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RESUM

Revisem la correlacio entre tres processos que es donen en l'espermiogenesi: a) el recanvi
de proteines nuclears, ) el patré de condensaci6 de la cromatina i c) l'acetilaci6 de les his-
tones. Lestudi s'aplica a quatre espéecies que presenten transicions de proteines nuclears de
complexitat creixent: Sparus aurata, que reté les histones en els nuclis espermatics madurs,
Dicentrarchus labrax i Monodonta turbinata, en les quals les histones son substituides per una
proteina moltmés basica, i Sepia officinalis, enla qual les histones sén desplagades per una pro-
teina precursora que es transforma en protamina en les tltimes fases de I'espermiogene-
si. Els resultats indiquen que en la primera fase de I'espermiogenesi de les quatre especies,
es dona un procés identic, en el qual: a) la cromatina perd l'organitzacié de tipus somatic
i queda estructurada en granuls de 20 nm de diametre i b) les histones experimenten una
acetilacio moderada. A partir de l'estructura granular de 20 nm, cada tipus d’espermioge-
nesi segueix camins diferents. En les espermatides de S. aurata les histones es desacetilen i
la cromatina es condensa definitivament. En canvi, en les altres espermiogenesis es produ-
eixen transicions estructurals més complexes que son analitzades en el text.

Paraules clau: espermiogenesi, cromatina, proteines nuclears, acetilacio, evolucio.
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SPERMIOGENIC PROTEIN TRANSITIONS
AND CHROMATIN CONDENSATION.
PROPOSAL FOR AN ANCESTRAL MODEL
OF NUCLEAR SPERMIOGENESIS

SUMMARY

We study the correlation between: i) nuclear protein exchange in spermiogenic nuclei,
ii) the chromatin condensation pattern, and iii) the acetylation of histones. The study is
applied to four species which demonstrate an increasing complexity in nuclear protein
transitions. In Sparus aurata histones remain in sperm nuclei. In Dicentrarchus labrax and
Monodonta turbinata the histones are substituted by a much more basic molecules. In sper-
miogenesis of Sepia officinalis histones are replaced by a precursor protamine, which is
transformed into the protamine in the last phases of spermiogenesis. The results indi-
cate that in the first phase of spermiogenesis of all four species an identical process is in-
volved, in which: i) the chromatin looses typical somatic structure and ends up organized
into granules measuring 20 nm in diameter, and ii) the histones undergo a moderate acet-

ylation.

Key words: spermiogenesis, chromatin, nuclear proteins, acetylation, evolution.

INTRODUCCIO

En les espermiogenesis dels animals, el
nucli de les espermatides experimenta una
important transformacio, amb la qual es-
devé el nucli de I'espermatozoide. El pro-
cés de diferenciacio nuclear es produeix en
molts casos a través de l'expressio seqiien-
cial de proteines especifiques (anomenades
genericament proteines basiques del nucli es-
permatic (SNBP), pero que en alguns casos
concrets slanomenen protamines). Aquestes
proteines penetren en el nucli i van despla-
cant les histones i altres proteines nuclears.
La substitucio de les histones per les SNBP
provoca la condensacié progressiva de la
cromatina. Aixi, el nucli final de I'esperma-
tozoide conté una cromatina molt compac-
tada, un volum reduit i una composici6 en
proteines molt simplificada.

La transformacié del nucli de l'esper-
matida en el nucli espermatic és un procés
complex que varia segons el grup taxono-

mic estudiat. En alguns peixos ossis i aus,
la histona H4 de les espermatides presen-
ta hiperacetilacié en les etapes intermedi-
es de l'espermiogenesi, i a partir d’aqui les
histones sén reemplagades per una protei-
na molt basica (protamina) que es troba fos-
forilada (Sung i Dixon, 1970; Christensen i
Dixon, 1982; Christensen et al., 1984; revi-
sat a Oliva i Dixon, 1991). La substitucié de
les histones per la protamina produeix una
desestructuracio i desaparicié dels nucleo-
somes (Oliva et al., 1987) i organitza el DNA
en una estructura molt més compacta (nu-
cleoprotamina). La substitucio de proteines
esmentada es dona en els estadis interme-
dis de 'espermiogenesi, els quals coincidei-
xen amb la progressio de la condensacié de
la cromatina. En els estadis finals de l'es-
permiogenesi té lloc la desfosforilaci6 de la
protamina i l'altim pas de la condensacid
de la cromatina. Una altra de les espermio-
genesis més estudiades és la dels mamifers.
Aqui es déna una seqiiencia més comple-
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xa en les substitucions de les proteines que
interaccionen amb el DNA. Les histones es
veuen parcialment reemplacades per altres
histones especifiques del testicle, les quals
son desplacades més endavant per protei-
nes de transicio. Les proteines de transicio
seran reemplacades posteriorment per pro-
tamines (una de les quals es troba en for-
ma de precursor) (Meistrich, 1989; Courtens
et al., 1995; Meistrich et al., 2003; Zhao et al.,
2004; Churikov et al.,, 2004). En el decurs
d’aquests canvis del tipus de proteines que
s'uneixen al DNA també es produeixen una
serie de modificacions posttraduccionals
que permeten que el recanvi de proteines
s'efectui organitzadament. Entre aquestes
modificacions cal destacar la hiperacetila-
cid de la histona H4 i altres histones espe-
cifiques del testicle, i la ubiquitinitzaci6 de
H3, H2B i TH3 (Grimes i Henderson, 1983;
Chen et al., 1998; Hazzouri et al., 2000; Lahn
et al., 2002). En el nucli espermatic madur es
troben protamines i també una certa pro-
porcié d’histones acetilades, les quals en
I'espermatozoide huma organitzen un 15 %
del genoma (Gusse et al., 1986; Gatewood et
al., 1987, 1990). Evidentment, aquests canvis
de proteines comporten canvis en l'estruc-
tura i la condensaci6 de la cromatina, que
es poden mostrar parcialment a través de
I'observacié mitjangant microscopia elec-
tronica.

Les molecules relacionades amb la biolo-
gia reproductiva (aixi com els altres nivells
de complexitat biologica relacionats amb la
reproduccio) han experimentat una evolu-
ci6 excepcionalment rapida (Swanson i Vac-
quier, 2002). Aixo comporta que les caracte-
ristiques bioquimiques i morfologiques de
I'espermiogenesi siguin molt variades entre
les espécies. Des de fa temps, s’han fet clas-
sificacions molt interessants i acurades de
les cellules espermatiques i de la seva pos-
sible evolucié (vegeu, per exemple, Fran-
zén, 1977), perd encara no es coneix com

pot haver evolucionat el procés de l'esper-
miogenesi per produir tota la varietat d’es-
permatozoides que existeixen. En el present
treball enfoquem aquest tema centrant-nos
en el nucli espermatic. Analitzem diferents
tipus de canvis nuclears en quatre espermi-
ogenesis escollides i intentem proposar un
model ancestral del procés que segueix el
nucli celular en el decurs de la diferencia-
cié espermatica.

MODELS DE CANVIS NUCLEARS
EN LES ESPERMIOGENESIS

Sparus aurata (model [H — H])

La figura 1 mostra en primer lloc (part
superior) el canvi o transici6 de protei-
nes nuclears en l'espermiogenesi d’aques-
ta espécie. Es una transicié molt simple:
les espermatides més joves contenen his-
tones (marcades d’'H1 a H4 a la figura) en
el seu nucli. En el decurs de l'espermioge-
nesi, desapareixen les proteines no-histo-
nes (minoritaries a la figura 1, part superi-
or esquerra), pero en els nuclis espermatics
madurs romanen les histones (vegeu la fi-
gura 1, part superior dreta). Les digestions
dels nuclis dels espermatozoides amb nu-
cleasa micrococcal produeixen el patro ti-
pic de les cromatines organitzades en for-
ma de nucleosomes (Kurtz ef al.,, 2008). Per
tant, 'estructura nucleosomica no es perd
en els nuclis espermiogenics.

En la segona part de la figura 1 aparei-
xen les imatges, obtingudes per microsco-
pia electronica, de la compactacié dels nu-
clis espermiogenics (fila 1), aixi com del
patré de la condensacié de la cromatina (fi-
la 1) i del marcatge amb anticos antiacetil-
lisina (fila 111) en cada un dels estadis de la
condensaci6. El marcatge amb antiacetil-li-
sina dona informacié de l'acetilacié de les
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cromatina: cromatina: cromatina: cromatina:
tipus somatic granuls 20 nm granuls 20 nm uniforme
histones histones histones histones
acetilacio: + acetilacio: ++ acetilacio: ++ acetilacio: -

FiGura 1. Caracteristiques dels nuclis espermiogénics de S. aurata. Part superior:
Electroforesi bidimensional (acid acétic/urea/tritd i SDS) de les proteines extretes dels
nuclis d’una gonada molt immadura (a) o dels nuclis d’espermatozoides (). Fila 1. Nucli
d’una espermatida molt jove (@) i d’espermatides en diferenciacio (b, ¢); nucli d’un es-
permatozoide testicular (espermatida molt avancada) (d). Barra: 0,5 um per a totes les
imatges de la fila. Fila 11. Patr6 de condensacié de la cromatina espermiogénica. Cro-
matina en granuls de 20 nm (b1, b2, ¢); cromatina condensada en les espermatides molt
avancades (d). Barra: 0,2 pm per a totes les imatges. Fila 111. Marcatge amb anticos an-
tiacetil-lisina en cada estadi de la condensacio de la cromatina. Barra: 0,5 um per a to-
tes les imatges.
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histones H3 i H4, tal i com ha estat compro-
vat amb transferencia western (Kurtz et al.,
2008). L'espermatida primerenca conté una
cromatina organitzada de manera similar
als nuclis somatics, formats per eucroma-
tina i per grumolls d’heterocromatina acu-
mulats a la periféria i en algunes zones in-
teriors dels nuclis (vegeu 12 a la figura 1).
En aquests nuclis (els quals contenen his-
tones i una certa proporcié d’altres prote-
ines) apareix un nivell basal relativament
baix d’acetilacié (12). En els segiients es-
tadis de l'espermiogenesi, la cromatina de
l'espermatida s'organitza homogeniament
en granuls. El diametre dels granuls és de
20 nm, la qual cosa suggereix que poden es-
tar compostos per 4-6 nucleosomes cada
un (un nucleosoma és un cilindre d’aproxi-
madament 5,5 nm de radi i 5,5 nm d’al¢a-
da). Els granuls de 20 nm contenen histo-
nes en un estat significatiu d’acetilaci (1b).
De fet, l'acetilacioé en aquests estadis és la
més intensa de tot el procés espermiogenic
d’aquesta especie. A mesura que progres-
sa 'espermiogenesi de S. aurata, els granuls
de 20 nm es van concentrant en direcci6 al
centre nuclear (1b — c) sense que se'n modi-
fiqui la mida (11c). Aquest pas comporta fi-
nalment una reduccié del volum nuclear, i
possiblement una certa perdua de l'acetila-
ci6 de les histones (111c). En els estadis finals,
la cromatina adopta un aspecte més homo-
geniament compactat (1d), i l'organitzacié
en granuls de 20 nm desapareix. Es interes-
sant observar que aquesta fase final coin-
cideix amb la desacetilacié completa de les
histones (111d).

Dicentrarchus labrax (model [H — P])

La figura 2 és un recull de les transicions
composicionals i estructurals del nucli i
la cromatina del peix ossi D. labrax durant la
seva espermiogenesi. Lanomenem model

[H — P] perque les histones de les esperma-
tides son substituides per una protamina
en els nuclis espermatics madurs. A la part
superior de la figura 2 es presenta el canvi
en proteines, aixi com l'estructura primaria
de la protamina de D. labrax (Saperas et al.,
1993). Es tracta d'una molécula molt peti-
ta (trenta-quatre residus aminoacidics) for-
mada en un 61,8 % per residus d’arginina.
Semblantment al cas anterior, 'espermatida
més primerenca presenta un nucli amb una
organitzacié de tipus somatic (a la figura 2
1, apareix un nucli d'una espermatida no
totalment primerenca on la cromatina de ti-
pus somatic comenca a transformar-se). La
cromatina d’aquests nuclis, a més de conte-
nir DNA, conté histones com a principals
proteines basiques associades (i no-histones
en menor proporcio) (vegeu la figura 2, part
superior a). El marcatge amb antiacetil-lisi-
na déna una reaccio basal relativament de-
bil (tm1a).

El pas segiient és la reorganitzacié de la
cromatina en granuls de 20 nm de diame-
tre (b1, b2) identics als que presenta S. aura-
ta. En aquesta transicié també s’ha produit
una acumulaci6 dels granuls en direcci al
centre nuclear, la qual cosa ha provocat una
important reduccié del volum nuclear (1b).
En els granuls de 20 nm les histones (con-
cretament les H3 i H4, quan és comprovat
amb transferencia western) manifesten un
grau significatiu d’acetilacio6 (1b). En els es-
tadis segiients, la protamina penetra en els
nuclis (electroforesi intermedia, vegeu la
part superior de la figura 2). Aix0 provoca
una remodelaci¢ de l'estructura de la cro-
matina: els granuls de 20 nm passen a for-
mar granuls majors i més electrodensos que
creixen fins a adoptar un diametre aproxi-
mat de 80 nm (ic, d; 11¢, d, e). La formacio
dels granuls de 80 nm no s’efectua per sim-
ple fusi6 dels granuls de 20 nm, ja que els
granuls de 80 nm no contenen histones, no-
més DNA i protamina, la qual empaqueta
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el DNA d'una manera diferent de la nucle-
osomica (Ward i Coffey, 1991; Daban, 2000).
Les histones que apareixen en aquest esta-
di es troben en el seu grau maxim d’aceti-
lacid, la qual cosa esta d’acord amb treballs

anteriors en els quals es mostra que quan
la protamina desplaca les histones aques-
tes estan hiperacetilades (vegeu la revisié
d’Oliva i Dixon, 1991). Aquesta transicié o
remodelacio estructural provoca una sego-
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cromatina: cromatina:
tipus somatic granuls 20 nm

histones histones
acetilacio: + acetilacio: ++

cromatina: cromatina:
20 nm » 80 nm granuls 80 nm
histones + protamina protamina
acetilaci6: +++ acetilacio: —

F1GUra 2. Caracteristiques dels nuclis espermiogenics de D. labrax. Part superior: Elec-
troforesi en acid acetic/urea del canvi de proteines nuclears en ’espermiogénesi de D. /a-
brax (H: histones; P: protamina). Tamb¢ es mostra la seqiiéncia aminoacidica de la prota-
mina d’aquesta espécie. Fila 1: Estadis de la diferenciacio nuclear, des d’una espermatida
jove (a) a un espermatozoide testicular (f). Barra: 0,5 pm per a totes les imatges. Fila 11. Pa-
tré de condensacio de la cromatina. b/ i b2) granuls de 20 nm; ¢, d) remodelacié dels gra-
nuls de 20 a 80 nm; ¢) cromatina d’una espermatida molt avangada. Barra: 0,2 um per a to-
tes les imatges. Fila 111. Marcatge amb antiacetil-lisina de cada tipus de cromatina. Barra:

0,5 um per a totes les imatges.
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na reduccié del volum del nucli esperma-
tic (ic — f). En les fases finals, el nucli ha re-
duit considerablement el seu volum (1f), i la
cromatina apareix organitzada en granuls
de 80 nm (11e). No hi ha histones en aques-
ta cromatina, només protamina (electrofo-
resi, figura 2f).

Monodonta turbinata (model [H — P])

En aquesta especie de molusc, les histo-
nes que es troben en les espermatides pri-
merenques son substituides per una pro-
teina de cent sis residus aminoacidics que
formara part del nucli espermatic (vegeu
la figura 3, electroforesi 4 — e). Aquesta
proteina no és una protamina tipica, ni té
un origen comd amb les protamines tipi-
ques (Chiva et al., 1992; Lewis et al.,, 2004).
No obstant aixo, la seva estructura prima-
ria (resolta per Daban et al., 1995) compar-
teix caracteristiques for¢ca semblants amb
les protamines tipiques (entre aquestes una
gran proporci6 de residus basics i la dispo-
sicio de les arginines en grups de 4 a 6 resi-
dus, vegeu part superior de la figura 3).

En els primers estadis de la diferenciacié
espermiogenica, la cromatina de les esper-
matides s'organitza de nou en granuls de
20 nm (1b; 11b, c), molt homogenis en el valor
del seu diametre, que contenen histones en
un estat significatiu d’acetilacié (b, c). En
aquesta primera etapa de la diferenciacié
espermiogenica, el nucli també disminueix
el seu volum sense que la cromatina per-
di la seva estructura granular (1b — ¢; 1b,
0). A partir d’aquest estadi, els canvis en la
cromatina segueixen també un patr6 simi-
lar al que hem trobat en D. labrax. Els gra-
nuls de 20 nm es remodelen en granuls de
60 nm quan la «protamina» de M. turbinata
substitueix les histones (ic, d; 11d1). En els es-
tadis en que la protamina comenca a subs-
tituir les histones, aquestes es troben en el

seu maxim estat d’acetilacio (wdl). Posteri-
orment, la cromatina completa la seva re-
modelaci¢ i els complexos DNA-«protami-
na» adopten la forma de granuls densos
d’aproximadament 60 nm de diametre (11d2;
m1d2). En el pas final, els granuls de 60 nm
es fusionen parcialment i la cromatina del
nucli espermatic presenta un estat relativa-
ment homogeni (te).

Sepia officinalis (model [H — Pp — P])

La transicio de proteines en aquesta es-
pecie és un grau més complexa que en els
casos anteriors. A les figures 4 i 5 es pre-
senta un resum dels estudis efectuats en
aquesta espermiogenesi. Aqui, les histo-
nes son substituides per una molécula pre-
cursora de la protamina (vegeu, a la figu-
ra 4, les electroforesis de la part dreta), la
qual es transforma en protamina per es-
cissié del seu extrem aminoterminal (Mar-
tin-Ponthieu et al,, 1991, Wouters-Tyrou et
al., 1991; vegeu la figura 6). En aquest cas,
dongcs, les histones no sén substituides di-
rectament per la protamina que trobarem
al nucli espermatic madur, siné per una
proteina menys basica (el precursor). La
transicio estructural de la cromatina és més
complicada del que esperariem basant-nos
en la transicié de proteines (vegeu la figu-
ra 4). Es produeixen quatre transformacions
(remodelacions) en l'estructura de la cro-
matina espermiogenica. El nucli de I'esper-
matida primerenca conté cromatina de ti-
pus somatic que es reconverteix (com en els
casos anteriors) en cromatina granular de
20 nm (vegeu la figura 4b). A diferéncia del
que passava en les altres espermiogenesis,
el nucli no pateix un decrement de volum
(vegeu la figura 4 a — b). En estadis poste-
riors, la cromatina es remodela a una con-
figuracio fibrillar (30-35 nm de diametre), i
simultaniament el nucli adopta una forma
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cromatina: cromatina: cromatina: cromatina:
tipus somatic granuls 20 nm 20 nm> 60 nm granuls 60 nm

histones histones histones + protamina protamina
acetilacio: + acetilacio: ++ acetilacio: +++ acetilacio: —

FiGura 3. Caracteristiques dels nuclis espermiogenics de M. turbinata. Part superi-
or: Electroforesi en acid acetic/urea de la transicié de proteines nuclears espermioge-
niques (H: histones; P: protamina). Tamb¢ apareix I’estructura primaria de la molécula
de «protamina» de M. turbinata. Fila 1. Diferenciacié del nucli en I’espermatogenesi (el
nucli en a correspon a un espermatogoni que representa 1’organitzacié de tipus soma-
tic de la cromatina). Barra: 1 pm per a totes les imatges de la fila. Fila 11. Patré de con-
densacio de la cromatina espermiogénica. b, ¢) granuls de 20 nm; d/) remodelacié dels
granuls de 20 a 60 nm. d2) cromatina d’una espermatida avangada. Barra: 0,5 pm per a
totes les imatges de la fila. Fila 11. Marcatge amb antiacetil-lisina de la cromatina en les
diferents fases de la condensacié. Barra: 0,5 um per a tota la fila.
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FIGURA 4. Nucli i cromatina espermiogenica de S. offi-
cinalis. Columna esquerra: Modificacio de la forma nu-
clear al llarg de I’espermiogénesi. Barra: 2 um per a tota
la columna. Columna central: Patr6é de condensacié. Cro-
matina granular de 20 nm (b); cromatina en fibres de 30-
35 nm (c); en fibres de 40-50 nm (d); unid progressiva de
les fibres de 40-50 nm (e — f). Barra: 200 nm per a tota la
columna. Columna dreta: Composicié proteinica de cada
tipus de cromatina. (H: histones; Pp: precursor de la pro-
tamina; P: protamina).

fusiforme (4c). En un estadi segiient, tota la
cromatina es reconverteix en fibres de 40-
50 nm sense que es modifiqui la forma nu-
clear (4d). En els tiltims estadis d’aquesta es-
permiogenesi, les fibres de 40-50 nm es van
ajuntant progressivament per formar fibres
majors i finalment la cromatina uniforme i
compactada del nucli espermatic (vegeu la
figura 4 e — g). Els canvis de forma del nu-
cli espermiogenic i les seves principals cau-
ses van ser descrits en un treball anteri-
or (Martinez-Soler et al., 2007b), perd no es
consideren aqui en detall.

Atesa la complexitat de les transicions es-
tructurals, vam estudiar la composicio de
proteines (Martinez-Soler et al., 2007a) i I'es-
tat d’acetilacio de la histona H4 (Kurtz et al.,
2007) en cada tipus de cromatina. Els resul-
tats globals d’aquests estudis es presenten
resumidament a la figura 5: la cromatina
de tipus somatic de I'espermatida més jove
conté histones (més altres proteines mino-
ritaries) que presenten un estat d’acetilacié
baix. En la primera remodelacio, els granuls
de 20 nm es troben formats per histones de
les quals la H4 esta en forma monoacetila-
da. En el pas immediatament posterior, la
molecula precursora de la protamina pene-
tra en el nucli i coexisteix amb les histones
i el DNA. Aquest complex (histones-DNA-
precursor) adopta la forma de fibres de 30-
35 nm. En aquestes estructures la histona
H4 es troba hiperacetilada (fins a tres aceti-
lacions per molecula de H4). En l'estadi se-
glient, les histones han abandonat el nucli i
només el precursor de la protamina es tro-
ba interaccionant amb el DNA. La cromati-
na s'organitza ara en fibres de 40-50 nm (ve-
geu la figura 5). Finalment, el processament
del precursor (i possiblement la desfosfori-
laci6 de la protamina) provoquen que les fi-
bres de 40-50 nm es vagin fusionant entre
si fins a formar el nucli espermatic de Sepia,
que conté només DNA i protamina i que
presenta la cromatina molt electrodensa.
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COMPOSICIO | ESTRUCTURA ESDEVENIMENTS
DE LA CROMATINA PRINCIPALS

Somatic

Histones
no-histones (HP)

Monoacetilacid
d’histones

Granuls de 20 nm

Histones ac
(monoacetilades)

de la protamina

1 El precursor
entra rapidament

Fibres de 35 nm

Histones ac

(hiperacetilades) Hiperacetilacio

d’histones
Precursor de

protamina

Fibres de 50 nm

Eliminaci6
Precursor de d’histones
protamina

i histones
hiperacetilades
residuals

Cromatina

condensant
Processament

del precursor
i desfosforilacio
de la protamina

Precursor de
protamina
i protamina

Cromatina
condensada

Protamina

FiGgura 5. Resum del patré de condensacio, composici6 i acetilacio
de proteines en ’espermiogénesi de S. officinalis (Martinez-Soler et
al., 2007b). Columna esquerra: Composicio i estat d’acetilacio de les
histones. Columna central: Patro complet de condensacio de la cro-
matina espermiogenica. Barra: 300 nm per a totes les figures excepte
per a I’tltima (3 pm). Columna dreta: Principals esdeveniments cau-
sants dels canvis en la condensaci6 de la cromatina.
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DISCUSSIO

En aquest treball definim tres tipus de
transicions de proteines nuclears en l'esper-
miogenesi. En el tipus més simple de tran-
sicié ([H — H]) nomsés les proteines no-his-
tones abandonen els nuclis espermiogenics.
El nucli espermatic conserva les histones i
I'organitzacié nucleosomica. En el segiient
nivell de complexitat (transicié [H — P]) es
produeix un desplagament directe de les
histones per part d'una proteina molt ba-
sica, que posteriorment sera la principal (o
I"tinica) proteina present en els nuclis de les
cellules espermatiques. Laltra transicio es-
permiogenica presenta una complexitat su-
perior. Les histones de les espermatides
son desplacades per una moléecula precur-
sora de la protamina, que posteriorment es
transformara en protamina a través d'una
escissio i eliminacié de la seva part amino-
terminal (Martin-Ponthieu ef al., 1991; Wou-
ters-Tyrou et al., 1991). Aquest tipus de tran-
sicié 'anomenem [H — Pp — P] (Kurtz et
al., 2007).

Una analisi comparativa de l'espermio-
genesi de les quatre especies (S. aurata, D.
labrax, M. turbinata i S. officinalis) ens permet
establir algunes correlacions interessants
entre canvis quimics i canvis estructurals/
morfologics de la cromatina espermiogeni-
ca. Apareix una caracteristica que és com-
partida per totes aquestes espermiogenesis:
en les primeres etapes del procés, les dife-
réncies estructurals entre eucromatina i he-
terocromatina desapareixen i tot el materi-
al nuclear s'organitza homogeniament en
granuls de 20 nm. La mida d’aquests gra-
nuls és identica en totes les especies. Els
granuls de 20 nm contenen en tots els ca-
sos histones i, en conseqiiéncia, han d’estar
constituits per 4-6 nucleosomes. També en
tots els casos les histones de la cromatina
es troben parcialment acetilades. En S. offi-
cinalis hem demostrat que la histona H4 es

troba monoacetilada en la lisina 12 en els
granuls de 20 nm (Kurtz et al.,, 2007). Sem-
bla molt probable que l'acetilacié parcial de
la histona H4 (i possiblement la histona H3)
impedeixi la formacié d’estructures d’ordre
elevat d'empaquetament dels nucleosomes
(Garcia-Ramirez et al., 1995; revisat per Bul-
ger, 2005; Calestagne-Morelli i Ausio, 2006),
pero d’altra banda pot afavorir l'agregacio
de petits grups de nucleosomes per formar
els granuls de 20 nm. De fet, un repas de la
literatura sobre el desenvolupament morfo-
logic de l'espermiogenesi de diferents ani-
mals indica que la formacio6 dels granuls de
20 nm en les fases inicials de la condensacio6
de la cromatina és un fenomen que es pro-
dueix en la majoria de les especies (no en to-
tes) (Ribes et al., 2001).

D’altra banda, la formaci6 de granuls de
20 nm també permet que el nucli espermi-
ogenic experimenti una reduccié important
en el seu volum (vegeu les figures 1, 2 i 3).
No sembla que aixo0 sigui una propietat in-
trinseca de la cromatina de 20 nm, ja que
en S. officinalis (i en altres especies) la reor-
ganitzacié de la cromatina en granuls de
20 nm no es produeix simultaniament a la
reduccié del volum nuclear (vegeu les figu-
res 41i5). Aquesta disminuci6 hauria de ser
deguda a altres components (com per exem-
ple les seves interaccions amb la matriu nu-
clear, etc.) relacionats amb la nucleomorfo-
genesi, pero que han de ser estudiats encara
en la major part de les especies.

En el cas de S. aurata (transicio [H — H]),
els granuls de 20 nm experimenten una co-
alescéncia parcial en les darreres fases de
I'espermiogenesi, i es produeix una croma-
tina espermatica, d’aspecte quasi homoge-
ni quan és observada per microscopia elec-
tronica. La coalescencia d’aquests granuls
es produeix conjuntament amb la desapa-
ricié de l'acetilacié de les histones (vegeu
la figura 1). Aquest pas final és analeg a la
desfosforilaci6 de la protamina en els altres
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tipus de transicions proteiques. La desace-
tilacio de les histones augmenta la interac-
cid electrostatica entre proteines i DNA, i
permet una major aproximacio i redistribu-
cid dels nucleosomes. Aix0 provoca la «dis-
gregacio» dels granuls de 20 nm.

En els restants casos analitzats en aquest
treball, la cromatina prossegueix el procés
de compactacio. En D. labrax i M. turbina-
ta els granuls desapareixen per donar lloc
a estructures més grans i més electroden-
ses de 80 i 60 nm de diametre, respectiva-
ment (vegeu les figures 2 i 3). La desaparicio
dels granuls de 20 nm és precedit per una
hiperacetilacié de les histones, les quals ja
no es trobaran presents en els granuls de 80
i 60 nm (formats exclusivament per DNA i
protamina probablement fosforilada). Mal-
grat que les protamines de D. labrax i M.
turbinata son diferents, el procés general de
la condensaci6 és molt similar i només es
diferencia en la mida dels granuls majors.
La fusi6 d’aquests granuls majors al final de
les espermiogenesis coincideix amb la des-
fosforilacio de la protamina descrita per al-
tres autors.

La condensacié de la cromatina en S. of-
ficinalis és més complicada. En una primera
fase es formen granuls de 20 nm compostos
per DNA i histones (amb la H4 monoaceti-
lada). En una etapa immediatament poste-
rior la molecula precursora de la protamina
entra en el nucli, on coexisteix amb les his-
tones (fibres de 35 nm). En etapes més avan-
cades, la histona H4 és hiperacetilada i totes
les histones son desplagades de la cromati-
na (fibres de 40-50 nm). En les etapes finals,
el precursor es converteix en protamina i
les fibres es van ajuntant entre si.

En diversos estudis ha estat suggerit que
el tipus més primitiu d’espermatozoide
conté histones en el seu nucli, i que a par-
tir d'aquest model poden haver evolucionat
diversos tipus de proteines nuclears esper-
matiques anomenades genericament SNBP
(Ausid, 1995; Roccini et al., 1996; Ausid et
al., 1997). El treball que presentem aqui es-
ta d'acord amb aquesta hipotesi, i n‘ofereix
una explicaci6 causal. Es molt possible que
l'acetilacié limitada de les histones i la for-
macié de granuls de 20 nm siguin proces-
sos ancestrals en 'evolucid de I'espermioge-

Zona precursora N-terminal

< ><
10 20 30
Tl MKVAANSSKMLAEKLELMKGGRRRRRRSRRRRRRSRRRS
T2 T Y DL SR
Protamina
>
40 50 60 70 78

T1 RSPYRRRYRRRRRRRRRRSRRRRYRRRRSYSRRRYRRRR
T2 S R —_

F1GURrA 6. Precursor i protamina de S. officinalis. La protamina de S. offi-
cinalis és una proteina microheterogénia que prové d’una proteina major,
o precursor. En aquesta figura es mostren les seqiiencies de les dues for-
mes de la protamina de S. officinalis i dels seus precursors (T1 i T2, en la
qual només apareixen els residus diferents). Els vint-i-un residus de I’ex-
trem amino son eliminats de la molecula (i del nucli) en els estadis avan-
cats de I’espermiogenesi. Les seqiiencies provenen de Martin-Ponthieu et
al. (1991) i de Wouters-Tyrou et al. (1991).
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nesi. D'una banda, la formacié6 del granuls
en tot el volum nuclear provoca una homo-
geneitat estructural, i anulla les diferenci-
es zonals en l'organitzaci6 (i possiblement
en l'estat funcional) de la cromatina; d’altra
banda, permet que el nucli espermatic expe-
rimenti una important disminucio6 en el seu
volum. Finalment, representa una estructu-
ra que permet facilment el desplagcament de
les histones per part de les SNBP que pu-
guin haver sorgit en l'evolucio. Aquestes
SNBP (entre les quals hi ha les protamines
tipiques) poden produir una condensacid
addicional del nucli espermatic.

Hem de manifestar que les transicions
estudiades no representen totes les espe-
cies animals. En altres espermiogenesis es
produeixen transicions molt més comple-
xes amb patrons de condensacié de la cro-
matina més elaborats (Meistrich, 1989; Ca-
ceres et al., 1999; Ribes et al., 2001). Els nuclis
d’aquests espermatozoides poden presen-
tar morfologies molt peculiars adaptades
als detalls de la biologia de la fertilitzacié
de cada especie.
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