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IV. Discussió

Hem estructurat la discussió del present treball en dos grans apartats. En
el primer d'ells revisem els diferents tipus de PEB (proteïnes espermàtiques
bàsiques) que hem trobat en cada un grup dels grups que hem estudiat i
definim el model que es pot considerar com a característic de cada un d'ells.
En el segon gran apartat es discuteixen una sèrie de qüestions concretes que
s'han revelat d'un interès especial al llarg d'aquest treball.

1. Definició del model de PEB característic
de cada un dels grups estudiats

1.1. Tunicats

Els tunicats (urocordats) formen un dels quatre subphyla dels cordats i
es reparteixen en tres classes: Ascidiacea, Thaliacea i Larvacea (Appendi-
cularia). Nosaltres hem estudiat aquí les PEB (proteïnes espermàtiques
bàsiques) de diferents espècies dels dos ordres que constitueixen els ascidiacis
(Enterogona i Pleurogona); concretament, hem estudiat l'únic subordre inclòs
a l'ordre Pleurogona (el subordre Stolidobranchiata) i un dels dos subordres
dels Enterogona (el subordre Phlebobranchiata però no el subordre Aplouso-
branchia). D'altra banda, s'ha estudiat una espècie de l'ordre Salpida, un dels
tres ordres que constitueixen la classe Thaliacea (salpes). L'espècie estudiada
ha estat Thalia, democratica.

Les espècies dels Phlebobranchiata són les que presenten un patró més
senzill de proteïnes espermàtiques bàsiques: totes contenen una única PEB
(que hem anomenat PI, v. figura ITL-17, a-b) que desplaça les histones somà-
tiques al nucli de l'espermatozoide. Aquesta proteïna migra electroforètica-
ment com la histona H4.

Les espècies dels Stolidobranchiata també exhibeixen aquesta PEB (PI)
però mantenint restes d'histones (figura III-17, c-d); d'altra banda, les dues
espècies del gènere Styela estudiades contenen a més proteïnes addicionals en
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el nucli espermàtic (les que hem anomenat P2, v. figura in-20). L'estudi més
detallat de les PEB de S. plicata (v. apartat ni-1.3.) ens permet descriure la PEB-
Pl (present en totes les espècies d'ascidiacis) com una molècula gran, molt
bàsica (48-50% de residus bàsics, sobretot arginina) i amb una zona de la
molècula resistent a la tripsinització on s'acumulen principalment els residus
aminoatídics sense càrrega (encara que coexistint amb una certa proporció de
residus bàsics). La seva composició, estructura primària i estructura secun-
dària recorden les histones de tipus HI o altres proteïnes afins. Així, consta
d'una zona estructurada corresponent a la zona resistent a la tripsina, i dos
braços on s'acumularien la major part dels residus bàsics. Hem vist, però, que
el braç N-terminal és extremadament curt (dues arginines). De fet, hi ha altres
casos descrits de proteïnes de tipus HI amb braços escurçats; així per exemple,
l'anèlid Platynereis dumerüii presenta entre les seves PEB dues variants de la
histona HI inusualment curtes degut a posseir extrems N i C terminals
escurçats; en canvi, la mida del domini globular, com en el cas de la PI dels
tunicats, manté una mida d'uns 80 residus, similar a la corresponent a la
d'altres His (Kmiécik et al., 1985).

La proteïna PI dels ascidiacis sembla posseir variants en el cas del
gènere Sty ela (veure els pous HI i IV de la figura ffl-9, i la composició de la
proteïna X d'S. plicata a la taula IE-4) i possiblement també als altres Stolido-
branchiata estudiats (B. villosa, P. haustor i C. finmarkiensis) però no als
Phlebobranchiata (v. figura m-17).

Les PEB anomenades P2 semblen ser una característica pròpia del
gènere Styela (figura III-20). Aquesta P2 és extraordinàriament bàsica, desta-
cant la seva riquesa en arginina (taula ni-4), i també presenta heterogeneïtat
en les dues espècies d'Styela estudiades. La seva composició recorda molt la
de l'extrem C-terminal de la PI (v. taula III-6 i la discussió exposada més
endavant a l'apartat W-2.1.).

Aquests resultats, doncs, estarien d'acord amb que el model de PEB
comú per a la classe Ascidiacea fos el de la PEB-P1, ja que la posseeixen totes
les espècies estudiades. A partir d'aquí, mentre que els Phlebobranchiata no
haurien introduït modificacions importants sobre aquest model, els
Stolidobrachiata podrien haver sofert una sèrie de duplicacions del gen de la
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PEB-Pl així com la incorporació per part del gènere Sty ela d'una nova
proteïna de mida menor (la PEB-P2) que, creiem, pot representar una
especialització evolutiva recent (ja que C. ßnmarkiensis, també pertanyent a
la família Styelidae, posseeix PI però no P2).

L'observació de les PEB fêta en Thalia democratica (classe Thaliacea) ha
estat limitada a l'anàlisi del seu patró electroforètic degut a l'extraordinària
dificultat en obtenir esperma a partir d'aquests animais que no assoleixen
més que uns pocs milímetres de mida. Tot i així, aquesta observació és
important ja que l'absència de la proteïna PEB-Pl ens indica que el caràcter
que estudiem (o sigui la presència i característiques moleculars de les PEB) ha
seguit en els Thaliacea un camí independent als Ascidiacea. Sota aquest punt
de vista, hem de dir que aquest resultat està més d'acord amb les
classificacions filogenètiques basades en l'anatomia general que no amb les
propostes de filogènies dels urocordats basades en la ultrastructura
espermàtica (Holland, 1991; revisat per Jamieson, 1991) (v. figures IV-1 i PV-2)
ja que el patró de proteïnes espermàtiques és el mateix en Phlebobranchiata i
Stolidobranchiata mentre que en les salpes les característiques són particulars
i diferents dels anteriors grups.

Dins del context general dels deuteròstoms, el patró i característiques de
les PEB dels tunicats es pot considerar com a propi d'aquest grup, ja que no
coincideix amb el dels equinoderms ni amb el dels vertebrats. Segons les
dades disponibles fins al moment (els hemicordats no han estat estudiats sota
aquest punt de vista), als tunicats apareixen per primera vegada en la línia
dels deuteròstoms dos trets funcionals típics dels vertebrats (encara que no
invariables):

a) Les histones somàtiques són gairebé substituïdes en la seva totalitat
per una (o vàries) PEB específiques.

b) La (o les) PEB finals són extraordinàriament bàsiques (el 50% o més
de la molècula està constituït per residus aminoacídics bàsics, destacant prin-
cipalment l'arginina).
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ptruaœoHA

ANCESTSAL TOXHORDAH
Scíiury

Extenuï fertilization

Figura IV-1. Filogenia dels grups principals de tunicats basada en l'anatomia general (segons
P. Kott; tret de Jamieson, 1991).
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Figura rV-2. Proposta de filogenia dels urocordats basada en la ultrastructura de l'espermato-
zoide (Jamieson, 1991).
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1.2. Cefalocordats

Com ja ha estat comentat amb anterioritat, aquest grup, tot i constituir
un subphylum, és molt reduït quant al número d'espècies, contenint només
unes 20 espècies repartides en dos gèneres (Branchiostoma i Epigonichthys).
Hem de ressaltar que, fins al moment, mai no s'havien fet estudis sobre les
PEB d'aquests animals i que el nostre estudi es basa en una sola espècie.
Encara que degut a la gran variabilitat que presenten les PEB (revisat per
Subirana, 1983; Poccia, 1986; Kasinsky, 1989; Oliva i Dixon, 1991) les
observacions fetes en una sola espècie s'han de considerar amb precaució
alhora de generalitzar-les per tot un grup, creiem que els resultats aquí
presentats poden ser considerats com a representatius del grup amb bastanta
seguretat. Aquesta afirmació no només respon al fet de tractar-se d'un taxon
molt reduït quant al nombre de representants, sinó que també es fonamenta
en el estudis fets sobre l'estructura de l'espermatozoide. Així, els estudis de
microscopia electrònica sobre la morfologia de la condensació nuclear
(Holland i Holland, 1989; Jamieson, 1991) denoten una marcada similitud
entre totes les espècies estudiades.

El patró electroforètic de les PEB de Branchiostoma floridae mostra una
distribució heterogènia de les bandes protèiques als gels (figura 111-23). Les
bandes de menor mobilitat corresponen a histones i representen un 20% del
total de proteïna del nucli espermàtic. Pel que fa a la PEB-P, aquesta cons-
titueix l'única proteïna especialitzada en aquesta espècie i apareix en una
proporció majoritària (un 80% del total proteic).

La proteïna P consta només de 6 tipus diferents d'aminoàcids. La basi-
citat global de la molècula és lleugerament superior al 50% i en ella hi
participen més o menys amb la mateixa importància la Lys (27.4%) i l'Arg
(25.3%). En una proporció similar també hi trobem l'Ala (21.7%), conté força
Ser (16.5%) i poca Pro i Gly (5.6% i 6.1%, respectivament) (v. taula IH-7).

Curiosament, aquest "model" de composició aminoacídica d'una
proteïna que compacta la cromatina espermàtica és el mateix (o molt similar)
a l'utilitzat pels mol·luscs bivalves en les seves PEB anomenades PL-III

290



IV. Discussió

(Odintsova et al., 1981; Ausió, 1989) (v. taula III-7). Aquí ens podem trobar
amb una convergència evolutiva, almenys quant a la composició amino-
acídica de molècules que efectuen una mateixa funció.

Pel que fa a la seva estructura primària, a l'extrem amino terminal
d'aquesta molècula trobem una alternancia repetitiva dels residus Arg-Ser (v.
figura in-25). Ja hem comentat a l'apartat ni-2.2. que, el fet de trobar aquest
motiu alternat en PEB de característiques diferents i en grups animals amb
posicions filogenètiques allunyades, ha d'interpretar-se com una altra
convergència evolutiva, possiblement deguda a alguna significació funcional
especial d'aquesta estructura.

En el cas de B. floridae és especialment interessant el considerar
conjuntament el patró de les proteïnes espermàtiques nuclears i la con-
densació de la cromatina espermàtica. De fet, les PEB són les causants de la
condensació de la cromatina en el nucli espermàtic i aquesta condensació de
la cromatina és, almenys parcialment, responsable del volum i potser inclus
de la forma del nucli (Fawcett et al., 1971). Els estudis per microscopia
electrònica del nucli de l'espermatozoide de Branchiostoma (Jamieson, 1984;
Holland i Holland, 1989) demostren que la major part del DNA espermàtic
està formant una estructura molt densa, la qual cosa està d'acord amb la
presència d'una molècula de PEB molt especialitzada i bàsica com és la PEB-P
descrita. No obstant, el nucli està molt vaquolitzat (figura IV-3) i es pot
observar material dispers no condensat en les vaquoles. Aquest fet podria
explicar el rémanent d'histones somàtiques que s'observen en els desenvo-
lupaments electroforètics de les proteïnes nuclears. La vaquolització dels
nuclis als espermatozoides no és exclusiva dels cefalocordats sinó que es pot
observar en moltes altres espècies, incloent els peixos (Brusle, 1981; Mattei i
Mattei, 1984; Guha et al., 1988; entre d'altres).

En definitiva podem dir, doncs, que durant l'espermiogènesi del cefa-
locordat B. floridae, la majoria de les histones somàtiques són desplaçades del
nucli de l'espermatozoide per una PEB especialitzada, molt més bàsica i d'una
composició molt simple (ja que la molècula només consta de 6 tipus de
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residus aminoacídics diferents). El desplaçament de les histones és un fet que,
si bé no es dóna als equinoderms, ja apareix als tunicats.

Pel que fa a les relacions entre aquests dos models, la PEB-P de B. flori-
dae i la PEB-P2 del gènere Sty ela (pertanyent als tunicats) presenten una
mobilitat electroforètica i una mida força similar. No obstant, les seves
composicions aminoacídiques (taules ffl-4 i ni-7) no indiquen que puguin ser
proteïnes homòlogues ja que presenten les següents característiques signi-
ficatives diferencials: La PEB-P2 d'Styela és molt rica en arginina (50.4%) i
moderadament rica en lisina (17.4%) i en glicina (18.7%); els altres residus
aminoacídics es reparteixen en proporcions molt baixes. En canvi, en la PEB-P
de Branchiostoma les proporcions d'arginina, lisina i alanina són molt
similars (25.3% / 24.7% / 21.7%) i conté una proporció elevada de serina
(16.5%). Així, no es pot dir que es tracti de molècules homòlogues sinó que
més aviat semblen haver aparegut independentment en l'evolució.

D'altra banda, malgrat la proteïna P de B. floridae comparteix alguns
trets comuns amb les protamines típiques dels peixos ossis com és la seva
gran basicitat i la baixa diversitat en aminoàcids, la majoria de les seves
característiques la diferencien d'aquelles. Així, mentre que la basicitat de les
protamines dels teleostis ve donada majoritàriament per l'Arg, aquí hem vist
que hi participen per igual l'Arg i la Lys; igualment són característiques
diferencials la seva gran riquesa en Ala, la seva major mida i el presentar
l'alternància Arg-Ser al seu extrem N-terminal.

Tant les PEB dels tunicats com les dels cefalocordats compleixen els
requisits postulats per Subirana (1983) com a necessaris per a ser considerades
com a protamines però, en general, hem evitat denominar-les així per a no
introduir confusions quant a les possibles homologies amb les protamines
típiques dels peixos ossis (o dels altres vertebrats que les posseeixen).
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Figura IV-3. Tall longitudinal del cap de l'espermatozoide de Branchistoma moretonensis on
s'aprecia l'aspecte vaquolat del nucli, av, vesícula acrosòmica; de, centriol distai; m,
mitrocondri; n, nucli; pe, centriol proximal; pm, membrana plasmática; sm, material
subacrosòmic; v, vaquola. Tret de Jamieson, 1984.

1.3. Agnats

Els agnats agrupen dues classes, els Myxini i els Cephalaspidomorphi i,
segons alguns autors, possiblement constitueixen un grup polifilètic (Janvier,
1981). Les PEB d'aquests animals tampoc no han estat mai descrites fins al
moment. En el nostre treball hem estudiat una espècie del grup dels Cepha-
laspidomorphi: la llampresa Petromyzon marinus.

En els resultats presentats es pot observar que, per primera vegada en
els deuteròstoms, el nucli de l'espermatozoide no conté cap proteïna especia-
litzada evident. El contingut proteínic bàsic d'aquest orgànul es limita a les 5
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histories (Hl, H2A, H2B, H3 i H4), amb les composicions aminoacídiques i el
comportament electroforètic (en tots els sistemes estudiats) típics de les
histones somàtiques. Hem de recordar aquí que els equinoderms posseeixen
histones al nucli de l'espermatozoide, però les histones HI i H2B han estat
sovint substituïdes per formes més bàsiques específiques de l'espermatozoide
(Hl-sp i H2B-sp) (Strickland et al., 1977,1978,1980). Els tunicats i cefalocordats,
per la seva banda, posseeixen proteïnes específiques molt riques en arginina i
lisina que neutralitzen les càrregues negatives dels fosfats del DNA i
s'encarreguen de la major compactació de la cromatina espermàtica.

La presència d'histones i l'absència de proteïnes especials addicionals
dificulta la comprensió del fet que la cromatina es trobi més compactada en el
nucli de l'espermatozoide. De fet, se sap que les càrregues negatives dels
fosfats del DNA no estan totalment compensades per les càrregues bàsiques
de les histones nucleosòmiques (revisat en Subirana, 1990) i que els
nucleosomes poden acceptar fins a 3.6-4 molècules d'Hi per tal de compensar
el 90% de totes les seves càrregues (Watanabe, 1989). Com ha estat estudiat per
diferents autors, la progressiva neutralització de les càrregues dels fosfats per
la histona HI provoca la formació d'estructures compactes de la cromatina
produint-se el canvi quan el 85% de les càrregues del DNA són neutralitzades
(Watanabe, 1990). En el cas de Petromyzon, la sola presència de les 5 histones
sense apreciar-se cap increment proporcional de l'Hi o cap de les altres
histones fa suposar que en la compactació del DNA espermàtic s'ha de donar
la participació d'una notable quantitat de contraions minerals per neutralitzar
les càrregues del DNA. Aquesta suposició la suporta el fet que el tractament
dels nuclis amb EDTA 20 mM produeixi l'inflament d'aquestes estructures
(com hem apreciat en el decurs del treball experimental). Aquest fet és comú
en els nuclis somàtics i en altres espermatozoides que només contenen his-
tones. La participació d'aquests contraions juntament amb la sortida del nucli
de les proteïnes no histones podria explicar la major compactació del nucli de
l'espermatozoide respecte al nucli somàtic.

En una espècie propera, Lampetra planen (Stanley, 1967), es pot
observar que el nucli de l'espermatozoide presenta una condensació basada
en l'acumulació d'una sèrie de grànuls de mida similar a la dels nucleo-
somes. Estudis citoquímics realitzats pels doctors E. Rosenberg i H.E. Kasinsky
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(comunicació personal) indiquen que Lampetra també posseeix histones i no
proteïnes especialitzades al nucli espermàtic.

Totes aquestes dades, si bé no ho demostren inequívocament, suggerei-
xen la possibilitat que les espècies de la classe Cephalaspidomorphi condensin
el nucli espermàtic a través d'una disposició molt pròxima de tots els seus
nucleosomes.

El fet que aquests animals presentin histones en lloc de proteïnes
especials al nucli del seu espermatozoide mereix una consideració més
acurada: Com ja hem dit, les solucions adoptades al problema de la
compactació de la cromatina espermàtica en els deuteròstoms han estat di-
verses però sempre han involucrat la presència de proteïnes especials, mentre
que en Petromyzon destaca l'absència de tal proteïna especialitzada. Les
llampreses (i es creu que també els mixínids) posseeixen fertilització externa
però, com ha estat revisat per Jamieson (1991), el seu espermatozoide presenta
caràcters associats a la fertilització interna: un perforatorium intranuclear
molt llarg, un nucli elongat, una làmina de mitocondris al voltant de
l'axonema i nou fibres accessòries a l'axonema. Afzelius (1970) ha proposat
que aquests fets poden ser explicats acceptant que els ancestres dels agnats
fossin animals de fertilització interna i que aquest caràcter s'hagués perdut
durant la seva evolució. Si aquesta hipòtesi és certa, una possible explicació
per l'absència de proteïnes especialitzades al nucli de l'espermatozoide dels
agnats cefalaspidormorfs podria ser el que aquests animals haguessin perdut
l'expressió del gen de tal proteïna (o el propi gen) en un moment de grans
canvis durant la seva evolució que conduís a la diferenciació d'aquesta línia i
que hagués comportat canvis a nivell de la biologia de la reproducció. Amb
aquesta observació no es pretén establir una relació invariable histones-
fecundació externa i protamina-fecundació interna sinó que el que es vol in-
dicar és que, independentment del tipus de PEB que es posseeixi en un inici,
quan es produeixen canvis dràstics en la biologia de la reproducció poden
aparèixer-hi associats, canvis en el model de PEB presentat. De fet, ja han estat
descrits casos anàlegs en altres organismes (Daban et al., 1991a, 1991b; Chiva et
al., 1991). D'aquesta manera, a l'haver indicis de canvis importants en la
biologia de la reproducció dels agnats és factible pensar que aquests hagin estat
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concomitants amb la pèrdua de la presència de PEB especialitzades (un
caràcter que presenten la resta dels deuteròstoms). Una altra possibilitat que
no s'ha d'excloure, no obstant, és que els representants d'aquest grup no
hagin posseït mai cap PEB especialitzada.

1.4. Peixos cartilaginosos

Els holocèfals es van separar molt aviat dels altres condrictis i per tant
han seguit una evolució separada durant un notable període de temps
(Nelson, 1984). Aquesta característica ha fet interesant la comparació entre les
proteïnes espermàtiques d1Scyliorhinus canícula (un esquàlid) i les d'Hidro-
lagus colliei (un holocèfal), ja que els caràcters que presenten en comú
possiblement han de correspondre al tipus originari dels condrictis.

Hi ha dos fets a tenir en compte en aquest sentit, un és la definició d'un
model comú de PEB per tots els condrictis i l'altre és la consideració de les
característiques de les molècules en sí. Aquests són els temes que es tractaran
a continuació.

1.4.1. Model de proteïnes espermàtiques bàsiques

El "model" de proteïnes espermàtiques sembla ser el mateix en H.
colliei que en S. canícula. Així, ambdós presenten alhora proteïnes no
queratinoses (R3/Z3) i proteïnes queratinoses no extraïbles de l'esperma-
tozoide (però sí del testicle) sense una reducció prèvia; d'entre aquestes es
poden trobar correspondències entre els grups R1-R2 i Z1-Z2, però no amb la
S4 de S. canícula que, com hem vist (taula III-10), presenta característiques
molt diferents i podria tractar-se d'una peculiaritat de S. canícula. Pel que fa
als parells R3/Z3 i R1-R2/Z1-Z2, resulta interessant notar la diferència casi
constant en la mobilitat electroforètica d'aquestes proteïnes, de manera que el
patró d'H. colliei sembla el mateix que el de S. canícula (pel que fa a aquestes
proteïnes) però desplaçat cap amunt (figura IV-4), diferència atribuïble a la
major mida i menor basici tat de les protamines d'H. colliei respecte a les de S.
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canícula. D'altra banda, H. colliei presenta una sèrie de proteïnes minori-
tàries no presents en S. canícula (mO, ml, m2, m3; v. figura m-32)

Figura IV-4. Comparado entre les PEB d'H. colliei (pous a, b) i S. canícula (pous c, d). PEB
sense Cys: pous a, c. PEB amb Cys: pous b, d.

R1

R2

R3

Z1

Z2

Z3

S4

Gusse i Chevaillier (1980a, 1980b) van mostrar que les proteïnes Zl i Z2
(juntament amb la S4) podrien formar una estructura en collaret de perles
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amb el DNA espermàtíc, mentre que la Z3 possiblement actuaria en ordres
superiors d'empaquetament del DNA espermàtic. La presència d'un model
molt similar en H. colliei suggereix una analogia funcional per a les proteïnes
Rl, R2 i R3, encara que aquesta analogia resta per comprovar. Quant al punt
de vista evolutiu hi ha un fet assumible: El model de dues proteïnes
queratinoses (amb cisterna) més una proteïna no queratinosa ha de ser
interpretat com un caràcter ancestral compartit pels condrictis durant la seva
diferenciació com a grup.

1.4.2. Característiques de les molècules

En una sèrie d'estudis sobre les "scyliorhinines" (les protamines
d1Scyliorhinus canícula), Chevaillier, Sautière, Gusse i col·legues han seqüen-
ciat les quatre protamines d'S. canícula (Zl, Z2, Z3 i S4) així com dues
proteïnes de transició (SI i S2) que només estan presents en els nuclis de les
espermàtides en diferenciació però no en el nucli de l'espermatozoide
(Sautière et al., 1981, 1984; Martinage et al., 1985; Chevaillier et al., 1987;
Chauvière et al., 1987; Chauvière et al., 1989) (v. apartat 2.3. de la introducció).
Les generalitzacions evolutives més pertinents per la discussió del present
estudi que es deriven d'aquests treballs són:

i) La Z3 és una protamina molt similar estructuralment a la
protamina típica dels peixos ossis (Sautière et al., 1981). Arran
d'aquest fet s'ha suggerit que "la scyliorhinina Z3 i les protamines
dels teleostis es van originar molt probablement a partir de la
mateixa seqüència ancestral de DNA abans de la divergència de
condrictis i osteïctis durant el Devònic" (Chevaillier et al., 1987).

ü) Entre les protamines Zl, Z2 i S4 hi ha molt poques identitats a les
seves seqüències. Possiblement aquestes proteïnes no han evolu-
cionat a partir d'una mateixa família de gens.

iii) Les proteïnes de transició SI i S2 no són homòlogues a les
protamines esperma tiques.
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Aquestes dades signifiquen que les proteïnes bàsiques del nucli de les
espermàtides i espermatozoides d'S. canícula pertanyen a una sèrie de gens
que s'expressen coordinadament al llarg de l'espermiogènesi però que no
posseeixen entre elles una relació evolutiva pròxima.

De fet, la comparació de les protamines de la quimera H. colliei amb les
del tauró S. canícula encara introdueix més variabilitat en aquest sistema de
molècules. La protamina R3 d'H. colliei és molt diferent de la Z3 d'S.
canícula: La R3 conté una gran diversitat de residus aminoacídics (14 tipus
diferents) enfront dels 5 tipus que constitueixen la Z3; la R3 és relativament
poc rica en arginina (27.6% enfront de 64.5% a la Z3), relativament molt rica
en lisina (20.7% enfront de 0%) i conté histidina (4.3% enfront de 0%); no
conté grans quantitats de glicina (4.0% / 19.4%) i la seva seqüència N-terminal
mostra agrupacions heterogènies de residus bàsics (RRRH, KKKRK) absents
en la Z3 i en les protamines dels peixos ossis.

La comparació de les composicions aminoacídiques de la Rl i R2 amb
les scyliorhinines ZI i Z2 mostra que globalment totes aquestes proteïnes
presenten una composició comparable (v. taula IÏÏ-10). Aquest fet, però, no és
necessàriament indicatiu d'una homología per dues raons:

i) Les scyliorhinines ZI i Z2 són similars composicionalment però
gairebé no presenten identitats en les seves seqüències.

ü) Hi ha desviacions importants entre les composicions de les Rl i R2
enfront de les Zl i Z2 com són una gran proporció de glicina a la R2
(21.1%) i la presència d'una proporció molt baixa de cisteïna tant en
la Rl com en la R2.

Els resultats aquí exposats, doncs, mostren una gran variabilitat en les
protamines dels condrictis, deguda possiblement a procedir d'un conjunt
diferent de gens o alternativament a una gran divergència evolutiva, i
mostren la constància en el model de proteïnes que apareixen al nucli de
l'espermatozoide.
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Finalment, la gran diferència entre les proteïnes R3 i Z3 qüestiona la
interpretació referent a què les protamines no queratinoses dels condrictis i
les protamines típiques dels peixos ossis tinguin un ancestre comú.

1.5. Peixos ossis

Els diferents tipus de PEB utilitzades per les diverses espècies repre-
senten diferents solucions al problema de l'empaquetament de la cromatina
de l'espermatozoide. En aquest treball hem agrupat les diferents alternatives
trobades en els teleostís en les següents categories:

a) Protamina típica.

b) Histones somàtiques sense cap proteïna addicional.

c) Histones somàtiques amb un increment d'histona HI.

d) Histones somàtiques amb proteïnes addicionals específiques.

e) Proteïna específica diferent de la protamina típica i que substitueix
completament les histones.

Hem d'insistir en què aquestes categories no pretenen ser una classi-
ficació de les molècules implicades sinó una ordenació dels diferents tipus de
continguts de PEB que hem trobat. La discussió concreta sobre el tipus de
molècules trobades es tracta a l'apartat 2.1.
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a) Frotamina típica

Com ja hem vist a la introducció, es tracta d'una molècula petita (27-34
residus aminoacídics), d'una gran basicitat (degut principalment a la seva
riquesa en arginina), i que substitueix les histones durant el decurs de
l'espermiogènesi per aconseguir una major compactació de la cromatina del
nucli de l'espermatozoide. D'entre les que hem estudiat nosaltres, aquesta
molècula podria estar exemplificada per la protamina del llobarro (Dicen-
trarchus labrax, v. III-5.9.1.). Aquesta proteïna es troba present en moltes
espècies tant amb posicions filogenètiques properes com molt distants (veure
la taula IV-1). Així, per exemple, hem trobat protamina típica tant en Clupei-
formes, que és un dels grups més antics dins dels teleostis, com en Per-
ciformes, que és un dels grups de peixos més moderns evolutivament.

Malgrat aquesta molècula ha estat molt discutida i estudiada (veure
introducció), hi ha un punt que no ha estat suficientment considerat. Com
mostra el repàs de la bibliografia i el treball actual, la molècula de protamina
típica, tot i ser considerada com una molècula molt variable, és molt similar
en totes les espècies que la posseeixen encara que hagin divergit en períodes
molt primerencs (encara que, a grans trets, el grau de similitud entre les
diferents protamines es correspon amb el grau de divergència dels diferents
grups que les posseeixen). Això es pot interpretar com que aquesta molècula
té uns marges estrets per evolucionar (mida petita -27 a 34 aminoàcids-,
basicitat -45-80%-, baixa diversitat en aminoàcids -5-10 tipus diferents-) i que
en tots els peixos respecta un model estricte dins el qual es poden donar
variacions limitades possiblement donades per restriccions funcionals.

Respecte a aquest últim punt, hem estudiat conjuntament amb el
doctor E. Ribes (Unitat de Biologia Cel·lular, Universitat de Barcelona) el
procés de la condensació de la cromatina durant l'espermiogènesi de D.
labrax. Com es mostra a la figura IV-5, la morfologia de la condensació de la
cromatina durant l'espermiogènesi es desenvolupa en dues estapes ben
establertes: la primera condueix a una compactació completa del nucli de
l'espermàtida en forma d'una estructura fibro-granular de diàmetre igual a
25±5 nm (figura IV-5, A), mentre que en la segona etapa es van formant

301



TV. Discussió

grànuls densos que arriben a un diàmetre de 150±50 nm (figura IV-5, B). Els
grànuls de 150±50 nm semblen créixer perifèricament en zones on l'estruc-
tura de 25±5 nm sembla deprimir-se i on possiblement es doni el despla-
çament de les histones per la protamina (v. detall a la figura IV-5, E).
L'aposició final d'aquests grànuls compacta el nucli espermàtic, que queda
reduït a un volum molt menor que el de l'espermàtída inicial (figura IV-5, C
i D).

És remarcable el fet que aquest tipus d'estructura (la "fibra" de 30 nm)
es presenti al nucli de l'espermatozoide d'espècies que només contenen
histones (Casas et al., 1981; Muñoz-Guerra et al., 1982). L'estructura fibro-
granular de 30 nm és típica de tota cromatina associada a histones i està
constituïda per nucleosomes agrupats. Així, doncs, la primera etapa de la
compactació de D. labrax (estructura de 25±5 nm) representa una estructura
nuclear que ja es mostra funcionalment competent en totes les espècies que
retenen histones en el seu nucli espermàtic (v. més endavant) mentre que la
segona part ha de correspondre a la compactació produïda per la protamina
en desplaçar les histones.

Figura IV-5. (Pàgina següent) Observació per microscopia electrònica de les dues fases
morfològiques de la condensació del nucli durant l'espermiogènesi de Dicentrarchus labrax. La
figura A mostra un nucli al final de la primera fase de la condensació on s'aprecien les
estructures fibro-granulars de 25±5 nm que corresponen molt possiblement a nucleosomes
agrupats. Les fases B i C representen la condensació addicional en grànuls densos mes grans; a la
figura E es pot observar un detall de la formació dels grànuls majors (150±50 nm). La fase D
representa el nucli de l'espermatozoide que ha assolit un volum menor que el de la fase anterior
correlativament amb la substitució de les estructures de 25 nm pels grànuls densos. En aquest
nucli trobem únicament el DNA i la protamina típica. Les preparacions han estat realitzades
pel Dr. Enric Ribes (Unitat de Biologia Cel·lular, Departament de Bioquímica i Fisiologia,
Universitat de Barcelona). Augments: (A) x33.000; (B) x30.000; (C) x30.500; (D) xSO.OOO; (E)
X125.000.
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b) Histones somàtiques sense cap proteïna addicional

Les espècies amb aquest patró proteínic estan especificades a la taula ni-
16. La presència d'histones somàtiques al nucli espermàtic d'alguns peixos
ossis ens planteja dues qüestions: en primer lloc, el problema de com
compacten el DNA i, en segon lloc, quin sentit evolutiu té aquest fet tot i
considerant la seva presència esporàdica així com la presència de protamines
típiques en altres grups o espècies pròximes.

El primer punt ja ha estat discutit en relació al cas de l'agnat
Petromyzon marinus (v. IV-1.3.). Quant a la qüestió de l'esporadicitat
evolutiva cal considerar primer que, funcionalment, les histones representen
una alternativa a la condensació de la cromatina radicalment diferent de la
protamina. Degut a això i a l'esporàdica aparició d'histones i protamines als
peixos (veure taula IV-1 o, concretament, el cas dels Scorpaeniformes on
trobem famílies amb protamines i famílies amb histones, com també passa
dins dels Perciformes) sembla clar que, dins dels peixos ossis, els casos on
apareix el canvi de protamina per histones (o viceversa) no poden explicar-se
per canvis graduals, acumulatius, que portessin a la diferenciació d'un tipus
de molècula a partir de l'altre sinó que més aviat ha de tractar-se de canvis
dràstics i més sobtats. Dit d'una altra manera, la distribució dels diferents
tipus de PEB als peixos no sembla seguir línies ben definides on alguns grups
poseeixin histones mentre que altres grups posseeixin protamines. Arribats a
aquest punt, sembla que les explicacions més plausibles per donar compte
d'aquests esdeveniments poden ser dues. Una d'elles és la hipòtesi de la
integració retrovírica proposada per Jankowski et al. (1986) i revisada en Oliva
i Dixon (1991), segons la qual la protamina seria una molècula incorporada
repentinament, esporàdicament i independentment en diverses espècies de
peixos ossis (i amfibis) a través de la integració en el seu genoma del material
genètic de retrovirus portadors de tal gen. Aquesta qüestió es discutirà més
endavant (IV-2.2.).

Com ja apuntàvem, hi ha altres espècies per les quals s'ha descrit que el
nucli del seu espermatozoide només conté histones somàtiques. En dues
d'aquestes espècies (Opsanus tau i Carassius auratus) s'ha estudiat la compac-
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tació de la cromatina del nucli del seu espermatozoide (Casas et al., 1981;
Munoz-Guerra et al., 1982) i s'ha vist que mantenen els seus nudeosomes, i
concretament les estructures de 25 nm (figura IV-6).

Figura IV-6. (Full següent) Condensació d'un nucli d'espermatozoide amb histones somàtiques
a l'espècie Carassius auratus. A. Espermatozoide (x20.000). B. Detall del nucli de l'esper-
matozoide després de sotmetre'l a un xoc hipotònic suau mostrant la presència de fibres de 25
nm (x90.000). Les estructures fibro-granulars d'aquest espermatozoide es corresponen amb molta
fidelitat a les estructures observades a la primera part de la condensació de l'espermatozoide
de D. labrax, prèvia a la condensació final produïda per la protamina (veure la figura IV-5,
A). Fotos: Muñoz-Guerra et al., 1982.
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c) Histones somàtiques amb una major quantitat d'Hi

Aquest és el cas dels espermatozoides dels Sparidae i dels Trichiuridae
(v. apartats in-5.9.2. i ni.5.9.6.) on la quantitat d'histona HI al nudi espermàtic
és aproximadament el doble que la que posseeixen les cèl·lules somàtiques
(referida a les bastones totals). Sembla que aquestes espècies han incrementat
l'expressió de la histona HI durant l'espermiogènesi de manera que aquesta
podria afegir-se als nucleosomes i ajudar a compensar les càrregues del DNA.
La incorporació d'una molècula d'Hi addicional per nucleosoma, no obstant,
no compensaria encara totalment les càrregues dels fosfats de l'àcid nucleic ja
que, com ja hem dit abans, els nucleosomes necessiten de 3.6 a 4 molècules
d'Hi extra per tal de neutralitzar el 90% del DNA (Watanabe, 1989). Per tant,
igual que en aquelles espècies on només es troben histones somàtiques a
l'espermatozoide, els nuclis espermàtics dels Sparidae i Trichiuridae també
haurien de contenir contraions minerals que col·laboressin en la condensació
de la cromatina.

El patró de PEB format per les histones somàtiques amb una major
quantitat d'Hi pot representar una alternativa propera al patró anterior (o
sigui, nuclis amb histones somàtiques) de manera que un increment de
l'activitat en la transcripció o traducció del gen de l'Hi permetria hipotè-
ticament comprendre la relació entre ambdós patrons. Curiosament, el patró
que es discuteix es presenta en dues famílies de Perciformes (Sparidae i
Trichiuridae) que no poseeixen una relació taxonòmica estretament propera.
És a dir, malgrat les dues famílies pertanyen al mateix ordre, ambdues
pertanyen a subordres diferents (Percoidei i Scombroidei, respectivament)
entre els que existeix un bon nombre d'altres subordres dels quals, a més, la
immensa majoria posseeix protamines i no histones (v. annex 2). Per tant, els
patrons trobats als Sparidae i Trichiuridae semblen solucions que poden
haver-se produït amb independència. No s'ha descrit aquest model en altres
grups de peixos estudiats.
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d) Histones somàtiques amb proteïnes addicionals específiques

Aquest és el cas del lluç (Merlucciidae), i possiblement dels Gadidae i
Moridae, dins de l'ordre dels Gadiformes; del Notacanthus (Notacanthidae,
Notacanthiformes); i del Cataetyx (Bythitidae, Ophidiiformes).

Tant per les característiques pròpies dels patrons estudiats (v. apartats
III-5.1., 5.5. i 5.6.) com per la posició taxonòmica d'alguns dels ordres on
apareixen, sembla que si bé aquests grups han adoptat un model similar, les
proteïnes específiques no són necessàriament homòlogues entre sí.

Merluccius i Cataetyx, tot i respectant les histones, han afegit una
proteïna específica que apareix en els desenvolupaments electroforètics en
una quantitat similar a la de cada una de les histones somàtiques; la
composició aminoacídica d'aquestes proteïnes específiques és similar a la de
les histones H5 de les hématies, és a dir similar a l'Hi però amb major
basicitat (revisat a Klyszejko-Stefanowicz, 1989). Podem suposar, per tant, que
el model de la compactació del nucli espermàtic en aquestes espècies (i molt
possiblement en el cas anterior, c) és en molts aspectes similar al que
presenten els nuclis inactius de les hématies dels vertebrats no mamífers.

e) Proteïnes específiques diferents de la protamina típica i que substitueixen
completament les histones

Aquest és el cas que hem estudiat en el moll (Mullus) (apartat in-5.9.3.).
Tot i que només ha aparegut en una família és un cas interessant quan el
situem en el context de les proteïnes espermàtiques.

En primer lloc, aquesta proteïna pertany a un "model proteic" utilitzat
molt sovint com a proteïna específica. Aquest "model" es basa en un cor o
nucli hidrofòbic i un o dos braços on s'hi acumulen les càrregues positives (v.
figura rV-7). Un model com aquest el trobem a les histones, principalment
l'Hi (revisat a Allan et al, 1980; i Crane-Robinson i Ptitsyn, 1989), a l'H5, que
compacta la cromatina de les hématies (Briand et al, 1980), i el trobem també
al nucli de l'espermatozoide de molts animals substituint totalment o
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parcialment les histories, com és per exemple el cas d'alguns bivalves (Ausió
et al., 1987; Ausió, 1988; Jutglar et al, 1991; Daban et al., 1991a), mol·luscs
patel·lacis i poliplacòfors (Daban et al., 1991b; Daban, 1991), i tunicats (v. IV-
1.1.). Quan aquest "model" apareix en els espermatozoides sempre és molt
més bàsic que en el cas de la histona H5 i les variants de la histona HI.

Figura IV-7. Possible estructura de la PEB del moll (Mullus). a: extrems bàsics, b: zona amb
estructura; aquí s'acumularien els residus hidrofòbics i alguns de bàsics. Esquema adaptat del
que apareix proposat a Berkaloff et al. (1983) per la histona HI.

Degut a la similitud estructural, en alguns casos composicional i, en els
casos estudiats, de seqüència aminoacídica del cor o nucli hidrofòbic (Ausió et
al., 1987; Jutglar et al., 1991), ha estat repetidament proposat que aquestes
molècules poden provenir de la histona HI a través de la basificació dels seus
extrems (Subirana i Colom, 1987; Chiva et al., 1991).

Igual que pel cas del llobarro (D. labrax), hem estudiat amb el doctor E.
Ribes (Unitat de Biologia Cel·lular, Universitat de Barcelona) l'evolució
morfològica de la condensació cromatínica durant l'espermiogènesi del moll
roquer (Mullus surmuletus) per microscopia electrònica. Com s'aprecia a la
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figura IV-8, la compactació presenta alguns trets diferencials respecte a la des-
crita en D. labrax.

En l'espermiogènesi del moll es produeix una condensació parcial en
les espermàtides primerenques en estructures fibro-granulars de 25±5 nm de
diàmetre (figura IV-8, a, b). La mida d'aquestes estructures es correspon amb
les de D. labrax, però en el cas del moll s'acumulen en la base del nucli
envoltant una invaginació nuclear (la fossa basal) mentre que en el pol
oposat la cromatina es manté poc condensada (figura IV-8, c). La part de la
cromatina condensada en aquest estadi es correspon amb la forma final del
nucli (v. figura IV-8, g). En el següent estadi, les estructures de 20-30 nm
constitueixen una nova estructura fibro-granular de 50±10 nm (figura IV-8, e,
f) i, finalment, al nucli de l'espermatozoide la cromatina està formada per
petits grànuls de 2.3±0.5 nm presentant un aspecte molt homogeni (figura IV-
8, g, h).

Figura IV-8. (Pàgina següent) Condensació nudear espermiogènica en Mullus surmuletus. a.
Espermàtida primerenca que inicia la condensació de la cromatina en estructures fibro-
granulars de 25+5 nm (detall de la condensació a b), c. Espermàtida mitja que substitueix les
estructures anteriors per estructures fibro-granulars més grosses (detall: d), e. Espermàtida
avançada (detall: f), g. Espermatozoide i detall (h) de la seva cromatina homogènia. La
composició d'aquesta cromatina consta només del DNA i la PEB estudiada. Les preparacions
s'han efectuat al laboratori del Dr. E. Ribes (Unitat de Biologia Cel·lular, Dept. de
Bioquímica i Fisiologia, Universitat de Barcelona). DC, centriol distal; F, flagel; M,
mitocondri; N, nucli; SPT, espermàtida; SZ, espermatozoide. Augments: (a) xlS.OOO; (b)
X66.000; (c) x27.000; (d) xlOO.OOO; (e) x46.000; (f) xl20.000; (g) x46.000; (h) xl70.000.
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2. Problemes d'interès especial

Al llarg d'aquest apartat discutirem tres qüestions relacionades amb
aquest treball i que considerem d'un interès especial. Concretament es tractarà
en primer lloc sobre els grans models generals de PEB que es poden trobar i
les seves possibles relacions evolutives. En segon lloc s'abordarà la proble-
màtica concreta sobre la "esporadidtat" de la distribució de les protamines (o
histones) als peixos ossis, tema que clàssicament ha preocupat a molts autors.
Finalment ens plantegem si les PEB han seguit o no una línia evolutiva
contínua en els deuteròstoms.

2.1. Tipus de molècules específiques del nucli espermàtic
i les seves possibles relacions evolutives

Des del punt de vista de les anàlisis composicionals, estructurals i de
mida que hem efectuat en aquest treball, podem definir dues categories
principals de proteïnes específiques del nucli espermàtic en els deuteròstoms;
aquestes dues categories les anomenarem:

a) Proteïnes "relacionades amb histones" (generalment l'Hi).

b) Proteïnes "especialitzades" (o molt especialitzades).

Les primeres serien proteïnes relativament grans i que en la seva molè-
cula almenys presenten dues parts: una zona hidrofòbica, resistent a la
tripsinització, on s'hi acumulen els residus aminoacídics neutres i on els
carregats hi són poc presents, i una zona no resistent a la tripsina on hi són
acumulats els residus aminoacídics Arg i Lys sent, per tant, una zona molt
bàsica. A aquesta categoria pertanyirien, dins dels grups que hem estudiat, la
proteïna PI dels tunicats ascidiacis (v. III-1.3.5.) i la PEB del moll (Mullus
surmuletus) (v. in-5.11.2.).

315



IV. Discussió

La zona hidrofòbica d'aquestes molècules estudiades pot presentar una
estructura globular i les seves seqüències (quan es comparen amb totes les de
les proteïnes conegudes) són molt similars als nuclis hidrofòbics de les
histones HI o H5 (v. figures ni-16 i ni-70). Hem de dir que els estudis que
comparen les diferents seqüències de les histones HI mostren que la zona
globular hidrofòbica d'aquesta histona és la més conservada evolutivament
(Crane-Robinson i Ptitsyn, 1989) i, conseqüentment, és molt factible que les
zones hidrofòbiques de la protamina PI dels tunicats i la del moll puguin
tenir un origen relacionat amb la histona HI (o amb una forma propera a
aquesta). És evident que això no significa que hi hagi una relació directa entre
la PI dels tunicats i la PEB del moll sinó que creiem que el seu origen a partir
d'aquesta hipotètica histona HI ha d'haver estat independent (de fet entre els
ascidiacis i el moll trobem altres tipus de proteïnes específiques espermàtiques
no relacionades amb aquestes).

Cal dir que la histona HI ja ha estat proposada anteriorment com el
possible origen d'algunes "protamines" que tenen una estructura relacionada
amb les histones en els mol·luscs (Subirana i Colom, 1987; Jutglar et al., 1991;
Daban, 1991; Chiva et al., 1991). El nostre estudi recolza, doncs, aquest punt de
vista també en els deuteròstoms.

Al llarg d'aquest treball, a més de la PI dels ascidiacis i la PEB del moll
(que substitueixen les histones somàtiques al nucli de l'espermatozoide), ens
hem trobat dins dels peixos ossis amb algunes espècies que contenen la
dotació completa d'histones més algunes proteïnes addicionals. Aquest seria
el cas de Notacanthus, Merluccius i Cataetyx (v. apartats in-5.1., III-5.5. i ni-
5.6.). És de ressaltar que si bé només en el cas de Merluccius hem pogut
purificar i analitzar la proteïna específica, aquesta ha resultat posseir una
composició que permet incloure-la dins de la família de les proteïnes H1/H5
(taula m-15).

Un altre fet que demostra la importància de la histona HI (o de les
seves variants) en la cromatina espermàtica és el cas de les famílies Sparidae i
Trichiuridae (v. apartats III-5.9.2. i III-5.9.8.). A l'espermatozoide d'aquests
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animals s'incrementa la quantitat d'histona HI quan es produeix la conden-
sació de la cromatina.

En conclusió, sembla que la his tona HI, a través de

a) incrementar la seva proporció (Sparidae, Trichiuridae),

b) modificar-se en major o menor grau (major basicitat, modificacions
als braços) (PI dels ascidiacis, Mullus, Merluccius)

ha donat diferents formes funcionalment competents per a compactar la
cromatina espermàtica. Aquests processos poden ser independents o relacio-
nats, però és evident que hi ha independència almenys en algunes ocasions
(per exemple la PI dels tunicats i la PEB del moll).

La segona categoria de proteïnes específiques del nucli de l'esper-
matozoide que havíem establert era la de les proteïnes que anomenàvem
"especialitzades". Aquesta categoria estaria formada per proteïnes menors que
les anteriors (de 30 a 100 residus aminoacídics) i que tenen com a carac-
terístiques comunes la manca de la zona resistent a la tripsinització i
relacionat amb això una molt baixa proporció (en molts casos absència) de
residus hidrofòbics. Els residus arginina i lisina formen la major part de la
molècula. Dins d'aquesta categoria inclouríem les següents molècules d'entre
les estudiades en aquest treball:

- Proteïna P2 del gènere Styela (figura HI-20).

- Proteïna P de l'amfiox (figura IH-23).

- "Protamines típiques" dels peixos ossis
(v. per exemple la figura ni-50, pous "c" i "s").

- Proteïna R3 d'Hydrolagus colliei, (figura IH-32).
f

Exactament igual que quan discutíem les anteriors molècules, el fet que
les inquibim en una mateixa categoria és independent de la seva relació
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evolutiva (poden estar relacionades o poden no estar-ho). En realitat, pels
resultats exposats aquí sembla que no hi ha un nexe dar entre elles. El nexe
més aviat sembla poder estar amb les proteïnes de la categoria anterior (les
"relacionades amb histones"), almenys en el cas de la P2 dels tunicats.

Com es mostra a la taula III-6, la composició de la protamina P2
d'Sty ela és gairebé idèntica a la composició de l'extrem C-terminal de la PI del
mateix animal. Sembla, doncs, que en els tunicats ascidiacis les diferents
famílies expressin variacions de la proteïna PI i que, en la família dels
Styelidae, el gen d'aquesta proteïna hagi sofert una sèrie de canvis que han
originat variants de la pròpia PI (v. la proteïna X de la figura in-12 i taula m-
4) i, possiblement, una part o tot l'extrem C-terminal de la molècula hagi
originat la "protamina" P2 (figura rV-9). Creiem, doncs, que la proteïna P2 ha
de ser considerada com una adquisició evolutiva recent i particular d'aquest
gènere, i evidentment no relacionada amb les protamines dels peixos ossis (o
d'altres) que pertanyen a línies evolutives que estan separades de la línia dels
ascidiacis.

Figura rV-9. Representació esquemàtica de la diversificació de les proteïnes específiques de
l'espermatozoide dels tunicats ascidiacis.

Styela

318



IV. Discussió

Hi ha dos comentaris adients a aquesta idea:

a) El fet que en un grup es trobi una protamina de tipus "relacionada
amb histones" i que en alguns animals dins del mateix grup apareixi una
proteïna "especialitzada" sembla que es dóna independentment en altres
taxons, com per exemple els mol·luscs bivalves i gastropodes; dins dels
deuteròstoms trobem que en les holotúries apareix un cas similar, ja que es
manifesta una proteïna especialitzada, la O o, en un grup que manté les
histones i variants espermàtiques de les histones (v. apartat 2.1. de la
introducció). La figura IV-10 representa esquemàticament aquesta situació.

Figura IV-10. Representació esquemàtica de la variabilitat en les PEB dels equinoderms.

Equinoderms

Histones

Hlsp (estrelles de mar)

Histones

HI sp (eriçons de mar)

H2sp

Histones

HI sp (cogombres de mar)

<DO

b) El segon comentari afecta a estudis molt recents fets en mol·luscs
bivalves (Carlos et al., 1993a, en premsa). En aquests estudis es mostra que en
Mytilus l'espermàtida sintetitza una molècula que anomenen "Hl-like" (que
correspondria a la categoria "relacionada amb histones" aquí exposada) i que
post-traduccionalment hi ha una escissió d'una part de l'extrem C-terminal
d'aquesta molècula, apareixent una "protamina", l'anomenada O3 (que en el
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nostre cas estaria ubicada dins de la categoria de "proteïnes especialitzades")
(figura IV-11).

Figura IV-11. Representació esquemàtica de l'aparició de la PEB especialitzada O3 a partir
d'un precursor de tipus historia HI.

"H 1-like"

O
02 B

<D3

Aquesta troballa és molt important perquè mostra inequívocament per
primera vegada una relació estreta entre una PEB relacionada amb histones i
una PEB especialitzada. Malgrat això, no sempre és possible recolzar amb
proves la idea que les proteïnes especialitzades provinguin de "protamines"
relacionades amb histones (l'Hi generalment) o d'Hls modificades i, en
alguns casos, també hem de considerar la possibilitat que no sigui així.
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En els casos de les protamines de l'amfiox, dels peixos ossis i de la R3
d'Hydrolagus colliei, aquestes proteïnes apareixen com a úniques, faltant el
possible testimoni d'una proteïna de la categoria "relacionada amb histones"
per a suposar el seu origen a partir d'aquesta. En aquests casos es pot imaginar
que aquesta hipotètica proteïna ha existit i s'ha perdut la seva expressió, o que
el seu origen ha estat un altre. Entre les possibles hipòtesis a explorar amb
respecte a l'origen de la protamina típica dels peixos, i addicionalment a altres
ja exposades (von Holt et al., 1979, 1984; Jankowski et al., 1986), podríem
considerar els pèptíds de localització nuclear, alguns dels quals estan formats
per un doblet de residus bàsics i un grup de 4 aminoàcids bàsics separat del
primer per un nombre variable d'altres residus (bàsic-bàsic-...-bàsic-bàsic-bàsic-
bàsic).

Finalment cal remarcar que, dins del context presentat, la "protamina
típica" dels peixos ossis no seria més que un cas particular de la categoria que
hem anomenat PEB especialitzades (o molt especialitzades).

2.2. El problema de l'esporadicitat de les protamines o histones
als peixos ossis

La distribució dels diferents tipus de PEB als peixos ossis es troba
Simplificada 2 la taula F/-! i explicitada a l'annex 2 (al final d'aquest treball).
La taula TV-l presenta el tipus de proteïna que contenen les diferents famílies
de peixos ossis a partir de les dades obtingudes de la bibliografia corresponent
i del treball fet aquí. Cal tenir en compte que algunes de les dades són molt
antigues i es basen en observacions citoquímiques o electroforètiques en gels
poc resolutius (veure les corresponents cites bibliogràfiques a la taula de
l'annex 2), de manera que no es descarta el que alguna de les dades reco-
pilades pugues actualment ser reclassificada. Malgrat tot, a partir de l'ob-
servació d'aquest conjunt de dades és possible posar de manifest alguns fets
importants:
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a) El tipus de proteïna espermàtica és consistent dins de cada família. O
sigui, en els casos en què s'han pogut estudiar dues o més espècies per-
tanyents a una mateixa família, totes elles presenten el mateix tipus de
proteïna espermàtica. El cas més evident dins del nostre treball és el de la
família Sparidae. Tots els membres d'aquesta família presenten el mateix
model, histones amb una major quantitat d'Hi, i això dins d'un ordre
(Perciformes) on la majoria de famílies presenten protamina típica.

b) En general però no sempre (segons la informació disponible), els
ordres també són consistents quant el tipus de proteïna específica que es
presenta: Globalment, dels 38 ordres reconeguts dins de la subclasse
Actinopterygii (classe Osteichthyes, peixos ossis) segons la classificació de
Nelson (1984), s'han estudiat espècies representants de 22 ordres; de 8
d'aquests ordres s'han estudiat espècies pertanyents a més d'una família
(Clupeiformes, 2 famílies; Cypriniformes, 2; Siluriformes, 3; Salmoniformes,
3; Gadiformes, 3; Cyprinodontiformes, 3; Scorpaeniformes, 3; Perciformes, 33).
En sis d'aquests ordres, totes les famílies posseeixen el mateix tipus de
proteïnes espermàtiques i només en dos d'ells (Scorpaeniformes i
Perciformes) es presenten famílies amb diferents tipus de PEB.

c) Una anàlisi de la distribució dels tipus de PEB en l'ordre Perciformes
ens indica que, almenys dins d'aquest ordre, la distribució de les protamines
no és esporàdica i en canvi sí que ho és la distribució de les histones: De les 33
famílies estudiades, 28 d'elles contenen protamina típica, 2 contenen histones

canòniques, 2 histones amb una major proporció d'Hi i 1 una proteïna
especial (Mullidae).

Aquesta distribució, segons la nostra opinió, pot ser molt important per
tal de poder interpretar la història evolutiva d'aquest caràcter (tipus de PEB)
en els peixos. En efecte, almenys en aquest grup, és molt més fàcil
d'interpretar que la PEB ancestral fos la protamina típica i que esporà-
dicament s'hagués substituït aquest caràcter en algunes famílies per les his-
tones somàtiques o altres molècules. Aquest punt de vista, explicitat més en-
davant, s'oposaria a l'alternativa proposada per Jankowski et al. (1986) sobre
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la hipòtesi de la transmissió retrovírica (v. l'apartat 2.2.4. de la introducció i la
figura rV-12).

t

d) El conjunt dels ordres és més difícil i inexacte de generalitzar: dels 22
ordres estudiats, 11 d'ells només posseeixen protamina, 2 d'ells (els Perci-
formes i Scorpaeniformes) posseeixen majoritàriament protamina típica, 7
ordres posseeixen histones o histones més una proteïna específica i 2 ordres
posseeixen proteïnes especials. Sembla doncs que es dóna una lleugera
proporció (13/7) favorable a la presència de protamina típica pel que fa als
ordres.

e) Finalment, queda dar que les espècies amb PEB especials, com poden
ser les de Mullus o bé les de Pseudopleuronectes americanus (Kennedy i
Davies, 1980), són excepcions puntuals i han de ser considerades com a tais.

Taula IV-l. Tipus de PEB present als diferents ordres i famílies de peixos ossis (subclasse
Actinopterygii, classe Osteichthyes) segons les dades bibliogràfiques disponibles i el present
treball. Classificació segons Nelson (1984). Aquesta taula és un resum de la que apareix a
l'annex 2, on a més s'expliciten les espècies i les referències bibliogràfiques corresponents.
Abreviatures: A, proteïna addicional específica; E, proteïnes especials; H, histones; P,
protamina típica; —, no estudiat.

Ordre

Acipenseriformes

Lepisosteiformes

Amiiformes

Osteoglossiformes

Elopiformes

Notacanthiformes

Anguilliformes

Clupeiformes

f\t

Família

Acipenseridae

Lepisosteidae

Amiidae

Notopteridae

--

Notacanthidae

Congridae

Clupeidae
Engraulidae

PEB

P

P

H

P

--

H+A

P

P
P

(segueix)
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(continuació taula IV-1)

Gonorynchiformes

Cypriniformes

Characiformes

Siluriformes

Gymnotifonnes

Salmoniformes

_ A

Cyprinidae
Cobitidae

--

Bagridae
Clariidae
Heteropneustidae

—
Salmonidae
Esocidae
Alepocephalidae

_ _

H
H

--

H
H
H

--

P
P
P

Stomiiformes

Aulopiformes

Myctophiformes

Percopsiformes

Gadiformes

Ophidiiformes

Batrachoidiformes

Lophiiformes

Gobiesociformes

Cyprinodontiformes

Atheriniformes

Lampriformes

Beryciformes

Zeiformes

Gasterosteiformes

Indostomiformes

Pegasiformes

Syngnathiformes

Myctophidae

Moridae
Gadidae
Merlucciidae

Bythitidae

Batrachoididae

Lophiidae

Exocoetidae
Hemiramphidae
Belonidae

Berycidae

Gasterosteidae

H+A
H+A
H+A

H+A

H

P

P
P
P

(segueix)
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(continuació taula IV-1)

Dactylopteriformes

Synbranchiformes

Scorpaeniformes

Perciformes

Scorpaenidae
Triglidae
Cyclopteridae

Centropomidae

P
H
P

Percichthyidae

Pleuronectiformes

Tetraodontíformes

Percidae P
Sillaginidae P
Pomatomidae P
Carangidae P
Emmelichthyidae P
Lutjanidae P
Sparidae H+H1
Sciaenidae P
Mullidae E
Pentacerotidae P
Nandidae P
Cichlidae P
Mugilidae P
Polynemidae P
Labridae P
Notothenidae P
Harpagiferidae P
Channichthyidae P
Trachinidae P
Uranoscopidae P
Blenniidae H
Gobiidae P
Gempylidae ' P
Trichiuridae H+H1
Scombridae P
Xiphiidae P
Centrolophidae P
Nomeidae P
Stromateidae P
Anabantidae P
Channidae H

Pleuronectidae E

Tetraodontidae P
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Ja hem argüit el nostre parer sobre el que el trobar una distribució no
uniforme de la protamina als diferents grups de peixos ossis implicaria que el
pas d'histona a protamina (o alternativament de protamina a histona) hauria
d'haver estat un canvi produït de forma sobtada en diferents ocasions. Així
doncs, aquesta dualitat histones/protamines podria ser explicada com a resul-
tat d'una transmissió horitzontal del gen de la protamina o bé per una pèrdua
del gen o de la seva expressió (per exemple podria haver-se donat una
translocació del gen a una altra situació de manera que ja no podés expressar-
se).

La primera de les possibilitats ha originat la hipòtesi de la integració
retrovírica (v. introducció, apartat 2.2.4.). Segons els autors que defensen
aquesta hipòtesi (Jankowski et al., 1986), els peixos, des de la seva formació
com a grup, posseeixen histones somàtiques per a compactar el DNA i el gen
de la protamina s'ha introduït per retrovirus esporàdicament i independent-
ment repetides vegades. És a dir, el que aquests autors plantegen és que el fet
"normal" als peixos ossis és la presència d'histones i que l'aparició de pro-
tamines seria "accidental" i deguda a aquesta transmissió horitzontal. A la
figura IV-12 s'exposa una possible explicació de l'actual distribució de les PEB
als peixos si aquesta hipòtesi fos certa.

La segona alternativa, en canvi, suposaria que els peixos ossis posseien
des del seu origen una protamina típica per a la compactació del seu nucli
espermàtic (resultat de la modificació d'una proteïna de tipus histona o bé
amb un origen diferent) i que, repetidament i independentment durant
l'evolució de diferents grups de peixos, durant la formació d'aquests grups
("ordres", però també en alguns casos "famílies"), s'ha produït una pèrdua
del gen de la protamina o bé de la seva expressió. Aquesta alternativa és la
que proposem basant-nos en l'anàlisi de la distribució de les protamines
típiques i les histones en els diferents grups taxonòmics dins dels osteïctis (v.
annex 2), i basant-nos també en el fet que sembla una alternativa molt més
fàcil d'haver pogut esdevenir. No s'ha d'oblidar que casos equivalents
(pèrdua del gen o de la seva expressió) han estat documentats per a la P2 dels
mamífers (Johnson et al., 1988b; Bunick et al., 1990; Maier et al., 1990; Bunick
et al., 1990). D'altra banda, la pèrdua de la protamina com a agent
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compactador del nucli de l'espermatozoide no hauria significat necessà-
riament una pèrdua total de la compactació sinó només una pèrdua parcial
(veure les fases de la compactació de la cromatina durant l'espermiogènesi de
D. labrax, apartat IV-1.5, a). D'aquesta manera, la pèrdua o no expressió de la
protamina no hauria de suposar necessàriament una pèrdua que impliqués la
desaparició de l'organisme o línia d'organismes on es produís, ja que en
alguns casos podria retornar-se a la condensació del nucli assolida per les
histones, que és compatible amb un espermatozoide viable i eficient. Això
explicaria que la pèrdua de la protamina hagi pogut ocórrer amb una certa
"facilitat". Un cop arribats a aquest estadi, les histones poden haver-se man-
tingut invariables respecte a les somàtiques o bé pot haver-se evolucionat cap
a un model una mica més el·laborat (increment de l'Hi, aparició de proteïnes
addicionals). Aquesta segona alternativa s'il·lustra a la figura IV-13.

Figura IV-12. L'alternativa de la integració retrovírica proposada per Jankowski, States i
Dixon (1986) pressuposa que, en els seus orígens, els peixos ossis contindrien histones al nucli de
l'espermatozoide (o sigui les histones serien les PEB representatives d'aquest grup) i que en
alguns casos esporàdics han adquirit el gen de la protamina exògenament. L'esquema mostra
diferents alternatives per la possible evolució que poden haver seguit aquestes proteïnes fins
arribar a la situació que ens trobem en l'actualitat.

Histones
somàtiques

especialització

Histones somàtiques

• Integració retrovírica
del gen de la protamina •

(independent en
moltes espècies)

Manteniment histones somàtiques-,

Histones somàtiques + increment HI

•Histones somàtiques + proteïna-*!
addicional "tipus H1/H5" ^—

Només proteïna del "tipus H1/H5"-»

Protamina
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Una prova directa que podria suportar aquesta segona hipòtesi seria la
realització d'hibridacions entre DNA d'espècies amb i sense protamina de
manera que si es donava una hibridació positiva significaria que el gen de la
protamina hi és present encara que no s'expressi. De tota manera, s'ha deixat
de banda aquesta prova degut a què altres autors (Moir, 1987) han intentat
hibridacions entre truita i espècies posseidores de protamines molt similars i
no es va arribar a un grau d'hibridació superior al 7%. Només les espècies de
la mateixa família (Salmonidae) hibridaven en un grau significatiu amb la
sonda de protamina de truita.

Discernir entre aquestes dues possibilitats és de moment difícil excepte
en el cas dels Perciformes, on sembla bastant dar que la PEB característica és la
protamina i que en alguns casos independents s'ha pogut perdre l'expressió
de tal proteïna. Una crítica a la hipòtesi de la integració retrovírica és que no
havien estudiat extensament la distribució histones-protamines quan varen
proposar l'esporadicitat de la protamina; textualment, en un treball posterior
Krawetz i Dixon (1988) diuen: "Una de les característiques interessants de les
protamines és la seva distribució no uniforme al llarg del regne animal. El
millor cas per il·lustrar-ho el trobem a l'ordre dels peixos teleostis on només
un limitat número de subordres, principalment els salmoniformes i els
clupeiformes, expressen les protamines petites i riques en arginina (Dixon et
al., 1980) que van ser dessignades per Block (1969) com a protamines 'ver-
daderes'", quan en realitat les protamines típiques es troben en la major part
dels ordres estudiats de peixos (veure taula IV-1 i annex 2).

Hem de dir, però, que aquestes alternatives no s'exclouen mútuament
i que per tant histones/protamines podrien haver revertit repetidament
durant l'evolució de les diferents espècies de peixos. Aquests possibles fets
compliquen encara més la interpretació de les molècules en estudi.

Un altre punt interessant a discutir és la interpretació que havien fet
Nandi et al. (1979) sobre la distribució histones/protamines en els peixos
ossis: En un estudi efectuat sobre 26 espècies de peixos marins i d'aigua dolça,
aquests autors varen proposar que la protamina seria la PEB que posseirien
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els peixos marins o d'aigües salobres i les histones les que trobaríem als
peixos d'aigua dolça (v. introducció, apartat 2.2.4.). En el seu estudi argüien
que la nucleoprotamina té una major estabilitat enfront de la salinitat.
Aquesta és una proposta interessant com a hipòtesi uniformitzadora, però no
sembla reconciliar totes les dades disponibles. Així, en el nostre estudi és
evident que no es dóna una correl·lació entre aigües salines-protamines i
aigua dolça-histones; les 24 famílies que hem estudiat són totes marines i en
canvi n'hi ha forces que mantenen les histones. Altres casos discutits a la
literatura tampoc semblen estar d'acord amb la interpretació de Nandi et al.
D'aquesta manera, per exemple, trobem espècies en què es dóna el cas
contrari: Tant Amia calva com Lepìsosteus osseus (dos peixos considerats
com a "fòssils vivents") són d'aigua dolça, però mentre que Amia sí que
presenta histones, Lepisosteus presenta protamines a l'esperma madur
(revisat a Kasinsky, 1989).

Finalment, cal considerar una altra possible explicació proposada per
Kasinsky (v. introducció, apartat 2.2.4.). Aquest autor planteja que la
variabilitat observada en les PEB dels peixos ossis podria estar relacionada
amb la biologia de la reproducció d'aquest grup que és, majoritàriament, de
fecundació externa. Kasinsky proposa que l'evolució de les proteïnes bàsiques
de l'esperma podria estar relacionada amb el modus de fertilització (externa o
interna); observa que en els grups de fertilització interna (urodels, rèptils, aus,
mamífers) es dóna una relativa constància en el tipus de PEB presentada,
mentre que els de fertilització externa (peixos, anurs) presenten una major
variabilitat en el tipus de PEB. Encara més, l'autor proposa l'associació
general histones-fecundació externa i protamines-fecundació interna.

La hipòtesi de Kasinsky es basa en un estudi fet sobre anurs, urodels i
rèptils i d'aquí l'ha feta extensiva a la resta de grups zoològics (v. Kasinsky,
1989). De fet, es tracta d'una correlació que s'ha de tenir en compte però no té
perquè ser necessàriament l'explicació de la gran variabilitat de proteïnes
espermàtiques bàsiques que trobem als peixos.

Estem d'acord amb aquest autor en què el presentar fecundació interna
podria "fixar" més el tipus de PEB presentat en el sentit que, com més
especialitzada és la biologia de la reproducció, més pot marcar els límits de
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variació permesa en aquestes molècules (o dit d'una altra manera, a major
especialització més fàcil és que les variacions sobre la molècula perjudiquin la
seva funcionalitat). Això podria estar relacionat amb el fet que en altres grups
no es dóna la relativa "facilitat" que semblen posseir els peixos ossis i anurs
per donar el "pas enrera" que suposaria el retornar a les histones com a PEB i
seguir presentant un espermatozoide funcional. Val la pena recordar com en
mamífers s'ha proposat una situació similar en el cas de la P2: en els casos on
aquesta protamina no s'arriba a produir en quantitats importants o bé es
produeix en forma no funcional, el paper de la condensació de la cromatina
recauria completament sobre la PI, protamina amb funció presumiblement
més trascendent que la de la P2 (v. apartat 2.4.4. de la introducció d'aquest
treball).

2.3. ¿Es pot definir una línia evolutiva ininterrompuda en les PEB
dels deuteròstoms?

Una última qüestió a discutir és la que fa referència a la pregunta
plantejada en el present apartat. En realitat, pel que es desprèn d'aquest treball
no es pot contestar afirmativament a aquesta pregunta. Creiem que la idea
d'una evolució continuada proposada clàssicament (histones —> proteïnes
intermèdies —» protamines) pot ser certa dins de grups particulars però no
dins dels deuteròstoms agafats globalment.

Una possible explicació alternativa (o complementària) a l'anterior
seria la següent: La histona HI pot haver donat moltes formes variants que
empaquetarien la cromatina espermàtica (com la histona H5 ho fa en
l'eritròcit, per exemple); aquestes formes poden ser molt diverses (des de molt
petites modificacions- a modificacions molt grans) i es poden haver donat
repetidament i independentment (HI sp dels equinoderms, PI dels tunicats,
proteïna addicional de Merluccius, proteïna espermàtica de Mullus, etc.).
Algunes d'aquestes proteïnes poden haver originat, en alguns casos, les
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proteïnes especialitzades (com són les protamines de l'amfiox, les protamines
típiques dels peixos, la P2 dels tunicats, etc.). Hem de considerar, doncs, que la
formació d'aquestes proteïnes especialitzades pot ser independent entre els
diferents grups, ja que poden provenir de proteïnes "Hl-like" ja indepen-
dents, amb la qual cosa es pot comprendre la gran diversificació d'aquestes
molècules. Aquesta explicació, com ja hem dit, no necessàriament ha
d'abarcar totes les proteïnes especialitzades, i es pot imaginar altres orígens
per algunes d'elles, de manera que encara es pot incrementar més aquesta
diversitat.

D'altra banda, sembla que a partir del model de protamina dels peixos
ossis s'hagin produït una sèrie de modificacions que hagin originat l'aparició
de les protamines característiques dels diferents grups de tétrapodes. És a dir,
mentre que no es pot establir una homología clara entre les PEB dels diferents
grups de deuteròstoms estudiats en aquest treball, sembla que sí es pot parlar
d'homologia entre les protamines dels peixos i les dels tétrapodes (amfibis:
Kasinsky et al., 1978; Kasinsky et al., 1985a; Risley i Eckhardt, 1981; Takamune
et al., 1991; rèptils: Kasinsky et al., 1978; Huang et al., 1978; Chiva et al., 1989;
aus: Nakano et al., 1987, 1988; mamífers: Kistler, 1989; Hecht, 1989, i referèn-
cies d'aquestes dues cites; v. també la revisió d'Oliva i Dixon publicada el
1991).
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V. Conclusions

Conclusions

1. Tunicats: Aquest és el primer grup conegut dins dels deuteròstoms on les
histones són substituïdes pràcticament en la seva totalitat per PEB es-
pecífiques. La PEB característica dels tunicats ascidiacis és la que hem
anomenat PI. Aquesta proteïna es mostra tant composicionalment com
estructuralment relacionada amb les histones de la família de l'Hi, encara
que posseeix un extrem N-terminal extremadament reduït. La seqüència
parcial de la PI d'Styela plicata és la següent: RRQKGRHPSYNVMVKRA
IASLRNKNGASSKSIARYVFAHFNVK?K?S?PCK?K?AVARCLKRMVSG
GFIYKNKRNLYKLTGKGRKMKGKKRRRGRRAL(R o L)?KGG(...). En el
gènere Styela, a més, apareix una altra proteïna (P2) de menor mida i ma-
jor riquesa en arginina; la composició de la P2 s'assembla molt a la de l'ex-
trem C-terminal de la PI.

2. Cefalocordats: Al llarg de l'espermiogènesi de Branchiostoma floridae les
histones són substituïdes per una proteïna altament especialitzada que
consta només de 6 tipus diferents d'aminoàcids, el 50% dels quals estan
constituïts per la suma Arg+Lys (que apareixen en quantitats equivalents).
La seqüència parcial de l'extrem N-terminal d'aquesta proteïna (G/P-R-S-
R-S-R-S-A-S) mostra ralternànaa R-S ja descrita en les PEB d'altres grups
animals (però no en les dels peixos ossis ni en les dels tunicats).

3. Agnats: Les proteïnes que compacten la cromatina a l'espermatozoide de
Petromizón marinus són histones de tipus canònic, sense que es doni
l'aparició de cap proteïna addicional específica de l'espermatozoide.

4. Holocèfals (condrictis): Les PEB corresponents a Hydrolagus colliei consten
de 3 proteïnes majoritàries (2 queratinoses i 1 no queratinosa) i 4 minori-
tàries (3 queratinoses i 1 no queratinosa) que substitueixen les histones en
l'espermatozoide. Els 16 primers aminoàcids de la proteïna no queratinosa
majoritària (R3) són els següents: ARRRHSMKKKRKSVRR. Aquesta se-
qüència mostra diferències substancials amb la corresponent molècula tro-
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bada als condrictis elasmobranquis i amb la protamina típica dels peixos
ossis.

5. Teleostis (osteïctis): Hem trobat una àmplia varietat de continguts de PEB
als nuclis espermàtics d'aquest grup: a) protamines típiques; b) histones
sense proteïnes addicionals específiques; c) histones somàtiques amb un
increment de la histona HI; d) histones amb proteïnes addicionals es-
pecífiques; e) PEB diferents de les protamines típiques però que també
substitueixen les histones durant l'espermiogènesi. Hem seqüenciat les
proteïnes de dues espècies corresponents a la primera i la última d'aques-
tes categories (que són els dos casos on les histones són substituïdes per
unes proteïnes específiques de l'espermatozoide). La PEB de Dicentrarchus
labrax compleix les característiques d'una protamina típica; la seva seqüèn-
cia aminoacídica és la següent: PRRRRQASRPVRRRRRTRRSTAERRRR
RWRRRR. La PEB de Mullus surmuletus pertany a la categoria (e) i la
seva seqüència parcial és: PSTTSSKSPKRRAKSPRRKRTGPTVSDLILMA
MSASSDRGGLSLAALKKDLKGRGYDVVRNKGRVLMAIKRLVANKSV
VKAKGFYKLNKNPPT(?)RR?RVAKKK?K?PKRGRKRKAAPKKKSAKKK
RKRRRR?K(...). Tant a nivell de composició aminoacídica com a nivell
d'estructura primària i secundària, aquesta proteïna és molt similar a la
família de les histones HI i proteïnes afins. També els casos que hem pogut
analitzar de proteïnes específiques de l'espermatozoide que apareixen
juntament amb la dotació d'histones, mostren característiques composicio-
nals que recorden les histones HI o H5.

6. La major part dels diferents tipus de proteïnes específiques de l'esperma-
tozoide que hem trobat als grups estudiats poden classificar-se en dos grups
generals: a) molècules relacionades amb les histones (PI dels ascidiacis,
PEB del moll, proteïna addicional de Merluccius i de Cataetyx); b) molè-
cules especialitzades (P2 dels ascidiacis, PEB de l'amfiox, R3 d'Hydrolagus
colliei, protamines típiques dels peixos ossis).

7. L'anàlisi de les característiques moleculars de les PEB actuals en els deute-
ròstoms no recolza una evolució continua entre totes elles sinó orígens
independents en diferents grups d'aquestes proteïnes.
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Annex 1. Aminoàcids: Nomenclatura i característiques dels seus radicals.

Aminoàcid

Àcid aspartic
Àcid glutàmic
Alanina
Arginina
Asparagina
Cisterna
Fenilalanina
Glutamina
Glicina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Triptòfan
Valina

Codi de
tres lletres

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

Codi d'una
lletra

D
E

A
R
N
C
F

Q
G
H
I
L
K
M
P
S
Y
T

W
V

Tipus de radical
(pH 6.0-7.0)

Polar carregat
Polar carregat
No polar
Polar carregat
Polar no carregat
Polar no carregat
No polar
Polar no carregat
Polar no carregat
Polar carregat
No polar
No polar
Polar carregat
No polar
No polar
Polar no carregat
Polar no carregat
Polar no carregat
No polar
No polar
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Annex 2. Recull de la informació disponible sobre el tipus de PEB dels
peixos ossis (veure la taula de les pàgines següents).

La classificació seguida ha estat la de Nelson (1984). La majoria de la
nomenclatura utilitzada ha estat obtinguda a partir dels següents llibres:
pels peixos de l'Atlàntic NE i Mediterrani, Whitehead et al. (1984-1986);
pels Clupeoidei de diferent distribució s'ha seguit la nomenclatura de
Whitehead (1985); pels peixos de Canadà: costa pacífica, Hart (1973);
costa atlàntica. Leim i Scott (1966); i pels d'aigua dolça, Scott i Grossman
(1973); pels peixos d'aigua dolça de distribució europea s'ha seguit la
nomenclatura de Maitland i Linsell (1980); pels peixos del Mar del Japó i
zones adjacents, Lindberg i Legeza (1969) i Lindberg i Krasyukova (1971).

Per facilitar futures consultes sobre les espècies que ja han estat estudiades
s'ha afegit el nom de l'autor que va dessignar l'espècie i s'han actualitzat
els noms de les espècies en els casos en què ha estat convenient. Així, quan
apareixen dos noms a la taula, el primer fa referència a la nomenclatura
usada en el treball original mentre que el segon correspon al que s'utilitza
en la nomenclatura actual. Les espècies de les que no s'ha trobat la
nomenclatura actualitzada s'han assenyalat amb un asterisc.

En el cas de les dades obtingudes dels articles originals, aquests apareixen
citats a la bibliografia del present treball; en canvi, en el cas de dades
trobades en treballs de revisió, aquest s'especifica a la columna "citat a" i
és el que apareix a la bibliografia.

Abreviacions:

PEB (tipus de proteïna espermàtica bàsica presentat):

A = Proteïna addicional específica

E = Proteïnes especials

H = Histones

H+H1 = Histones amb un increment de la histona HI

P = Protamina típica

? = No estudiat

Citat a:

A = Ando et al., 1973

K = Kasinsky, 1989
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O r d e n a c i ó t a x o n ò m i c a

Ordre: ACIPENSERIFORMES
Família: AC! PENSER IDAE

Acipenser gueldenstadti Brandt. 1833
AciDenser stellatus Pallas, 1771
Acipenser sturio Linnaeus, 1758
Acipenser huso = Huso huso (Linnaeus, 1758)

Ordre: LEP I SOSTE I FORMES
Familia: LEPISOSTEIDAE

Lepisosteus osseus (Linnaeus, 1758}

Ordre: AM! I FORMES
Família: AM II DAE

Amia calva Linnaeus. 1766

Ordre: OSTEOGLOSSI FORMES
Família: NOTOPTERIDAE

Notopterus chítala Gray (?)

Ordre: ELOPl FORMES

Ordre: NOTACANTH I FORMES
Familia: NOTACANTHIDAE

Notacanthus sexspinis Richardson, 1846

Ordre: ANGUILLIFORMES
Familia: CONGRÍ DAE

Muraenesox cinereus (Forsskal. 1775)

Ordre: CLUPE I FORMES
Família: CLUPEIOAE

Amblygaster immaculatus «
= ¿Sardinella qibbosa (Sleeker. 1849)?
Clupea harengus Linnaeus, 1758
Clupea pa 11 as i i Valenciennes, 1847

Gonialosa manminna « G. manmina (Hamilton-Buchanan, 1822)
Hi Isa ilisha = Tenualosa ilisha (Hamilton-Buchanan, 1822)
Konosirus punctatus (Temminck i Schlegel, 1846)
Sardina pilchardus (Uà l bäum, 1792)
Sardinella fimbriata (Valenciennes, 1847)
Sardinia coerutea = Sardinops caeruleus (Girard, 1854)

Família: ENGRAULIDAE

Set ¡pinna phasa (Hamilton-Buchanan, 1822)

Ordre: GONORYNCH1 FORMES

Ordre: CYPRIN ¡FORMES
Família: CYPRINIDAE

Abramis brama (Linnaeus, 1758)
Blicca bjoerkna (Linnaeus. 1758)
Carassius auratus (Linnaeus, 1758)
Catla catla (Hamilton, 1822)
Ctenopharynqodon ideila (Valenciennes. 1844)
Cyprinus carpio Linnaeus. 1758

Labeo roh i ta*
ìutilus rutilus (Linnaeus, 1758)
Tinca tinca (Linnaeus, 1758)

PEB

P
P
p
p

P

H

P

(?)

H+A

P

P
P
P

P
P
P
P
P
P

P

(?)

H
H
H

H
H

H
H
H

R e f e r è n c i a

Yulikova et al., 1976
Yulikova et al., 1979
Kossei, 1896
Lisitzuin i Aleksandrovskaya, 1933

Daisley, 1980

Daisley, 1980

Nandi et al., 1979

Present treball

Nandi et al., 1979

Yamakaua i Ibuka, 1926
Kossei, 1897; Kossei i Dakin, 1904
Yamakawa i Yoshimoto, 1926
Daisley, 1980
Nandi et al., 1979
Nandi et al., 1979
Yamakawa et al., 1923
Present treball
Nandi et al., 1979
Dunn, 1926

Nandi et al., 1979

Radura et al., 1988
Kadura et al., 1988
Muñoz-Guerra et al., 1982

Kadura et al., 1983
Nandi et al., 1979;
Kadura et aU, 1988
Nandi et al., 1979
Kadura et a U, 1988
Vendre l y i Vendrei y , 1966

Citat a

K
K
A
A

K

K

A
A
A
K

A

A

K

K
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O r d e n a c i ó t a x o n ò m i c a (con t.)

Família: COBITIDAE

Misqurnus f ossi lis (Linnaeus, 1758)

Ordre: CHARACI FORMES

Ordre: SILURIFORMES
Família: BAGRIDAE

Hvstus vittatus (Bloch. 1797)

Família: CLARIIDAE

Ciarías batrachus Bleeker. 1865

Família: HETEROPNEUSTIDAE

Heteropneustes f oss i 1 i s*

Ordre: GYHNOTI FORMES

Ordre: SALMONI FORMES
Família: SALMONI D AE

Coreqonus al bus = C. albula (Linnaeus, 1758)
Coregonus lavaretus (Linnaeus, 1758)
Coreqonus mac roph thai nus*
Oncorhynchus keta (Walbaum. 1792)
Oncorhvnchus kisutch (Walbaum, 1792)
Oncorhvnchus nerka (Ualbaum. 1792)
Oncorhvnchus tschawytscha = 0. tshawytscha (Ualbaum. 1792)
ProsoDium williamsoni (Girard, 1856)
Salmo clarki = Oncorhvnchus clarki (Richardson. 1836)
Salmo fontinalis = Salvelinus fontinalis (Mitchill, 1815)
Salmó gairdneri = Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792)
Salmó irideus = Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792)
Salmó lacustris = Saín» trutta lacustris (Linnaeus. 1758)
Salmo salar Linnaeus. 1758
Salmo trutta fario (Linnaeus. 1758)
Salmo trutta lacustris (Linnaeus. 1758)
Salvelinus a l pi nus (Linnaeus, 1758)
Salvelinus fontinalis (Mitchill, 1815)
Satvelinus namavcush (Walbaun, 1792)
Thvmallus arcticus (Pallas, 1776)
Thvmallus thymallus (Linnaeus. 1758)

Família: E SOC I DAE

Esox lucius (Linnaeus. 1758)

Família: ALEPOCEPHALIDAE

Alepocephalus rostratus Risso. 1820

Ordre: STOMI I FORMES

Ordre: AULOPI FORMES

Ordre: MYCTOPH I FORMES
Família: MYCTOPHIOAE

Lampanyctus crocodilus (Risso, 1810)
Symbolophorus veranyi (Moreau. 1888)

Ordre: PERCOPS I FORMES

PEB

H

(?)

H

H

H

(?)

P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P

P

P

(?)

(?)

E
E

(?)

R e f e r è n c i a

Kadura et al., 1988

Nandi et al., 1979

Nandi et al., 1979

Nandi et al., 1979

Kossel, 1913
Waldschmidt-Leitz i Gutermann, 1961
Kossel i Staudt, 1926
Watanabe (Ph. D. T.), 1969
Ingles (Ph. D. T.), 1968
Yamakawa i Nokata, 1923
Cal lañan et al.. 1957
Hoir (Ph. D. T.), 1987
Hoir (Ph. D. T.), 1987
Hammarsten, 1924
Ingles (Ph. D. T.). 1968
Ando i Watanabe, 1969
Klezkowski, 1946
Miescher, 1874; Felix et al., 1952
Waldschmidt-Leitz, 1961
Waldschmidt-Leitz, 1961
Waldschmidt-Leitz i Gutermam, 1961
Waldschmidt-Leitz i Gutermam, 1961
Kossel i Edlbacher, 1913
Hoir (Ph. D. T.), 1987
Moir (Ph. D. T.), 1987

Daisley (Ph. D. T.), 1980

Present treball

Present treball
Present treball

Citat a

A
A
A
A
A
A
A

A
A
K
A
A
A
A
A
A
A

K
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O r d e n a c i ó t a x o n ò m i c a (con t.)

Ordre: GAO I FORMES
Família: HORIDAE

Hora moro (Risso, 1810)

Família: GAOIDAE

Gadus morhua Linnaeus, 1758
Lota vulgaris = Holva mo Iva (Linnaeus, 1758)
Micromesistius poutassou (Risso, 1826)
Phycis blennoides (Brünnich. 1768)

Família: MERLUCCIIDAE

Herluccius capensis Castetnau. 1861
Merluccius merluccius (Linnaeus, 1758)

Ordre: OPH ID II FORMES
Família: BYTHITIDAE

Cataetyx t at i ceps Koefoed. 1927

Ordre: BATRACHOIDI FORMES
Família: BATRACHOIDIDAE

Opsanus beta (Goode i Bean. 1885)
Opsanus tau (Linnaeus, 1766)

Ordre: LOPH II FORMES
Família: LOPH 1 1 DAE

Lophius budeqassa Spinola. 1807

Ordre: GOBIESOCI FORMES

Ordre: CYPRINODONTIFORMES
Família: EXOCOETIDAE

Cypselurus agoo = Cheilopogon agoo agoo
(Temminck i Schlegel, 1846)

Família: HEMIRAMPHIDAE

Hemi ramphus unifasciatus*

Família: BELONIDAE

Xenentodon cane i la*

Ordre: ÄTHER IMI FORMES

Ordre: LAMPR I FORMES

Ordre: BERYC I FORMES
Família: BERYCIDAE

3eryx splendens Lowe, 1834

Ordre: ZEI FORMES

Ordre: GASTEROSTE I FORMES
Família: GASTEROSTE 5 DAE

Gasterosteus aculeatus Linnaeus. 1758

Ordre: INDOSTOMI FORMES

Ordre: PEGASI FORMES

PEB

H+A

H
H
H+A
H+A

H+A
H+A

H+A

H
H

P

(?)

P

P

P

(?)

(?)

P

(?)

P

(?)

(?)

R e f e r è n c i a

Present treball

Bloch, 1969
Bloch, 1969
Present treball
Present treball

Present treball
Present treball

Present treball

Bloch, 1976
Casas et aU, 1981

Present treball

Yamakawa et aU , 1923

Nandi et al., 1979

Nandi et al., 1979

Kadura et al., 1988

Lemke (M. Sei. T.)

Citat a

K
K

K

A

K
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O r d e n a c i ó t a x o n ò m i c a (cont.)

Ordre: SYNGNATHI FORMES

Ordre: DACTYLOPTERI FORMES

Ordre: SYHBRANCHI FORMES

Ordre: SCORPAENI FORMES
Família: SCORPAENIDAE

Helycolenus dactylopterus dactylopterus (Delaroche. 1809)

Familia: TRI GLI DAE

frigia lucerna Linnaeus, 1758

Família: CYCLOPTERIDAE

Cyclopterus lumpus Linnaeus, 1758

Ordre: PERCI FORMES
Subordre: Percoidei
Família: CENTROPOMIDAE

Lates calcarifer (Bloch, 1790)

Família: PERCICHTHYIDAE

Dicentrarchus labrax (Linnaeus, 1758)
Lateolabrax iajjpnicus (Cuvier, 1828)
Morone americanus = M. americana (Gmelin, 1788)
Stereolepis ishinagi = S. gigas Ayres, 1859

Família: PERCIDAE

Lue i perca sandra*
Lucioperca lucioperca = Stizostedion lucioperca
(Linnaeus, 1758)
Perca flavescens (Mitchill, 1814)
Perca fluviali lis (Linnaeus, 1758)
Stizostedion vitreum (Mitchill, 1818)

Família: SILLAGINIDAE

Sillaqo sihama (Forsskal, 1775)

Família: POMATOM1DAE

Scombrops boops (Houttuyn, 1782)

Família: CARANGIDAE

Caranx fulvoquttatus = Carangoides fulvoguttatus
(Forsskal, 1775)
Oecapterus ki liehe (Valenciennes, 1839)
Seriola aureovittata Temminck i Schlegel, 1842

Família: EMMELICHTHYIDAE

Enwelichthys ni tidus Richardson, 1845
Plaqiogeneion rubiginosos (Hut ton, 1875)

Família: LUTJANIDAE

Lutianus vitta = Lutianus vitta (Quoy i Gaimard, 1824)

PEB

(?)

(?)

(?)

P

H

P

P

P
P
P
P

P

P
P
P
P

P

P

P
P
P

P
P

P

R e f e r è n c i a

Present treball

Present treball

Markouin, 1899

Nandi et al., 1979

Present treball
Yamakawa et al., 1916
Daisley (Ph. D. T.), 1980
Yamakawa et al., 1916

Lisitzuin i Aleksandrovskaya, 1933

Kadura et al., 1988
Daisley (Ph. D. T.). 1980
Kadura et al., 1988
Kossel, 1913

Nandi et al., 1979

Yamakawa et al., 1916

Kadura et al.., 1988
Kadura et al., 1988
Yamakawa et al., 1916

Kadura et al., 1988
Kadura et al., 1988

Yamakawa et al., 1923

Citat a

A

A
K
A

A

1C

A

A

A
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O r d e n a c i ó t a x o n ò m i c a (cont.)

Familia: SPARI DAE

Dipiodus annularis (Linnaeus, 1758)
Diplodus sargus sargus (Linnaeus, 1758)
Lithognathus mormyrus (Linnaeus. 1758)
Pagel lus acarne (Risso, 1826)
Spa rus aurata Linnaeus, 1758

Família: SCIAENIDAE

Sagenichthvs ancylodon = Hacrodon ancylodon
(Bloch i Schneider, 1801)
Sciaena schlegeli = Argyrosomus arqentatus (Houttuvn. 1782)

Família: MULLIDAE

Mul lus barba t us Linnaeus. 1758
Hu U us surmuletus Linnaeus, 1758

Família: PEMTACEROTIDAE

Pentaceros richardsoni Smith, 1849

Família: NANDIDAE

Nandus nandus Valenciennes. 1836

Família: CICHLIOAE
Sarothedon mossambica*
Tilapia mossambica (Peter, 1852)

Subordre: Mugiloidei
Família: MUGILIDAE

Hugil cephalus Linnaeus. 1758
Mugi l j apon i cus*
Mugi I parsi a = Liza gars i a (Hamilton-Buchanan. 1822)
Mugi l tade = Liza tade (Forsskal, 1775)

Subordre: Polynemoidei
Família: POLYNEMIOAE

Eleutheronema tetradactylum (Shaw, 1804)
Polynemus paradiseus Linnaeus. 1758

Subordre: Labroidei
Família: LABRI DAE

Crenilabrus pavo = Symphodus (Crenilabrus) tinea
(Linnaeus, 1758)
Symphodus (Crenilabrus) ocellatus ocellatus (Forsskal. 1775)

Subordre: Nototheni idae
Família: NOTOTHENI IDAE

Eleginops maclovinus (Valenciennes, 1830)

Família: HARPAGI FER IDAE

terpagifer sp.

Família: CHANNICHTHYIDAE

Champsocechalus esox (Günther, 1861)

Subordre: Trachinoidei
Família: TRAGHI N IDAE

T räch i nus draco Linnaeus. 1758

PEB

H+H1
H+H1
H+H1
H+H1
H+H1

P
P

E
E

P

P

P
P

P
P
P
P

P
P

P
P

P

P

P

P

R e f e r è n c i a

Present treball
Present treball
Present treball
Present treball
Present treball

Kossel i Staudt, 1927
Yamakawa et al., 1916

Present treball
Present treball

Kadura et al., 1988

Nandi et al., 1979

Moav et al., 1974
Nandi et al., 1979

Yamakawa i Nokata, 1926
Ota et aU. 1966
Nandi et al., 1979
Nandi et al., 1979

Nandi et al., 1979
Nandi et al., 1979

Kossel, 1910
Present treball

Present treball

Present treball

Present treball

Present treball

Citat a

A
A

K

A
A

A
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O r d e n a c i ó t a x o n ò m i c a (cont.)

Família: URANOSCOPI DAE

Uranoscopus scaber Limaeus. 1758

Subordre: Blennîoidei
FamfLia: BLENNIIDAE

Lipoohrvs tngloides (Valenciennes, 1836)

Subordre: Gobioidei
Familia: GOB 1 1 DAE

Glossogobius giuris {Buchanan-Hamilton, 1877)

Subordre: Scombro i de i
Família: GEMPYLIDAE

Thyrsi tes atún (Euphrasen, 1791)
Thyrsi toides mar leyi Fowler. 1929

Família: TRICHIURIDAE

Lepidopus caudatus (Euphrasen. 1788)

Família: SCOMBRI DAE

Gymnosarda vaqaus = Katsuwonus pelamis (Linnaeus, 1758)
Pelamys sarda = Sarda sarda (Bloch, 1793)
Scomber sp.
Scomber japonicus Houttuyn, 1782
Scomber scombrus Linnaeus, 1758
Scomberemorus niphonius (Cuvier, 1831)
Thunnus alalunga (Bonnaterre. 1788)
Thunnus thynnus (Linnaeus, 1758)

Família: XIPHIIDAE

Xiphias gladius Linnaeus. 1758

Subordre: Stromateoidei
Família: CENTROLOPHIDAE

Hyperoqlyphe antárctica*
Schedoph i lus ovalis (Valenciennes. 1833)

Família: NOMEIDAE

Cubi ceps coeruleus*
Cubiceps brevimanus*

Família: STROMATEIDAE

Stromateus argenteus = Pampus argenteus (Euphrasen, 1788)

Subordre: Anabantoidei
Família: ANABANTIDAE

Anabas testudineus Valenciennes, 1836

Subordre: Channoidei
Familia: CHANNIDAE

Channa punctatus o be Ophicephalus punctatus*

Ordre: PLEURONECTI FORMES
Familia: PLEURONECTIDAE

Hippoalossus hippoglossus (Linnaeus, 1758)
'seudopleuronectes americanus (Ualbaum, 179H)

PEB

P

H

P

P
P

H+H1

P
P
P
P
P
P
P
P

P

P
P

P
P

P

P

H

E
E

R e f e r è n c i a

Present treball

Present treball

Mandi et al., 1979

Present treball
Kadura et al., 1988

Present treball

Yamakawa i Nokata, 1923
Kossel, 1913
Present treball
Kadura et al., 1988
Kurajeff, 1899
Yamakawa et al., 1916
Kossel i Staudt, 1927
Bretzel, 1973

Kossel, 1913

Kadura et al., 1988
Kadura et al., 1988

Kadura et a U, 1988
Kadura et al., 1988

Mandi et al., 1979

Mandi et al., 1979

Mandi et al., 1979

Hoir (Ph. D. T.), 1987
Kennedy i D avi es, 1980

Citat a

A
A

A
A
A
K

A

K
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O r d e n a c i ó t a x o n ò m i c a (cont.)

Ordre: TETRAOOONTI FORMES
Familia: TETRAOOONTIDAE

Sphoeroides pardal is*
Sphoeroides rubripes*

PEB

P
P

R e f e r è n c i a

Yamakawa et al., 1923
Yamakawa et al., 1923

Citat a

A
A
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