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RESUM

El present treball revisa els estudis efectuats sobre les proteines basiques especifiques en els
nuclis espermatics dels mol-luscs. En la primera part (Caracteristiques de les SBP) fem un repas
de la informacié disponible, mentre que en la segona part (Aspectes evolutius de les molécules
i de la seva funci) intentem expressar una visié integrada de tals proteines i de llurs possibles

relacions evolutives.

SUMMARY

The present work is a revision of the studies on nuclear sperm-specific basic proteins in
molluscs. In section IT we check the information available in the literature, while in section IIT
we try to express an integrated vision of such proteins and their possible evolutive relationships.

INTRODUCCIO

En I’espermiogenesi dels animals, el nucli
cel-lular sofreix un procés de condensacié que
finalitza enI’espermatozoide. La condensacié
nuclear s efectuada per canvis en les proteines
que interaccionen amb el DNA: en la major
part de les espermiogenesis les histones

somatiques son reemplacades per altres
molecules més basiques anomenades gene-
ricament proteines especifiques de I’esperma-
tozoide o sperm basic proteins (SBP) (18, 58).
Les protamines son un cas particular de les
SBP. Sibé lacondensacio del nucli espermatic
ésunacaracteristica gairebé universal, les SBP
conegudes mostren una variabilitat extraor-
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dinaria. Ja els primers treballs comparatius
(18) varen mostrar que la major part de les SBP
no eren homologues, tot i efectuar la mateixa
funcié. A partir d’aquests treballs, 1 a mesura
que s’incrementaven els estudis de caracte-
ritzacid de noves SBP, també ho feialadiversitat
trobada (19, 23, 56), de manera que les
classificacions generals proposades per a
aquestes proteines responen a criteris
citoquimics (18, 19) o bioquimics (90) perd no
a criteris d’homologia. Conseqiientment un
dels camps d’interes que ofereixen les SBP rau
en la comprensié dels processos seguits en el
seu canvi evolutiuiles raons a les quals respon
aquest canvi. Enlaliteratura existeixen un cert
nombre de revisions sobre les SBP en general
0 bé sobre algun aspecte seu en particular (23,
48, 49, 57, 65, 66, 70, 77, &4, 90). De tota
manera, tret d’alguns assaigs sobre les SBP
dels mol-luscs bivalves (10, 11), la informacié
referent als mol-luscs €s escassa, poc ordenada
i extraordinariament confusa (a causa en part
de lanomenclatura no unificada utilitzada pels
diferents investigadors). El proposit d’aquest
treball ésrevisarels estudis sobre les SBPenels
mol-luscs, principalment els no inclosos en les
revisions anteriors, i ordenar aquestainformacio
conjuntament amb altres aspectes significatius
de la seva biologia de la reproduccié. Cal
remarcar quatre punts:

a) Peralsmol-luscs bivalvesens hem basat
en els treballs d’Ausio (10, 11). Aquests
contenen més informacidexplicitaque larevisio
actual;

b) Una part de lainformaci6 sobre les SBP
en gastropodes no esta encara publicada i
correspon als treballs de tesi doctoral de M.
Daban;

¢) Hem presentat un treball preliminar
amb el mateix objectiu que ’actual (24), el
qual utilitzem reiteradament com a orientacio;

d) Emprem correntment la classificacié
adoptada en la Historia natural dels Paisos
Catalans (vol. 8, 1991).

CARACTERISTIQUES DE LES SBP
Poliplacofors

Format pels quitons, és un grupde mol-luscs
de caracteristiques primitives que va apareixer
enel Cambria. Aquests animals han retingutal
llarg de la seva evoluci6 la fecundacio externa.
El seu espermatozoide és considerat de tipus
primitiu segons la classificacio de Franzén (33,
35), caracter que concorda amb el tipus de
fecundaci6. La morfologia de les cel-lules
espermiogeniques haestatestudiadaendiverses
especies (52, 82): en totes elles es condensa la
cromatina comengant per la formacio de petits
granuls densos que s’agrupen en fibres per
compactar-se finalment, i formar el nucli de
I’espermatozoide. Hanestatestudiades les SBP
decincespecies de poliplacofors: Cryptochiton
stellerii (0. acantoquitonides, fam. acantoqui-
tonids) 1 Chiton olivaceus (89), Katharina
tunicata, Mopalia ciliatai M. muscosa (28) (.
quitonides, fam. quitonids). C stellerii conté
SBP en lloc d’histones en el nucli dels seus
espermatozoides. En ser analitzades per
electroforesi en gels de poliacrilamida/urea,
les SBP es reparteixen en tres zones diferents
del gel: una fraccié (anomenada X en les
referéncies originals) que migra en la zona de
les histones somatiques, unaaltra fraccio (Y en
les referencies citades) de mobilitat intermedia
entre les histones somatiques i la protamina
salmina, iunaultima fraccié (Zenreferencies)
de més migraci6 que les anteriors. Aquestes
molécules han estat separades i la seva
composicié aminoacidica analitzada (vegeu la
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Taura 1

Composicié aminoacidica (% de mols) de les SBP de tres espécies de poliplacofors

aa (a) (b) (c) (d) (e) (H) (2)
lys 13,6 19.4 11,1 9.6 12,1 342 15,4
his — —_ 1,7 — 0,3
arg 40,1 48,8 43,7 40,9 543 19,2 37,8
asp — — 0,8 2,7 0,1 0,3 2,0
thr 21 2.3 2,1 39 5,7 3,0 35
ser 5.3 4,5 5,0 8,5 37 6,7 10,5
glu 1,2 1,0 1,0 1.4 0,2 0,3 2,0
pro 2,0 4,1 1,4 1,2 4,6 9,7 4.8
gly 5,0 31 4.6 5.9 43 37 6,9
ala 8,4 5,0 7,5 8,5 6.8 20,5 8,5
cys — = — —_ — — —
val 12,0 11,6 9.3 7.4 8,1 12,1 34
met 32 — 2,9 1,2 — - 0,3
ile 1,9 — 0,8 2,0 0,1 0,1 0,9
leu 5,2 — 3,6 2,6 0,1 0,2 2,1
tyr — — 1,7 1,8 — — 0,9
phe — — 0,8 0,8 —_ — 0,6

Proteines especifiques de K. tunicata: (a), proteina PMh (P1); (b), proteina PMP (P2); (c¢) proteina K (minoritaria).
Proteines especifiques de C. stellerii : (d), proteina X (P1); (e), proteina Y (P2); (f), proteina minoritaria Z.
Proteines especifiques de C. olivaceous ; (g), mescla de totes elles.

taulaI). X 1Y tenen una composicié similar
per la seva riquesa en arginina i altres valors
que es manifesten en la taulal. Es diferencien,
pero, en que X conté una petita proporcid
d'aminoacids hidrofobics que practicament
estan absents en Y. La proteina Z és més rica
en lisina i alanina que en arginina, i la seva
composicio (peraquests valorsiperlapresencia
importantde prolina) recordalacomposicid de
lahistona H1. Enatencié alaseva composicié
aminoacidica, les tres proteines X, YiZ hande
ser considerades protamines segons el criteri
de Subirana (90). K. tunicata també conté SBP
majoritaries que practicament substitueixen
les histones somatiques. El seu nucli poseeix
tres fraccions de SBP (28): una fraccié de
migracio electroforetica similar a les histones,

equivalent a la fracci6 X de C. stellerii,
anomenada PMhen el treball original (P1 en la
fig. 1); una segona fraccié equivalent a la
fraccio Y de C. stellerii ,anomenada PMP (ala
figura | apareix P2),1una fraccié minoritaria
quenoésequivalentacap proteinade C. stellerii.
Els valors de les analisis composicionals de les
fraccions separades per columnes de bescanvi
ionic donen suport a la correspondencia X-
PMh i Y-PMP entre les SBP de les dues
especies (vegeu la taula I). Els nuclis
espermatics de les altres tres especies (C.
olivaceus, M. muscosa, M. ciliata) contenen
SBP que exhibeixen el mateix patré electro-
foretic descrit. L'extracte global de les
protamines de C. olivaceus també ha estat
analitzat (89) (vegeu la taula I). Estudis
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FiGura 1: Patré electroforetic en gel d'acrilamida/acid
acetic/ureade les SBPen diferents especies de mol-luscs. En
aquesta figura es recullen tots els tipus coneguts de SBP en
aquest grup: 1 Katharina tunicata (poliplacofor); 2 Tectura
scutum (patel-logastropode); 3 Astraea gibberosa
(vetigastropode); 4 Polynices lewisii (cenogastropode
[mesogastropode]); 5: Murex brandaris (cenogastropode
[neogastropode]); 6 Helix aspersa (pulmonat); 7 Aplysia sp.
(opistobranqui); 8 Crassostrea gigas (bivalve, grup 0); 9
Spisulasolidissima (bivalve grup 1); 10 Ensis ensis (bivalve,
grup 2); 11 Macoma nasuta (bivalve, grup 3); 12 Mytilus
edulis (bivalve, grup4); 13 Loligo pealii (teutid); 14 Octopus
vulgaris (octopode); 15 Eledone cirrhosa(octopode); H patr6
electroforetic de les histones somatiques; S patro
electroforetic de la protamina tipica dels peixos (salmina).
(8,9, 10, 111 12 cedits per J. Ausio).

estructurals (28) mostren que la molecula
de protamina PMh (P1) de K. tunicata
conté un peptid de 80 a 100 residus
aminoacidics no digerible per la tripsina.
Aquest peptid no €s present a la fraccio
PMP (P2). Malgratla composicid similar
de les dues fraccions, és possible que
l'estructura de la PMh (P1) sigui similar a
la de la histona H1 (una zona globular
central flanquejada per dos extrems
desestructurats), mentre que PMP (P2)
seriaunamolecula lineal, de menor longi-
tud que l'anterior.

Gastropodes

Aquests mol-luscs formen un grup
molt diversificat, durant l'evolucié del
qual s'han produit transformacions en la
seva biologia de la reproduccio: els
gastropodes més primitius (patel-lo-
gastropodes 1 vetigastropodes, entre
d'altres) varen apareixer en el Cambria, i
conserven la fecundaci6 externa; el seu
espermatozoide és de tipus primitiu (33,
35,36,37)ilacondensacio delacromatina
espermiogenica es fa per processos
similars als dels poliplacofors (47, 51,
53). A partird'un grup de vetigastropodes
varen apareixer en el Cretaci els
cenogastropodes (revisat a 45). Aquest
gruphaadoptatlafecundacié internaamb
canvis importants en les estructures
reproductores i en les espermiogenesis, ja
que el seu espermatozoide €s de tipus
transformat. La condensaci6 de la
cromatina segueix un procés complicat
en les seves ultimes fases (vegeu la fig. 2)
i els espermatozoides es troben
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acompanyats per altres cel-lules espermato-
geniques transformades (paraespermatozoides)
que compleixen funcions no estrictament
reproductores (2, 38, 40, 42, 43, 44, 47). Els
pulmonats i opistobranquis també tenen
fecundacio interna, i els seus espermatozoides
son transformats i acompanyats d'altres
cel-lules.

Patel-logastropodes

Les SBP han estat estudiades en nou
especies de dues superfam.: patel-loideus:
Patella cerulea (28), P. vulgata (89), P.
granatina (98), P. aspera (29) 1 acmeoideus:
Acmaea mitra, Tectura persona, T. scutum,
LottiadigitalisiL. pelta(28). Laprimeraespecie
estudiada fou P. vulgata. El nucli espermatic
conté només una proteina especifica, i no pre-
senta histones. La migracié electroforetica
d'aquesta proteina és similar a la de les
protamines P1 dels poliplacofors (vegeu les
figures 1 i 3). La seva riquesa en arginina
(43 %), lisina (9,9 %) i serina (14,7 %) també
l'aproxima a les P1 dels poliplacofors. D'altra
banda, P. granatina conté una protamina
d'iguals caracteristiques (vegeu la taula II).
Estudis sistematics (28, 29) indiquen que les
protamines de totes les pegellides son similars
entre elles i que responen ales caracteristiques
segiients:

a) Soén proteines de 200-220 residus aminoaci-
dics.

b) De composici6 similar entre elles;

¢) Consten d'una o dues molécules semblants;

d) Reemplacen les histones somatiques.

En les figures 11 3 es mostren els patrons
electroforetics de dos patel-logastropodes
conjuntament amb les SBP d'altres mol-luscs
(lesanomenem P1). Lamoleéculade protamina
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Taura 11

Composicio aminoacidica (% de mols) de les
SBP (protamines P1) de quatre espécies de

patel-logastropodes

aa (a) (b) (©) (d)

lys 9,9 9,7 12,5 10,0
his — — —
arg 43,0 50,7 50,2 46,4
asp 1,7 0,7 1,4 1.4
thr 2,5 2,1 0,5 1,6
ser 14,7 17,0 12,2 15,1
glu 0,7 0,3 — —
pro 2,2 2,8 3,0 33
gly 6,9 44 6,1 8,2
ala 6,9 6,2 3,7 6,2
cys — —

val 5;5 2.3 7,6 4,6
met — — 0,5
ile 0,7 0,7 - 0,5
leu 3.9 2,7 2,8 3
tyr 0,6 0,4 — 0,5
phe 0,6 0,3 — 0,5

(a) P. vulgata; (b) P. granatina; (c) P. cerulea; (d) P. aspera.

P1 de P. aspera conté un peptid resistent a la
tripsinitzacié similar al descrit abans en un
poliplacofor. Aquest peptid conté practicament
tots els residus hidrofobics de la molécula,
mentre que les argininesilisines (residus basics)
son gairebé absents (29) (vegeu la taula III).
Aquest fet dona suport alaidea que l'estructura
molecular de les protamines P1 de patel-lo-
gastropodes i poliplacofors poden ser similars
a la histona H1 definida principalment per
Chapman i col'l. (22) i Allan i col-l. (1).



40 M. DABAN, C. CACERES, N. SAPERAS, G. KESSRA I M. CHIVA

Vetigastropodes (arqueogastropodes)

Malgrat que hi ha un cert nombre d'obser-
vacions citoquimiques en nuclis espermatics
d'arqueogastropodes (58),elnombre d'especies
estudiades bioquimicament es limita a dotze:
0. pleurotomarioides, fam. haliotids: Haliotis
tuberculata (89), H. crackeroidii (15), H.
kamtschatkana; o. fissurel-loides, fam. fissu—
relids: Fissurella picta; fam. diodorids:
Diodora aspera; o. trocoides, fam. troquids:
Tegula funebralis, Calliostoma ligatum,
Monodonta turbinata, M. articulata, Gibbula
divaricata, G. richardii; fam. turbinids: Astraea
gibberosa (tots ells a 26, 28, 29). Els estudis
pioners es varen feren Gibbula 1 Haliotis (89).
Els espermatozoides contenen una proteina
majoritaria (protamina) (vegeu lataulaIV)que
migra per electroforesi en lazonade les P2 dels
poliplacofors (a les fig. 1 1 3 també son
anomenades P2). Les caracteritzacions
sistematiques de Daban permeten definir els
segiients trets particulars per a les protamines
P2 de vetigastropodes:

a) Contenen entre 80 i 100 residus
aminoacidics.

b) Les seves composicions (vegeu la taula
[V) son similars entre elles 1 amb les P2 de
poliplacofors, formades per pocs tipus de
residus aminoacidics, i sén particularment
escassos els aminoacids hidrofobics.

¢) Estan formades per un tinic component
proteinic.

d) Reemplacen sempre les histones
somatiques.

Basant-nos la composici6 sistematica,
semblaque laregularitatenel tipus de protamina
es correlaciona bé amb la regularitat de la
condensacio de la cromatina en les diferents
especies (63) i amb la forma general de
I'espermatozoide (100). Les digestions
enzimatiques per tripsina suggereixen que son

Ultimes fases per les que travessa la

FIGUrA 2.
condensacié nuclear en l'espermiogenesi de Murex
brandaris, un cenogastropode. La figura prové d'Amor
i Durfort (2) (amb permis dels autors).

molécules lineals sense cap plegament
intramolecular intrinsec (27), propietat com-
partida, com hem vist, per les P2 dels quitons.
Les protamines dels vetigastropodes coexis-
teixen en els nuclis espermatics amb una petita
quantitat de proteines especials de composicio
aminoacidica intermedia entre les histones
HI1/H2B i les propies protamines. En aquest
treball no discutirem les proteines minoritaries.
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Taura 11T

Composicié aminoacidica del peptid resistent
a la tripsinitzacio de la protamina de P. vulgata (a)
comparada amb la composicié de la
molecula sencera (b)

aa (a) (b)
lys 4,0 9,9
his —

arg 1.3 43,0
val 7,0 55
leu 7,3 39
tyr 34 0,6
Altres 77,0 371

La seqiienciaaminoacidica de la protamina
P2 de M. turbinata esta en estudi. Fins al
moment es coneixen els primers 52 residus de
I'extrem N-terminal. L'argininaestaorganitzada
en agrupacions de 2 a 6 residus i el motiu arg-
ser es repeteix 10 vegades. En la figura 4 es
compara aquesta seqiiencia (29) amb totes les
conegudes de SBP en mol-luscs.

L'estructura del complex DNA-protamina
ha estat estudiada en l'especie Gibbula diva-
ricata a partir del seu espectre de difracci6 de
raigs X (78, 88). Segons aquest ultim treball,
la protamina quedaria situada en el solc ample
del DNA. Les arginines formarien enllagos
d'hidrogen amb els grups fosfat del DNA,
mentre que els peptids neutres de la molecula
de protamina quedarien col-locats en el solc
estret de les molecules de DNA veines (vegeu
la fig. 5). L'empaquetament del complex és
molt dens (sistema hexagonal). Els autors
treballen amb complexos reconstituits, ja que
la nucliprotamina nuclear no €s cristal-lina.
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Cenogastropodes
(mesogastropodes i neogastropodes)

Els estudis es troben en un cas similar als
referits pels vetigastropodes: s'han fet un petit
nombre d'observacions citoquimiques (58),
perd només vuit espeécies han estat estudiades
amb un minim de detall: superfam.
litorinoideus, fam. litorinids: Littorina
neritoides, L. scutulata; superfam. naticoideus,
fam. naticids: Polynices lewisii; superfam.
muricoideus, fam. muricids: Murex brandarts,
Thais stramonitachocolata (83); fam. nucelids:
Nucella canaliculata, N. emarginata, N.
lamellosa (excepte Thais totes les especies
han estat estudiades per Daban i col-1. (28)).
Aquests mol-luscs p’osseeixen diverses

a
i 'H P1
&P
]
]
' Y&l I
.s
H 1 2 3 4 S

Ficura 3. Patré electroforetic que il-lustra la variabilitat
de les protamines en els patel-logastropodes,
vetigastropodes i cenogastropodes (prosobranquis); 1:
Patella aspera (patel-logastropode); 2: Monodonta
turbinata (vetigastropode); 3: Littorina neritoides
(cenogastropode [mesogastropode]); 4: Murexbrandaris
(cenogastropode [neogastropode]); Hi S sénels patrons
d'histones i salmina, respectivament.
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FiGura 4. Seqiiencies conegudes de les SBP dels mol-luscs. Les que no han estat publicades es mostren amb el

permis dels autors.

protamines d'elevada migracio electroforética
(vegeules figs. 113). Sén protamines de mida
menor que les dels vetigastropodes, ja que
atenyen entre 40160 residus aminoacidics. La
seva composicio €s també excepcional, ja que
practicament només estan constituides per tres
residus diferents: arginina, lisinai glicina,iuna
quantitatremanentde serinai/o treonina (vegeu
lataula V). Les propietats anteriors diferencien
les protamines dels cenogastropodes de les
corresponents als poliplacofors, patel-lo-
gastropodes i vetigastropodes. Enaquest sentit,
I'espermiogenesi dels cenogastropodes
posseeix una altra qualitat no compartida amb
els anteriors: la substitucio de les histones per
les protamines €s efectuada per mitja d'una
serie moltcomplexade canvis de proteines que
apareixen i desapareixen progressivament en
eldecurs de l'espermiogenesi (vegeu lafig. 6).

Per la seva composicié aminoacidica, sembla
que s6n molecules precursores de les formes
finals de les protamines (29).

Pulmonats i opistobranquis

Aquestes dues infraclasses dels eutineures
presenten fecundacié interna, i el seu
espermatozoide és de tipus modificat (consulteu
les referencies de les pagines 36, 37 i 38),
particularment en els opistobranquis, on el
nucli de l'espermatozoide es troba molt
espiralitzat. L'inica informacié que hi ha
sobre les SBP d'aquests grups son les
presentades a la figura 1 (24). Les SBP d'un
pulmonat, Helix aspersa, consten de dues
bandes electroforetiques principals (P11iP3 a
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Tauvra IV

Composicié aminoacidica (% de mols) de les protamines P2 de vuit especies de vetigastropodes

(arqueogastropodes)
aa (a) (b) (c) (d) (e) (f) (8 (h) (i)
lys 10 12 23 34 11 7 7 17 6
his o — 1 — — — — — —
arg 53 45 42 33 50 50 56 44 56
asp — 1 — — — — — — —
thr 3 3 1 — 1 1 -— - 2
ser 16 16 16 16 20 19 16 14 17
glu — 1 — — — — — — —
pro 1 1 — — — — — — —
gly 4 4 1 9 6 8 6 11 5
ala 10 11 6 6 10 10 9 10
cys - o - — - — — — —
val 5 2 - 3 5 6 5 4
met — - - — - — — — —
ile - 1 - — — — — — —
leu o 1 - — — —_— — — e
tyr — - 1 2 -— — — — —
phe — — — - — — — - —

(a) H. crackeroidii; (b) H. tuberculata; (c) F. picta; (d) D. aspera; (e) T. funebralis; (f) A. gibberosa; (g) M. turbinata;
(h)y C. ligatum; (i) G. divaricata.

lafigura 1)id'unade minoritaria(P2 alafigura ~ Helix: el seu patré electroforétic consta de
1). Desconeixemsial llargdel'espermiogénesi  dues bandes situades a la regié de les P1, dues
es donen canvis de proteines, com en el cas  alaregié de les P2 i una banda minoritaria ala
delscenogastropodes. Respectealacomposicié  regio de les P3 (vegeulafig. 1). Una propietat
de les protamines d'Helix només es disposade  que les diferencia de la resta de les SBP dels
les dades citoquimiques de Bloch i Hew (20),  altres gastropodes rau en qué no poden ser
segons les quals haurien de ser molt riques en  extretes de la cromatina de I'espermatozoide
arginina, i possiblement no contindrien lisina  sense previa reduccié quimica d'aquesta, i per
ni histidina. Les SBPde l'opistobranquiAplysia  tant, han de ser riques en el residu aminoacidic
sp. s6n molt diferents de les del pulmonat cisteina (Colom i Subirana, en preparacio).
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Ficura 5. Empaquetament molecular dels complexos de
nucliprotamina de Gibbula divaricata. A: vista normal a 'eix del
DNA; B: projeccié sobre el pla equatorial. El tra¢ gruixut
correspon a les molecules de protamina, el trag fi correspon al
DNA. De Puigjaner i col-l. (78) (amb permis dels autors).

Taura V

Composicio aminoacidica (% de mols)
de les protamines P3 de dues especies
de cenogastropodes. L. neritoides
(mesogastropode) (a), i M. brandaris

(neogastropode) (b).

aa (a) (b)
lys 43,7 30,2
arg 33.2 35,0
thr 0,7 —
ser 1,0 1;5
gly 21,0 313
altres — —_
Bivalves

Es un grup complex, perd totes les
seves especies han de ser considerades
de fecundacié externa. En la major
part d'elles els espermatozoides son
alliberats directament a l'aigua. En
altres especies els oocits son fecundats
dins dels limits de l'organisme, on els
ovuls fecundats son incubats (96, 99),
perd mai no es dona una transferéncia
d'espermatozoides pels espermatofors
o organs copuladors a l'interior del
tracte reproductor de la femella. En
concordancia amb el tipus de fecun-
dacio, I'espermatozoide presenta una
morfologia primitiva, malgrat que hi
hapetites variacions segons lesespecies
(76). Els canvis esmentats en la
morfologia espermatica possiblement
estan en relacio, principalment, amb
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amb les diferéncies especifiques de la biologia
de lareproduccid, en particular amb el gruix de
la coberta glicoproteinica que envolta 1'oocit
(67). Aixi, no sembla haver-hi una correlacio
claraentreels arbres filogeneticsenels bivalves
i la morfologia de I'espermatozoide (76). Un
concepte emprat en aquest treball referit és que
I'estructura dels espermatozoides esta relacio-
nadatantamb les tendencies evolutives generals
del grup (es refereix als bivalves) com amb les
adaptacions particulars al comportament
reproductiu, i que diferents pressions de seleccid
poden actuar sobre ella independentment.
Aquest punt de vista pot ser també molt util en
analitzar les variacions evolutives de les SBP
en els diferents animals, 1 concretament en els
mol-luscs.

Les SBP dels bivalves han estat estudiades
bioquimicament en no menys de 33 especies.
A continuaci6 llistem les especies i citem els
treballs on es troba estudiat algun aspecte
relacionat amb les seves SBP:

o. pterioides, superfam. mitiloideus, fam.
mitilids: Mytilus edulis (3,4,6,11,24,75, 89,
91, 106, 108), M. edulis chilensis (73), M.
californianus (12, 105), M. galloprovincialis
(97, 108), Crenomytilus grayanus (86, 104),
Modiolus dificilis (86), Aulacomya ater (72);
superfam ostreoideus, fam. pectinids:
Swiftopecten swifti (11, 104, 105, 106),
Patinopectenyessoensis (11, 105),Aequipecten
irradians (106), Pecten maximus (11); fam.
ostreids: Crassostrea gigas (7, 11, 86, 87);

0. paleoheterodonts, s. 0. unionoides, fam.
unionids: Anodonta piscinalis (81);

0. veneroides, superfam. mactroideus, fam.
mactrids: Spisula solidissima (3,7,8,9, 10,61,
89, 91), S. sachalinensis (106), Mactra
corallina (21), Tresus capax (7); superfam.
‘veneroideus, fam. venerids: Mercenaria
stimpsoni, Callista brevisiphonata (106), Ta-
pes japonica (105), Saxidomus purpuratus
(68, 106), S. giganteus, Protothaca staminea
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Figura 6. Electroforesi on es mostren els canvis en el
patré de proteines nuclears durant la maduraci6 de la
gonada de Murex brandaris; 1: gener 1988; 2: febrer
1988; 3: juny 1988; 4: octubre 1988; H i S: patrons
d'histones i salmina. Tret de Daban (29).

(105), P. thaca (71,73); superfam. tel-linoideus,
fam. donacids: Donax trunculus (11,21); fam.
tel-linids: Macoma nasuta, Macoma sp (11);
superfam. solenoideus, fam. solenids: Ensis
minor (11), E. ensis (11); superfam.
cardioideus, fam. cardids: Clinocardiumnutalii
(7); superfam. dreissenoideus, fam. dreissenids:
Dreissena polymorpha (91).
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Taura VI

Composicio (% de mols) de les histones H1
especifiques en els espermatozoides de

bivalves
aa (a) (b) (c) (d) (e)
lys 29,0 26,2 31,6 36,3 28,2
his 1.0 1,0 0,9 0,7 1,2
arg 10,4 8,9 157 6,1 1,6
asp 23 1.7 42 29 33
thr 29 34 4,1 5,0 5,6
ser 12,0 13,6 7,4 7,1 5,0
glu 1,9 1.3 4,7 2,1 4,1
pro 7.3 74 7.4 7.6 9,0
gly 39 4.4 6,5 4.8 5,6
ala 18,6 214 18,1 22,5 233
cys —_ — —_ — —
val 3.5 REY) 5:3 1,0 3.5
met 0,8 1,2 — — —_
ile 1,6 1,6 2,2 1.4 2,1
leu 29 29 3.8 2,3 4.5
tyr 0,7 0,6 1,6 — 1,4
phe 151 0,9 0,6 — 1,6

(a) H1.1de C. gigas; (b) H1.2de C. gigas, (c) H1 especifica
en A. piscinalis; (d) H1 espermatica de P. thaca; (e) Hl de
D. trunculus. (Referencies en el text.)

0. mioides, superfam, hiatel-loideus, fam.
hiatel-lids: Panopaea generosa; super fam.
mioideus, fam. miids: Mya arenaria (7).

Ausio (7, 11 1 24) ha ordenat els patrons
electroforetics de les SBP dels bivalves en cinc
grups. Utilitzalanomenclatura PL (protamine-
like) seguida d'una xifra romana segons la
mobilitat electroforetica.  Aixi, les PL I
migrarien en gels de poliacrilamida/acid acetic/
ureamenys que les histones somatiques, les PL
I1 com les histones somatiques, les PL III més
que les histones, i les PL IV més que les PL III
(vegeu la fig. 1). En les taules VII, VIII 1 IX
apareixen totes les composicions
aminoacidiques conegudes de les proteines PLL
I, 1L, T 1 IV. Els grups d'Ausi6 son:

Grup 0: Les especies d'aquest grup
mantenen les histones somatiques fins al final
de l'espermiogenesi. En el nucli de l'esper-
matozoide, a més de les histones somatiques
s'hi troba una histona H1 caracteristica que
presenta dos o tres components (vegeu la taula
VI mostra totes les composicions
aminoacidiques conegudes d'aquestes HI).
Aquests nuclis mantenen l'estructura nucleo-
somica, pero el nucleosoma tindria una mida
superior al somatic (225-226 pb). El patr6
electroforetic de les SBP d'un representant
d'aquest grup es pot observar a la figura 1.
Pertanyen a aquest grup: Pecten maximus,
Aequipecten irradians, Crassostrea gigas,
Swiftopecten swifti, Patinopecten yessoensis,
Glycimeris yessoensis 1 Anodonta piscinalis.

Grup 1: Contenen una proteina especifica
PL I majoritaria de baixa mobilitat electro-
foretica. Retenen d'un 20 a un 30 % de les
histones somatiques en el nucli de l'esper-
matozoide. La cromatina esta organitzada
parcialment en nucleosomes, i parcialment en
fragments compactes de nucliprotamina, for-
mada per DNA i proteina PL I (8) (el model
proposat per a l'organitzaci6 d'aquest tipus de
cromatina apareix a la fig. 7). El patré
electroforetic de les SBP d'un representant del
grupes mostraalafigura 1. Pertanyen aaquest
grup: Callista chione, C. brevisiphonata,
Spisula solidissima, S. sachaliensis, Mercena-
ria stimpsoni, Saxidomus purpuratus, S.
giganteus, Tapes japonica, Tresus capax,
Panopaea generosa, Protothaca thaca,
Protothaca staminea, Dreissena polymorpha
1 Venus verrucosa.

Grup 2: Apareixen dos components majo-
ritaris especifics de l'espermatozoide: PL1iPL
II (vegeu la fig. 1). Ambdés components
coexisteixen amb un 20-30 % d'histones en el
nucli de I'espermatozoide. Exemples del grup
2 son: Cardiumedule, Ensis ensis, Ensis minor,
Clinocardium nutalii 1 Mya aenaria.
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Grup 3: Contenen d'un 20 a un 30 % de la
quantitat total d'histones somatiques, que
coexisteixen amb els components principals.
Aquestes son tres proteines especifiques: una
PL I, una PL II i una PL III (vegeu la fig. 1).
Pertanyen aaquest grup, entre d'altres: Macoma
nasuta 1 Donax trunculus.

Grup 4: Dins d'aquest grup s'hi troben la
immensa majoria dels mitilids. Els nuclis dels
espermatozoides contenen, com en el cas ante-
rior, 3 SBP que coexisteixen amb una quantitat
residual d'histones somatiques. D'acord amb
la mobilitat electroforetica, les proteines
d'aquest grup sén PL 1L, PL III i PL IV (vegeu
la fig. 1).
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Malgrat I'heterogeneitat electroforetica,
gairebé totes les PL presenten una composicié
aminoacidica similar. Particularment, les PL 1
1 PL I son gairebé idéntiques (vegeu les taules
VII, VIII, XTilafig. 8)iambdés tipus contenen
el peptid globular resistent a la tripsinitzacié
queincloulamajor partdels residus hidrofobics
(9, 11, 39). No s'ha trobat cap evidencia que
indiqui la possessio d'aquest peptid per ales PL
IIT i PL IV. En la figura 4 es representa la
seqiiencia del peptid globular de la PL I de
Spisula solidissima (9) 1de les tres formes de
la PL IV (¢,) de Mytilus californianus (12).

Taura VII

Composicié aminoacidica de les proteines especifiques PL I de mol-luscs bivalves (% de mols)

aa (a) (b) (c) (d) (e) () (€9) (h) (1) () (k)

lys 248 23,0 21,3 19.9 30,1 29,1 30,7 32,7 21,6 27,6 27,0
his — 1,3 0,8 1.8 0,8 1,5 1,2 1,0 24 0,7 1,0
arg 23,1 19,1 20,6 25,0 254 23,8 26,0 21,9 19,5 24,7 27,5
asp 0,6 2.8 2,9 2,2 17 1,8 0,2 0,7 2,5 1,6 0,8
thr 43 33 28 3,0 23 2,1 1,2 2,8 1,2 1.5
ser 21,7 19,4 21,8 19,6 20,3 19,9 26,1 22,1 19,7 22,7 23,9
glu 0,6 3,6 34 24 1.9 2.8 0,1 0,5 28 0,5 0,5
pro 24 1.8 3,0 2.8 2.1 22 1,6 1.7 1,2 0,8 155
gly 3,0 5,1 38 5,0 3.8 6,0 33 3,2 6,4 4.2 3,2
ala 14,2 12,0 13,1 7,0 6,6 55 6,1 53 9,8 8,9 1,7
cys — — — - — — —
val 2.3 2,0 2,0 24 1,9 1,7 1,3 1.2 2,8 2,3 1.9
met 0.4 - 0,2 2,0 — 1,0 0,1 0,9 0,9 1,1
ile 0,5 1,5 1.4 1.8 0,6 0,7 0,8 0,7 1,8 1,1 0,5
leu 1,7 28 2,2 3,1 2,3 1.9 1,3 1.0 2.5 1,7 0,8
tyr 0,3 1,0 0,5 1,0 — 0,3 0,4 03 1.8 0,7 0,6
phe 0,3 1,2 0,5 0,6 — 0,6 0,2 03 1.4 0,6 0.8

(a) . solidissima; (b), S. sachalinensis; (¢) M. corallina; (d) M. stimpsoni; (e) C. brevisiphonata; (f) S. purpuratus; (g) P.

staminea; (h) P.thaca; (i) D. trunculus; (j) C. nutallii; (k) D. polymorpha.
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Ficura 7. Representacié esquematica del model proposat
per Ausio i Van Holde (8) sobre l'organitzacié de la
cromatina de Spisula solidissima (adaptat de I'original).

Cefalopodes

Sén marins, de fecundacio interna, i repre-
senten els mol-luscs que han adoptat les
caracteristiques més diferents en l'evolucio
d'aquest filum. Han estat estudiades
bioquimicament les SBP de les especies
seglients:

0. sepides, fam. sepids: Sepia officinalis;

o. teutides. s.0. miopsides, fam. loliginids:
Loligo vulgaris, L. forbesi, L. pealii;
S.0.egopsides, fam. ommastrefids;  /lex
argentinus;

o.octopodes, s.0.incirrats, fam. octopodids:
Octopus vulgaris, Eledone cirrhosa.

Sepids i Teutids (decapodes)

Wouters i col-l. (10) observaren que la
cromatina nuclear de les cel-lules gonadals de
Sepia officinalis contenen histones acetilades

(H3 i H4) i cinc fraccions de proteines
(anomenades T) que posseeixen una mobilitat
electroforética intermedia entre les histones i
les protamines dels mamifers. Tals proteines T
s6n formes fosforilades d'una o dues proteines
(102). Sén molt riques en arginina (50-60 %,
(vegeu la taula X) i mostren una distribucié
asimetrica dels residus basics, de manera que
les arginines estan acumulades en els 2/3
carboxiterminals de les molecules. En
I'espermatozoide madur no hi ha ni histones ni
proteines T,1només apareix un component (Sp
en el treball orginal) que migra electrofore-
ticament com les protamines dels mamifers
(vegeulafig 1). Laproteina Spésunaprotamina

Taura VIII

Composicio aminoacidica (% de mols) de les
proteines espermatiques PL II dels mol-luscs

bivalves
aa (a) (b) (c) (d)
lys 20,0 229 30,8 29,3
his 0,8 1,3 39 0,7
arg 7.9 10,8 19,1 19,4
asp 53 4.8 29 24
thr 33 2.7 29 1,8
ser 12,2 11,2 10,4 21,0
glu 3,6 1,0 2,5 1,6
pro 6,7 8.4 34 43
gly 9,4 6,3 1.3 3.1
ala 13,9 15,8 6,7 11,6
cys — — — —
val 42 2,8 2,4 152
met 1.9 1,5 - -
ile 3,0 3,0 1,5 1,0
leu 477 5,1 34 1,7
tyr 0,7 0,7 2,4 0,5
phe 1,6 1,6 0,5 0,4

(a) PLII (¢ 2B) de M. edulis; (b) PLII (X) d'A. ater; (c) PLII
(Hp) en A. piscinalis, (d) PLII(Y) de D. trunculus.
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(vegeu la taula X) que només esta constituida
per quatre tipus de residus aminoacidics
diferents (serina, prolina, tirosina i arginina).
L'arginina forma el 77 % de la molecula. Les
reaccions immunoquimiques amb 1'anticos de
laprotamina T (80) revelen que aquesta proteina
comenga a apareixer en les espermatides
rodones, que és abundant en les espermatides
en elongacié perd que no es pot detectar en
I'espermatozoide. El mateix treball també
mostra per electroforesi que les espermatides
més avangades 1 els espermatozoides no
contenen proteina T. Segons els autors, i
principalment basant-nos aquests treballs, al
llarg de I'espermiogenesi de Sepia es donen
dues transicions de proteines:
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histones—> proteina T—> protamina Sp.

Per la seva composicié aminoacidica,
sembla que la proteina T és una molécula
precursora de la protamina Sp (vegeu la taula
X),de maneraque aquesta tiltima correspondria
als 2/3 C-terminals de la proteina T. Martin-
Ponthieuicol-l.(62)1Schindlericol-1.(85)han
combinat técniques d'espectrometriade masses
i de seqiienciacié per demostrar que la
protamina Sp de Sepia és microheterogenia, ja
que estaformada per dues proteines: SpliSp2,
de 57156 residus aminoacidics, respectivament
(vegeu la figura 4 i la taula X). En les seves
molecules, s'hi distingeixen tres dominis: els
aminoterminals 1 carboxiterminals (aa 1 al 25
142 al 57/41 al 56), amb totes les tirosines i la

Taura IX

Composicié aminoacidica de les PL III i PL IV conegudes dels bivalves (% de mols)

aa (@ (b (c) (d) (e) ()

(® (h) @ () & O

lys 21,7 29,1 254 25,1 266 29,2
his 0,3 — 1,5 — 0,9
arg 28,7 21,5 265 16,7 204 220
asp 04 — 0,9 1,8 — 28

t 35 17 34 21 34 14
ser 169 147 156 155 187 207
g 02 1,1 09 32 @ — 22
po 63 68 51 73 101 1,6
gy 63 58 65 79 25 3]

ala 139 183 129 143 166 116
cys — - — — — —
val 10 09 15 12 13 08
met —_ — — —
ile 01 — 04 08 — 11
lew 02 — 06 13 — 15
yr 04 — 01 07 — 03
phe 03 — — 06 — 05

300 252 502 495 350 410
— 0,2 0,1 — 1.5 —
249 279 4,5 5,2 5,9 10,1
1,9 3,5 0,5 — 2.5 —
— — 22 55 4,0 74
295 287 9,8 8,1 11,0 4,7

0,8 0,9 0,4 — 4,0 1,8
3,6 0,6 9,6 6,0 5,2 9.8
1,8 1,8 0,5 4,0 8,1 1.9

7,0 95 206 21,7 17,1 21,4
0,3 0,4 1,9 — 2,3 —
0,1 0,1 — — — —
0,2 0,5 0,1 — 0,8 —
0,1 0,5 0,5 — 1,8 1,7
— 0,1 — — 0,5

— 0,2 — — 0,7 —

Proteines especifiques PL 111 (de (a) a (h)) de: M. edulis (§1) (a); M. edulis chilensis (Mec 2) (b); C. grayanus (c); M. dificilis
(d); A. ater (AaS) (e); D. trunculus (Z) (f); C. nuntallii (g); Macoma sp. (h).
Proteines especifiques del tipus PL IV (de (i) a (1)): M. edulis (¢ 3) (i); M. edulis chilensis (Mec 3) (j); M. dificilis (k); A. ater

(Aab) (1).
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Figura 8. Comparaci6 de les mitjanes composicionals
de les SBP dels mol-luscs de fecundacio externa; A: Pl
poliplacofors versus P2 poliplacofors; B; Pl
patel-logastropodes vs. P2 vetigastropodes; C: HI
especifiques de bivalves vs. PL1V bivalves; D: PL T vs.
PL II (bivalves); E: PL I vs. PLIII (bivalves); F: PL 1 vs.
PL IV (bivalves)

major part de residus no arginina, i el domini
central (aa 27 al 41/27 al 42) que només conté
una llarga seqiiencia d'arginines trencada per
un residu serina.

El model que incorpora proteines de
transicio en lloc d'un desplacament directe de
les histones per les protamines és interpretat
pels autors com una analogia respecte a les
transicions de proteines espermiogeniques dels
mamifers (14, 41, 64).

Simultaniamentals treballs referits, Kadura,
Khrapunov i altres autors varen estudiar els
canvisde proteines enels nuclis espermiogenics
d'una especie de calamar: llex argentinus (54,
55, 60). Els canvis son similars als descrits en
Sepia (encara que els autors anomenen I1 la
proteina corresponent a la T de Sepia 112 la
corresponent a Sp). Les histones, doncs, sén
reemplacades en l'espermiogenesi d'aquest
calamar per una proteina I1 (de 9 KDa) i
aquesta és substituida perlaI2 (de 7 KDa), que
també presenta dues subfraccions. Les
composicions aminoacidiques de les diferents
proteines (vegeu lataula X) també suggereixen
als autors que I1 no és sin6 el precursor de 12.
De fet, treballs no publicats encara (Colom,
Sautiere i Subirana, en preparacid) han conduit
a la seqiienciacié de la proteina T d'un altre
calamar (Loligo pealii); aquesta seqiiéncia in-
dica clarament que les proteines T (I1) son les
precursores de les protamines Sp (I12): consta
de la seqiiencia aminoacidica de la protamina,
precedida per un peptid especial de 21 residus
aminoacidics en el seu extrem N-terminal
(vegeu la fig. 41ila taula X).

Les protamines de dues altres especies de
Loligo ja havien estat analitzades previament
(89) (vegeu la taula X).

S'han efectuat estudis estructurals de la
cromatina espermatica d'llex argentinus per
digestions amb I'enzim nucleasa micrococal
(60), i de la nucliprotamina d'altres teutids i
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sepids per difracci de raigs X'(31, 32, 88). Els
nuclis gonadals immadurs son accessibles a
I'enzim i estan estructurats en nucleosomes de
195 £ 5 parells de bases de DNA. Durant la
maduracié de la gonada del DNA esdevé
progressivament més inaccessible a l'atac
enzimatic de la nucleasa. En ser aquest procés
simultani a la transicié histones --> I1 --> 12,
possiblement aquesta transicié és la responsa-
ble dels canvis estructurals evidenciats per la
nucleasa (60). Els mateixos autors també
mostren que la protamina I2 posseeix una gran
afinitat pel DNA, i és fins i tot major que
I'exhibida per la salmina, fet que pot ser
atribuible a la longitud de la molécula (69, 70).

La protamina de calamars i sépies empa-
queta d'una manera molt compacta el DNA
nuclear. El complex DNA-protamina dels
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sepids 1 teutids estudiats és una estructura
semicristal-lina en el sistema hexagonal (88).
La identificaci6 d'aquesta estructura ha estat
possible gracies a l'aplicaci6 de técniques de
difraccié de raigs X als mateixos nuclis
espermatics sense necessitat de separar i
reconstituir els complexos.

Enaquestsdos grups de cefalopodes, doncs,
les histones son progressivamentreemplacades
per un precursor de la protamina que comenga
a condensar el DNA i es perd l'estructura
nucleosomica. El precursor perdria el seu
extrem apolar i la nucliprotamina acabaria la
seva condensacio en una estructura semicris-
tal-lina. Aquest procésiles caracteristiques de
les protamines semblen diferir clarament de
les esmentades en els poliplacofors, patel-lo-
gastropodes, vetigastropodes i bivalves, i

TauvrLa X

Composicions aminoacidiques conegudes de les protamines dels mol-luscs cefalopodes (% de mols)

aa (a) (b) (c) (d) (e) (f) (2) (h) (i)

lys 5,0 — 7,6 0,6 —_ 1,8 1157 18,7 13,7
his — — 2,3 3,2 — 1.5 341 1,7 —
arg 58,7 77,1 45,5 75,0 78,0 77,5 54,2 17,7 19,2
asp 2,1 — 3.8 0,8 - 0.4 1.8 4,7 4,1
thr 0,6 — 2,8 1.8 — 1.4 0,3 3.3 6.8
ser 9,6 11,5 11,4 10,0 12,1 9,6 5,6 59 4,1
¢lu 2,6 — 3.7 0,9 — 0,5 1,1 44 2,7
pro 1.4 2,2 1,8 1,0 24 21 - 8,3 2,7
gly 3.1 — 4,2 1,4 — 0,4 15,7 48 2,7
ala 33 — 1,1 5:1 — 0,3 1,8 3,7 5,5
cys - — — — — - 12,3 20,5
val 1,7 — 2,9 0,5 — — 1,2 2,7 2.7
met 1,0 — 1,3 — — — — — 2,7
ile — — 0,8 0,2 — 0,2 0,7 38 4,1
leu 43 — 3,6 0,3 — 0,2 0,7 9.2 4,1
tyr 6,5 9,1 2,8 2,9 73 4,2 1,0 153 2,7
phe — — 0,4 0,2 1,0 1,5 1,4

(a) proteina T i (b) protamina Sp de S officinalis; (c) proteinalli(d) protaminaI2 d'I. argentinus; (e) protamina de L. pealii;
(f) protamina de L. opalescens; (g) protamina del pop O. vulgaris; (h) mescla de proteines especifiques d'E. cirrhosa; (i)

protamina ceratinosa de la mateixa especie.
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Tauvra XI

Valors de les mitjanes (X) (a), desviacions tipiques (Gn) (b) i coeficients de variacio (on/i) (c) de
les composicions aminoacidiques de diferents grups de SBP en els mol-luscs

aa P1 poliplacofors P2 poliplacofors P1 patel-logastropodes
X o, o/X X 6, o/X X 6, o/X

lys 11,60 2,00 0,17 1575 3,65 023 10,52 1,14 0,10
his 0,8 085 1,00 — — — — —
arg 40,50 040 0,01 51,55 2775 0,05 7457 3,12 0,06
asp 1,35 1,35 1,00 — - 1,30 036 027
thr 3,00 090 0,30 400 1,70 042 1,67 0,75 045
ser 690 1,60 0723 4,10 040 0,09 1475 1,71 0,11
glu 1,30 0,10 0,08 0,60 040 0,67 025 029 1,16
pro 1,60 040 0,25 435 025 0,06 282 040 0,14
gly 545 045 0,08 3,70 060 0,16 6,40 137 021
ala 845 005 001 590 090 0,15 575 1,22 0,21
cys - — — — —_ — —
val 9,70 230 0,23 985 1,75 0,17 500 190 038
met 220 1,00 045 — — 0,12 022 173
ile 1,95 0,05 0,02 - — — 047 029 0,61
leu 390 1,30 033 — - — 3,12 047 0,15
tyr 0,9 090 1,00 — — — 037 023 061
phe 0,40 040 1,00 — — - 035 023 0,65
aa P2 vetigastropodes H1 esp. bivalves PL I bivalves

X o, o/X X o, o/X X o, o/X
lys 14,11 870 0,62 30,26 3,48 0,11 26,16 420 0,16
his 0,11 031 2,86 096 0,16 0,17 1,14 0,60 0,52
arg 47,67 7,04 0,15 574 361 063 2387 2,88 0,12
asp 0,11 031 286 2,088 085 0,30 1,62 089 055
thr 1,22 1,13 093 420 099 0,24 222 1,14 051
ser 16,67 1,70 0,10 9,02 323 036 21,56 2,00 0,09
glu 0,11 031 286 282 1,33 047 1,74 1,26 0,72
pro 022 041 1,87 7,74 0,64 0,08 1,92 0,63 033
gly 6,67 221 033 504 092 0,18 427 1,13 0,26
ala 9,00 1,70 0,19 20,78 2,08 0,10 886 3,11 035
cys — - - — — — — — e
val 3,60 183 0,51 338 1,37 041 198 045 0,23
met — — — 0,40 050 1,26 0,60 061 1,01
ile 0,11 031 286 1,78 031 0,17 1,04 048 046
leu 0,11 031 286 328 0,77 0,24 1,94 0,69 036
tyr 033 0,67 2,02 086 058 0,67 063 047 075

phe —

— 0,84 053 0,63 0,59 040 0,67
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aa PL II bivalves PL III bivalves PL IV bivalves

X o, c/X X 6, o/X X 6, oJ/X
lys 25,75 445 0,17 26,54 26 0,10 4329 6,29 0,14
his 1,67 1,30 0,78 0,36 0,52 1,44 0,40 0,64 1,59
arg 1430 5,05 0,35 23,57 3,86 0,16 6,32 221 035
asp 3,85 122 032 141 1,22 0,87 0,75 1,03 1,37
thr 2,67 055 0,20 1,94 1,35 0,70 477 191 040
ser 13,70 426 03 20,04 554 0,28 840 237 0,28
glu 2,17 098 045 1,16 0,99 0,85 1,55 1,56 1,01
pro 570 197 0,35 516 291 0,56 765 207 0,27
ala 12,00 3,40 0,28 13,05 3,44 0,26 20,20 1,83 0,09
cys — —_ —_— — —
val 265 1,07 040 0,92 039 043 1,05 1,06 1,01
met 0,85 0,86 1,01 — — —
ile 2,12 089 042 0,39 037 0,95 022 033 1,50
leu 372 133 0,36 0,52 0,55 1,05 1,00 0,57 0,77
tyr 1,07 0,77 0,72 0,20 023 1,17 0,12 022 1,80
phe 1,02 0,58 0,56 0,20 0,23 1,14 0,17 030 1,78

sembla presentar alguns punts de semblanca
ambels cenogastropodes, com son la preséncia
de precursors i la simplicitat composicional de
les formes finals de les protamines.

Octopodes

Nomésesconeixenles SBP de duesespécies
d'octopodes: Octopus vulgaris i Eledone cir-
rhosa (89). Octopus conté una protamina
majoritaria de mobilitat electroforetica similar
aladels altres dos grups de cefalopodes (sepids
i teutids) (a la fig. 1 l'anomenem P), pero la
sevariquesaen arginina, glicinai lisina (vegeu
lataula X) I'aproxima més composicionalment
ales protamines dels cenogastropodes que ales
dels altres cefalopodes. No s'ha estudiat si
durant I'espermiogenesi es donen transicions
de proteines com les descrites anteriorment.
Pelque faal casd'Eledone, les proteines han de
ser reduides abans de poder ser extretes amb

acids de la cromatina nuclear espermatica. La
composicié aminoacidicade lamesclade SBP
d'Eledone ésricaen prolina, cisteinai histidina
(vegeu lataula X). Evidentment son proteines
molt diferents a les dels altres cefalopodes,
incloses les d'Octopus. La seqiiencia dels 29
primers aminoacids de l'extrem amino
(Subirana, Sautiere, Colom, nopublicat) (vegeu
la fig. 4) déna suport a aquest punt de vista.

La interpretacié morfologica de 1'evoluci6
de l'espermiogenesi i de la fecundacié pot
presentar un gran interes per a situar els canvis
de les SBP d'aquests animals. Els cefalopodes
sepids i teutids (Loligo, Sepia) presenten un
espermatozoide modificat en el que el nucli
s’ha elongat perd no ha arribat a espiralitzar-se.
Alguns octopodes (Octopus) presenten aquest
mateix tipus d'espermatozoide (amb certes
variacions que no afecten la morfologia nu-
clear), pero altres octopodes, com Eledone,
han sofert una complicacié extraordinaria en
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els seus processos relacionats amb la biologia
de la reproducci, 1 paral-lelament el nucli del
seu espermatozoide s'ha espiralitzat. Segons
alguns autors 'espermatozoide d'Eledone ha
evolucionat a partir del tipus d'espermatozoide
d'Octopus (es pot parlar d'una recapitulacié
morfologica de I'espermiogenesi d'Octopus en
I'espermatozoide d'Eledone). L'increment de
la complexitat espermatica d'Eledone esta
correlacionat també amb la complexitat de les
estructures de l'oocit. Aquests temes foren
revisats per Franzén (34).

ASPECTES EVOLUTIUS DE LES
MOLECULES I DE LA SEVA
FUNCIO

Proteines

En atenci6 a les caracteristiques compo-
sicionals podem agruparles SBP dels mo-luscs
en els grups segiients:

a) Protamines P1 dels poliplacofors

Protamines P1 dels patel-logastropodes

b) Protamines P2 dels poliplacofors

Protamines P2 dels vetigastropodes

¢) Protamines P3 dels cenogastropodes

d) Proteines H1 especifiques dels bivalves

¢) Proteines PL 11 PL II dels bivalves

/) Proteines PL I1I dels bivalves

2) Protetnes PL 1V dels bivalves

h) Protamines dels sepids, teutids i Octopus

(cefalopodes en general)
i) Proteines especifiques particulars
(Eledone, Aplysia )

En la taula XT hem recollit les mitjanes (x),
desviacions tipiques (o) i coeficients de va-
riacié (o /x) de les composicions aminoaci-
diquesde les proteines agrupades. A causadels

petits valors dels coeficients de variacio, la

composicié mitjana d'un grup de proteines pot

ser considerada com a representativa de
cadascunad'elles, practicament sense excepcio.

En la figura 8 es comparen les mitjanes

composicionals en els grups de fertilizacio

externa.

La consideraci6 de la informacio estructu-
ral coneguda permet establir semblances
interessants entre alguns dels grups anteriors
de proteines:

— Les protamines P1 posseeixen una zona
globular hidrofobica no digerible per la
tripsina, flanquejada per un o dos extrems
molt basics facilment atacables per aquest
enzim. Aquesta caracteristica, 1 també la
mida de les molecules no €s exclusiva de
les P1 de poliplacofors i patel-logastro-
podes, sind que és també compartida per
les PL 11 PL II dels bivalves.

— Les protamines P2 dels poliplacofors i
vetigastropodes son facilment digeribles
perlatripsinaino s'hatrobat cap indici que
reveli una estructura estable de les
molécules.  Tal caracteristica i la mida
molecular sén compartides per les PL 111
dels bivalves.

Donat el paral-lelisme en mida i estructura
i per tal de simplificar el text, anomenem Pls
el grup de proteines format per les Pl de
poliplacofors i patel-logastropodes, i les PL T
PL II de bivalves. Per les mateixes raons
anomenem P2s les P2 de poliplacofors i
vetigastropodes, i PL II de bivalves.

Un fet notable que evidencia la figura 8 rau
en la gran semblanga composicional entre les
P2siPlsdecadagrup: P2-P1 enpoliplacofors;
P2 en vetigastropodes-P1 en patel-logastro-
podes; PL III-PL I i II en bivalves. L'inica
diferencia significativa entre les P2s i Pls es
troba en l'abséncia sistematica (0 menor
quantitat) d'aminoacids hidrofobics (metionina,
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HISTONA H1 D'ALT PES MOLECULAR
(RICA EN ARG I SER)
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DIVERSOS COMPONENTS
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FiGgura 9. Evoluci6 de les SBP dels mol-luscs bivalves.

Adaptat de l'original de Subirana i Colom (91).

i1soleucina, leucina, fenilalanina i valina) en les
primeres. Aquesta abséncia pot estar relacio-
nada amb la manca del peptid resistent a la
tripsinitzacio, ja que en tots els casos estudiats,
la composici6 dels peptid és molt més rica en
aquests residus.

Curiosament, les mateixes relacions
exposades entre les Pls i les P2s poden ser
observades entre les histones H1 especifiques
i les PL IV dels bivalves (vegeu la fig. 8).

Hemderessaltar que totes aquestes proteines
pertanyen a especies de fertilitzaci6 externa.

El possible origen de les SBP dels bivalves
a partir de la histona H1 ha estat considerat
repetidament: Subirana i col-1. (89) apunten la
possibilitat que en els mol-luscs les SBP hagin
aparegut a partir d'un fragment basic d'una
histona, i posteriorment (91) proposen una via
evolutiva per a les protamines d'aquests
mol-luscs (vegeu la fig. 9). La semblanga
estructuralamblahistona H1 també ha suggerit
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HISTONA H1

ACUMULACIO
D'ARGININES I
SERINES

PERDUA DEL DOMINI
HIDROFOBIC

PROTAMINA P1

PROTAMINA P2

Ficura 10. Esquema de I'evoluci6 de les protamines de
poliplacofors i vetigastropodes (25).

a altres autors una possible relacio evolutiva
entre aquesta histona i les PL I (81).
Concretament, Ausié (11) assigna alguns
components PL I (Macoma nasuta, Spisula
solidissima) a la familia de les histones H1; es
basa en l'estudi de l'estructura secundaria
d'aquestes molecules (principalmentdel peptid
resistent a la tripsinitzacid). Aquest autor no
afirma que el peptid sigui homoleg al
corresponent en la histona H1, pero evidencia
una analogia estructural molt clara (9).

Les hipotesis sobre I'evolucid deles SBPen
poliplacofors i alguns gastropodes també es
basen enl'origen a partir de lahistona HI o una
forma similar de proteina. Chiva i col-l. (25)
suggeriren que les protamines P1 de quitons i
pegellides provenen d'una forma de la histona
H1 per acumulacié de residus d'arginina, i que
l'aparicio de les protamines P2 en quitons i
vetigastropodes pot ser deguda a la pérdua de
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la part del gen corresponent al domini globular
(vegeu la fig. 10). Aquest cas pot haver-se
produitrepetidamentd'unamaneraindependent
en diferents grups de mol-luscs. En l'evoluci6
de proteines, els canvis deguts a I'adquisici6 o
perdua d'un domini estructural per part del
genoma ha estat descrit en diversos casos. Les
regions codificants en el DNA dels dominis
estructurals de les proteines poden estar
flanquejades per introns, de manera que
s'afavoreixi la perdua o adquisici6 del domini
complet (30).

El grup de mol-luscs que analitzem a
continuacidé (cenogastropodes, cefalopodes)
han modificat el tipus de reproduccid, i les
seves SBP no poden ser aparentment
identificades amb les anteriors. Per la seva
composicid, mida i sintesi en forma de
precursors, les protamines P3 dels cenogas-
tropodes son moltdiferents de les dels mol-luscs
de fertilitzacié externa. Chiva i coll. (25)
proposen que quan un grup de mol-luscs ha
adquirit la fecundaci6 interna, simultaniament
als canvisadiferents nivells (compactacid de la
cromatina, tipus de gameta, aparici6 de cel-lules
de suport...) es dona una substitucio radical en
el tipus "primitiu" de protamina (P1s i P2s),
essent expressada una molecula molt més
especialitzada que l'anterior. Les sepies,
calamarsipops (concretament Octopus ) també
presenten protamines molt especialitzades, ja
que només quatre residus aminoacidics
diferents poden constituir tota la molecula.
Tals protamines son també sintetitzades en
forma de precursors. En aquests aspectes
s'observa un paral-lelisme entre els
cenogastropodes i els cefalopodes.

Un dels casos especials és l'octopode
Eledone cirrhosa (Aplysia en potser un altre),
que presenta SBP diferents a les altres.

En arribar a aquest punt ¢s interessant
reconsiderar les idees sobre I'evolucio de

l'espermatozoide (76)iaplicar-les ales SBP en
els mol-luscs. La filogeénia pot anar canviant
molt lentament les protamines, mantenint-les
dintre d'uns limits composicionals/estructurals;
la protamina primitiva dels mol-luscs pot pro-
venir d'una histona (H17?) que hagi sofert una
basificacid (addicié d'arginines), 1 en alguns
casos una pérdua del domini hidrofobic central.
Aquests processos haurien donat grups estables

(aixi, les P2 dels vetigastropodes sén molt
similarsentreelles, les PL 11 PLIIdels bivalves

també, etc.). Per un altre cant6, quan hi ha
hagut canvis en la biologia de la reproduccio,
les protamines expressades han variat molt, i
poden no serhomologues ales anteriors; aquest
podria ser el cas dels cenogastropodes i
cefalopodes, en particular Eledone. Aixi, po-
driem distingir una tendéncia general en els
canvis a la qual superposar variacions molt
rapides, relacionades amb els canvis repro-
ductius. Lacorrelacié entre el tipus de SBPila
biologia de la reproduccié ha estat discutida
extensament per Kasinsky i coll. (57, 58).

Condensacio de la cromatina

La composicio i estructura de les proteines
és la base de la seva funci6, i tots els canvis
evolutius que adoptin les proteines haurien de
respectar-la. Lafuncié deles SBP és empaque-
tar el DNA per reduir el volum del nucli de
l'espermatozoide, pero la diversitat de les SBP
plantejael problemad'aclarir com és efectuada
aquesta funcié de manera eficag per totes elles
(94). Aquest treball citat i dos més (92, 93)
contenen una analisi implicita dels possibles
canvis permissibles de les SBP dels mol-luscs
en relacié amb la seva funci6é concreta de
compactacié de la cromatina espermatica.
Segons l'autor, els empaquetaments més
eficients de la cromatina es podrien donar de
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Aquestes consideracions abonen el punt de
vistaque les SBP dels mol-luscs puguin derivar
delahistonaH1 (P1,PLI, PLII),d'undels seus
fragments terminals (P2, PL III, PL IV), o bé
posseir la potencialitat de mimetitzar la
interaccié d'aquests fragments amb el DNA
(cas de les protamines P3 dels cenogastropodes
i dels cefalopodes).

Toti aix0, aquest model ha de ser contrastat
amb d'altres proposats anteriorment (78, 88), i
també considerat conjuntament amb la varietat
de tipus de condensacions que es donen durant
I'espermiogenesi dels mol-luscs.

FiGura 11. Interaccié de les regions helicoidals de les

protamines amb el DNA; A: segment C-terminal de la

Agraiments

histona H1; B: complexos de nucliprotamina. De Subirana

(94) (amb permis).

dues maneres: incrementant la interacci6 de la
histona HI amb el DNA, per produir
complexos quasi-cristal-lins protamina-DNA.
En primer lloc, I'increment de la interaccio H1-
DNA s'efectuaria a través de les zones N-1iC-
terminals amb el DNA internucleosomic.
Aquestes zones acostumen a ser majors en les
H1 espermatiques (o proteines derivades, com
podriaserel casdeles P1, PLIiPLIIdescrites),
amb una distribucié de carrega uniforme, i
estructurades parcialment en helix o, com s'ha
demostrat en els equinoderms (50). Aquest
tipus d'interaccié és compatible amb la
conservacié de I'estructura nucleosdmica. En
segon lloc, la interaccid de les protamines amb
el DNA tamb¢ conduiria la protamina a adop-
tar una estructura en helix o; els nucleosomes
estarien absents, il'efecte que fariala protamina
equivaldriaal dels extrems N-1C- terminals de
les HI. En ambdds casos, la molecula de
proteina interaccionaria amb diverses
molécules de DNA veines. La figura 11 re-
presenta el model proposat per Subirana (94).

Manifestem el nostre sincer agraiment i
consideracid a: J. A. Subirana, L1. Cornudella,
J. Colom, H. E. Kasinsky, M. Durfort, P.
Sautiére i1 J. Ausid. Aquest treball ha estat
subvencionat per una borsa de viatge i un ajut
a joves investigadors, concedit per la CIRIT.
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