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. INTRODUCCIO

PART A: Espermatogénesi dels Cefalopodes

I. INTRODUCCIO

I.1.Primers estudis sobre [I'espermatogénesi dels Cefalopodes per
microscopia optica.

Un dels estudis pioners que descriy I'espermatogénesi i I'espermatozoide
madur dels Cefalopodes data del 1955, on Ake Franzén a través de la microscopia
optica en fa una descripcié morfoldgica i una comparacio entre les diferents especies
estudiades.

Franzén (1955) va estudiar amb el microscopi optic i microscopi de contrast de
fase dues espécies de Cefaldopodes Decapodes: Sepietta oweniana i Loligo forbesi.

(Fig. 1.1)

Fig. I.1: Espermatogénesi i espermatozoide madur de Sepietta oweniana (140-142) i
Loligo forbesi (143-146). 140-141, espermatides, 142, espermatozoide madur; 143-
145, espermatides, 146, espermatozoide madur, on la cua mesura 60um i el cap (nucli
més acrosoma) unes 9 pm aproximadament. 4000X. Figura extreta de Franzén
(1955). A: acrosoma; nv: vesicula nuclear; m: funda de mitocondris; c: centriols; d:
dictiosomes.
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l. INTRODUCCIO

En aquest treball I'autor descriu I'espermatozoide madur de Sepietta oweniana:
el cap de I'espermatozoide presenta una forma lleugerament corbada, que es fa una
mica més estreta cap a l'extrem anterior. L'acrosoma consisteix en una esfera
altament refractant de forma elongada (Fig. 1.1 142). La cua mesura unes 80um de
llarg i s'inicia en un lateral de la part posterior del nucli (Fig. 1.1, 142). En
I'espermatozoide madur, Franzén descriu que els mitocondris formen un apéndix de
forma conica i que se situa en un lateral de la cua. Fa també una breu descripcié de
I'espermiogénesi i les espermatides i defineix que les vesicules de Golgi, migren cap a
la part anterior del nucli on s’hi van depositant per acabar formant I'acrosoma; els
mitocondris es troben primer dispersos en el citoplasma de 'espermatida temprana, i
més endavant en I'espermiogénesi, formen un apéndix a la base del nucli. També
menciona que en el procés de I'espermiogénesi, el nucli de I'espermatida experimenta
una elongacio.

En el mateix treball, Franzén també examina les cél-lules espermatiques de
Loligo forbesi (Fig. 1.1 143-146) i espécies representatives del genere Rossia;
d’aquestes observacions, conclou que els tres tipus d’espermatozoides presenten
moltes similituds, i els agrupa en un mateix tipus. Afirma que els espermatozoides dels
Cefaldopodes son espermatozoides modificats (respecte I'espermatozoide de tipus
primitiu) i que un tipus seria el dels Decapodes (Sepietta, Rossia, Loligo), i un segon
tipus bastant diferent, correspondria a Eledone.

Més endavant, (Franzén 1956) lautor complementa aquestes primeres
observacions, estudiant I'espermiogenesi del Cefalopode Octopode Eledone cirrhosa
(Fig. 11.2), i compara I'espermatozoide madur d’aquesta espécie amb dues espécies
més d'Octopodes (Octopus defilippi i Octopus tetracirrus) descrites préviament per
Thesing (1904),

En primer lloc Franzén observa que les espermatides tempranes d’Eledone
cirrhosa son relativament llargues; observa també els mitocondris situats primer
propers a la zona de la cua on es troben més dispersos, i més endavant formen una
funda més compacte (Fig. .2, 155-156). Descriu la preséncia de dictiosomes (que
formaran més endavant l'acrosoma) a la part anterior del nucli (Fig. 1.2,151).
L’acrosoma primer adopta una forma com de “bombolla” situada a la part anterior del
nucli, i més tard en I'espermiogénesi esdevé una estructura allargada en forma de
vareta (Fig. 1.2, 152).
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Fig.l.2: Espermiogenesi d’Eledone cirrhosa. Imatges 151-154: espermatides
tempranes, 155: espermatida avancada; 156a: part anterior de I'espermatozoide
madur; 156b: part anterior del cap de I'espermatozoide; 157: espermatozoide madur
sencer. d: dictiosomes; m: mitocondris; a: acrosoma; n: nucli; nv: vesicula neutre; ge:
gra electrodens; af: filament axial; h: cap; mp: pega mitja; rc: citoplasma residual.
Augments: 151-156a: 2160X; 156b:4800X; 157:184X.
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l. INTRODUCCIO

Posteriorment en 'espermiogénesi el nucli sofreix una important elongacio,
alhora durant aquesta transformaci6 del nucli, la gran majoria del nucleoplasma és
eliminat. (Fig. 1.2, 153-155).

En el mateix treball 'autor descriu I'espermatozoide d’Eledone cirrhosa: és una
cel-lula molt llarga de 630um de llarg (de fet extremadament llarga tenint en compte
com son els espermatozoides de la resta de Cefalopodes). El cap conté el nucli que
adopta una forma d'espiral d’aproximadament 42 voltes. L'acrosoma també esta
espiralat i té tres voltes. Es troba a la part més anterior del cap com una continuacié
del nucli (Fig. 1.2, 156b).

Franzén contraposa aquestes observacions fetes amb I'espermiogénesi i
espermatozoide dels Cefalopodes Octopodes Octopus vulgaris (descrit previament per
Monné ,1933 ) i Octopus defilippi i O. Tetracirrus (Thesing,1904). En aquestes
primeres comparacions, I'autor comenta que els espermatozoides madurs descrits per
Thesing i Monné corresponen a un estadi de I'espermiogénesi d’Eledone cirrhosa,
similar a l'espermatida que mostra la Fig. 1.2, 154, llencant la idea que en
I'espermiogénesi d’Eledone cirrhosa s’hi ha afegit una nova fase que condueix a un
espermatozoide més canviat i espiralat que en els altres Octopodes.

Comparant aquests resultats amb els obtinguts en el treball de I'any 1955,
Franzén comenta com en els Cefaldpodes Decapodes, malgrat presentar un
espermatozoide de tipus modificat, les diferéncies morfologiques no sén tant grans
com les observades en els Octopodes.

Uns anys després, (Franzén 1967), donada la gran variabilitat descrita fins al
moment en els espermatozoides de les espécies de Cefaldopodes estudiades, Franzén
segueix aprofundint més fent investigacions de microscopia Optica sobre
I'espermatogénesi de més espécies de Cefaldopodes Octopodes. En aquest estudi, per
tal d’'obtenir informacié de la possible variacidé entre espécies del mateix genere,
descriu I'espermiogenesi i espermatozoide de quatre espécies d’Octopus (O.vulgaris
Lamark, O.defilippi Verany, O.tetracirrus Delle Chiaje i O.macropus Risso), i també
d’Eledone moschatta (Lamark) .
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Fig. 1.3: Espermiogénesi d’O.vulgaris. (Franzén 1967). 1,2: Espermatides
tempranes, 3-5: espermatides avancades, 6: Espermatozoide madur.

d. dictiosoma, m: mitocondris, ge: complex de Golgi, cph: citofor, nv: vacuol, a:
acrosoma, n: nucli, mp: pega mitja; nv: vesicula neutre.

Les espermatides tempranes d’O.vulgaris son cél-lules de nucli i citoplasma
rodd que presenten en un pol un complex de Golgi de 2 o 3 dicitosomes altament
refractant, i un gran vacuol, que més endavant es fusionaran per donar lloc als primers
estadis del que sera I'acrosoma. En el pol oposat, hi ha mitocondris un filament que

ddna lloc a la cua,(Fig. 1.3,1).

L’acrosoma primer adopta una forma esférica i posteriorment més conica, en
forma de vareta. Juntament amb el procés de formacié de 'acrosoma, el nucli sofreix
una elongacié i disminueix en volum. ( Fig. 1.3, 3-4). A la base del nucli, els
mitocondris es concentren i es disposen en paral-lel a ell.
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Al llarg d’aquest procés d’elongacid i disminucié de volum del nucli, la gran
majoria de citoplasma és eliminat, essent expulsat gradualment per la part apical de la
cellula, i les espermatides avancades, queden unides a través d’'aquest citoplasma
comu residual, el quan no contribueix a la formacié de 'esperma madur, i presenta un
aspecte granulds, uns punts marronosos, cossos refractants i vesicules neutres.

L’espermatozoide madur d’O.vulgaris (Fig. 1.3, 6), presenta un nucli llarg i amb
forma de vareta; a la part més anterior del cap, hi ha 'acrosoma que es troba espiralat
(presentant de 5 a 5.5 voltes en sentit horari). El citoplasma, recobreix el filament (cua)
en una capa molt fina, que encara esdevé més translucida a la pega mitja, on s’hi
troben els mitocondris disposats en forma de beina a la base del nucli.

La seguent figura, mostra les observacions fetes per Franzén d’altres espécies
d’'Octopus: Fig. 1.4, 7-10 correspon a Octopus defilippi, Fig. 1.4,11-12, O.tetracirrus i
Fig. 1.4,13-15, O.macropus. Com mostren les il-lustracions, i tal i com menciona
l'autor, les espermatogenesi d’aquestes especies soén molt similars a la descrita per
O.vulgaris. En el cas de I'espermatozoide d’O.defilippi, presenta una morfologia del
cap peculiar d'aquesta espécie: el nucli és gairebé el doble de llarg que el
d’O.vulgaris, i 'acrosoma es troba corbat, de manera que forma un angle amb el nucli
(comparar Fig. 1.3, 6 amb Fig. 1.4, 10).

=
-
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Fig. 1.4 (pagina anterior). Espermatogénesi d’Octopus: 7-10: O. defilippi, 11-12:
O.tetracirrus, 13-15: O. macropus. Figs.7-9: espermatides, 10: part anterior de
espermatozoide madur. Fig. 11-12:espermatides. Fig. 13: espermatida, 14-15:
gairebé espermatozoide madur. a. Acrosoma, cph: citdfor, d: dictiosoma, e: “end
piece”, ge: element de Golgi, m: mitocondris, mp: peca mitja, ms: esferes de
mitocondris, n: nucli, nv: vacuol neutral, rc: citoplasma residual, t:cua.

Després de les observacions de I'espermiogénesi d’Eledone moschata Franzén
afirma que els primers estadis de I'espermatogénesi d’Eledone i Octopus eren
similars; i va proposar que en Eledone a partir d'un estadi similar al de la Fig. 1.4, 14 el
nucli i 'acrosoma inicien un procés d’espiralitzacio, donant lloc a un espermatozoide
madur que presenta un nucli helicoidal (de 42 voltes en sentit horari aproximadament)
i un acrosoma també helicoidal d’'unes 1.5 voltes també en sentit horari. (Fig. 5.1).
L’espermatozoide madur d’Eledone moschata mesura unes 195um i el cap (nucli i

acrosoma) representa aproximadament una novena part de tot I'espermatozoide
sencer.

B ———

31



LINTRODUCCIO

Fig. 1.5 (pagina anterior): Espermiogénesi d’Eledone moschatta. Figs. 23-26:
espermatides, 16: part anterior de I'espermatozoide madur, 17. part anterior del cap
mostrant el nucli i acrosoma espiralats.

En aquests primers estudis morfoldgics de microscopia optica, Franzén
atribueix la gran variabilitat morfologica observada en els espermatozoides dels
Cefaldopodes a la biologia de la fecundacié d’aquests grup: en el cas dels Cefaldpodes
Decapodes (Sepietta, Rossia, Loligo) els espermatofors son transferits a la cavitat del
mantell de la femella, (en la membrana bucal, prop de 'oviducte); i I'espermatozoide
fertilitza I'oocit en el fluid d’aquesta cavitat del mantell, essent doncs una fecundacié
externa a I'animal. En els cas dels Cefaldpodes Octopodes, presenten una fecundaciéd
interna real, ja que I'espermatozoide fecunda 'odcit dins I'ovari.

l.2- Estudis posteriors a nivell d’ultraestructura amb el microscopi electronic

Més endavant, els treballs de microscopia electronica de transmissio (i també
la microscopia electronica d’'escaneig) que permet una visi6 de la cellula a nivell
ultraestructural, han aportat una gran quantitat d’informacié molt valuosa per entendre
molt millor el procés de diferenciaci6 de I'espermatida a espermatozoide.

En aquest apartat de la introduccio fem un repas dels estudis d’ultraestructura
de I'espermatogénesi dels Cefaldpodes, donant més émfasi i fent una referéncia
especial a la forma que adopta el nucli espermatic (nucleomorfogenesi) i a la
condensacio de la cromatina espermiogénica (patré de condensacié de la cromatina),
ja que aquests sén els dos principals aspectes que nosaltres aprofundim en aquest
treball.

1.2.1.- Decapodes

Maxwell (1975) va estudiar I'espermatogénesi completa dels Cefaldopodes
Decapodes Eusepia officinalis, (actualment anomenada Sepia officinalis), Loligo
forbesi i Alloteuthis subulata primer a nivell de microscopia optica i també per primera
vegada, a nivell d'ultraestructura.
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Amb el microscopi optic, addicionalment del que ja havia observat Franzén
(1955), Maxwell diu que en l'espermatida temprana el proacrosoma i els mitocondris
delimiten un eix longitudinal en el cap de I'espermatozoide. L'autor comenta que en
realitat I'espermatida temprana no experimenta una elongacid, sind que la
condensacid de I'espermatida és el resultat de la reduccié de la seccio transversal.

A nivell d'ultraestructura, el proacrosoma al llarg de I'espermiogénesi no
sembla adoptar una estructura interna clara, siné que més aviat incrementa de tamany
adoptant una estructura esférica i per la zona de contacte amb el nucli la membrana
interna de 'acrosoma es fa més gruixuda i s’electrodensifica.

Fig..6: Condensacié de la cromatina espermiogénica en Eusepia officinalis.
(Maxwell, 1975) A: Secci6 transversal d’una espermatida quan la cromatina es troba
organitzada en granuls i els microtubuls perinuclears (mt) ja hi sén presents. Augment:
35.000X B: Secci6 longitudinal d’'un nucli on es mostra la orientacié de les fibres de
cromatina. Augment: 25.925X.
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En quan a l'espermiogeénesi, Maxwell parla del nucli i la condensaci6 de la
cromatina i descriu que en I'espermatida temprana el nuclii és rodd i la cromatina es
troba inicialment difosa i disposada a latzar, i després es distribueix de manera
homogénia i uniforme en granuls que mesuren 20nm de gruix. Després la cromatina
segueix un patro primer en filaments prims (normalment disposats a I'eix acrosoma
/centriols) i després en estadis més avancats, esdevenen fibres de 40nm de diametre
en seccid transversal (Fig. .6B).

També descriu la preséncia de microtubuls que es troben a la periféria de la
membrana nuclear: en espermatida temprana (quan el nucli encara és rodo) (Fig.
|.6A), observa varis punts en la membrana nuclear externa, que sén les molécules
precursores de I'anell de microtubuls perinuclears que s'observa més endavant en
I'espermiogénesi. Aquests microtibuls es troben primer aproximadament en el pla de
'espermatida que va de I'acrosomalcentriol, i després adopten una orientacié més
helicoidal; també a mesura que avanca l'espermiogenesi els microtubuls es van
aproximant entre ells fins que a 'espermatozoide madur, es troben juxtaposats.

En [l'espermatozoide madur, Maxwell no presenta gaires diferéncies
morfologiques d’entre les tres especies estudiades, el nucli té una llargada entre 6 i 8
Mm i mesura 1um d’ample en les tres espécies.

Durant la mateixa época, en unes notes preliminars de l'autor, (Bergstrom,
B.,and Arnold, J.M. 1974) Bergstrom va observar també que els microtibuls de
llargada considerable, es trobaven en paral-lel al llarg de I'eix de espermatida en
elongacio; en seccio transversal, observa la formacié d’un complex entre microtibuls,
cromatina i membrana nuclear en I'espermiogénesi del Cefalopode Decapode Loligo
pealei .(Fig. 1.7A) en el detall de la Fig.l.7B es pot veure com les membranes de
'embolcall nuclear es troben fusionades on hi ha la cromatina per la membrana
interna i el microtubul per la membrana externa, Beverley observa també que a
vegades hi ha com un brag entre microtubuls i membrana nuclear externa.

En aquest treball preliminar, 'autor proposa que el procés de condensacié de la
cromatina no sols bé determinat i controlat genéticament per la interacci6 DNA-
protamina (nucliprotamina) siné que, a diferéncia d’altres autors (Fawcett, 1971) els
microtubuls també participarien en el procés de condensacié del material genetic. El
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Fig. 1.7: A: Seccio longitudinal d’'una espermatida en maduracié. (Bergstrom,
B.,and Arnold, J.M. 1974). Es poden veure els microtibuls (mt) de la manchette en la
mateixa direccié que la cromatina en condensacié (ch) dins el nucli de I'espermatida.
Les fibres de cromatina esta formada de varies “tires” (s) que es troben
interconnectades entre elles (y). B: Detall de la periféria nuclear en seccié
transversal d’una espermatida en maduracié. El detall mostra el complex:
microtubuls / membrana nuclear /i cromatina. Fixar-se que la doble membrana de la
bicapa lipidica en les zones de contacte esta fusionada. En alguns casos, un “brag” (a)
connecta els microtubuls (mt) i 'embolcall nuclear (ne). Les fibres de cromatina en
condensacio (ch) es troben interconnectades per petits filaments (f).

complex cromatina-embolcall nuclear-microtubuls observat el Loligo pealei demostra
una interacci6 entre microtubuls i cromatina en condensacié fet que porta a l'autor a
pensar en la possibilitat que els microtubuls puguin influenciar el posicionament de la
cromatina en el nucli.

L’espermatozoide de Rossia pacifica també va ser estudiat tant amb
microscopia oOptica com electronica, per Fileds and Thompson, 1975,
L’espermatozoide de R.pacifica, com en tots els Cefalopodes Decapodes, presenta al
lateral posterior del nucli, la invaginacié de la fossa centriolar, d’'on s’origina la cua de
I'espermatozoide. També els mitocondris es troben situats en un apéndix al lateral
posterior del nucli. A nivell ultraestructural 'espermatozoide del Decapode presenta
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les anomenades ODFs (Outer Dense Fibers), unes fibres que envolten 'axonema en
I'espermatozoide i que aporta al flagell for¢a de propulsié. Fins al moment les ODFs
només havien estat descrites en els Octopodes (Galangau i Tuzet,1968b; Longo and
Anderson; 1970, Mawxell; 1974).
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Fig. 1.8: Ultraestructura de la part anterior de I'espermatozoide madur de Rossia
pacifica. (Fields and Thompson, 1975). N: nucli; CF: Fossa centriolar que conté els
centriols; AA: atri annular; A: anell centriolar, SPM: Membrana plasmatica de
I'espermatozoide; COF: Coarse outer fibers (ODFs); MS: mitocondria spurr.
Augments: 34.900X

J. M. Healy es va dedicar també a partir de la década dels 90 a l'estudi de
I'espermatozoide i espermiogénesi dels Cefalopodes; els seus treballs a més a més
de descriure morfoldgicament el gameta masculi de varies espécies, es caracteritzen
també per la comparacié amb d’altres Cefalopodes i establir una possible relacié
filogenética entre ells.

Spirula spirula (Linné), és una de les espécies estudiades per aquest autor
(Healy, (1990). S.spirula, és un Cefaldpode que pertany al 'ordre Spirulida, pero les
observacions ultraestructurals de I'espermiogénesi i de I'espermatozoide madur
d'aquesta espécie la relaciona clarament amb els Sepids (Sepiida), les sépies;
Teuthids (Teuthida) , els calamars, (Loligo sp. Allotheuthis sp.) i sobretot als Sepiolids
(Sepiolida),(Rossia sp. Sepietta sp.). La figura 1.9 representa un resum de les
observacions fetes per I'autor.
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L’espermatocit primari d’Spirula és una cel-lula de nucli ovoide de 5-6um de
diametre amb mitocondris petits i rodons en el citoplasma. Les espermatides
tempranes, intercomunicades entre elles mitjancant ponts citoplasmatics, presenten
un nucli rodé (3.3um de diametre aprox.), que es troba polaritzat degut a la preséncia
de la vesicula acrosomica i els centriols.

L’ espermatida intermédia inicialment presenta un nucli similar amb de
I'espermatida rodona, amb zones més electrodenses de cromatina (Fig. 1.9A), perd
més endavant, la cromatina s’organitza en fibres disposades longitudinalment a I'eix
acrosoma/centriols. (Figs. 1.9B i C). Els mitocondris migren cap a la base del nucli on
formara una funda que rodejara el flagell en I'espermatozoide madur. Es també en
aquestes fases que es poden veure els microtubuls perinuclears (Fig. B, mt).

En els dltims estadis de I'espermatogénesi, les fibres de cromatina es van
condensant i fent més gruixudes a través d’una fusio lateral de les mateixes,(Fig. [.9D i
E) i gradualment el nucli disminueix en diametre, i adopta un aspecte més electrodens
i homogeni. (Fig. |.9F).

L’espermatozoide madur consisteix en acrosoma, nucli, flagel i una funda de
mitocondris periflagellar. El nucli és cilindric de 6.8-7 um de llarg i uniformement
electrodens. La invaginacié basal es troba posicionada en un lateral. Per la part
posterior del nucli, una capa de mitocondris es troba envoltant el flagell en els seus
primers 6-8um. El flagel mesura aproximadament 100um i es compon d’'un axonema
en estructura 9+2 rodejada per nou fibres ODFs.
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Fig. 1.9 (pagina anterior): Resum de I'espermiogénesi d’Spirula spirula. Healy, J.
(1990). A: Espermatida intermedia, la vesicula acrosomica i el flagel-centriol es troben
disposats de manera longitudinal entre ells. L’aparell de Golgi es troba a prop de la
vesicula acrosomica Augments: 12.072X. B: Seccio longitudinal d’una espermatida
avangada, on es pot veure el nucli sencer, la base de 'acrosoma, els microtbuls i la
porcid proximal de la beina de mitocondris i el flagell. Augments: 13.429X. C: Seccio
longitudinal on es mostra el centriol situat a la invaginacio del nucli, el flagell, la beina
de mitocondris i els microtubuls. Augments: 25.800X. D: Secci6 transversal del nucli
d’'una espermatida avangada, on es mostra les fibres gruixudes. Augments: 29.074X
E: Detall dels microtubuls perinuclears. Augments: 69.858X. F: Nucli i acrosoma d’'un
espermatozoide gairebé madur. La fletxa indica I'apex de I'acrosoma. Augments:
15.125X. av: vesicula acrosomica; c: centriol; f: flagel; mt: microtubuls; n: nucli; p:
funda de la vesicula acrosomica; sl: beina de mitocondris; sm: material subacrosomic;
G: Aparell de Golgi.

En l'tltim capitol d’aquest treball, 'autor presenta un diagrama-resum de la
morfologia dels espermatozoides estudiats fins al moment dels Coleoids, entre ells
S.Spirula, establint una relacio filogenética entre ells.

Aquest diagrama-resum, situa els ordres Sepiida, Teutids i Sepiolids propers
entre ells, i I'espermatozoide d'S.spirula degut principalment a la morfologia de
I'acrosoma i mitocondris periflagel-lars és el més proper a I'espermatozoide dels
Sepiolids. En el mateix esquema també mostra com els espermatozoides dels
Octopodes (Octopus, Eledone) i Vampyromorfs (Vampyroteuthis) divergeixen
clarament del dels Decapodes (forma espiralada del nucli, elongacié del nucli, forma
acrosoma, posicié de la invaginacié...) aquesta trets morfoldgics suggereix que els
Octopodes varen divergir dels Decapodes en un estadi tempra en l'evolucié dels
Coleoids, descartant la possibilitat que I'espermatozoide dels Octopodes provingui del
dels Decapodes.

Més endavant, I'any 1992 Hou S.T. i Maxwell W.L. varen fer estudis més
exhaustius de la gonada i I'espermatozoide del Cefaldopode Decapode Rossia
macrosoma; en aquest treball estudien amb més detall que fins al moment el procés
de formacié del proacrosoma i acrosoma madur, la distribucié del glicogen en
I'espermatozoide madur i el procés de nucleomorfogénesi i condensacié de la
cromatina espermatica. La conclusio principal del treball és que els autors classifiquen
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I'espermatozoide de R.macrosoma com a un espermatozoide de tipus intermedi entre
I'espermatozoide primitiu i el modificat. En quan a la nucleomorfogénesi espermatica i
condensacio de la cromatina hi ha una figura resum que exposa els resultats de les
observacions , Fig. 1.10. Hou i Mawxell, divideixen el procés de nucleomorfogénesi en
tres estadis.

Estadi A, on les espermatides tempranes presenten un nucli de forma ovoide i
la cromatina organitzada en granuls de 24nm de diametre. També en aquesta
espermatida els microtubuls es troben distribuits de manera regular a la periféria de la
membrana nuclear. Aquest estadi es correspondria a la Fig. 1.10.B.

L’estadi B on la cromatina en el nucli es troba organitzada en fibres que
mesuren entre 30 i 50nm de diametre i entre 500-600nm de llarg. (Fig. 1.10.D).
Aquestes fibres de cromatina es troben orientades al llarg de l'eix longitudinal del
nucli. En aquest mateix estadi, un grup de mitocondris es fusionen a la part basal del
nucli, en la zona del flagell i comencen a formar la pe¢a mitja.

Fig. 1.10: (Pagina segiient) : Espermatogénesi del Cefalopode Decapode Rossia
macrosoma. (Hou, S.T and Maxwell, W.L., 1992): A: Ultraestructura d’'un grup
d’espermatocits secundaris. B: Estadi A de I'espermatida. La cromatina consisteix en
granuls distribuits de manera uniforme en el nucli. El proacrosoma (p) es situa a I'apex
del nucli. C: Detall d’'un nucli de I'espermatida en estadi A. La cromatina forma
granuls. Els microtibuls formen una manchette (fletxes) al voltant del nucli. D: Seccid
longitudinal d’'una espermatida de tipus B. La cromatina forma fibres petites. L’aparell
de Golgi es dissocia a I'acrosoma i els mitocondris (fletxa) es poden veure a la pega
mitja. E: Secci6 longitudinal de la part anterior de espermatida en estadi C. Les fibres
de cromatina formen fires més gruixudes (fletxes). F: Seccio transversal de 'estadi C
de l'espermatida, mostrant la orientacié aproximadament en paral-lel de les fibres
gruixudes de cromatina en el nucli (n). G: Seccié transversal de l'Ultima etapa de
lestadi C de [l'espermatida. Els filaments de cromatina es troben gairebé
completament condensats per donar lloc a un nucli homogeni en estructura. H: Seccio
de l'estadi A de 'espermatida. L'aparell de Golgi, (G) és discret, es troba lliure en el
citoplasma, potser esta associat amb grups de mitocondris (m)..
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En els estadis més posteriors, el nucli elongat conté agregats més grans de
cromatina (Fig. 1.10.F); gradualment els espais intermedis entre aquests agregats de
cromatina van desapareixent gradualment fins a esdevenir un nucli electrodens i
compacte (Fig. 1.10.G).

L'estadi C, les fibres de cromatina es condensen en fibres més gruixudes i
mesuren entre 100 i 200nm, aquests filaments de cromatina segueixen disposats en
paral-lel a 'acrosomalcentriol (Fig. .10.E).

El patr6 de condensacié de la cromatina de Rossia macrosoma és al igual que
la resta de Decapodes de tipus fibril.lar, la Unica petita diferéncia respecte els altres
Decapodes és que el tamany de les fibres de R.macrosoma incrementa fins a 100-
200nm avang de la condensacid final de la cromatina.

1.2.2.- Octopodes

L’espermiogenesi i espermatozoide dels Octopodes han estat també estudiats
a nivell de microscopia electronica per varis autors: els primers treballs daten de 1968
on Galangau i Tuzet estudien la morfologia espermatica d’Octopus vulgaris, també
Longo i Anderson al 1970 es dediquen a l'estudi de I'espermatozoide d’Octopus
bimaculatus. Maxwell, 1974 estudia a nivell ultraestructural I'espermiogenesi del
Cefalopode Decapode Eledone cirrhosa. A finals dels anys 80, principis dels 90, Healy
(1989, 1990, 1993) estableix relacions evolutives entre les diferents espécies de
Cefalopodes, i descriu la morfologia espermatica d'una especie intermedia entre
Decapodes i Octopodes. Vampirotheutis infernalis i també de ['Octopode
Opisthoteuthis persephone.

Més recentment, s’han estudiat i reexaminat les espermiogenesi d’Eledone i
Octopus comparant evolutivament les morfogénesi de I'acrosoma (Ribes et al., 2002) i
el nucli (Giménez-Bonafé et al., 2002).

En el treball de Galangau i Tuzet, 1968a paren especial atencié a la formacio
de l'acrosoma d’Octopus vulgaris (Lmk.) a nivell d’ultraestructura, i mencionen també
de manera general alguns aspectes de la condensacid de la cromatina i
nucleomorfogénesi.
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Fig. 1.11: Deposicio de I'esfera acrosomica en el pol anterior del nucli. (Galangau
i Tuzet, 1968a). G: Golgi; N: Nucli; S.A.: Esfera acrosomica. Augments: 17.500X.

Inicialment I'espermatida jove té la cromatina (d’aspecte granular) adossada a
la membrana. L'esfera acrosdmica d’una micra de diametre aproximadament, migra
cap al pol anterior del nucli, on entra en contacte amb la membrana nuclear externa.
També es poden veure molt clarament els baculs de I'aparell de Golgi que acaben
unint-se a I'esfera acrosomica. (Fig.l.11).

Més endavant, 'acrosoma adopta una forma com de clpula estrenyent-se per
la part anterior del nucli (Fig. 1.12A). L’aspecte de I'acrosoma és homogeni per dins.
Després de la instauracié de I'esfera acrosomica, la cromatina evoluciona a partir de
petits filaments (F) que es dirigeixen cap al centre del nucli. (N) (Fig. [.12A). Aquests
filaments de cromatina parteixen d’una placa de cromatina (PI.C) situada just sota de
I'acrosoma.(Fig. 1.12B).
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Fig. 1.12: Evolucié de I'acrosoma i la cromatina espermatica d’O. vulgaris.
(Galangau i Tuzet, 1968a). A: Fusié de les vesicules de Golgi amb I'acrosoma. B:
Evoluci6 de I'espermatida. Els filaments de cromatina s’orienten a partir de la placa de
cromatina cap al centre del nucli, i en 'acrosoma es diferencia una esfera acrosomica.
G: Golgi; PI.C.: Placa de cromatina; N: Nucli; F: Filaments intranuclears; Sp.A.: Esfera
acrosomica.

Es a partir d’aquest moment que el nucli s'elonga fortament i els filaments de
cromatina esdevenen més gruixuts i numerosos. L'acrosoma amb el temps adopta
una forma de llanga (Fig. . 13A). Amb una estructura repetitiva interna que comenca a
formar-se a partir del contacte amb el nucli i progressa adoptant una forma conica
(Figs. 1.13Bi C).

Fig. 1.13: Evolucié de I'acrosoma en O.vulgaris. (pagina segiient) (Galangau i
Tuzet, 1968a). A: Elongacié de l'acrosoma. R.G.: Restes de l'aparell de Golgi; A:
acrosoma. Augments: 21.000X

B: Diferenciacié de I'esfera acrosomica: aparicié del cos axial i estructura anellada.
C.A: Cos axial; M.A.: membrana acrosomica; M.C.: membrana citoplasmatica; M.N.:
membrana nuclear. Augments: 50.000X

C: L'acrosoma de I'espermatozoide, estructura complexa i diferenciada. C.A: cos axial;
Fg: Flagel;N: Nucli. Augments: 21.000.
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En I'espermatozoide, la membrana interna en I'acrosoma (que ja existeix des
dels inicis de la seva formacid), esta acoblada a aquest cos central d’estructura
periddica, i presenta aquestes prolongacions.

Els mateixos autors (Galangau & Tuzet, 1968b), estudien ultrastructuralment,
I'evoluci6 dels mitocondris en I'espermiogénesi d’Octopus vulgaris, descrivint des dels
inicis de I'espermiogénesi com en I'espermatida temprana se situen a la part posterior
del nucli, fins que en I'espermatozoide madur, després d’experimentar un procés de
desaparicié d’algunes de les crestes mitocondrials i fusionar-se entre ells, s’agrupen a
banda i banda del flagel donant lloc a una massa mitocondrial continua al voltant del
flagel.
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L’any 1970, Longo i Anderson descriuen la morfologia de I'espermatozoide
d'Octopus bimaculatus i algunes de les seves propietats citoquimiques:
I'espermatozoide d’O.bimaculatus, al igual que les altres espécies descrites fins al
moment, presenta un acrosoma elongat (7micres de llarg aproximadament) format
d’'una substancia compacta i opaca que forma agregats periddicament. L’acrosoma és
una estructura molt modificada en Octopus, presenta una forma poc comu de
llevataps.

El nucli és molt elongat i estret, amb forma de vareta, i la cromatina es troba
fortament compactada en filaments. A la part posterior del nucli la invaginacié (fossa
centriolar) penetra en el nucli, i en el lumen de la fossa hi ha un material homogeni
que presenta una reaccidé PAS-positiu.

Immediatament posterior al nucli els mitocondris es troben disposats rodejant la
part més anterior de la cua. La cua de l'espermatozoide d’O.bimaculatus, esta
rodejada per les fibres ODFs. Les fibres accessories dels Cefalopodes son similars a
la dels mamifers, i és on shi troba concentrat la major part de zinc de
I'espermatozoide (Baccettti,1975).

Vamphyroteuthis infernalis és [I'unic Cefaldopode que pertany a [ordre
Vampyromorpha; el seu espermatozoide presenta una organitzacio intermedia entre
els Sepioidea/Theuthoidea i Octopodes (Healy, 1989).

L’espermatozoide de V.infernalis, presenta un acrosoma de forma esferoidal,
sense cap estructura interna ni complexa aparent, presenta també un nucli més aviat
curt (8.5micres), amb una invaginacié basal que en seu interior conté material
electrodens. A la peca mitja, els mitocondris es troben rodejant els centriols, i la cua
(que és continua amb un dels centriols) mesura de 130-135 um de llarg. (Fig. 1.14).

Aquestes caracteristiques son en part propies dels Sepidlids/Theuthids,
I'acrosoma arrodonit, nucli curt i també en part sdn caracteristiques que semblen els
Octopodes: invaginacio6 central, material desconegut dins la fossa centriolar.
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Fig. 1.14: Seccio longitudinal de I'espermatozoide de Vampyroteuthis infernalis.
(Healy, 1989). A: acrosoma; N: Nucli; DP: Placa densa; C: centriols. Barra: 1um.

L’autor també compara observacions de I'espermiogénesi d’Octopus sp. amb
V. Infernalis:. Healy observa que en V. infernalis el contingut de la invaginacié (fossa
centriolar) és ben bé homologa a la d’'Octopus. En V. infernalis pero, a diferéncia del
que va observar Galangau (1969) en O.vulgaris, no desapareixen els centriols en el
decurs de I'espermiogénesi; fet que porta a 'autor a desmentir la idea proposada per
Galangau (1969), on es postulava que aquest material podia procedir de la
transformacié dels centriols. Healy, malgrat no saber amb certesa I'origen del material
que conté la invaginacio6 afirma que no implica la transformacié dels centriols.
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Fig. 1.15: Diagrama-resum de [I'estructura de [I'espermatozoide d’alguns
Cefalopodes. (Healy, 1989). (a): Vampiroteuthis infernalis, dp: placa densa. (b):
Espermatida intermédia d’Octopus sp. , veure la similitud entre aquesta espermatida
intermédia i I'espermatozoide madur de Vampiroteuthis infernalis. da: acrosoma en
desenvolupament; “enr”: extranuclear rod (Longo & Anderson (1970); m: mitocondris;
n: nucli en condensacio. (c): Espermatozoide madur d’Octopus sp. Acrosma (a); “enr”
. presenta un aspecte elongat; n: nucli elongat. (d): Espermatozoide madur de Sepia
sp. Ms: mitochondial spurr; s: membrana skirt; a: acrosoma; n: nucli. (e):
Espermatozoide madur de Rossia pacifica. Ms: mitochondrial spurr; s: membrana skirt;
n: nucli; a: acrosoma. (f): Espermatozoide madur d’Spirula spirula. a: acrosoma; n:
nucli recte; M: peca mitja.

48



LINTRODUCCIO

També en un estudi posterior (Healy, 1990) de espermiogénesi de V. infernalis,
I'autor observa els diferents canvis morfologics que experimenta I'espermatida i els
compara amb la resta espermiogénesi conegudes de Cefalopodes.

Opisthoteuthis persephone és una altra especie estudiada per Healy, (Healy,
1993) pertanyent a l'ordre dels Octopodes, subordre cirrats. En aquest treball 'autor
va examinar a nivell ultraestructural 'espermatozoide i I'espermiogénesi de I'Octopode
amb la intencié d’establir possibles relacions evolutives i filogenétiques entre els
Octopodes incirrats estudiats fins al moment (Octopus sp., Healy, 1989 i
Vampiroteuhthis, Healy, 1990). i Opisthoteuthis persephone, Octopode cirrat.

En quan al patr6 general de l'espermiogénesi, Opisthoteuthis persephone
presenta trets similars i ja descrits en Octopus vulgaris, (Galangau i Tuzet,
1968a,b,Galangau, 1969, Healy, 1989) i Eledone cirrhosa ( Maxwell, 1974). Aixi els
canvis estructurals en el nucli, la preséncia de microtubuls periacrosomals i
perinuclears i la disposicié dels mitocondris a la zona basal del nucli sén similars a la
resta Octopodes.

L’espermatozoide madur, (Fig. 1.16), malgrat compartir caracteristiques amb les
altres Octopodes, difereix en alguns aspectes: I'acrosoma en I'espermatozoide madur,
a
diferéncia d’O. Vulgaris que presenta les bandes repetitives al llar de tot I'acrosoma,
en O. Persephone les bandes només es troben en la zona més proxima a I'apex del
nucli, Tampoc en O. Persephone hi ha a l'interior de la fossa centriolar en material
electrodens observat en Octopus (Longo and Anderson, 1970) i Vampiroteuthis
(Healy, 1990).

Malgrat aquestes dues diferéncies principals (morfologia de I'acrosoma i
abseéncia de material en la fossa centriolar), sembla segons l'autor que O. Persephone
es troba més proxim als Octopodes que a cap altre Cefalopode. De totes maneres,
després d’aquestes observacions, l'autor afirma que malgrat la preséncia de I'estreta
relaci6 evident entre els Octopodes cirrats, Octopodes incirrats i Vampiroteuhtis,
I'origen de cada un d’aquest tres grups és encara incert.
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Fig. 1.16. Comparacié6 dels espermatozoides d’Eledone cirrhosa (A) , Octopus sp.
(B), i Opisthoteuthis persephone. (C). (Healy, 1993). a: acrosoma; n: nucli; c:
centriols; ms: mitochondrial sheath (funda mitocondrial); dp: dense plug; f: flagell.
Barra: 2um.

Eledone cirrhosa és un altre Cefaldopode Octopode que ha estat estudiat
principalment per Franzén (1956) a nivell de microscopia Optica i una mica més
endavant, per Maxwell, 1974 també per microscopia optica, pero principalment a nivell
d’ultraestructura. En aquest treball fa una descripcio detallada del procés de
I'espermiogenesi; descrivint els canvis que tenen lloc en cada part de la cél-lula.

El cap de I'espermatozoide (nucli i acrosoma) en Eledone cirrhosa és una de
les parts de la cél-lula que experimenta els canvis més profunds, esdevenint una
estructura molt modificada.
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Fig. .17: Condensaci6 de la cromatina en Eledone cirrhosa. (Maxwell, 1974). A:
Estadis inicials de la condensacié de la cromatina en fibres de 10nm de diametre. En
aquest estadi no hi ha la preséncia de microtubuls. Chf: Fibres de cromatina; nm:
membrana nuclear; pl: plasmalema. Augments: 20.067X B: Estadi més avancat en la
condensacio del nucli, les fibres es localitzen adjacents a la membrana nuclear. A la
periféria del nucli, hi ha els microtibuls. Augments: 18.902X.

Inicialment, el nucli de I'espermatocit és esféric i mesura 5um de diametre, i en
I'espermatozoide madur, el nucli és una estructura rigida, que es troba espiralada, |
medeix 40um de llarg i 1um d’ample. En l'espermatida, el nucli inicia la seva
elongacio, i la cromatina també comenga a condensar-se formant fibres de 10nm de
diametre primer i més endavant fibres més gruixudes que tendeixen a agregar-se a la
periferia nuclear. També aquestes fibres de cromatina, en un punt de I'espermiogénesi
es comencen a helicoiditzar, punt en qué coincideix amb linici també del procés
d’helicoiditzacio del nucli.
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Fig.l.18: A: Seccié tangencial d’'un nucli espermatic quasi madur d’Eledone cirrhosa.
En la imatge es pot veure la relacio entre la orientacié uniforme i angular del nucli i els
microtubuls perinuclears. Augments: 55.987X. B: Part anterior de cap de
I'espermatozoide madur, mostrant la lleugera diferéncia en el grau d’helicoiditzacid
entre el nucli i 'acrosoma. Augments: 2.316X Ac: acrosoma; nh : nucli.

En els primers estadis, els microtibuls no hi sén presents, no és fins una mica
més endavant que es poden veure en la mateixa orientacio helicoidal, que el nucli, fet
que condueix a pensar que els microtubuls es troben involucrats en la
nucleomorfogénesi d’Eledone cirrhosa. (El fet que una vegada el nucli ha adoptat la
seva forma final els microtubuls desapareixen recolza aquest fet).
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Fig.l.19: Dibuix esquematic que representa la divergéncia en els ultims estadis
de I'espermiogenesi entre O.vulgaris i Eledone cirrhosa. S.P: Espermatida
avangada comuna en les dues especies; SPe i Sze: espermatida i espermatozoide
madur d’Eledone cirrhosa. Spo i Szo: espermatida i espermatozoide madur d’Octopus
vulgaris. E1 i E2: contraccié progressiva dels microtubuls perinuclears en Eledone
cirrhosa. La fletxa discontinua indica la direccié en que es contrauen els microtibuls.
mt: microtUbuls; mt-e: eliminaci6 dels microtubuls; S-S: establiment definitiu dels ponts
S-S entre les protamines en estadis molt avancgats en Eledone cirrhosa. Els estadis
inicials “early spermiogenesis” i nuclear elongation and formation of perinuclear
microtubules” sén similar en les dues especies, perd no idéntiques.

En quan a 'acrosoma és primer depositat (en forma de proacrosoma) a la part
de l'apex del nucli. En el decurs de I'espermiogénesi el proacrosoma també
experimenta un procées d’elongacio, i en I'espermatozoide madur, també té una forma
helicoidal perd no presenta una organitzacié en bandes repetitives com en Octopus
vulgaris (Galangau & Tuzet, 1968b) sin6 que té un aspecte granular i homogeni i
medeix 4um de llarg aproximadament.

Maxwell en aquest treball interpreta que en el procés de formacio de
I'espermatozoide en Eledone cirrhosa, hi ha dues etapes principals: una primera on el
nucli sofreix una elongacido molt important, i una segona on adopta la seva forma
helicoidal.
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També afirma que la rigidesa que presenta el nucli de I'espermatozoide madur,
ha de ser atribuida a la cromatina que el constitueix; durant el procés de
I'espermiogénesi les fibres de cromatina també es troben orientades de manera
helicoidal.

La nucleomorfogénesi dels Octopodes ha estat més profundament estudiada
per Giménez-Bonafé et al.,2002a. En aquest treball els autors demostren una idea
postulada per Franzén, 1967 on proposava que I'evoluci6 de la cél-lula espermatica en
els Cefalopodes es basa en afegir passos a un procés ancestral preexistent de
espermiogenesi. Concretament, expliquen com el nucli helicoiditzat de
I'espermatozoide d’Eledone cirrhosa deriva directament en part a partir d’'un canvi en
la regulacio dels microtibuls perinuclears ja presents en [Ultim estadi de
I'espermiogénesi d’Octopus vulgaris i en part també a un canvi evolutiu en el tipus de
proteines que interaccionen amb 'ADN (Giménez-Bonafé et al., 1999). La Fig.l.19
esquematitza aquesta divergéncia en els Ultims estadis de I'espermiogenesi entre
O.vulgaris i E. cirrhosa.

En l'espermatozoide madur, I'acrosoma d’Eledone cirrhosa és una estructura
allargada (2.5-3um) amb un material organitzat en periodicitat de bandes només a
I'extrem més proper al nucli, i que presenta una forma helicoiditzada (Maxwell, 1974).
Eledone moschata (Selmi, 1996) similarment a E. cirrhosa també presenta un
acrosoma helicoidal per6 amb diferent niumero de voltes. En Octopus vulgaris en
canvi, I'acrosoma no és una estructura helicoiditzada, sindé que és més elongat, i és
una estructura conica organitzada en la seva totalitat amb periodicitat de bandes,
rodejada per un material espiralat. Aquest material periféric espiralat esta format per la
fusié de les membranes nuclear i acrosomica (Galangau i Tuzet, 1968a).

Un segon treball que compara la morfogenesi de I'acrosoma entre Octopus
vulgaris i Eledone cirrhosa (Ribes et al., 2002) dona suport al fet que I'espermatozoide
d’E. cirrhosa deriva directament de I'espermatozoide d’O. vulgaris.

Fig.1.20: Helicoiditzacié de I'acrosoma en Eledone cirrhosa (pagina segiient). A:
L’acrosoma avang, B: durant i C: després de la helicoiditzacio. n: nucli. Barra: 0.5um
en les tres imatges. Avang de la helicoiditzacié, part de 'acrosoma es troba organitzat
en una estructura en periodicitat de bandes, perd a diferéncia d’Octopus, la
organitzacié d’aquest material no continua cap a la part més apical de 'acrosoma, sind
que inicia el procés helicoiditzacié simultaniament amb el nucli.
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Inicialment I'acrosoma d’ambdues espécies comencen la seva elongacio |
organitzacio interna en periodicitat de bandes. En E. cirrhosa perd, enlloc de continuar
I'elongacio, l'acrosoma queda fixat per l'apex en el citoplasma mitjancant un cos
electrodens apical (Fig.l.20B), i per la base amb el nucli; aleshores, experimenta també un
procés de torsié alhora que el nucli s’espiralitza. Aquest procés de torsid no és efecte de
l'accié dels microtubuls en I'acrosoma, sind que €s una consequencia secundaria de la
nucleomorfogénesi i contraccio dels microtubuls perinuclears.

La condensacié de la cromatina en espermiogénesi d’Eledone cirrhosa ha estat també
estudiada per Giménez-Bonafé et al., 2002b; la Fig. 1.21 mostra un resum dels estadis
meés importants.

55



LINTRODUCCIO

Fig.l.21 (pagina anterior): A-E: Estadis inicials en la condensacio de la cromatina
d’Eledone cirrhosa. A: Nucli d’'una espermatida, on la cromatina s’acumula
preferentment a la periféria i la eucromatina es manté a linterior del nucli. B:
Espermatida en procés d'elongacid del nucli, I'heterocromatina practicament
desapareix només queda una lamina a la periféria. C: Estadis inicials de la
condensaci6 de la cromatina on forma fibres de diametre relativament constant. D:
Secci¢ transversal de nucli d'una espermatida on es mostra les fibres i la seva
disposicié “supercoiled”. E: Estadi més avangat on tot el nucli apareix “supercoiled”.
Barra per A-E: 1um. F-H: Ultims estadis de la condensacié de la cromatina. En
aquestes Ultimes etapes la cromatina encara no es troba totalment condensada (
veure espais lliure en el nucli de F i G ). E: Imatge de microscopia de rasteig de part
del nucli d’Eledone on la cromatina esta completament condensada. Barres: 0.5um en
C i 0.6um en D. En E es pas de rosa de l'espiral del nucli mesura Tum. m:
mitocondris, n: nucli; v: vesicula acrosomica.
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L’espermatida temprana presenta un nucli rodd amb la heterocromatina
preferencialment a la periféria, i la vesicula acrosomica en contacte per la part apical
del nucli (Fig.- .21A). El seglent pas en I'espermiogenesi consisteix en una elongacio
del nucli juntament amb la pérdua gradual de la heterocromatina (Fig..21B).
Seguidament, la cromatina es comenga a organitzar en fibres homogénies en
diametre (Fig. 1.21) perd que incrementen progressivament. A continuacié, alhora que
les fibres segueixen unint-se i incrementant en diametre, es superenrotllen sobre si
mateixes, i aixd prova també un superenrotllament del nucli sobre si mateix.(Figs. 1.21
DiF).

En estadis més avancats de I'espermiogenesi, el nucli adopta una forma
cilindrica (Fig. 1.21F) on la cromatina esta altament compactada perd no del tot
encara. A partir d'aquest estadi de la Fig.l.21F, els microtubuls perinuclears entren en
contraccio i I'hi donen al nucli una forma helicoidal (Fig. 1.21G). Només després
d’aquest Ultim pas la cromatina s’estabilitza i completa la seva condensacié (Giménez-
Bonafé et al.,1999).

1.2.3.- Nautiloideus

El genere que representa aquest grup de Cefaldopodes és el Nautilus; aquest
génere és el més antic en I'evolucié dels Cefaldpodes i les espécies que hi pertanyen,
tenen almenys 180 milions d’anys d’antiguitat. Es doncs forga interessant l'estudi de
I'espermatogénesi i espermatozoide d’aquest Cefaldpode tant primitiu i comparar-lo
amb la resta de grups.

L'any 1978 es va descriure a nivell d'ultraestructura ['espermiogénesi
(espermatozoide) de espécie Nautilus pompilius (Arnold and Arnold, 1978). En la Fig.
.22, es mostra un resum de les observacions d’aquest treball. En general la conclusio
principal extreta d’'aquest treball per als autors és que (en contraposicié al que va
postular Franzén (1967)), les diferéncies ultraestructurals en la morfologia de
I'espermatozoide i el procés de I'espermiogénesi entre Nautilus pompilius i la resta de
Cefalopodes estudiats fins al moment (Octopus, Eledone, Loligo, Sepietta, ...) son
massa grans per atribuir-les només als mecanismes de la biologia de la fecundacio
dels Cefalopodes.
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En quan als aspectes de condensacidé de la cromatina i estructures
relacionades, les diferéncies principals sén que la cromatina a patir dels granula
inicials (Fig. 1.22.A-C) forma unes lamines fines que es disposen en paral-lel al llarg de
I'eix del nucli. (Fig. 1.22.D).

Un segon aspecte no mencionat fins al moment en els Cefalopodes, és que les
membranes nuclear (interna i externa) a mesura que avanga I'espermiogénesi es
fusionen eliminant les cisternes i els porus nuclears, excepte en la zona de la fossa
centriolar i la zona del nucli adjacent a 'acrosoma. Una possible explicacié que donen
els autors a aquest fet és que a mesura que la cromatina es condensa i el nucli
s'inactiva transcripcionalment, la intercomunicacié entre el nucli i el citoplasma es
perd.

Els microtubuls perinuclears en Nautilus pompilius sén molt evidents i
nombrosos, i es troben distribuits en varies capes al voltant del nucli. (Fig. 1.22E).
Entre les microtUbuls i 'embolcall nuclear, hi ha els tubuls nuclears (nt en Fig. 1.22E),
que provenen de la bicapa lipidica. En I'espermatozoide madur desapareixen.

L’espermatozoide madur presenta un nucli estret i elongat de 35um de llargada
i 0.3um d’ample.(Fig. 1.22.D).

Fig. 1.22: Resum de la nucleomorfogénesi, condensacié de la cromatina i
aspecte dels microtubuls perinuclears en Nautilus pompilius. (Arnold and
Arnold, 1978). El nucli espermatic en el decurs de I'espermiogenesi experimenta una
considerable elongacioé (A-D); primer a partir del nucli rodd esdevé més ovoide (A),
després adopta una forma una mica més elongada (com una gota d’aigua (B), i
després segueix elongant-se fins a esdevenir un cilindre (C-D). La cromatina al llarg
del procés d’elongacié del nucli es condensa de granuls a fines lamines disposades en
paral-lel en 'espermatozoide madur (D). Els microtubuls en N. pompilius es disposen
en varies capes al voltant del nucli. (E). mit: microtubuls; Go: Golgi, ac: acrosoma;
man: manchette; nev: vesicules de I'embolcall nuclear; pnt: tlbuls perinuclears.
Augments, A: 13.095X; B: 70.000X; C: 6.987X; D:21.531X; E: 112.284X.
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I.3 Estudis de les proteines nuclears espermiogéniques i en I'’espermatozoide
dels Cefalopodes

Durant I'espermiogénesi de les diferents espécies, el nucli espermatic i la
cromatina que conté sén els components cel-lulars que experimenten els canvis més
profunds.

La cromatina en general en el decurs de I'espermiogénesi sofreix un procés de
remodelaci6 i compactacié que condueix a una cromatina eficagment empaquetada
dins el nucli de I'espermatozoide madur. El principal factor que provoca aquesta
condensacio en el DNA al llarg de I'espermiogenesi, son les proteines que es troben
interaccionant amb la cromatina.

L’evolucié ha generat una gran variabilitat en els tipus de proteines que
interaccionen amb la cromatina espermiogenica i per tant també en els processos
intermedis que condueixen a la cromatina condensada en I'espermatozoide madur;
fent necessari I'estudi d’'aquests parametres per entendre millor el procés global de
I'espermiogenesi.

En general, les histones somatiques que es troben organitzant la cromatina en
nucleosomes en el nucli de les espermatides tempranes son reemplagades de manera
molt organitzada per les protamines. Les protamines és un grup molt heterogeni de
proteines que han estat revisades varies vegades (Poccia, 1986; Hecht,1989a,b;
Kasinsky et al., 1985(a); Kasinsky, 1989; Meistrich, 1989, Oliva i Dixon, 1991; Chiva et
al., 19911 1995; Daban et al.,1991; Saperas et al., 1994).

Les caracteristiques generals d’aquestes proteines és que son petites, més
basiques i meés simples en composicid aminoacidica que les histones; so6n
especialment riques en els aminoacids Arginina i Lisina. Aquestes propietats fan que
les protamines tinguin una molt més elevada afinitat per TADN que les histones,
permetent aixi una compactacié maxima de la cromatina en I'espermatozoide.

La transicio histones»  protamina pot ser més o menys complexa: En unes
especies, com és el cas dels peixos, la substitucié de les histones somatiques per la
protamina és directe (Saperas et al., 1993; Christensen et al., 1984), en d’altres la
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protamina primer entra en el nucli en forma de precursor, i posteriorment es
transforma en la protamina madura (Caceres et al. 1999), o com és el cas dels
mamifers per exemple, les histones sén primer desplagcades per unes proteines
anomenades proteines intermitjes, i finalment la protamina (Grimes et al. 1977;
Meistrich, M.L., 1989; Meistrich, et al., ; 2003;)

A continuacio presentem els treballs realitzats fins al moment que s’han dedicat
a estudiar el procés de transicidé de proteines nuclears que té lloc en el decurs de
I'espermiogenesi dels Cefalopodes.

1.3.1.- Decapodes

Sén forces els treballs que s’han fet per estudiar les proteines que
interaccionen amb la cromatina en el decurs de I'espermiogénesi dels Decapodes.
Principalment s’han estudiat els Sépids (Sepiida), (S.officinalis) i Teuthids (Teuthida),
(Loligo pealeii, calamar), i han estat realitzats a finals dels anys 80, principis dels 90
pel grup d’investigacio del Dr. Sautiere (Lille, Franga).

L’any 1987, Couppez et al. varen fer un treball molt interessant sobre
I'acetilacio de la histona H4 en el decurs de I'espermiogenesi de S.officinalis.
Mitjangant una columna de proteines varen separar les diferents subfraccions
acetilades de la histona H4 de la gonada i identificar els llocs d’acetilacié en cada una
de les diferents subfraccions.

Varen trobar fins a quatre isoformes acetilades la histona H4 en diferents
posicions: la lisina 12 seria el primer i principal residu en acetilar-se donant lloc a la
isoforma monoacetilada de la molécula, les lisines 5 i 12 son les que es troben
acetilades en la subfraccié diacetilada, les 5, 12 i 16 en la triacetilada, i 5, 12, 16 18
en la fraccio tetracetilada de la histona H4. Respecte el contingut total de la histona
H4de la gonada, la forma sense acetilar representa un 41.4%, i les mono-, di-, tri- i
tetracetilades representen respectivament, 32.2%, 18%, 6.4% i 2%. Aquesta acetilacid
de la histona H4 en la gonada de S.officinalis té lloc de manera sequencial; en aquest
treball, els autors (després de fer també una comparacié del patré d’acetilacio de la
mateixa histona en timus de vedella), atribueixen l'acetilacié de la histona H4 al procés
biologic de I'espermiogénesi, on estaria principalment implicada en el reemplagcament
de les histones per la protamina.
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Un any més tard el mateix grup d'investigacio, (Rousseaux-Prévost et al., 1988)
realitza un estudi mitjangant tecniques d’immunocitoquimica sobre les transicions
proteiques que tenen lloc en el decurs de I'espermiogénesi de S.officinalis. Identificant
mitjancant estudis electroforétics les proteines de la gonada, observen que a part de les
histones, hi ha dues proteines més: una de mobilitat intermedia que anomenen proteina
T, que apareix sobretot en gonades avangades i en la fracci6 de la gonada resistent a la
sonicacio (on s’enriqueix la mostra principalment en espermatides avangades) i una altra
més petita, una protamina que anomenen proteina Sp, que es troba juntament amb la
proteina T en la fraccid resistent a la sonicacid i de manera exclusiva en els
espermatozoides madurs.

Addicionalment, estudis immunocitoquimics a través de microscopia optica indiquen
que la proteina T esta present en les espermatides rodones, abundant en les
espermatides en elongacid i absent en les espermatides elongades.

Ajuntant aquestes observacions, en aquest treball Rousseaux-Prévost et al.1988
afirmen que similarment a les transicions en I'espermiogénesi de vertebrats i mamifers, en
el Cefalopode S.officinalis s’hi dona dues transicions de proteines nuclears basiques: una
primera on les histones son substituides per la proteina T i després una segona on la
proteina T és substituida per la proteina Sp.

La composicié aminoacidica de la proteina Sp indica que és una proteina molt
simple (de només 4 tipus d’ aa diferents) molt rica en Arg (77% aprox.). Es tracta d’una
protamina tipica (Wouters-.Tyrow et al., 1988). La proteina T és també rica en 'aminoacid
Arg (60% aprox.). Tractaments amb la fosfatassa alcalina indiquen que ambdues
proteines es troben fosforilades en la gonada, i que en l'espermatozoide madur la
proteina Sp no es troba fosforilada (Wouters-Tyrow et al., 1988).

En el treball de 1991 (Marthin-Ponthieu et al., 1991a,b) s'obté la sequéncia
aminoacidica i el pes molecular de la proteina Sp: es tracta d’'una protamina que presenta
dues variants molt similars, Sp1i Sp2 (Fig.|.23), de 8410 i 8253 Da respectivament.
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Fig.l.23: Seqiiéncia aminoacidica de la proteina Sp de la gonada de S.officinalis.
(Marthin-Ponthieu et al., 1991a).

Sp1
Sp2

Sp1
Sp2

RRRRRRSRRRRRRSRRRSRSPYRRRYRRRRRRRRRRS
RRRRRRSRRRRRSRRRRSRSPYRRRYRRRRRRRRSRR

RRRRYRRRRSYSRRRYRRRR (57 residus)
RRR YRRRRSYSRRRYRRRR (56 residus)

'espermiogenesi de S.officinalis primer desplaga a les histones i després molt

El mateix any, Wouters-Tyrou (Wouters-Tyrou et al., 1991) caracteritzen la
proteina T especifica de les espermatides de Sepia officinalis. La proteina T es tracta
també d’'una proteina que presenta dues variants T1 i T2, que sén les molecules
precursores de Sp1 i Sp2 respectivament (Fig. 1.24). La proteina T en

possiblement per una proteodlisi especifica en Gz1 es transforma en la protamina Sp
que trobem en les espermatides avangades i els espermatozoides madurs.

™
T2

™
T2

1 10 20 30 40
MKVAANSSKMLAEKLELMKGGRRRRRRSRRRRRRSRRRSRSP
MKVAANTSKMLVEKLDLLKGGRRRRRRSRRRRRSRRRRSRSP

50 60 70
YRRRYRRRRRRRRRRSRRRRYRRRRSYSRRRYRRRR (78 residus)
YRRRYRRRRRRRRSRRRRR YRRRRSYSRRRYRRRR (77 residus)

Fig. 1.24: Sequéncia aminoacidica de la proteina T, especifica de les
espermatides de Sepia officinalis.
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Paral-lelament a aquests treballs de caracteritzacié de les proteines nuclears
basiques de S.officinalis, Kadura et al., 1988; i Khrapunov et al., 1988, estudien també
les proteines que interaccionen amb la cromatina espermiogenica del Cefalopode
Decapode lllex argentinus (calamar) i I'estructura de la cromatina en I'espermatozoide
madur d’aquesta espécie. També mitjancant estudis electroforétics, d’extractes de
proteines basiques de la gonada caracteritzen dues proteines noves: ileuxina 1(l1) (
9KDa aprox.) i ileuxina 2 (I2) (7Kda aprox.). l1 es troba en la gdnada immadura, en la
gonada madura i 'espermatozoide; I2 (que presenta dues isoformes) desplacaria a les
histonesia l .

Analisi d’'aminoacids d’aquestes noves proteines, indiquen que I t& un alt
percentatge d’Arg (75%) i Ser (10%), comparables a les descrites per Loligo pealeii
fins al moment (Colom i Subirana,1979). Kaduraet al.,1988, suposen que durant el
decurs de I'espermiogénesi d’lllex argentinus les histones sén primer desplacades per
l1, i després |1 desplagada per Io.

Digestions amb nucleassa micrococcal dels espermatozoides d'lllex argentinus
(Khrapunov et al., 1988) mostren que la cromatina espermatica és altament resistent a
I'enzim, i que per tant, en el decurs de espermiogenesi I'organitzacié en nucleosomes
de la cromatina es perd i esdevé una cromatina altament compactada.

En la Sepia addicionalment a les proteines que remodelen la cromatina
espermiogénica, Martin-Ponthieu et al., 1994 varen identificar una proteina en els
espermatozoides de I'epididim, la proteina E. Aquesta proteina representa el 2% del
total de proteines nuclears basiques de I'espermatozoide de I'epididim.

En mamifers, la cromatina condensada i electrodensa de I'espermatozoide
madur s'estabilitza (al final de l'espermiogénesi, en el seu pas per I'epididim)
principalment a través de la formacié de ponts di-sofre (entre dos grups tiol ) i també
interaccions entre els grups funcionals tiol i imidazol amb el Zinc (Kvist t al., 1991,
Bianchi et al., 1992). En la Sepia les protamines caracteritzades no contenen cisteina
ni histidina (per tant, no poden formar pont S-S amb altres molécules, ni interaccionar
amb el zinc), i I'estabilitzacié de la cromatina de I'espermatozoide segurament té lloc a
través de la desfosoforilacié de la protamina Sp.
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En aquest treball, els autors presenten la sequéncia primaria de la proteina E:
una de les seves caracteristiques €s que presenta una sequiencia aminoacidica amb
residus de cisteina que en la seva estructura secundaria adoptaria una conformacié
propia d’una proteina de tipus dits de zinc (Zinc finger protein). La proteina E en estat
reduit s'uneix al zinc, mentre que en estat oxidat perd aquesta capacitat. Malgrat que
la seqliencia no es correspon a cap proteina identificada fins al moment, els autors
especulen que es pugui tractat d'una proteina reguladora de la transcripcio, ja que
presenta certa similitud a un factor de transcripci® huma involucrat en
I'espermatogénesi.

El mateix grup de Dr. Sautiere I'any 1995 caracteritzen les proteines que
interaccionen amb la cromatina espermiogenica del Cefalopode Decapode Loligo
pealeii (calamar). La situacio en aquesta espécie és molt similar a la de la S.officinalis:
durant el decurs de I'espermiogénesi en el calamar també hi té lloc una doble transicié
de proteines: histones — proteina T — proteina Sp.

Al igual que la Sepia ( Wouters-Tyrou et al., 1991), la proteina T de Loligo
presenta dues isoformes: T1, de 10.788Da i T2 de 10791Da. Les dues variants
presenten moltes similituds, i tenen les dues 79 residus.

T1(Lpealeiy MKVAANSSKMLAEKLELMKGGRRRRRRSRRRRRRSRRRRSRSPYRRRY
RRRRRRRRRRSRRRRYRRRRSYSRRRYRRRR

T2 peaeiy MKVAANTSKMLVEKLDLLKGGRRRRRRSRRRRSRRRRRRRRSRSPYRRR
RRRRRRSRRRRSRRRRRRRRSRSPYRRR

SpaL.peaeii RRRRRRRSRRRRRYRRRRSYSRRRRYRRRR
SpzLpeaiy RRRRRRRSRRRRRYRRRRSYSRRRRYRRRR

Fig. 1.25.: Sequencies primaries de les proteines nuclears basiques de
I'espermatida i espermatozoide de Loligo pealeii (Wouters-Tyrou et al., 1991).
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En l'espermatozoide madur del calamar, s’hi troba principalment una protamina
majoritaria, Sp2 (8562 Da, 58 residus); aquesta proteina es correspon exactament als
residus de I'extrem C-terminal (22-79) de la proteina T2, indicant igual que en el cas
de S.officinalis que la proteina Sp2 es sintetitza primer en forma de precursor, (T2) i
després mitjancant I'accié especifica d’'un enzim esdevé la protamina madura de
I'espermatozoide.

Tlpeaeiy  MKVAANSSKMLAEKLELMKGG A
Tl(soficnais  MKVAANSSKMLAEKLELMKGG

T2pedeiy  MKVAANTSKMLVEKLDLLKGG
T2soficnaiy  MKVAANTSKMLVEKLDLLKGG

FAMILIA SEPIES

f
4
rd Precursor 12
/
PRECURSOR Iy
PRECURSOR ~ —3= DUPLICACIO \
\ FAY
ESPECIE ANCESTRAL I rALY,
(SEPIES | CALAMARS) FRECURSOR 2 \\x K.
h"
k™ \ Precursor P1
\

FAMILIA CALAMARS

Fig. 1.26: A: Comparacio dels precursors T1 i T2 de L. Pealeii, i S. officinalis entre
ells. B: Esquema- Hipotesi de I'evolucié molecular del precursor de la protamina dels
Decapodes L.pealeii i S.officinalis.
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La similitud en la sequéncia primaria d'aquestes proteines amb les
caracteritzades de S.officinalis, aporten evidencia a nivell molecular d’una relacié
taxonomica entre Loligo i Sepia.

En un analisi fet per Giménez-Bonafé, 1999 (tesi), on comparen les sequéncies
precursores de T1i T2 de Sepia officinalis i Loligo pealei entre elles (residus de d’1 al
21 de la molecula), observen que les seqiiéncies d'aquestes dues espécies son
identiques (Fig. 1.26A), indicant molt clarament que avang de la divergencia entre
sepies i calamars existia una part comu per als dos (part precursora de P1i P2) que
es va duplicar i donar lloc al precursor P1 i I'altre al precursor P2, que difereixen entre
ells en 4 mutacions. La Figl.26B esquematitza aquesta hipotesi.

1.3.2.- Octopodes

Sén escassos els treballs dedicats a I'estudi de les proteines de la gonada dels
Cefalopodes Octopodes.

Giménez-Bonafé et al., 2004, varen caracteritzar les proteines responsables de
la condensacié de la cromatina al llarg de I'espermiogénesi del Cefalopode Octopode
Octopus vulgaris. En el nucli espermatic de I'espermatozoide madur d’ O. vulgaris s'hi
troben cinc proteines que organitzen I'ADN. La Fig.l.27 mostra la transicidé de les
proteines nuclears al llarg de I'espermiogénesi de 'Octopode, i s'observa que les
histones presents en una gonada immadura (a) s6n gradualment reemplagades per
una série de proteines de mobilitat electroforética intermedia en la gdbnada madura (b);
aquestes a la vegada en I'espermatozoide madur (c), son reemplacades per cinc
proteines anomenades Po1-Po5.

En I'espermatozoide la Po2 és la proteina més abundant, i Po4 i Po5 apareixen
en quantiats similars. La resta, (Po1 i Po3) s6n més minoritaries i apareixen en
quantitats diferents segons l'individu (comparar carril ¢ amb carril d). Addicionalment,
estudis d’espectrometria de masses d’aquestes proteines en la gonada, indica que
aquestes proteines presenten cert grau de fosforilacio.
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Fig.l.27: Canvis en la composicié de les proteines nuclears d’ Octopus vulgaris.
A: Patr6 electroforétic de les proteines contingudes en una gonada immadura d’
Octopus vulgaris, en una gonada madura (b), i en I'espermatozoide (c¢). d: Patrd
electroforétic de les proteines de I'espermatozoide madur d’un segon individu; s:
estandard de protamina de salmo.

L’estructura primaria de les proteines de I'espermatozoide d’ Octopus vulgaris
(Fig.1.28), indica que Po2-Po4 son protamines, i que I'area de solapament entre les
dues sequencies de Po1i Po2 i el fet que en alguns exemplars Po1 no hi és present,
indiquen que molt probablement Po1 és la forma precursora de la protamina madura i
predominant Po2.
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Fig. 1.28: Estructura primaria de les protamines d’Octopus vulgaris. Po1.-
Sequéncia parcial del precursor de la protamina principal Po2: Seqliéncia completa de
la protamina principal Po2. Po3: Sequéncia parcial. Po4/Po5: Seqiiéncies completes
de les protamines de major mobilitat electroforética. Els signes “+” indiquen la identitat
de residus aminoacidis iguals.

Amb tots aquests resultats, tot apunta que en O. vulgaris les histones sén
primer reemplagades per un grup de precursors de protamines que esdevindran
protamines en 'espermatozoide madur. Aquesta situacié seria qualitativament similar
a la que presenten els Decapodes, perd quantitativament superior, ja que ens trobem
amb la presencia de varis precursors de protamina i varies protamines en
I'espermatozoide madur.

Amb aquest increment en la complexitat en les SNBPs ( i les isoformes
especifiques de la gonada de la histona H1 descrites en Octopus vulgaris), seria
d'esperar també una major complexitat en la condensaci6 de la cromatina
espermiogenica respecte els Decapodes; aquest aspecte 'abordarem més endavant
en aquest treball, fent un estudi ultraestrucutral de les estructures que adopta la
cromatina al llarg de I'espermiogénesi d’Octopus vulgaris.

Mennella et al., 2002 descriuen una variant especifica de la histona H1 en la
gonada d’Octopus vulgaris, OvH1. Analisis per HPLC de la proteina indica que es
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tracta d’'una proteina que presenta dues subfraccions, i que la forma majoritaria
(OvH1t), mostra similituds importants amb la isoforma especifica de la histona H1 en
el testicle de la rata (H1t)

L’espermatozoide del Cefalopode Octopode Eledone cirrhosa és una cél-lula
molt rica en 'aminoacid cisteina (Giménez-Bonafé et al.,1999), aquest aminoacid
presenta el grup funcional actiu tiol (-SH) que déna la capacitat a les proteines que el
contenen a establir ponts di-sofre entre elles 0 bé amb altres molécules.

TABLE 2. Amino acicd composttion (molts)
el fusean ol ..-J

] 12 b ( d [ i o
lys 209 182 — — — 30.2 .7 13.6
his L1
arg e 19.q TH.5 7.1 T80 3.0 37.5 40.1
15X 1.7
thr 0.5 - - 1.9 2.1
ser 7.0 6.8 2.2 11.5 12.1 1.5 170 &3
gl 1.2 — — 1.2
o I 8.0 — 2.2 2.4 2.0
gl 2.9 2.9 171 R 1.7 5.0

. — (.5 — )4 H.4

Cys 207 19.8 :
val 1.1 2.1 - 3.8 12.0
et 0.5 . 30
ile 1.3 1.2 1.9
len 1.2 1.8 — e = 5.9
tvr - 0.5 D2 ). 1 7.3 - ~ —

phe 1.2 0.8

Taulal.l: Composicié aminoacidica de les protamines de diferents moluscs. a1 i
a2: E. cirrhosa (Cefalopode, Octopode); b: Octopus sp. (Cefaldpode,Octopode); c:
Sepia officinalis (Cefaldpode, Sepioidea) de Martin-Ponthieu et al., (1991); d: Loligo
pealei (Cefalopode, Teuthoidea),de Wouters-Tyrou et al., (1995); e: Murex brandaris
(Gastropoda, Neogastropoda), de Caceres et al., (1994); f. Monodonta turbinata
(Gastropoda, Archaeogastropoda),de Daban et al., (1995); i g: Katharina tunicata
(Polyplacophora, Neoloricata),de Daban et al., (1991).
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En I'espermatozoide d’Eledone cirrhosa, el contingut en sofre (i per tant de cys)
es troba en el nucli i en les fibres accessories de la cua de I'espermatozoide (ODFs).
Baccetti, 'any 1974 ja havia descrit que les fibres accessories en E.cirrhosa contenen
proteines basiques molt riques en cys i quantitats important de zinc. En el nucli de
I'espermatozoide d’Eledone en canvi, la quantitat de zinc no és significativa (Baccetti
et al., 1976; Giménez-Bonafé et al., 1999). En Eledone cirrhosa, aquestes proteines
riques en cys es troben estabilitzant quimica i mecanicament el nucli espermatic i les
ODFs; en el nucli les cys estan principalment format pont S-S, mentre que en les
ODFs hi ha la preséncia d’alguns grups tiol lliures (Giménez-Bonafé et al., 1999).

En el nucli de I'espermatozoide madur d’Eledone cirrhosa, s’hi troba una sola
protamina majoritaria interaccionant amb la cromatina. Aquesta protamina es tracta
d’'una proteina molt especial respecte la resta de protamines dels Cefalopodes: es
caracteritza per el seu al contingut en 'aminoacid cisteina (Taula 1.1)

En el mateix treball, Giménez-Bonafé et al.,1999, varen també purificar i
caracteritzar la protamina majoritaria present en I'espermatozoide d’Octopus vulgaris:
es tracta d'una proteina molt basica amb un alt percentatge d’Arg (75%) i molt simple
en la seva composicié aminoacidica (4 aa diferents). Sorprenentment, la protamina
d'Octopus presenta més similituds en quan a la seva composicid quimica als
Decapodes Sepia i Loligo que no amb la protamina d’Eledone. (Taulal.1)

Més endavant (Giménez-Bonafé et al., 2002), el mateix grup determina la
sequencia de la protamina en I'espermatozoide d’Eledone (Fig.l.29) i realitzen un
estudi molt interessant de com s’estableixen els ponts S-S en el nucli durant
I'espermiogénesi.

Protamina Eledone cirrhosa

FCGSKPRCRPRCKPRCRSRSKKRCRRCRRRCSRIVKKCCRRRSKCCRRRRRCPCP
CPRKKLRCCKRRPKRRCPKRKKKRCRRKC (84 residus).

Fig. 1.29: Sequéencia completa de la protamina d’Eledone cirrhosa.
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La protamina d’Eledone cirrhosa conté 84 residus, i 19 son cisteines: és la
protamina més rica en cisteina coneguda fins al moment. El pes molecular de la
protamina de la gonada en Eledone, indica la presencia de tres subfraccions
(11696Da, 11776Da i 11856Da), que es corresponen a les formes no— mono- i
difosforilades de la molécula. Les protamines de mamifers i condrictis també contenen
cisteina, i la seva funcié en 'espermatozoide és la formacié dels ponts di-sofre que
contribueixen a I'estabilitzacio fisica i quimica de la cromatina en el nucli. (Bedford and
Calvin, 1974; Balhorn, 1982).

En estadis inicials de I'espermiogenesi, la protamina entra en el nucli amb la
majoria dels grups -SH de les seves cisteines lliures, i sense provocar una
condensacio evident en la cromatina, possiblement degut a la fosforilacio de la
protamina que provocaria una interaccié més feble amb 'ADN (Giménez-Bonafé et al.,
2002). Els ponts di-sofre entre les protamines es comencen a establir des de dins les
fibres de cromatina i posteriorment van estabilitzant les fibres més gruixudes,
lestructura en lamines i finalment la totalitat de la cromatina en el nucli de
I'espermatozoide madur. (Giménez-Bonafé et al., 2002).
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