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INTRODUCCIo

En el nucli de les cellules somatiques hi ha un grup de proteines

basiques, les histones, que hom pot agrupar en cinc tipus principals, tots

ells presents en cadascun dels organismes eucariotes estudiats. Una de les

caracteristiques mes peculiars d'aquest grup de proteines es la poca espe-

cificitat que presenten. La demostracio mes Clara d'aquesta inespecifitat

s'ha obtingut en comparar la sequencia d'aminoacids del component F2a1,

ric en arginina, que presenta una sequencia practicament identica en el

pesol i en la vedella. Aqucsta estabilitat evolutiva constitueix una indi-

cacio que la funcio de les histones, encara no clarament determinada, to

floc d'una manera molt definida en la cellula, car aquestes proteines no

toleren canvis en llur composicio d'aminoacids.

Per contra, en l'esperma hi ha diferencies molt notables en la com-

posicio de les proteines basiques associades amb l'acid desoxiribonu-

cleic (ADN), segons 1'espccie que horn estudii. L'objecte d'aquest treball

es precisament de descriure la variabilitat de la composicio de les pro-

teines de l'esperma dins dos grups d'invertebrats fonamentalment marins:

els equinoderms i els molluscs.

MATERIAL I MILTODES

Els invertebrats estudiats procedeixen de la Costa Brava, amb excepcio

dcls musclos, d'origen gallec, i dels cefalopodes, obtinguts dels pescadors

del port de Barcelona.

L'esperuna fou obtinguda a partir de les gonades madures i, una

vegada neta amb aigua de mar, fou tractada anib acid clorhidric o.25N

per tal d'extreure'n les proteines totals, les quals form precipitades amb

sis volums d'acetona.

A fi de fraccionar aquestes proteines en els seus components foren

aplicats metodes d'extraccio i de precipitacio selectiva, introduits per

JOHNS s, i descrits aunb detail en altres publicacions 3 '. e. En el cas dels
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molluscs resulta molt util el tractament selectiu amb acids acetic i clor-
hidric.

Les proteines obtingudes foren estudiades per electroforesi en gels dc
poliacrilamida i de midO. Llur composicio fou determinada per hidrulisi
en medi acid i cromatogralia en un analitzador automatic «Unichroln-
Beckmann.

RESULTATS

Ill ol-luSCS

Entre els molluscs ha estat estudiat amb especial detail el musclo,
Mytilus edulis, com a bivalve tipic. A la figura i es mostra 1'electroforesi
obtinguda a partir de les proteines de 1'esperma i de les sexes fractions.
La composicio de les fraccions es donada a la taula num. I. En aquest
cas horn pot observar en l'esperma la presencia de dos components 1ni-
noritaris analegs a dos dels somatics (p2a i cp2b), juntament amb dos

TAULA I

Composicio en atninoacids de les fraccions de les proteines nuclears del
muselo (Mytilus edulis)

Y3 p2a q2b

Lys 23,5 27,Ei 11.1 12.9
His 0,4 1,6 1,8 2,2

Arg 24,5 9,2 1 1,6 9,2
Asp 1,3 3,3 6'.7 7,2
Glu 1,3 5 ,2 8,1 8,1
Thr 4,0 4,0 1,5 6,1

Ser 16,3 8,1 3,q 7,7
Pro 5,1 7,1 2,6 4,1
Gly 5,7 4,4 12,5 6,9
Ala 13,5 15.4 10,1 10,7
Cys T o
Met T o,6 o,8 1,5
Val 1,7 3,3 6, 7 6,2

Ileu o,8 3,3 5,0 1,2
Len 1,0 3,7 9, 1 6,3
Tyr 0,3 1,3 3,3 34
Phe 0,3 1,5 2,1 1,7
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components tipics de l'esperma (pr i p3). Aquests dos rrltims components
tenen una gran basicitat i llur mobilitat electroforetica es elevada, la qual
cosa indica un pes molecular baix. Podem considerar, doncs, que els com-
ponents p r i p3 tenen caracteristiques intermcdies entre les protamines
i les histones quant a llur composicio d'aminoacids. Quant al pes molecu-
lar, semblen acostar-se mes a les protamines que no pas a les histones.

D'altra banda, la significacio dels components de tipus somatic pea
i p2b no Cs clara. Com veurem mes endavant, en l'esperma dels equino-
dernrs hi ha components analegs als somatics en gran quantitat. En el
muscle, Cs possible que aquests components tamb6 representin un residu
de les histones somatiques que no son totalment eliminades durant 1'es-
permiogcnesi. Aquesta interpretacio donaria un pes addicional pel fet
de considerar 1'espermiogenesi del musclo com un cas intermedi entre el
primitiu dels equinoderms i el mes avancat dels animals amb protamines
en l'esperma. De tota manera no podem excloure definitivament que en
l'cjaculat del musclo, ensems amb l'esperma madura, es trobin espermatides
avan4ades que serien responsables de la presencia d'histones somatiques
en l'esperma. Malgrat tot, l'observacio de 1'ejaculat al microscopi elec-
trenic no ha permes de detectar la presencia d'un nombre suficient de
ccllules immadures.

En estudiar les proteines de gonades immadures hom observa una des-
aparicio gradual dels components somatics i un augment simultani de la
proporcio relativa de p r i p3, a mesura que progrcssa la diferenciacio
de la g6nada. No ha estat detectat cap component amb caracteristiques
intermcdies cntre els components somatics i els de l'esperma. Aquests
resultats contrasten aparentnrent amb els presentats per Br_ocx', que su-
posa que el component p3; Cs un precursor del pr, ja que troba que el p3
resultava marcat molt abans que el Ti quan la biosintesi de l'esperma
tenia Hoc en presencia de precursors radioactius. En la discussio donarem
una possible interpretacio d'aquests resultats.

A la figura 2 i a la taula II presenters els resultats obtinguts amb
especies corresponents a d'altres grups de molluscs. Hour pot veure que
el quito Crvplochiton slelleri presenta un aspecte molt semblant al del
ruusclo, anrb alguns components de tipus somatic i altres de migracio
molt rues rapida. Per contra, els cargols cstudiats i el calamars contenen
proteines molt senrblants a les protamines dels peixos, and) un contingut
molt elevat d'arginina.

El cas de 1'£;ledorne cirrosa, un pop molt evolucionat, se separa nota-

blement dels altres cefalopodes. En aquest animal 1'esperma tC una nior-

fologia molt especial, en forura d'helix. Els nuclis son insensibles a l'accio

de I'acid clorhidric. De tota manera, Cs possible de fer 1'analisi d'arnino-

acids amb nuclis aillats sencers, i aleshores horn detecta una proteina de
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TAULA II

Composicici en aminoacids de les proteines nuclears de 1'esperma de mol-

luscs. Donem la cornposicio de les proteines totals de 1'esperma, llevat en

el cas dels gasterbpodes, en el qual , per G. divaricata donem el component

tipic de 1'esperma, i per H. tuberculata , les proteines totals de g^nada

YlacDfor Iiicalac Ca^terdpodc CcfalJpodc Pcix

Crti^gtoclri- B1ytilvs Gibbrlla Haliotis Loligo Eledone Clupeina
ton stelleri edulis divaricata tubereulnta f^>rb^si cirrosa

la composicio donada a la taula L L'elevat contingut en cisteina recorda

les prolamines dell Iuarnifers, perb la baixa basicitat, el contingut en

histidina i la forta quantitat de prolina indiquen caracteristiques uniQues

en 1'esperlna d'aquest organisme. Podem dir provisionaLnent que una

ulorfologia particular de 1'espernra indica uua conlposiciu tambc par-

ticular.

Lq uinoderms

En el cas dels eduinodernrs, tal com ha estat descrit en publicacions

anteriors'• R, s, les proteines de 1'esperma sun molt sernblants a les que

es troben en els teixits somatics . L'n els equinoideus, asteroideus i ofiii-
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roideus estudiats, unicament els components rues basics son reemplacats

per altres, tipics de 1'esperma. Aixf, en el cas de l'erico dc near Arbacia

lixula, els components ,3, ;tat i ?2a2 son practicament identics als que

es troben en teixits somatics, tal com el timus de vedella. Per contra, els

components pt i y2b, be quc son semblants als somatics, tenen tin con-

tingut total d'arninoacids basics, sobretot d'arginina, sensiblement mes

elevat. Durant l'espermiogcnesi, aquests components substitueixen Burs

equivalents somatics. Es interessant d'observar que en les primeres fases

d'aquesta substitucio el component ni de 1'espermatide conte grups de

serina fosforilats. Aquest comportament es semblant al detectat per DIXON

i collaboradors en 1'espermiogenesi del salmo 6, analogia que pot tenir

una significacio filogenetica.

En els holoturioideus estudiats, Hololhuria lubulosa i Hololhuria polii,

horn ha trobat el tipus d'esperrniogenesi mes simple. Efectivament, en

aquests organismes es conserven en 1'esperma tots cinc components de

les histones somatiqties. L'unica diferencia en Ies proteines basiques

consisteix en el fet que en l'esperma es troba tin component additional,

de mobilitat clectroforetica clevada, que actualment tenim en estudi. El

seu comportament indica que es tracta d'una proteina de baix pes mo-

lecular, sernblant al de les protamines. Dc tota manera es evident que la

seva significacio es molt diferent, ja que en aqucst cas aquesta proteina

es un component menor que acompanya ics histones de tipus somatic,

presents en 1'esperma. Una altra particularitat d'aquest organisms con-

sisteix en el fet que la quantitat de proteines acidiques quc es troben en

el nucli es molt elevada, fins i tot en 1'esperma, on es troben en quantitats

del mateix ordre de magnitud que les histoncs, nientre que cl torrent es

que la quantitat de proteines acidiques que hi ha en el nucli sigui molt

mes reduida que la quantitat d'histones.

Aquestes caracteristiques ens han impulsat a estudiar amb ntes detail

1'espermiogcncsi d'aquest organisme, ja que aparentment ens trobem da-

vant un dcls casos mes simples d'espermiogcnesi. Anib aquesta finalitat

ha estat. obscrvat el desenvolupanrent de ics g6mades masculines utilitzant

tecniques inicroscopiqties. A les figures 3 i 4 horn pot veure espermatides

i una esperura madura. Horn pot veure que el desenvolupamcnt de

la celdula va aconipanyat per uua disminucio de la quantitat de citoplas-

ma, tipica del proces d'cspermiogenesi. En el nucli, la cromatina es va

condensant, pero sense arribar als graus de condensacio elevats tipics

d'altres espccics. En aquest organisnie la condensacio en l'espernia madu-

ra s'atura en unes fibres granulars de 200 A de diarnetre. Aquesta man-

ca de condensacio ens indica tambe una espermiogcnesi pot evolucio-

nada.
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DiscussIo

Els resultats presentats mostren clarament clue hi ha una variabilitat
considerable en les proteines de l'esperma. De fet, podem establir una
gradacio en el sell grau d'especialitzacio. En tin extrem podem posar el
cas mcs simple d'Holothuria, organisme en que els canvis que tenen hoc
en l'espermiogenesi son limitats, ja clue es conserven totes Ics histories
somatiques i rinicament apareix tin nou component menor en l'esperma.
En un altre extrem podem situar els peixos i alguns altres vertebrats,
juntament amb els molluscs cefalbpodes i possiblement gasteropodes. En
aquests animals desapareixen totalment les proteines somatiques, alhora
clue apareixen les protamines tipiques de 1'esperma. Els altres equinoderms
i molluscs presenten situacions intermedies. E,s interessant de fer notar
que la prescncia de protamines, en alguns peixos i molluscs, constitueix

un cas de convergcncia evolutiva molt notable, i aixo porta a preguntar
quina pot csser la funcio bioligica dc les proteines de 1'espernla; cs a
dir, quina significacio pot tenir 1'augment dc basicitat de les proteines

de 1'espcrnla, augment quc sembla csser afavorit per l'cvolucio. BIOCH 2

ha considerat aqucsta questio, tot discutint lcs segiients funcions possibles

per a aquestes proteines:

condensacio del nucli per tal d'aconseguir una eficacia hidrodinamica
mes gran.

inhibicio do la transcripcio.

proteccio, ternic no gaire ben definit.

mantenimcnt dels nuclis de la linia germinal en un estat do totipoten-
cia a fi de permetre la diferenciacio cellular.

influencia sobre el dcsenvolupameut de l'cmbrio.

En la seva discussio. Bi.octH conclou que no hi ha prow dades per

a permetre de decidir entre aquestes i d'altres possibilitats. De tota rna-

nera, aquesta enumeracio pcrmet de dissenyar alguns experiments per

a poder resoldre aquest problema. En particular hour pot suposar que la

proteccio consisteix a dificultar la ruptura de ]a cadena d'ADN per
hidrolisi. Aleshores el paper de les proteines de l'esperma seria d'impedir

faeces de molecules d'aigua, possibilitat clue es pot deterrninar cxperi-

mentalment per difraccio de raigs X i altres tccniques experinlentals. En

aquest sentit considerenr que l'estudi detallat de les proteines d'Holo-

thuria ofereix un interes especial ja que en aquest cas les transformacions

durant l'espermiogenesi semblen minimes i poden donar la clau de llur
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significacio biologica. L'aparicio d'un component additional podria servir
per a recobrir conipletament la cromatina i climinar altres proteines
(efectors, desrepressors, etc.), que es trobarien associades en el nucli so-
matic per rao del proccs de diferenciacio, i aconseguirien aixi una pro-
teccio mes perfecta de 1'ADN davant cls agents degradants.

Finalment, es pot plantejar el problema de l'origcn genetic d'aquestes
proteines de l'esperma. En una publicacio anterior fou discutit el possible
paper de la duplicacio dels gens en aquest proccs '. Actualment, en co-
neixer-se la sequcncia d'aminoacids del component Feb de les histones 4,
hour pot suggerir tambe un altre possible origen per a aquestes proteines.
En efecte: la composicio d'aminoacids de la fraccio 43 de M. edulis
es molt semblant a la dels primers trenta-cinc aminoacids de 1'extrem
N-terminal del component Feb. Aixo fa pensar en la possibilitat que
algunes proteines de 1'esperma s'originin per ruptura de components so-
matics, la qual cosa podria tenir floc al nivell del gen o podria esser un
proccs de tipus metabolic per accio dun enzini especific. Aquestes possi-
bilitats mereixen d'csser estudiades i son un dels objectius actuals del
nostre laboratori.

NOTA. - Ens plan agrair at doctor L. Ovct i a la scnsorcta 1. Colour Ilur taluosa
collal)oracio cn les analisis d'aininoacids. 'Lambe agraini al donor L. A'allinitjana i als
scus col-laboradors (let Servei de fIicrestopia Electriti(a de la Univcrsitat dc Barcelona
la rcalitiacio de les mi(rografics elect rbniqtics (figs. 3 i 4).
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DISCUSSI(5

Dr. R. MARGALEF

La fisiologia de 1'esperma esta en funcio do la fisiologia de 1'6vul;

han evolucionat junts i, per tant, hom pot pensar que existeix una relacio

entre la proporci6 d'aquestes proteines especifiques, diguem somatiques,

i la mida de 1'ovul. Horn podria postular una certa relacio entre la se-

giiencia observada i una segiicncia en la mida de 1'6vul, es a dir en la

massa de 1'6vul que no es nucli. Aixo pressuposaria una hipotesi mes

concreta dc la funcio quc podrien tenir aquestes proteines.

Hi hauria una manera indirecta d'adonar-se'n estudiant comparativa-

ment especies d'un mateix grup taxonomic i que tinguin ovuls de mida

molt diversa; per exemple, estrelles de mar o gasteropodes.

Dr. J. A. SUBIRANA

Aixo no ho ha considerat, per-6 a ell se li acut tin exemple, i es que

la granota, que to un ou forca gros, to unes proteines de tipus histona

en 1'esperma, es a dir semblants a les dels cricons, que tenen ous petits.

Un exemple mes clar que no sembla haver-hi relacio entre la mida

dels ous i Ics proteines de 1'esperrna es troba en les estrelles de mar.

Echinaster sei)ositus to uns ous de ]Iles d'un millimetre, i, per contrast,

Astropecten aurantiacus els to forca petits, i les histones de l'esperma

son iguals, identiques en aquests dos animals.

Sr. R. BARGALL6

El que sembla intcressant per part dc l'cspennatozoide es la possibi-

litat i la necessitat dc condensar cl nucli. La majoria dels microgametes

presentee nuclis allargassats d'acord amb les exigencies hidrodinamiqties

d'aqucst tipus dc cCllula. Per contra, en lcs imatges que han cstat mos-

trades, corresponents a Holothuria, els nuclis son mes aviat esfcrics i petits.

Tambe ha pogut obscrvar que durant la forrnacio dels filaments cro-

mosomics el each es petit i la seva fibril-litzacio es escassa. Aixo cs el

contrari del que passa en cls molluscs, on, pcr exemple, els gasteropodes

disposen de filaments molt llargs, rectes i nlcs o menys polaritzats pel
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corpuscle basal o pel mateix axonema, la qual cosa es correspon amb una
morfologia allargada del nucli. Potser per aixo la polaritzacio de les fibres
nucleals i el conseguent estirament del nucli podrien csser les funcions de
les proteines en questio.

Dr. J. A. SUBIRANA

Es a dir que, amb altres paraules, 1'esperma necessita moure's molt
i, per tant, necessita un bon disseny hidrodinamic. El seu nucli., molt
petit, potser li dona avantatges per a desplacar-se. Es una possibilitat que
cal considerar.

Dr. J. PALAU

Evidentment, es fa dificil d'entendre la prescncia d'histones i dc pro-
tamines tan diferents, si tenon, com sembla, una funcio similar. Cal con-
siderar, per exemple, la diversitat d'histoues quc es troben en 1'esperma
d'especies molt rclaciouades dins la classe dels equinoideus. Una explicacio,
alternativa de la clue aqui s'ha apuntat, seria de considerar 1'existencia
d'un gran nombre de gens que codifiquin una gran varietat d'histones.
En cls tcixits somatics la major part d'aquests gens cstarien reprimits,
i nomes serien expressats els que corresponen a les histories tipus somatic.
D'altra banda, al llarg de l'espermiogenesi, el proces de rcpressio d'aquests
gens podria quedar modificat segons les peculiaritats especIfiques de cada
espccie, i, coin a consegiiencia, se sintetitzarien histories germinals especi-
fiques de 1'espccie. Naturalment, aquesta interpretacio vindria afavorida
si la funcio de les histones i de les protarnines dins l'esperma fos altament
inespecifica, cone seria el cas d'una funcio d'empaquetarnent de 1'ADN.

Dr. J. A. SUBIRANA

De tota manera , el que resta clar es que hi ha una tendencia evolutiva

a eliminar les histones de les cellules germinals i acumular una proteIna

molt mes basica fins a 1'extrem a que ha arribat l'evolucio de les prota-

mines am]) un 70 `Io d'arginina . Es a dir , per quc hi ha aquesta tendencia,

quin avantatge dona a l'esperma?... Aixo no resta clar. Per exemple, des

dun punt de vista hidrodinamic les holoturies tenon cspermatozoides amb

un nucli una mica mes gros que altres espermes , pero tambc cs un nuch

fora petit , i, en aquest cas, sense inassa canvis bioquimics.
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