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Abstract

The pattern of nuclear sperm basic proteins (SBP) in

externally fertilizing Archaeogastropods is a very simple
one. It mainly consists in one major protamine, which co

tains from 80 to 110 amino acids in almost all the families

of the group, and from 210 to 230 amino acids in one par

ticular case, namely Fàm. Patellacea. The pattern in Meso

gastropods and Neogastropods, which present internal fer

tilization, is more complex, and the sizes of the protami
nes range from 40 to 50 amino acids.

The capacity for DNA compactation of these protamines
is quite similar, being slightly superior in the case of

Meso and Neogastropods.
We also discuss the possible correlation between the

changes in the SBP�pattern and the ones observed in the

spermiogenesis and the biology of fertilization.

Key· words: Gastropods, spermiogenesis, sperm basic pro

teins, protamines, fertilization biology.

Introducció

El nucli dels espermatozoides sol contenir, associa

des amb el DNA, unes proteïnes bàsiques, les protamines,
que presenten un grau molt elevat de variabilitat entre

les diferents espècies animals (BLOCH, 1969; SUBTRANA

.,1983; KASINSKY, 1989). Un exemple d.taque s ta varia-
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bilitat es d6na en el filum deIs Mol.luscs, les espècies
del qual han estat estudiades fins al moment (SUBIRANA et

al., 19'13; BALHORN et al., 1979; ZALENSKY and ZALENSKAYA,
1980; AUSIO, 1986; AUSIO and VAN HOLDE, 1988; WOUTERS-TY

ROU et al., 1988; SUBIRANA and COLOM, 1987; COLOM and SU

BIRANA, 1981) mostren clares diferències en el patr6 elec

troforètic de llurs proteïnes espermàtiques, composici6
d'aminoàcids i tamany de les molècules. Tot aix6 fa que
les relacions entre les proteïnes i els possibles meca�� -

nismes que han donat lloc a una tal diversitat dins del

grup restin encara foscos.

Hem escollit per a estudiar les proteïnes nuclears dels

espermatozoides el grup dels Gasteròpodes Prosobranquis,
per ser una Subclasse bastant complexa pel què fa a hàbi

tats i estratègies reproductives. Dels tres Ordres que la

formen, un d'ells, l'O. Arqueogasteròpodes, conté princi
palment espècies de fertilitzaci6 externa, mentre que la

r�sta d'ordres, Mesogasteròpodes i Neogasteròpodes, pre�
senten fertilitzaci6 interna.

Una altra característica en la qual es poden observar

certes diferències entre els ordres és la forma de l'es

permatozoide, essent en els Arqueogasteròpodes de-tipus
primitiu, segons la classificaci6 de FRANZEN (1955, 1956,
1970), i de tipus modificat en els dos ordres restants

(WIRTH, 1984), amb l'ocurrència en alguns casos dels ano-

menats paraespermatozoides (FRANZEN, 1955, 1970). Sembla

que existeix una correlaci6 entre la morfologia de l'es

permatozoide i el tipus de reproducci6 de l'espècie.
D'altra banda, en estudis al Microscopi Electrònic so-

bre el procés de condensaci6 de la cromatina espermàtica
(AZEVEDO, 1981; MAXWELL.; 1983; AZEVEDO et aI, 1985; HODG

SON and BERNARD, 1988; WALKER and MCGREGOR, 1968; JARAMI

LLO et aI, 1988; BUCKLAND-NICKS et aI, 1983; WEST, 1978;
HEALY, 1983) s'observa que els Arqueogasteròpodes mostren

un patr6 de condensaci6 de la cromatina relativament sim

ple, amb la formaci6 de grànuls que es compacten per coa

lescència, mentre que en Meso i Neogasteròpodes el patr6
de condensaci6 és més complex, amb l'aparició de fibres
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i lamel.les en els darrer� estadis de compactaci6 (AMOR,
1987) .

Podem establir, doncs, una correlaci6 entre el patr6
de condensaci6 de la cromatina, la morfologia de l'esper
matozoide i la biologia de la fertilitzaci6 d'una espècie.
Es per aix6 que considerem aquest grup molt adequat per

a estudiar les característiques de les protamines, les

quals participen de forma important en el procés de com

pacta?i6 del nucli (FAWCETT, 1971).
,

I
I Materials i Mètodes

Les espècies usades en aquest treball s6n les següents:
Scl. Prosobranquis, O. Arqueogasteròpodes, Fam. Patella

cis: Acmaea mitra, Notoacmaea persona, N. scutum, Colli

sella digitalis, �. pelta; Fam. Fissurel.lacis: Diodora

sp., Fissurella picta; Fam. Trocacis: Astraea gi.bberosa,
Tegula funebralis, Calliostoma ligatum, Gibbula divarica

ta; O. Mesogasteròpodes, Fam. Littorinacis: Littorina scu

tulata; Fam. Naticacis: Polynices lewisii; O. Neogasterò
podes, Fam. Muricacis: Murex brandaris, Nucella canalicu

lata, �. marginata.
Es van usar gònades madures i espermatozoides per a ob

tenir nuclis segons SUBlRANA et al. (1973), homogeneïtzant
el material en els següents tampons: Sacarosa 0.25 M/CaC12
3 mM/Tris 10 mM pH 7.0 amb Clorur de Benzamidina com a in

hibidor de les proteases, Tris 10 mM/ EDTA 20 mM pH 7.0 i

Tris 10 mM, centrifugant entre cada pas a 2000xg durant 5

minuts. Totes les operaciohs es van dur a terme per dupli
cat i en fred. Les proteïnes nuclears van ser extretes a

partir del darrer sediment, que contenia els nuclis dels

espermatozoides L espermàtides avençades, amb àcid acètic

al 5% (en el cas de �. brandaris), 35% (amb l'excepci6 de

la Fam. Patellacis, a causa de la petita quantitat de ma

terial disponible) i HCl 0.4 N, successivament. Els ex

tractes van ser precipitats amb 6 volums d' acetona, L les

proteïnes van ser rentades successivament amb acetona aci

dificada i acetona pura.
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Amb les proteïnes seques es van dur a terme electrofo
resis segons el mètode de PANYIM & CHALKLEY (1969).

L'estimació dels pesos moleculars de les principals ban

des de cada espècie es va dur a terme amb gels d'Acrilami
da/Urea (COLOM and SUBIRANA, 1979), usant com a estàndars

protamines de pes molecular conegut i una histona somàti
ca.

Les bandes electroforètiques dels diferents extractes
van ser quantificades mitjançant microdensitometria.

Resultats

I. Proteïnes bàsiques presents en els espermatozoides
de Prosobranquis de fertilització externa:

a) Trocacis i Fissurel.lacis: Els patrons electroforè
tics que presenten les espècies pertanyents a aquestes dues
famílies són reLativament simples i bastant similars entre

ells (Fig. 1). Les característiques principals són la pre
sència d 'Ulles bandes minoritàries de baixa mobi.litat elec .....

troforètica que, per córrer en la zona de les histones ano

menarem Ph, i que són en part extretes amb àcid acètic 35%.
En alguns casos (�. gibberosa, pou h; C. ligatum, pou j),
a causa de la no completa maduresa de les gònades, en l'ex
tracte d'acètic apareixen també restes d'histones somàti
ques. Un altre tret comú en la família dels Tròquids, si bé
no en la dels Fissurel.lacis, és la presència d'unes ban
des de mobilitat intermitja, que poden osci.l .. lar en nombre
d'ú a tres, i que anomenarem Pi. Són també bastant minori
tàries L extretes en part amb acètic 35%.. El que si és un

tret comú en totes les espècies d'aquestes dues famílies
és l'existència d'una banda majoritària (més del 80% de.L
total) d'elevada mobilitat, i que representa la protamina
principal, P, només present en l'extracte HCl 0.4 N. Llurs

característiques electroforètiques revelen un elevat con

tingut en aminoàcids bàsics. Les mobilitats electroforèti
ques de les espècies estudiades en aquest treball í llur

pes molecular estimat són presents a La Taula I ..

SUBIRANA et al. (1973) van estima.r el pes molecular de
la protamina P de G. divaricata i van analitzar la seva
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composició d'amino-acids. Amb un tamany aproximat d.'uns

100 aminoàcids, conté sobre un 56% d'arginina i un 5.8%

de lisina. Considerant tots aquests resultats podria ser

adequat pensar que les protamines principals dels Arqueo
gasteròpodes de fertilització externa pertanyents a les

families Trocacis i Fissurel.lacis són unes protelnes d'un

tamany en t.re í.ê O .. i 110 aminoàcids, la major part d'ells de

tipus bê s.tc , i que coexisteixen en l' espermatozoide amb

petites quantitats d'altres protelnes (Ph), que podrien
ser similars a les histones somàtiques com l'H2b .(COLOM
and SUBIRANA, 1981).

_'_I
i -

i
;

I
I
r
t

l
9 h

�

¡
i

.' ;.

J'
.

I·
1

..
:�
! -,';

.

l
.

.-

f

•... __ I
•

-¡

¡ •

:",;.:: .

:-
¡

:.- �
¡

1.1, 1I ,

; i

l l

t�:� �
-¡ !
� .

I
., ¡ I

l' I.1
I

. �
i

¡

I

I
�:
f

mn

I
i

.1
, I

.J 'I
k I

.Fig.1: Patró electroforètic de les protelnes nuclears dels
espermatozoides de 6 espècies de Trócacis i Fissurel.lacis.
Els pous b, d, f, h, j i l contenen les proteïnes extretes
amb àcid acètic 35%i els pous c, e, g, i, k contenen les
proteïnes extretes amb HCI 0.4 Ni els pous a i n mostren

respectivament un estàndar d' histones somàtiques i seIm.í.na .

Les espècies són: Diodora sp. (b, e) i .E:_. picta (d, e) i T�"
funebralis (f, g)i A. gibber.osa (h"i)i C. ligatum (j, k)
i G. divaricata (l,-m).
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b) Patellacis: En aquesta família el patr6 electroforè
tic de les proteïnes presents en l'espermatozoide és bas

tant diferent al de les dues famílies descrites anterior
ment. Els resultats mostren l'existència d'una única pro

tamina, de migraci6 mòlt lenta, però de composici6 molt

similar a la protamina principal de G. divaricata (SUBlRA
NA et al., 1973). Nosaltres hem estudiat la migraci6 elec
troforètica. dels extractes totals de cinc espècies de Pa

tellacis (Fig. 2). En tots els casos la protamina princi
pal correspón a una banda de mobilitat molt baixa, i que
en alguns caso� (N. persona, pou c; N. scutum, �ou d) pot
ser representada per dues bandes de migraci6 simi.lar. Els

pesos moleculars estimats de les protamines d'aquestes cinc

espècies i llurs mobilitats relatives són també presents
a la Taula I. Malgrat la diferència de comportament elec

troforètic respecte les protamines d'altres Arqueogaste
ròpodes, s'han trobat fortes similituds en la composició
d'aminoàcids, amb petites variacions en el percentatge d'ar

giI):ina_:.(major en G. divaricata) i de lisina (major en Pate
lla vulgata) (SUBlRANA et al., 1973).

Fig. 2: Patrons
electroforètics
de SBP a Patellids.
Els pous a, g
contenen estàndars
d' histones i prota
mina de G. divari
cata
-_.

-

-

• "._t

respectivament •

Les pxo t.e Lne s", ex

tretes amb HCl 0.4
N, .pertanyen a les
següents espècies:
A. mi.tra (b), N.

persona (c), N�
scutum· (d), C-::- di
gi.talis (e) ,-i C.
pel ta (f).
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II. Proteïnes bàsiques presents en els espermatozoides
de Prosobranquis de fertilització interna: La Fig. 3 A mos

tra les mobilitats electroforètiques de les proteïnes proce
dents de nuclis testiculars madurs de dues espècies de Meso

gasteròpodes (L. scutulata, pous b, Ci P. lewisii, pous d, e),
i les Fig. 3 a i e mostren el mateix en tres espècies de Neo

gasteròpodes,' totes elles pertanyents a la familia dels Mu

ricids (W. canaliculata, pous h, ii N. marginata, pous j, ki

�. brandaris, pou 1). Malgrat s'observen certes variac�ons
entre espècies, alguns trets comuns són bastant evidents. Un

d'ells §s que les h�stones, si apareixen, ho fan en una pro

porció molt minsa en els nuclis testiculars madurs. Ademês,
les bandes principals presenten en tots els casos mobilitats

electroforètiques majors que la de la protamina de G. divari

cata, usada com a estàndar de migració. En tots els casos a

pareix mês d'una protamina P d'elevada mobilitat, i tambê
ês comú el fet que apareixen altres proteïnes mês lente. La

migració i el pes molecular estimat de les bandes principals
apareixen a la Tarila I.
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Espècie a b

Prosobranquis de
fertilització externa

Patellacis:

A. mitra 0.22 224 aa

N. persona 0.24 219 aa

0,25 214 aa

N. scutum 0.24 219 aa

0.25 214 aa

c. di.gitalis 0.25 216 ·aa

c. pelta 0.25 214 aa

Trocacis:
A. gibberosa 0.54 94 aa

T. funebralis 0,.58 91 aa

c. ligatum 0.58 91 aa

G. divaricata 0.52 104 aa

Fissurel.lacis:

F. picta 0.60 85 aa

D'iodora sp. 0.64 77 aa

-,

Prosobranquis de
fertilització interna

Mesogasteròpodes:
L. scutulata 0.78 57 aa

0.82 52 aa

0.85 48 aa

P. lewisii (major component) 0.87 45 aa

Neogasteròpodes:
M. brandaris 0.77 59 aa

0.86 46 aa

0.90 41 aa

N. canaliculata 0.79 54 aa

(major component)
N. marginata 0.79 54 aa

Taula I: a) mobilitats de les protamines P dels Mol.luscs

Prosobranquis estudiats, referides a la mobilitat de la

salmina, presa com a mobilitat unitat.

b) estimació del nombre d'aminoàcids d'aquestes protamines
a partir de la seva mobilitat electroforètica en gels 15%

acrilamida/acètic/urea (vegeu Materials i Mètodes)



Discussió

Els resultats exposats ens mostren que en els Prosobran
quis de fertilització externa es donen dos patrons de pro
teïnes presents en els nuclis dels espermatozoides bastant
diferenciats: un d'ells correspón a les Fam. Trocacis i Fis

surel.lacis, i l'altre correspón a la Fam. Patellacis. D'al
tra banda, treballs anteriors (SUBIRANA et al, 1973; BALHORN
et al, 1979) mostren' que altres famílies d'Arqueogasteròpo
des presenten un patró bastant similar al descrit per a les
Fam. Trocacis i Fissurel.lacis. Sembla, per tant, que el

contingut proteic dels nuclis dels espermatozoides en els

Prosobranquis de fertilització externa és representat prin
cipalement per una proteïna molt bàsica, de 80 a 110 aa de

longitud, amb l'excepció dels Patellacis, els quals expres
sen una proteïna bastant més llarga (210-230 aa). Encara és
fosca la relació entre aquests dos tipus de proteïnes, mal

grat ser bastant similars en c ompo s Lc í.ê d:':amínoàcids.
D'altra banda, les proteïnes principals de les espècies

de Meso i Neogasteròpodes són menors en tamany i majors en

nombre.

Sembla, doncs, que amb el pas a la fertilitzaci6 interna
es dóna un increment paral.lel de la complexitat del patró
electroforètic, així corn del procés de condensació de la
cromatina espermàtica i de la forma de l'espermatozoide.
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