialis*

Genes de Histonas Seiial Tallo-Bucle (5" — 3°) Purinas (5" > 3")  PoliA
HI +37 AGCCCTTTTAAGGGCT +65 AAAAAGAG S
H2A +29 GGCCCTTTTCAGGGCC +58 AAAAAGAA S
H2B +27 GGCCCTTTTCAGGGCC +55 AAAAAGAG S
H3 +25 GGCCCTTTTAAGGGCC +54 AAAAAGAG S
H4 +29 GGCCCTTTTCAGGGCC +58 AAAAAGAA S
Consensos
M. galloprovincialis PuGCCCTTTT AAGGGPyr AAAAAGAPu S
S. purpuratus (erizo de mar) | GGCPyrCTTTTCAGPuGCC CAAGAAAGA N
P. dumerilii (anélido) GGCCTATTTTAAT,GGCC CAAAAGA N
C. variopedatus (anélido) GGPyrCC TT*, TPyrAGGPuCC CCAPuPuGAAA S
C. thummi (insecto) Co GTCPyrTTTTPyrAPuGPuC s AAPuAPuAPu S
A. aquaticus (crustaceo) GGC,,PyrCPyrATTPyrPuGPyr<,,CC A“AAAPUAGA S
D. hydei (insecto) 66, CCTTTTCAGGPuC 5, CCAAPUGAPU A N
0. mykiss (pez teleosteo) GGCTCTTTTAAGAGCC T ScAAAPu N

* La numeracion indica la posicion del primer nucledtido del elemento en la secuencia La presencia/ausencia de sefales de
poliadenilacion se indica medi S/N, respectivamente. Pu, Purina, Pyr, pirimidina

Respecto a las regiones 3" terminales no codificantes, todos los genes mostraron una secuencia
palindromica dando lugar a una estructura tallo-bucle tipica, seguida por un elemento rico en purinas
situado 14 pb aguas abajo. Se define de este modo la secuencia tallo-bucle consenso de histonas de M.
galloprovincialis como 5'-PuGCCCTTTT ,AGGGPyr-3" (Tabla 5). Todos los genes de histonas en la
unidad mostraron al menos una sefial de poli(A), caracteristica de genes independientes de replicacion
(RI). Las regiones espaciadoras entre los genes muestran una gran cantidad de repeticiones de las
secuencias TACA, TA y TGAT. La secuencia simple (AAAG);; se observo entre los genes H4 y H2B,
identificandose también 12 repeticiones del motivo TTCG junto a cuatro reiteraciones del
heptanucleétido 5'-A(GA),(AT),-3" en la region espaciadora aguas abajo del gen H2A. Por otra parte, las
secuencias 5'-AC(TA),(GA),ATACAGAG-3"y 5'-TA(GA),ATACAAAGAA(TA),GC-3" se observaron
en tres y dos casos en la region intergénica entre los genes H2A y H3.

1.2. Caracterizacion de los genes de histonas en el género Mytilus

1.2.1. Diseiio de primers full y amplificaciones mediante PCR

La caracterizacion molecular de la unidad repetitiva de las cinco histonas en M. galloprovincialis
permiti6 llevar a cabo el disefio de primers especificos para amplificar estos genes mediante PCR en otras
cuatro especies del género Mytilus (M. californianus, M. chilensis, M. edulis, y M. trossulus). Con el
objetivo de analizar las regiones codificantes completas, asi como los segmentos no codificantes
promotores y 3" terminales en cada uno de los genes, se disefio un segundo grupo de primers denominado
full (Tabla 6). Las amplificaciones se realizaron nuevamente partiendo de ADN genomico de cada una de

las cinco especies. De la misma forma que en el caso de primers partial, las reacciones se iniciaron a
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bajas temperaturas para maximizar la amplificacion de productos, seleccionando posteriormente las

temperaturas optimas.

Tabla 6. Caracteristicas de los primers full diseiados para amplificar mediante PCR cada uno de los genes de histonas en las
cinco especies del género Mytilus"

Gen | Primer Secuencia (5" > 3") Tamaio T*(°C) Producto (pb)

mi |3 -HIAull  TACCTGCGAAGACAATTCAG 20-mer 555 1100
3'-Hl-full  AGAAAGGGTAGGGCTCAG 18-mer h

H2a | 3 H2AAull  ACTACCTGGAAGAAGCGAT T —— 520 661

3-H2A-full ACAGAGAAATGGAGGGAGT
5-H2B-full GTCATTTTGGGGTGGGACACAG 22-mer

H2B | 3 H2Bfull CAAAACATCGCTTCTTCCAGGTAG 24-mer 20 663
by | S TGTGTGCCAAATGTTAGCTTGG — 22-mer o -
3 |3-H3full CAGTAACCTGACTGTCTTGGTCT  23-mer '

te |54l ATTCCTACAGAGTTACCTCCCGGAT 25-mer ) 01

3 -Hd-full  AAGTTGGACAAGTTGGACAGGAGA 24-mer

*T*, temperatura de annealing de los primers. El tamaio del producto corresponde a reacciones de PCR sobre ADN genomico de M. galloprovincialis

En el caso de la histona H1 se utilizé una temperatura de annealing de 55.5 °C, mientras que en el
caso de genes de histonas del core, esta temperatura se establecio a 52 °C en todos los casos (Tabla 6).
Las condiciones de las reacciones de amplificacion, asi como los tiempos y temperaturas empleados en
los diferentes ciclos, se ajustaron siguiendo los mismos parametros mencionados en el caso de los primers
partial (fig. 13). Nuevamente, no se observé polimorfismo en el tamafio de los fragmentos resultantes
entre las cinco especies analizadas, obteniéndose fragmentos de 1100 pb, 661 pb, 663 pb, 878 pby 601 pb
en los casos de HI, H2A, H2B, H3 y H4, respectivamente (fig. 14).

A
PRIMERS DESNATURALIZACION AMPLIFICACION EXTENSION | FINALIZACION
3 é n Desnaturalizacién | Annealing | Extensién 3 . .
Sull Ciclos T Tiempo | Ciclos T T Tiempe Tiompo T | Tiempo | T | Ti T* | Tiempo | Ciclos | T* | Tiempo
H1 55.5
[H2A 52,0
H2B 1 95°C | 430" 35 | 95°C 307 [520] 357 |[72| 35 |72°C| 5 1 |4c| 5
H3 52.0
H4 52.0
H1 full (1100 pb)
B S°-H1-full 3-H1-full
=
H2A full (661 pb) H3 full (378 pb)
5°-H2A-full 3-H2A-full  5'-H3-full 3°-H3-full

=T = e

H2B full (663 pb) H4 full (601 pb)
§"-H2B-full §'-H2B-full §"-Ha-full 3"-Ha-full
= - = -
Fig. 13.- Condiciones empleadas en las reacciones de amplificacion y regiones de annealing de los primers full. A Temperaturas de
annealing y condiciones de los ciclos de PCR utilizadas en las reacciones de amplificacion. B Representacion esquematica de la
posicion de annealing de los pares de primers en cada uno de los genes de histonas (flechas) asi como el tamaiio de los fragmentos
amplificados. Las regiones codificantes vienen representadas por recuadros, indicando el segmento codificante para la region central
proteica mediante recuadros negros.

Las regiones codificantes y no codificantes flanqueantes amplificadas fueron posteriormente
secuenciadas y depositadas en las bases de datos EMBL-GenBank-DDBJ con los niimeros de acceso: M.
californianus H1 (AJ416421), H2A (AY267759), H2B (AY267741), H3 (AY267745), H4 (AY267752);
M. chilensis H1 (AJ416422), H2A (AY267756), H2B, (AY267744), H3 (AY267746), H4 (AY267751);
M. edulis H1 (AJ416423), H2A (AY267757), H2B (AY267742), H3 (AY267749), H4 (AY267754); M.
galloprovincialis HI1 (AJ416424), H2A (AY267755), H2B (AY267740), H3 (AY267748), H4
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(AY267750); M. trossulus H1 (AJ416425), H2A (AY267758), H2B (AY267743), H3 (AY267747), H4

(AY267753).
‘Fepess

~EseRer

Fig. 14.- Productos resultantes de
amplificar mediante PCR con los
primers full los genes de las histonas
H1 (4), H2A (B), H2B (C), H3 (D) y
H4 (E) en las cinco especies analizadas,
purificados y separados en funcion de
su tamafo molecular  mediante
electroforesis. MXIV, marcador de
peso molecular de ADN (ROCHE
MOLECULAR BIOCHEMICALS).

1.2.2. Regiones codificantes

En las amplificaciones llevadas a cabo con los primers full se encuentran representadas las regiones
codificantes asi como los segmentos promotores y 3" no codificantes (fig. 15-19). Las secuencias
codificantes para la histona H1 (fig. 15B) revelaron la presencia de una proteina de 191 aminoacidos
codificada por 573 pb en todas las especies salvo en M. chilensis (190 aminoécidos) y M. californianus
(189 aminoacidos). Estas variaciones involucraron la delecion de dos residuos en la region C-terminal (un
residuo Pro en posicion 138 en ambos casos y un residuo Ala adicional en posicion 170 unicamente en M.
chilensis). La composicion aminoacidica de las proteinas H1 evidencio un elevado contenido promedio en
aminoacidos Lys (29.97%), Ala (23.97%), Pro (9.67%) y Ser (6.20%), observandose una total ausencia de
los residuos Cys y Trp (Tabla 7).

Tabla 7. Composicion aminoacidica de las proteinas histénicas caracterizadas en cada una de las cinco especies

del género Mytilus"

Gen | Especie Aminoscidos TOTAL
Ala Cys Asp Glu Phe Gly His Ille Lys Leuw Met Asn Pro GIn  Arg Ser Thr Val Trp Tyr  Total

50 Mc 2526 000 105 316 105 579 105 263 2895 316 158 316 895 158 263 632 105 158 000 105 19000
:ﬂ Mch 2394 000 106 213 106 532 106 319 3032 319 160 266 957 160 266 638 160 160 000 106 18800
g Me 2356 000 105 209 105 524 105 262 3037 314 157 262 995 105 209 628 209 314 000 105 19100
Rl Mg 2356 000 105 209 105 524 105 262 3037 314 157 262 995 105 209 628 209 314 000 105 19100
z Mt 2356 000 105 209 105 524 105 262 2984 314 157 262 995 105 262 576 262 314 000 105 19100
Promedio 2397 000 105 231 105 536 105 273 2997 315 158 273 967 126 242 620 189 252 000 105 19020

Ala Cys Asp Glu Phe Gly His lle Lys Leu Met Asn Pro Gln  Arg Ser Thr Val Trp Tyr Total

- Mc 1520 000 160 480 080 1040 160 480 1040 1280 080 480 400 400 880 480 160 640 000 240 12500
g Mch 1520 000 160 480 080 1040 160 480 1040 1280 080 480 400 400 880 48 160 640 000 240 12500
§ Me 1520 000 160 480 080 1040 160 480 1040 1280 080 480 400 400 880 480 160 640 000 240 12500
% Mg 1520 000 160 48 080 1040 160 480 1040 1280 080 480 400 400 880 480 160 640 000 240 12500
= Mt 1520 000 160 400 080 1120 160 48 1040 1280 080 480 400 400 880 480 160 640 000 240 12500
Promedio 1520 000 160 464 080 1056 160 480 1040 1280 080 480 400 400 880 480 160 640 000 240 12500

Ala Cys Asp Glu Phe Gly His Ile Lys Leu Met Asn Pro GIn  Arg Ser Thr Val Trp Tyr  Total

= Mc 1048 000 242 403 161 645 242 484 1290 484 242 242 323 242 968 887 887 806 000 403 12400
T Mch 1129 000 242 565 161 565 242 565 1210 484 242 242 403 161 968 887 806 726 000 403 12400
'é Me 1129 000 242 484 161 565 242 645 1290 484 242 161 403 161 968 887 806 726 000 403 12400
= Mg 1129 000 242 565 161 565 242 565 1210 484 242 242 403 161 968 887 806 726 000 403 12400
B Mt 1138 000 244 407 163 569 244 569 1301 488 244 244 407 163 976 894 813 732 000 407 12300
Promedio 1115 000 242 485 162 58 242 565 1260 485 242 226 388 178 969 889 824 743 000 404 12380

Ala Cys Asp Glu Phe Gly His |lle Lys Leu Met Asn Pro GIn  Arg Ser Thr Val Trp Tyr  Total

- Mc 1324 074 294 515 294 515 147 515 882 882 221 074 441 S88 1397 441 735 441 000 221 13600
E Mch 125 074 294 515 294 515 147 515 956 809 221 074 441 588 1324 515 735 S15 000 221 13600
5 Me 1324 074 368 441 294 515 147 515 956 882 221 074 441 588 1324 441 735 441 000 221 13600
2 Mg 1324 074 294 515 294 515 147 515 956 882 221 074 441 588 1324 441 735 441 000 221 13600
- Mt 1324 074 294 515 294 515 147 515 956 882 221 074 441 588 1324 441 735 441 000 221 13600
Promedio 1309 074 309 500 294 515 147 515 941 868 221 074 441 588 1338 456 735 456 000 221 13600

Ala  Cys Asp Glu Phe Gly His Ile Lys Leu Met Asn Pro Gin  Arg Ser Thr Val Trp Tyr Total

- Mc 583 000 291 388 194 1650 194 583 1068 777 194 194 194 194 1359 194 680 874 000 388 10300
E Mch 680 097 291 388 194 1650 194 583 1068 777 194 194 097 194 1359 194 S8 874 000 388 10300
g Me 680 097 291 38 194 1650 194 S8 1068 777 194 194 097 194 1359 194 583 874 000 388 10300
2 Mg 680 000 291 38 194 1650 194 583 1068 777 194 194 097 194 1359 194 680 874 000 388 10300
T Mt 680 000 291 388 194 1650 194 583 1068 777 194 194 097 194 1359 194 680 874 000 388 10300
Promedio 660 039 291 38 194 1650 194 S8 1068 777 194 194 117 194 1359 194 641 874 000 383 10300

* La frecuencia de cada residuo se expresa como porcentaje
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Fig. 15.- Secuencias nucleotidicas del gen H1 en las cinco especies analizadas, depositadas en las bases de datos EMBL-GenBank-
DDBIJ con nimeros de acceso: Mc, AJ416421; Mch, AJ416422; Me, AJ416423; Mg, AJ416424; Mt, AJ416425. La numeracion en
los margenes izquierdo y derecho corresponde a las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas, respectivamente. Las coincidencias y
los gaps se representan mediante puntos y guiones, respectivamente, indicando las bases adicionales presentes en posiciones
polimorficas. Los elementos conservados en la region promotora (4) se indican como: (1) elemento H1 box-like (pos. —173 a —180),
(2) elemento H4 box (pos. —104 a —120), (3) caja TATA (pos. —85 a —92). En la region codificante (B) los aminoacidos se sitian
sobre los tripletes correspondientes, indicando en negrita y subrayados los residuos donde se observaron reemplazamientos e
indicando con un recuadro los residuos pertenecientes al dominio central proteico. Los elementos conservados en la region 3°
terminal (C) se indican como: (4) estructura tallo-bucle (pos. 620 a 636), (5) elemento rico en purinas (pos. 648 a 654).
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Fig. 16.- Secuencias nucleotidicas determinadas para el gen H2A. Los numeros de acceso para estas secuencias en las bases de datos
EMBL-GenBank-DDBJ son: Mc, AY267759; Mch, AY267756; Me, AY267757, Mg, AY267755; Mt, AY267758. Se indican en la
region promotora (A4): (1) caja CAAT (pos. —88 a—95), (2) caja TATA (pos. =71 a-77). (3) posicion CAP putativa (pos. 38 a —45).
En la region codificante (B), los residuos pertenecientes a la region central proteica asi como aquellos aminoacidos donde se
observaron reemplazamientos se indican del mismo modo que en el caso de H1. Los elementos conservados en la region 3" terminal
(C) se indican como: (4) estructura tallo-bucle (pos. 409 a 424), (5) elemento rico en purinas (pos. 439 a 445).
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Resultados

En el caso de las histonas del core, las regiones codificantes no mostraron diferencias en cuanto a la
longitud de las secuencias (fig. 16-19B). Todas las especies mostraron una proteina H2A de 125 residuos
codificada por 375 pb, una proteina H2B de 124 residuos codificados por 372 pb, una proteina H3 de 136
residuos codificada por 408 pb y una proteina H4 de 103 residuos codificada por 309 pb. Estas proteinas
poseen una gran cantidad de residuos basicos y un caracter mas conservado que en el caso de la histona
HI (14 reemplazamientos en total en las cuatro histonas del core), si bien no se observé una bimodalidad
tan extrema como en el caso de H1, ya que los residuos basicos y no polares se encuentran representados
de forma mas equitativa. El aminoacido Ala es el mas representado en H2A (15.20%), siendo Lys en H2B
(12.60%), Arg en H3 (13.38%) y Gly en H4 (16.50%) (Tabla 7). Los residuos Ala y Lys resultaron ser los

mas representados en la composicion de las proteinas histonicas del core.

Tabla 8. Composicion nucleotidica de las regiones codificantes para genes de histonas en el género Mytilus*

Gen | Especie Total Primeras Posiciones Segundas Posiciones Terceras Posiciones
TU) C A G Total T-1 C-1 A-1 G-1 Posl T2 C-2 A2 G2 Pos2 T3 C-3 A3 G-3 Pos3
- Mc 11.7 225 419 239 5730 94 131 408 366 1910 99 398 403 99 1910 157 147 445 251 1910
f Mch 118 232 421 230 5700 95 137 426 342 1900 105 400 400 95 1900 153 158 437 253 1900
& Me 109 240 418 233 5760 89 141 422 349 1920 115 401 396 89 1920 125 177 438 260 1920
= Mg 109 240 418 233 5760 89 141 422 349 1920 115 401 396 89 1920 125 177 438 260 1920
= Mt 106 247 418 229 5760 89 141 422 349 1920 115 406 391 89 1920 115 193 443 250 1920
Promedio 112 237 419 233 5742 91 138 420 351 1914 110 401 397 92 1914 135 170 440 255 1914
T(U) (& A G Total T-1 C-1 A-1 G-1 Posl T2 C-2 A-2 G2 Pos2 T-3 C-3 A-3 G-3 Pos3
:5 Mc 212 233 291 265 3780 143 198 278 381 1260 254 246 302 198 1260 238 254 294 214 1260
T Mch 204 235 304 257 3780 143 198 278 381 1260 254 246 302 198 1260 214 262 333 190 1260
b3 Me 201 235 307 257 3780 143 198 278 381 1260 254 246 302 198 1260 206 262 341 190 1260
_% Mg 201 235 304 259 3780 143 198 278 381 1260 254 246 302 198 1260 206 262 333 198 1260
=) Mt 204 233 304 259 3780 143 198 278 381 1260 254 246 294 206 1260 214 254 341 190 1260
Promedio 204 234 302 259 3780 143 198 278 381 1260 254 246 300 200 1260 216 259 329 197 1260
TU) C A G Total T-1 C-1 A-1 G-1 Posl T2 C2 A2 G2 Pos2 T3 C3 A3 G-3 Pos3
@ Mc 184 256 325 235 3750 136 144 408 312 1250 216 280 312 192 1250 200 344 256 200 1250
oo} Mch 184 256 323 237 3750 144 136 400 320 1250 216 288 312 184 1250 192 344 256 208 1250
g Me 184 261 323 232 3750 136 144 408 312 1250 224 288 304 184 1250 192 352 256 200 1250
A Mg 187 256 323 235 3750 144 136 400 320 1250 216 288 312 184 1250 200 344 256 200 1250
T Mt 187 254 326 233 3740 144 128 416 312 1250 216 288 312 184 1250 202 347 250 202 1240
Promedio 185 257 324 234 3748 141 138 406 315 1250 218 286 310 186 1250 197 346 255 202 1248
T(U) C A G Total T-1 C-1 A-1 G-1 Posl T2 C-2 A2 G2 Pos2 T3 C-3 A3 G-3 Pos3
o) Mc 175 285 304 236 4110 102 248 343 307 1370 234 263 277 226 1370 190 343 292 175 1370
f Mch 200 275 294 231 4110 102 248 343 307 1370 234 263 285 219 1370 263 314 255 168 1370
] Me 168 297 302 234 4110 109 241 343 307 1370 234 263 285 219 1370 161 387 277 175 1370
2 Mg 197 277 297 229 4110 102 248 343 307 1370 234 263 285 219 1370 255 321 263 161 1370
T Mt 197 277 297 229 4110 102 248 343 307 1370 234 263 285 219 1370 255 321 263 161 1370
Promedio 187 282 299 232 4110 104 247 343 307 1370 234 263 283 220 1370 225 337 270 168 1370
T(U) C A G Total T-1 C-1 A-1 G-l Posl T2 C-2 A2 G2 Pos2 T-3 C-3 A-3 G-3 Pos3
-+ Mc 221 208 298 272 3120 115 192 317 375 1040 260 163 279 298 1040 288 269 298 144 1040
f Mch 192 253 260 295 3120 96 240 279 385 1040 260 154 279 308 1040 221 365 221 192 1040
5 Me 192 253 260 295 3120 96 240 279 385 1040 260 154 279 308 1040 221 365 221 192 1040
= Mg 218 205 301 276 3120 115 183 317 385 1040 260 163 279 298 1040 279 269 308 144 1040
= Mt 215 212 298 276 3120 106 192 317 385 1040 260 163 279 298 1040 279 279 298 144 1040
Promedio 208 226 283 283 3120 106 210 302 383 1040 260 160 279 302 1040 258 310 269 163 1040

* La frecuencia de cada base se expresa como porcentaje

Las regiones nucleotidicas codificantes para H1 evidenciaron un elevado contenido del nucledtido
adenina, representando como promedio el 41.9% de la composicion total (Tabla 8). Discriminando entre
las tres posiciones de tripletes, los nucledtidos adenina y guanina fueron los mas representados en
primeras (42.0% y 35.1%) y terceras posiciones (44.0% y 25.5%), siendo la citosina y la adenina los mas
frecuentes en segundas posiciones (40.1% y 39.7%). En los genes H1 analizados, el contenido en GC de
las terceras posiciones de los tripletes fue de un 42.5%, como promedio. En el caso de histonas del core,
la adenina resulté ser nuevamente la base mas representada en regiones codificantes (alrededor del 31.5%
como promedio), aunque se detectd un reparto mas equitativo entre las frecuencias de los cuatro
nucledtidos (Tabla 8). Las bases guanina y adenina fueron las mas representadas en primeras posiciones
de tripletes (alrededor del 70%). En el caso de segundas posiciones, la adenina y la citosina supusieron
alrededor del 60% en los genes H2B y H3, mientras que en H2A la adenina y la timina representaron
alrededor del 55% y en H4 la adenina y la guanina el 60%. Finalmente, en terceras posiciones se revelo la

presencia mayoritaria de adenina y citosina en H2A y H2B (alrededor de 60%), citosina y timina en H3, y
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Fig. 18.- Secuencias nucleotidicas de los genes H3 en Myrilus. Nimeros de acceso EMBL-GenBank-DDBJ: Mc, AY267745; Mch,
AY267746; Me, AY267749; Mg, AY267748; Mt, AY267747. Se indican mediante cajas los siguientes elementos en las regiones
promotoras (4): (1) cajas CAAT (pos. =107 a 119 y —146 a —156). (3) posicion CAP putativa (pos. =56 a —62). Nuevamente, los
residuos pertenecientes a la region central proteica y los aminoacidos donde se observaron reemplazamientos se indican como en el
caso de H1 (B). Los elementos conservados en regiones 3" terminales (C) se indican como: (4) estructura tallo-bucle (pos. 438 a
454), (5) elemento rico en purinas (pos. 469 a 476).
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Fig. 19.- Secuencias nucleotidicas determinadas para el gen H4. Numeros de acceso EMBL-GenBank-DDBJ: Mc, AY267752; Mch,
AY267751; Me, AY267754; Mg, AY267750; Mt, AY267753. Los elementos conservados en la region promotora de H4 (4) se
indican mediante cajas como: (1) caja CAAT (pos. —116 a—124), (2) caja TATA (pos. —56 a—61), (3) posicion CAP putativa (pos. —
29 a -35). En la region codificante (B), los aminoacidos donde se observaron reemplazamientos asi como los pertenecientes al
dominio central proteico o histone-fold se indican como en el caso de H1. Los elementos conservados en la region 3° terminal (C) se
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Resultados

En el caso de las histonas del core, las regiones codificantes no mostraron diferencias en cuanto a la
longitud de las secuencias (fig. 16-19B). Todas las especies mostraron una proteina H2A de 125 residuos
codificada por 375 pb, una proteina H2B de 124 residuos codificados por 372 pb, una proteina H3 de 136
residuos codificada por 408 pb y una proteina H4 de 103 residuos codificada por 309 pb. Estas proteinas
poseen una gran cantidad de residuos basicos y un caracter mas conservado que en el caso de la histona
H1 (14 reemplazamientos en total en las cuatro histonas del core), si bien no se observo una bimodalidad
tan extrema como en el caso de H1, ya que los residuos basicos y no polares se encuentran representados
de forma mas equitativa. El aminoacido Ala es el mas representado en H2A (15.20%), siendo Lys en H2B
(12.60%), Arg en H3 (13.38%) y Gly en H4 (16.50%) (Tabla 7). Los residuos Ala y Lys resultaron ser los

mas representados en la composicion de las proteinas histonicas del core.

Tabla 8. Composicion nucleotidica de las regiones codificantes para genes de histonas en el género Mytilus*

Gen | Especie Total Primeras Posiciones Segundas Posiciones Terceras Posiciones
Tw) ¢ A G Total T-1 C-1 A-1 G-1 Posl T-2 C-2 A2 G2 Pos2 T3 C-3 A3 G-3 Posl
- Mc 117 225 419 239 5730 94 131 408 366 1910 99 398 403 99 1910 157 147 445 251 1910
f Mch 118 232 421 230 5700 95 137 426 342 1900 105 400 400 95 1900 153 158 437 253 1900
5 Me 109 240 418 233 5760 89 141 422 349 1920 115 401 396 89 1920 125 177 438 260 1920
2 Mg 109 240 418 233 5760 89 141 422 349 1920 115 401 396 89 1920 125 177 438 260 1920
- Mt 106 247 418 229 5760 89 141 422 349 1920 115 406 391 89 1920 115 193 443 250 1920
Promedio 112 237 419 233 5742 91 138 420 351 1914 110 401 397 92 1914 135 170 440 255 1914
T(U) C A G Total T-1 C-1 A-1 G-1 Posl T-2 C-2 A-2 G-2 Pos2 T-3 C-3 A-3 G-3 Posl
:fi Mc 212 233 291 265 3780 143 198 278 381 1260 254 246 302 198 1260 238 254 294 214 1260
oo} Mch 204 235 304 257 3780 143 198 278 381 1260 254 246 302 198 1260 214 262 333 190 1260
g Me 201 235 307 257 3780 143 198 278 381 1260 254 246 302 198 1260 206 262 341 190 1260
] Mg 201 235 304 259 3780 143 198 278 381 1260 254 246 302 198 1260 206 262 333 198 1260
z Mt 204 233 304 259 3780 143 198 278 381 1260 254 246 294 206 1260 214 254 341 190 1260
Promedio 204 234 302 259 3780 143 198 278 381 1260 254 246 300 200 1260 216 259 329 197 1260
TU) C A G Total T-1 C-1 A-1 G-1 Posl T2 C2 A2 G-2 Pos2 T3 C-3 A3 G-3 Pos3
a Mc 184 256 325 235 3750 136 144 408 312 1250 216 280 312 192 1250 200 344 256 200 1250
oo} Mch 184 256 323 237 3750 144 136 400 320 1250 216 288 312 184 1250 192 344 256 208 1250
§ Me 184 261 323 232 3750 136 144 408 312 1250 224 288 304 184 1250 192 352 256 200 1250
7 Mg 187 256 323 235 3750 144 136 400 320 1250 216 288 312 184 1250 200 344 256 200 1250
z Mt 187 254 326 233 3740 144 128 416 312 1250 216 288 312 184 1250 202 347 250 202 1240
Promedio 185 257 324 234 3748 141 138 406 315 1250 218 286 310 186 1250 197 346 255 202 1248
TU) C A G Total T-1 C-1 A-1 G-1 Posl T-2 C-2 A2 G-2 Pos2 T3 C-3 A3 G-3 Pos3
o) Mc 175 285 304 236 4110 102 248 343 307 1370 234 263 277 226 1370 190 343 292 175 1370
E Mch 200 275 294 231 4110 102 248 343 307 1370 234 263 285 219 1370 263 314 255 168 1370
g Me 168 297 302 234 4110 109 241 343 307 1370 234 263 285 219 1370 161 387 277 175 1370
2 Mg 197 277 297 229 4110 102 248 343 307 1370 234 263 285 219 1370 255 321 263 161 1370
T Mt 197 277 297 229 4110 102 248 343 307 1370 234 263 285 219 1370 255 321 263 161 1370
Promedio 187 282 299 232 4110 104 247 343 307 1370 234 263 283 220 1370 225 337 270 168 1370
TUuU) C A G Total T-1 C-1 A-1 G-1 Posl T2 C2 A2 G2 Pos2 T3 C-3 A3 G-3 Pos3
- Mc 221 208 298 272 3120 115 192 317 375 1040 260 163 279 298 1040 288 269 298 144 1040
E Mch 192 253 260 295 3120 96 240 279 385 1040 260 154 279 308 1040 221 365 221 192 1040
§ Me 192 253 260 295 3120 96 240 279 385 1040 260 154 279 308 1040 221 365 221 192 1040
= Mg 218 205 301 276 3120 115 183 317 385 1040 260 163 279 298 1040 279 269 308 144 1040
- Mt 215 212 298 276 3120 106 192 317 385 1040 260 163 279 298 1040 279 279 298 144 1040
Promedio 208 226 283 283 3120 106 210 302 383 1040 260 160 279 302 1040 258 310 269 163 1040

* La frecuencia de cada base se expresa como porcentaje

Las regiones nucleotidicas codificantes para HI evidenciaron un elevado contenido del nucledtido
adenina, representando como promedio el 41.9% de la composicion total (Tabla 8). Discriminando entre
las tres posiciones de tripletes, los nucledtidos adenina y guanina fueron los mas representados en
primeras (42.0% y 35.1%) y terceras posiciones (44.0% y 25.5%), siendo la citosina y la adenina los mas
frecuentes en segundas posiciones (40.1% y 39.7%). En los genes H1 analizados, el contenido en GC de
las terceras posiciones de los tripletes fue de un 42.5%, como promedio. En el caso de histonas del core,
la adenina resultd ser nuevamente la base mas representada en regiones codificantes (alrededor del 31.5%
como promedio), aunque se detectd un reparto mas equitativo entre las frecuencias de los cuatro
nucledtidos (Tabla 8). Las bases guanina y adenina fueron las mas representadas en primeras posiciones
de tripletes (alrededor del 70%). En el caso de segundas posiciones, la adenina y la citosina supusieron
alrededor del 60% en los genes H2B y H3, mientras que en H2A la adenina y la timina representaron
alrededor del 55% y en H4 la adenina y la guanina el 60%. Finalmente, en terceras posiciones se revelo la

presencia mayoritaria de adenina y citosina en H2A y H2B (alrededor de 60%), citosina y timina en H3, y
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adenina y timina en H4 (alrededor de 58% y 61%, respectivamente). Con respecto al contenido en GC en
terceras posiciones, H2B mostro el valor maximo (54.8%), seguida por H3 (48.3%), H2A (45.6%) y H4
(39.1%).

Tabla 9. Frecuencias dinucleotidicas absolutas estimadas como promedio para las cinco especies analizadas, en secuencias
codificantes completas asi como en cada una de las tres posiciones de tripletes®

ii s v R TT _TC TA TG _CT _CC_CA CG AT AC_ AA AG GT GC GA GG Total

_. | Promedio 550 14 9 15 59 2 2 0 4 129 2 2 2 0 233 0 1 3 128 5727
La o] = 187 2 2 08 17 0 0 0 1 25 0 1 0 0 80 1 0 1 0 65 1909
2 187 2 2 14 20 1 1 0 0 75 0 1 0 0 75 1 0 0 0 17 1909

3 176 10 5 18 22 1 | 0 4 30 2 0 2 0 78 2 0 0 3 46 1909

i s ¥ R TIT_TC TA TG CT CC CA CG AT AC AA AG GT_ GC_ GA GG _ Total

< | Promedio 373 3 2 15 76 0 0 0 1 88 0 0 1 0 112 1 0 0 1 97 3780
o i 126 0 0 nc 18 0 0 0 0 25 0 0 0 0 35 0 0 0 0 48 1260
T |2 126 0 0 nc 32 0 0 0 0 31 0 0 0 0 38 0 0 0 0 25 126.0
3* 121 3 2 13 26 0 0 0 1 32 0 0 1 0 40 1 0 0 0 24 126.0

ii s v R TT _TC TA TG CT_CC CA CG AT AC AA AG_ GT _ GC GA GG _Total

o | Promedio 369 4 2 2.7 68 1 0 0 1 95 0 0 0 0 119 1 0 0 1 87 3746
N P 122 2 0 60 17 1 0 0 0 17 0 0 0 0 50 1 0 0 1 39 1250
= 2 124 0 1 0.5 27 0 0 0 0 36 0 0 0 0 38 0 0 0 23 125.0
3t 123 2 0 38 24 1 0 0 1 43 0 0 0 0 31 0 0 0 0 25 124 6

ii s v R IT _TC TA TG CT _CC_ _CA CG_ AT AC_ AA AG GT GC GA GG _ Total

o Promedio 390 14 7 20 7 6 2 0 4 109 2 1 1 1 118 2 0 0 2 92 4110
[} 1" 137 0 0 n/c 14 0 0 0 0 34 0 0 0 0 47 0 0 0 0 42 1370
2 136 1 0 n/c 32 0 0 0 0 36 0 0 0 0 39 0 0 0 0 30 1370

32 118 12 7 18 25 5 2 0 3 40 2 1 1 1 32 2 0 0 2 20 137.0

i i v R ITT_TC TA TG CT CC _CA CG AT AC_ AA AG GT _GC GA GG _ Total

< Promedio 284 14 14 1.0 58 5 1 1 3 63 3 0 2 4 80 3 1 1 3 83 3120
- 1* 99 2 3 08 10 1 0 0 1 20 1 0 0 1 30 0 0 0 0 40 1040
2* 103 0 1 0.0 27 0 0 0 0 16 0 0 0 0 29 0 0 0 0 31 104.0

3¢ 82 12 10 1.2 21 4 1 1 2 27 2 0 2 2 21 3 1 0 3 13 104 .0

*1i, pares de nucleotidos idénticos, s, pares transicionales, v, pares transversionales, R, cociente s/v

El andlisis de las frecuencias dinucleotidicas promedio puso de manifiesto la presencia de 14 pares
transicionales frente a 9 transversionales en la region codificante de H1, siendo R = 1.5. La magnitud de
R fue maxima en terceras posiciones de tripletes (R = 1.8) y minima en primeras (R = 0.8) donde existe
practicamente la misma frecuencia de transiciones y transversiones (Tabla 9). Las comparaciones entre
secuencias nucleotidicas de histonas del core mostraron el mayor valor de R en el caso de H2B (R = 2.7),
seguido por H3 (R =2.0), H2A (R =1.5) y H4 (R = 1.0) (Tabla 9).

Tabla 10. Reemplazamientos aminoacidicos observados en comparaciones entre secuencias de proteinas histonicas”

Posicion de los Residuos Aminoacidicos
H1
5 10 14 23 108 109 132 133 135 139 143 163 166 169 171 172
Mc K A N K Q A S A E E G A A P R

2 Mch| I P K : T K - K A P -

% Me | T Vv K vV v T K P K A P P A K
Mg T vV K \% \% T K P K A P P A K
Mt T V K R V \% T T K P K A P P A K

H2A H2B H3 H4
41 3 42 73 75 83 93 115| 37 98 110 128 16 74
Mc E|Q K T G N V K R E L A P T

» Mch P E A E I K S vi|iaA cC

3 Me P A E T 1 K D A C

g Mg P A E I E|K A
Mt G P A E 1 K A

" La presencia de residuos idénticos en una misma posicion se indica mediante puntos, mientras que la ausencia se sefiala mediante
guiones. En el caso de reemplazamientos se indica el nuevo residuo, en negrita cuando corresponden a posiciones situadas en los dominio
centrales conservados

La variacion nucleotidica presente en la region codificante de la histona H1 fue esencialmente de
caracter sinonimo, donde 13 de las 15 sustituciones no sinonimas totales se deben a diferencias entre M.
californianus y/o M. chilensis y las especies restantes (Tabla 10) y ninguno de los reemplazamientos

aminoacidicos se localizo en el dominio central conservado. En histonas del core, los reemplazamientos
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aminacidicos vinieron de nuevo determinados por el caracter divergente de las especies M. californianus
y M. chilensis (Tabla 10). En este caso, la distribucion de los reemplazamientos fue homogénea entre los
dominios proteicos conservados (posiciones aminoacidicas 26 a 90 en H2A, 36 a 100 en H2B, 68 a 132
en H3y 31 a93 en H4) y los dominios N- y C- terminales.

1.2.3. Regiones promotoras y regiones 3" UTR

Las regiones promotoras de genes H1 se encuentran altamente conservadas, especialmente en
aquellos elementos reguladores de la actividad transcripcional (fig. 154). Se observé una composicion
mayoritaria por nucleétidos timina y adenina (alrededor del 70% como promedio), con un cociente
transiciones/transversiones de R = 2 (Tabla 11, 12). En este caso se detecto la presencia de cajas TATA
perfectas con la sefial 5-TATAAATA-3" en todas las especies, situadas en posicion —85 a —92. Del
mismo modo que en la unidad repetitiva, se observaron los elementos HI box-like y H4 box en

posiciones —173 a—180 y —104 a —120, respectivamente, en las regiones promotoras de H1.

Tabla 11. Composicién nucleotidica de las regiones promotoras y 3" terminales no codificantes en los genes de histonas
caracterizados en el género Mytilus"

Especie Regién Promotora Region Terminal
T(U) C A G Total T(U) € A G Total
T Mc 341 157 318 184 299.0 244 269 295 19.2 780
i Mch 354 136 330 180 2940 244 269 308 b 780
- Me 351 135 331 182 296.0 256 269 295 179 780
-] Mg 349 136 332 183 295.0 256 269 308 16.7 780
Mt 349 136 329 186 295.0 256 269 308 16.7 780
Promedio 349 140 328 183 2958 25.1 269 303 17.7 78 0

Especie Region Promotora Region Terminal
& T(U) C A G Total T(U) C A G Total
E Mc 321 179 282 218 78.0 284 2555 33.3 128 141.0
= Mch 322 17.5 336 168 1430 285 253 335 127 1580
E Me 329 168 329 175 1430 290 248 345 1.7 1450
-é Mg 329 168 329 175 143.0 289 2601 324 127 1420
Mt 322 161 350 168 143.0 305 269 293 133 2490
Promedio 325 169 329 17.7 1300 29.2 259 322 12:7 167 0

Especie Region Promotora Region Terminal
- T(U) G A G Total T(U) C A G Total
&* Mc 317 19.1 295 19.7 183.0 27.9 250 338 13.2 136 0
P Mch 331 18.7 30.7 175 166.0 227 319 253 20.1 229.0
5 Me 325 193 301 181 166.0 266 258 347 129 1240
-:::' Mg 26.7 23.7 263 233 3000 250 275 319 156 160 0
Mt 329 186 305 180 167.0 274 234 35.5 137 1240
Promedio 308 204 290 19.9 196 .4 25.5 274 3i1.3 158 1546

Especie Region Promotora Region Terminal
T(U) C A G Total T(U) C A G Total
foet Mc 282 2211 331 166 181.0 383 252 265 100 2300
- Mch 287 215 331 166 181.0 361 222 306 11 2160
g Me 270 21.9 296 214 196.0 379 233 280 108 2320
o+ Mg 276 215 343 16.6 1810 388 245 262 105 2370
Mt 270 225 315 19.1 89.0 382 254 259 105 2280
Promedio 278 219 324 18.0 165 6 37'9 241 274 106 2286

Especie Region Promotora Region Terminal
T(U) C A G Total T(U) (6 A G Total
E Mc 285 223 307 184 1790 238 269 313 18.1 160 0
-3 Mch 285 223 30.2 19.0 179.0 270 257 329 145 1520
g Me 285 220 317 177 186 0 232 280 305 183 1640
oo Mg 285 212 313 190 179.0 266 253 338 143 1540
Mt 29.7 227 303 173 185.0 242 274 312 172 1570
Promedio 287 22.1 30.8 183 181.6 249 26.7 319 16 5 157 4

* La frecuencia de cada base se expresa como porcentaje

Las regiones promotoras de histonas del core también reflejaron un elevado grado de conservacion
(fig. 16-194). El analisis composicional evidencié la presencia mayoritaria de nucledtidos adenina y
timina en las cuatro clases de genes, representando un 65.4%, 59.8%, 60.2% y 59.5% sobre el total de la
secuencia en los casos de H2A, H2B, H3 y H4, respectivamente (Tabla 11). De este modo, R muestra el
maximo valor en H2B (R = 2.1), seguida por H2A (R = 1.6), H3 (R = 0.8) y H4 (R = 0.7) (Tabla 12). La
presencia de cajas TATA se detectd en todas las histonas salvo en el caso de H3, localizada en posiciones
71 a-77,-62 a 69 y —56 a —61 en H2A, H2B y H4, respectivamente. Contrariamente, la presencia de
esta caja no es evidente en el gen H2A de M. californianus ya que no aparece esta region secuenciada.

Los cinco genes de histonas mostraron posiciones CAP putativas con la sefial 5'-MCATTCP-3" (Sures,
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Levy and Kedes 1980) en posiciones —38 a —45 en H2A, -35 a 41 en H2B, -56 a —62 en H3 y 29 a -35

Pu T\ CATT -Pu-3". Tanto la secuencia

en H4, definiendo la sefial consenso en el género Mytilus como 5'-
corta CCTCT' (caracteristica de histonas en Drosophila) como la secuencia 5 -ATTTGCA-3’
(especifica de expresion RD en H2B) estan ausentes en todos los casos. Las sefiales CAAT se detectaron
también en regiones promotoras de los genes de histonas del core (posiciones 88 a —95, -81 a — 88, —107
a—-119y -146 a —156, y —116 a —124 en los casos de H2A, H2B, H3 y H4, respectivamente). La
comparacion entre las regiones promotoras proximales y los primeros residuos de las proteinas H2A y H4

mostré de nuevo importantes homologias, siendo los nueve primeros aminoacidos idénticos en ambas

proteinas.

Tabla 12. Frecuencias dinucleotidicas absolutas en las regiones promotoras de cada uno de los genes de histonas
caracterizados, estimadas como promedio a partir de las cinco especies del género Mytilus"

Genes| ii_s v R TI TC TA TG CT CC CA CG AT AC AA AG GT GC GA GG Total
H1 286 5 3 20 101 2 1 0 1 39 0 0 0 1 9% 2 1 0 1 52 2943
H2A |108 5 3 16 36 1 0 0 1 18 0 0 0 1 37 3 0 0 0 18 1166
H2B |163 3 1 21 54 1 60 0 0 31 0 0 1 0 49 1 0 0 1 29 1673
H3 135 45 08 39 0 0 0 128 1 1 1 1 4 1 0 1 223 1437
H4 173 3 4 07 50 1 0O 0 0 38 0 2 0 0 54 1 0 0 1L 30 1793

" ii, pares de nucleotidos idénticos, s, pares transicionales; v, pares transversionales; R, cociente s/v

En el caso de las regiones 3 terminales HI (fig. 15C) los nucledtidos mas representados fueron la
adenina y la citosina (57.4% como promedio), siendo R mas elevado que en regiones promotoras, con un
valor de R = 3.3 y existiendo transversiones unicamente entre adenina y timina (Tabla 11, Tabla 13). Se
detect6 también la presencia del elemento tallo-bucle terminador de la transcripcion entre las posiciones
620 y 635, con el consenso perfecto 5'-AGCCCTTTTAAGGGCTA-3", seguido tras 12 pb por un

elemento rico en purinas mas variable en posicion 648 a 654 (Tabla 14).

Tabla 13. Frecuencias dinucleotidicas absolutas en las regiones 3" terminales no codificantes para cada uno de los genes de
histonas caracterizados, estimadas como promedio para las cinco especies analizadas"

Genes| i s v R TI TC TA TG CT CC CA CG AT AC AA AG GT GC GA GG _ Total
HI 75 2 1 33 19 0 1 o o0 21 0 O O 0 22 2 0 0 0 13 780
H2A (135 4 4 09 39 1 1 0 1 34 1 0 0 145 1 0 0 1 16 142.6
H2B (IIl 6 13 05 30 2 2 0 2 28 2 1 32 39 1 1 2 1 14 130.0
H3 204 10 7 14 76 3 2 1 4 49 1 0 2 1 57 1 1 0 2 22 2210
H4 140 6 8 07 35 2 0 1 2 36 2 1 0 1 46 1 1 1 1 22 1542

“ i1, pares de nucleotidos idénticos; s, pares transicionales; v, pares transversionales, R, cociente s/v

Respecto a histonas del core, estas regiones se muestran en la fig. 16-19C. En el caso de los genes
H2A y H3, los nucledtidos adenina y timina fueron también los mas abundantes (61.4% y 65.3%,
respectivamente), siendo adenina y citosina en H2B (58.7%) y H4 (58.6%) (Tabla 11). El cociente R es
en este caso menor al de regiones promotoras, mostrando un maximo en H3 (R =1.4), seguido por H2A
(R =0.9), H4 (R = 0.7) y H2B (R = 0.5) (Tabla 13). Todas las histonas presentaron en primer lugar la
sefial tallo-bucle palindrémica, en posiciones 409 a 424 (H2A), 402 a 417 (H2B), 438 a 454 (H3) y 341 a
357 (H4). Se pudo definir de este modo el consenso de la sefial tallo-bucle en los genes analizados como
5- PuGCC GTTTT,“AGGG cPyr -3". Tras un tramo de entre 13 y 15 pb, se revel6 la presencia una
secuencia rica en purinas en las regiones terminales de todas las histonas (Tabla 14).

1.3. Anilisis de los transcritos de histonas en M. galloprovincialis
Los genes de histonas presentes en la unidad de M. galloprovincialis mostraron la presencia simultanea
de dos sefiales putativas de finalizacion de la transcripcion: una seiial tallo-bucle (stem-loop) y una sefial

de poliadenilacion (poliA). Con el objetivo de evidenciar la funcionalidad de estas sefiales, se analizé la
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presencia de transcritos de histonas en la fraccion poliadenilada del ARN de M. galloprovincialis. Las
muestras fueron separadas mediante electroforesis en geles de agarosa desnaturalizantes (fig. 204),
observando la ausencia de la fraccion 28S que es por otra parte caracteristica del patron de bandas de
ARN total en moluscos (Barcia, Lopez-Garcia, and Ramos-Martinez 1997). La fraccion poliadenilada se
observa en los geles como una gran cantidad de fragmentos de diferentes tamafios moleculares en forma

de smear.

Tabla 14. Sefales conservadas caracterizadas en las regiones 3° terminales no codificantes
de genes de histonas en el género Mytilus*

Genes de Histonas

Seial Tallo-Bucle (5" > 3")

Seiial Purinas (5" > 3")

H1 M. californianus

HI1 M. chilensis

HI1 M. edulis

HI1 M. galloprovincialis
H1 M. trossulus

H2A M. californianus
H2A M. chilensis

H2A M. edulis

H2A M. galloprovincialis
H2A M. trossulus

H2B M. californianus
H2B M. chilensis

H2B M. edulis

H2B M. galloprovincialis
H2B M. trossulus

H3 M. californianus

H3 M. chilensis

H3 M. edulis

H3 M. galloprovincialis
H3 M. trossulus

H4 M. californianus
H4 M. chilensis

H4 M. edulis

H4 M. galloprovincialis
H4 M. trossulus

Mytilus

S. purpuratus (erizo de mar)
P. dumerilii (anélido)

C. variopedatus (anélido)
C. thummi (insecto)

A. aquaticus (crustaceo)

D. hydei (insecto)

0. mykiss (pez teledsteo)

+43 AGCCCTTTTAAGGGCT
+43 AGCCCTTTTAAGGGCT
+43 AGCCCTTTTAAGGGCT
+43 AGCCCTTTTAAGGGCT
+43 AGCCCTTTTAAGGGCT
+31 GGCCCTTTTCAGGGCC
+31 GGCCCTTTTCAGGGCC
+31 GGCCCTTTTCAGGGCC
+31 GGCCCTTTTCAGGGCC
+31 GGCCCTTTTCAGGGCC
+27 GGCCCTTTTCAGGGCC
+27 GGCCCTTTTCAGGGCC
+27 GGCCCTTTTCAGGGCC
+27 GGCCCTTTTCAGGGCC
+27 GGCCCTTTTCAGGGCC
+27 GGCCCTTTTAAGGGCC
+27 GGCCCTTTTAAGGGCC
+27 GGCCCTTTTAAGGGCC
+27 GCCCGTTTTACGGGCC
+27 GGCCCTTTTAAGGGCC
+29 GGCCCTTTTCAGGGGC
+29 GGCCCTTTTCAGGGCC
+29 GGCCCTTTTCAGGGGC
+29 GGCCCTTTTCAGGGCC
+29 GGCCCTTTTCAGGGCC
Consensos
PuGCC GTTTT \CAGGG 6Pyr
GGCPyrCTTTTCAGPuGCC
GGCCATTTTAAT,GGCC
GGPyrCCTT?5, TPyrAGGPuCC

€ GTCPyrTTTTPyrAPuGPuCCp,,
GG, PyrCPyrATTPyrPuGPyr,,CC

6.6, CCTTTTCAGGPUCC,,
GGCTCTTTTAAGAGCC

+72 CAAAGGA
+72 CAAAAAG
+72 CAAAGAG
+72 CAAAAAG
+72 CAAAAAG
+61 AAAAGAA
+61 AAAAGAA
+61 AAAAGAA
+61 AAAAGAA
+61 AAAAGAA
+56 AAAAAGAG
+56 AAAAAGAG
+56 AAAAAGAG
+56 CAAAAAAG
+56 AAAAAGAG
+58 AAAAAGAG
+58 AAAAAGAG
+58 AAAAAGAG
+58 CAAAAAAG
+58 AAAAAGAG
+61 AAAAAGAA
+61 AAAAAGAA
+61 AAAAAGAA
+61 AAAAAGAA
+61 AAAAAGAA

C\AAAPuPuPuPu
CAAGAAAGA
CAAAAGA
CCAPuPuGAAA
AAPuAPuAPu
A“AAAPUAGA
CCAAPUGAPU  p, A
T\ScAAAPu

* La numeracion indica la posicion del primer nucleotido del elemento en la secuencia Pu, purina, Pyr, pirimidina Consensos
adicionales obtenidos en otros grupos de organismos se indican en la parte inferior como referencia

1.3.1. Amplificaciéon mediante RT-PCR

El primer anélisis para comprobar la presencia de transcritos de histonas poliadenilados consistio en
amplificar estos fragmentos mediante RT-PCR. Los productos resultantes mostraron los tamafios
esperados en el caso de histonas (fig. 20B) y dada la ausencia de intrones en estos genes, este experimento
parece indicar la presencia de transcritos de histonas poliadenilados. La amplificacion de la fraccion
codificante PL-1la de la proteina tipo protamina (protamine-like) esperma-especifica PL-1I de Mytilus, fue
utilizada como control positivo de transcrito poliadenilado.

1.3.2. Hibridaciones Northern blot

Para descartar posibles amplificaciones inespecificas, la presencia de transcritos poliadenilados se
verifico mediante experimentos Northern blot, realizando hibridaciones especificas con los cinco genes
* . . . .y .
de histonas. Los resultados obtenidos mostraron sefiales de hibridacion para cada una de las cinco

histonas en el ARN poliadenilado y consecuentemente en el ARN total de M. galloprovincialis (fig. 21).
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Estos resultados apoyaron los previamente obtenidos en los analisis mediante RT-PCR, revelando la
funcionalidad de las sefales de poliadenilacion en los genes de las histonas analizadas. La prevalencia de
estas sefiales de poliadenilacion sobre las sefiales tallo-bucle identificadas en regiones 3" no codificantes
plantea interrogantes sobre los patrones de expresion de estos genes a lo largo del ciclo celular,

implicando un caracter RI posiblemente asociado a funciones especificas.

A B
Ml total poli(A; mxry HlI H2A H2B H3 H4 PLI
ARN ARNPARR partial  partial _ partial partial partial control  Ejo 2(). 4 ARN total y poli(A)
i < 10;;- separado mediante electroforesis,
' indicando las fracciones 18S y 5S
—-— el en el ARN total. MII (ARN),
6.9 Kb 0.5 Kb _— S e marcador de peso molecular de
- [ ] - ARN  (ROCHE  MOLECULAR
L7ER e BIOCHEMICALS). B Productos de
= RT-PCR a partir del ADNc
2'65‘1 y obtenido  desde la  fraccion
1.8 Kb lls poliadenilada del ARN, utilizando
= primers partial para cada uno de
1.5 Kb los cinco genes de histonas, asi
como para la fraccion codificante
K PL-lla de la proteina esperma-
4 especifica PL-II de Mytilus,
5>S “ empleada como control. MXIV,
marcador de peso molecular de
” ADN  (ROCHE  MOLECULAR
Transferencia BIOCHEMICALS).
A
AN ARNTARR f\ @3" Qa? Qy Total PoliA
LOKb | '
= -—- o . Fig. 21- Hibridaciones Northern
6.9 Kb 05Kb) Sondas =l bIo? sqbre ARN total 'y
472; . Som_NORTHERN 2B pollademlgdq de M.
: : (663 pb) galloprovincialis. A ARN total y
Total PoliA Total PoliA poliadenilado separados mediante
2-652 ~700 bb - ~570pp  clectroforesis  desnaturalizante
1.8 Kb p_’ J “ P como en el caso de la figura
= A . anterior. MII(ARN), marcador de
1.5Kb S-H1full Y-HIull - 5-H3full peso molecular de ARN (ROCHE
- - — . MOLECULAR BIOCHEMICALS). B
Sm’:ﬂ*&"g}‘“"‘ Sondl()%?{'ll"gERNHS Resultados de las hibridaciones
5 Northern blot utilizando los cinco
¢ 58 ﬁ Total PoliA T PoliA genes de histonas amplificados en
- ~510 PE’ - M. galloprovincialis con el set de
P, primers  full como  sondas
Transferencia SR AN e vy (detalladas en la figura). Se indica
=" en cada caso el tamaiio

Sonda NORTHERN H2A  Sonda NORTHERN H4 aproximado de los fragmentos
(661 pb) (60Lpb) con senales de hibridacion.

1.4. Nimero de copias y localizacion cromoséomica de los genes de histonas en M.
galloprovincialis

1.4.1. Numero de copias

El nimero de copias por genoma haploide (copias/n) de genes de histonas en las cinco especies de
Mpytilus se estimo a través de experimentos dot blot. Las sefiales obtenidas a partir de la hibridacion con la
region codificante de H1 se muestran en la fig. 224, indicando las concentraciones de ADN transferidas a
los filtros. La comparacion entre las intensidades de las sefiales control y las de los ADN problema reveld
la presencia de aproximadamente 100 copias/n de la histona H1 en las cinco especies analizadas.
Concretamente, la estimacion del mayor niimero de copias se obtuvo en M. galloprovincialis, con 115

copias/n, mientras que el menor nimero se observo en M. californianus, con 84 copias/n (Tabla 15).
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Fig. 22.- Hibridaciones dot-blot empleadas en la estimacion del namero de copias de genes H1 (4), H2B (B) y H3 (C) en cada una
de las cinco especies analizadas. Los patrones de ADN genomico total y ADN control se reflejan en los margenes de los filtros,
mientras que las caracteristicas de las sondas utilizadas en cada caso se indican en la parte inferior de la figura.

Las sondas especificas para los genes de histonas del core se obtuvieron del mismo modo que en el
caso de H1. La estimacion del nimero de copias en los genes H2B y H3 se interpreté como indicativa del
numero de copias aproximado de H2A y H4, respectivamente, atendiendo a las proporciones
estequiométricas que presentan sus productos en la formacion de los dimeros H2A/H2B y H3/H4. Los
resultados de las hibridaciones se muestran en la fig. 22B,C. La estimacion promedio para los genes H2A
y H2B es de aproximadamente 212 copias/n en cada caso, siendo la estimacion maxima de 251 copias/n
en M. chilensis y la minima de 152 copias/n en M. trossulus. En los casos de H3 y H4, M. edulis muestra
el mayor numero de copias (248) siendo el menor nuevamente en el caso de M. californianus (133),

existiendo como promedio 201 copias/n (Tabla 15).

Tabla 15. Estimacion del nimero de copias por genoma haploide de genes de histonas
en cada una de las cinco especies analizadas.

Especie Genoma Haploide (pg) H1 H2A/H2B* H3/H4"
M. californianus 1.605 + 0.040 84 195 133
M. chilensis 1.710 £ 0.010 110 251 224
M. edulis 1.710+0.010 110 239 248
M. galloprovincialis 1.920 + 0.020 115 224 224
M. trossulus 1.510 + 0.030 94 152 178

* Namero de copias para cada uno de los genes.

1.4.2. Localizacion cromosémica de los genes de histonas en M. galloprovincialis

La caracterizacion molecular de la familia multigénica de las histonas en el género Mytilus se
completé mediante la localizacion de sus genes codificantes en los cromosomas de M. galloprovincialis, a
través de experimentos de hibridacion in situ fluorescente (FISH). La obtencion de cromosomas y el
proceso experimental de hibridacion se llevo a cabo segun el protocolo descrito por Gonzalez-Tizon et al.
(2000) con las modificaciones referidas en el apartado 1.8 de la seccion de Materiales y Métodos. Los
genes H1 se localizaron utilizando como sonda el clon A7[25,13]1a recombinante para H1 (sonda FISH,
fig. 234). Las sefiales obtenidas tras la hibridacion (fig. 23B) muestran la presencia de genes HI
agrupados en tres /oci en tres pares cromosomicos. Los dos pares de sefiales con mayor intensidad, y que
por tanto agrupan la mayor parte de los genes, se situaron en un par cromosémico metacéntrico y otro
subtelocéntrico, ambos muy cercanos a regiones cromosomicas teloméricas. El tercer par de sefiales se
encuentra situado en posicion intersticial de un par cromosomico metacéntrico, mostrando una intensidad

de hibridacion mucho menor.
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Sonda FISH histonas H1 1 §"-Hd-full 3 H3-full 2
(fago A7[25,13]1a, 18 Kb) (1) s )

Sonda FISH histonas core
(4.2 Kb)

Fig. 23 .- Hibridaciones FISH revelando la localizacion de los genes de histonas en cromosomas de M. galloprovincialis. A Sondas
utilizadas separadas mediante electroforesis. 1, ADN perteneciente al clon A7[25,13]1a recombinante para H1 aislado en la libreria
genomica de M. galloprovincialis; 2, fragmento ADN conteniendo unicamente genes de histonas del core. Ambas sondas se
esquematizan en la parte inferior de la figura. MIII/MXIV, marcadores de peso molecular de ADN (ROCHE MOLECULAR
BIOCHEMICALS). Las sefales obtenidas tras la hibridacion con genes H1 (B) y genes de histonas del core (C) se indican en la figura.
Las cabezas de flecha indican sefiales de hibridacion en posiciones cromosomicas terminales, mientras que la flechas indican sefales
de hibridacion en posiciones intersticiales. La barra de escala representa 10 uM en ambas microfotografias

La deteccion de genes de histonas del core se realizé utilizando como sonda un fragmento de
aproximadamente 4.2 Kb en el cual se encuentran representados los genes H2A, H2B, H3 y H4 (fig.
234). Esta sonda se obtuvo mediante amplificaciones a través de PCR a partir de la secuencia de la
unidad repetitiva de las histonas caracterizada en el presente trabajo, revelando la presencia de histonas
del core en dos pares de sefiales en dos pares cromosomicos (fig. 23C). El locus que muestra el par de
sefiales de mayor intensidad se localiza en un par cromosémico subtelocéntrico en posicion proxima a los
telomeros. La morfologia cromosomica asi como la posicion de una de las sefiales es coincidente con la
localizacion de uno de los /loci identificado anteriormente como positivo para genes H1. El segundo par
de sefiales presenta mucha menos intensidad y se encuentra localizado intersticialmente en un par
metacéntrico. De nuevo, es probable que este /ocus sea el mismo donde previamente se identificaron
genes HI en posicion similar. Es probable que los genes histonas del core se agrupen junto a genes HI en
dos loci localizados en posiciones cromosomicas teloméricas e intersticiales de un par cromosoémico
subtelocéntrico y otro metacéntrico, respectivamente. Ademas, los genes HI se encontrarian también

representados en un tercer /ocus de forma solitaria.

2. CARACTERIZACION EVOLUTIVA DE LAS HISTONAS EN EL GENERO Mytilus

2.1. Evolucién de proteinas histonicas

Las distancias evolutivas entre secuencias aminoacidicas (sustituciones por posicion) fueron
calculadas entre las especies del género Mytilus respecto a cada una de las cinco proteinas histonicas. Las
distancias (d) se estimaron utilizando la correccion de Poisson para sustituciones multiples, atendiendo a
la homogeneidad respecto en las frecuencias de cada residuo asi como en las tasas de sustitucion
aminoacidica. Con el objetivo de analizar en mayor profundidad la historia evolutiva de cada una de las
cinco histonas en el género Mytilus, se reconstruyeron arboles filogenéticos a partir de las distancias
evolutivas estimadas. Los resultados obtenidos evidenciaron el elevado grado de conservacion de estas

proteinas, corroborandose el caracter mas divergente de HI en comparacion con las histonas del core. A
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pesar de estas diferencias, las distancias no superan en ningan caso las 0.040 sustituciones aminoacidicas

por posicion aminoacidica y como promedio.
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2.1.1. Histonas H1

Las distancias evolutivas presentaron un valor promedio de d = 0.039 + 0.013 sustituciones
aminoacidicas por posicion (fig. 24), siendo M. californianus la especie mas divergente respecto al resto
con distancias comprendidas entre d = 0.049 + 0.016 respecto a M. chilensis,y d = 0.082 + 0.021 respecto
a M. trossulus (fig. 254). Contrariamente, M. edulis, M. galloprovincialis y M. trossulus presentaron el
mayor grado de homologia entre sus secuencias H1, con valores comprendidos entre d = 0.000 + 0.000 y
d=0.011+ 0.007. Este grupo se observa claramente definido en la reconstruccion de la filogenia para la

proteina H1 en el género Myrilus (fig. 25B), diferente al grupo formado por las dos especies restantes.

A B
'0isson) Histona H1
Total N-terminal | Central C-terminal
Mc/Mch__| 0.049(0.016) | 0.113(0.064) | 0.000(0.000) | 0.072(0.031)
1130 0.000) | 0.122(0. i
Mc/Me .071(0.019) 3(0.064 o000 32 0.038 sou| M- edulis HI
Mc/Mg .071(0.019) | 0.113(0.064 ) [ 0.122(0.038) M. galloprovincialis H1
Mc/Mt .082(0.021) | 0.154(0.077) | 0.000(0.000) | 0.135(0.040) M. trossulus H1
Mch/Me | 0.027(0.012) | 0.074(0.052) 0. .036(0.021) M. californianus H1
Mch/Mg | 0.027(0.012) [ 0.074(0.05 .000(0.000) | 0.036(0.021) &= M. chilensis H1
Mch/Mt .038(0.014) | 0.113(0.064) | 0.000(0.000) | 0.048(0.024) S. purpuratus H13 (J03807)
Me/Mg .000(0.000) | 0.000(0.000 (0 :000(0.000) |
Me/Mt .011(0.007) | 0.036(0.03: (0. 011(0.011) '_'_‘0 05
| Mg/Mt .011(0.007) [ 0.036(0.036) | 0.000(0.000) | 0.011(0.011) | ?
Promedio | 0.039(0.013) | 0.083(0.05 0.000) | 0.059(0.025)

Fig. 25.- Distancias evolutivas entre proteinas H1 del género Myrilus. A Distancias y errores estandar estimados entre pares especies
y como promedio, respecto a la proteina total y a cada uno de sus tres dominios. B Arbol filogenético neighbor-joining reconstruido
a partir de las distancias totales mostradas en A, contrastando las agrupaciones mediante bootstrap (BS, negrita) y test de ramas
interiores (CP, normal) con 1000 réplicas en ambos casos y mostrando los valores obtenidos en los nodos correspondientes siempre
que alguno de ellos sea mayor de 50%. El arbol se enraizd tomando como grupo externo el gen H13 del erizo de mar
Strongylocentrotus.

Diferenciando entre los tres dominios proteicos, la mayor divergencia promedio se detecté en el
dominio N-terminal de H1, seguido por el segmento C-terminal (d = 0.083 + 0.052 y d = 0.059 + 0.025,
respectivamente). Finalmente, no se observaron reemplazamientos aminoacidicos en el dominio central o
core de HI (fig. 24, 254). Se definieron dos grupos principales en cuanto a las distancias observadas,

incluyendo por una parte a las especies M. californianus y M. chilensis con distancias muy elevadas
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respecto a las especies restantes, principalmente M. californianus, que muestra un caracter claramente
divergente respecto al resto. Por otra parte se agruparon las tres especies restantes (M. edulis, M.
galloprovincialis y M. trossulus) muy relacionadas entre si.

2.1.2. Histonas del core

La mayor distancia evolutiva promedio entre especies se observo en el caso de H2B (d = 0.023 +
0.017, seguida por H3 (d = 0.012 + 0.008) y H4 (d = 0.010 + 0.017, fig. 24). Contrariamente, la menor
distancia fue detectada en el caso de H2A, con una variabilidad apenas existente (d = 0.003 + 0.003, fig.
264). Si bien no se definieron una o varias especies claramente diferenciadas respecto a H2A, las
filogenias de histonas del core revelaron un caracter divergente para la especie Mytilus californianus,
mostrando las distancias evolutivas mas elevadas respecto al resto en los casos de H2B, H3 y H4 (fig.
268). Concretamente, M. californianus presentd distancias maximas respecto a M. edulis en el caso de
H2B y H4, y respecto a M. galloprovincialis en H2B. Al contrario, M. galloprovincialis y M. trossulus se

encuentran intimamente relacionadas entre si en todos los casos.

A B
d(Poisson) Histona H2A
Total N-terminal | Central | C-terminal |
Mc/Mch_| 0.000(0.000) | 0.000(0.000 (0 0 P
[Mc/Me | 0.000(0.000) '%n_l 00(0.006 0. M. californianus H2A
Mc/Mg__| 0.000(0.000) | 0.000(0.00¢ 0 0 67170| M. chilensis H2A
Mc/Mt .008(0.008) | 0.000(0.00€ 6(0. 0 M. edulis H2A
Mob/Ms _1.0.000(0.904) | 0.000(0.00C (0, 00(0.000) | | M. galloprovincialis H2A
| Mch/Mg ,—ﬂ-—l' (0.000) 1 0.000(0.000) 0 U M. trossulus H2A
MleM‘ .008(0.008) | 0.000(0.000) { 0.016(0. :000(0.000) | S. purpuratus H2A (V01357)
Mg .000(0.000) 0 000(0.000
Me/Mt 0. 0 016(0. 0 et
(Mgt .008) [ 0.000(0.000) [ 0.016(0.015) | 0 0.01
Promedio_| 0.003(0.003) | 0.000(0.000) (0 0
d(Poisson) Histona H2B
Total N-terminal | Central | C-terminal
Mc/Mch | 0.041(0.018) | 0.029(0.029) | 0.064(0.031) | 0.000(0.000) |
Mc/Me .041(0.019) | 0.029(0.029) | 0.064(0.031) ) -
[McMg | 0.041(0.019 .mtﬂ_sl 047(0.027) | 0.043(0.04 A e califormiames H2B
Mc/Mt .033(0.017) | 0.029(0. -047(0. .043(0.04 M. galloprovincialis H2B
Mch/Me | 0.016(0.011) 0 031(0. 000(0.00¢ {-— M. eduis 128
Mch/Mg | 0.016(0.011) O 6(0 043(0.043) | M. trossulus H2B
Mch/Mt | 0.008(0.008) | 0.000(0.000) | 0.016(0. :043(0.043) S. purp H2B (X04681)
Me/Mg | 0.016(0.011) 0.000) | 0.016(0. 043(0.043) | —_—
Me/Mt .008(0.008) (0.000) | 0.016(0. 1043(0.043) | 0.05
[Mg/Mi__| 0.008(0.008) | 0.000(0.000) | 0.000(0.000) | 0.087(0.063) |
Promedio | 0.023(0.017) | 0.012(0.012) | 0.031(0.016) | 0.034(0.033) |
d(Poisson) Histona H3
Total N-terminal | Central | _C-terminal
Mc/Mch__| 0.022(0.013) | 0.015(0. 031(0.023) | 0.000(0.000) |
Mc/Me .015(0.010) | 0.015(0. 016(0.016) (0 R
Mc/Mg 007(0.007) | 0.015(0. 000(0.000) 0 TCA trossalas 13
Mc/Mt .007(0.007) | 0.015(0 000(0.000) | 0.000(0.000) | I M. californianus H3
Mch/Me | 0.022(0.013) Q. 047(0.028) | 0.000(0.000) | | — M. edulis H3
MchvMg [ 0.015(0.010) | 0.000(0.000) [ 0.031(0.023) 0.000) [ M. galloprovincialis H3 s H3 (X03952)
Mch/Mt | 0.015(0.010) | 0.000(0.000) | 0.031(0.023) | 0.000(0.000) Ll
Me/Mg .007(0.007) | 0.000(0.000) | 0.016(0. © —_—
Me/Mt .007(0.007) (0.000) | 0.016(0. 000(0.000) | 0.002
| Mg/Mt__1 0.000(0.000) | 0.000(0.000) | 0.000(0.000) { 0.000(0.000) |
Promedio | 0.012(0.008) (0.006) | 0.019(0. 0
d(Poisson) Histona H4
Total N-terminal | Central | C-terminal
Mc/Mch | 0.020(0.014) | 0.034(0.034) | 0.016(0. 000(0.000)
Mc/Me | 0.020(0.014) | 0.034(0.034) | 0.016(0. 000(0.000) —— -
Mc/Mg | 0.010(0.010) | 0.034(0.034 0 (0.000) [ 44 salioprovincialis H4 4
Mc/Mt .010(0.010) | 0.034(0.034) | 0.000(0.000) | 0.000(0.000) | | Iy A
Mch/Me 000(0.000) | 0.000(0.000 .000(0.000) | 0.000(0. I_| 2 i3 ﬁl{ e:!lllir l"l4H4
Mc .010(0.010) | 0.000(0.000) | 0.016(0.016 0. . chilensis
Mch/Mt | 0.010(0.010) :E%Lo_.'o_o)__;_%. 000(0.000) | S. purpuratus H4 (X06639)
Me/Mg .010(0.010) (© 6(0 ©
Me/Mt___| 0.010(0.010) | 0.000(0.000) | 0.016(0. 000(0.000) | 0.002
| Mg/Mt__1 0.000(0.000) | 0.000(0.000) { 0.000(0.000) { 0.000(0.000) |
Promedio | 0.010(0.009) | 0.014(0.014) | 0.010(0.010) (0.000)

Fig. 26.- Distancias evolutivas estimadas entre pares de especies del género Mytilus respecto a las proteinas histonicas del core
nucleosomal, indicadas de forma numérica (4) y mediante la reconstruccion de filogenias a partir de las distancias obtenidas (B) del
mismo modo que en la fig. 25.

Respecto a los dominios funcionales, los maximos niveles de variacion fueron presentados por las

regiones histone-fold de las proteinas H2A y H3 (d = 0.006 + 0.017 y d = 0.019 + 0.016,
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respectivamente), y por los dominios C-terminal de H2B (d = 0.034 + 0.033) y N-terminal de H4 (d =
0.014 + 0.014, fig. 24). Las menores divergencias se detectaron en regiones N- o C-terminales en todos
los casos (fig. 264). Una vez mas, M. californianus resulté ser la especie mas divergente, principalmente
respecto al dominio N-terminal. Del mismo modo, M. chilensis también presentd distancias elevadas,
aunque de menor magnitud, respecto a las especies restantes. Como en el caso de proteinas completas, se
observo un elevado grado de identidad entre las especies M. galloprovincialis y M. trossulus.

2.2. Evolucion de los genes de histonas

El analisis evolutivo de los genes de histonas fue llevado a cabo a partir de regiones nucleotidicas
codificantes completas, previamente alineadas segiin sus secuencias aminoacidicas correspondientes. Las
distancias evolutivas (d) fueron estimadas mediante el método de 2 parametros de Kimura (Kimura 1980),
corrigiendo las sustituciones multiples a través de la incorporacién de tasas de sustitucion transicionales
(s) y transversionales (v). Las filogenias se reconstruyeron en funcion de las distancias obtenidas del
mismo modo que en el caso de proteinas. En términos generales, las distancias estimadas revelaron un
patrén de cambio evolutivo caracteristico de genes de histonas, mostrando una relacion inversa entre la

variacion aminoacidica y la variacion nucleotidica, especialmente patente en el caso de histonas del core

(fig. 27).
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Fig. 27.- Comparacion entre las distancias aminoacidicas estimadas en los casos anteriores (dAA) y las distancias nucleotidicas
(dNT) determinadas mediante el método de 2 parametros de Kimura (Kimura 1980) en cada uno de los tres dominios proteicos de
histonas. N, dominio amino-terminal; w, region central globular; C, dominio carboxilo-terminal. 4 dominio N-terminal comparado
con el dominio central, B dominio C-terminal comparado con el domino central, C dominio N-terminal comparado con el dominio
C-terminal. Los errores estandar se calcularon mediante bootstrap (1000 réplicas), indicados a través de lineas continuas (distancias
nucleotidicas) y discontinuas (aminoacidicas).

2.2.1. Variacién nucleotidica total

En el caso de HI, las distancias calculadas entre las especies objeto de este estudio pusieron de
manifiesto una divergencia promedio de d = 0.042 + 0.008 sustituciones nucleotidicas por posicion (fig.
28), observandose que también en este caso M. californianus y M. chilensis se diferencian
significativamente, mostrando divergencias entre d = 0.053 + 0.009 y d = 0.062 + 0.010. M. edulis y M.
galloprovincialis fueron las especies mas cercanas entre si, no existiendo diferencias entre ambas (fig.
294). La filogenia reconstruida (fig. 29B8) muestra una topologia idéntica a la observada en el caso de
distancias aminoacidicas, con un elevado nivel de confianza estadistico en todas las agrupaciones
definidas.
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Fig. 28.- Distancias promedio estimadas mediante el método de 2
004 parametros de Kimura (K2P, Kimura 1980) entre genes de
0,024 histonas en el género Mytilus. t, regiones codificantes completas;
N, segmento amino-terminal; w, region central, C, segmento
00— N we FiNntec tenTe Tinrctentcod carboxilo-terminal. Los errores estandar se calcularon
H1 H2A H2B H3 H4

nuevamente mediante bootstrap (1000 réplicas).

La region correspondiente al largo segmento C-terminal fue, en el caso de HI, el dominio mas
variable (4 = 0.066 + 0.015), seguido por el dominio N-terminal (d = 0.051 + 0.026) y por el core central
(d=0.012 + 0.008, fig. 28, 294). Las distancias observadas entre especies respecto a cada uno de los
diferentes dominios confirmaron los resultados obtenidos en el analisis de la region codificante completa,
resultando de este modo las especies M. californianus y M. trossulus las mas divergentes entre si. Las
distancias evolutivas en regiones no codificantes promotora y 3" terminal de genes H1 evidenciaron unos

valores promedio de d = 0.027 + 0.007 y d = 0.035 + 0.016, respectivamente.

A B
d (K2P) Histona H1

Total N-terminal Central C-terminal
Mc/Mch [ 0.027(0.006) | 0.049(0.025) | 0.004(0.004) | 0.039(0.01 a
[ Mc/Me .062(0.010) | 0.062(0.029) | 0.014(0.008) | 0.106(0.020) | 68) Me H1
Mc/Mg 062(0.010) 9) | 0.014(0.008) | 0. 02 |&|‘|_Mgm
Mc/Mt .068(0.011) | 0.075(0.032) [ 0.0 0.111(0.022) Mt H1
Mch/Me | 0.053(0.009) | 0.075i ) [0.0 .077(0.017) Mc H1
Mch/Mg | 0.053(0.009) | 0.075(0.032) | 0. .077(0. #991— Mch H1
Mch/Mt .059(0.010) | 0.089(0.035) | 0. 0) | 0.082(0.018) | S. purpuratus H15 (J03807)
| Me/Mg .000(0.000) | 0. 000) | 0. —— "
Me/Mt .018(0.005) | 0.012(0.012) | 0.004(0.004 0.05
| Mg/Mt .018(0.005) | 0.012(0.012) | 0.044(0.004 T .
Promedio | 0.042(0.008) [ 0.051(0.026) | 0.012(0.008 15)

Fig. 29.- Distancias evolutivas K2P (Kimura 1980) y errores estandar bootstrap en comparaciones entre genes H1 de especies del
género Myrilus. A Distancias y errores estandar entre cada par de especies y como promedio respecto a la region nucleotidica
codificante completa y a cada uno de los tres dominios proteicos. B Arbol filogenético neighbor-joining a partir de las distancias
totales mostradas en A, contrastando las agrupaciones mediante BS (negrita) y CP (normal) con 1000 réplicas en ambos casos y
mostrando unicamente los valores mayores de 50%. El arbol fue enraizado con el gen H13 del erizo de mar Strongylocentrotus
purpurarus.

En histonas del core, la menor divergencia entre especies esta representada por el gen H2A (d =
0.014 + 0.005), seguido H2B (d = 0.016 + 0.006), H3 (d = 0.053 + 0.012) y H4 (d = 0.097 + 0.022, fig.
28, 304). Analizando las comparaciones entre pares de especies, M. californianus se diferencia
significativamente del resto, especialmente en el caso de los genes H2A y H2B, mostrando la una
diferenciacion maxima respecto a M. chilensis (d = 0.027 + 0.009), casi el doble del promedio para estos
genes. Las especies M. chilensis y M. edulis presentaron elevados niveles de divergencia respecto al resto
de especies en los genes H2B y H4. En este caso las filogenias no definieron ningtn patrén de agrupacion
entre especies comun a todos los genes de histonas, exceptuando el caracter divergente de M.
californianus (fig. 30B).

El estudio independiente de la variacion en cada uno de los dominios proteicos puso de manifiesto la
presencia de distancias evolutivas practicamente equivalentes en el caso de H2A (aproximadamente 0.014
sustituciones por posicion en cada uno de los tres dominios). Los dominios central y C-terminal
presentaron alrededor de 0.021 sustituciones por posicion en el caso de H2B, unas magnitudes mucho

mayores a las determinadas en el segmento N-terminal (¢ = 0.008 + 0.009, fig. 28, 304). La asimetria
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entre dominios fue mas patente en H3 y H4, més conservadas a nivel aminoacidico aunque mas variables
a nivel nucleotidico. La mayor divergencia se detect6 en los dominios centrales o histone-fold en ambos
casos (d=0.066 + 0.023 y d = 0.126 + 0.030 para H3 y H4, respectivamente) y ambos genes mostraron la
menor variacion en los segmentos N-terminales (d = 0.028 + 0.028 y @ = 0.019 + 0.019, respectivamente,

fig. 28, 304).

A B
d (K2P) Histona H2A
Total N-terminal | Central C-terminal
Mc/Mch _| 0.027(0.008) | 0.027(0.021) [ 0.032(0.012) | 0.015(0.014) | ssis0) Me H2A
Mc/Me | 0.019(0.007) | 0.027(0.021) | 0.016(0.008) | 0.015(0.014) | sussl Mg H2A
McMg | 0.021(0.007) | 0.041(0.025) | 0.016(0.008) | 0.019(0.014) | 89/93) Mch H2A
Mc/Mt ,021(0.007) | 0.027(0.021) | 0.021(0.010) | 0.019(0.01 Mt H2A
Mch/Me | 0.008(0.004) | 0.000(0.000) | 0.016(0.009) | 0.000(0.000) | I L ae HOA
[ MchMg | 0.011(0.005) | 0.014(0.014) ] 0.016(0.009) | 0.000(0.000) | S. purpuratus H2A (V01357)
Mch/Mt | 0.006(0.007) | 0.000(0: .021(0.010 9(0.013) |
Me/Mg .003(0.003) | 0.014(0.014) | 0.000(0.000) | 0.000(0.000) | T
Me/Mt 008(0.005) | 0.000(0.000) | 0.005(0.005) | 0.019(0.013) -
Mg/Mt__| 0.011(0.005) | 0.014(0.014) | 0.005(0.005) | 0.019(0.013
Promedio | 0.014(0.005) | 0.016(0.015) [ 0.015(0.011) | 0.013(0.009)
4 (K2P) Histons H2B
Total | N-terminal | Central | C-terminal |
Mc/Mch | 0.027(0.009) | 0.010(0. 043(0. 014(0.014
Mc/Me .022(0. .010(0. .032(0. .014(0.014; 5490 Mc H2B
Mc/Mg | 0.016(0.007) | 0.010(0. .021(0. 1014(0.014) Mg H2B
MMt | 0.016(0.007) | 0.019(0.014) [ 0.021(0. .013(0.014 Mt *:{22 158
Mch/Me _| 0.022(0.007) | 0.000(0.000) | 0.032(0. 027(0.020) r Lize 158
Mch/Mg | 0.016(0.006) | 0.000(0.000) | 0.021(0 027(0.021) S, purpuratus H2B (X04681)
Mch/Mt | 0.013(0.006) | 0.010(0.009) [ 0.021(0. 013(0.013)
[Me/Mg | 0.011(0.005) | 0.000(0.000) | 0.010(0.007) | 0.027(0.020) |
Me/Mt | 0.011(0.005) | 0.000(0.009) | 0.010(0 027(0.020) | 0.05
Mt .005(0.004) | 0.010(0.009) | 0.000(0.000) | 0.027(0.021) |
Promedio | 0.016(0 0.009) | 0.021(0.010) | 0.020(0.019) |
4 (K2P) Histona H3
Total N-terminal | Central | C-terminal
Mc/Mch | 0.077(0.013) | 0.063(0.018) | 0.094(0.025) | 0.070(0.070) |
Mc/Me | 0.045(0.010) | 0.057(0.017) | 0.037(0.014) | 0.000(0.00¢ sses| Mg H3
Mc/Mg | 0.064(0.012) | 0.057(0.017) | 0.076(0.022 0.00¢ 1009l Ay H3
Mc/Mt .064(0.012) | 0.057(0. .076(0.022) | 0.000(0.000) | - Mch H3
Mch/Me | 0.091(0.01 3(0.019) | 0.124(0.02 070(0.070) Ly McH3 Me H3
Mch/Mg | 0.015(0.006) .021(0. .070(0.070) S. purpuratus H3 (X03952)
Mch/Mt | 0.015(0.006) | 0.005(0.005) | 0.021(0. 0.070(0.070)
[0.080(0.014) | 0.063(0.019) [ 0.106(0.025) | 0.000(0.000) "W—‘
Me/Mt .080(0.014) | 0.063(0.019) | 0.106(0.025) | 0.000(0.000) -
Mg/Mt__| 0.000(0.000) | 0.000(0.000) | 0.000(0.000) | 0.000(0.000)
Promedio | 0.053(0.012) | 0.043(0.014) | 0.066(0.023) | 0.028(0.028)
d (K2P) Histona H4
Total N-terminal | Central | _C-terminal |
Mc/Mch | 0.141(0.023) | 0.121(0.041) | 0.179(0.033) | 0.000(0.000) |
Mc/Me | 0.153(0.024) | 0.134(0.043) | 0.160(0.031) | 0.031(0.031) | s Mg Ha
Mc/Mg 067(0.014) | 0.034(0.020) | 0.096(0.02: .000(0.000) | mr—_—L tHe e
Mc/Mt .074(0.015) | 0.046(0.023) | 0.096(0.023) [ 0.031(0.031) | Meh H4 o
Mch/Me_| 0.010(0.005) | 0.011(0.011) | 0.027(0.012) | 0.031(0.031) Me H4
Mch/Mg | 0.126(0.022) | 0.082(0.03: 73(0.034) | 0.000(0.000) . purpuratus H4 (X06639)
Mch/Mt | 0.126(0.022) | 0.070(0.029) | 0.173(0.034) | 0.031(0.031) | —_—
[MeMg_ | 0.137(0.023) | 0.095(0.035) | 0.180(0.034) | 0.031(0.031) | 0.02
Me/Mt .130(0.022) | 0.082(0.032) | 0.180(0.034) | 0.000(0.000) |
%: [0.006(0.004) [ 0.011(0.011) 0.000) | 0.031(0.031) |
Promedio | 0.097(0.022) | 0.069(0.027) | 0.126(0.030) | 0.019(0.019)

Fig. 30.- Distancias evolutivas K2P (Kimura 1980) entre genes de histonas del core en el género Mytilus, indicadas de forma
numérica (4) y mediante la reconstruccion de filogenias a partir de las distancias obtenidas (B) del mismo modo que en la fig. 29.
La variacion de las regiones 5" y 3" no codificantes de histonas del core fue mas elevada que en el
caso de genes HI. Los segmentos promotores mostraron una variabilidad nucleotidica menor respecto a
las regiones 3 terminales, pudiendo venir esta diferencia determinada por la presencia de constricciones
funcionales en las primeras, donde la menor variacion estuvo presente en el caso de H2B (d = 0.026 +
0.007), seguida por H2A (d = 0.112 + 0.027), H3 (d = 0.128 + 0.018) y H4 (d = 0.171 + 0.018).
Contrariamente, las distancias méaximas en regiones 3" terminales se estimaron en el caso de H4 (d =
0.227 + 0.028), seguida por H2B (d = 0.162 + 0.025), H3 (d=0.117 + 0.015) y H2A (d = 0.054 + 0.013).

2.2.2. Variacion nucleotidica sindnima y no sinénima

Atendiendo al caracter codificante de las regiones analizadas, las distancias fueron calculadas de
nuevo discriminando entre sustituciones sinénimas y no sinénimas utilizando el método modificado de
Nei y Gojobori (Zhang, Rosenberg, and Nei 1998), obteniendo los valores de distancia sinénima (ds) y no
sinénima (dy). La variacién sinénima presente entre especies del género Mytilus y respecto al gen HI

adquirié una magnitud promedio de dy = 0.106 + 0.020 sustituciones sinénimas por posicion sinénima,
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mas elevada respecto a la no sinonima (dy = 0.020 + 0.005, fig. 31). La diferenciacion presentada por M.
californianus 'y M. chilensis respecto al resto de especies es nuevamente patente a este nivel, con 0.150
sustituciones por posicion sinonima respecto al resto de especies, ademas de generar los mayores valores
de divergencia no sinoénima (fig. 324). Las especies restantes resultaron ser mas proximas entre si con una
variacion nucleotidica esencialmente sinonima (fig. 32B). La fig. 31 refleja la divergencia respecto a cada
uno de los dominios proteicos, detallada mas precisamente en la fig. 324. Se determin6 en este caso un
caracter claramente sindénimo para la variacion presente en los dominios central y C-terminal (ds = 0.038
+0.017 / dy = 0.000 + 0.000 y ds = 0.182 + 0.043 / dy = 0.030 + 0.010), mientras que el segmento N-
terminal present6 una mayor variabilidad no sinonima (dy = 0.077 + 0.047 / dy = 0.038 + 0.017).

0.6
ds

0.54
0.4

034

APl i

tNwC ' tNfC tNfC tNfC tNfC '
H1 H2A H2B H3 H4
t NwC ,  tNfC L ¢tNfC t NfC t N fic
0.000 + + -
'.I.'T

0.025

Fig. 31.- Distancias evolutivas promedio entre los genes de
histonas caracterizados en el género Mytilus, diferenciando entre
cambios sinonimos (ds) y no sinonimos (dy). t, regiones
0,050 codificantes completas; N, segmento amino-terminal; w, region
central; C, segmento carboxilo-terminal. Los errores estandar
fueron calculados a través de bootstrap (1000 réplicas) y se
- indican como lineas sobre las barras correspondientes.

dN 0.075-

Histona H1
Total (R = 1.5**) N-terminal (R = 0.9) Central (R = 5.5) C-terminal (R = 1.5%)
dg dy dg dy dg dy 4y dy |
Mc/Mch | 0.040(0.016) | 0.022(0.007) | 0.046(0.048) | 0.050(0.028) | 0.014(0.014) | 0.000(0.000) | 0.061(0.030) | 0.032(0.013)
Mc/Me 0.142(0.032) | 0.035(0.009) | 0.094(0.077) | 0.050(0.028) | 0.043(0.026) | 0.000(0.000) | 0.255(0.073) | 0.060(0.109)
Mc/Mg 0.142(0.032) | 0.035(0.009) | 0.094(0.077) | 0.050(0.028) | 0.043(0.026) | 0.000(0.000) | 0.255(0.073) | 0.060(0.019)
Mc/Mt 0.149(0.032) | 0.040(0.010) | 0.094(0.076) | 0.068(0.033) | 0.058(0.0: .000(0.000) | 0.255(0.072) | 0.065(0.020
| MchvMe | 0.159(0.034) | 0.017(0.008) | 0.146(0.093) | 0.050(0.038) | 0.058(0.03! (0.000) | 0.260(0.074) | 0.021(0.014)
Mch/Mg | 0.159(0.034) | 0.017(0.008) | 0.146(0.093) 50(0.038) | 0.058(0.03 (0. .260(0.074) | 0.021(0.014)
| Mch/Mt 0.166(0.034) | 0.022(0.009) | 0.145(0.093) | 0.068(0.043) | 0.074(0.034 .000(0.00C .259(0.073) | 0.027(0.015)

)
Me/Mg 0.000(0.000) | 0.000(0.000) | 0.000(0.000) | 0.000(0.000) | 0.000(0.000) | 0.000(0.00¢ .000(0.000) | 0.000(0.000)
) (

Me/Mt 0.053(0.019) | 0.005(0.003) | 0.000(0.000) | 0.017(0.017) | 0.014(0.014 .106(0.042) | 0.005(0.005)
Mg/Mt 0.053(0.019) | 0.005(0.003) | 0.000(0.000) | 0.017(0.017) | 0.014(0.014) .106(0.042) | 0.005(0.005)

Promedio | 0.106(0.020) | 0.020(0.005) | 0.077(0.047) | 0.042(0.023) | 0.038(0.017) ) | 0.182(0.043) | 0.030(0.010)
99/%| Me H1
B g L
Mt H1
9899 McH1
Mch H1
S. purpuratus H18 (J03807)
0.1

Fig. 32.- Distancias sinonimas (ds) y no sinénimas (dyv) entre genes H1 del género Mytilus. A Distancias y errores estandar entre
cada par de especies y como promedio respecto a la region nucleotidica codificante completa y a cada uno de los tres dominios
proteicos. El valor del cociente entre transiciones/transversiones (R) se muestra en la tabla y el nivel de significacion para Z-test en
comparaciones entre dy y dy se indica como * (P < 0.05) y ** (P < 0.001) en cada caso. B Arbol filogenético neighbor-joining
reconstruido a partir de las distancias ds estimadas. Los valores de BS (negrita) y CP (normal, ambos basados en 1000 réplicas) se
muestran en los nodos correspondientes. El arbol se enraiz6 nuevamente tomando como grupo externo el gen H13 .

El caracter sindnimo de la variacion nucleotidica fue también evidente en los genes de histonas del

core, tal y como se observa de forma general en la fig. 31, alcanzando maximos en los casos de H4 y H3

64



Resultados

(dg=0.389+0.074 / dy=0.013 + 0.007 y ds = 0.188 + 0.033 / dyy = 0.007 + 0.003), seguidos por H2A (dy
=0.047 £ 0.014 / dyy=0.002 + 0.001). EI gen H2B mostro una variacion sinénima mucho menos evidente
(ds=10.029+0.010/ dy=0.011 + 0.004, fig. 334).

A B
Hustona H2A
Total (R ~ 1.5%) N-termmal (R = 2 0) Central (R = 2 5%) C-terminal (R = 0.4)
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Fig. 33.- Distancias evolutivas sinonimas (ds) y no sinonimas (dy) entre pares de especies del género Mytilus respecto a genes de
histonas del core, indicadas del mismo modo que en el caso de la figura anterior de forma numérica (4) y mediante la
reconstruccion de filogenias a partir de las distancias obtenidas (B), indicando de nuevo los niveles de significacion del Z-test.

La especie M. californianus fue de nuevo la mas divergente, especialmente respecto al gen H2A. Las
topologias obtenidas en base a las distancias nucleotidicas totales fueron similares a las basadas en la
diferenciacion sinonima, destacando la contribucion significativa de la variacion silenciosa a la variacion
total en histonas del core (fig. 33B). El analisis de las regiones funcionales (fig. 31) puso de manifiesto
los maximos valores de divergencia sinonima en los dominios terminales de H2A, (fig. 334). En el caso
de H2B, los dominios central y C-terminal poseen valores de dy similares (alrededor de 0.033
susituciones/posicion), mayores respecto a la region N-terminal (dy = 0.019 + 0.019). En el casos de los
genes H3 y H4, la variacion observada fue de mayor magnitud, alcanzando valores maximos en los
dominios centrales (ds = 0.232 + 0.059 y ds = 0.535 + 0.139, respectivamente). La divergencia sinonima
adquirié unos valores similares en los segmentos N- y C-terminales de H3 (entre 0.152 y 0.155
sustituciones por posicion), mientras que en el caso de H4 el dominio C-terminal result6 ser el menos
variable a nivel sinonimo (ds = 0.082 + 0.082), seguido por el N-terminal (ds = 0.248 + 0.127, fig. 334).

2.2.3. Filogenia de los genes de histonas en el género Mytilus

El analisis de los genes de histonas en las cinco especies del género Mytilus se completé mediante la
reconstruccion de una filogenia conjunta (fig. 34). A partir de la topologia obtenida, es evidente el origen
monofilético, asi como los elevados niveles de confianza, para cada uno de los cinco genes de histonas.
Adicionalmente, se observo una clara relacion entre histonas H2A y H4, que a su vez se encuentran mas

relacionadas con la histona H3 que respecto al grupo formado por H1 y H2B. En el caso de H1, destaco la
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localizacion independiente de los genes descritos en unidades repetitivas de M. galloprovincialis. El

caracter divergente de las especies Mytilus californianus 'y M. chilensis fue de nuevo patente.

8s/67 | Mt H3
99/96 Mg H3
100199 Mch H3
Lomsi— Me H3
Mc H3 w6 %[ l}!ﬁ
79/93 100/99 2 Mc H4
Me H4
93/92 9998 ' Mch H4
Mc H2A
=
T MR
Mg HI 63/69' Me
'_”ﬂ(fhwg HI
100/99 Mt H1
55/61 10099— Mc H1
Mch H1 Mg H1
Mg H2B (unidad repetitiva)
62/69 %e g%g
c
! LM H2B
Mch H2B

0.1

Fig. 34.- Arbol filogenético neighbor-joining a partir de las distancias evolutivas sinénimas (ds) entre genes de histonas del género
Mytilus. La fiabilidad de las agrupaciones definidas fue nuevamente contrastada mediante BS (negrita) y de CP (normal), mostrando
Gnicamente aquellos valores mayores de 50% en los nodos correspondientes.

2.3. Patrones de sustitucion nucleotidica

La naturaleza de las sustituciones nucleotidicas ocurridas durante la evolucion de los linajes de los
cinco genes de histonas, hasta generar las secuencias actuales, se analiz6 mediante la reconstruccion de
secuencias ancestrales a través de maxima verosimilitud.

2.3.1. Regiones promotoras

En la region promotora de HI, las transiciones de A a G (5) y C a T (5) sucedieron mas
frecuentemente que las inversas, (1 y 0, respectivamente) a lo largo de la evolucion de este linaje en
Mpytilus (fig. 354). La frecuencia total de cambios hacia A o T (5) fue sustancialmente menor respecto a la
de los cambios hacia G o C (12), revelando un ligero desequilibrio en la evolucion de la composicion
nucleotidica en esta region. En el caso de la region promotora de H2A (fig. 35B), los cambios
transicionales de A a G (7) fueron nuevamente mas frecuentes, aunque en este caso las sustituciones entre
Cy T son mayores de T a C (4). Esta misma region presentd cambios transicionales mas frecuentes y en
ambos sentidos entre C a T (5) respecto a los observados entre A y G (3 en ambos sentidos) en el caso de
H2B (fig. 35C). En cuanto a la direccion observada en las sustituciones, independientemente en cada uno
de los genes, no se observaron diferencias importantes entre los cambios netos hacia A o T respecto a los
dirigidos a G o C (8 y13 respectivamente en H2A, y 24 en ambos casos en H2B) evidenciando un estado
de equilibrio. En el caso de H3 y H4 (fig. 35D,F) existié una gran cantidad de transiciones entre A y G,
siendo mayoritarios los cambios de A a G (21) en H3 y los inversos en H4 (19). Las transiciones entre las
bases C y T mostraron de nuevo un ligero cambio de tendencia en regiones promotoras de H3,
observandose mas cambios de T a C (9) respecto a los inversos (6). En H4, los cambios de C a T (18
frente a 12 inversos) fueron mas frecuentes a lo largo de su evolucion. En este caso, las sustituciones
hacia A o T alcanzaron una magnitud de 35 cambios en H3, mucho menor respecto a los 55 cambios
hacia G o C. Contrariamente, H4 presentd 66 cambios hacia G o C y 83 hacia A o T, sugiriendo un

cambio progresivo hacia bases G/C al menos en el caso de H3.
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Fig. 35.- Patrones de sustitucion nucleotidica en las regiones codificantes y no codificantes a lo largo de la evolucion de los linajes
de genes de las histonas H1 (4), H2A (B), H2B (C), H3 (D) y H4 (E) en el género Mytilus. En la figura se reflejan las estimaciones
de los cambios en ambas direcciones entre todos los pares de nucledtidos ademas de entre cada nucleotido y los tres restantes.

2.3.2. Regiones codificantes

En secuencias codificantes (fig. 354-E), el patron determinado fue muy parecido en todos los genes,
debido posiblemente a la presencia de fuertes constricciones funcionales. Las transiciones entre bases A y
G resultaron mas frecuentes respecto a aquellas entre C y T, exceptuando el caso de la region codificante
de H3, donde ambas alcanzaron igual magnitud. Adicionalmente, las transiciones de A a G son en todos
los genes de histonas mas frecuentes que las inversas (12 >4 en HI, 5> 0 en H2A, 5 > 1 en H2B, 7 > 4
en H3 y 8 > 3 en H4) durante su evolucion en Mytilus. En el caso de las transiciones de C a T se obtuvo
un resultado diferente, ya que fueron mas frecuentes respecto a las inversas en H1 (8 > 4), H2ZA (2> 1)y
H2B (3 > 2), siendo en H3 y H4 mas frecuentes de Ta C (21 > 7y 11 > 5, respectivamente). El equilibrio
en la composicion nucleotidica durante la evolucion de genes de histonas en las especies analizadas
parece ser mas variable en este caso. Los cambios hacia nucledtidos A o T, a pesar del caracter basico de
estas proteinas, unicamente resultaron mas frecuentes en el caso de H2B (7 cambios hacia A o T respecto
a 6 hacia G o C). En los cuatro genes de histonas restantes siempre existié mayor frecuencia absoluta de
cambios hacia G o C que hacia A o T (26 > 22 en HI, 24 > 8 en H2A, 36 > 26 en H3 y 33 > 22 en H4).

2.3.3. Regiones 3" UTR

La presencia de algn tipo de constriccion en estas regiones estaria unicamente circunscrita a
secuencias tallo-bucle y elementos ricos en purinas. Tal y como se observa en la fig. 354-E, los resultados
revelaron una frecuencia absoluta de transiciones de C a T ligeramente mayor a las inversas (0 = 0 en HI,
3>2enH2A,2>1enH2B, 17> 12 en H3 y 13 = 13 en H4). Se detectd del mismo modo una frecuencia
mayor de cambios de A a G respecto a los inversos en los caso de HI (4 > 0), H2B (5 > 2), H3 (8 > 7) y
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H4 (14 > 12), siendo mayores los cambios de G a A Ginicamente en el caso de genes H2A (4 < 5). Los
cambios hacia A o T fueron mas abundantes que los dirigidos a G o C en H2A y H3, con 18 y 49 cambios
del primer tipo frente a 9 y 41 cambios del segundo, respectivamente. En los casos de HI y H4 se observo
lo contrario, existiendo 5 y 52 cambios hacia G o C frente a 3 y 40 hacia A o T, respectivamente. En el
caso de H2B se observaron 9 cambios en ambos casos.

2.4. Sesgo en el uso de tripletes

La estimacion del sesgo en el uso de tripletes en genes de histonas del género Mytilus fue llevada a
cabo como el numero efectivo de tripletes (ENC, Wright 1990). Este estimador resulté ser el mas
apropiado en este caso ya que, a diferencia de otros indices, no requiere de una informacién previa sobre
los tripletes preferidos en las especies analizadas. El indice ENC adquiere valores comprendidos entre 20
(sesgo extremo) y 61 (ausencia de sesgo).

Las estimaciones realizadas en los cinco genes de histonas pusieron de manifiesto que H2B es el gen
menos sesgado en todas las especies analizadas (fig. 364), con un sesgo promedio de ENC = 50.550 +
1.595, seguido por H1 (44.462 + 3.408), H3 (43.429 + 2.339), H2A (43.336 + 1.247) y H4 (35.015 +
6.975). Diferenciando entre cada una de las cinco especies, M. californianus mostro los genes HI y H2A
mas sesgados (40.466 y 41.197, respectivamente), siendo M. trossulus (48.379), M. edulis (39.377) y M.
chilensis (27.462) las mas sesgadas respecto a los genes H2B, H3 y H4, respectivamente (fig. 368). Por
otra parte, los menores valores de sesgo en el caso de los genes H1 (47.043), H2A (44.440) y H4 (41.571)
se detectaron en M. trossulus, mientras que M. chilensis y M. californianus presentaron los genes H2B y

H3 mas sesgados (50.220 y 45.093, respectivamente).

A B N w C

Hl — . ——————————
TOTAL
Mc 31.763 42.066 n/a 40.466
Mch 32.651 44.658 n/a 41.003
60+ Me n/a 48.992 n/a 46.899
ENC Mg n/a 48.992 n/a 46.899
1 {' Mt n/a 51.387 n/a 47.043

50 h N f C N f C

| 1 H2A — e—— H2B — e——
TOTAL TOTAL
40 { Mc  50.906 39.902 46.652  41.197 Mc  47.321 36.095 31912  52.204
Mch 53.696 42.406 61.000  43.857 Mch 47.321 51.621 38214  52.220
1 Me 50.906 42.406 61.000 43.490 Me 47.321 51.050 31.912  49.920
30J Mg 53.105 42406 61.000 43.697 Mg 47.321 51.050 28.700  50.212
Mt 50.906 45.113  61.000 44.440 Mt 46250 51.050 38.214  48.379

N f (3 N f C

20 H3 — " 14 ——ee————
t NwC t NfC t NfC t NfC t NfC TOTAL TOTAL
H1 H2A H2B H3 H4 Mc 41403 42493 n/a 45.093 Mc  51.00 34411 n/a 37.255
Mch 40.238 46.835 n/a 43.492 Mch 58500 32.329 n/a 27.462
Me 36277 42.114 n/a 39.377 Me_ 57.346_30.075 n/a 27.731
Mg 40238 47.747 wn/a 44591 Mg 58500 43.250 n/a 41.055
Mt 40238 47.747 wn/a 44.591 Mt 58.500 43.250 n/a 41.571

Fig. 36.- Estimaciones del sesgo en el uso de tripletes calculado mediante el indice ENC (namero efectivo de tripletes, Wright 1990)
en los genes de histonas de Mytilus. A valores promedio para cada uno de los genes de histonas. t, regiones codificantes completas;
N, segmento amino-terminal; w, region central; C, segmento carboxilo-terminal. Los errores estandar se indican como lineas sobre
las barras correspondientes. B Estimaciones de sesgo en regiones codificantes completas y en dominios funcionales de histonas para
cada una de las especies analizadas. n/a, sesgo no aplicable.

El sesgo fue calculado de forma independiente para cada uno de los tres dominios, observando sesgos
promedio extremos en los segmentos N-terminales de los genes HI1 (32.207 + 0.628) y H3 (39.679 +
1.967). En el caso de H2A y H4 los sesgos extremos estuvieron representados por las regiones centrales o
histone-fold (42.447 + 1.843 y 38.508 + 6.205, respectivamente). El sesgo mas alto fue de otro modo
observado el dominio C-terminal de H2B (33.790 + 4.246, fig. 364). Las regiones N-terminal y C-
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terminal de la histona H2A fueron las que presentaron un uso de tripletes mas equitativo (51.904 + 1.382
y 58.130 + 6.417, respectivamente), mientras que en los genes H1, H2B y H3, los menores sesgos
estuvieron presentes en regiones centrales (47.219 + 3.408, 48.173 + 6.756, 45.387 + 2.843,
respectivamente). Finalmente, la histona H4 fue el unico caso en el que la region N-terminal concentré el
menor sesgo (56.769 + 3.264). Discriminando entre especies, M. californianus representdé nuevamente la
especie mas independiente y con sesgos mas altos para cada dominio proteico mientras que, de modo

opuesto, M. galloprovincialis mostré los valores mas bajos (fig. 368).

3. EVOLUCION DE LA FAMILIA H1

La familia H1 agrupa la mayor variabilidad de isoformas entre las diferentes familias de histonas. Si
bien la evolucion de las diferentes familias multigénicas de histonas ha sido clasicamente explicada a
través de un proceso de evolucion concertada (Kedes 1979; Hentschel and Birnstiel 1981; Ohta 1983,
Schienman, Lozovskaya and Strausbaugh 1998), dos trabajos recientes han revelado que la
recombinacion entre /oci (entrecruzamiento desigual) o la conversion génica no poseen una importancia
critica sobre la evolucion a largo plazo de las familias H3 y H4 (Rooney, Piontkivska, and Nei 2002;
Piontkivska, Rooney, and Nei 2002). En el caso de invertebrados como las especies pertenecientes al
género Mytilus, la presencia de genes H1 solitarios, localizados de forma independiente respecto a las
unidades de repeticion principales, constituye una herramienta de gran valor a la hora de comparar el
patron evolutivo de ambas clases de genes.

3.1. Histonas H1 dependientes de replicaciéon (RD)

El andlisis del patron de evolucion a largo plazo en miembros de la familia multigénica H1 se analizo
a partir de todas las secuencias completas y no redundantes de genes H1 recopiladas en la base de datos
especifica de histonas NHGRI/NCBI (Sullivan et al. 2002). En este analisis no se incluyeron secuencias
pertenecientes a bacterias ya que, aunque denominadas histone-like, no son realmente homoélogas al no
poseer el dominio histone-fold. Los genes H1 de arqueobacterias fueron también excluidos, ya que poseen
secuencias demasiado cortas y divergentes para ser alineadas con los genes H1 de eucariotas.

3.1.1. Evolucion a largo plazo de las proteinas H1

Para analizar la evolucion de proteinas HI se reconstruyé un érbol filogenético a partir de 144
secuencias aminoacidicas pertenecientes a 55 especies (recopiladas en la Tabla Suplementaria 1). El arbol
se enraizd con la proteina H1 del protista Entamoeba histolytica, ya que representa uno de los eucariotas
mas primitivos en donde ha sido caracterizada una proteina H1 (Kasinsky et al. 2001). Los diferentes
grupos taxonomicos estan bien definidos en la topologia obtenida (fig. 37). A pesar de no existir alin
diferencias claras entre subtipos de plantas e invertebrados, si se observaron ejemplos de una mayor
semejanza interespecifica entre proteinas HI, como en los casos de la proteina H1-1 de Glyptotendipes
barbipes y G. salinus, la proteina Hle de Chironomus tentans y C. pallidivittatus, y las proteinas H1
inducidas por estrés en las especies de plantas Lycopersicon esculentum'y L. chilense.

La diferenciacion funcional de isoformas de H1 fue ya evidente en vertebrados, existiendo un origen
monofilético para todas las proteinas HI RD. En el caso de mamiferos, todas las proteinas H1 codificadas
por genes ortélogos se agruparon en la filogenia segun su tipo y no en funcion de la especie a la que

pertenecen, siendo una excepcion las histonas de pollo. El linaje H1.X de humanos es el primero en
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diferenciarse dentro del grupo de los vertebrados, seguido por el subtipo especifico de testiculos de
mamiferos (HIt). Este subtipo representa la histona con mayor tasa de evolucion y su sintesis parece
depender de factores diferentes o adicionales a los involucrados en una expresion RD o RI (Drabent,
Kardalinou, and Doenecke 1991). Se produce a continuacion la divergencia de proteinas H1 de anfibios,
diferenciandose finalmente los linajes HI somaticos de aves, peces y mamiferos. Como promedio, el
tiempo de divergencia entre genes paralogos de mamiferos (H1.1 a H1.5) se ha estimado como alrededor
de 390 + 90 millones de afios, siendo aproximadamente 406 + 80 millones de afios si se incluye Hlt en el

grupo (Ponte, Vidal-Taboada, and Suau 1998).
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Fig. 37.- Relaciones filogenéticas entre proteinas H1 de diferentes grupos eucariotas. Los niveles de confianza de las agrupaciones
definidas por la topologia se indican sobre los nodos internos correspondientes como BS (negrita) y CP (normal), basados en 1000
réplicas (mostrados los mayores de 50%). Los nimeros entre paréntesis al lado del nombre de las especies indican el subtipo de HI,
detallando en negrita el nimero de secuencias analizado en cada especie. Los genes de invertebrados caracterizados como
candidatos a poseer una expresion RI se destacan mediante asteriscos (*). La flecha situa el origen monofilético del grupo de genes
HI RI, donde se encuentran agrupadas las proteinas H1 de Mytilus. Los diferentes grupos taxonomicos, las isoformas de vertebrados
asi como los patrones de replicacion se indican en el margen derecho del arbol.
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La filogenia reveld un origen monofilético para los subtipos RI especificos de diferenciacion de
vertebrados (H1° y HS5). Sorprendentemente, las proteinas H1 de Mytilus caracterizadas en el presente
trabajo, asi como la proteina H13 de erizo de mar, se localizaron dentro de este grupo con unos niveles de
confianza estadistica muy elevados. Debido a la localizacion solitaria en el genoma de sus genes
codificantes asi como a su origen monofilético comun, este grupo de proteinas Rl fue denominado
“huérfano” por Schulze and Schulze (1995).
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Fig. 38.- Arbol filogenético neighbor-joining reconstruido a partir de las secuencias nucleotidicas codificantes para las proteinas H1
analizadas en la fig. 37. Los valores de BS y de CP, asi como los subtipos y numero de secuencias analizados, se indican del mismo
modo que en el arbol de proteinas H1. Los pseudogenes se refirieron en la filogenia como ¥, sefialando los genes HI de
invertebrados candidatos a poseer una expresion RI mediante asteriscos (*). Los genes H1 de Mytilus asi como los patrones de
expresion se indican en el margen derecho de la topologia.
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3.1.2. Evolucion a largo plazo de los genes H1

El arbol de genes HI fue reconstruido a partir de las 144 secuencias nucleotidicas codificantes para
las proteinas analizadas en el caso anterior, ademas de dos pseudogenes adicionales (146 en total),
generando la topologia mostrada en la fig. 38. Es importante indicar que la filogenia de referencia sera la
de proteinas, ya que muchas de las comparaciones intraespecificas e interespecificas entre genes H1 estan
proximas o han alcanzado la saturacion. A pesar de que H1 es la histona menos conservada, la mayor
parte de la divergencia nucleotidica es sinénima, tanto dentro como entre especies. No fue posible en este
caso definir claramente los grupos taxondmicos eucariotas, dado que los genes H1 de diferentes especies
se mezclan extensivamente en la topologia agrupandose unicamente segtin su tipo en el caso de la histona
HI1t de mamiferos y en el caso de las histonas HI° y H5 de vertebrados.

La presencia de proteinas H1 definidas en la filogenia segiin su funcion plantea un importante
interrogante respecto a la evolucion a largo plazo de esta familia, ya que en el caso de un proceso de
evolucion concertada no cabria esperar este tipo de agrupaciones. La presencia de genes H1 paralogos
proximos entre si en una posicion cromosomica concreta, tanto en humano como en raton, permitio
analizar si existe realmente un efecto importante de los procesos de recombinacion entre loci o de
conversion génica homogenizando los genes HI. Para analizar esta hipdtesis se estimo el numero
promedio de diferencias nucleotidicas totales por posicion (p) entre los genes paralogos H1.1, H1.2, H1.3,
H1.4 y HL.5, tanto en humano como en raton ademas de entre genes ortélogos de ambas especies. El
valor de p se encontré comprendido entre 0.208 + 0.014 y 0.332 + 0.018 y entre 0.136 + 0.013 y 0.309 +
0.018 sustituciones por posicion en humano y raton, respectivamente, con valores promedio de 0.266 +
0.017 y 0.223 + 0.015. Estas estimaciones fueron claramente mayores respecto a comparaciones entre
genes H1 ortdlogos en ambas especies, alcanzando un valor maximo en el caso del subtipo H1.1 (0.266 +
0.017), seguido por H1.3 (0.207 + 0.017), HI.5 (0.202 + 0.014), H1.2 (0.186 + 0.015) y H1.4 (0.139 +
0.013) (fig. 394). Se observo asi que a nivel nucleotidico, los genes H1 paralogos de raton agrupados en
el cromosoma 13 son mas similares a sus ortélogos humanos agrupados en el cromosoma 6, tal y como se

muestra en el arbol reflejado en la fig. 39B.
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Fig. 39.- Variacion nucleotidica entre genes H1 paralogos y ortologos en humano y raton. 4 Numero promedio de diferencias
nucleotidicas por posicion (p) entre los genes H1 paralogos de humano y los de raton (eje superior) y entre genes HI ortologos de
humano y raton (eje inferior). Los cinco subtipos somaticos RD de H1 se indican a través de su nimero (1 a 5), referidos a humano
(h) y raton (r). Los errores estandar se calcularon mediante bootstrap (1000 réplicas) y se indican sobre las barras correspondientes.
B Arbol neighbor-joining a partir de distancias entre genes H1 RD y RI de vertebrados, estimadas como la proporcion de posiciones
nucleotidicas diferentes entre pares de secuencias (p). La confianza de las agrupaciones definidas por la topologia se indica como en
casos anteriores. B, aves; H, humano: M, raton; R, rata; X, Xenopus. Los subtipos HI se indican en el margen derecho del arbol.
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Como en el caso de p, el nimero promedio de diferencias nucleotidicas sindnimas por posicion (py)
adquirio valores comprendidos entre 0.590 + 0.040 y 0.712 + 0.038 y entre 0.276 + 0.033 y 0.597 +
0.040, en comparaciones entre paralogos de humano y de raton (respectivamente). Estos valores no
difirieron significativamente de los obtenidos en comparaciones entre ortologos, donde la maxima
divergencia sinénima se alcanzo en el caso de H1.1 (0.687 + 0.038), seguido por H1.5 (0.639 + 0.038),
H1.3 (0.569 + 0.038), H1.2 (0.533 + 0.039) y H1.4 (0.435 + 0.039) (fig. 38). Comparando estos valores
con los de divergencia no sinénima, siempre se observo que los valores de pg fueron significativamente
mayores a los de py (P < 0.001, Z-test), siendo las diferencias sinonimas entre genes H1 muy elevadas y

aproximadamente de igual magnitud dentro de especies que entre especies (Tabla 16).

Tabla 16. Nimero promedio de diferencias nucleotidicas sinénimas (ps) y no sinénimas (py) por posicion y cociente
transiciones/transversiones (R) en genes H1 representativos de vertebrados, invertebrados, plantas y hongos"

ps (SE) Ly (SE) R Ps (SE) Ly (SE) R
VERTEBRADOS PLANTAS
Pollo 0.155(0.018) 0.041 (0.006) 120 Volvox cartei 0585 (0.035) 0319 (0026) 06**
Humano (genes1-5) 0557 (0.016) 0.120(0012) 1;2%* Arabidopsis (genes 1-3) 0545 (0.021) 0333(0018) 0.7¢»
Raton (genes1-5) 0472 (0.021) 0.129(0013) 1.0** Tabaco 0707 (0 043) 0432 (0027) 0.7**
Xenopus laevis (genesA-C) 0.209 (0.022 0087 (0.010) 1. 1% Lens culinaris 0183 (0010) 0000 (0 000) 40
Pollo/Pato 0302 (0028) 0047 (0.008) 1.3%* Tomate 0776 (0.044) 0.408 (0 021) 08**
Raton/Rata (gen 3) 0335 (0.027) 0.052 (0.009) [ fog Trigo 0213(0017) 0076 (0 007) Q.;5h¢
Mamiferos 0566 (0013) 0.165(0011) T.0%* Guisante 0392 (0.021) 0189 (0014) 0.9*»
Xenopus Bufo 0409 (0.035) 0164 (0.016) 1i0%e L.esculentum L.chilense 0476 (0037) 0.207 (0 026) 0.8**
INVERTEBRADOS V.carteri C.reinhardui 0501 (0 036) 0252 (0 024) 0.5
Chironomus tentans 0346 (0.021) 0095 (0010) 3 b HONGOS
Drosophila 0.355(0019) 0.135(0.012) 08** Hongos 0680 (0.025) 0440 (0 022) 06**
Glyptotendipes barbipes 0.453 (0.028) 0207 (0017) 0.8**
Mytilus galloprovincialis 0,627 (0.045) 0.155(0.023) 1.1 Subtipos RD 0643 (0010) 0.355(0031) 06**
S.purpuratus 0672 (0.020) 0402 (0.021) 0.6** Subtipos RI 0474 (0017) 0.135(0011) 1.2
C. elegans (genes 1-5) 0.409 (0.021) 0.187 (0.013) Lo%* HI°® 0427 (0.018) 0.076 (0 009) 1.3
C.thummi C tentans 0376 (0034) 0.117(0.010) 1 1** HS 0199 (0.022) 0.045 (0 009) 1.4**
D.melanogaster D.virilis 0644 (0022) 0238 (0.015) 08** HI “huérfanos” 0280 (0014) 0.086 (0 007) 08**
S.purpuratus L.pictus 0495 (0.036) 0.208 (0.022) 06** HIt 0352 (0021) 0142 (0013) 1.5%*

* ps > py en todas las comparaciones, los niveles de significacion del Z-test vienen indicados por * (P < 0.05) y ** (P < 0.001) SE indica el error estandar calculado mediante
bootstrap (1000 réplicas)

Del mismo modo, las comparaciones entre secuencias RD de diferentes reinos eucariotas mostraron
que los genes H1 de una misma especie no estan necesariamente mas proximos entre si que respecto a
genes H1 de otros reinos eucariotas (Tabla 17). Por ejemplo, la divergencia sinénima promedio observada
entre los genes paralogos H1.1 y H1.5 de humano (ps = 0.691 + 0.041) es aproximadamente equivalente a

la presente entre el subtipo H1.1 humano y los genes H1 de hongos (ps = 0.676 + 0.040).

Tabla 17. Ndmero de diferencias nucleotidicas siné6nimas por posicion (ps, diagonal inferior) y errores estindar (S.E.,
diagonal superior) entre diferentes genes H1 RD de vertebrados, invertebrados, plantas y hongos

H-1 H-5 R-3 R-5 X-C D Myt C-1 A-2 E
0.041 0.041 0042 0.041 0.036 0.040 0.038 0.039 0.040
0.037 0.038 0037 0.035 0.042 0036 0033 0.041
0.037 0.040 0.035 0.040 0.035 0.032 0.038
0.038 0.035 0.041 0.037 0.033 0.039
0.037 0.045 0.039 0.034 0.045
0.039 0.039 0035 0.040
0.043  0.040 0.040

H-1 =
H-5 | 0.691 -
R-3 | 0.715 0.617 -
R-5 | 0.646 0669 0474 -
X-C | 0.818 0.736 0.676 0.767 -
D 0.752 0.732  0.748 0.758 0.766 -
Myt | 0.804 0794 0.764 0865 0773 0.744 -
C-1 0.726 0.654 0.644 0.644 0.635 0.717 0.687 - 0.036  0.041
A-2 | 068 0771 0772 0.715 0.710 0.755 0.779 0.752 - 0.038
E 0.676 0.674 0.664 0.662 0.590 0.770 0.733 0.684 0.754 -

* Hi-1, H1 | humano, H-5, H1 5 humano, R-3, H13 raton; R-5, H1 5 raton, X-C, HIC Xenopus laevis, D, H1 Drosophila
melanogaster, Myt, H1 Mytilus galloprovincialis, C-1, H1.1 Caenorhabditis elegans, A-2, H1-2 Arabidopsis thaliana, E, H1
Emericella nidulans Los errores dar fueron calculad di bootstrap (1000 réplicas)

De otro modo, si la evolucion a largo plazo de la familia multigénica H1 esta realmente determinada
por un proceso recurrente de duplicacion y delecion génica, deberia observarse la presencia de
pseudogenes. Unicamente existen dos ejemplos claramente documentados en la bibliografia, referidos a
pseudogenes H1 en el anfibio Xenopus laevis (Turner et al. 1983). En este trabajo se realiz6 una bisqueda
extensiva de pseudogenes H1 en la base de datos GenBank asi como en bases de datos especificas de

genomas de pollo, humano, raton, rata, Drosophila, nematodo, erizo de mar, Arabidopsis, maiz, tomate y

73



CARACTERIZACION DE LOS GENES DE HISTONAS EN EL GENERO Mytilus Y EVOLUCION MOLECULAR DE LA FAMILIA MULTIGENICA H1

trigo, utilizando la aplicacion BLAST (Altschul et al. 1990). Unicamente fue posible definir pseudogenes
HI putativos en las especies Arabidopsis thaliana, Caenorhabditis elegans y Lycopersicon esculentum.
Al comparar la variabilidad entre pseudogenes de X. laevis y pseudogenes putativos respecto a la
determinada en genes funcionales en estas mismas especies (Tabla 18), se evidencié que los pseudogenes
putativos de C. elegans 'y L. esculentum parecen haber sufrido un proceso de inactivacion reciente, dada la
baja divergencia que presentan (fig. 38). Contrariamente, los pseudogenes de X. /aevis y el pseudogén
putativo de L. esculentum parecen ser mas antiguos, presentando divergencias significativas y ramas

mucho mas largas.

Tabla 18. Divergencias nucleotidicas entre pseudogenes y genes H1 funcionales expresadas como distancias p no corregidas®

Divergencia — distancia-p (S.E.)
Pseudogén Pseudogén vs. Funcional Promedio Funcional
Xenopus laevis (V.1) 0.798 (0.022) 0.309 (0.022)*
Xenopus laevis (¥.2) 0.723 (0.021) 0.309 (0.022)*
Caenorhabditis elegans 0.481 (0.016) 0.341 (0.013)
Arabidopsis thaliana 0.548 (0.018) 0.481 (0.017)
Lycopersicon esculentum 0.615 (0.016) 0.382 (0.018)*

* Nivel de significacion P < 0.001 en el Z-test para las comparaciones entre pseudogenes y genes
funcionales indicado mediante asterisco (*). Los errores estandar (S E ) fueron calculados mediante
hootstrap (1000 réplicas) y se reflejan entre paréntesis

3.2. Histonas H1 independientes de replicacion (RI) en vertebrados e invertebrados

La evolucion a largo plazo de los genes H1 RI ha sido también objeto de estudio en el presente
trabajo. Este grupo de genes se localiza de forma solitaria en el genoma, siendo poco probable que el
efecto de la recombinacion entre /oci o la conversion génica juegue un papel importante en su proceso
evolutivo. La caracterizacion de isoformas RI ha sido extensa en vertebrados (revisado por Doenecke et
al. 1994, Khochbin 2001), identificandose unicamente un gen candidato a representar una isoforma RI en
el caso de invertebrados, concretamente el gen H13 del erizo de mar Strongylocentrotus purpuratus
(Lieber et al. 1988).

En el presente trabajo se ha evidenciado el caracter RI de los genes HI “huérfanos™ analizados en el
género Mytilus. Estos resultados conllevan implicaciones evolutivas muy importantes. Los genes H1
“huérfanos” y RI identificados en el género Mytilus han sido analizados, junto con el gen H13 de erizo de
mar, respecto a su posible vinculacion con isoformas RI en vertebrados asi como en cuanto a su
mecanismo evolutivo. Los analisis se realizaron en este caso incluyendo todas las secuencias no
redundantes codificantes para genes H1 RI, tanto en vertebrados como en invertebrados, ademas de
secuencias H1 RD para llevar a cabo comparaciones. Se analizaron asi un total de 104 secuencias de H1
pertenecientes a 32 especies, incluyendo 18 genes H1 RI pertenecientes a 12 especies y 86 genes HI RD
pertenecientes a 26 especies (Tabla Suplementaria 2).

3.2.1. Evolucién de regiones promotoras en genes H1 Rl

Las regiones promotoras de genes H1 RI de invertebrados presentaron elementos controladores
vinculados a un patron de expresion RI, ademas de elementos propios de genes transcritos por la ARN
polimerasa II (fig. 404). Concretamente, se observé una region homologa al elemento UCE (Upstream
Conserved Element) tipico de genes H1° de vertebrados, ademas de una region homéloga al elemento H4-
Site-1I de regiones promotoras de genes H4 (Van Wijnen et al. 1992). Este ultimo elemento se denomina
H4 box y es tipico de regiones promotoras de genes Hl RI de vertebrados (H1° y HS5), en lugar del

elemento CAAT box (fig. 404). Estos elementos son claramente diferentes de los observados en histonas
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H1 RD, especificas de estadios del desarrollo y de tejido (fig. 40B), asi como de histonas del core (fig.
40C). Del mismo modo, las comparaciones entre las secuencias de regiones promotoras corroboran los
resultados observados a nivel molecular, sugiriendo que los genes H1 RI de invertebrados estan
intimamente relacionados con los de vertebrados, siendo de este modo también valido su origen evolutivo

“huérfano” (fig. 414).

He Hé-Site [1 TATA-Box
A vertebrados St
G/C-Box HS elemento UPE TATA-Box
1HS pollo
spl Spl
UCE HUAC-Box G/C-Box 1¢ TATA-Box Xela Xela
e———rn
H1° ratén (GTGTTAGT T GGe
HI° rata 556 T A
H1° humano ey
HI1°.1 Xenopus TCA
.2 Xeno, i TCG ..A.T]..G.A |
H1 Mytilus A2, 0. TC. TN, . 7. . crTC. I . ATCATITTTA. CA.AGAT. @
H18 erizo de mar |---oooooooooooooo—o T.AC.L...C.AG, k. .A.GTCTGTACGTC L ATAAAATAAN T A.==....T.CT.A.C.TC
B [ somatico___ e sm— — — L
o V-Box
THI division se— - — —
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Fig. 40.- Estructura de la region promotora proximal de histonas H1. 4 Estructura molecular de la region promotora de genes H1 RI
de vertebrados (H1° y H5), comparada con la de invertebrados (H1 “huérfanos™ de Mytilus y H18 de erizo de mar). B Organizacion
de las regiones promotoras en genes H1 RD, asi como en genes H1 especificos de estadio de desarrollo y de tejido. €' Estructura
molecular de regiones promotoras de histonas del core en el género Myrilus. Los elementos reguladores estan representados por
recuadros negros, mostrando mediante recuadros blancos las regiones alineadas.

Para analizar mas detalladamente la evolucion de las regiones promotoras de genes Rl se definieron
tres linajes: genes H1° (humano, raton, rata, Xenopus), genes HS (pollo y pato), y genes H1 “huérfanos™
de invertebrados (Mytilus y erizo de mar). La estimacion de los patrones de sustitucion nucleotidica se
estimé de modo independiente a lo largo de la evolucion de cada uno de estos tres linajes de genes (fig.
41B). Tanto en el linaje H5 (96:80) como en el H1 “huérfano™ (48:34), se observé una mayor frecuencia
de transiciones respecto a las transversiones. Los cambios entre diferentes bases no estin compensados,
indicando un estado de desequilibrio en regiones promotoras. Las transiciones de T a C resultaron mas
frecuentes que las reversas en los todos los casos (32:15 en H1 “huérfano”, 12:3 en HI1°, 15:9 en H5),
mientras que las transiciones de A a G resultaron mas frecuentes que las reversas sélo en los dos linajes
de vertebrados (22:15 en H1° y 16:8 en H5). Finalmente, los cambios hacia G o C sucedieron con mas
frecuencia que los dirigidos hacia A o T en todos los casos (87:51 en HI “huérfano™, 77:41 en H1°, 51:31
en H5).

3.2.2. Evolucion de regiones codificantes en genes H1 Rl

Las isoformas RI de vertebrados muestran menor longitud en comparacion con las proteinas RD.
Esta diferencia también se observo en proteinas H1 “huérfanas™ de invertebrados, cuyas estructuras
primarias poseen longitudes comprendidas entre 185 (H13 erizo de mar) y 191 (HI Mytilus) residuos.
Estas longitudes son similares a las de las proteinas H1° y HS, y menores respecto a los subtipos
somaticos (las proteinas HIB y Hly de erizo de mar poseen 211 y 217 residuos, respectivamente). No se
detectaron tampoco diferencias significativas respecto a la composicion aminoacidica entre proteinas H1
RI de vertebrados e invertebrados, salvo en los casos de Ala (22.32% en invertebrados, 16.64% en

vertebrados) y Ser (6.38% en invertebrados, 11.02% en vertebrados).
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Fig. 41.- A Comparacion entre consensos de regiones promotoras de genes H1 RD y RI en vertebrados e invertebrados. La region
promotora de H4 se indica como referencia para la presencia del elemento H4 box en las isoformas RI. El asterisco (*) indica gen
HI1 temprano. El patron de ramas en el margen izquierdo del alineamiento representa las relaciones filogenéticas entre los
organismos segun el analisis de sus proteinas HI. B Patron de sustituciones nucleotidicas en las regiones promotoras de los tres
linajes de histonas H1 RI.

Las comparaciones entre secuencias codificantes para genes HIl “huérfanos™ de invertebrados y
genes HI RI de vertebrados también reflejaron homologias significativas (fig. 42, 434). En el caso de la
variacion aminoacidica, se observaron menores magnitudes en el caso del core de la proteina H1 (p =
0.271 + 0.031 sustituciones por posicion), seguido por los dominios N- y C-terminales (p = 0.422 + 0.048
y p = 0.426 + 0.026, respectivamente). Esta asimetria desaparecio al examinar la variacion nucleotidica,
existiendo casi la misma variacion en el domino central (p = 0.316 + 0.020) que en los segmentos N-
terminal (p = 0.386 + 0.033) y C-terminal (p = 0.375 + 0.014). El caracter de esta divergencia fue
esencialmente sindénimo (ps > py; P < 0.001, Z-test), mostrando valores de py similares para cada uno de
los tres dominios proteicos (ps = 0.684 + 0.027 en region N-terminal, ps = 0.644 + 0.023 en region

central, py = 0.627 + 0.022 en la region C-terminal).
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Fig. 42.- Comparacion entre regiones codificantes para el core central de la proteina H1 en isoformas RD y RI de diferentes grupos
taxonomicos. Los asteriscos (*) indican coincidencia perfecta entre residuos, los dobles puntos (:) indican cambios altamente
conservativos y los puntos (-) indican cambios poco conservativos
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La fig. 43B muestra que, en regiones codificantes, las transiciones fueron mas frecuentes a lo largo
de la evolucion de los linajes RI de vertebrados (140:93 en H1° 43:29 en HS5), que en el linaje HI
“huérfano” de invertebrados (125:142), siendo las transiciones de C a T siempre mas frecuentes que las
reversas (21:19 en H1 “huérfano”, 43:20 en H1°, 12:4 en HS). Por el contrario, las transiciones de A a G
unicamente superaron a las reversas en el caso de genes H1 “huérfanos™ de invertebrados y genes H5
(48:37 y 15:12, respectivamente), en contraste con el caso de H1° (24:53), donde el nimero de cambios

hacia A o T fue mayor respecto al observado hacia G o C (150:83).
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Fig. 43.- A Analisis del core central de histonas H1 RI incluyendo el dominio w inged-helix (Ramakrishnan et al. 1993). B Patron de
sustituciones nucleotidicas en regiones codificantes de histonas H1 RI, calculado del mismo modo que en el caso de las regiones
promotoras. C Arbol filogenético neighbor-joining a partir de secuencias aminoacidicas correspondientes al core central de la
histona H1 en diferentes grupos eucariotas. Los numeros en las ramas internas indican la fiabilidad de las agrupaciones como BS y
CP del mismo modo que en casos anteriores. Los origenes monofiléticos de los grupos de histonas H1 RI (R), y las histonas Hl RD
de plantas (P), invertebrados (I) y vertebrados (V) se indican mediante circulos negros en los nodos correspondientes. D Filogenia
de los genes codificantes para las proteinas analizadas en el caso anterior. indicando del mismo modo los origenes monofiléticos de
los distintos grupos de histonas H1.

Las filogenias reconstruidas a partir de secuencias aminoacidicas (fig. 43C) y nucleotidicas (fig.
43D) codificantes para el core central conservado de la proteina H1 revelaron un patrén de agrupacion
segun el tipo de las histonas RI, indicando la presencia de un patron evolutivo a largo plazo dictado por
constricciones funcionales. Ambas topologias sitian a las histonas H1 de Mytilus dentro del grupo
monofilético de las histonas H1 RI de vertebrados. La fiabilidad de este grupo en el arbol esta contrastada
estadisticamente, mostrandose claramente divergente respecto a los subtipos somaticos.

3.2.3. Evolucidn a largo plazo de genes H1 RI

Las comparaciones entre secuencias de genes RI dentro de linajes se reveld la presencia de bajos
niveles de divergencia sinonima entre genes H5 (ps = 0.186 + 0.022), siendo de otro modo elevada dentro
de los linajes HI° y H1 “huérfano” (ps = 0.387 = 0.017 y pg = 0.385 + 0.017, respectivamente). A
excepcion de HS5, estos valores no difirieron significativamente respecto a los obtenidos en
comparaciones entre linajes RI, donde la divergencia sinénima entre H1° y H1 “huérfanos™, asi como
entre H5 y HI “huérfanos” se estimé como aproximadamente 0.395 + 0.041 y 0.477 + 0.045 sustituciones
por posicion, respectivamente (Tabla 19). La magnitud de pg resulté de nuevo significativamente mayor

que py en todas las comparaciones (P < 0.001, Z-test).
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Tabla 19. Nimero promedio de diferencias nucleotidicas sinbnimas (ps) y no sinénimas (py) por posicién y cociente
transiciones/transversiones (R) en genes H1 RD y RI*

DENTRO DE SUBTIPOS ENTRE SUBTIPOS
ps(S.E.) py(S.E.) R ps (S.E.) py(S.E.) R

SUBTIPOS RI SUBTIPOS RI
H1° Vertebrados 0.387 (0.017) 0.069 (0.008) 1.4** [ HI/H5 0.253(0.032) 0.151 (0.021) 1.2**
H1° Mamiferos 0.103 (0.013) 0.014 (0.004) 2.2** [ HI°/Hlinv 0.395 (0.041) 0.260 (0.030) 0.7**
HI1° Xenopus 0.149 (0.027) 0.036 (0.008) 1.6** [ H5/Hlinv 0.477 (0.045) 0.341(0.030) 0.7**
HS5 Pollo 0.186 (0.022) 0.045 (0.008) 1.4**
H1 Invertebrados (Hlinv) 0.385(0.017) 0.125(0.010) 0.8** | VERTEBRADOS
SUBTIPOS RD Humano HI/H1° 0.603 (0.040) 0.220(0.029) 0.9**
HI Humano (genes 1-5)  0.557 (0.016) 0.120(0.012) 1.2** | Raton HI/H1° 0.532(0.039) 0.296 (0.031) 0.7**
H1 Raton (genes1-5) 0.472 (0.021) 0.129(0.013) 1.0** | Xenopus HI/HI° 0.455 (0.041) 0.456 (0.028) 0.6
H1 Xenopus (genes A-C)  0.309 (0.022) 0.087 (0.010) 1.2** | Pollo HI/H5 0.392 (0.034) 0.257 (0.026) 0.6*
HI1 Pollo 0.155(0.018) 0.041 (0.006) 0.7** | INVERTEBRADOS
H1 Invertebrados 0.508 (0.018) 0.283 (0.016) 1.1** | HI/Hlinv 0.426 (0.013) 0.207 (0.011) 0.7**

* ps > py en todas las comparaciones excepto en Xenopus H1 vs. H1°, los niveles de significacion del Z-test vienen indicados por * (P < 0.05) y ** (P < 0001) SE indica el
error estandar calculado mediante bootstrap (1000 réplicas)

Tanto en el caso de vertebrados como en el de invertebrados, los genes RI de un grupo taxonémico
concreto no se estan mas relacionados con sus formas RD que respecto a genes RD de otros grupos
taxonomicos diferentes, tal y como se observé en comparaciones entre genes Hl Rl y RD (Tabla 19, fig.
44). La situacion extrema se detecto en el caso de genes H1° de mamiferos, mas proximos a los subtipos

RD de aves, de Xenopus y de invertebrados que a los propios subtipos RD de mamiferos.

ps 08T MA 1 Mix
M 1
o7t M WX, o N Xy y
06 Arh" Fig. 44.- Namero promedio de sustituciones sinonimas por
' posicion (ps) entre histonas Hl RD y RI, calculado
05t mediante el método modificado de Nei y Gojobori (Zhang,

Rosenberg, and Nei 1998), siendo ps > py en todas las
comparaciones (P < 0.001, Z-test). Las especies se indican
03 al lado de los subtipos RI como: humano, h; raton, m; rata,
r; pollo, p; pato, d; Xenopus, x; Mytilus, my; erizo de mar,

04

i | e. En el caso de los subtipos RD: mamiferos, M; aves, A;
014 Xenopus, X, invertebrados, I. Las barras representan los

! . . i | | errores estandar de !as estimaciones, calculados mediante
o HI"w | Hi'm | Hi'r | HSp | H5d | Hl'x | Himy | Hilde bootstrap (1000 réplicas).

Tabla 20. Nimero de diferencias nucleotidicas sin6nimas por posicién (ps, diagonal inferior) y errores estindar (S.E.,
diagonal superior) entre genes H1 RD y RI de vertebrados e invertebrados®

INDEPENDIENTES DE REPLICACION DEPENDIENTES DE REPLICACION

Hih  HI'm HIr_ HIx_ HSp Himy Hise JHI.Ih HIIm HI3r HICx Hlp _ Hipe
HIh 0039 0037 0045 0041 0043 0043 J0043 0040 0041 0038 0041 004l
Hi’m | 0285 0043 0043 0042 004500044 0042 0041 0041 0040 0042
HIr | 0251 0077 0044 0043 0042 00420044 0042 0040 0041 0040 0042
HIx | 0801 0863 0832 0041 0047 004500042 0042 0042 0044 0040 0043
HSp |0522 0548 0520 0766 0039 00390043 0043 0041 0043 0039 0038
Hlmy 0788 0817 0824 0765 0785 0.043 § 0.041 0.039 0041 0044 0042 0045
H1de 0801 0801 0784 0805 0736 0757 0042 0040 0037 0042 0039 0041
Hilh | 0663 0642 0650 0748 0763 0804 0640 0040 0039 0040 0040 0039
Hilm | 0750 0719 0709 0694 0639 0778 0768 0714 0042 0038 0039 0038
Hi3r [0630 0706 0681 0769 0691 0742 0730 0734 0640 0042 0038 0040
HICx | 0673 0669 0690 0728 0689 0773 0726 0818 0718 0744 0038 0042
Hip [0540 0537 0523 0770 0556 0789 0758 0717 0588 0608 0640 0036
Hipe [0552 0626 0590 0750 0549 0704 0650 0677 0699 0659 0659 0565

* Genes RI' H1°h, humano H1°, H1°m, raton H1°, H1°r, rata H1°, H1°, Xenopus H1°, HSp, pollo HS; Hlmy- Mytilus H1
“huérfano”; H1de, erizo de mar H13. Genes RD: H1.1h, humano H1.1; H1.1m, raton H1 1; H1 3r, rata H1.3, H1Cx,
Xenopus HIC; Hlp, pollo HI; H1pe- erizo de mar HIB. Los errores estandar fueron calculados medi bootstrap (1000
réplicas)

La fig. 44 también evidencio que las isoformas RI no estan mas relacionadas dentro de linajes que
entre diferentes linajes, o entre subtipos Rl y RD. Es ilustrativo el caso de la divergencia entre linajes H1°
(RI) de rata y Xenopus (ps = 0.832 + 0.044), mayor que la observada entre el linaje HI° de rata y
cualquier otro subtipo RD de vertebrados (Tabla 20). Adicionalmente, la divergencia sinonima promedio

entre genes H1° y HI.1 de humanos es de aproximadamente 0.666 + 0.043 sustituciones por posicion,
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mayor que la observada entre el linaje H1° humano y el gen H1f3 (RD) de erizo de mar (Tabla 20). Estos
resultados sugieren que divergencia entre variantes Rl y RD, tanto en vertebrados como en invertebrados,
se produce de forma extensiva a través de sustituciones sinénimas, independientemente de la isoforma de

la que se trate o de la especie a la cual pertenezca.
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V. DISCUSION

1. UNIDAD REPETITIVA DE LAS HISTONAS EN M. galloprovincialis

Este trabajo representa la primera descripcion de una unidad repetitiva incluyendo genes HI junto a
genes de histonas del core en un molusco bivalvo, concretamente en la especie M. galloprovincialis. Esta
unidad consta de una copia de cada una de los cinco genes de histonas organizados de modo H4-H2B-
H2A-H3-H1, donde todos los genes salvo H2B estan codificados por la misma cadena de ADN (fig. 11).
Las secuenciacion del ADN en los extremos de la unidad mostro la presencia de unidades adyacentes,
evidenciando de la presencia de los genes de histonas organizados en unidades repetitivas. Desde un
punto de vista evolutivo, esta organizacion en quintetos puede considerarse como un rasgo ancestral
(Hentschel and Birnstiel 1981), a partir de la cual habrian derivado los cuartetos de histonas del core.
Atendiendo a estas observaciones, definimos la unidad de histonas caracterizada en M. galloprovincialis
como la unidad repetitiva principal en el genoma.

1.1. Organizacién de los genes en la unidad

Los resultados referentes a la organizacion y polaridad de los genes en la unidad, asi como la
localizacion cromosomica, sugieren la presencia de quintetos de genes de histonas formando unidades
repetitivas agrupadas en dos /oci situados en dos pares cromosomicos. Se observé también la presencia de
genes H1 solitarios en el genoma, organizados de forma repetitiva (Drabent et al. 1999), agrupados en un
locus adicional localizado en un par cromosomico diferente a los dos pares que contienen las unidades
repetitivas. La unidad repetitiva de M. galloprovincialis posee una longitud de aproximadamente 8 Kb y
corresponde a un unico fragmento en amplificaciones mediante PCR, lo cual sugiere la presencia de un
solo tipo de unidad en cuanto a su longitud. Estos resultados contrastan con los obtenidos previamente por
Albig et al. (2003) en el caso de M. edulis, donde se identificaron dos tipos de unidades y en ninguna se
detecto la presencia de genes H1.

La organizacion y polaridad de los genes de histonas en las unidades repetitivas muestra una gran
variabilidad a lo largo de la escala evolutiva, incluso entre especies cercanas entre si. La ausencia de
genes Hl es una caracteristica relativamente comun en las unidades de repeticion de muchos
invertebrados, encontrandose estos genes organizados de manera independiente respecto a las histonas del
core, tal y como es el caso de M. edulis (Drabent et al. 1999). En el caso de M. galloprovincialis, los
resultados muestran la presencia de al menos un niimero adicional de genes H1 organizados en unidades
repetitivas junto a histonas del core, aunque parece probable la existencia de un tercer tipo de
organizacion representada por genes de histonas del core (sin H1) organizados en unidades repetitivas
(Albig et al. 2003). Los analisis de las secuencias de los genes de histonas en la unidad revelaron la
ausencia de caracteristicas especificas de subtipo a excepcion del gen H4, donde se observo la presencia
de una alanina en posicion 74, tipica de isoformas especificas de etapas concretas del desarrollo (Drabent
et al. 1995). Tampoco se detectaron caracteristicas tipicas de histonas de vertebrados exceptuando la
region promotora de H1, aunque el elevado cociente de lisinas:argininas observado (58:2) es tipico de
subtipos somaticos (del Gaudio et al. 1998).

En ningun caso se detectaron las secuencias tipicas 5'-GATCC-3" y 5'-CCTAATTTGCATATG-3"

(Maxson et al. 1983a). Los genes de histonas analizados también carecen de la secuencia corta 5'-

83



CARACTERIZACION DE LOS GENES DE HISTONAS EN EL GENERO Mytilus Y EVOLUCION MOLECULAR DE LA FAMILIA MULTIGENICA H1

CCCTCT';-3", presente aguas arriba de las posiciones CAP en genes de histonas de Drosophila, asi
como de la secuencia S-ATTTGCAT-3" implicada en la expresion RD del gen H2B (Sturm, Dalton and
Wells 1988). El elemento CAAT box se observé en regiones promotoras de genes de histonas del core, en
dos ocasiones en el caso de H3, una caracteristica tipica de genes de histonas en vertebrados (Connor et
al. 1984). Adicionalmente, la region promotora de H1 mostré elementos tipicos como el H1 box-like y el
elemento H4 box. Este Gltimo ocupa el lugar del elemento CAAT box de variantes somaticas, siendo
tipico en genes H4 y en variantes H1 “huérfanas™ (Peretti and Khochbin 1997). La unica secuencia
enhancer se identificé en la region promotora de H4, perfectamente coincidente con el consenso de esta
secuencia (5'-TGATATATG-3') en histonas (Connor et al. 1984). La elevada homologia detectada entre
regiones promotoras proximales ademas de entre los primeros residuos proteicos de las histonas H2A y
H4 apoya la hipétesis de un origen evolutivo comun para ambas, propuesta por Slerasev et al. (1998).

1.2. Rasgos caracteristicos de la unidad

La primera peculiaridad observada en la unidad de M. galloprovincialis se refiere a la presencia de
genes de ARNr 5S. Asociaciones de este tipo han sido previamente descritas en el caso de otros
invertebrados como los crustaceos Artemia salina (Drouin and Moniz de Sa 1995) y Asellus aquaticus
(Barzotti et al. 2000). Los genes de ARNr 5S se transcriben mediante una ARN polimerasa (tipo I1I)
diferente a la involucrada en la transcripcion de genes de histonas (tipo II), siendo asi poco probable que
la asociacion entre ambos tipos de genes venga dictada por su co-transcripcion. En este aspecto, los
elementos controladores de la transcripcion de genes de ARNr 5S residen en su propia region codificante,
siendo por tanto funcionalmente autéonomos. Si bien no se ha dado una explicacion definitiva a esta
asociacion, se ha barajado la hipdtesis de una invasion de las unidades por parte de genes 5S, mediante
eventos de transposicion y sin representar ningun tipo de ventaja selectiva (Drouin and Moniz de Sa
1995).

El segundo rasgo caracteristico se refiere a la presencia simultanea de dos tipos de sefiales de
terminacion de la transcripcion en regiones 3° UTR de todos los genes de histonas en la unidad. Esta
dualidad sdlo se ha observado en ciertas histonas de reemplazamiento de vertebrados, mostrando una
sefial tallo-bucle convencional (Birnstiel, Busslinger, and Strub 1985) y un elemento rico en purinas,
seguidos a continuacion por una sefial de poli(A). Las sefales tallo-bucle estan asociadas a un patron de
expresion RD circunscrito a la fase S del ciclo celular (Hentschel and Birnstiel 1981), mientras que las
sefiales de poliadenilacion estan involucradas en un patron de expresion RI, a niveles basales pero
continuamente a lo largo del ciclo celular (Marzluff 1992). La presencia simultanea de ambos tipos de
sefiales se observo también en el caso de genes de histonas de invertebrados como los insectos
Chironomus thummi (Hankeln and Schmidt 1991) y Drosophila melanogaster (Akhmanova et al. 1997),
el anélido Chaetopterus variopedatus (del Gaudio et al. 1998) y el crustaceo Asellus aquaticus (Barzotti
et al. 2000). Desde el punto de vista evolutivo, una posible explicacién a este fendmeno involucraria el
reemplazamiento progresivo de una de las sefiales por la otra, que seria mas eficiente y especifica
controlando la maduracion de los ARNm de histonas en etapas o tejidos concretos (del Gaudio et al.
1998). Es importante sefialar que la funcionalidad de estas sefiales de poli(A) debe ser analizada

detalladamente en los organismos invertebrados citados anteriormente, ya que su presencia ha sido
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descrita a partir de secuencias de ADN y su funcionalidad no ha sido verificada mediante analisis de
expresion en muchos de los casos.

1.3. Expresion de las histonas de M. galloprovincialis

Los genes de histonas pueden ser clasificados en dos grupos segiin sus patrones de expresion y su
localizacion en el genoma: genes dependientes de replicacion (RD), organizados en clusters y expresados
muy activamente durante la fase S del ciclo celular y genes independientes de replicacion (RI), situados
de forma solitaria en el genoma y expresados a niveles basales continuos a lo largo del ciclo celular. La
mayor parte de los genes de histonas son RD y unicamente algunas variantes de reemplazamiento han
adquirido un patrén RI (Isenberg 1979; Maxson, Cohn, and Kedes 1983; Doenecke et al. 1997). Estas
variantes RI han sido exhaustivamente caracterizadas en el caso de vertebrados, especialmente en el caso
de la familia H1 (Doenecke et al. 1994, Khochbin 2001). Aunque la presencia de histonas RI también ha
sido documentada en invertebrados como erizos de mar (Lieber et al. 1988), insectos (Hankeln and
Schmidt 1993), anélidos (del Gaudio et al. 1998) y crustaceos (Barzotti et al. 2000), ésta se ha apoyado en
la presencia de sefiales putativas de poliadenilacion. Exceptuando el caso del gen H16 en el erizo de mar
Strongylocentrotus purpuratus (Lieber et al. 1988), la funcionalidad de estas sefales, y por tanto el
caracter Rl de estos genes, no ha sido todavia evidenciado a través de analisis de expresion.

Los resultados revelaron la presencia de al menos una fraccion de genes de histonas expresados
mediante transcritos poliadenilados en M. galloprovincialis, incluyendo genes de histonas H1 y de
histonas del core (fig. 20, 21). Estas observaciones, ademas de representar la segunda descripcion de
genes H1 RI (junto al gen H13 de erizo de mar) y la primera de genes de histonas del core RI en
invertebrados, poseen una importancia critica para analizar la historia evolutiva de la familia de las
histonas no solo en el género Mytilus, sino a lo largo de toda la escala evolutiva.

1.4. Numero de copias y localizacion cromosémica de los genes de histonas

Las estimaciones realizadas indicaron la presencia de alrededor de 100 reiteraciones del gen H1 por
genoma haploide y como promedio en las cinco especies analizadas. En el caso de los genes de histonas
del core se observé un numero de copias mayor, alcanzando promedios de 212 y 201 repeticiones de cada
uno de los genes H2A, H2B y H3, H4, respectivamente (fig. 22). Estos resultados coinciden con los
descritos para genes de histonas en M. edulis (Drabent et al. 1999; Albig et al. 2003), y se ajustan a la
proporcion estequiométrica 2:1 esperada entre histonas del core e histonas H1. Respecto a la localizacion
cromosomica, las unidades formadas por quintetos de histonas se localizan en dos /oci situados en dos
pares cromosomicos, apoyando y completando los estudios llevados a cabo en la especie M. edulis (Albig
et al. 2003). De forma adicional, un tercer /ocus en otro par cromosomico diferente agruparia unicamente
histonas H1 (fig. 23).

Se ha evidenciado que una fraccion importante de los genes de histonas se localiza proxima a
regiones cromosémicas heterocromaticas en M. galloprovincialis. Esta situacion puede tener
consecuencias criticas a dos niveles. En primer lugar, los genes cercanos a regiones heterocromaticas
poseen una actividad generalmente menor respecto a sus homologos eucromaticos, requiriendo un mayor
numero de copias para equiparar los niveles de expresion estos Gltimos. Este comportamiento ha sido
descrito en el caso de histonas de Drosophila cercanos a heterocromatina centromérica (Fitch,

Strausbaugh, and Barrett 1990). En segundo lugar, esta localizacion resultara en una disminucion del
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sesgo en el uso de tripletes, tal y como predicen los modelos de hitchhiking y background selection en
regiones con bajas tasas de recombinacion, como consecuencia de la fijacion de mutaciones ligeramente
deletéreas (Kaplan, Hudson, and Langley 1989; Charlesworth, Morgan, and Charlesworth 1993). La
presencia de sesgos bajos también se observo en genes de histonas en Drosophila melanogaster cercanos
al centromero del cromosoma 2 (Fitch and Strausbaugh 1993), asi como en el caso de otros genes con
expresion muy activa y localizados cerca de los telomeros en esta especie (Munté, Aguadé, and Segarra
2001).

En el caso de M. galloprovincialis, asi como en el de las cuatro especies adicionales estudiadas en
este género, el nimero de copias de genes de histonas resulté coherente con las proporciones
estequiométricas esperadas y los valores del sesgo resultaron ser relativamente elevados, tal y como
cabria esperar en el caso de genes expresados activamente y sujetos a fuertes constricciones funcionales.
De este modo, y al menos en el caso de los genes de histonas de M. galloprovincialis, la proximidad de
estos /oci a regiones heterocromaticas parece no ser suficiente como para observar un efecto significativo
sobre el niimero de copias ni sobre el sesgo en el uso de tripletes en estos genes. De todos modos, es
importante seflalar que los cromosomas de Mytilus muestran bloques heterocromaticos relativamente
cortos en centromeros y telomeros, en comparacion con la mayoria de cromosomas de invertebrados

(Martinez-Lage, Gonzalez-Tizén, and Méndez 1994).

2. HISTONAS EN EL GENERO Mytilus

Ademas de los elementos reguladores tipicos de genes de histonas, las regiones promotoras de genes
H1 en el género Mytilus poseen elementos involucrados en la regulacion de una expresion de tipo RI.
Entre otros motivos, se observa una region similar a la secuencia promotora del gen de la histona H4
(elemento H4 box) localizada entre el elemento H1 box-like (Dalton and Wells 1988) y la caja TATA. El
analisis de regiones codificantes evidencio polimorfismos de longitud en el caso de las proteinas HI,
debido a indels en la region C-terminal proteica. Respecto a las regiones 3" UTR los analisis evidencian la
presencia simultanea de estructuras tallo-bucle, relacionadas con la transcripcion RD en fase S, y sefiales
de poliadenilacidn, relacionadas con una expresion Rl a lo largo del ciclo celular (Marzluff 1992).

Las proteinas histonicas estan altamente conservadas, siendo H1 la mas variable seguida por H2B,
H3, H4 y H2A. Discriminando entre dominios funcionales, el segmento central de histonas del core es el
mas divergente en H2A y H2B, mientras que en H1, H3 y H4, los mayores niveles de divergencia se
concentran en dominios terminales. Tal y como cabe esperar en genes de histonas, los patrones de
variabilidad a nivel proteico se relacionan inversamente con los observados a nivel nucleotidico, siendo
en este caso mas variable la region codificante para la histona H4, seguida por H3, H1, H2B y H2A (fig.
24-27). En genes H1 el dominio central resulté ser el mas conservado, mientras que este dominio agrupa
la mayor variacion en el caso de histonas del core. Estas diferencias podrian explicarse mediante la
presencia constricciones especificas y diferentes entre histonas /inker e histonas del core, asi como sobre
cada uno de sus dominios proteicos. Por ejemplo, la estructura terciaria de la region central de HI
(Ramakrishnan et al. 1993), asi como su importancia en la formacion del cromatosoma, representan
importantes constricciones funcionales preservando su estructura. En histonas del core, los dominios N-

terminales participan en la regulacion de la expresion génica mediante interacciones con factores de
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transcripcion (Wolffe, Khochbin, and Dimitrov 1997). Seria logico que la ausencia de variacion en estos
segmentos responda a su importante papel en estos procesos (Ponte, Vidal-Taboada, and Suau 1998).

La variacion nucleotidica en todos los genes de histonas analizados es esencialmente sinonima,
revelando la presencia de constricciones funcionales y evidenciando la accion de una fuerte seleccion
purificadora (fig. 28-33). Auque la variacion de las histonas no resulta util a la hora de estudiar las
relaciones entre especies tan cercanas como las analizadas en este trabajo, parece evidente que tanto la
especie M. californianus como M. chilensis divergen claramente respecto al grupo formado por M. edulis,
M. galloprovincialis y M. trossulus. Esta diferenciacion también ha sido confirmada a través de analisis
basados en aspectos citogenéticos y moleculares de estas especies (Martinez-Lage et al. 1994).

Con el objetivo de analizar en un marco evolutivo comun los genes de histonas de Mytilus, se
reconstruy6 una Unica filogenia basada en las diferencias sindnimas presentes entre todos los genes
caracterizados. La topologia mostrada en la fig. 34 pone de manifiesto un origen monofilético para cada
uno los cinco genes, observando que H2A y H4 comparten el ancestro comun mas cercano, apoyando la
hipétesis de un posible origen comin, tal y como se sugiri6 a partir de los analisis de regiones promotoras
asi como por estudios de Slerasev et al. (1998). Los genes H1 de unidades repetitivas se localizan en una
rama diferente respecto a los genes HI restantes, aunque con un origen comun. Estos resultados apoyan
analisis previos de Drabent et al. (1999) en M. edulis, identificando unidades de repeticion compuestas
unicamente por genes HIl y con caracteristicas RI. Estos genes independientes se denominaron
“huérfanos™ atendiendo a un posible origen evolutivo basado en una exclusion fisica de las unidades
repetitivas principales. Consecuentemente, estarian también excluidos del proceso homogenizador
resultante de su evolucion concertada (Schulze and Schulze 1995). Aunque el caracter “huérfano™ parece
ser comun a todos los genes H1 caracterizados en este trabajo, exceptuando los genes HI presentes en
unidades repetitivas, el estatus evolutivo de estos genes sera tratado mas exhaustivamente en la parte final
de esta Discusion.

A partir de los patrones de sustitucion nucleotidica estimados se intuye una homogeneidad a lo largo
de la evolucion de genes de histonas en Mytilus (fig. 35). Es probable que estos patrones estén
involucrados en el mantenimiento de una estructura concreta en elementos reguladores de la expresion
génica, asi como en la estructura proteica de las histonicas. En el caso de regiones promotoras y 3’
terminales no codificantes existe un desequilibrio, observando cambios con una marcada tendencia hacia
bases G o C en la region promotora de genes H1. El aumento de la complejidad en segmentos promotores
de HI viene determinado por la presencia de elementos reguladores adicionales, involucrados en patrones
de expresion RI. Parece probable que los cambios dirigidos hacia bases G o C detectados en estas
regiones se encuentren vinculados al mantenimiento de la funcionalidad de elementos UCE, G/C box y
H4 box, compuestos mayoritariamente por estos nucledtidos. Dado que la demanda de proteinas
histénicas es maxima en una etapa muy concreta del ciclo celular, no es sorprendente la presencia de
fuertes constricciones selectivas actuando sobre sus regiones promotoras, tal y como se ha puesto de
manifiesto en la familia H3 en Drosophila melanogaster (Matsuo 2000).

Aunque observando el elevado contenido de residuos basicos en proteinas histonicas cabria esperar
lo contrario, el sesgo en las sustituciones dirigidas hacia bases G o C es también es patente en regiones

codificantes, traduciéndose este efecto en un elevado sesgo en el uso de tripletes. Por ejemplo, la relacion
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entre el contenido de nucledtidos G/C en terceras posiciones de tripletes y el sesgo es significativa en el
caso de H2B, observandose los menores valores promedio de sesgo a la vez que la menor tendencia hacia

bases G o C en los patrones de sustitucion.

3. MODOS DE EVOLUCION EN LA FAMILIA H1

Aunque la evolucion de las cinco familias multigénicas de histonas eucariotas ha sido descrita
mediante un proceso de evolucion concertada desde hace casi 30 afios (Kedes 1979; Hentschel and
Birnstiel 1981; Ohta 1983; Schienman, Lozovskaya and Strausbaugh 1998; Liao 1999), dos estudios
recientes han minimizado el papel de la recombinacion entre /oci o la conversion génica en la evolucion a
largo plazo de las familias H3 y H4 (Rooney, Piontkivska, and Nei 2002; Piontkivska, Rooney, and Nei
2002).

3.1. Escenario evolutivo de los genes H1 dependientes de replicacion

La familia multigénica H1 codifica la mayor variedad de isoformas entre todos los genes de histonas,
incluyendo genes HI RD y RI. En el genoma humano, los genes codificantes para los subtipos H1.1 a
H1.5, ademas de HIt, estan localizados en clusters junto a las histonas del core en los cromosomas 6
(cluster principal) y 3 (cluster menor) (Albig et al. 1997). En ratén, el cluster principal se localiza en el
cromosoma 13, mientras que el clister secundario lo hace en el cromosoma 3 (Wang et al. 1997).
Asumiendo un proceso de evolucion concertada, estos genes paralogos estarian sujetos a un proceso de
homogenizacion extensiva (DeBry and Marzluff 1994). Las topologias de los arboles filogenéticos de
proteinas y genes HI (fig. 37, 39B) revelan una mezcla extensiva entre histonas de humano y raton,
agrupandose en funcion de su tipo. Se observa asi una mayor similaridad interespecifica entre las histonas
de estos organismos, incompatible con la presencia de una homogeneizacion extensiva de estos /oci.

Siguiendo este argumento, un proceso rapido de recombinacion entre /oci o de conversion génica
generaria divergencias sinénimas y no sindnimas con magnitudes similares, como consecuencia del
proceso homogenizador. A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo se observa que la
magnitud de pg es significativamente mayor a la de py, tanto en comparaciones intraespecificas como
interespecificas (Tabla 16). Del mismo modo, la divergencia sindnima entre especies posee una magnitud
equivalente a la determinada entre especies, incluso en el caso de comparaciones entre organismos
pertenecientes a diferentes reinos eucariotas.

Estos resultados, en lugar de indicar un importante efecto del entrecruzamiento desigual o de la
conversion génica, se ajustan a las predicciones implicitas en el modelo evolutivo de birth-and-death (Nei
and Hughes 1992; Nei, Gu, and Sitnikova 1997; Nei, Rogozin, and Piontkivska 2000) en presencia de una
fuerte seleccion negativa o purificadora. La tinica excepcion observada al respecto esta representada por
los genes HI de pollo, donde se detectaron elevadas similaridades intraespecificas. Pueden proponerse
diferentes explicaciones alternativas para este comportamiento, atendiendo al elevado contenido en bases
G/C en terceras posiciones de estos genes (84% - 91% en genes H1 de pollo), a un evento de duplicacion
lo suficientemente rapido y reciente como para que el tiempo transcurrido no sea suficiente para la
acumulacion de diferencias o a un evento de conversion génica, que no puede ser totalmente descartado

en este caso.
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El modelo de birth-and-death se basa en eventos de duplicacion recurrentes, a partir de los cudles se
generaran nuevos genes que permaneceran largos periodos de tiempo en el genoma mientras que otros
seran inactivados (pseudogenizacion) e incluso fisicamente eliminados (Nei and Hughes 1992). En la
familia H1, el Gnico ejemplo de pseudogenes HI1 bien documentado hasta la fecha se refiere al anfibio
Xenopus laevis (Turner et al. 1983). La busqueda de pseudogenes H1 llevada a cabo en este trabajo
permitié identificar pseudogenes H1 putativos adicionales en las especies Caenorhabditis elegans,
Arabidopsis thaliana y Lycopersicon esculentum, segun caracteristicas atipicas identificadas en sus
secuencias. La comparacion de estos pseudogenes con sus homologos funcionales pone de manifiesto el
origen relativamente reciente de los pseudogenes putativos de C. elegans y A. thaliana. Opuestamente,
los pseudogenes de X. laevis y el pseudogén putativo de L. esculentum parecen ser mucho mas ancestrales
atendiendo a la gran longitud de sus ramas en la filogenia (fig. 38, Tabla 18). La homogenizacion
resultante de la evolucion concertada de una familia génica también seria patente en el caso de los
pseudogenes. Los resultados obtenidos en este aspecto tampoco son coherentes con el modelo concertado
ya que, por ejemplo, los pseudogenes y, y y, de Xenopus muestran las ramas mas largas en la filogenia,
evidenciando su divergencia significativa respecto a los genes H1 funcionales. Es preciso indicar en este
punto que la identificacion de genes HI resulta una tarea problematica, ya que son las histonas mas
variables. De todos modos, la presencia de pseudogenes no tiene por qué ser una premisa obligatoria del
modelo de birth-and-death, siempre que las predicciones restantes se encuentren avaladas por los
resultados (Nei and Hughes 1992; Ota and Nei 1994; Nei, Gu, and Sitnikova 1997; Nei, Rogozin, and
Piontkivska 2000).

3.2. Evolucion de la familia multigénica H1 en el género Mytilus

Las regiones promotoras de genes H1 de Mytilus se caracterizan por presentar una caja H4 box tipica
de histonas de reemplazamiento (Van Wijnen et al. 1992) en la misma posicion ocupada por el elemento
CAAT box en isoformas RD (Martinelli and Heinz 1994). Tal y como se sugirio en el caso de genes HI
de M. edulis (Drabent et al. 1999), la presencia de este elemento establece un importante vinculo
evolutivo entre estos genes y las isoformas RI de vertebrados (H1° y HS). Las comparaciones entre
dominios centrales o core conservados de histonas H1 (fig. 42, 43) también ponen de manifiesto que las
proteinas H1 de Mytilus comparten caracteristicas esenciales con las variantes Rl de vertebrados,
observandose los mayores niveles de homologia en los residuos de las dos primeras hélices o y la tltima
lamina B del motivo winged-helix. Finalmente, las filogenias de genes y proteinas H1 sitian los genes H1
del género Mytilus dentro del grupo monofilético que agrupa a las isoformas RI de vertebrados (H1°y
HS5), junto al gen H18 del erizo de mar Strongylocentrotus purpuratus (fig. 37, 39B, 43C,D).

Estos resultados, junto a la caracterizacion de transcritos de histonas H1 poliadenilados en Mytilus,
indican que los genes HI “huérfanos™ caracterizados en este género representan isoformas H1 RI,
reforzando del mismo modo la hipdtesis que define al gen H18 como RI (Lieber et al. 1988).
Opuestamente y a pesar de haber sido previamente definida como RI (Schulze and Schulze 1995), la
proteina materna especifica de oocitos en Xenopus (HIM/B4) no se agrupa junto al resto de subtipos RI
en las filogenias y presenta un dominio central proteico divergente. Es probable que la restriccion de los
analisis de Schulze and Schulze (1995), unicamente referidos a regiones centrales proteicas, constituya un

importante sesgo en sus resultados aunque seran necesarios analisis adicionales para clarificar la posicion
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evolutiva de esta histona, ya que presenta caracteristicas RI tales como una localizacion gendmica
solitaria y sefiales de poliadenilacion funcionales.

Ademas del caracter RI de los genes H1 “huérfanos™ de Mytilus, las homologias detectadas sugieren
que su origen evolutivo es comin al de las isoformas RI de vertebrados. El origen de las variantes de
reemplazamiento ha sido explicado mediante su exclusion de las unidades repetitivas principales, seguida
por cambios no conservativos durante la diferenciacion del filum de los vertebrados (Childs, Maxson, and
Kedes 1981; Schulze and Schulze 1995). Esta transposicion representaria una exclusion efectiva de los
mecanismos homogenizadores actuando sobre las unidades repetitivas de histonas, como consecuencia de
su evolucion concertada. De este modo, se habria generado un grupo de genes “huérfanos” con una
historia evolutiva totalmente independiente y una variacion nucleotidica mayor y mads rapida en
comparacion con las variantes somaticas (Krieg et al. 1983; Albig et al. 1993; Walter et al. 1996). Sin
embargo y tal como se ha referido anteriormente, parece que las familias de genes de histonas no
evolucionan de forma concertada (Piontkivska, Rooney, and Nei 2002; Rooney, Piontkivska, and Nei
2002).

3.3. Origen y evolucion de las histonas H1 de reemplazamiento

La familia HI ofrece una ventaja muy importante respecto a otras familias multigénicas a la hora de
determinar si efectivamente su evolucion es concertada, ya que agrupa variantes RD localizadas en
clusters ademas variantes RI solitarias en el genoma. Se puede analizar de este modo si, tal y como
predice el modelo de evolucion concertada, los genes agrupados en clusters sufren procesos de
homogenizacion mas frecuentes y evidentes que los genes solitarios en el genoma (Ohta 1983). La
caracterizacion exhaustiva de genes H1 RI en vertebrados (revisado por Doenecke et al. 1994, Khochbin
2001), contrasta con la ausencia de estudios al respecto en el caso de invertebrados. Este trabajo presenta
evidencia directa de un patron de expresion RI en genes H1 “huérfanos™ de especies del género Mytilus,
representando junto al gen H18 de erizo de mar (Lieber et al. 1988) los unicos genes H1 RI descritos
hasta la fecha en invertebrados. El origen y la evolucion de las isoformas RI se estudié incluyendo en los
analisis estas isoformas RI de invertebrados.

La filogenia de proteinas H1 mostrada en la fig. 37 y la elevada divergencia sinonima entre genes H1
reflejada en la Tabla 16 sugieren la presencia una intensa seleccion purificadora actuando sobre las
proteinas RI de esta familia. Como en el caso de las histonas Hl RD referidas en el apartado anterior,
estas isoformas mantienen su identidad y se agrupan segln su tipo (y no segin la especie a la que
pertenecen) en las filogenias. Los elementos especificos involucrados en la expresion RI son comunes en
vertebrados e invertebrados, identificandose una region conservada UCE (Upstream Conserved Element),
un elemento H1 box, y un elemento H4 box (Khochbin and Wolffe 1994). Exceptuando el elemento UCE
en el gen H13 de erizo de mar, estos tres elementos estan también representados en regiones promotoras
de genes HI “huérfanos™ de invertebrados, donde el elemento H4 box sugiere un parentesco evolutivo
muy estrecho entre las variantes Rl de vertebrados e invertebrados (fig. 414). La presencia de este
elemento también se ha descrito en regiones promotoras de genes Hl RD de erizos de mar (Peretti and
Khochbin 1997), revelando la proximidad de las isoformas Rl respecto a las RD de invertebrados.

Tal y como se refirio en el caso de Mytilus, el aumento de la complejidad en regiones promotoras de

genes RI debe venir acompanado por el refuerzo de las constricciones selectivas que mantienen su
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funcionalidad. Los patrones de sustitucion nucleotidica indican que los cambios implicados en la
evolucion de las regiones promotoras de los linajes RI H1°, H5 y H1 “huérfano™ no estan compensados,
existiendo un patrén de cambio sesgado hacia bases G o C. En este aspecto, los resultados sugieren de
nuevo la presencia de constricciones selectivas, probablemente centradas en mantener la funcionalidad de
los elementos promotores, compuestos mayoritariamente por nucleétidos Gy C.

Las homologias entre histonas H1 RI de vertebrados e invertebrados son también patentes en el caso
de sus regiones codificantes. La longitud de las proteinas H1 “huérfanas” de invertebrados es
aproximadamente igual a la de proteinas RI de vertebrados (H1° y HS5), sustancialmente menor en
comparacion con los subtipos somaticos (Doenecke and Alonso 1996). Exceptuando el caso de la proteina
HS5 (debido a su elevado contenido en residuos Arg), la composicion aminoacidica entre proteinas H1 RI
de vertebrados e invertebrados no mostré diferencias significativas. Ademas de la conservacion en los
elementos principales del motivo winged-helix (fig. 42, 434), los arboles reconstruidos a partir de
secuencias aminoacidicas y nucleotidicas correspondientes al core central de H1 ponen de manifiesto una
clara diferenciacion de las isoformas RlI, diferenciandose los dos linajes que conducen a las histonas H1°
y H5 de vertebrados, asi como el linaje que da lugar a las histonas H1 “huérfanas™ de invertebrados (fig.
43C,D). Estas topologias son coherentes con la obtenida a partir del analisis de proteinas H1 completas
(fig. 37), evidenciando del mismo modo la agrupacién funcional de las variantes RI.

A partir de las comparaciones entre secuencias nucleotidicas es evidente que tanto los genes HI RI
de vertebrados como de invertebrados divergen extensivamente y significativamente de forma silenciosa
(fig. 44, Tabla 19, P < 0.001; Z-test). Esta variacion se refleja también en los patrones de sustitucion
nucleotidica, donde los cambios hacia bases G o C suceden de forma mas frecuente que los dirigidos a A
o T. Nuevamente se ejemplifica la relacion entre sesgo y contenido G/C en terceras posiciones de tripletes
en el caso de H1°, el tinico linaje con cambios sesgados hacia A o T a la vez que con menores sesgos en el
uso de tripletes.

3.4. Evolucion a largo plazo de las histonas H1

Si bien el origen evolutivo de las histonas HI RI fue definido como “huérfano™ por Schulze and
Schulze (1995) como consecuencia de su exclusion del proceso de evolucion concertada, en el presente
trabajo se evidencia que este mecanismo no ejerce un papel principal en la evolucion a largo plazo de la
familia H1. Es de este modo necesario revisar la hipotesis del origen “huérfano” de las isoformas RI con
el objetivo de hacerla coherente con el mecanismo que parece regir la evolucion de esta familia, el
modelo de birth-and-death (Nei and Hughes 1992).

La evolucion birth-and-death (Nei, Gu, and Sitnikova 1997), adaptada al caso concreto de la familia
multigénica H1 y en presencia de una fuerte seleccion purificadora, se esquematiza en la fig. 454. Segin
este modelo, la diferenciacion de las isoformas de HI vendria determinada por eventos recurrentes de
duplicaciéon y delecién o inactivacion génica, encontrandose las proteinas HI sujetas a una fuerte
seleccion purificadora propiciada por su papel critico a nivel estructural y funcional. Al mismo tiempo,
los genes HI1 divergirian extensivamente a nivel nucleotidico de forma silenciosa, tanto
interespecificamente como intraespecificamente (Nei and Hughes 1992; Nei, Gu, and Sitnikova 1997).
Estos eventos, mostrados de manera tedrica en la fig. 454, se ilustran con ejemplos reales en la fig. 458.

El “arbol de la vida” presentado muestra la organizacion de las histonas H1 y del core en diferentes
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genomas, indicando las modificaciones en su patron de organizacion y prestando especial atencion a la
existencia de genes H1 en unidades repetitivas o solitarios en el genoma, asi como a la presencia de

caracteristicas tipicas de genes RI tales como sefales de poliadenilacion.
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indicados por recuadros blancos (genes funcionales) y negros (pseudogenes). Estos genes solitarios habrian continuado su evolucion
mediante birth-and-death (lineas discontinuas) de forma independiente respecto a las RD (lineas continuas), llegando a adquirir un
patron de expresion RI. B Representacion esquematica del “arbol de la vida” mostrando la organizacion y polaridad de genes H1 y
genes del core en diferentes genomas. Esta figura transcurre paralelamente a la fig. 454, mostrando de forma concreta los eventos
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entre grupos de especies fueron asignados segun Feng, Cho, and Doolittle (1997). y segun Peterson et al. (2004) respecto al origen
del grupo bilateria.

El siguiente paso en la diferenciacion de las isoformas H1 tras los eventos recurrentes de duplicacion
génica involucraria una transposicion a posiciones solitarias en el genoma, convirtiéndose estos genes en
“huérfanos”. Tanto los eventos de transposicion como los de inversion han sido frecuentes a lo largo de la
evolucion de las histonas, tal y como evidencia la heterogeneidad en sus patrones de organizacion asi
como las diferentes orientaciones de los genes en las unidades (fig. 45B). La presencia de genes H1 RI
tanto en vertebrados como en invertebrados, asi como el elevado grado de homologia observado entre
ellos, sugieren que esta transposicion debio suceder antes de la diferenciacion entre ambos linajes, hace

aproximadamente 815 millones de afios (Feng, Cho, and Doolittle 1997).
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Del mismo modo que en el caso de la fig. 45, el proceso evolutivo independiente de las histonas H1I
RI adaptado al modelo de birth-and-death (Nei, Gu, and Sitnikova 1997) se detalla en la fig. 46. Tras la
separacion fisica, la evolucion de estas isoformas estaria dirigida a una diferenciacion funcional con un
patron de expresion RI. En este caso, se ha propuesto un reemplazamiento progresivo de la sefial tallo-
bucle por sefiales de poliadenilacion (del Gaudio et al. 1998). Sin embargo, la presencia de sefales
poli(A) en genes de histonas somaticas en plantas fue interpretada como evidencia de que los genes
principales de histonas de plantas y animales derivaron de un ancestro comun poliadenilado.
Posteriormente, las histonas animales habrian adquirido un mecanismo regulacion post-traduccional
especifico para asegurar la rapida biosintesis de histonas en fase S del ciclo celular (Chabouté et al. 1993).
Esta hipotesis est4 avalada por la presencia de genes de histonas poliadenilados en eucariotas ancestrales,
como por ejemplo los tripanosomas (Griiter and Betschart 2001). Estas observaciones plantean nuevos
interrogantes acerca de la diferenciacion de las isoformas de histonas y, concretamente, respecto a cuél de
los dos tipos de patrones de expresion fue el adoptado en primer término por estos genes. Aunque seran
necesarios analisis mas detallados, la presencia simultanea de ambas sefiales de terminacion de la
transcripcion en algunos genes representa una herramienta de gran valor para clarificar este aspecto de la

evolucion de las histonas.
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mediante recuadros negros).
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Otro de los interrogantes que este estudio plantea es la funcion especifica de estas histonas HI RI en
invertebrados. Aunque la funcion de genes H1 RI de vertebrados ha sido caracterizada en profundidad
(revisado por Doenecke et al. 1994; Khochbin 2001), es aun una incognita en invertebrados. Solamente
los andlisis de la expresion de estos genes a lo largo del desarrollo y en diferentes tejidos de invertebrados
clarificara finalmente su funcion especifica. Cabe destacar en este punto que la histona especifica de
tejido HIt constituye un caso complejo, ya que su expresion parece depender de factores adicionales a los
involucrados en una expresion RD o RI, aunque tanto sus regiones promotoras (Drabent, Kardalinou, and
Doenecke 1991) como sus regiones nucleotidicas (tal y como se muestra en este trabajo) se agrupan
nuevamente en las filogenias segtn su tipo y no en funcion de la especie a la que pertenecen.

En el presente trabajo se presentan evidencias que sugieren que los miembros de la familia
multigénica H1 no evolucionan de forma concertada, sino mediante birth-and-death en presencia de una
fuerte seleccion purificadora (Nei and Hughes 1992). Este modelo es capaz no solo de explicar la
generacion y diversificacion de las diferentes isoformas RD de H1, sino también el origen y la evolucion
a largo plazo de las variantes HI RI “huérfanas™. Esta conclusion contrasta con predicciones segun las
cuales los genes organizados en clusters mostraran eventos de conversion génica o entrecruzamiento
desigual con mas frecuencia que los genes solitarios en el genoma (Nei and Hughes 1992; Nei, Gu, and
Sitnikova 1997; Nei, Rogozin, and Piontkivska 2000). Observando la gran diversificacion de la familia
HI, es posible proponer una tasa de duplicacion (birth) mas elevada y una tasa de pseudogenizacion
(death) mas lenta en comparacion con histonas del core (Rooney, Piontkivska, and Nei 2002;
Piontkivska, Rooney, and Nei 2002). De cualquier modo, la evolucion de H1 debe haber estado
acompafiada por la de las histonas del core para mantener su regulacion coordinada (Peretti and Khochbin
1997).

Parece que incluso familias génicas como la de histonas, especializada en sintetizar una gran cantidad
del mismo producto génico en un momento concreto, también han evolucionado mediante birth-and-
death. Sin embargo, para completar el conocimiento de la evolucion de genes H1 RI seran necesarios
estudios adicionales centrados en clarificar el proceso de diferenciacion del subtipo H5, caracteristico por
su presencia exclusiva en eritrocitos nucleados de aves. La respuesta parece estar en las histonas de sus

“vecinos” evolutivos, los reptiles.

4. DUPLICACION GENICA Y EVOLUCION DE LAS HISTONAS EUCARIOTAS

Los ultimos diez afios han sido decisivos en el estudio de la evolucion de las histonas, debido en gran
parte al increible crecimiento de las bases de datos de secuencias de ADN. Hoy en dia es evidente que los
eventos de duplicacion génica han sido la fuente primaria de la variabilidad sobre la cual ha actuado la
seleccion, desde la aparicion de las proteinas histone-like en el filum Euryarchaeota del superreino
Archaea (arqueobacterias) hasta las cinco familias de histonas eucariotas. Esta fuente de variacion habria
permitido a estas proteinas afrontar nuevas funciones o simplemente mejorar las presentes. Es probable
que el proceso selectivo haya modelado esta variabilidad en tres etapas principales (resumido en la fig.
47).

1.- Las proteinas histone-like de arqueobacterias se habrian diferenciado funcionalmente como una

estrategia mas para empaquetar el ADN (otro ejemplo seria el adoptado por eubacterias). Estas proteinas

94



Discusion

estarian sujetas a un proceso selectivo basado en su eficiencia a la hora de compactar eficientemente el
material hereditario. El primer evento critico de duplicacion tras su diferenciacion habria sido el
responsable de generar los dos tipos de proteinas histone-like en estos procariotas (HMfA y HMIB),
dando lugar a un tetrAmero capaz de compactar ADN. La duplicacion posterior del motivo histone-fold,
permitiendo la subfuncionalizacion de las colas o regiones amino y carboxilo terminales de estas histonas,

habria representado el segundo evento critico.
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lugar a las estructuras de los genes de histonas, involucrados en la compactacion del ADN. Los eventos de duplicacion se indican de
forma detallada en la parte central, junto a sus consecuencias sobre el mecanismo de empaquetamiento del ADN. En el margen
derecho se representa el proceso evolutivo seguido por estos genes, de forma mas o menos homogénea y mediante procesos de
duplicacion hasta la aparicion de la célula eucariota. Una vez se diferencian las cinco familias de histonas en eucariotas, se produce
una optimizacion del mecanismo evolutivo por duplicacion génica, a través del proceso de evolucion birth-and-death en presencia
de seleccion purificadora.

2.- El segundo paso comprenderia la transicion entre arqueobacterias y eucariotas. A pesar de existir
una diferenciacion interna entre regiones centrales y colas terminales, las histonas seguirian sometidas a
un proceso de seleccion homogéneo segun su eficiencia en el empaquetamiento del ADN. La duplicacion
del segmento histone-fold resulto en un dimero asimétrico que perfectamente podria haber precedido al
heterodimero actual (H3+H4). La transicion hacia una mitosis especifica de eucariotas habria

intensificado las constricciones funcionales sobre este complejo multiproteico lo suficiente como para que
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se incorporasen dos nuevos heterodimeros (H2A+H2B). Se habria generando asi un complejo octamérico
que habria facilitado la expansion del genoma y, consecuentemente, la diferenciacion de la célula
eucariota. La histona H1 se habria incorporado mas tarde a este complejo nucleoproteico, mostrando una
estructura primaria rica en lisinas que, a través de procesos de duplicacion posteriores, habria adquirido la
region central globular (incluyendo el motivo winged-helix). Es importante resefiar en este caso el
ejemplo de la proteina Hholp de levadura, donde se observa un dominio globular (GI+GII) duplicado
(Landsman 1996).

3.- La etapa final en la evolucion de las histonas comenzaria con la diferenciacion de las cinco
familias génicas H1, H2A, H2B, H3 y H4 ya en eucariotas. La duplicacion génica ha permitido que estos
genes se encuentren representados en copias multiples, una caracteristica de vital importancia para un
empaquetamiento rapido y eficaz del ADN. Del mismo modo, se ha demostrado que las histonas
eucariotas no evolucionan de modo concertado. En este aspecto, las gran diferencia con las dos etapas
anteriores es la existencia de una gran variedad de isoformas de histonas eucariotas, demasiado
importante como para estar sujeta a un unico proceso evolutivo homogéneo y concertado. La
diversificacion de histonas eucariotas parece haber sido consecuencia directa de un mecanismo de
mutacion recurrente a través de duplicaciones génicas, donde la diferenciacion funcional vendria
determinada por un proceso de seleccion negativa o purificadora a nivel proteico. Por ello, la evolucion a
largo plazo de las histonas estaria dictada por el modelo birth-and-death (Nei and Hughes 1992) en
presencia de un intenso proceso de seleccion purificadora. Este modelo puede ser interpretado como una
optimizacion de la evolucion basada en duplicaciones génicas presente en arqueobacterias, determinada
por la aparicion de sistemas multicelulares en los que las histonas debieron asumir funciones especificas a
lo largo del ciclo vital, ademas de sus roles somaticos.

Este mecanismo evolutivo puede ser explicado de una forma muy ilustrativa en el caso de la familia
H1. En el presente trabajo se han mostrado evidencias a favor de una evolucion mediante birth-and-death
en presencia de una fuerte seleccion negativa o purificadora en el caso de la familia H1. Las diferencias
estructurales y funcionales entre las variantes RD (H1.1-H1.5) y las RI (H1° y H5) son significativas, asi
como las existentes entre histonas HI1° y H5. Opuestamente, la diferenciacion funcional de las isoformas
RD no es tan clara, y durante mucho tiempo se pensé que sus papeles en la formacion de la fibra de
cromatina eran solapantes. Esta controversia no se resolvio hasta el afio 2000, en el que Parsheguian et al.
(2000) demostraron definitivamente que los cuatro subtipos H1 presentes en todas las células somaticas
no se distribuyen de manera aleatoria en la cromatina, no siendo por tanto intercambiables entre si. Este
resultado corrobora la diferenciacion funcional de las isoformas en la familia HI y apoya definitivamente

su evolucion a largo plazo mediante birth-and-death.
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1. Caracterizacion de la unidad repetitiva de las histonas en M. galloprovincialis

1.1. La unidad de repeticion de los genes de histonas en M. galloprovincialis se definio en el presente
trabajo como: H4 > < H2B H2A > H3 > H1 >, incluyendo dos copias de genes de ARNr 5S ligadas a la
unidad a continuacion del gen H1.

1.2. La especie M. galloprovincialis posee aproximadamente 100 copias por genoma haploide del
gen H1, 212 copias de cada uno de los genes H2A y H2B, y aproximadamente 201 copias en el caso de
H3 y en el de H4. Los genes de histonas se localizaron en tres /oci situados en tres pares cromosomicos.
Dos de estos loci ocupan una posicion intersticial y una posicion telomérica en un par cromosomico
metacéntrico y otro subtelocéntrico, respectivamente y agrupando en ambos casos genes H1 junto a genes
de histonas del core. El locus restante ocupa una posicion telomérica en un par cromosomico
subtelocéntrico y unicamente contiene histonas de tipo /inker.

1.3. Los analisis de los transcritos de histonas en M. galloprovincialis pusieron de manifiesto la
funcionalidad de las sefiales de poliadenilacion identificadas en los segmentos 3" UTR de sus secuencias,
sugiriendo un patron de expresion RI en al menos una fraccion de genes de histonas linker y del core en

esta especie.

2. Caracterizacion de los genes de histonas en el género Mytilus

2.1 El niimero de copias de los genes de histonas en las cuatro especies estudiadas junto a M.
galloprovincialis fue de aproximadamente 107 reiteraciones de genes H1, 216 copias de H2A y de H2B,
y 218 copias en el caso de H3 y de H4, indicadas como promedio y por genoma haploide.

2.2. Las histonas Hl y H4 resultaron las mas variables a nivel proteico y a nivel nucleotidico,
respectivamente, en el género Myrilus. Los genes de histonas divergen extensivamente de manera
sindnima, indicando la presencia de una fuerte seleccion purificadora actuando a nivel proteico segin
diferentes constricciones funcionales en cada uno de los cinco genes de histonas y en los tres dominios
proteicos.

2.3 El andlisis conjunto de las histonas en el género Mytilus mostré la presencia de un origen
monofilético para cada una de las familias multigénicas, existiendo una relacion muy estrecha entre H2A

y H4 que apoya la hipotesis de un origen evolutivo comun para ambas familias.

3. Evolucion molecular de la familia multigénica H1

3.1. Tanto la agrupacion funcional de las isoformas en las filogenias, como la divergencia
nucleotidica extensiva y sindnima entre genes, asi como la ausencia de homogenizacion en pseudogenes,

sugieren que los miembros de la familia HI no evolucionan de forma concertada a través de un rapido

proceso de recombinacion entre /oci (entrecruzamiento desigual) o conversion génica.
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3.2. Las caracteristicas observadas en las regiones promotoras y codificantes, junto con la presencia
de transcritos poliadenilados, fueron interpretadas como evidencia de que los genes HI1 de Mytilus
constituyen isoformas “huérfanas™ RI de invertebrados. Este linaje mostré homologias significativas
respecto a las histonas de reemplazamiento de vertebrados, siendo probable un origen evolutivo comun.

3.3. La diversificacion funcional de los miembros de la familia H1 viene determinado por el modelo
birth-and-death en presencia de una fuerte seleccion purificadora. El origen de las isoformas Rl habria
sido consecuencia de un evento ancestral de exclusion de genes de las unidades repetitivas principales,
anterior a la diferenciacion entre vertebrados e invertebrados hace aproximadamente 815 MA. Esta
transposicion habria dado lugar a un grupo de genes H1 “huérfanos”, que habrian seguido evolucionando
segun el modelo de birth-and-death en nuevas regiones gendomicas.

3.4. El mecanismo de duplicacion génica ha representado la base del proceso evolutivo de las
histonas desde su aparicion en arqueobacterias. La aparicion de la mitosis eucariota y de los organismos
pluricelulares, junto a la diferenciacion de las cinco familias de histonas, requirié una optimizacion de
este proceso de duplicacion génica y seleccion, alcanzada mediante una evolucion birth-and-death en

presencia de seleccion purificadora.
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VIII. MATERIAL SUPLEMENTARIO

1. ANEXO A: TABLAS SUPLEMENTARIAS

1.1. Tabla suplementaria 1. Numeros de acceso en la base de datos GenBank-EMBL-DDBJ para las

secuencias nucleotidicas utilizadas el analisis de la evolucion de la familia H1

(indicando subtipos y

especies).
[ EsPECIES | GEN HI | NUMERO ACCESO
VERTEBRADOS
Aves
1. Anas platyrhynchos Hl X06128
2. Cairina moschata HS5 X01065
3 Gallus gallus H1.01 X01752
4. H1.03 M17021
5, H1.10 M17018
6. HI.11L M17019
7. HI.1IR M17020
8. H5 J00870
9. H5 X00169
Mamiferos
10. Homo sapiens HI.1 X57130
11 H1.1 NM_005325
12. H1.2 X57129
13. H1.3 NM 004423
14. H1.4 NM 004417
15. Hil.5 NM_004452
16. H1.5 X83509
17. H1X BC000426
18. Hlt NM_004415
19. Hlt AL353759
20. Hlt M97755
21. HIt M60094
22, HI°® 797630
23; Macaca mulatta HIt M97756
24. Mus musculus HI.1 Y 12290
25 H1.2 M25365
26. H1.3 738128
27. Hl.4 126163
28. Hl1.5 746227
29. Hlt U06232
30. HIt X72805
31. HI° U18295
32 H1° X13171
33. Rattus norvegicus Hil.2 X67320
34. H1.3 M31229
35. Hlt M13170
36. H1° X70685
37. HI1° X72624
38. HI1° NM_012578
Peces
39. Oncorhynchus mykiss HI X02624
40. Pseudopleuronectes americanus HMrBNP/H1 U45877
Anfibios
41. Bufo bufo Hl AF255740
42. Xenopus laevis HIA S69089
43. HIA M21287
44 HIB M21286
45. HIB M03017
46. HIC X72929
47. B4/HIM M36655
48. H1°1 7271502
49. H1°-2 771503
50. .1 AH002498
51. ¥.2 J00971
INVERTEBRADOS
Insectos
52. | Chironomus dorsalis | H1 [u21211
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53. C. pallidivittatus Hle 1.29106
54. C. tentans Hla 129107
55. Hlb 1.29108
56. Hlc 1.29109
57. Hld AF002683
58. Hle 1.29105
59. C. thummi HI-1-1 1.28731
60. Hl-I-1 1.28724
61. H1-II-1 1.28732
62. H1-lII-1 1.28727
63. H1-lI-1 1.28728
64. H1-I1-2 AF002680
65. H1-11-2 L28725
66. HI-I1I-1 X56335
67. HI-I1I-1 1.28726
68. Drosophila melanogaster Hl X14215
69. D. virilis H1.1 L76558
70. Hl1.2 U67772
7. H13 U67936
12, Glyptotendipes barbipes Hl-I 128101
73. HI-II 129102
74. H1-I11 1.29103
7. G. salinus Hl-I 1.29104
76. Rhynchosciara americana Hl AF378198
Crustaceos
77. | Tigriopus californicus | HI [S49118
Moluscos
78. Mytilus californianus H1-huérfano AJ416421
79. M. chilensis H1-huérfano AJ416422
80. M. edulis H1-huérfano AJ224070
81. H1-huérfano AJ224071
82. H1-huérfano AJ224073
83. H1-huérfano AJ224075
84. H1-huérfano AJ224076
85. H1-huérfano AJ416423
86. M. galloprovincialis H1-unidad rep. AY267739
87. H1-huérfano Al416424
88. M. trossulus H1-huérfano AJ416425
Anélidos
89. [ Chaetopterus variopedatus | HI [ U96764
Equinodermos
90. Lytechinus pictus H1-tardio X04488
91. Parechinus angulosus Hl.la U07825
92. Psammechinus miliaris H1-division U84113
93. Strongylocentrotus purpuratus H1-temprano V01354
94, HI-B M20314
9s. H1-8 103807
96. Hl-y M16033
Nematodos
97. Caenorhabditis elegans HI.1 AF017810
98. H1.1 X53277
99. Hl1.2 AF017812
100. H1.2 AF017811
101. H1.3 AF012253
102. Hl1.4 AF005371
103. H1.4 AF026521
104. H1.5 AF005372
Platelmintos
105. [ Schistosoma mansoni | HI [ Us4584
PLANTAS
106. | Arabidopsis thaliana HI-1 X62456
107. Hl-1 ACO011001
108. H1-2 X62459
109. Hl1-3 U72241
110. | Beta vulgaris H1-putativo AJ309169
111. | Cicer arietinum HI AJ006767
112. | Euphorbia esula Hl AF222804
113. | Fritillaria agrestis Hl-like AF031547
114. | Lens culinaris HI AF352251
115. Hl AF352252
116. Hl AF352253
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117. | Lillium longiflorum H1-variante AB012694
118. | Lycopersicon chilense H1-variante AF253416
119. | L. esculentum Hl AJ224933
120. H1 U03391
121. Hl-like 711842
122. | Nicotiana tabacum HI AB029614
123. Hl 1.29456
124. HIC AF170089
125. | Pisum sativum HI AF352246
126. Hl AF352247
127. H1 AF352248
128. H1 1.34578
129. | Triticum aestivum HI1.A.1 AF107022
130. H1.A.2 AF107023
131. H1.A3 AF107026
132. H1.A4 AF107027
133. H1.B.1 AF107024
134. | Zea mays H1 X57077
HONGOS
135. | Ascobolus immersus HI AF190622
136. | Emericella nidulans Hl AJO11780
137. | Saccharomyces cerevisiae H1-Hholp NC 001148
PROTISTAS
138. | Chlamydomonas reinhardtii H1 U16726
139. | Dictyostelium discoideum Hl 1.33457
140. H1 U50904
141. | Entamoeba histolytica H1 AB002731
142. | Leishmania braziliensis Hl AF131892
143. H1/L6-proteina AF131910
144. | L. major HI AJ223861
145. Volvox carteri H1-I 107946
146. HI-II L07947
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1.2. Tabla suplementaria 2. Numeros de acceso en la base de datos GenBank-EMBL-DDBJ para las
secuencias nucleotidicas utilizadas en el analisis de la evolucion de los subtipos HI RI (indicando
subtipos y especies).

SUBTIPOS INDEPENDIENTES DE REPLICACION

ESPECIES [ SuTIPO RI [ NUMERO ACCESO
VERTEBRADOS
Aves
Cairina moschata HS5 X01065
Gallus gallus HS5 100870
HS X00169
Mamiferos
Homo sapiens HI°® 797630
Mus musculus HI° U18295
HI° X13171
Rattus norvegicus HI° X70685
Hl1° X72624
HI1° NM 012578
Anfibios
Xenopus laevis H1°1 7271502
HI1°-2 771503
INVERTEBRADOS
Moluscos
Mytilus californianus H1-huérfano AJ416421
M. chilensis H1-huérfano AJ416422
M. edulis H1-huérfano AJ416423
M. galloprovincialis H1-unidades AY267739
H1-huérfano AJ416424
M. trossulus H1-huérfano AJ416425
Equinodermos
Strongylocentrotus purpuratus [ HI-3 ] J03807

SUBTIPOS DEPENDIENTES DE REPLICACION

ESPECIES | SuBTIPO RD | NUMERO ACCESO
VERTEBRADOS
Aves

Gallus gallus HI1.01 X01752
H1.03 M17021
H1.10 M17018
HIL.11L M17019
HI.1IR M17020

Mamiferos

Homo sapiens Hl.1 X57130
Hl.1 NM_005325
H1.2 X57129
H1.3 NM_004423
H14 NM_004417
H1.5 NM_004452
H1.5 X83509
Hlt NM_004415
Hlt AL353759
HIt M97755
Hlt M60094

Macaca mulatta H1t M97756

Mus musculus HI.1 Y 12290
H1.2 M25365
H1.3 738128
Hl14 126163
H1.5 746227
Hlt U06232
Hlt X72805

Rattus norvegicus H1.2 X67320
H1.3 M31229
Hlt M13170

Anfibios

Xenopus laevis HIA S69089
HIA M21287
HIB M21286
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HIB M03017
HIC X72929
INVERTEBRADOS
Insectos
Chironomus dorsalis HI U21211
C. pallidivittatus Hle 129106
C. tentans Hla 1.29107
Hlb 1.29108
Hlc 129109
Hld AF002683
Hle 1.29105
C. thummi HI-1-1 1.28731
HI-I-1 1.28724
HI-11-1 1.28732
HI-11-1 1.28727
HI-11-1 1.28728
HI-11-2 AF002680
HI-11-2 1.28725
HI-111-1 X56335
H1-I1-1 1.28726
Drosophila melanogaster Hl X14215
D. virilis HI.1 176558
H1.2 U67772
H1.3 U67936
Moluscos
M. edulis HI AJ224070
HI AJ224071
Hl AJ224073
Hl AJ224075
Hl AJ224076
Equinodermos
Lytechinus pictus Hl-late X04488
Parechinus angulosus Hl.la U07825
Psammechinus miliaris H1-division U84113
Strongylocentrotus purpuratus H1-temprana V01354
H1-B M20314
Hl-y M16033
Nematodos
Caenorhabditis elegans HI.1 AF017810
HI.1 X53277
H1.2 AF017812
H1.2 AF017811
HI1.3 AF012253
H1.4 AF005371
H14 AF026521
H1.5 AF005372
PLANTAS
Arabidopsis thaliana HI-1 X62456
Hl1-1 ACO011001
H1-2 X62459
HI-3 U72241
Nicotiana tabacum H1 AB029614
Hl 1.29456
HIC AF170089
HONGOS
Ascobolus immersus Hl AF190622
Emericella nidulans Hl AJO11780
Saccharomyces cerevisiae Hl1-Hholp NC_001148
PROTISTAS
Chlamydomonas reinhardtii H1 U16726
HI U50904
Entamoeba histolytica H1 AB002731
Volvox carteri H1-I L07946
HI-II 1L07947
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2. ANEXO B: SOLUCIONES Y TAMPONES DE RESERVA

2.1. Tampones generales

Solucion H,Opq-DEPC

Tampon MOPS ARN (10x)

Tampon PBS (10x)

Tampon SSC (20x)

Tampon TAE (10x)

Tampon TBE (10x)

2.2. Tampones de carga en geles de agarosa

Tampon Carga (6x)

Tampon geles desnaturalizantes

2.3. Medios de cultivo

Medio LB (1 L)

Medio SM (1 L)

2.4. Soluciones hibridacion dot blot

Tampon bloqueante

Tampon de deteccion

Tampon de lavado

Dietilpirocarbonato 0.1 % en H,Oyq (Viv).

0.2 M MOPS (acido morfolinopropanosulfonico), 50
mM acetato sodico, S mM EDTA. Ajustado a pH 7.0.

0.14 M NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na,HPO,, 1.8
mM KH,PO,.

3 M NaCl, 0.3 M citrato sodico.

0.4 M Tris, 0.01 M EDTA pH 8.0, 0.2 M écido
acético.

0.89 M Tris, 0.02 M EDTA pH 8.0, 0.89 M acido
borico.

0.25 % azul bromofenol, 0.25 % azul xianol, 30 %
glicerol.

10 mL formamida desionizada 100 %:; 3.5 mL
formaldehido 40 %, 1.5 mL tampon MOPS.

10 g triptona, 5 g extracto de levadura, 10 g NaCl. En
el caso de infeccion por fagos, se afiadieron 2.5 g de

5.8 g NaCl, 2 g MgSO,7H20, 50ml IM TRIS pH
7.5, 0.01% gelatina.

1 % blocking (Roche Molecular Biochemicals) en
tampon de acido maleico pH 7.5 (0.1 M é&cido
maleico, 0.15 M NaCl).

0.1 M Tris-HCl pH 9.5, 0.1 M NaCl, 50 mM MgCl,.

0.3 % Tween 20 en tampon de acido maleico pH 7.5
(0.1 M acido maleico, 0.15 M NaCl).

2.5. Soluciones hibridacion in situ fluorescente (FISH)

Solucién de hibridacion

Tampon TNB

Tampon TNT

50 % formamida, 10 % dextrano de sulfato (50 %), 2x
SSC, 0.3 mg/mL ADN de salmén, 0.33 % SDS.

0.1 M Tris-HCI, 0.15 M NaCl, 0.5 % agente
bloqueante.

0.1M Tris-HCI, 0.15 M NaCl, 0.05 % Tween 20.
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3. ANEXO C: SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

v

Hg

pl

puL

uM

A

ADN

ADNc
Anti-DIG-AP

ARN
ARNm
ARNTr
BS
BSA
C

cm
CP

d
DEPC
DIG
dy

dNTPs
dy

EDTA

ENC
FISH

G

h
HzOMQ
IPTG

K2P
Kb

LSS

MA
Mb
Mc
Mch
Me
mg

MII

pseudogén

microgramo

microjulio

microlitro

micromolar

adenina

acido desoxirribonucleico

ADN complementario

anti-digoxigenina-fosfatasa
alcalina

acido ribonucleico

ARN mensajero

ARN ribosémico

valor de bootstrap

seroalbumina bovina

citosina

centimetro

probabilidad de confianza en
test de ramas internas

distancia evolutiva corregida

dietilpirocarbonato

digoxigenina

distancia evolutiva no
sinénima corregida

desoxinucleétidos trifosfato

distancia evolutiva sindnima
corregida

acido tetra-acético etileno
dinitrilo

numero efectivo de tripletes

hibridacion in situ
fluorescente

guanina

hora

agua destilada Milli-Q

isopropil-p-D-
tiogalactopiradsido

Kimura 2-parametros

quilobase

litro

lauril sulfato sodico

molar

millones de afios

megabase

Mytilus californianus

Mytilus chilensis

Mytilus edulis

miligramo

Mytilus galloprovincialis

Marcador peso molecular
ADN/ARN

MIII
min
mL
mm
mM
Mt
mU
MXIV

ng
NHGRI/NCBI

Pu
Pyr

RD
RI
RNP

SDS
seg
SSC
TAE
TBE
TNB
TNT

UCE
UTR

X-Gal

Marcador concentracion ADN

minuto

mililitro

milimetro

milimolar

Mytilus trossulus

miliunidad (enzimatica)

Marcador peso molecular 100
pb

nanogramo

Histone Database, National
Human Genome Research
Institute

neighbor-joining

nanémetro

espaciador no transcrito

grado centigrado

distancia evolutiva no
corregida

pares de bases

tampon fosfato salino

reaccion en cadena de la
polimerasa

distancia evolutiva no
sinonima no corregida

distancia evolutiva sinénima
no corregida

purina

pirimidina

cociente s/v

dependiente de replicacion

independiente de replicacion

ribonucleoproteina

transiciones

dodecil sulfato sodico

segundo

solucion salina de citrato

timina

tampon Tris acetato

tampon Tris borato

tampon bloqueante Tris
sodico

tampon Tris sodico

unidad de actividad
enzimatica / uracilo

upstream conserved element

region no transcrita

transversiones

voltio

5-bromo-4-cloro-3indolil-B-D
galactopirandsido
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Analisis molecular y evolutivo de los genes de histonas en el mejillon (Myfilus spp.):
posible evidencia de un origen “huérfano” para los genes H1

José M. Eirin-Loépez, Ana M. Gonzalez-Tizon, Andrés Martinez y Josefina Méndez

Departamento de Biologia Celular y Molecular. Universidade da Coruia.

Journal of Molecular Evolution
vol. 55, pags. 272-283 (2002)

RESUMEN:

Las histonas linker constituyen un grupo de proteinas divergente y con una historia evolutiva
independiente que, ademés de subtipos somaticos, incluye isoformas especificas de tejido y de estadios
del desarrollo. En este trabajo se han caracterizado y analizado los segmentos codificantes y no
codificantes adyacentes correspondientes a genes H1 de cinco especies de Mytilus distribuidas por todo el
mundo. Los analisis de las regiones promotoras revelan homologias evidentes entre genes H1 de Myrilus,
de erizos de mar y variantes HI de diferenciacion de vertebrados (HS y H1°), observando la presencia
comun de un elemento H4-box. La secuencia proteica del dominio central de la histona HI también esta
relacionada con los consensos correspondientes a estas variantes de diferenciacion. La reconstruccion de
un arbol filogenético a partir de secuencias de genes HI pertenecientes a diferentes especies apoya la
hipétesis de un origen “huérfano™ para las histonas H1 de Mytilus, asi como para el gen H13 de erizo de
mar y los genes H5 y H1° de vertebrados. Adicionalmente se ha calculado el nimero de copias de la
histona H1 en Mytilus, obteniendo valores de entre 100 y 110 copias por genoma haploide y observando
una posicion cromosémica telomérica de una fraccion de genes H1 en la especie M. galloprovincialis. El
efecto la proximidad de estos genes respecto a regiones heterocromaticas se discute en este estudio en
relacion con el sesgo en el uso de tripletes detectado en genes H1.
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Molecular and Evolutionary Analysis of Mussel Histone Genes (Mytilus spp.):
Possible Evidence of an “Orphon Origin” for H1 Histone Genes
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Abstract. Linker histones are a divergent group of
histone proteins with an independent evolutionary
history in which, besides somatic subtypes, tissue-
and differentiation-specific subtypes are included. In
the present work H1 histone coding and noncoding
segments from five Mytilus mussel species (Mollusca:
Bivalvia) widely distributed throughout the world
have been determined and characterized. Analysis of
promoter regions shows clear homologies among
Mytilus H1 genes, sea urchin H1 genes, and verte-
brate differentiation-specific H1 subtypes (HS and
H1°), all having an H4 box motif in common. The
amino acid sequence of the HI protein central con-
served domain is also closely related to that previ-
ously defined for the vertebrate divergent subtypes. A
phylogenetic tree reconstructed from different HI
genes from several species strengthens the hypothesis
of an “orphon” origin for the Mytilus HI1 genes, as
well as for the H1°/H5 genes from vertebrates and the
HID gene from the sea urchin Strongylocentrotus
purpuratus, is suggested. As additional data, the av-
erage copy number of the HI1 genes in the species
analyzed was estimated as being 100 to 110 copies per
haploid genome, where FISH revealed telomeric
chromosomal location for several HI copies in M.
galloprovincialis. The contribution of such proximity

The sequences for histone H1 described in Fig. 1 have been de-
posited in the EMBL Nucleotide Sequence Database under the
following accession numbers: Mytilus californianus, AJ416421; M.
chilensis, AJ416422; M. edulis, AJ416423; M. galloprovincialis,
AJ416424; and M. trossulus, AJ416425.

Correspondence to: Josefina Méndez Felpeto; email: fina@ udc.es

to heterochromatic regions over the amount of codon
bias detected for H1 genes is discussed.

Key words:  Mytilus HI genes “Orphon”
genes — Copy number FISH Phylogeny
Introduction

Histone proteins, subdivided into core histones
(H2A, H2B, H3, H4) and linker histones (HI and its
variants), are the major constituents of the eukaryotic
chromatin. The typical structure of HI proteins
consists in a central trypsin-resistant globular region,
with a winged-helix domain, flanked by two terminal
arms (N and C terminal) without tertiary structure
(Ramakrishnan et al. 1993). Besides the structural
role of linker proteins constituting the chromatoso-
mal structure (Simpson 1978), preferential binding to
scaffold-associated regions and participation in nu-
cleosome positioning are currently accepted mecha-
nisms by which H1 could have a regulatory role in
transcription, through modulation of chromatin
higher-order structure (Zlatanova and Van Holde
1992; Khochbin and Wolffe 1994; Wolffe et al. 1997).
Linker histones can also be subdivided into distinct
types according to the stage of development and to
the tissue where they are expressed (Khochbin and
Wolffe 1994). During early embryogenesis, the ex-
pression of specific HI histones has been described in
amphibians (Ohsumi and Katagiri 1991). Later
in development and during the activation of zygo-
tic genes, there is an accumulation of somatic HI



histones in cells, and finally, the formation of differ-
ent tissues is accompanied by the accumulation of
differentiation-specific subtype HI1 histones (Grun-
wald et al. 1995). Three vertebrate-specific HI hi-
stones (H1°, HS5, HIM), which are encoded by
polyadenylated mRNAs and expressed independently
of the S- phase in the cell cycle (Pandey and Marzluff
1987), stand out from all the others because of their
high degree of structural and functional diver-
gence. Otherwise, vertebrate somatic H1 histones are
encoded by mRNAs with a 3’ stem-loop structure,
correlated with S- phase-dependent expression. The
only known example of a differentiation-specific
subtype in invertebrates is the HID histone in the
sea urchin Strongylocentrotus purpuratus (Lieber
et al. 1988), which shows great homology with HS
and H1° histones from vertebrates and also with H1
histone from the mussel Mytilus edulis (Drabent et al.
1999).

In many organisms core and linker histone genes
are grouped together in clusters with several repeti-
tions of the five histone classes (Hentschel and Bir-
nstiel 1981). The tandem organization of histone
genes within the repetitive units is characteristic of
invertebrate genomes (Maxson et al. 1983) and gen-
erally lost in vertebrate genomes (D’Andrea et al.
1985; Albig et al. 1997, Wang et al. 1997). Many
times along the evolutionary scale, an independent
organization of linker histone genes from the re-
maining core histone genes has been observed. Such
an arrangement was reported for invertebrates such
as Drosophila virilis (Domier et al. 1986), Caenor-
habditis elegans (Roberts et al. 1987), sea stars (Cool
et al. 1988), corals (Miller et al. 1993), annelids (del
Gaudio et al. 1998), and M. edulis (Drabent et al.
1999). This arrangement has also been observed for
vertebrates such as newts (Stephenson et al. 1981)
and for vertebrate specific linker subtypes as HS5
(Krieg et al. 1983) and H1° (Albig et al. 1993; Walter
et al. 1996).

In general, previous works have revealed that the
exclusion of a gene from a gene family could be more
precisely defined as an exclusion from the events of
sequence homogenization operating over the family
members, and such exclusion gives rise to an
“orphon” gene (Childs et al. 1981; Sculze and Schulze
1995). Till now, studies on “‘orphon’ genes have in-
volved mostly vertebrate genomes (Coles and Wells
1985; Schulze and Schulze 1995; Brocard et al. 1997;
Peretti and Khochbin 1997), only two groups of in-
vertebrates being analyzed: the sea urchin S. purpu-
ratus (Lieber et al. 1988) and the mussel M. edulis
(Drabent et al. 1999). To complete and clarify several
aspects of the evolutionary history of linker histone
genes in invertebrates, we have sequenced and char-
acterized HI histone genes in five mussel species,
distributed worldwide, and belonging to the genus
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Mytilus (M. californianus, M. chilensis, M. edulis,
M. galloprovincialis, and M. trossulus). Results ob-
tained from molecular and phylogenetic analyses
support the hypothesis that H1 histone genes in the
genus Mytilus share a common evolutionary origin
with a group of “orphons” composed of the differ-
entiation-specific subtypes from vertebrates and also
the HID histone gene from the sea urchin S. purpu-
ratus. Additionally, the copy number and the
chromosomal location of the HI genes are reported
and discussed in the present work with regard to the
estimated codon bias values.

Materials and Methods

PCR Amplification and DNA Sequencing of Mytilus
H1 Histone Genes

Mussels analyzed were collected from different localities along the
European and American coasts as follows: Mytilus californianus
from Point no Point, Pacific coast of Canada; M. chilensis from
Puerto Aguirre, Chile; M. edulis from Yerseke, Holland; M. gal-
loprovincialis from A Corufia, Atlantic coast of Spain; and M.
trossulus from Esquimalt Lagoon, Pacific coast of Canada.

Genomic DNA from muscle tissue was purified in CTAB buffer
in the five mussel species analyzed, following the protocol described
by Rice and Bird (1990). PCR amplifications from template ge-
nomic DNA were performed in a final volume of 25 ul (10 ng/pl),
where primers 5'-H1-full (TAC CTG CGA AGA CAA TTC AG),
and 3'-Hl1-full (AGA AAG GGT AGG GCT CAG) were used at
10 uM, with 1 U/ul of Tag DNA polymerase (Roche Molecular
Biochemicals). The reactions were performed with a first denatur-
ation step of 4 min 30 s at 95°C, followed by 35 cycles consisting of
a 30 s of denaturation at 95°C, 30 s of annealing at 55.5°C, and 30 s
of extension at 72°C. A final extension step of 5 min was performed
at 72°C. In the resulting 1100-bp band, the whole HI coding region
together with the noncoding flanking segments is included. Auto-
matic DNA sequencing was performed directly from the PCR
products using the 5'-HI-full/3’-H1-full primer set.

Generation of Nucleotide and Amino Acid Alignments

Multiple alignments of nucleotide and amino acid sequences were
conducted using the Clustal X program (Thompson et al. 1997),
with the default parameters given by the program. Alignments of
the amino acid central conserved domains were performed fol-
lowing the criteria previously established by Ramakrishnan et al.
(1993) and by Schulze and Schulze (1995) to define the borders of
the HI central domain. Further alignments with different gap pe-
nalizations were performed to estimate the stability and validity of
the assignments between the sequences of the final alignment.

Nucleotide Substitutions and Phylogenetic Analysis

The numbers of synonymous (ds) and nonsynonymous (dy) sub-
stitutions were estimated by the method of Nei and Gojobori
(1986) with the Jukes—Cantor correction. The reconstruction of a
phylogenetic tree from the aligned nucleotide sequences was
achieved using the neighbor-joining method (Saitou and Nei 1987).
Evolutionary distances were estimated by means of Jukes—Cantor’s
one parameter model and the inferred phylogeny was tested with
1000 bootstrap replicates. All the steps in the analysis were carried
out using the MEGA 2 package (Kumar et al. 2001).
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The nucleotide substitution patterns were determined by the
maximum-likelihood method, using the baseml program for the 5’
region (positions =300 to —1), and the codeml| program for the
coding region (positions | to 576), both included in the PAML
package (Yang 2000). Ancestral sites were discarded if their
probability was less than 0.75 and the probability of multiple hits in
the branches from the ancestral species to closely related species
was considered to be low and not significantly affected (Petrov and
Hartl 1999). The amount of codon bias presented by Mytilus H1
genes was estimated by means of the DnaSP 3 program (Rozas and
Rozas 1999) and is referred to as the effective number of codons
(ENC) (Wright 1990). The highest value (61) indicates that all
synonymous codons are used equally, and the lowest (20) that only
one codon is used in each synonymous class.

Analysis of the HI Copy Number in the Mytilus
Genomes

Varying amounts (200, 100, 50, and 25 ng) of genomic DNA from
each Mytilus species analyzed were transferred onto a nylon
membrane together with 0.8, 0.4, 0.2, and 0 ng of H1 PCR product
(complete coding region) for comparison. The haploid DNA
complement consists of 1.605 pg in M. californianus, and 1.510 pg
in M. trossulus (Gonzalez-Tizon et al. 2000), 1.710 pg in M. chil-
ensis and M. edulis, and 1.920 pg in M. galloprovincialis (Rodri-
guez-Juiz et al. 1996). The blot was hybridized with 100 ng/ml
of the digoxigenin-labeled whole H1 coding region probe from
M. galloprovincialis (in a final volume of 25 ml of hybridiza-
tion solution, the probe was not under limitant conditions) and
the resulting signal was detected by a chemiluminescent reaction
using CSPD (Roche Molecular Biochemicals) as substrate for
alkaline phosphatase. Hybridization intensity was quantified and
evaluated using the Q-Win image analysis software (Leica Imaging
System).

Obtaining Chromosomes and Fluorescent In Situ
Hybridization

Once in the laboratory, collected M. galloprovincialis specimens
were placed in tanks containing filtered seawater and fed continu-
ously on a suspension of Isochrysis sp. and Tetraselmis sp. micro-
algae for 10-15 days. Metaphases were obtained following the
protocol described by Gonzalez-Tizon et al. (2000). The DNA
probe used in fluorescent in situ hybridization (FISH) was an HI-
positive recombinant phage from a M. galloprovincialis genomic
library (ADASH II/EcoRI; Stratagene), labeled with digoxigenin-
11-dUTP using a Nick Translation Kit (Roche Molecular Bio-
chemicals). The slide preparation procedure was performed as
described previously by Gonzalez-Tizon et al. (2000), using 100 ng
of labeled DNA probe. Hybridization sites were detected by
immunocytochemical incubations in mouse antidigoxigenin, rabbit
anti-mouse FITC (fluorescein isothiocyanate), and goat anti-rabbit
FITC. Chromosomes were counterstained with propidium iodide
(50 ng/ml antifade) and visualized and photographed, using a Leica
DM RXA fluorescence microscope, on Kodak Ektachrome 400
ASA film.

Results

Characterization of the HI Histone Sequence
in the Genus Mytilus

PCR reactions with the 5'-HI-full/3’-H1-full primer
set yielded a 1100-bp fragment containing the coding

and noncoding flanking regions of the HI gene. The
resulting fragments for each species were subse-
quently purified and sequenced. Coding regions,
translated amino acid sequences, and noncoding
flanking regions are shown in Fig. 1. Promoter re-
gions (Fig. 1A) are highly conserved, especially the
major regulatory elements involved in the transcrip-
tional activity of H1. We have identified an H1 box-
like element, an H4 box, and a TATA box. The gaps
in the alignment of the promoter regions are due
mainly to the presence of indels in the sequence of M.
californianus. The consensus obtained for the pro-
moter region from the five Mytilus species was com-
pared with other H1 promoter regions from different
taxa (Fig. 2), where the presence of an H4 box ele-
ment (instead of a CAAT box) clearly discriminates
between vertebrate somatic Hls and the rest of the
linker subtypes.

The coding sequences (Fig. 1B) reveal the presence
of a 190-amino acid (aa)-long H1 protein in all cases,
with the exception of M. chilensis (189 aa) and M.
californianus (188 aa). These sequences possess a high
density of amino acid motifs that are enriched in
basic residues. Length variation involves deletion of
two amino acid residues at the C-terminal arm of the
protein: a proline (P) in position 138 in both cases
and an alanine (A) in position 170 only in M. chil-
ensis. The nucleotide variation in the coding region is
essentially synonymous, although 13 of the 15 amino
acid replacements are represented by nonsynony-
mous substitutions between M. californianus and/or
M. chilensis and the remaining species. At the 3'-
terminal region (Fig. 1C), once again, nucleotide
variation is practically absent, especially in the region
corresponding to the stem-loop or hairpin structure
of the mRNA.

Analysis of the Protein Central Conserved Domain

An amino acid alignment was performed from 58 HI
protein central domains (including Mytilus Hls), in
which the whole folded region is represented as de-
scribed for histone HS by Ramakrishnan et al.
(1993). Given that many positions show shared res-
idues between invertebrates and plants, and finding
that they are clearly differentiated from the residues
observed in vertebrate sequences, consensus se-
quences were separately defined for invertebrates/
plants, vertebrates, H5/H1°, and Mytilus. These
consensus sequences agreed with those previously
reported by Schulze and Schulze (1995). A high de-
gree of divergence between the central domain of the
HIM protein from Xenopus and the remaining se-
quences was detected, and that is why it was inde-
pendently analyzed. By individually aligning each
consensus sequence against that obtained for the
central domain of Mytilus HI1 proteins (Fig. 3),
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[541)
(577) ACTGTTCCAG ACTTCAGTCT GCAGAGGCTA TTCAGCCACC CCCAATTTAT AAAAA
Fig. 1. Nucleotide sequences determined for the five mussel spe- —173 to —180); (2) H4 box (positions —104 to —120); (3) TATA box

cies analyzed and the corresponding EMBL Nucleotide Sequence
Database accession numbers: M. galloprovincialis (Mg) AJ416424,
M. trossulus (Mt) AJ416425, M. edulis (Me) AJ416423, M. chilensis
(Mch) AJ416422, and M. californianus (Mc) AJ416421. (A) Se-
quence for Mytilus Hl promoter regions (positions —1 to —300).
Numbering on the /eft refers to the nucleotide sequence, dots rep-
resent complete matches between sequences, and gaps are indicated
by dashes. Conserved regulatory elements (positions —80 to —180)
are indicated by open boxes: (1) H1 box-like element (positions

our results show that the highest degree of homol-
ogy 1s presented by the consensus obtained for
H5/H1° central domains, followed by the consen-
sus for invertebrates/plants, vertebrates, and HIM
from Xenopus, which shows the lowest degree of
homology.

(positions —85 to =92). (B) HI coding regions. Numbering on the
right refers to amino acid residues. Translated amino acids are
placed above the corresponding codon, with positions where re-
placements were detected in boldface and underlined. (C) HI non-
coding 3’ flanking regions (positions 577 to 655). Conserved
elements are again in open boxes: (4) stem-loop or hairpin terminal
structure (positions 620 to 636); (5) part of a purine-rich element
(positions 648 to 654).

Nucleotide Substitution Numbers and Patterns
in Mytilus HI Histone Genes

Synonymous and nonsynonymous substitution
numbers were estimated using the method of Nei
and Gojobori (1986). The analysis of the individual
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—_— —
| S
CAAT Box TATA Box
Fig. 2. The structure of the proximal promoter region of the H1 upstream sequence including the CAAT box (in vertebrate com-

gene is compared between the consensus for the genus Mytilus and
its homologous region in vertebrates, sea urchins, and vertebrate
differentiation-specific subtypes and the consensus of vertebrate H4
histone gene (Peretti and Khochbin 1997). The TATA box and the

o ol o2

mon-type somatic H1s) and the H4 box (in the remaining HI
genes) are indicated. Black arrows on the left indicate evolutionary
relationships among the H1 sequences analyzed.
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Fig. 3.  Analysis of the HI protein central conserved domain,
represented above the alignment as an open box flanked by the two
terminal arms (carboxy and amino) of the protein. Black boxes in
the central domain indicate positions in which the three a-helical
regions of the winged-helix motif are placed. Regions of homology

domains shows a total absence of amino acid re-
placements among the Mytrilus species in the central
segment of the protein (see Table 1). The highest
synonymous divergence was observed at the C-ter-
minal arm, followed by the central domain and the
N-terminal arm of the protein. On the other hand,
the highest levels of nonsynonymous divergence
were present at the N-terminal domain. Nucleotide
sequences corresponding to the coding regions of M.
galloprovincialis and M. edulis matched perfectly,

QHPPTLaMVVEVLKKNTERKGTSVOAIRTRILSAHPT VDPLRLhFLLRTALNKGLEKGILIRPLNQSATGATGRFKL
- - --

with the consensus defined for Mytilus H1 protein are emphasized
with discontinuous bars below the amino acid sequence compared,
where asterisks indicate totally conserved residues, colons indicate a
high degree of conservation, and dors indicate a low degree of
conservation.

and the most divergent species in the genus Mytilus
were M. chilensis and M. trossulus. On average,
synonymous and nonsynonymous divergence among
the five mussel species analyzed was 0.12740.025
and 0.018 £0.005 substitution/site, respectively. In
the differentiation-specific subtypes (HS and H1°)
and in the tissue-specific subtype HIt from verte-
brates, the central domain, again, is more conserved
than the terminal regions, at the amino acid level
(Fig. 4). Once more, nucleotide divergence is essen-



Numbers of synonymous (ds) and nonsynonymous (dy) substitutions in H1 histone genes®

Table 1.

N-Terminal domain Central domain C-Terminal domain

Complete protein

Histone H1

(Mytilus)

(lN

(IS

(IN

lIS

dn

ds

(IN

0.000 £ 0.000
0.005 = 0.005
0.026 + 0.014
0.054 + 0.019
0.005 + 0.005
0.026 = 0.014
0.054 + 0.019
0.032 + 0.015
0.060 + 0.020
0.026 + 0.012
0.029 + 0.010

0.000 = 0.000
0.119 + 0.055
0.319 + 0.098
0.265 + 0.082
0.119 £+ 0.055
0.319 + 0.098
0.265 + 0.082
0.345 + 0.102
0.289 + 0.087
0.058 + 0.035
0.210 + 0.055

0.000 + 0.000
0.000 + 0.000
0.000 + 0.000

0.000 + 0.000
0.036 + 0.026
0.137 £+ 0.052
0.116 + 0.048
0.036 + 0.026
0.137 + 0.052
0.116 £ 0.048
0.137 + 0.051
0.116 + 0.048
0.018 + 0.018
0.085 + 0.031

0.000 + 0.000

0.017 + 0.015

0.051
0.051

0.000 + 0.000
0.000 + 0.000
0.105 + 0.078
0.051 £+ 0.054
0.000 + 0.000
0.105 + 0.078
0.051 + 0.054
0.104 + 0.077
0.050 + 0.054
0.051 £+ 0.054
0.052 + 0.038

0.000 + 0.000
0.005 + 0.003
0.019 + 0.008
0.030 + 0.009
0.005 + 0.003
0.019 + 0.008
0.030 + 0.009
0.023 + 0.008
0.035 + 0.009
0.019 + 0.006
0.018 + 0.005

0.000 + 0.000
0.063 + 0.023
0.201 + 0.044
0.162 + 0.039
0.063 + 0.023
0.201 +£0.044
0.162 + 0.039
0.210 + 0.046
0.171 + 0.040
0.040 + 0.018
0.127 + 0.025

Mg/Me
Mg/Mt

+ 0.039
+ 0.029

Mg/Mch
Mg/Mc
Me/Mt

0.000 + 0.000
0.000 + 0.000
0.000 + 0.000
0.000 + 0.000
0.000 + 0.000
0.000 £ 0.000
0.000 £ 0.000
0.000 + 0.000

0.017 + 0.015
0.051 + 0.039
0.051 + 0.029
0.069 + 0.043
0.069 + 0.033
0.051 + 0.029
0.043 + 0.023

Mc/Mch
Me/Me

Mt/Mch
Mt/Mc

Mch/Mc

Average

* Estimations are in units of substitutions per site + standard deviation. The average is the arithmetic mean.
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Fig. 4. Numbers of nucleotide substitutions in vertebrate differ-

entiation- and tissue-specific histone genes and in Myrilus HI
genes. Results are given as an average, discriminating between the
whole coding region (shaded bars) and the three protein domains
(open bars). Thin bars indicate the standard deviation. (A) Synon-
ymous substitutions per site. (B) Nonsynonymous substitutions per
site. T, complete protein; N, amino-terminal region; G, central
domain; C, carboxy-terminal region.

tially synonymous in all cases and located mainly in
the N-terminal segment of histones H5 and H1°
(0.553+0.258 and 0.877+0.285 substitution/site,
respectively, on average) and in the C-terminal seg-
ment of the HIt histone (1.746 +0.415 substitutions/
site, on average). Histone HIt is the most divergent
subtype at all levels, reaching synonymous and
nonsynonymous substitution numbers of almost 1
and 0.2 substitution/site, respectively, for the whole
protein.

To determine the nature of nucleotide substitu-
tions in the H1 gene, ancestral sequences were ob-
tained using the maximum-likelihood method.
Although no functional constraints are thought to be
present in flanking regions (except for promoter
motifs) in the 5’ region, transitions from G to A
(four) and from C to T (five) occurred more fre-
quently than transitions from A to G (two) and T to
C (one). A significantly higher frequency of change to
A or T than to G or C was observed here (9:3,
p>0.05), indicating a bias toward A or T, with high
transition numbers and relative frequencies of A and
T (A=0.33, T=0.35). In the protein coding region,
significantly higher frequencies of changes to A or T
than to G or C were not observed (8:9; p>0.05),
indicating an equilibrium state for the base compo-
sition.

The amount of codon bias in Mytilus HI histone
genes was estimated as the “‘effective number of co-
dons” (ENC) index (Wright 1990), which ranges
between 20 (extreme bias) and 61 (no bias). For
Mytilus H1 genes, the codon bias measured as ENC
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Table 2. Codon bias values in Mytilus histone genes"
Effective number of codons (ENC)

Species H1 H3 H4
Mc 43.896 37.181 35.845
Mch 45.611 38.793 30.238
Me 47.186 39.182 34.887
Mg 47.186 40.378 39.785
Mt 47.991 39.008 39.902
Average 46.898 38.908 36.131

* Species abbreviations are as in Fig. 2.

is an average of 46.898 (Table 2). This value is very
low compared with those obtained for core histone
genes such as the H3 and H4 histones in the same
species.

Phylogenetic Analysis

A neighbor-joining phylogenetic tree (Saitou and Nei
1987) was reconstructed from 58 complete nucleotide
HI1 coding regions in several organisms and rooted
with the Hl-like gene from the trypanosomatidae
Leishmania bracziliensis (Fig. 5). The bootstrapped
topology (1000 replicates) obtained clearly discri-
minates among the taxonomic groups of plants, in-
vertebrates, and vertebrates. The monophyletic
subgroup of the differentiation-specific subtypes from
vertebrates is also well defined, where HI histone
genes from Mytilus and the HID gene from the sea
urchin S. purpuratus are included. Three H1 genes
from sea urchins (HIB and H1G from S. purpuratus
and HI from Lytechinus pictus) are uncertainly
placed between plants and vertebrate differentiation-
specific subtypes. Xenopus HIM histone is grouped
together with the vertebrate somatic types in the
present topology.

Number of H1 Copies in the Genomes Analyzed
and Chromosomal Location in M. galloprovincialis

Increasing amounts of genomic DNA from each
species were transferred onto a nylon membrane and,
for comparison, corresponding amounts of Hl PCR
product DNA (Fig. 6A). The probe lacking the non-
coding flanking regions (to avoid nonspecific signals)
was digoxigenin-labeled, and after hybridization, the
signal was subsequently detected by chemilumines-
cence. Hybridization intensity was measured and the
copy number of the H1 genes was calculated at about
84 copies per haploid genome in M. californianus, 110
in M. chilensis and M. edulis, 115 in M. galloprovin-
cialis, and 94 in M. trossulus. FISH experiments on
M. galloprovincialis chromosomes, using an Hl-re-
combinant phage from a M. galloprovincialis genomic
library as a probe, revealed the presence of three pairs
of signals in three chromosome pairs (Fig. 6B). With

the exception of one pair located at an interstitial
position, all the hybridization signals map H1 genes at
telomeric chromosomal positions.

Discussion
H1 Histone Genes in the Genus Mytilus

In the present work, coding and noncoding flanking
regions of the HI1 histone gene were amplified by
PCR using specific primers in five species of mussels
belonging to the genus Mytilus. Within the promoter
region (Fig. 1A) typical regulatory elements of HI
genes are represented (Peretti and Khochbin 1997).
Between the H1 box-like element (Dalton and Wells
1988) and the TATA box, it is characteristic to find a
region that is homologous to the promoter sequence
of the H4 histone gene (H4 box). This region is lo-
cated at the same position as that occupied by the
CAAT box in somatic Hls from vertebrates (Marti-
nelli and Heintz 1994). This H4 box motif strongly
accounts for the high degree of homology detected at
promoter regions among Mytilus H1 genes and ver-
tebrate differentiation-specific Hl1s, sea urchin Hls,
and vertebrate H4 genes (Fig. 2). In this sense, the
evolutionary vinculation established between HI hi-
stones from the mussel M. edulis and the differenti-
ation-specific subtypes from vertebrates by Drabent
et al. (1999) extends to all the species analyzed in the
present work.

The coding sequences (Fig. 1B) reveal polymor-
phism in protein length caused by indel events at
the C-terminal arm of the HI1 protein. A high
density of amino acid motifs highly enriched in
basic residues was identified at the C-terminal arm,
possibly representing phosphorylation sites (Mez-
quita et al. 1985), although the presence of the HI-
specific motif T(S)PKKAKKP from vertebrates
(Toénjes and Doenecke 1987) was not found. The
presence of a stem-loop or hairpin termination
signal (Birnstiel et al. 1985) in the 3’ flanking region
(Fig. 1C) is correlated with the appearance of these
mRNAs in the S phase of the cell cycle, which
contrasts with the polyadenylation signal presented
by the “orphon” subtypes and also by the HID
gene from S. purpuratus, expressed independently of
the S phase.

The comparisons between the protein central
conserved domains in the organisms analyzed show
that H1 proteins in Mytilus share essential charac-
teristics with H1 proteins from invertebrates and
plants and also with H5 and H1 proteins from ver-
tebrates (Fig. 3). The residues constituting the first
two a-helical regions and also the terminal B-sheet
structure of the protein-folded domain show the
highest degree of conservation among the groups
analyzed. As reported previously by Schulze and
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Schulze (1995) for vertebrate differentiation-specific
subtypes, it is possible that the central domain is also
an evolutionarily old structure in Mytilus H1 pro-
teins, and nonconservative changes made during the
rise of the phylum Vertebrata represent evolutionary
innovations. This could be due to an ancestral
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r Fig. 5. Phylogenetic relationships among
H1 histone genes from several species
‘]e . .oy S .
Differentir:etli::f;pecifc grogped in fjlﬂerexlt ph)\/la and in one group
Subtypes of differentiation-specific subtypes. Boot-
strap values are placed in the corresponding
M nodes. Patterns of gene expression related to
\ the cell cycle are indicated as follows: the
GF ‘\( }c' open diagram of the cell cycle indicates gene
- expression independent from the S phase; S

phase-dependent expression is indicated by

L
ir

shading of the correspondent segment in the
cell cycle diagrams (asterisks indicate ex-
ceptions). The five Mytilus species analyzed
in the present work are in boldface. Nucleo-
tide coding regions for HI genes were ob-
tained from the NHGRI/NCBI database
under the following accesion numbers:
Lycoperscion esculentum (AJ224933), Ni-

Plants cotiana tabacum (AB029614), Pisum sati-
vum (X05636), Cicer arietinum (AJ0O06767),
/.-M?\ Apium graveolens (Y 12599), L. pennellii

ci A "\l - (U01890), Euphorbia esula (AF222804),
Lilium longiflorum (AB012694), Triticum

S aestivum (D87064), Zea mays (X57077),
Volvox carteri H1.1 (L07946), V. carteri
H1.2 (L07947), Chlamydomonas reinhardtii
(U16726), Strongylocentrotus purpuratus
HI1B (H1B; M20314), Lytechinus pictus
(X04488), S. purpuratus H1G (H1y;
Invertebrates M16033), Mytilus galloprovincialis, M. ed-
& ulis, M. trossulus, M. chilensis, M. califor-
/‘7\ nianus, and S. purpuratus H1D (H19;
arf i Jo1 J03807), Cairina moschata HS (X01065),
Gallus gallus HS (JO0870), Xenopus laevis
S H1% (Z71502), X. laevis, H1°b (Z71503),
Homo sapiens H 1° (X03473), Mus musculus
H1° (U18295), Rattus norvegicus H1°
(X72624), Tigriopus californicus (M84797),
Chaetopterus variopedatus (U96764), Chiro-
nomus thummi (L28724), C. dorsalis
(U21211), Glyptotendipes barbipes
Vertebrates (L29102), Drosophila melanogaster

M (X14215), D. virilis (L76558), D. hydei
(X17072), Euplotes crassus (AF127331),
G5 ol Tetrahymena thermophila (M14854), Anas

platyrhynchos (X06128), G. gallus
(M17021), X. laevis HIM (S69089), On-
corhynchus mykiss (X02624), H. sapiens
H1.5(Z298744), M. musculus H1.5 (Z46227),
H.sapiens H1.4 (NM_005321), M. musculus

. H1.4 (Y12292), M. musculus H1.2
(Y12291), M. musculus H1.3 (Y12291), H.
sapiens H1.2 (X57129), H. sapiens H1.3
(M60747), H. sapiens H1.1 (X57130), M.
musculus H1.1 (L26164), H. sapiens H1t
(M60094), Macaca mulatta H1t (M97756),
M. musculus H1.t (X72805), R. norvegicus
H1t (M28409), Leishmania bracziliensis
(AF131910).

exclusion event of a gene from the clustered gene
family, and subsequently from the operating events of
nucleotide homogenization, which could account for
the rise of an “orphon” group with an independent
evolutionary history with respect to the somatic

types.
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Fig. 6. Copy number and chromosomal location of the HI genes.

(A) Dot-blot analysis of the HI histone copy number in the five
species analyzed. The signal intensity of one HI copy was estimated
from the intensity pattern given by different amounts of HI probe.
The HI copy number in genomic DNA from Mytilus species was

Nucleotide Substitutions and Phylogenetic Analysis
of HI Genes

The group of linker histones is the fastest-evolving
histone class. However, the H1 subtypes, except for
HIt and Hla, can still be considered highly conserved
proteins (Ponte et al. 1998). The vast majority of the
nucleotide variation detected among Mytilus species
is focused on the nonorganized terminal segments of
the protein (Table 1), where synonymous divergence
greatly exceeds nonsynonymous divergence, indicat-
ing the presence of purifying selection acting on HI
genes. The HI histone C-terminal arm comprises
nearly 50% of the protein and its function is associ-
ated with chromatin condensation and gene expres-
sion modulation, whereas the short N-terminal arm
has little or no critical function (Widom 1998).
Probably, the absence of tertiary structure in these
regions contributes to the higher tolerance of amino
acid substitutions (Ponte et al. 1998). The vertebrate
tissue-specific H1t gene is the most variable linker
histone, followed by the differentiation-specific sub-
types HS and HI° (Fig. 4). It is possible that the
absence of sequence homogenization events, due to
an independent genomic location of these divergent
variants with respect to the clusters of somatic types
(Krieg et al. 1983; Albig et al. 1993; Walter et al.
1996), accounts for the high nucleotide variation and
also for the fast evolutionary rates observed. Finally,
the central domain of H1 histones is generally the
most conserved region, due to the presence of tertiary
structure (Ramakrishnan et al. 1993) and also to its
functional importance in the process of binding to
DNA.

subsequently resolved from this pattern. Species abbreviations are
as in Fig. 2. (B) FISH with a digoxigenin-labeled H1 histone probe
in metaphase chromosomes of M. galloprovincialis counterstained
with propidium iodide. Arrows indicate interstitial hybridization
signals. Bar = 10 um.

It is likely that bias toward AT in the nucleotide
substitution patterns observed for the 5’ flanking re-
gion of Mytilus H1 genes may be due to a need to
maintain the structure of the characteristic promoter
motifs involved in the correct expression of the “or-
phon™ genes, avoiding the presence of transversions
which could drastically modify these signals. The
same results have been recently reported for the H3
histone gene in eight species of the D. melanogaster
species subgroup (Matsuo 2000), indicating a recent
change in the selective pressure acting over this region
to maintain the structure of the regulatory elements.
It is not surprising that histone genes (highly ex-
pressed during certain stages of the cell cycle) have
their promoter regions under strong selective con-
straints to assess the effective expression of the gene.
Meanwhile, the same effect would be present in the
coding regions through a homogeneous synonymous
codon usage (high codon bias).

The exclusion event of a group of linker histones
from the main group during the short period of di-
vergent evolution which gave rise to the phylum
Vertebrata is reflected in the inferred tree topology
(Fig. 5). This group would constitute the direct pre-
decessor of the present divergent linker histones from
invertebrates, plants, and vertebrate differentiation-
specific subtypes. Further evolutionary changes in-
volving major structural changes would have arisen
related mainly to gene expression, where one group
underwent changes oriented toward S phase-depen-
dent gene expression, while other linker histone
genes, present at the same time and encoded by
“orphon’ genes (Childs et al. 1981), were not subject
to these particular changes. In the tree topology,



Mytilus H1 histone genes are included in a mono-
phyletic group together with the differentiation-
specific subtypes from vertebrates, supporting the
data previously reported by Drabent et al. (1999) for
the mussel M. edulis H1 genes. The HID histone
gene from the sea urchin S. purpuratus is also in-
cluded in this group, strengthening the hypothesis
that this gene is defined as a differentiation-specific
subtype from invertebrates (Lieber et al. 1988). An
additional group that includes the S. purpuratus H1B
and HIG histone genes is also placed in a basal
position, close to the differentiation-specific subtypes
group.

In a previous work by Schulze and Schulze (1995)
the HIM histone gene from Xenopus laevis was de-
fined as a vertebrate differentiation-specific subtype,
although clear dissimilarities from HS/H1° genes
were reported. This result contrasts with those ob-
tained in the present work, in which the HIM gene is
placed in the vertebrate somatic Hls monophyletic
group. Possibly, the restriction of the data analyzed
by Schulze and Schulze to amino acid comparisons,
referring only to the HI1 protein central domain,
constitutes a serious bias in their results. In any case,
further analysis will be necessary to clarify the evo-
lutionary status of this gene, given that “orphon”
characteristics such as polyadenylated mRNAs and
independent organization from multiple histone gene
clusters are presented by HIM.

Copy Number and Chromosomal Location of HI
Genes

The copy number of the HI genes in the genomes of
the species analyzed has been estimated to be about
100 to 110 copies per haploid genome on average
(Fig. 6A), supporting previous results obtained in M.
edulis (Drabent et al. 1999). The high copy number
of HI1 genes could be related to the telomeric
chromosomal position of several H1 copies in M.
galloprovincialis (Fig. 6B), as stated previously for
Drosophila histone genes (Fitch et al. 1990). Genes
located near heterochromatic regions are generally
less active than their euchromatic counterparts, and
it is probable that the former may have come to exist
in higher copy numbers to achieve similar levels of
expression.

In this sense, the estimated amount of codon bias
in Mytilus H1 histone genes (Table 2) differs greatly
from the codon bias values obtained for two core
histone genes (H3 and H4) in the same species. The
easiest and classical explanation involves differences
in selective constraints between core and linker his-
tone genes, but the observed codon bias is still low for
the high expression levels presented by HI1 histone
genes. Taking into account the telomeric chromoso-
mal position of H1 genes in M. galloprovincialis (Fig.
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6B), the low recombination rates presented by such
heterochromatic regions are likely to be a critical
factor in determining the low codon bias values pre-
sented by genes located near these chromosomal
positions, as predicted by the hitchhiking and back-
ground selection models, together with the Hill

Robertson effect (Hill and Robertson 1969; Kaplan
et al. 1989; Charlesworth et al. 1993). Low codon bias
has been empirically reported for histone genes in D.
melanogaster, which are located fairly close to the
centromere of chromosome 2 (Fitch and Strausbaugh
1993), and also for highly expressed genes close to
telomeric regions in D. melanogaster (Munté et al.
2001). It is probable that differences in selective
constraints between core and linker histone genes
account for the codon bias and high synonymous
divergence values in Mytilus H1 genes, but is not
possible to discard the additional effect of the telo-
meric chromosomal location of these genes.

The results reported in the present work show the
presence of significant homologies between the HI
histones characterized in the genus Mytilus and the
vertebrate differentiation-specific linker histones (HS
and H1°) and sea urchin HI1D histone. These histone
genes would have their direct evolutionary predeces-
sor in an “‘orphon” group, which would have diverged
from the main group during the rise of the phylum
Vertebrata. Thus, it is not possible from our results to
discard the effect of the telomeric chromosomal po-
sition of several H1 repetitions on the copy number or
on the amount of codon bias detected for H1 histone
genes. Further analysis of H1 histone genes from in-
vertebrates will be necessary to trace and place the
evolutionary events which gave rise to the presence of
sequence elements such as the poly (A) tail, related to
gene expression patterns in an independent way from
DNA replication, a key proccess in the divergence of
this “orphon” group of histone genes.
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Anilisis molecular y evolutivo de la familia multigénica de las histonas en Myfilus:
primera descripcion de una unidad repetitiva en tindem con las cinco clases de
histonas incluyendo genes H1 con caracteristicas “huérfanas”
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RESUMEN:

El presente trabajo supone la primera caracterizacion de una unidad repetitiva de histonas incluyendo un
gen HI junto a histonas del core en un molusco bivalvo. Con el objetivo de completar el conocimiento
acerca de la historia evolutiva de la familia multigénica de las histonas en invertebrados, se ha llevado a
cabo su caracterizacion en cinco especies de mejillones del género Mytilus, como continuacion al trabajo
previo sobre la familia H1. La organizacion principal de los genes de histonas en la unidad repetitiva de la
especie M. galloprovincialis se ha determinado en este trabajo como el quinteto H4-H2B-H2A-H3-HI,
con dos genes de ARNr 5S ligados a la unidad. Sorprendentemente, todos los genes analizados muestran
la presencia simultanea de dos sefiales putativas de terminacion de la transcripcion en las regiones 3’
UTR, una sefial tallo-bucle y una sefial de poliadenilacion, ambas relacionadas con la expresion de estos
genes en etapas concretas del ciclo celular. Las histonas HI presentes en las unidades comparten
caracteristicas esenciales con los genes H1 “huérfanos™, siendo posible un origen evolutivo comun, el
cual también se intuye a partir de los analisis filogenéticos realizados. La caracterizacion de las histonas
en cuatro especies adicionales de Mytilus reveld la presencia de una fuerte seleccion purificadora. El
analisis de la localizacion cromosomica de estos genes mostro que la mayor parte de los genes de histonas
del core se localizan en regiones teloméricas. Seran necesarios estudios adicionales acerca de la variacion
nucleotidica presente en estos genes a la hora de determinar si las histonas H1 efectivamente evolucionan
segun el modelo de birth-and-death vy si el efecto de la seleccion purificadora podria ser responsable de
las homologias observadas entre los genes H1 de las unidades y los genes H1 “huérfanos™.
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Abstract. The present work represents the first
characterization of a clustered histone repetitive unit
containing an HI gene in a bivalve mollusk. To
complete the knowledge on the evolutionary history
of the histone multigene family in invertebrates, we
undertake its characterization in five mussel Mytilus
species, as an extension of our previous work on the
H1 gene family. We report the quintet H4-H2B-
H2A-H3-HI1 as the major organization unit in the
genome of Mytilus galloprovincialis with two 58
rRNA genes with interspersed nontranscribed spacer
segments linked to the unit, which is not justified by
their cotranscription with histone genes. Surprisingly,
3’ UTR regions of histone genes show two different
mRNA termination signals, a stem-loop and a
polyadenylation signal, both related to the evolution
of histone gene expression patterns throughout the
cell cycle. The clustered H1 histones characterized

The nucleotide sequences for histone genes described in the present
work have been deposited in the GenBank Database under the
following accession numbers: Mytilus galloprovincialis histone re-
petitive unit (AY267739); M. californianus H2A (AY267759), H2B
(AY267741), H3 (AY267745), H4 (AY267752); M. chilensis H2A
(AY267756), H2B (AY267744), H3 (AY267746), H4 (AY267751);
M. edulis H2A (AY267757), H2B (AY267742), H3 (AY267749),
H4 (AY267754); M. galloprovincialis H2A (AY267755), H2B
(AY267740), H3 (AY267748), H4 (AY267750); M. trossulus H2A
(AY267758), H2B (AY267743), H3 (AY267747), H4 (AY267753).

Correspondence to: Josefina Méndez Felpeto; email: fina(@ udc.es

share essential features with “orphon™ HI genes,
suggesting a common evolutionary origin for both
histone subtypes which is supported by the recon-
structed phylogeny for H1 genes. The characteriza-
tion of histone genes in four additional Mytilus
species revealed the presence of strong purifying se-
lection acting among the members of the family. The
chromosomal location of most of the core histone
genes studied was identified by FISH close to telo-
meric regions in M. galloprovincialis. Further analysis
on nucleotide variation would be necessary to assess
if H1 proteins evolve according to the birth-and-
death model of evolution and if the effect of the
strong purifying selection maintaining protein ho-
mogeneity could account for the homologies detected
between clustered and “orphon’ variants.

Key words: Mussel Mytilus
quintets — “Orphon” genes
Copy number — FISH

Histone gene
Phylogeny

Introduction

Histones are a small set of basic proteins found in all
eukaryotic organisms, involved in DNA packaging in
nucleosomes and also in the regulation of gene ex-
pression. There are five histone classes which can be
classified in two major groups according to structural
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and functional criteria: core histones (H2A, H2B, H3,
H4), which form multiprotein complexes and interact
with DNA to constitute the nucleosome structure,
and linker histones (H1), which interact with DNA
stretches between nucleosomes giving rise to the
chromatosome structure and participate in nucleo-
some positioning (Simpson 1978).

Core histones show a typical tripartite structure
with a central globular domain containing a fold
motif involved in protein-protein interactions form-
ing H2A-H2B heterodimers and (H3-H4), tetramers.
The central domain is flanked by two terminal tails
(N and C terminal) without tertiary structure, where
the N-terminal domains play a critical role in regu-
lation of gene expression by interacting with different
transcription factors (Arents and Moudrianakis
1995). The typical structure of HI proteins consists of
a central trypsin-resistant globular domain, which
contains a winged-helix domain, flanked by two
nonorganized terminal tails (Ramakrishnan et al.
1993). The long C-terminal tail is the most important
domain, playing a role in nucleosome positioning and
regulation of gene expression (Khochbin and Wolffe
1994; Wollffe et al. 1997).

With the exception of the H4 histone, for which
variants have not been described, these proteins can
also be classified on the basis of their genomic or-
ganization and expression patterns, such as replica-
tion dependent, replication independent, stage
specific, and tissue specific (Isenberg 1979; Maxson
et al. 1983; Doenecke et al. 1997). Replication-
dependent histones are expressed only in the S-phase
of the cell cycle during DNA replication, whereas
replication-independent types are expressed at low
levels but continuously throughout the cell cycle.
Stage specific histones are generally and specifically
expressed during early embryogenesis and tissue
specific types are detected only in particular cell types
such as testis and avian nucleate erythrocytes
(Hentschel and Birnstiel 1981; D’Andrea et al. 1985;
Ohsumi and Katagiri 1991).

In many organisms core and linker histones are
organized in clusters containing several copies of the
five histone gene classes (Hentschel and Birnstiel
1981). These show a typical tandem arrangement in
invertebrate genomes (Maxson et al. 1983), whereas
this tandem configuration is generally lost in verte-
brate genomes (D’Andrea et al. 1985; Albig et al.
1997; Wang et al. 1997). Additional organizations of
histone genes are usually observed. Independent
clusters containing only HI genes have been de-
scribed in annelids (Sellos et al. 1990; del Gaudio et al.
1998) and mussels (Drabent et al. 1999), which co-
exist in the genome with clustered repetitions of the
five histone classes. The presence of histone quartets
(without H1) has also been reported for newts
(Stephenson et al. 1981), sea stars (Cool et al. 1988),

corals (Miller et al. 1993), recently for the mussel
Mytilus edulis (Albig et al. 2003), and also in the
genome of Drosophila virilis coexisting with histone
quintets (Domier et al. 1986). Different reports have
proposed an “orphon” hypothesis to explain the ev-
olutionary origin of the independently organized HI
genes. It is generally accepted that the exclusion of a
gene from a gene family, and consequently from the
homogenization events acting over the members,
could give rise to an “orphon” gene, which hereafter
would be under totally different evolutionary con-
straints to those guiding the evolution of the gene
family (Childs et al. 1981; Schulze and Schulze 1995).
Such an “orphon”™ origin has been proposed for the
independent HI clusters isolated in the mussel M.
edulis (Drabent et al. 1999) and for a group of Hl
genes in four additional Mytilus species (Eirin-Lopez
et al. 2002).

So far, H1 clusters and core histone clusters have
been independently characterized in one mussel spe-
cies. The purpose of this paper is to undertake the
molecular characterization of the histone repetitive
unit in the mussel M. galloprovincialis and to study its
evolution by analyzing the core histone genes in four
additional Mytilus species. These studies are an ex-
tension of our previous work on H1 genes. Our re-
sults show that clustered H1 genes share common
features with “‘orphon” variants at their promoter
regions and at the protein central conserved domain,
suggesting a common evolutionary origin for both
histone subtypes. Additionally, nucleotide substitu-
tion numbers and codon bias values were estimated
for histone genes and discussed in relation to copy
number and chromosomal location analyses.

Materials and Methods
General Methods

Mussel specimens were collected from different localities along the
European and American coasts as follows: Mytilus californianus
from Point No Point (Pacific coast of Canada), M. chilensis from
Puerto Aguirre (Chile), M. edulis from Yerseke (Holland), M.
galloprovincialis from Balcobo (Atlantic coast of Spain), and M.
trossulus from Esquimalt Lagoon (Pacific coast of Canada). Ge-
nomic DNA was purified in CTAB buffer (2% hexaclecytrimeth-
ylammonium bromide, 1.4 M NaCl, 1 00 mM Tris-HCI, pH 8.0, 20
mM EDTA, 0.2% B-mercaptoethanol) following the protocols de-
scribed by Rice and Bird (1990) and Winnepenninckx et al. (1993).

Screening of a Mytilus galloprovincialis Genomic
Library

A genomic library from the mussel M. galloprovincialis synthesized
in EcoR1/4 DASH 11 vector (Stratagene) was screened for histone
genes using as a probe the coding region for the H1 gene (1100 bp)
of this species (Eirin-Lopez et al. 2002). The probe was labeled with
[PPJdCTP using the Rediprime II Kit (Amersham Pharmacia



Table 1.  Primers used for DNA sequencing of the histone re-
petitive unit in M. galloprovincialis

Primer Sequence (5'—3') Position
H3.15 GGATTCGGAGGTTAAACAGC 461-480
H3.13 ATTCTTCATCTGATTAGTCCG 1023-1043
H3.11 TACATTTCAGGAGTATACATC 16401661
H3.9 CATCCAGGCTGTACTTCTGCC 2244-2264
H3.7 TTTAAGAGAATGTGACAGCAG 2881-2901
H3.5 TCCGATTGGTATAGACATGC 3256-3275
H3.3 TGCAAACATTGCGGCTAGC 3671-3689
H3.1 CTATGTGGCTTCTTAACTCC 38663885
H3.2 TTCGTTTCCAGAGCTCTGC 4011-4029
H3.4 GATGTACAACATATTCAGACTC 4234-4255
H3.6 CAATCCATCTTCTAATTGCAG 4617-4637
H3.8 TGTCAATTTCCCGGGACATC 5224-5243
H3.10 ATCATTAGTTATTTGGTCCATC 5593-5614
H3.20 GACTTCCTTGACCGAGATG 5987-6005
H3.19 GATGTGTGCGAATGAACGAC 65076526
H3.18 TTTGCAGATTTGGCAGCAGG 7050-7069
H3.17 AAGAAGACAAAGGCTGCAGC 7089-7108
H3.22 GTGTCTACGACCATATCACG 7484-7503
H3.21 GAATACCGGGTGTTGTAGAC 7584-7603

Biotech) and subsequently used in the hybridization procedure as
follows: filters were prehybridized under high stringency conditions
for 12 h at 68°C, in a solution of 5x SSC, 0.1% SDS, 2% nonfat
powdered milk, 100 pg/mL denatured herring sperm DNA. The
labeled probe was added to the solution and the hybridization was
carried for 24 h at 68°C. Posthybridization washes of the filters
were successively performed in a solution of 2x SSC, 1% SDS for
30 min at room temperature. Positive clones were verified by
Southern blotting experiments, again using the HI probe.

DNA Sequencing of the Repetitive Unit

PCR primers were designed from consensus of coding regions for
histone genes in invertebrates to amplify core histone genes in the
mussel M. galloprovincialis. Primers annealing in coding regions
were defined as: 5'-H2A-partial (AAG AGG TAA AAG TGG
AAA GGC CCG) and 3'-H2A-partial (TAG CTT GATTTG CCG
GTC TTC TTG), with a resulting fragment of 366 bp; 5'-H2B-
partial (CAA AGT CAA CGG CAC CCC GTG) and 3'-H2B-
partial (TTT GGC GAG TTC ACC TGG CAG), amplifying a 278-
bp-long fragment; 5'-H3-partial (TCG CAA ATC TAC AGG AGG
GAA GGC) and 3'-H3-partial (CAT GAT GGT AAC CCT CTT
GGC GTG), giving a fragment of 340 bp; and 5'-H4-partial (AAA
GGA GGA AAG GGA CTG GGA) and 3'-H4-partial (CTG GCG
TTT CAA GGC GTA CAC), with a resulting fragment of 267 bp.
PCR amplifications from template DNA (25 ng) were performed in
a final volume of 25 pL, where primers were used at 10 pM in PCR
reactions, with 1 U/uL of Tag DNA polymerase (Roche Molecular
Biochemicals). Reaction conditions were the same for the four hi-
stones, with a first denaturation step of 4 min and 30 s at 95°C,
followed by 35 cycles consisting of a 30 s denaturation step at 95°C,
30 s of annealing at 51°C, and 30 s of extension at 72°C. A final
extension step of 5 min was performed at 72°C.

The resulting products were digoxigenin-labeled (Roche Mo-
lecular Biochemicals) by PCR and subsequently used in Southern
blot to verify the presence of core histone genes in the positive
clones of the screening. Additionally, the primers annealing in
coding regions were also used for PCR amplifications to corrobo-
rate the Southern blot results. The sequence of the histone cluster
was determined using a primer walking strategy where intermediate
primers were designed (Table 1) until determining the complete
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DNA sequence of the unit, through automatic DNA sequencing
directly from PCR products in an ABI PRISM 377 sequencer
(Applied Biosystems, Perkin—Elmer). Coding regions for histone
genes were identified by means of BLAST software by comparing
the obtained sequences with those of the ORFs in the databases.
The complete nucleotide sequence of the unit has been deposited in
the GenBank Database under accession number AY267739.

PCR Amplification and DNA Sequencing of Core
Histone Genes in Mytilus Species

Additional sets of primers were defined from DNA sequences of
the repetitive unit characterized in M. galloprovincialis to efficiently
amplify core histone genes coding and noncoding flanking regions
in mussel species belonging to the genus Mytilus. These primers
were defined as: '-H2A-full (ACT ACC TGG AAG AAG CGAT)
and 3'-H2A-full (ACA GAG AAA TGG AGG GAG T), 5'-H2B-
full (GTC ATT TTG GGG TGG GAC ACA G) and 3'-H2B-full
(CAA AAC ATC GCT TCT TCC AGG TAG), 5'-H3-full (TGT
GTG CCA AAT GTT AGC TTG G), and 3'-H3-full (CAG TAA
CCT GAC TGT CTT GGT CT), and 5'-H4-full (ATT CCT ACA
GAG TTA CCT CCC GGA T) and 3'-H4-full (AAG TTG GAC
AAG TTG GAC AGG AGA). Histone genes were amplified in
four other species (M. californianus, M. chilensis, M. edulis, and M.
trossulus) by PCR under the same conditions as described above for
M. galloprovincialis except for the annealing temperature, which
was 52°C. A 661-bp-long fragment was obtained in the case of
H2A, 663 bp for H2B, 878 bp for H3, and 601 bp for H4. Auto-
matic DNA sequencing was performed directly from the PCR
products in a CEQ 8000 sequencer (Beckman Coulter). The Gen-
Bank accession numbers of these sequences are: M. californianus
H2A (AY267759), H2B (AY267741), H3 (AY267745), H4
(AY267752); M. chilensis H2A (AY267756), H2B (AY267744), H3
(AY267746), H4 (AY267751); M. edulis H2A (AY267757), H2B
(AY267742), H3 (AY267749), H4 (AY267754); M. galloprovincialis
H2A (AY267755), H2B (AY267740), H3 (AY267748), H4
(AY267750); and M. trossulus H2A (AY267758), H2B
(AY267743), H3 (AY267747), H4 (AY267753).

Nucleotide Substitution Numbers in Mytilus Histone
Genes

Multiple alignments of amino acid and nucleotide sequences were
conducted using Clustal X software (Thompson et al. 1997) with
the default parameters given by the program. The proportions of
synonymous (ps) and nonsynonymous (py) substitution differences
per site were computed for all sequences by the modified Nei
Gojobori method (Zhang et al. 1998). Phylogenetic trees were re-
constructed from sequence alignments by means of the neighbor-
joining algorithm (Saitou and Nei 1987), testing the inferred to-
pology with 1000 bootstrap replicates. All the steps in the analysis
were conducted using the MEGA package, version 2.1 (Kumar
et al. 2001). The amount of codon bias presented by Mytilus hi-
stone genes was estimated by means of the DnaSP 3 program
(Rozas and Rozas 1999) and is referred to as the “effective number
of codons™ (ENC [Wright 1990]), where the highest value (61) in-
dicates that all synonymous codons are used equally (no bias), and
the lowest (20) that only one codon is used in each synonymous
class (extreme bias).

Copy Number of Histone Genes in Mussel Genomes

Different amounts of genomic DNA (200, 100, 50, 25 ng) from each
of the five species were transferred onto a nylon membrane together
with 0.8, 0.4, 0.2, and 0 ng of PCR product from the amplification
of histone genes (coding regions) as a reference. The haploid DNA
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Fig. 3.  Length variation and analysis of the central protein do-
main in H1 histones. A Location and characterization of amino
acid indel events (in boldface) in the H1 C-terminal domain,
compared with the consensus sequence in the genus Mytilus. As-
terisks indicate perfect matches, colons indicate a high degree of
homology, and dots indicate a low degree of homology between

residues. B Comparison of the central conserved domain between
clustered HI proteins and consensus sequences for other organ-
isms. Homology is indicated as in A. The three a-helix regions in
the winged-helix motif are emphasized by open boxes and B-sheet
structures are indicated with black boxes.

Table 2.  Transcription termination signals in M. galloprovincialis genes

M. galloprovincialis histone genes Stem-loop signal Purine-rich motif Poly(A) signal
HI +37 AGCCCTTTTAAGGGCT +65 AAAAAGAG Y
H2A +29 GGCCCTTTTCAGGGCC +58 AAAAAGAA Y
H2B +27 GGCCCTTTTCAGGGCC +55 AAAAAGAG Y
H3 +25 GGCCCTTTTAAGGGCC +54 AAAAAGAG Y
H4 +29 GGCCCTTTTCAGGGCC +58 AAAAAGAA Y
Consensus

M. galloprovincialis €AGCCCTTTT AAGGGC ¢ AAAAAGAS Y
S. purpuratus GGC 1CTTTTCAGE,GCC CAAGAAAGA N
P. dumerilii GGCCTATTTTAAT,GGCC CAAAAGA N
C. variopedatus GG CCTTTACTTAGGE,CC CCAG,C,GAAA Y
C. thummi CGAGTCTcTTTTS A2 GGAGC G AACLAS,AS, Y
A. aquaticus GGOCTT cCCTATT 0 G CGACC A*MCAAMGAGA Y
D. ’I_l'tlt’i GTGTCCCTTTTCAGGA(;CTCG CA(VAAA(‘,GAGAA(H A'[ N
0. mykiss GGCTCTTTTAAGAGCC AT9CAAAS , N

1991; Akhmanova et al. 1997; del Gaudio et al. 1998;
Barzotti et al. 2000).

The spacer regions between histone genes showed
a great density of repetitions of the sequences TACA,
TA, and TGAT. The simple sequence (AAAG),; was
detected between H4 and H2B genes, and 12 repeti-
tions of the motif TTCG together with 4 reiterations
of the heptanucleotide A(GA)>(AT), were observed
in the spacer segment downstream of the H2A hi-
stone. Series of three repetitions forming the sequence
5'-AC(TA)>,(GA),ATACAGAG-3' and two repeti-

tions of 5-TA(GA),ATACAAAGAA(TA),GC-3'
were also present in the intergenic region between
H2A and H3.

Nucleotide Substitution Numbers in Mytilus Histone
Genes

To complete the molecular and the evolutionary
characterization of the histone multigene family in
the genus Mytilus, core histone genes were isolated
and sequenced in four additional mussel species. The



histone genes (Hentschel and Birnstiel 1981), we de-
fine major units as those gathering the five histone
classes.

Analysis of Histone Sequences in the Repetitive Unit

The sequence of the unit is composed of a first
ORF of 309 bp coding for an H4 protein of 103
residues, located 163 bp downstream of the 5
EcoRI site (Fig. 2A). The next ORF is inverted and
spaced by 782 bp from the H4 gene, and consists of
372 bp encoding an H2B protein of 124 amino acids
(Fig. 2B). A short spacer segment of 282 bp sepa-
rates this gene from a 375-bp-long ORF, which
encodes for an H2A histone type of 125 residues
(Fig. 2C). After a long spacer region of 1470 bp, the
ORF for histone H3 is found, which is 408 bp long
and encodes for 136 amino acids (Fig. 2D). The
next ORF comprises 594 bp encoding an HI protein
of 198 amino acids, which is separated by a 2374
bp-long spacer region from H3 (Fig. 2E). Both 5S
rRNA genes are 300 bp downstream from the end
of the stop codon of HI and encoded by the same
DNA strand. A short segment of 41 bp corre-
sponding to an o-NTS region is first identified,
followed by a 5S rRNA gene of 121 bp separated
by another a-NTS region of 132 bp from the last 5S
rRNA gene (Fig. 2F).

Specific subtype features were absent, with the
exception of the H4 gene, where the presence of an
alanine residue at position 74, typical of stage-specific
subtypes (Drabent et al. 1995), has been identified.
No typical features of vertebrate-specific histones
were identified in mussel histone genes, except for H1
promoter regions, although the high K:R ratio pre-
sented by these genes (58:2) is typical of somatic
subtypes (del Gaudio et al. 1998).

The nucleotide sequence for the HI1 histone is
clearly divergent from the HI genes characterized
in other Mytilus species, with several indel (inser-
tion/deletion) events at the C-terminal domain of
the molecule. A deletion of two residues is observed
at position 114 (Ala-Lys), together with an insertion
of three, five, and one residue at positions 137
(Thr-Ala-Ala), 166 (Pro-Ala—Ala-Lys-Pro), and
185 (Thr), respectively. A high density of amino
acid motifs enriched in basic residues is also
observed in this domain, possibly representing
phosphorylation sites (Mezquita et al. 1995). Com-
parison of the protein central conserved domain
reveals that, at the amino acid level, clustered HI
proteins of M. galloprovincialis show the highest
degree of homology with the consensus for HI
proteins in mussels, followed by that of HID pro-
teins in sea urchin and that of H5/H1° in vertebrates
(Fig. 3).
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Noncoding Flanking Regions of the Histone Genes

The promoter regions contain several elements
common to other genes transcribed by RNA po-
lymerase II. Perfect TATA signals were identified
for H2A, H2B, and H4 genes at positions —62 to
-69, —69 to -76, and —56 to —61, respectively. HI
had a slight modification, showing the sequence
TAGATAA. The typical sequences 5-GATCC-3'
and 5-CCTAATTTGCATATG-3' (Maxson et al.
1983) were not detected. The short sequence 5'-
MCATTCP-3', which represents putative CAP sites,
was also present in all genes, generally 50 to 70 bp
upstream of the start codon (Sures et al. 1980).
From our results, the consensus CAP sequence for
M. galloprovincialis histone genes was defined as
5.Pu T CATTCPu-3'. These genes do not contain
either the short sequence CCCTCT/G, which is
present upstream from the CAP sites in Drosophila
histone genes, or ATTTGCAT, which is specific for
the H2B promoter region and involved in replica-
tion-dependent expression (Sturm et al. 1988). The
CAAT box signal was identified in all cases and was
present twice in the H3 gene, a characteristic feature
of vertebrate histone genes (Connor et al. 1984).
Histone HI promoter regions showed the presence
of typical elements of linker genes such as an HI
box-like element (—-166 to —173), followed by an H4
box element (=98 to —114). The latter element oc-
cupies the same position that the CAAT box occu-
pies in somatic subtypes, and is typical of H4 genes
and linker “orphon’ variants (Peretti and Khochbin
1997). Only the presence of one enhancer sequence
was identified for the H4 gene at positions —41 to
—47, matching perfectly with the consensus sequence
defined for histone genes (Me*:2%06 [Connor et
al. 1984]), TGGATAG being for M. galloprovin-
cialis. Additionally, a high degree of homology be-
tween promoter regions of H2A and H4 genes was
detected, where the first nine residues of both pro-
teins match perfectly. This is consistent with that
previously reported for sea urchins (Sures et al.
1978), suggesting a common evolutionary origin for
both proteins.

Each of the histone genes analyzed show the typ-
ical palindrome sequence forming the stem-loop
structure at noncoding 3’ terminal regions, followed
by a purine-rich element 14 bp downstream. The
stem-loop consensus sequence for the genes analyzed
was defined as §-9,GCCCTTTT ,AGGGC' -3
(Table 2). Surprisingly, all genes show at least one
additional mRNA termination signal downstream to
the palindrome sequence, a polyadenylation signal
which is typical of replication-independent histone
genes expressed at constant but low levels throughout
the cell cycle and in quiescent differenciated cells
(Hentschel and Birnstiel 1981; Hankeln and Schmidt



A.- H4 gene

GAATTCCTAC AGAGTTACCT CCCGGATTTA GACGAAAACA ACCAATCA 48
GGTCCAACCT ATCAAAARTT CAGTGGTATT TCTTTTAGGG CCGCGTTC 96
ATGAG CATAATT TGGATAGTGT TGICATTCGT TTTATCGA 144
ACTTCACARA GCAAGCAAC 163
M S G R G K G G K G L G K 13
ATG TCA GGA AGA GGT AAA GGA GGA AAA GGT CTA GGT AAA 202
G G A K R H R K V L R D N 26
GGA GGC GCC AAA CGT CAC AGG AAG GTG TTG CGT GAT AAT 241
1 @ G I T K P A I R R L A 3
ATC CAR GGT ATC ACC AAA CCA GCA ATC CGT CGT TTA GCA 280
R R G G V K R I S G L I Y 82
AGA AGA GGT GGT GTC AAA CGT ATC TCT GGT CTG ATC TAC 319
E E T R G V L K V F L E N 65
GAG GAA ACA CGT GGT GTC TTG AAA GTC TTT TTG GAA ART 358
v 1T R D A V T Y T E H A K 78
417 ATC CGT GAT GCT GTC ACA TAC ACA GAG CAC GCA ARG 397
R K T V T A M D V V Y A L 9
AGG AAG ACT GTC ACT GCC ATG GAT GTT GTC TAC GCC CTG 436
K R @ 6 R T L Y 6 F G G <*103
AAA CGT CAA GGA CGT ACC CTT TAC GGA TTC GGA GGT TAA 475
ACAGCCAGCT GAAAAAATAC AAATACAACG GCCCTTTTCA GGGCCACC 523
AACATATTTC TGCATTTGTT GTACTTAAAA TTGAAAAT 571

B.- H2B gene

GGGACACAGC TTGATTTAGA AGTTTGTTAT GTACAACAAT MTAAGAE 1195

AAATGTTGGT GGCCCTGAAA AGGGCCGTTT GTGAAGTG 1243
AAACTTCTCG TTGT 1257
+ K S S T Y K T V A K T G124
TTA CTT GCT GCT GGT GTA CTT TGT GAC GGC TTT GGT ACC 1296
E S vV A H K A L E G P L L1112
TTC ACT GAC AGC GTG CTT GGC CAA TTC ACC GGG TAA GAG 1335
L R V A T Q@ I E R S T I T 99
CAG ACG AAC TGC AGT CTG GAT CTC CCG AGA TGT GAT GGT 1374
s R K N Y H A L R S A E A 86
AGA TCT CTT GIT GTA GTG AGC GAG ACG GGA AGC TTC TGC 1413
A I R E F I D N V F S N M 73
AGC GAT TCT CTC AAR GAT ATC GTT GAC AARA ACT GTT CAT 1452
1 S M A K S S V G T D P H 60
GAT AGA CAT AGC CTT TGA GGA TAC TCC AGT GTC TGG GTG 1491
v @ R L V K Y I Y I A Y s 47
AAC CTG TCT CAA GAC TTT GTA GAT GTA GAT GGC ATA GGA 1530
E R R K R R R K K D G G P 34
TTC TCT CCT CTT CCT CCT CCT TTT CTT GTC ACC GCC GGG 1569
R A T K A K T V A K K A G 21
TCG GGC AGT CTT TGC CTT TGT TAC GGC CTT TTT GGC TCC 1608
K T G VvV K P P M 8
{11 GGT TCC AAC TTT TGG TGG CAT 1632
TTTGATAGAT GTATACTCTC TGAAATGTAA TCAGIGAATG ATGGCCGT 1680
TAATAAAART TT( TCGGCAAR ACGGATTGAA AGTTTTTA 1728
CTTAACGCGA ACTTCGGAGA GAGCACCTTC TAACATTCAA CCTAACTA 1776
C.- H2A gene
CCTGGAAGAA GCGATGTTTT GATTGGTTTA GAACTGAAAC ATCTTTCA 1824
ATCCGTTTTG C TAAACTA CCACCTCTTG GGATAAIC 1872
ATTGTITATA CTTGTTCAAG TCAARCAACG TATTAAATCA AA 1914
M S 6 R G K G G K A K A K 13
ATG TCA GGA CGA GGA AAA GGA GGA AAA GCA AAA GCA AAG 1953
A K S R S S R A G L Q F P 26
GCA AAG TCT AGG TCA TCC CGT GCC GGA CTT CAG TTC CCA 1992
v 6 R 1 H R L L R K G N Y 39
GTA GGT CGT ATC CAC AGA CTT TTG AGG AAA GGA AAC TAC 2031
A E R V G A G A P V Y L A S2
GCC GAG AGA GTT GGT GCC GGA GCA CCA GTC TAC CTT GCC 2070
A V L E Y L A A E V L E L 65
GCT GTC TTG GAA TAC TTA GCA GCT GAG GTT TTG GAG TTG 2109
A G N A A R D N K K S R I 78
GCA GGA AAT GCT GCC CGT GAC AAC AAG AAG AGC AGA ATC 2148
1 P R H L Q L A I R N D E 91
ATC CCC CGT CAT CTC CAG TTG GCC ATC AGA AAC GAC GAA 2187
E L N K L L S G V T I A Q104
GAA TTG AAC APA CTT CTC TCT GGT GTA ACC ATT GCC CAR 2226
G 6 vV L P N I Q A V L L P117
GGA GGT GTT TTA CCA AAC ATC CAG GCT GTA CTT CTG CCA 2265
K K T Q@ K A A K * 125
AAG ARG ACA CAG ARA GCT GCC ARG TAA 2293
GTCAACACAA CAGAAACTTC ACTTACAACG GCCCTTTTCA GGGCCACC 2341
AACATTTTTC TGATTTTGTT GTACAATTTA GTTGAATG 2389
Fig. 2. Nucleotide and amino acid sequences of M. galloprovin-

cialis histone genes encoded by the repetitive unit isolated from
clone 22[5,1]1a with flanking 5'/3" untranslated regions. Numbering
on the right refers to the nucleotide sequence and numbering in
boldface refers to amino acid residues. Translated amino acids are
placed above the corresponding codons. The conserved promoter
motifs are indicated as follows: TATA boxes are in boldface and
boxed, putative CAP sites are underlined, CAAT boxes are in
boldface, and the HI box-like (positions 6376 to 6383) and the H4

D.- H3 gene

AGATCAGTCC AATCATAATA CAGAGATTTC AACCAATCAA CGTGAGTT 3637
TTATTACACC GAAAGGCCAA TCAGTGTCGT GTTTGCARAC ATTGCGGC 3685
TAGCACAAAT ACACTAACAT TCGAAGTTTT AAAGTATTCT GTCGTGTA 3733
ATCGTAGATT TTCACAGAGA ACATATCGCA 3763
M A R T K Q T A R K S T G 13
ATG GCT CGT ACA AAG CAG ACC GCC CGT AAA TCC ACT GGA 3802
G K A P R K Q L A T K A A 26
GGA ARA GCT CCA AGA AAR CAA CTT GCC ACC AAG GCC GCC 3841
R K §$ A P A T G G V K K P 39
CGT AAG AGC GCA CCT GCC ACA GGT GGA GTT AAG AAG CCA 3880
H R Y R P G T V A L R E I 52
CAT AGA TAC AGG CCC GGA ACA GTC GCT CTT CGT GAG ATC 3919
R R Y Q K S T E L L I R K 6%
AGA AGA TAC CAG AAA AGT ACT GAA CTC CTC ATC AGG AAA 3958
L P F @ R L V R E I A Q@ D 78
CTC CCC TTC CAG AGA TTA GTT CGT GAA ATT GCT CAR GAC 3997
F K T D L R F Q S S A V M 9
TTC AAG ACT GAT CTT CGT TTC CAG AGC TCT GCC GTT ATG 4036
A L Q E A S E A Y L V G L1104
GCC CTC CAG GAA GCC AGT GAA GCT TAC CTC GTT GGT CTT 4075
F E D T N L C A I H A K RI17
TTC GAG GAC ACC AAC TTG TGT GCA ATC CAC GCC AAG AGA 4114
VvV T I M P K D I Q@ L A R RI130
GTC ACC ATC ATG CCC AAR GAC ATC CAG TTG GCT CGC AGA 4153
1 R G E R A * 136
ATC CGT GGA GAA CGT GCT TAA 4174
ACTGACCTTT ACTCTATACA ATAACGGCCC TTTTAAGGGC CACCAATA 4222
TTTTT TGAA TATGTTGTAC ATCAAAATCA RATATAGC 4270
E.- H1 gene
AGTACAATTT ATTTGARACA AATGATTAAA ACTTGTCGAA CAAGCACA 6382
GAGATTTTCT TGTCGATCTG TTTGAATTAG ATTGTCATGA AAGTTTAA 6430
'CTC_GTCGAGGTCC GCGTT GA CTCTGTGT 6478
CAGTGCGAAT TGCATATCAT TGTAATCTGT CGITCAITCG CACACATC 6526
GTTCAACAAC CAAAGCCGCA AA 6548
M S D A P A P V V K T P A 13
ATG TCA GAC GCA CCA GCA CCA GTA GTA AAG ACC CCA GCT 6587
K 8§ P K K K A A A K P K K 26
ARG TCA CCA AAG ARG AAA GCT GCA GCT AAA CCA AAG AAA 6626
V A T H P K Y S E M V G K 39
GTA GCT ACT CAT CCA AAA TAC AGC GAG ATG GTC GGA ARG 6665
AR I § A L K E R G G S S R 52
GCT ATA TCT GCT TTG AAR GAG CGT GGA GGC TCC AGC CGT 6704
@ A I L K Y I L A N F § V
CAR GCC ATC CTT AAG TAT ATC TTA GCA AAC TTC AGC GTT 6743
G § D A K T V N T H L K L 78
GGT AGC GAT GCA AAA ACA GTC AAC ACT CAC TTG AAG TTA 6782
A L K S G V K S N S L K Q 9
GCT CTG AAA TCA GGA GTG AAG AGC AAT AGC TTG AAR CAG 6821
S K 6 T G A S G S F K I G104
TCG AAG GGT ACC GGC GCT TCT GGA AGC TTT AAG ATT GGG 6860
E V A K P A K K P A K K v17
GRA GTG GCT ARA CCA GCT ARG AAA CCA GCA AAG AAR GTA 6899
VvV K P K A A K P K K A K T130
GTT AAA CCT ARA GCC GCC ARG CCA AAG AAG GCA AAG ACA 6938
P T K K T A A K K P A A K143
CCT ACC AAA AAG ACT GCC GCA AAG AAA CCT GCA GCA AAG 6977
K P A G E K K A A K P K AI156
AAA CCA GCA GGT GAA AAG AAR GCA GCT AAA CCA AAR GCA 7016
K K P A A K K P A A K P A16
ARG AAA CCA GCT GCA AAG AAA CCA GCT GCA AAA CCT GCT 7055
A K S A K K A T K S P K K182
GCC AAR TCT GCA AAG AAA GCC ACA AAR TCT CCC ARG AAG 7094
T K A A A K P K K A K T P195
ACA ARG GCT GCA GCT AAA CCA AAG ARG GCA AAG ACA CCA 7133
K K K ¢ 198
ARG ARG AAG TAA 7145
ATGAAGGAAG CATCATGATG CTTTTAAAGC TTAAACAGCC CTTTIAAG 7193
GGCTACCAAT TTTTTTCAAA AAGAGTCTGA AATTGTTGCA TGGTATTA 7241
F.- 5S rRNA genes
CAAAATTGCT TIACTTCCTA ACTTTATATA TCAAAAATTT TAACACTT 7481
CIGT 7485
GTCTACGACC ATATCACGTT GAAAACACCG GTTCTCGTCC GATCACCG 7533
AAGTTAAGCA ACGTCGAGCC CGGTTAGTAC TTGGATGGGT GACCGCCT 7581
GGGAATACCG GGTGTTGTAG ACAITIIIIC TACCTATAAT TTTGAATT 7629
ICTACCAAAC ATATTATTGT TGTAAAGTIT TGCITCTGAA AAAAAICT 7677
AITTTATATA AATTTTGTTC AAAAATGCTA CTACCTAACC TTATATAT 7725
CARAAAATIT AACACTTCTG T 7746
GTCTACGACC ATATCACGTT GAAAACACCG GTTCTCGTCC GATCACCG 7794
AAGTTAAGCA ACGTCGAGCC CGGTTAGTAC TTGGATGGGG GACCGCCT 7842
GGGAATACCG GGTGTTGTAG ACATTTTTTT TTACTTATAA TTTTGCAT 7890

box (positions 6435 to 6451) elements are boxed in

the promoter

region of the H1 gene. In the 3’ UTR, regions of conserved ele-
ments are indicated as follows: stem-loop or hairpin terminal
structures are in boldface and underlined, and purine-rich elements
are in italics and boxed. Note that the amino acid sequence of H2B
appears inverted because it is encoded by the complementary DNA
strand. 5S rRNA genes linked to the histone repetitive unit are
reflected in F, where 5SS genes are indicated in boldface and the
interspersed a-NTS spacers are underlined.
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v
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_ Central Domain

B

position (aac) Im%::. PP s e R

M. galloprovincialis THP| KYSEMVGKAISAL
H1 from repetitive unit
h@"hﬂ e R R e R Tk ok k s kK
consensus AHP| KYSEMIGKAIAAL S| ROATLKY IMANE]
S,rongylocemmm; ] B N e Ak kA Ak Kk
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Invertebrate/Plant  *»+] *x*wxx  xxoww Ak kkk Kk,
consensus THP| PYSEMVKAAITAL | LOAIKKY IEANY
Vertebrate: : +] . *wi: wwgws
consensus  SGP| SVSELITKAVSAS
Xenopus  :** T T
HiMgene SHP| PTLSMVVEVLKKN

main in HI histones. A Location and characterization of amino
acid indel events (in boldface) in the HI C-terminal domain,
compared with the consensus sequence in the genus Mytilus. As-
terisks indicate perfect matches, colons indicate a high degree of
homology, and dots indicate a low degree of homology between

Table 2.
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sk ek
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=--VHIKQALKRGVT
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* * . *oe

--GYDVE | KNNSRIKLGLKSLVS

Sk kk ok ok

* .. * .

PT-VDPL |[RLKFLLRTALNKGLE

*ko ke

KRBIRINIS SATGATEIF 0N

residues. B Comparison of the central conserved domain between
clustered H1 proteins and consensus sequences for other organ-
isms. Homology is indicated as in A. The three a-helix regions in
the winged-helix motif are emphasized by open boxes and B-sheet
structures are indicated with black boxes.

Transcription termination signals in M. galloprovincialis genes

M. galloprovincialis histone genes Stem-loop signal

Purine-rich motif Poly(A) signal

HI +37 AGCCCTTTTAAGGGCT +65 AAAAAGAG Y
H2A +29 GGCCCTTTTCAGGGCC +58 AAAAAGAA Y
H2B +27 GGCCCTTTTCAGGGCC +55 AAAAAGAG Y
H3 +25 GGCCCTTTTAAGGGCC +54 AAAAAGAG Y
H4 +29 GGCCCTTTTCAGGGCC +58 AAAAAGAA Y
Consensus

M. galloprovincialis CAGCCCTTTT AAGGGC - AAAAAGAS, Y
S. purpuratus GGCSCTTTTCAGY,GCC CAAGAAAGA N
P. dumerilii GGCCATTTTAATAGGCC CAAAAGA N
C. variopedatus GG 1CCTTTACTTcAGGE,CC CEASLCAGAAA Y
C. thummi CGAGTC TTTT 1A GG C Gy AACLACLAY, Y
A. aquaticus GGG eCHATTS G S G CC AMCAARGAGA Y
D. hydei G ST CCTTTTCAGG*5C Cs S ARLGAS AR N
0. mykiss GGCTCTTTTAAGAGCC A SAAAS N

1991; Akhmanova et al. 1997; del Gaudio et al. 1998;
Barzotti et al. 2000).

The spacer regions between histone genes showed
a great density of repetitions of the sequences TACA,
TA, and TGAT. The simple sequence (AAAG),7 was
detected between H4 and H2B genes, and 12 repeti-
tions of the motif TTCG together with 4 reiterations
of the heptanucleotide A(GA),(AT), were observed
in the spacer segment downstream of the H2A hi-
stone. Series of three repetitions forming the sequence
5'-AC(TA)>(GA),ATACAGAG-3' and two repeti-

tions of 5-TA(GA),ATACAAAGAA(TA),GC-3'
were also present in the intergenic region between
H2A and H3.

Nucleotide Substitution Numbers in Mytilus Histone
Genes

To complete the molecular and the evolutionary
characterization of the histone multigene family in
the genus Mytilus, core histone genes were isolated
and sequenced in four additional mussel species. The
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numbers of synonymous (ps) and nonsynonymous
(pn) nucleotide differences per site were estimated
by means of the modified Nei-Gojobori method
(Zhang et al. 1998). Nucleotide variability in histone
genes was essentially synonymous and there were no
particular species clearly divergent from the others
with respect to all histone genes. The highest values
of synonymous and nonsynonymous divergence
were observed in the case of the H4 histone, with
0.265 + 0.034 and 0.013 + 0.007 substitutions per
site, respectively (Table 3). M. californianus and M.
edulis were the most divergent species at the syn-
onymous level in the case of H2A and H4 genes. On
the other hand, M. chilensis and M. edulis showed
the highest values of synonymous divergence in the
case of H2B and H3 genes, and they were also the
most divergent pair of species at nonsynonymous
level in the case of H3. The minimum synonymous
divergence was presented by the pair M. gallopro-
vincialis/M. trossulus in all genes but H2A, which
showed the lowest value in M. chilensis/M. gallo-
provincialis.

Nonsynonymously, M. trossulus was the most
divergent species in the case of histones H2A and
H2B, and M. chilensis in the case of H3 and H4.

Histone proteins show a tripartite structure with
a central conserved domain flanked by two terminal
tails without tertiary structure. The nucleotide sub-
stitution numbers have also been determined for the
three protein segments in the four core histone
classes in order to analyze the presence of specific
constraints acting on each domain. Comparisons of
ps and py values between the different protein do-
mains are shown in Fig. 4. Regarding the central
folded domain, H3 and H4 histones showed the
highest levels of synonymous divergence, with av-
erage values of 0.189 + 0.036 and 0.333 + 0.042
substitutions per site, respectively, followed by the
N-terminal and C-terminal tails. In the case of the
H2A gene, the N-terminal domain was the most
divergent at the synonymous level (0.055 + 0.029)
substitutions per site on average), whereas the C-
terminal domain was the most divergent in the H2B
gene (0.037 + 0.034 synonymous substitutions per
site on average). Additionally, the central domain
showed the highest values of nonsynonymous di-
vergence in all cases, especially in the H4 gene (0.016
+ 0.011 substitutions per site on average), followed
by H2B (0.014 £ 0.006), H3 (0.011 + 0.005), and
H2A (0.003 + 0.003).

Although a high degree of nucleotide divergence
was presented by H3 and H4 genes, the phylogeny
reconstructed from the complete nucleotide coding
regions clearly discriminates between the five dif-
ferent histone classes and reflects a monophyletic
origin for each histone class (Fig. 5). It is important
to note that the clustered H1 gene from M. gallo-

Average numbers of synonymous (ps) and nonsynonymous (py) substitutions in mussel histone genes*

Table 3.

H4

H3

H2B

H2A

pn = SE ps = SE pn = SE ps = SE pn = SE ps £ SE pn £ SE

ps £ SE

0.023 + 0.012
0.023 + 0.012
0.009 + 0.006
0.009 + 0.006
0.000 + 0.000
0.020 + 0.013
0.015 + 0.012
0.020 + 0.013
0.015 + 0.012
0.000 + 0.000
0.013 + 0.007

0.371 £+ 0.054
0.403 + 0.054
0.194 + 0.043
0.215 + 0.044
0.032 + 0.017
0.338 + 0.053
0.349 + 0.053
0.370 + 0.054
0.359 + 0.054
0.022 + 0.015
0.265 + 0.034

0.010 + 0.006
0.007 + 0.005
0.003 + 0.003
0.003 + 0.003
0.014 + 0.007
0.007 + 0.005
0.007 + 0.005
0.007 + 0.005
0.007 + 0.005
0.000 + 0.000
0.007 + 0.003

0.229 + 0.036
0.134 + 0.031
0.202 + 0.034
0.202 + 0.034
0.263 + 0.039
0.034 + 0.016
0.034 + 0.016
0.245 + 0.038
0.245 + 0.038
0.000 + 0.000
0.159 + 0.024

0.000 £+ 0.000
0.000 £ 0.000
0.000 £ 0.000
0.004 £ 0.004
0.000 = 0.000
0.000 + 0.000
0.004 £ 0.004
0.000 £ 0.000
0.004 + 0.004
0.004 + 0.004
0.002 + 0.002

0.046 + 0.020
0.028 + 0.015
0.009 + 0.009
0.019 £+ 0.013
0.055 + 0.022
0.037 + 0.018
0.046 + 0.020
0.018 £ 0.013
0.028 + 0.016
0.009 + 0.009
0.025 + 0.008

0.000 + 0.000
0.000 + 0.000
0.000 £ 0.000
0.004 + 0.004
0.000 + 0.000
0.000 £ 0.000
0.004 + 0.004
0.000 + 0.000
0.004 + 0.004
0.004 + 0.004
0.002 + 0.002

0.063 + 0.023
0.090 + 0.027
0.072 + 0.024
0.063 + 0.023
0.027 + 0.016
0.009 + 0.009

Mc¢/Mch
Mc/Me

Mc/Mg
Mc¢/Mt

Mch/Me

Mch/Mg

3

9
5

0.018 = 0.0

Mch/Mt
Me/Mg
Me/Mt
Mt/Mg

0.045 £ 0.0

0.027 + 0.0

0.045 + 0.0

Average

# Species name abbreviations: Mc, M. californianus; Mch, M. chilensis; Me, M. edulis; Mg, M. galloprovincialis; Mt, M. trossulus. Estimations are in units of substitutions per site + standard deviation.

The average is the arithmetic mean.
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Fig. 4. Synonymous and nonsynonymous average substitution
numbers per site among the analyzed Mytilus species in the three
functional domains of the five histone classes. N, N-terminal do-
main; F, central folded domain; C, C-terminal domain. A N-ter-
minal domain versus central folded domain. B C-terminal domain
versus central folded domain. C C-terminal domain versus N-ter-

minal domain. Open circles represent synonymous substitution
numbers per site (lower axis) and filled boxes represent nonsyn-
onymous substitution numbers per site (upper axis). Standard de-
viations are represented by solid lines (synonymous substitutions)
and dashed lines (nonsynonymous substitutions).
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Fig. 5. Phylogenetic relationships among histone genes. A Phy-
logeny reconstructed from complete histone nucleotide coding re-
gions in the genus Mytilus discriminating between the five major
eukaryotic histone classes, marked by brackets. Bootstrap values
(1000 replicates) are placed in the corresponding nodes. The se-
quences for histone genes are available under the following Gen-
Bank accession numbers: M. californianus H1 (AJ416421), H2A
(AY267759), H2B (AY267741), H3 (AY267745), H4 (AY267752);
M. chilensis H1 (AJ416422), H2A (AY267756), H2B (AY267744),
H3 (AY267746), H4 (AY267751); M. edulis H1 (AJ416423), H2A

provincialis is placed in an independent branch from
the remaining Mytilus H1 genes previously described
by Eirin-Lopez et al. (2002). The characterization of
H1 histone genes was completed by including mussel
clustered H1 genes in the phylogenetic analysis of
Hls from a broad number of species initially reported

| e, |
0.2 Substitutions/Sitc

(AY267757), H2B (AY267742), H3 (AY267749), H4 (AY267754),
M. galloprovincialis H1 (AJ416425), H2A (AY267755), H2B
(AY267740), H3 (AY267748), H4 (AY267750); and M. trossulus
H1 (AJ416425), H2A (AY267758), H2B (AY267743), H3
(AY267747), H4 (AY267753). B Relationships among HI genes
from several species, grouped in different phyla and in one group of
differentiation-specific subtypes. Gene expression patterns along
the cell cycle are indicated in the right margin, where black boxes
indicate active gene expression in the highlighted cell phase.

by Eirin-Lopez et al. (2002). The bootstrapped to-
pology (1000 replicates) was rooted with the Hl-like
gene from the trypanosomatidae Leishmania brazi-
liensis. Results show that clustered HI1 genes are
placed in the monophyletic subgroup of the verte-

‘e

brate differentiation-specific subtypes, where “or-



140

ENC 60
ol F } ﬁ
gy £

304

20
NFCe NFCe NFCe NFCe NFCe

H2A H2B  H3 H4 H1
Fig. 6. Codon bias values in the structural domains of mussel
histone genes. Abbreviations are as in Fig. 4. Values are given as an
average, and in the case of the entire protein (e) they are repre-
sented by shaded bars. Thin lines indicate the standard deviations.
Absence of bars indicates that the ENC index is not applicable.

phon™ HI1 genes from Mytilus and the HID gene
from the sea urchin Strongylocentrotus purpuratus are
also included. The amount of codon bias in Mytilus
histone genes was estimated as the “‘effective number
of codons” (ENC) index (Wright 1990). H4 is the
most biased gene (35.015 + 6.975, averaged for all
species), followed by H3 (43.429 + 2.339), H2A
(43.507 + 1.299), and H2B (50.522 + 1.642). A
comparison of the three protein functional domains
of each histone revealed that the central folded do-
main including the fold-motif is the most biased
segment in all histone genes but H2B (Fig. 6).

Copy Number Determination and Chromosomal
Location of Histone Genes

The copy number of histone genes in each mussel
species was estimated as indicated in the Materials
and Methods. The average copy number of H2A/
H2B genes was 212 copies per haploid genome (M.
trossulus, 152 copies; M. californianus, 195 copies; M.
galloprovincialis, 224 copies; M. edulis, 239 copies;
and M. chilensis, 251 copies) and about 201 copies
per haploid genome for H3/H4 (M. californianus, 133
copies; M. trossulus, 178 copies; M. chilensis and M.
galloprovincialis, 224 copies; M. edulis, 248 copies)
(Fig. 7A).

In situ hybridization of the repetitive unit without
H1 and 5S rRNA genes to M. galloprovincialis
chromosomes revealed the presence of two pairs of
signals in two chromosome pairs (Fig. 7B), revealing
the presence of two /loci containing core histone genes
in two different sites in the genome. One locus, which
presumably gathers most of the histone genes due to
the high intensity of its hybridization signal, is lo-
cated at a telomeric position close to heterochromatic
regions.

Discussion
Histone Genes in the Mussel Mytilus galloprovincialis

The present work is the first characterization of a hi-
stone unit containing a HI gene together with core
histone genes in a bivalve mollusk. This unit is com-
posed of one copy of each of the five histone classes,
showing the organization H4-H2B-H2A-H3-HI,
where all but H2B are transcribed from the same
DNA strand. DNA sequencing of regions flanking the
histone unit, organization and polarity of the histone
genes, and fluorescent in situ hybridization results
suggest that histone genes are organized in repetitive
units which are clustered in two /oci in the genome.

The isolated unit is approximately 8 Kbp long and
corresponds to a single PCR band, suggesting the
presence of a single type of unit with respect to their
length. Results contrast with those recently reported
by Albig et al. (2003) for M. edulis, where no HI
histone genes were identified in the repetitive units
and two size classes were described.

Generally, there is great variability in the organi-
zation and polarity of histone genes in the clustered
repetitions, even between closely related species.
Previous works reveal the absence of HI1 genes from
the main repetition units in several invertebrate ge-
nomes. These genes are arranged in independent
clusters as in the case of the mussel M. edulis (Dra-
bent et al. 1999), with an “orphon’ evolutionary
origin which is probably common to all Mytilus
species (Eirin-Lopez et al. 2002). Our results show the
presence of at least an additional number of HI
copies located together with the remaining histone
classes forming quintets. It is not possible, however,
to discard the presence of a second type of clusters
comprising only core histone genes as recently de-
scribed for M. edulis (Albig et al. 2003). The histone
repetitive unit also contains two 5S rRNA genes, with
an interspersed nontranscribed spacer (a-NTS) seg-
ment, which are linked to the histone unit and are
encoded by the same DNA strand. Such an associa-
tion has been previously reported for the crustaceans
Artemia salina (Drouin and Moniz de Sa 1995) and
Asellus aquaticus (Barzotti et al. 2000), although a
different polarity of 5S genes was observed. Tran-
scriptional control elements of the 5S rRNA genes
reside within their coding region so that they are
expected to be functionally autonomous. Given that
5S rRNA and histone genes are transcribed by dif-
ferent RNA polymerases (type IIl and type II, re-
spectively), their linkage would not be justified by
their cotranscription. A possible hypothesis could
involve the invasion of the histone units by 5S genes
through transposition events, and this linkage would
not provide any selective advantage (Drouin and
Moniz de Sa 1995).
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Fig. 7. Copy number and chromosomal location of mussel hi-

stone genes. A Dot-blot results for core histone genes in the five
Mytilus species analyzed (abbreviations are as in Table 3). The
intensity of one histone copy was estimated from the signal pattern
given by different amounts of histone probe. The copy number was

A very interesting feature of all histone genes in the
repetitive unit is the presence of two different mRNA
termination signals in their 3’ UTR region, a unique
characteristic of histone genes in a cluster. The typical
stem-loop or hairpin-loop signal (Birnstiel et al. 1985)
is followed by a purine-rich element, both signals in-
volved in mRNA processing of replication-dependent
genes (Hentschel and Birnstiel 1981). Additionally, a
polyadenylation signal AATAAA, typical of replica-
tion-independent histone genes (Hentschel and Bir-
nstiel 1981; Akhmanova et al. 1997), is located
downstream to the purine-rich element. The presence
of a double mRNA termination signal is unique of
histone genes and common for other invertebrates
such as Chironomus thummi (Hankeln and Schmidt
1991), Drosophila melanogaster (Akhmanova et al.
1997), annelids (del Gaudio et al. 1998), and crusta-
ceans (Barzotti et al. 2000). A possible speculation
about the meaning of both signals involves the pro-
gressive replacement of one of them by the other,
more efficient and specific (del Gaudio et al. 1998).
The presence of polyadenylation signals must be
subjected to a more detailed analysis, however, be-
cause of their location with respect to the stop codons
of the histone ORFs and regarding the abundance of
the AT dinucleotide in several spacer regions, which
can lead to confusion in the identification of polya-
denylation signals (Hankeln and Schmidt 1991).

Nucleotide Substitution Numbers in Mytilus spp.
Histone Genes

Most of the nucleotide variation presented by histone
genes is essentially synonymous and H4 is the most
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resolved from this pattern. B FISH microphotograph after hy-
bridization with a digoxigenin-labeled histone probe in metaphase
chromosomes of M. galloprovincialis counterstained with propi-
dium iodide. Arrows indicate terminal hybridization signals, and
arrowheads indicate interstitial signals. Bar = 10 pm.

variable gene, followed by H3, H2A, and H2B. Av-
erage synonymous divergence between Mytilus spe-
cies for H1 genes was estimated as being 0.127 +
0.025 substitutions per site (Eirin-Lopez et al. 2002).
The high degree of conservation of histone proteins
has been maintained by purifying selection. However,
the high degree of similarity at the DNA level be-
tween the gene members in the family has been clas-
sically explained as a consequence of concerted
evolution, involving mechanisms such as selection,
gene conversion, and unequal crossing-over. Not-
withstanding, synonymous variation is still very high
even between virtually identical proteins and there is
great similarity between different copies of genes
among distantly related species. This agrees with the
birth-and-death model of evolution under strong
purifying selection without concerted evolution (Nei
and Hughes 1992), which has been recently proposed
as the major mechanism guiding the evolution of the
histone multigene families H3 and H4 (Piontkivska
et al. 2002; Rooney et al. 2002).

Our results reveal that, in the genus Mytilus, the
central folded domains of core histone genes are the
most variable regions in comparison with terminal
tails. This might reflect specific constraints operating
on the individual domains of the molecule. Consid-
ering that core histones are critical in gene expression
regulation through interactions with specific tran-
scription factors (Wolffe et al. 1997), the higher
conservation of N-terminal domains would indicate
that these are the main protein segments responsible
for regulation of gene expression (Ponte et al. 1998).
Estimation of the synonymous (ps) and nonsynony-
mous (py) substitution numbers in the three protein
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domains show that, as for entire proteins, ps is sub-
stantially higher than py in the three protein seg-
ments. These results follow the assumptions made by
the birth-and-death model of evolution.

The reconstructed neighbor-joining phylogenetic
tree shows the relationships between the five histone
classes in the five Mytilus species regarding synony-
mous substitution numbers. The tree topology sug-
gests a monophyletic origin for histone genes,
supported by high bootstrap values, being possible
that all histone classes have evolved nearly simulta-
neously, with HI genes arising later, as proposed by
Piontkivska et al. (2002). A common evolutionary
origin for H2A and H4 genes is also supported by the
reconstructed topology, where both histone classes
are clustered together. The phylogenetic analysis of
H1 genes from several species grouped in different
phyla suggests that clustered and “orphon™ H1 genes
from mussels share a common evolutionary origin.
Both histone subtypes are included in a monophyletic
group together with the differentiation-specific sub-
types from vertebrates and also with the HID gene
from the sea urchin Strongylocentrotus purpuratus,
the unique differentiation-specific subtype identified
until now in invertebrates (Lieber et al. 1988). These
relationships are supported by the presence of a
polyadenylation signal in 3’ UTR segments of clus-
tered Hls, typical from replication-independent hi-
stones such as vertebrate differentiation-specific
subtypes. Although clustered H1 genes present “or-
phon” features, they are located in a branch different
from that occupied by the “orphon” variants inside
the Mytilus subtree. Further analysis will be neces-
sary to clearly determine and characterize the
different expression patterns of histone genes, a de-
terminant process in the divergence of the “orphon”™
H1 histone group.

Evolution of the Clustered HI Genes

The comparison between the HI protein central
conserved domain among different organisms also
reveals that clustered H1 proteins share essential
characteristics with “‘orphon™ H1 genes from mussels
and sea urchins (Lieber et al. 1988) and with verte-
brate differentiation-specific subtypes HS and H1°. It
is likely that the homologies between clustered and
“orphon” H1 proteins observed in the present work
are a consequence of the common origin of both
molecules (Schulze and Schulze 1995). An ancestral
exclusion event of several H1 copies from the main
units followed by nonconservative changes, probably
made during the rise of the phylum Vertebrata, would
be specifically responsible for the rise of the “‘or-
phon” variants (Childs et al. 1981). Additionally, it
must be taken into account that purifying selection
without concerted evolution is actually assumed to be

the major evolutionary force maintaining protein
homogeneity in multigene families such as ubiquitins
and H3 and H4 histones (Nei et al. 2000; Piontkivska
et al. 2002; Rooney et al. 2002). In this case, genes can
evolve independently or according to the birth-and-
death model of evolution (Nei and Hughes 1992).
The latter model assumes that new genes are created
by repeated gene duplication and that some of them
are maintained in the genome for a long time,
whereas others are deleted or become nonfunctional.
This model assumes that (a) replication-dependent
and replication-independent histone variants are di-
vergent, (b) ps is substantially higher than py, ()
genes are clustered by type in the phylogenies (i.e.,
Hlt, HS, H1°), not by species, and (d) pseudogenes
are generated. Results presented in this work and
additional data from a manuscript in preparation are
consistent with these assumptions, suggesting the
possibility that also the HI family is evolving fol-
lowing the birth-and-death model, as previously re-
ported for the H3 and H4 families (Piontkivska et al.
2002; Rooney et al. 2002). Otherwise, it is unlikely
that clustered Hls observed in M. galloprovincialis
are pseudogenes because of the integrity of their
promoter regions (presence of HI box, H4 box, and
TATA box elements) and the detected indels do not
alter the expected reading frame.

Chromosomal Location and Copy Number of
Histone Genes

FISH results on M. galloprovincialis chromosomes
locate core histone genes at two /oci in two different
chromosome pairs, which support and complete
previous results from Southern blot analyses in M.
edulis (Albig et al. 2003). One of the /oci, presumably
gathering most of the genes, is located fairly close to
heterochromatic regions of telomeres. The chromo-
somal position of HI clusters in this species was lo-
cated at three /oci in three different chromosome
pairs, two of them also fairly close to telomeres
(Eirin-Lopez et al. 2002). Taking into account chro-
mosome morphology data, it is likely that both /loci
containing core histones described here correspond to
two of the three /oci containing H1 genes, so that the
remaining /ocus would only contain H1 genes.

The proximity of core histones to heterochromatic
regions in telomeres could be critical in two aspects.
First, close proximity to heterochromatic regions is
likely to reduce gene activity with respect to their
euchromatic counterparts, as in the case of Dro-
sophila histone genes (Fitch et al. 1990). Thus, a high
copy number would be necessary to obtain similar
amounts of histone proteins, taking into account that
products of all four core histone classes are de-
manded nearly stoichiometrically. Indeed, the aver-
age copy number for core histone genes has been



estimated to be 212 and 201 copies per haploid ge-
nome for H2A/H2B and for H3/H4, respectively.
These results roughly duplicate the estimations of
about 100-110 copies per haploid genome for HI
genes in the genus Mytilus (Eirin-Lopez et al. 2002)
and are in accordance with results obtained for M.
edulis by Albig et al. (2003), agreeing with the 2:1
stoichiometry of core and linker histone genes.

Second, proximity to heterochromatic regions can
also be conditioning codon usage, as predicted by the
hitchhiking and background selections models, di-
minishing the amount of codon bias due to the fixa-
tion of slightly deleterious mutations (Kaplan et al.
1989; Charlesworth et al. 1993). Nevertheless, the
mussel histone genes are highly biased, as expected
for very actively expressed genes under strong selec-
tive constraints, suggesting that their proximity to
heterochromatic regions might not be close enough to
significantly affect codon usage. From our results it
seems that chromosomal location of core histone
genes does not affect copy number and codon usage
bias in histone genes. A possible explanation involves
that such a proximity is not enough to modify these
parameters, but we must take into account that
mussel chromosomes show relatively short hetero-
chromatic segments at centromeres and telomeres
when compared with most of invertebrate chromo-
somes (Martinez-Lage et al. 1994).

To our knowledge, the results described in this
report are of relevance to the field in two main sec-
tions. We first report the presence of units containing
H1 genes together with the remaining core histone
genes in the genome of bivalve mollusks, and we also
report the organization H4-H2B-H2A-H3-H1 as
the major histone gene arrangement in mussel Myti-
lus repetitive units, where all but H2B genes are
transcribed from the same DNA strand. On the other
hand, the characterization of the five histone classes
in several Mytilus species represents a very important
contribution to improve the knowledge of this
multigene family in invertebrates. Far from the clas-
sical notion of homogeneity among the family
members, our results raise new questions as those
concerning the evolutionary origin of clusters located
at the two different chromosomal /loci, about the
homologies detected between clustered and “orphon”™
HI1 genes, and also regarding the presence of two
different mRNA termination signals in 3’ UTR re-
gions. We are just beginning to fill the gap in the
knowledge of histone genes in bivalve mollusks, and
further studies will be necessary to determine clearly
the evolutionary meaning of such outstanding
features.
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RESUMEN:

Las histonas son proteinas nucleares basicas de pequefio tamafio, con una importancia critica a nivel
funcional y estructural en todos los genomas eucariotas. La familia multigénica H1 agrupa el mayor
numero de isoformas entre todos los tipos de histonas, mostrando diferentes patrones de organizacion en
el genoma entre los que se encuentran genes organizados en clusters y genes solitarios, pudiendo ser
expresados de modo dependiente de replicacion (RD) o independiente de replicacion (RI). Clasicamente,
la evolucion de las histonas H1 ha sido explicada mediante un mecanismo de evolucion concertada, a
través de un proceso rapido de recombinacion entre /oci o conversion génica. En el presente trabajo se
analiza el patron de evolucion a largo plazo de los miembros de la familia HI a través de la evaluacion de
la importancia relativa de la conversion génica, la mutacion puntual y la seleccion a la hora de generar y
mantener los diferentes subtipos observados en los genomas eucariotas. De este modo, se ha determinado
la presencia de una divergencia nucleotidica extensiva y de caracter sindnimo, tanto dentro como entre
especies, que en todos los casos es significativamente mayor respecto a la divergencia no sinonima,
sugiriendo de este modo la existencia de una fuerte seleccion purificadora manteniendo la homogeneidad
de proteinas H1. Los resultados obtenidos a partir de los andlisis filogenéticos revelan que los diferentes
subtipos de HI no estan mas relacionados entre si dentro de especies que entre diferentes especies, dada
su agrupacion segun su tipo en las topologias. Adicionalmente, tanto las isoformas RD como las RI
siguen un patron evolutivo comun. Estas observaciones sugieren que las histonas Hl no se han
encontrado sujetas a una evolucion de tipo concertado, sino que la diversificacion de las isoformas parece
haber venido determinada de forma principal por procesos de mutacion y seleccion, donde los genes H1
han evolucionado seglin el modelo de birth-and-death bajo una fuerte seleccion purificadora a nivel
proteico. Este modelo es capaz no solo de explicar la generacion y diversificacion de variantes H1, sino
también el origen y la evolucion a largo plazo de los subtipos RI “huérfanos”™, un proceso aln sin
explicacion bajo el modelo de evolucion concertada.
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Birth-and-Death Evolution with Strong Purifying Selection in the Histone H1
Multigene Family and the Origin of orphon H1 Genes
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Histones are small basic nuclear proteins with critical structural and functional roles in eukaryotic genomes. The HI
multigene family constitutes a very interesting histone class gathering the greatest number of isoforms, with many
different arrangements in the genome, including clustered and solitary genes, and showing replication-dependent (RD) or
replication-independent (RI) expression patterns. The evolution of HI histones has been classically explained by
concerted evolution through a rapid process of interlocus recombination or gene conversion. Given such intriguing
features, we have analyzed the long-term evolutionary pattern of the H1 multigene family through the evaluation of the
relative importance of gene conversion, point mutation, and selection in generating and maintaining the different H1
subtypes. We have found the presence of an extensive silent nucleotide divergence, both within and between species,
which is always significantly greater than the nonsilent variation, indicating that purifying selection is the major factor
maintaining H1 protein homogeneity. The results obtained from phylogenetic analysis reveal that different H1 subtypes
are no more closely related within than between species, as they cluster by type in the topologies, and that both RD and
RI HI variants follow the same evolutionary pattern. These findings suggest that H1 histones have not been subject to
any significant effect of interlocus recombination or concerted evolution. However, the diversification of the HI isoforms
seems to be enhanced primarily by mutation and selection, where genes are subject to birth-and-death evolution with
strong purifying selection at the protein level. This model is able to explain not only the generation and diversification of
RD H1 isoforms but also the origin and long-term persistence of orphon RI H1 subtypes in the genome, something that is

still unclear, assuming concerted evolution.

Introduction

Histones are small basic nuclear proteins, ubiquitous
in all eukaryotic species, that are involved in the packaging
of DNA and also in the regulation of gene expression. There
are five major classes, which can be classified into two
groups according to their functional and structural features:
core histones (H2A, H2B, H3 multigene families, and H4
gene family) and linker histones (H1 multigene family).
With the exception of the H4 histone, for which variants
have not been described, histones can be classified on the
basis of their genomic organization and expression patterns
as replication-dependent (RD), actively expressed during
the S-phase of the cell cycle, and as replication-independent
(RI), expressed at low levels but continuously throughout
the cell cycle (Isenberg 1979; Maxson, Cohn, and Kedes
1983; Doenecke et al. 1997). Also stage-specific and tissue-
specific histones can be defined, which are specifically
expressed during early embryogenesis and in particular
cell types, respectively (Hentschel and Bimstiel 1981;
D’Andrea et al. 1985; Ohsumi and Katagiri 1991).

The HI histone multigene family encodes linker
proteins, which bind to the linker DNA in the chromatin
fiber constituting the chromatosomal structure. There are
multiple H1 isoforms, which have been best characterized
in mammals whose complement consists of five somatic
subtypes (H1.1 to H1.5), a tissue-specific subtype (HIt),
areplacement subtype (H1°), and an oocyte-specific subtype
(Hlo0) (Albig et al. 1997; Wang et al. 1997; Tanaka et al.
2001). In nonmammalian species, there is a second
differentiation-specific subtype (HS) related to HI° and
expressed only in avian and amphibian nucleated eryth-
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rocytes (reviewed by Khochbin and Wolffe [1994]) and also
another oocyte-specific H1 histone known as B4 or HIM
(maternal) (Dimitrov et al. 1993). In invertebrates, the lower
complexity determines the presence of fewer H1 isoforms,
which are only defined by punctual changes of amino acid
residues at specific positions. In the case of plants, many H1
genes possess intervening sequences (introns), the presence
of polyadenylation signals in the mRNA is the rule rather
than the exception, and there are several stress-inducible H1
subtypes (reviewed by Chabouté et al. [1993]).

Although the HI multigene family is the fastest-
evolving class among histones, H1 proteins are still highly
conserved proteins and concerted evolution has been in-
voked to explain its evolution (Kedes 1979; Hentschel and
Birnstiel 1981; Coen, Strachan, and Dover 1982; Ohta 1983;
Hankeln and Schmidt 1993; Schienman, Lozovskaya, and
Strausbaugh 1998). However, many multigene families do
not fit the predictions made by the concerted-evolution
hypothesis, and sequences of gene members are more
closely related between than within species. To account for
these observations, Nei and Hughes (1992) first proposed
a new evolutionary model that they named the “birth-and-
death” model of evolution. In this model, new genes are
created by repeated gene duplication, and some of the
duplicate genes are maintained in the genome for a long
time, whereas others are deleted or become nonfunctional.
Protein homogeneity is maintained by the effect of the
strong purifying selection, and, consequently, DNA se-
quences of different members can be very different, both
within and between species (Nei and Hughes 1992; Nei, Gu,
and Sitnikova 1997; Nei, Rogozin, and Piontkivska 2000).
This model has been reported as the primary mode of
evolution for several multigene families, such as the major
histocompatibility complex (MHC) (Nei and Hughes 1992;
Gu and Nei 1999), immunoglobulin (Ota and Nei 1994),
antibacterial ribonuclease genes (Zhang, Dyer, and
Rosenberg 2000), nematode chemoreceptor gene families
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(Robertson 2000), ubiquitins (Nei, Rogozin, and Piontkivska
2000), T-cell receptor (Su and Nei 2001), histone 3 multi-
gene family (Rooney, Piontkivska, and Nei 2002), histone
4 gene family (Piontkivska, Rooney, and Nei 2002), elapid
snake venom three-finger toxins (Fry et al. 2003), plant
MADS-box genes (Nam et al. 2004), and heat-shock 70
proteins from nematodes (Nikolaidis and Nei 2004).
Although concerted evolution and birth-and-death evolu-
tion are conceptually different, they may not be distinguish-
able if the rate of concerted evolution is assumed to be very
slow. In this work, we define concerted evolution as a rapid
process of interlocus recombination or gene conversion so
that even related species have different sets of homogeneous
member genes (Dover 1982).

The purpose of this work is to provide a deeper insight
into the long-term evolutionary pattern of the H1 multigene
family through the evaluation of the relative importance of
gene conversion, point mutation, and selection using the
above criteria. In this sense, the presence of such in-
dependent RI H1 variants represents an invaluable tool used
to test whether concerted evolution or birth-and-death evolu-
tion guides the long-term evolution of the HI multigene
family. The present contribution completes the molecular
evolutionary characterization of the HI histone multigene
family and its orphon variants discussed in two previous
reports by Eirin-Lépez et al. (2002, 2004).

Materials and Methods

We have included in our analysis all the nonredundant
nucleotide HI1 sequences listed in the NHGRI/NCBI
Histone Sequence Database (Sullivan et al. 2002) as of
December 2003 (see table in Supplementary Material
online). Sequences retrieved were subsequently corrected
for errors in accession numbers and nomenclature. There
are no less than 12 different nomenclatures for the Hl
subtypes, but to reach the broadest audience possible and
a certain homogeneity with our previous works, we have
used Doenecke laboratory’s numeric nomenclature (Albig,
Meergans, and Doenecke 1997) in the present work. The
alignment of nucleotide sequences was constructed on the
basis of the translated amino acid sequences using the
programs BIOEDIT (Hall 1999) and ClustalX (Thompson
et al. 1997). This alignment consisted of a set of 146
sequences belonging to 55 different species, showing 1,362
nucleotide sites, excluding the start and stop codons.
Additionally, the corresponding protein alignment con-
sisted of a set of 144 sequences (because of the presence of
two pseudogenes) showing 456 amino acid positions.
Alignments were visually inspected for errors in both cases.
All the molecular evolutionary analyses in this work were
conducted using the computer program MEGA version 2.1
(Kumar et al. 2001). The extent of nucleotide and amino
acid sequence divergence was estimated by means of the
uncorrected differences (p-distance) because this distance is
known to give better results than more complicated
distances when the number of sequences is large and the
number of positions used is relatively small, because of its
smaller variance (Nei and Kumar 2000). The numbers of
synonymous (ps) and nonsynonymous (py) nucleotide
differences per site were computed using the modified
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Nei-Gojobori method (Zhang, Rosenberg, and Nei 1998),
providing in both cases the transition/transversion ratio (R).
Both amino acid and nucleotide distances were estimated
using the pairwise-deletion option, and standard errors were
calculated by the bootstrap method (1,000 replicates). The
presence of positive selection was analyzed by testing the
null hypothesis that Hy: ps = py, being the alternative that
H,: ps > pn. The average ps and py values and also their
variances were compared using the codon based Z-test
for selection (Nei and Kumar 2000). The Z-statistic and
the probability that the null hypothesis is rejected were
obtained, being this probability indicated as **P (P <
0.001) and *P (P < 0.05).

Phylogenetic trees were reconstructed using the
neighbor-joining (NJ) tree-building method (Saitou and
Nei 1987). The reliability of the resulting topologies were
tested by the bootstrap method (Felsestein 1985) and by
the interior-branch test (Rzhetsky and Nei 1992; Sitnikova
1996), which produced the bootstrap probability (BP) and
confidence probability (CP) values, respectively, for each
interior branch in the tree. Because the bootstrap method
is known to be conservative, BP > 80% was interpreted
as high statistical support for interior branches in the tree,
CP = 95% was otherwise considered statistically signifi-
cant (Sitnikova, Rzhetsky, and Nei 1995). We rooted
phylogenetic trees using the Hl gene of the protist
Entamoeba histolytica, as it represents one of the most
primitive eukaryotes for which an Hl-related protein has
been characterized (Kasinsky et al. 2001).

The GenBank database and complete genome data-
bases (chicken, human, mouse, rat, Drosophila, nematode,
sea urchin, Arabidopsis, corn, tomato, and wheat) were
screened for the presence of H1 pseudogenes using the
Blast tool (Altschul et al. 1990). The presence of truncated
or incomplete H1 sequences, indels in the conserved protein
central domain, as well as the absence or interruption of the
major H1 5’ promoter elements were viewed as pseudo-
genization features used to define putative H1 pseudogenes.

Results
HI1 Protein Evolution

The phylogenetic tree for HI proteins was recon-
structed from 144 amino acid sequences of 55 species
belonging to different eukaryotic kingdoms (fig. 1). The
different taxonomic groups are well defined in the
topology on basis of their HI proteins. Although plant
and invertebrate HI proteins still do not show clear
differences among subtypes, it is possible to discriminate
among Hls more closely related between than within
species in the cases of the H1-I protein from Glyptoten-
dipes barbipes and G. salinus, the Hle protein from
Chironomus tentans and C. pallidivittatus, and the stress-
inducible H1 variants from the plants Lycopersicon
esculentum and Lycopersicon chilense.

In vertebrates, there is clear functional differentiation
among the isoforms, being evident the presence of a
monophyletic origin for all the RD HI proteins but the
human HI1.X histone. In the case of mammals, all the
proteins were encoded by orthologous genes in the phy-
logeny cluster by type and not by species, where the
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FiG. 1.—Phylogenetic relationships among H1 proteins from all the organisms analyzed using uncorrected p-distances. The numbers for interior
branches represent BP values (boldface), followed by CP interior-branch test values (normal) based on 1,000 replications, and are only shown when
a value is greater than 50%. Numbers in parentheses near species indicate the H1 subtype and in boldface, the number of sequences analyzed for each
species. Possible invertebrate RI HI genes are marked by asterisks (*). The black arrow indicates the origin of the monophyletic group gathering the RI
HI1 variants. Taxonomic groups, vertebrate subtypes, as well as expression patterns are indicated in the right margin of the tree.

groups of HI.1 to HL.5, H1.X, and HIt subtypes are well
defined and statistically supported. Additionally, somatic
H1 proteins from chicken also cluster by species rather
than by type. The lineage of human H1.X subtype is the
first to split in the vertebrate group, followed by the

differentiation of the testis-specific subtype from mammals
(HIt), which is the fastest-evolving histone class, and its
synthesis may depend on additional factors to those related
with RD and RI expression (Drabent, Kardalinou, and
Doenecke 1991), and by the amphibian HI1 lineage.



Finally, the avian, fish, and mammalian somatic lineages
are differentiated. The divergence of mammalian H1.1 to
H1.5 paralogs took place about 390 = 90 MYA on
average, and the time for the divergence of the whole set of
genes (HI.1 to H1.5 and HIt) was estimated at about
406 = 80 MYA (Ponte, Vidal-Taboada, and Suau 1998).

H1 Nucleotide Evolution

An additional phylogeny for H1 genes was recon-
structed from 146 nucleotide-coding sequences belonging
to 55 species, shown in figure 2. It is important to note that
our attention focuses more on the phylogenetic tree
reconstructed from amino acid sequences because the topol-
ogy obtained using nucleotide sequences is not very reliable,
given that many gene comparisons within and between
species are close or have even reached the saturation
level. Although HI is the least-conserved histone class,
most of the observed nucleotide divergence is presented as
synonymous variation, both within and between species
(fig. 2).

The presence of paralogous RD HI genes located in
close proximity on a chromosome in human and mouse
genomes allows us to independently determine whether
these genes undergo interlocus recombination or gene
conversion. If this is the case, the extensive interlocus
exchange would homogenize H1 sequences, resulting in
a high sequence similarity among paralogs. To test this
hypothesis, we have estimated the average numbers of
nucleotide differences per site (p) among HI1.1 to HIL.5
paralogs in each species and also between orthologs from
both species. The extent of p ranges from 0.208 = 0.014
to 0.332 £ 0.018 substitutions per site (humans) and from
0.136 = 0.013 to 0.309 = 0.018 substitutions per site
(mouse), with overall mean values of 0.266 = 0.017 and
0.223 = 0.015, respectively. These values are greater than
those estimated between human and mouse orthologs,
which reach a peak value in the case of the H1.1 subtype
(0.266 = 0.017), followed by H1.3 (0.207 = 0.017), H1.5
(0.202 = 0.014), H1.2 (0.186 = 0.015), and H1.4 (0.139 =
0.013) (fig. 3A). Our results show that mouse paralogs,
which are clustered on chromosome 13, are more closely
related to their human orthologs, which are clustered on
the human chromosome 6 (fig. 3B). As for the case of
p, the average values of pg range from 0.590 £ 0.040
to 0.712 = 0.038 substitutions per site between human
paralogs and from 0.276 = 0.033 to 0.597 = 0.040
substitutions per site between mouse paralogs. These
values did not differ significantly from those obtained in
the comparisons between orthologs, where the highest
level of silent divergence was found in the case of HI.1
(0.687 = 0.038), followed by H1.5 (0.639 = 0.038), H1.3
(0.569 = 0.038), H1.2 (0.533 = 0.039), and H1.4 (0.435 =
0.039) (fig. 2). When comparing these values with the
nonsynonymous differences, we always found that pg is
significantly greater than py (P < 0.001, Z-test [table 1]).

Although HI1 nucleotide sequences diverge exten-
sively through silent substitutions, H1 genes from the
same species do not necessarily cluster together in the
phylogenies based on synonymous differences (fig. 2) and
total nucleotide differences (fig. 3B). In general, the extent
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of synonymous differences between HI genes was very
high, and the range of pg values was nearly the same for
both within species and between related species (table 1).
Additionally, the comparisons between representative RD
H1 sequences from different eukaryotic kingdoms reveal
that genes from a species are no more closely related to
each other than they are to genes from species belonging to
very different eukaryotic kingdoms (table 2). For example,
it is significant that the average synonymous divergence
between human HI1.1 and H1.5 paralogs is about 0.691 =
0.041 substitutions per site, which is roughly the same as
the silent divergence observed between human H1.1 and
fungi H1 genes (ps = 0.676 = 0.040).

However, there was a case where intraspecies
sequences were closely related to each other. Chicken H1
genes show relatively low pg values in intraspecific compari-
sons and also when compared with duck H1 genes, although
in this case, they are significantly greater than the magni-
tude of py (P < 0.001, Z-test [table 1]).

If the H1 histone multigene family has evolved
according to the birth-and-death model of evolution,
pseudogenes may have been generated. By comparing the
nucleotide differences between pseudogenes and functional
genes with the intraspecific nucleotide variation, it is likely
that putative pseudogenes identified for C. elegans and
A. thaliana have emerged quite recently because of their
low divergence values and relatively short branches in the
phylogeny. However, the previously reported X. laevis
pseudogenes (Turner et al. 1983) and the putative pseudo-
gene identified for L. esculentum seem to be older, given
their significant sequence divergence with functional H1
genes and longer branch lengths (fig. 2 and table 3).

Evolution of the Replication-Independent H1 Subtypes

The lineage of RI H1 proteins from vertebrates seem to
arise a little later than the RD subtypes (fig. 1), showing
a split that gives rise to two lineages early in their evolution.
One of them gathers the orphon H1 proteins from mussels,
which are finally differentiated in the Hls organized in
clusters containing only H1 proteins and in the HIs present
in the repetitive units (Eirin-Lépez et al. 2002, 2004). The
second lineage gives rise to the vertebrate differentiation-
specific subtypes, gathering the H1° replacement subtypes
and the H5 subtypes. A very interesting feature presented
by the RI HI1 subtypes comes from their long-term
evolutionary pattern. RI Hls again cluster by type instead
of by species, suggesting that they are more closely related
between than within species (figs. 1-3), showing high
numbers of synonymous nucleotide differences per site
(ps = 0.474 = 0.017 on average), which in all cases are
significantly greater than the numbers of nonsynonymous
nucleotide differences (P < 0.001, Z-test [table 1]).

Discussion
Evolutionary Scenario of H1 Genes

The H1 histone multigene family encodes multiple
isoforms, including replication-dependent and replication-
independent subtypes. The genes coding for the H1.1 to
H1.5 and H1t human subtypes are clustered together with
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FiG. 2.—Phylogenetic neighbor-joining tree of H1 complete nucleotide-coding sequences using the number of synonymous nucleotide differences
per site (ps) computed by means of the modified Nei-Gojobori method (p-distance). BP values (boldface) followed by CP values (normal) are placed in
the corresponding nodes and only shown when a value is greater than 50% of the 1,000 replicates. The H1 subtypes and the number of coding
sequences are indicated near the corresponding species in parentheses and in boldface, respectively. Pseudogenes are referred to as W in boldface and
expression patterns are indicated as in figure 1.
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Table 1

Average Numbers of Synonymous (ps) and Nonsynonymous (py) Nucleotide Differences per site and Average Transition/
Transversion Ratio (R) in H1 Genes from Representative Vertebrate, Invertebrate, Plant, and Fungus H1 Genes"

ps (SE) pn (SE) R* ps (SE) pw (SE) R*
VERTEBRATES PLANTS
Chicken 0.155 (0.018)  0.041 (0.006) 1:2%* Volvox cartei 0.585 (0.035)  0.319 (0.026)  0.6**
Human (genes 1-5) 0.557 (0.016) 0.120 (0.012) ] 2w Arabidopsis (genes 1-3) 0.545 (0.021) 0.333 (0.018) 0.7%*
Mouse (genes 1-5) 0.472 (0.021)  0.129 (0.013) 1.0**  Tobacco 0.707 (0.043)  0.432 (0.027)  0.7**
Xenopus laevis (genes A—C) 0.209 (0.022) 0.087 (0.010) 1.1%% Lens culinaris 0.183 (0.010) 0.000 (0.000) 4,0%*
Chicken/Duck 0.302 (0.028)  0.047 (0.008) 1.3**  Tomato 0.776 (0.044)  0.408 (0.021)  0.8%*
Mouse/Rat (gene 3) 0.335 (0.027)  0.052 (0.009) 1.2**  Wheat 0.213 (0.017)  0.076 (0.007)  0.5%*
Mammals 0.566 (0.013)  0.165 (0.011) 1.0¥*  Pea 0.392 (0.021)  0.189 (0.014)  0.9%*
Xenopus/Bufo 0.409 (0.035) 0.164 (0.016) 1.0%* L. esculentum/L. chilense 0.476 (0.037) 0.207 (0.026) 0.8%*
INVERTEBRATES V. carteri/C. reinhardtii 0.501 (0.036)  0.252 (0.024)  0.5**
Chironomus tentans 0.346 (0.021)  0.095 (0.010) 1.1**  FUNGI
Drosophila 0.355 (0.019)  0.135 (0.012)  0.8**  Fungi 0.680 (0.025)  0.440 (0.022)  0.6**
Glyptotendipes barbipes 0.453 (0.028)  0.207 (0.017)  0.8**
Mytilus galloprovincialis 0.627 (0.045)  0.155 (0.023) 1.1**  RD subtypes 0.643 (0.010)  0.355 (0.031)  0.6**
S. purpuratus 0.672 (0.020)  0.402 (0.021)  0.6**  RI subtypes 0.474 (0.017)  0.135 (0.011) 1, 2%
C. elegans (genes 1-5) 0.409 (0.021)  0.187 (0.013) 1.0%*  HI° 0.427 (0.018)  0.076 (0.009) 1 3%*
C. thummi/C. tentans 0.376 (0.034)  0.117 (0.010) 1. 1% HS5 0.199 (0.022)  0.045 (0.009) 1.4%*
D. melanogaster/D. virilis 0.644 (0.022) 0.238 (0.015) 0.8%* Invertebrate orphons 0.280 (0.014) 0.086 (0.007) 0.8%*
S. purpuratus/L. pictus 0.495 (0.036)  0.208 (0.022)  0.6**  HIt tissue-specific 0.352 (0.021)  0.142 (0.013) 1.5%%

* ps > py in all Z-test comparisons; the significance levels are indicated by *(P < 0.05) and by **(P < 0.001). S.E. indicates standard errors calculated by the bootstrap

method with 1,000 replicates.

core histones in the chromosomes 6 (major cluster) and 3
(minor cluster) (Albig et al. 1997). In mouse, they are
located in chromosomes 13 (major cluster) and 3 (minor
cluster) (Wang et al. 1997). The human HI° subtype is
present as a single-copy gene in chromosome 22, whereas
mouse H1° is located in chromosome 15, which, curiously,
is in part syntenic to the human chromosome 22 (Brannan
et al. 1992). Under concerted evolution, there would
be extensive homogenization among paralogs in close
proximity on a chromosome (DeBry and Marzluff 1994).
The topologies obtained in the phylogenetic trees (figs. 1-
3) show that human and mouse H1 sequences intermingle
extensively and are clustered by HI type, indicating that
they are more closely related between than within species
and that these genes have not been subject to any signifi-
cant interlocus homogenization of sequences within either
of the two species. In this case, the functional roles of
somatic H1 isoforms in chromatin condensation and reg-
ulation of gene expression are very important constraints
in maintaining the protein structure associated with
a concrete and critical function. These results agree with
the birth-and-death model, where protein homogeneity is
maintained by strong purifying selection, and alleles from
different loci are expected to form different clusters (Nei
and Hughes 1992; Nei, Gu, and Sitnikova 1997; Nei,
Rogozin, and Piontkivska 2000).

If there is an evolution through a rapid process of
interlocus recombination or gene conversion, both ps and

pn would acquire similar values. Our results show that the
extent of pg is always significantly greater than that of py
in comparisons both within and between species (table 1),
suggesting an extensive silent divergence among HI
genes. Additionally, most of the estimated intraspecific
ps values are as high as the pg values obtained between
species, even those belonging to different eukaryotic
kingdoms (table 2). These results, rather than an important
effect of interlocus recombination, best fit the birth-
and-death model, where the nucleotide divergence among
members of the multigene family will be observed pri-
marily at the synonymous level and pairs of genes that were
duplicated recently are expected to be closely related or
even identical (Nei, Rogozin, and Piontkivska 2000).
The only exception to this observation was presented by
chicken H1 genes, which show high sequence similarity. A
possible explanation for this high level of similarity could
involve (1) the high GC content in these genes (GC at third
codon positions is 84% to 91% in chicken H1 genes), (2)
a recent gene duplication within a short period of time (not
enough time could have elapsed to allow for the
accumulation of nucleotide substitutions), or (3) a gene
conversion event, which could not be completely dis-
carded in this case.

As mentioned above, under the birth-and-death model
of evolution with strong purifying selection, some of the
duplicated genes may become pseudogenes. Until now,
the only example of Hl pseudogenes was described in

FiG. 3.—(A) Average numbers of total nucleotide differences per site among human and mouse H1 paralogs (upper axis) and between human and
mouse H1 orthologs (lower axis) using uncorrected p-distances. The five HI somatic subtypes are indicated by their numbers (1 to 5) and referred to
human (h) and mouse (m). Bars indicate the standard errors computed by the bootstrap method (1,000 replicates). (B) Phylogenetic tree of vertebrate
RD and RI H1 complete nucleotide-coding sequences. Uncorrected p-distances were used and BP and CP values are indicated as in figures | and 2.
Species abbreviations are as follows: B, bird; H, human; M, mouse; R, rat; and X, Xenopus. Different H1 subtypes are indicated in the right margin of

the tree.
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Numbers of Synonymous Nucleotide Differences per Site (ps, Below Diagonal) and Standard Errors (S.E., Above Diagonal) in

RD H1 Genes of Vertebrates, Invertebrates, Plants, and Fungi

H-1 H-5 M-3 M-5 X-C D Myt C-1 A-2 E

H-1 — 0.041 0.041 0.042 0.041 0.036 0.040 0.038 0.039 0.040
H-5 0.691 — 0.037 0.038 0.037 0.035 0.042 0.036 0.033 0.041
M-3 0.715 0.617 — 0.037 0.040 0.035 0.040 0.035 0.032 0.038
M-5 0.646 0.669 0.474 — 0.038 0.035 0.041 0.037 0.033 0.039
X-C 0.818 0.736 0.676 0.767 — 0.037 0.045 0.039 0.034 0.045
D 0.752 0.732 0.748 0.758 0.766 — 0.039 0.039 0.035 0.040
Myt 0.804 0.794 0.764 0.865 0.773 0.744 — 0.043 0.040 0.040
C-1 0.726 0.654 0.644 0.644 0.635 0.717 0.687 — 0.036 0.041
A-2 0.688 0.771 0.772 0.715 0.710 0.755 0.779 0.752 — 0.038
E 0.676 0.674 0.664 0.662 0.590 0.770 0.733 0.684 0.754 —

Note.—HI-1, human HI.1; H-5, human HL.5; M-3, mouse H1.3; M-5, mouse HI.5; X-C, Xenopus laevis HIC; D, Drosophila melanogaster H1; Myt, Mytilus
galloprovincialis H1; C-1; Caenorhabditis elegans H1.1; A-2, Arabidopsis thaliana H1-2; E, Emericella nidulans H1. Standard errors were computed using the bootstrap

method (1,000 replicates).

Xenopus laevis (Turner et al. 1983). In our screening of the
databases, we did not find any RD or RI truncated HI
sequences. Nevertheless, it was possible to define putative
pseudogenes in Caenorhabditis elegans, Arabidopsis
thaliana, and Lycopersicon esculentum, based on their
unusual sequence features. The absence of significant
differences from functional H1 genes and the moderate
lengths of the branches in the phylogeny (table 3 and fig.
2) suggest a recent loss of function in the case of putative
H1 pseudogenes from C. elegans and A. thaliana, as was
shown by Ota and Nei (1994) for immunoglobulin Vy
genes. Pseudogenes from X. laevis and the putative
pseudogene from L. esculentum, which show significant
differences with functional genes, seem to be otherwise
quite old (table 3). In the case of X. laevis, pseudogenes
show the longest branch lengths in the phylogeny (fig. 2),
which agrees with the birth-and-death model and suggests
that neither intergenic gene conversion nor unequal
crossing-over play major roles in homogenizing these
genes (Ota and Nei 1994). Because H1 histones are less
conserved compared with core histones, to clearly identify
pseudogenes becomes a very problematic issue. Neverthe-
less, the presence of pseudogenes is not an absolute “must-
be” condition of the birth-and-death model of evolution
if the remaining assumptions are satisfied (Nei and Hughes

Table 3
Pseudogene and Functional H1 Nucleotide Divergences
Using Uncorrected p-Distances

Divergence p-Distance (S.E.)

Pseudogene Average
Vs, Functional

Putative Pseudogene Functional Genes
Xenopus laevis (V.1) 0.798 (0.022) 0.309 (0.022)*
Xenopus laevis (V.2) 0.723 (0.021) 0.309 (0.022)*
Caenorhabditis elegans 0.481 (0.016) 0.341 (0.013)
Arabidopsis thaliana 0.548 (0.018) 0.481 (0.017)
Lycopersicon esculentum 0.615 (0.016) 0.382 (0.018)*

Note.—Asterisk (*) indicates significance level of P < 0.001 in Z-test
comparisons between pseudogene versus functional genes. Standard errors (S.E.)
were computed by the bootstrap method (1,000 replicates) and are indicated in
parenthesis.

1992; Nei, Gu, and Sitnikova 1997; Nei, Rogozin, and
Piontkivska 2000).

The presence of clustered H1 RD variants and solitary
H1 RI variants allows us to determine whether, as pre-
dicted by the concerted evolution model, clustered genes
show evidence of interlocus recombination more often
than solitary genes (Ohta 1983). Our results show that
protein homogeneity is also maintained by strong purifying
selection in RI subtypes, which keep their identities and
are more closely related between species (figs. 1-3). In this
case, the presence of functional constraints would also
account for the homologies observed among RI proteins
from vertebrates. At the nucleotide level, there is also
an extensive silent divergence both within and between
species, which is always significantly greater than the
nonsilent divergence (table 1). Again, the presence of a
significant effect of interlocus recombination at the pro-
tein level in RI H1 histones seems unlikely, being probable
that RI variants, as RD variants, evolve following the birth-
and-death model of evolution with strong purifying
selection.

Origin and Long-Term Evolution of RI orphon
H1 Genes

The phylogenies reconstructed in the present work
show that neither the orphon H1 variant from the midge
Chironomus thummi (Hankeln and Schmidt 1993) nor the
polyadenylated H1 gene from the annelid Chaetopterus
variopedatus (del Gaudio et al. 1998) are included in the
monophyletic group gathering the RI variants (figs. 1-3).
An RI status was proposed for the cases cited above on
the basis of their solitary genomic organization, analysis of
promoter regions, and presence of putative polyadenyla-
tion signals, but except for the sea urchin H16 histone
(Lieber et al. 1988), this latter feature has been inferred
from nucleotide sequences rather than by expression
analyses. The results of our Northern blotting experiments
on mussel Mytilus galloprovincialis RNA show the
presence of polyadenylated H1 transcripts, which together
with previous evidence (Eirin-Lopez et al. 2002, 2004),
will definitively demonstrate the RI status for a fraction of
H1 genes in mussels.
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An orphon origin was hypothesized to explain the
evolutionary origin of the RI H1 subtypes from vertebrates,

where the exclusion of these genes

repetitive units and consequently from the interlocus re-

combination or concerted evolution

for the presence of this differentiation-specific subtypes
solitary in the genome (Schulze and Schulze 1995). If the

effect of concerted evolution on the

both RD and RI H1 subtypes is not significant, as revealed
in the present work, it is then necessary to revisit this

from the main histone

events, would account

long-term evolution of

orphon origin hypothesis to fit it into the birth-and-death
model of evolution. A brief scheme of the model of birth-
and-death evolution (Nei,
adapted to the concrete case of Hl genes in figure 4A.
Following this model, the different H1 isoforms may have
been generated by recurrent gene duplication/deletion
events. Functional H1 proteins would evolve under a strong
purifying selection determined by their critical structural
and functional roles, which would be already operating
at the time of divergence of the RI H1 genes before the

Gu, and Sitnikova 1997)



differentiation between vertebrates and invertebrates, about
815 MYA (Feng, Cho, and Doolittle 1997). At the
nucleotide level, H1 genes may diverge extensively through
synonymous substitution events, being DNA sequences of
different gene family members very different both within
and between species (Nei and Hughes 1992; Nei, Gu, and
Sitnikova 1997). This events proposed theoretically in
figure 4A are precisely shown by real data in figure 4B. This
“tree of life”” shows the organization of H1 and core histone
genes in model organisms as well as in many other
genomes, indicating the modifications in histone organiza-
tion with special attention to whether H1 genes are in the
major repetitive units or solitary in the genome and if they
show RI features as polyadenylation signals. The next step
after the duplication events would involve the transposition
of RI HI genes to a solitary location in the genome, where
they would continue their evolution in a new physical
location and where new genes and pseudogenes would be
generated. The presence of transposition and inversion
events is very common in histone evolution, as revealed by
the different histone gene orientations in the DNA strands,
and a similar pattern of duplication and transposition events
has been postulated to explain the long-term evolution of
the multigene families of the vertebrate immune system
(Sitnikova and Nei 1998).

The final step of the process would involve the
acquisition of both an RI gene expression pattern and
a concrete function by these orphon variants from
invertebrates. Although this issue is very well documented
in the case of vertebrates, a Rl status for several invertebrate
H1 genes has been inferred based only on putative sequence
features whose functionality was not fully demonstrated.
Only expression analysis of these “putative” RI H1 genes
from invertebrates will definitively clarify whether they
follow an RI expression pattern and if so, whether these
polyadenylated transcripts are ubiquitous, circumscribed to
certain tissues, or expressed in specific developmental
stages. An additional interesting question concerns the
analysis of the HI promoter regions, which were studied in
mussel and sea urchin H1 genes together with vertebrate
RIHI genes (H1°/HS5), finding significant homologies among
them (Eirin-Lépez et al. 2002, 2004). These results are in
agreement with those reported in the present work, where
RI subtypes (including mussel H1 genes) cluster together
by type and not by species. The case of the tissue-specific
HIt histone is more complex because its synthesis may
depend on different factors than those related with RD and
RI expression, but their promoter regions (Drabent,
Kardalinou, and Doenecke 1991) and nucleotide coding
regions again cluster by type and not by species.

In the present work, we have shown that although
the members of the HI histone multigene family encode a
set of highly conserved proteins, they do not evolve in
a concerted manner. The diversification of the H1 isoforms
is enhanced primarily by mutation and selection, where
genes are subject to birth-and-death evolution with strong
purifying selection. This model is able to explain not only
the diversification of RD H1 genes but also the origin and
long-term persistence of orphon RI H1 subtypes in the
genome. It is likely that HI genes have experienced
a faster birth rate and an apparently slower death rate
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compared with H3 and H4 families (Piontkivska, Nei, and
Rooney 2002; Rooney, Piontkivska, and Nei 2002), given
the greater diversification of the HI isoforms and the few
pseudogenes detected. Nevertheless, the long-term evolu-
tion of the H1 genes may have paralleled that of core his-
tone genes to maintain a coordinate regulation (Peretti and
Khochbin 1997). It seems that multigene families such as
histones, which have evolved to produce a large quantity
of the same gene product, also evolve at long-term
following the birth-and-death model of evolution.

Supplementary Material

Supplementary table shows GenBank accession
numbers for Hl nucleotide and protein sequences used
in this study.
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