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Abstract

Electrophoretic characterization of basic nuclear proteins
isolated from mature testis of Murex brandaris

Electrophoretic analysis and peptide maps of acid-soluble

nuclear proteins isolated from mature testes of Murex brandaris

and rooster revealed that the electrophoretic mobilities of H3 and

H4 obtained from M. brandaris were Vvery similar to the

corresponding mobilities of histones from rooster. A higher
mobility of H2A and H2B was observed in M. brandaris in

relation to the mobilities of the same histones in rooster. The
electrophoretic patterns and V8 protease peptide maps of

histone H1 were very different in both tissues. Basic proteins of
higher mobility than histones observed in M. brandaris might
correépond to the protamines present in the mature testis of
chicken and many other species.

Key words: histones, protamine, Murex brandaris, rooster,

spermatogenesis.

Introduccién

Los drasticos cambios de estructura de la cromatina que tienen
lugar durante la espermatogénesis, van acompanados de importantes

modificaciones en la composicién de las proteinas nucleares basicas

(SUBIRANA 1983:; MEZQUITA 1985 a; MEZQUITA 1985Db).
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En los Invertebrados, que constituyen el 95% de todos los

animales conocidos, sélo se han estudiado las proteinas

nucleares basicas de células espermatogénicas en algunos
Moluscos, Anélidos y Equinodermos (KASINSKY, 1986).

En lcs espermatozoides de los Moluscos se ha observado una gran
diversidad de proteinas basicas. Los Polyplacophora
muestran proteinas de movilidad intermedia entre las histonas vy
las protaminas én las electroforesis en geles de

P.A aceético/tritén/urea (COLOM y SUBIRANA, 1979) en el

Cryptochiton stellari se han observado dos proteinas, X e Y, ricas

en arginina y que contienen ademds, una cierta cantidad de lisina.
Otra proteina, la Z, contiene lisina, alanina,
prolina y arginina y es semejante a la histona Hl somatica o a la

fraccién 3 de Mytilus edulis (COLOM y SUBIRANA, 1979). La proteina

X migra en la regién de las histonas somaticas. Estas ultimas
proteinas no se encuentran presentes en el nicleo de los

espermatozoides de C. stellari (COLOM y SUBIRANA, 1979).

Tambien en los Gasterdépodos se han observado proteinas nucleares
basicas de movilidad electroforética intermedia entre las histonas
y las protaminas. En Haliotis tuberculata y

Haliotis crackeroidii dichas proteinas contienen un 50% de arginina
Yy un 10% de lisina. Proteinas semejantes han sido caracterizadas

en Patella coeruela, Patella vulgata, Patella granatina y Gibula

divaricata (HULTIN and HERNE, 1949; SUBIRANA et al., 1973; VAN

ELDEN et al., 1979). Algunos de estos Gasterdépodos contienen

ademas, en los espermatozoides una histona semejante a la H2B.

Los métodos citoquimicos sugieren que las especies Nucella
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lapilus y Conus stimpsoni podrian contener protaminas ricas en

arginina o cisteina (WALKER y MC GREGOR, 1968; WEST, 1978).
También por métodos citoquimicos se ha observado que en la subclase

Pulmonata, Helix aspersa, contiene una protamina rica en arginina

(BLOCH and HEW, 1960).

Entre los Moluscos de la Clase Bivalvia, Mytilus edulis

muestra proteinas intermedias con la lisina y arginina (SUBIRANA
et al., 1973). Otros miembros de la misma familia presentan un
patrén semejante (OLIVARES,et al.,1986). Una de las proteinas tiene
movilidad elctroforética semejante a la H2B, si bien

guarda un mayor parecido inmunoldégico con la histona Hl
(PUIGDOMENECH et al., 1975).

El Bivalvo de agua dulce Anodonta piscinalis contiene en los

espermatozoides una proteina semejante a la histona Hl1 y otra que
puede haber derivado de ella en el curso de la evolucidén (ROZOV et

al.,1984).

En la familia Tridacnidae 1la Spisula solidissima y 1la S.

sachalinensis muestran proteinas de menor movilidad

electroforética que la histona H1 (AUSIO and SUBIRANA, 1982). La
proteina contiene arginina y lisina en proporciones
semejantes. En muchas otras especies se ha detectado también
proteinas basicas de elevado peso molecular.

Los espermatozoides de Ensis minor contienen histonas
somdticas y una proteina similar las protaminas (GIACOTTI et al.,
1983). La composicién de la cromatina de la cromatina de 1los

espermatozoides de estas especies es compatible con la

estructura nucleosédmica.
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En los Cefalépodos los espermatozoides de Loligo pealeii poseen
una protamina tipica con un 78% de arginina y que
contienen ademds, entre otros aminoacidos, serina Yy tirosina
(SUBIRANA et a., 1983). La protamina de 1los espermatozoides de

Eledone cirrosa contiene ademds, cisteina (KUALOVA and PECK, 129780

Materiales vy métodos

A fin de estudiar las proteinas nucleares, se han purificado
nicleos y obtenido extractos proteicos de los mismos. Las proteinas
extraidas han sido caracterizadas mediante técnicas de
electroforesis. Para ello, la metodologia empleada es la siguiente:
1.- Las gbénadas, aisladas de posibles restos de hepatopancreas,
son finamente troceadas en un vaso de precipitados de 50ml con
tijeras curvas bien afiladas.

2.- Homogenizacién en 5 volumenes del medio conteniendo sacarosa
2M, acetato calcico 3,3mM, bisulfito sédico 50mM, Tritén X-100
0,01% a pH 5.8, con un homogenizador vidrio-vidrio tipo Dounce, 20
pases.

3.- Rehomogenizacién en 5 volumenes del mismo medio anterior
utilizando un homogenizador vidrio-tefldén de "clearance"

ancho conectado a un taladrador a baja velocidad a 75V, 15

pases.
4.~ Filtracién con 6 capas de gasa
5.- Ultracentrifugacién a 58.600 g (22.000 r.p.m con un rotor

Beckman SW 27), a 4 °C durante 60 minutos.

6.- Se desecha el sobrenadante y se efectiia un control de los

nicleos sedimentados en microscopio de contraste de fases
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apareciendo morfolégicamente limpios.

7.=- Extraccién de los nucleos en SOH, 0,4N, mediante
homogenizacién alternativa durante 2 horas, empleando un
homogenizador vidrio-vidrio tipo Dounce.

8.- Separacién del extracto por centrifugacién con una centrifuga
Beckman J2-21, rotor JA-20 en tubos de vidrio Corex a 15.000
r.p.m durante 30 minutos a 4 C.

9.- El sobrenadante se precipita anadiéndole 6 volumenes de
etanol y manteniéndolo a =20 C durante toda la noche.

10.- Se recoge el precipitado por centrifugacidén con la Beckman
J2-21 rotor JA-20 en tubos de vidrio Corex a 8.000 r.p.m durante
30 minutos.

11.- Lavado del sedimento con etanol 3 veces centrifugando en
las mismas condiciones 10 minutos cada vez.

12.- Secado de la muestra mediante una trompa de vacio 10 minutos.
13.- Una alicuota de la muestra se solubiliza en ClH 1mM.

l4.- Se anade acido perclérico (PCA) hasta una concentracién
final de 0,74N. Se precipita en este medio durante 2 horas a 4°C.
15.- Centrifugacién con la Beckman J2-21 rotor JA-20 a

15.000 r.p.m durante 10 minutos. Se recoge el sobrenadante
conteniendo las proteinas solubles en acido

perclérico .

16.- Precipitacién de las proteinas con una concentracién

final de acido tricloroacético (TCA) al 20%.

17.- Lavado del sedimento con acetona acidificada una vez, y

con acetona dos veces.

18.- Electroforesis del material soluble en &cido (SOH, 0,4N
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v PCA 0Q,74N) y del material inscluble en PCA 0,74N en

geles de P.A 12% acético/tritén/urea 7,5M , de P.A 15% urea 2,5M
de P.A 15% y 18% -SDS 0,1%.

19.- Tincién con C.B.B R-250 al 0,1% y destincidén en
metanol /acido aceético/agua 5:1:16.

20.- Mapa peptidico del patrén electroforético en un gel de

P.A 15% SDS 0,1% del extracto de PCA 0,74N. Lavado de las bandas
del gel con tris 1mM/ClH pH 8 y SDS 0,1% durante 5 minutos con
agitacién suave, a temperatura ambiente. Decantacién por
aspiracién. Se efectuan dos lavados mas en idénticas condiciones
21.- Preparacién de un gel de P.A 18% SDS 0.1%. Las bandas del gel
lavadas se depositan en cada uno de los pozos Yy se le anade el
cocktail proteolitico, conteniendo la proteasa V8 0.4 mg/ml en
tris 1mM/HCl1 pH 8.0, SDS 0.1% glicerol 10% . 22.-

Electroforesis a voltaje constante 200 V hasta que las

proteinas alcanzan el "stacking" del gel. Entonces se para la
electroforesis durante una hora, para que tenga lugar la
proteolisis "in situ".

23.- La electroforesis se conecta nuevamente a voltaje
constante 200 V.

24.- Tincién y destincién del gel en las mismas condiciones
del paso 19.

25.- Se secan los geles, y se efetuan las fotografias de los

mismos.

NOTA: Salvo en los casos citados especificamente, todo el

procedimiento se ha seguido a 0-4 °C.
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Observaciones v resultados

Proteinas nucleares basicas solubles en acido sulfurico 0,4N

extraidas de la gonada madura del molusco Murex brandaris.

Las proteinas nucleares béasicas solubles en SOH, fueron

extraidas de la gdénada madura de Murex brandaris y analizadas en

geles de poliacrilamida/ SDS y en geles de poliacrilamida /tritén
/acético /urea. La figura 1 muestra el patrén obtenido en geles de
poliacrilamida/SDS a partir de las proteinas
solubles en acido sulfirico. En esta imagen se compara el patrén
obtenido a partir del extracto nuclear de las células
espermatogenicas del molusco (pozos b,c,e,f,g) con el extracto
nuclear de células espermatogénicas de gallo (pozo a). Se
observan dos bandas principales en la zona de la histona H1l de
mayor movilidad electroforética que la histona H1l del
gallo. Inmediatamente por debajo de dichas bandas, se hallan otras
dos que podrian corresponder a las proteinas no histonas HMGl y
HMG2. Las bandas correspondientes a las histonas H3 y H4
muestran la misma movilidad electroforética que las histonas H3 y
H4 del gallo. Las bandas correspondientes a las histonas H2A y H2B
se encuentran mas solapadas entre si al aumentar
ligeramente la movilidad electroforética de la histona H2A.

La figura 2 muestra el patrén electroforético en geles de
poliacrilamida/tritén/acético/urea de las proteinas solubles en

SOH, extraidas de la génada madura de Murex brandaris (A: pozo d;

B: pozos b,c,d,). El patrén electroforético se compara con las

correspondientes proteinas obtenidas de testiculo de gallo
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(A: pozo e; B: pozo A). En la misma electroforesis se ha corrido
una muestra de protamina de gallo como referencia (A: pozos a y
b),el pozo ¢ se cargd con una mustra de proteinas nucleares

solubles en acido perclérico 0,74N de Murex brandaris a fin de

determinar qué componentes del extracto obtenido con acido
sulfurico eran solubles en &cido perclérico.

Los patrones obtenidos muestran movilidades muy parecidas de las
histonas H2A H2B, H3 y H4 en el molusco y en el gallo y una intensa
hiperacetilacién de la histona H4. Se observan
ademas, componentes de elevada movilidad electroforética que migran
en la zona de la protamina del gallo y que, a diferencia de ésta,

son solubles en acido perclérico 0,74N.

Proteinas nucleares basicas solubles en acido pérclérico 0,74N

extraidas de la génada madura del molusco Murex brandaris

Las proteinas nucleares béasicas solubles en acido perclérico
0,74N fueron extraidas de los nuacleos purificados de la gdnada

madura de Murex brandaris. La figura 3 muestra el patrodn

electroforético obtenido en geles de poliacrilamida SDS de las

proteinas solubles en acido perclérico de Murex brandaris

(pozo a) en comparacién con las corespondientes proteinas obtenidas
de nicleos purificados de células germinales de gallo (pozos C Y
d). Tal como se habia comentado anteriormente, la

histona H1 muestra una mayor movilidad electroforética que la

correspondiente histona H1 del gallo. Aparte de una banda tenue a

la altura de las H2A y H2B no se aprecian bandas adicionales en
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estos geles aunque sea mayor la longitud de los mismos o
disminuya el tiempo de recorrido. Esto ultimo indica que 1las
proteinas de alta movilidad electroforética no son solubles en SDS

a semejanza de lo que se observa en las protaminas.

Mapas peptidicos de la histona H1l del gallo de Murex brandaris

obtenidos con la proteasa V8

Las dos bandas de histona Hl resueltas en geles de
poliacrilamida SDS fueron eluidas y utilizadas para obtener el mapa
peptidico con la proteina V8. La figura 4 muestra el
mapa peptidico obtenido (pozos a y b) a partir de las dos bandas
(de menor y mayor movilidad electroforética respectivamente). Los
péptidos obtenidos a partir de las bandas correspondientes de la

H1 de Murex brandaris difieren poco en tamano mientras gque son

muy diferentes respecto a los péptidos obtenidos en la hisona H1

del gallo.

Discusién

Las proteinas nucleares basicas obtenidas de la gdénada madura
del molusco Murex brandaris muestran propiedades de solubilidad y
movilidad electroforética en parte idénticas a 1las histonas
obtenidas de los nicleos de las células espermatogénicas del gallo.
Este es el caso de las histonas ricas en arginina la H3 y la H4,
las mads conservadas al lo largo de la evolucién. Las diferencias

observadas son minimas en el caso de las histonas H2A y H2B. Tal

como se observa en el patrén obtenido a partir de las celulas
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espermatogénicas del gallo y de otras especies, la histona H4
muestra una notable hiperacetilacién

Las mayores diferencias observadas en el grupo de las
histonas corresponden a la histona Hl. El mapa peptidico
obtenido con la proteasa V8 confirma la distancia evolutiva puesto
gue los residuos de glutamico, por donde corta la proteasa, V8
estarian en posiciones muy distintas en las histonas H1l del molusco
y del pollo.

Tal como se mencioné en la introduccién, se ha observado en la
espermiogénsis de los moluscos la existencia de proteinas basicas
nucleares adicionales. Las mas abundantes son un grupo de tres
componentes de elevada movilidad electroforética (mayor dque la
correspondiente a la protamina del gallo). Dichas
proteinas son solubles en perclérico a diferencia de lo que se
observa en las protaminas ricas en arginina, como la protamina del
gallo,que es sdlo parcialmente soluble en perclérico. Las proteinas
de alta movilidad electroforética no son solubles en SDS, propiedad
que comparten con las protaminas ricas en
arginina.

Las bandas de alta movilidad electroforética obtenidas a partir
de los extractos de nucleos purificados de gdénada madura del
molusco Murex brandaris, corresponden probablemente a
proteinas ricas en arginina y lisina de menor movilidad
electroforética que las protaminas tipicas de los peces, y de mayor
movilidad que la protamina del gallo. La existencia de

hiperacetilacién de la histona H4 junto a la presencia de

proteinas semejantes a las piotaminas sugiere la posibilidd de una
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transicidén nuclechistona-nicleoprotamina semejante a la observada

en otras especies (MEZQUITA, 1985).
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Fig. 1 : Patrdén electroforético en un gel de P.A 18% de los
extractos en SO,H, de nucleos totales purificados de espermatozoides
de Murex Brandaris. Comparacién con el patrén de histonas de
espermatozoides del gallo.a) Patrén de histonas de espermatozoides
del gallo.b, ¢, d, e, £, g) Electroforesis de Murex Brandaris.

d, h) Patrén de proteinas estandar (de menor a mayor movilidad
electroforética).
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Fig.2 s Patrén electroforético en geles de P.A ac.
acético/tritén/urea 7,5M de los extractos en SO,H, 0,4N de nucleos
totales purificados de los espermatozoides de Murex brandaris.
Comparacién con el patrén de histonas Yy de protamina del
espermatozoide del gallo. A.- a, b: Protamina de gallo. c: Extracto
en PCA de nucleos de Murex brandaris.d: Extracto en SOH, de niacleos
del molusco.e: Extracto en SOH, de gallo.*: Protaminas de gallo
B.- a: Extracto de histonas de espermatozoides del gallo SO,H,

b, ¢, d:_Extractos en SOH, de Murex brandaris. x : Bandas de
movilidad semejantes a protaminas.x : Bandas de movilidad
intermedia entre histonas y protaminas.

1
f
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H1

HMG1& 2

Fig.3 :Extractos en geles de P.A 18% SDS. a) Proteinas solubles en
PCA. b) Proteinas solubles en Hcl. c, d) Patrén de eritrocitos de
pollo. e) Patrén estiandar de P.M. *) Zona de migracién de las
histonas octaméricas.
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Fig.4 : Mapa peptidico 1: H1A no digerida.2: Péptido comun a ambos
subtipos.3: Péptido propio en H1A. 4: Péptido propio de HI1B.
*:Proteasa V8






