
Dinamica estructural de macromolecules

(Ll. Cornudella, ed.)

Treballs de la SCB. Vol. 48 (1998) 199-224

EMPAQUETAMENT DEL DNA EN ELS ESPERMATOZOIDES

Li is rn I. VAI. LF,' PF:prrA GIMI:NFZ,' NURlA SAPHRAS ' i MAN H. CHHIVA''2

1. Departamcnt d'Enginveria Quimica, ETSEIB, UPC

Av. Diagonal, 647. Barcelona.

2. Departament de Ciencies Fisiolrigiques II, Div. 11, UB, Campus dc' Belh'itge.

SUMMARY

There is not a single model to define nuclear sperm chromatin. This chapter is a review of

different structures observed and studied in sperm nuclei (nucleohistone, nucleoprot-

amine, etc). Sperm DNA-interacting proteins (named here ,specialized polvpeptides») dis-

play also a high degree of interspecific diversity. We consider two main types: specialized-

ends of histones, and specific proteins. These specialyzed polypeptides are constituted by

different combinations of several DNA-interacting motives. We also revise the scarce avai-

lable information about the genome architecture and organization in sperm cells, and we

try to descrive a generic framework to understand the enormous evolutionary diversity of

the subject reviewed here.

RESUM

L'estructura de la cromatina del nucli espermatic es molt diversa. En aquest capitol revi-

sem els estudis efectuats sobre nucleohistones i nucleoprotamines espermatiques i mencio-

nem altres formes d'estructura que tarnbe es troben presents en alguns espermatozoides. Les

prote'ines que condensen el DNA espermatic (polipeptids especialitzats) tambe son molt di-

verses, pero aqui les agrupem en dos tipus: extrems especialitzats d'histones i proteines es-

pecifiques. Els polipeptids especialitzats estan formats per les diferents combinacions de

quatre motius estructurals que son els responsables principals de la interaccio amb el DNA.

Tambe repassem 1'escassa informacio disponible sobre l'arquitectura i l'organitzacio del ge-

noma en el nucli espermatic, i intentern donar una visio general evolutiva de 1'extraordinaria

diversitat interespecifica de 1'estructura i la composicio de la cromatina espermatica.
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INTRODUCCIO

Podem interpretar que hi ha dos factors

determinants de 1'empaquetament del DNA
en el nucli cellular: 1) economitzar 1'espai
de manera que la informacio genetica es tro-

bi com mes compacta millor, i 2) organitzar

aquest empaquetament de la manera mes
eficient, perque es pugui seleccionar i utilit-
zar la informacio especifica entremig de
l'immens dipbsit informacional que repre-
senta el DNA. El nucli de la cellula es-
permatica es un nucli inert que al llarg de
1'evoluci6 ha desenvolupat de diverses ma-
neres el primer aspecte. En aquest capitol
revisem la informacio actual sobre 1'estruc-

tura de la cromatina espermatica i intentem

posar de manifest algunes questions que
mereixerien ser estudiades o aprofundides

amb mes detail.

LES ESTRUCTURES D'ORDRE

SUPERIOR DE LA CROMATINA

SOMATICA

Malgrat que aquest terra s'hagi desen-
rotllat en capitols anteriors del present vo-

lum, es interessant fer unes quantes consi-
deracions basiques per poder comprendre

la diversitat de l'organitzacio de la cromati-

na en els espermatozoides.

Al llarg del cicle vital d'una cellula
somatica, la cromatina presenta, parcial-
ment o totalment , una serie de processos
dinamics d ' empaquetament i desempaque-
tament que compleixen o es relacionen amb
diferents funcions. Les fibres de nucleoso-
mes (fibres <<en rosari ,,, de 10 nm aproxima-
dament ) poden replegar -se temporalment
en estructures d'ordre superior i formen

l'heterocromatina , els telomers i els cromo-

somes mitbtics . La primera estructura d'or-
dre superior es la fibra de 30 nm (formada

directament pel replegament mes o menys

regular de la fibra de 10 nm). El posterior re-
plegament organitzat d'aquesta fibra forma
estructures d'ordre mes elevat . Sense consi-
derar de moment les raons termodinami-
ques que determinen la mida de la fibra de
30 nm, d ' una manera general es pot suposar
que la dinamica de la fibra de 30 nm (es a dir
la seva formacio i la seva descondensacio) es
deguda fonamentalment a les interaccions

del DNA amb les histones linker (HI i fami-
lia) i amb els extrems d'histones del cor nu-
cleosomic (Van Holde i Zlatanova, 1996;
Zlatanova, 1996 ; Moore i Ausio, 1996; Van
Holde et al., 1995; Santisteban, 1994; Zalens-

kaya et al., 1985). Aquestes interaccions esta-
rien regulades principalment per la presen-

cia o absentia de la histona H1 i per les mo-
difications posttraduccionals de totes les
parts de les histones que interaccionen amb
el DNA. El fet mes important que cal desta-
car, orientat a la interpretacio de la cromati-

na espermatica , es el seguent : tret de les his-

tones i les seves modificacions quimiques,

no es necessiten proteIes especials ni « fac-
tors especifics » (sequencies concretes de
DNA, estructures protefniques especifiques
-« llocs en cis,,-, etc.) per a la formacio o des-
condensacio de la fibra de 30 nm . Per contra,

la formaci6 d'estructures d'ordre mes supe-
rior (heterocromatina, cromosomes mit6-

tics, telOmers ) requereixen proteYnes que re-

conegu in especificament sequencies de DNA

o complexos proteinics , com per exemple
les TBP en tel6mers i la familia SMC en els
cromosomes mitOtics (Blackburn i Greider,
1995; De Lange, 1996; Greider, 1996; Peter-
son, 1994; Hirano , 1995 ; Hirano et al., 1995;
Saitoh et al., 1995; Yanagida, 1995; Koshland

i Strunnikov, 1996; Bedoyan ct al., 1996).

Aquestes protemes compactarien ordena-

dament les fibres de 30 nm i les situarien en
dominis concrets del nucli . Finalment, hem
de ressaltar que tant 1 ' estructura nucleoso-
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mica com la de la fibra de 30 nm i la de les

condensacions superiors s'han conservat

molt invariables al llarg de 1'evoluci6 dels

organismes eucariotes (Van Holde et al.,

1995).

ESTRUCTURA DE LA CROMATINA DE

L'ESPERMATOZOIDE

Nucleohistona i nucleoprotamina

No hi ha un model unic, ni predominant,

que sigui representatiu de 1'estructura dels

diferents nuclis dels espermatozoides ani-

mals. El principi mes general es que el nucli

espermatic tendeix a presentar on volum

minim. Aixo es possible gracies a dues ra-

ons: 1) el grau de compactacio del DNA es-

permatic es igual o major que el de les es-

tructures d'ordre superior de la cromatina

somatica; 2) tot (o quasi tot) el DNA es-

permatic es troba en estat compactat (en al-

guns casos tot el nucli es podra considerar

corn una <<estructura d'ordre superior» ). Se-

guint el criteri d'economia de volum es po-

den descriure dues estructures <limit» per a

la cromatina espermatica: nuclis organitzats

en nucleohistona (minima reduccio del vo-

lurn nuclear) i nuclis organitzats en nucleo-

protamina (maxima reduccio del volum nu-

clear) (vegeu tambe Subirana, 1975, 1982;

Clarke, 1992).

El punt de partida principal i mes imme-

diat que condueix a 1'espermatozoide es

I'espermatida haploide temprana. L'estruc-

tura de la seva cromatina ha rebut molt poca

atencio (malgrat que es un model molt inte-

ressant per estudiar la cromatina). Els escas-

sos treballs sobre aquest tema indiquen que

1'espermatida temprana conte una cromati-

na laxa, homogenia, molt poc condensada i

facilment digerible per les nucleases (Mez-

quita i Teng, 1977a, 197711; Mezquita, 1985;

Loir et a1.,1985). A falta d'un model concret,

podern suposar que el cromosoma d'aques-

ta col-lula es troba estructurat fonamental-

ment en forma de nucleosomes poc compac-

tats.

En algunes especies, la condensacio de

la cromatina de 1'espermatozoide s'efectua

sense que es produeixi una remodelacio

global de la cromatina de l'espermatida ha-

ploide (figura 1A), es a dir, en el decurs de

l'espermiogenesi, i sense modificacio (o

amb Ileugeres modificacions de l'estructu-

ra nucleosomica) les fibres <<en rosari» es

van condensant en estructures d'ordre mes

elevat i produeixen la condensacio nuclear.

Direm que aquests nuclis es troben organit-

zats en forma de nucleohistona: el nucleo-

soma (mes, menys o gens modificat) es la

unitat estructural basica i les histones son el

component proteinic principal o exclusiu

(Subirana, 1975, 1982). Les estructures d'or-

dre superior que es troben en ]a nuclihisto-

na espermatica son analogues a la fibra de

30 nm» somatica pero no estan tan conser-

vades evolutivament i el seu diametre varia

segons les especies entre 20 i 50 nm (Alegre

i Subirana, 1989; Subirana, 1992; Casas et

al., 1993 i referencies incloses). La conden-

sacio de la nucleohistona espermatica es

produeix diferentment segons les especies:

en Carassius sembla que la mateixa presen-

cia del complement normal d'histones es

suficient per empaquetar la cromatina es-

permatica (Munoz Guerra et al., 1982a); en el

cas dels esparids (una familia de peixos os-

sis), la cromatina espermatica conte una

concentracio superior d'histona H1 que la

cromatina somatica (Saperas et al., 1993a,

1994); en molts altres exemples, la cromati-

na espermatica conte la dotacio normal d'-

histones mes una proteina addicional es-

tructuralment relacionada amb la histona

H1 (Saperas et al., 1993a, 1994; Ausio 1986,

1995; Azorin et al. 1983, 1985); altres espe-

cies han substituit la histona HI somatica

per una histona similar pero mes basica
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F1cekA I. Fsquema de la formac16 do nucleohistona (A) i nucleoprotamina (13) en I'espermiogenesi a partir de la cromatina
de I'espermatida haploide. La nuclcohistona espermatica es basa fonamentalment en un replegament dels nuclcosomes,
mentre que per arribar a la nucleoprotamina ha de produir-se una remodelacio total de I ' empaquetament del DNA. S'aconse-
gueix aixi una estructura molt mes compacta. 1. DNA; 2. octamer d'histones; 3. nuclcosoma (cor); 4. fibra solenoide de nu-
cleosomes; 5. protamina; 6 i 7 soles cstret i ample del DNA; 8. complex nuclcoprotaminic.

(Giannasca et al., 1993; Massey i Wats, 1992;
Vodicka et al., 1990; Zalenskaya et al., 1981);
i finalment es interessant el cas d'alguns
equinoderms, els quals posseeixen modifi-
cacions especffiques dels extrerns de les
histones H1 i d'algunes de les histones del
cor nucleosomic (Strickland, M. et al., 1977,
1978; Strickland, W. et al., 1977, 1980; Von
Holt et al., 1984; Poccia, 1995). A partir dels
casos estudiats, sembla que les nucleohisto-

nes espermatiques posseeixen un grau de
compactacio similar al dels cromosornes
mitotics (de 5 a 10 vegades el cromosoma
interfasic).

En sintesi, la nucleohistona espermatica
es una estructura basada en els mateixos
principis quimics que la fibra de 30 nm
somatica perb amb mes permissivitat quant
a la variacio de les histones linker.

Contrariament al cas de la nucleohisto-
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Dicentrarchus labrax PRRRRQASRPVRRRIZRTRRSTAERRRRRVVRIZRR

Loligo pelaeii RRRRRRSRRRRRRSRRRSRSPYRRRYIZRRRRRRRIZIR

SRRRRYRRRRYSRRRYRRIZR

Monodonta turbinata ARAVRRIZRARSRSRSRKSRSRSRSAKRSASRRRSRS

AGRRRRRRIZTASIZRRRRSASRRRSVSRRRRRIZSIZKSR

GRRRRGRKV RRRRVKRAGRKGRRRTIZIZIZRRRARR

Eic( wv 2. I structura primaria de tres protcine, espccitiques del nucli espermatic: protamina de l) lahrrlr (on peix 0551). de L.

pelaeii (un mol-lusc cctitlbpode) i de M. turbinata fun m0l-lusc prosobranqui). Observeu la gran acumulacio do residus ba-

sics (arginina-R, lisina -K) i la seva agrupacio. Les seq icncies provenen respectivament de Saperas ct al., (1993/'), Wou-

tei5- I vrou t't al., (1991) i Daban et aL, (1995).

na, altres especies experimenten al Ilarg de

I'espermiogenesi una remodelacio total de

la cromatina haploide (figura 18): les histo-

ries van sent desplacades i substituides per

prote'ines progressivament mes basiques,

els nucleosomes i la fibra de 10 nm desapa-

reixen, el DNA canvia la seva topologia i va

adquirint un elevadissim grau de compac-

tacio. En la nucleoprotamina espermatica

no trobarem ni nucleosomes ni histones i, en

canvi, hi formen part proteines especifiques

molt basiques i simples que classicament

1 -;.1 . . 4

1a)

E

54)

Fu,) u.4 3. Empaqucuunent dcl DNA. 1. Proporcio del volum

que ocupa el DNA refcrit aI volum total d'un nucli somatic

(5), d'un cromosoma mitotic (6) i d'un nuch espermatic es-

tructurat en forma de nucleoprotamina (7). 2. Proporcio del

volum que ocupa la tibra de 10 rim en un nucli somatic (5) i

cromosoma mitotic (6). 3. Volum quc ocupa la tibra de

30 ntn en tin nucli somatic (5) i cromosoma mitotic (6).

4. Volum normalitiat de cada estructura (nucli somatic, cro-

mosoma mitotic, nucli espermatic ). El DNA cs considera un

cilindre de 20 A do diametrc (modificat de Ward and Cof-

fey, 1991).

han estat anomenades protamines (Mies-

cher, 1874; Bloch, 1969, 1976). Les protami-

nes han estat revisades diverses vegades

(Poccia, 1986; 1 lecht, 1989a, 198911; Kasinskv

et al., 1985a; Kasinsky,1989; Meistrich, 1989;

Oliva i Dixon, 1991; Chiva ct al., 1991, 1995;

Daban et al., 1991; Saperas ct al., 1994). Les

caracteristiques principals d'aquestes mole-

cules queden reflectides en la figura 2. Tal

com es discutira mes endavant, la nucleo-

protamina es una estructura molt mes sim-

ple que la nuclihistona espermatica. Tot i

aixi hem de tenir present que es el resultat

d'un proces molt complex i elaborat de

substituci6 de protelnes que interaccionen

amb el DNA, i de canvis importants en la to-

pologia del mateix DNA (Risley et al., 1986;

Barone et al., 1994). Hem de considerar,

doncs, que la nucleoprotamina es una con-

secucio evolutiva superior, molt mes espe-

cialitzada que la nucleohistona. La figura 3

mostra que el nivell de condensacio de la

nucleoprotamina es molt mes elevat que el

de la cromatina somatica i que el del cromo-

soma mitotic (aquest ultim equiparable a la

nucleohistona espermatica).

Exemples de nuclihistona espermatica

La cromatina de l'espermatozoide dels

ericons de mar (equinoderms) representa

un cas interessant de nucleohistoma esper-
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[ SPKK 1 KKSP 1 5

Sp H1 P. angulosus (X7)AA SPRK SPRK SPKK SPKK ASA SPRR KA

Sp H2B S . purpuratus PRSPSKT SPRK G SPRR G SPSRK A SPKR G
I 4. l ,qucnw de I'estruetura primaria de Ics histones cspecitiques SpH I i SpH213, comparades amb les scves analo-gues somatiques (a en la figura) (modificat de Poccia, 1995). 1. Regio central (cor central) conservat entre les diferents H I .2. Regio rica en lisina i alanina en els extrems C-terminals de les SpH 1. 3. Regio conservada entre Ics diferents H2B somati-ques i SpH2B. 4. Llocs que es fosforilen i desfosforilen durant I' espermiogenesi. 5. Regio polibasica de les histones 11213. Arota: Segiicncies N-terminals de Ies Spill i SpH2B on es posa de manifest les repeticions SPKK (o les sever- variants SPKR,SPRR).

matica. Aquesta cromatina mostra propie-
tats que la diferencien de la nucleohistona
somatica: es molt estable pel que fa a la des-
naturalitzacio termica i ionica, es atacada
lentament per les nucleases i posseeix un ni-
veil de compactacio similar al dels cromoso-
mes mitotics i superior a] de la fibra de 30
nm somatica (Green i Poccia, 1985, 1988).
Una altra particularitat es la gran longitud

del seu nucleosoma (250 pb de DNA) (Spa-
dafora et al., 1976).

El seu component proteinic es constitu'it
fonamentalment per les cinc histones
(H3-H4, H2A-H2B, HI). Les histones H3,
1-14 i H2A son practicament identiques a les
somatiques, mentre que les HI i H2B son
diferents i reben la denominacio SpH1 i
SpH2B (vegeu Poccia , 1995). Aquestes dues
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histones especifiques son sintetitzades en

els primers estadis de 1'espermatogenesi, es

van incorporant a la cromatina i substituei-

xen les H1 i les H2B somatiques. Son mes

grosses que les seves analogues somatiques

gracies al fet que posseeixen extensions ad-

dicionals en la regio N-terminal (la SpH1

tambe en C-terminal). Com mostra la figura

4, les SpH1 tenon quatre dominis: un domi-

ni globular caracterfstic de totes les histones

H1 (aa 40-114), una regio Varga rica en ala-

nina i lisina (120-185) i les regions N- i C-

terminals formades per la repeticio de

tetrapeptids del tipus SPKK (serina-proli-

na-lisina-lisina). Les histones SpH2B tambe

contenen aquests tetrapeptids a 1'extrem

N-terminal. Els extrems que contenen els

peptids SPKK interaccionen amb el DNA

linker gracies a la seva basicitat i aquesta

forta interaccio sembla que es la responsa-

ble de les propietats particulars (resistencia,

compactacio i longitud del DNA linker) de

la nuclihistona espermatica dels ericons de

mar. Ha estat clarament observat que la fos-

forilacio i desfosforilacio de les serines dels

peptids SPKK modula la seva interaccio

amb el DNA i provoca canvis en el grau de

compactacio de la cromatina, en la seva re-

sistencia i en la longitud del DNA linker

(Green i Poccia, 1988). Donat que aquests

rnotius SPKK es troben en altres protemes

especifiques espermatiques, en una seccio

posterior es revisa mes profundament la

importancia de les interaccions SPKK amb

el DNA.

A part del component histonic, sembla

que el nucli de 1'espermatozoide dels

eri4ons de mar conte una petita proporcio

d'altres proteines (un 10%, del contingut to-

tal). Kunkle (1984) ha mostrat que, despres

d'haver-ne extret les histones espermati-

ques i d'haver-ne digerit quasi completa-

ment el DNA, queda una matriu fibrillar en

el nucli que es resol electroforeticament en

diferents fraccions (bandes) de proteina.

Aquests experiments suggereixen que pot

existir una matriu nuclear especifica que an-

cori i organitzi la nucleohistona espermati-

ca. La presencia i el paper estructural-orga-

nitzador-funcional d'una matriu nuclear en

els espermatozoides es un dels punts que ha

rebut molt poca atencio fins al moment.

Els experiments de digestions amb nu-

cleases (Spadafora et al., 1976; Zalenskaya et

al., 1981; Arceci i Gross, 1980; Simpson i

Bergman, 1980) demostren que la unitat ba-

sica estructural de la nuclihistona esperma-

tica dels ericons de mar es el nucleosoma, el

qual presenta una baixa frequencia (equival

a una repetitivitat de 250 parells de bases de

DNA, 110 dels quals corresponen al DNA

linker) i una elevada estabilitat. Els estudis

per tecniques de difraccio de rajos X (Subira-

na et al., 1977) i de microscopia electronica de

Ia cromatina tractada amb tampons de baixa

forta ionica (Zentgraf et al., 1980; Aboukarsh

i Kunkle, 1985) demostren que els nucleoso-

mes noes troben disposats d'una manera es-

trictament regular sing que s'agruparien en

granuls de diametre lleugerament variable,

els quals es disposarien mes o menys <<en

rengla>> (formarien una fibra). Cada un d'a-

quests granuls to un diametre de 40 a 50 nm i

conte de 20 a 26 nucleosomes (de 4,8 a 6,2

quilobases de DNA). El grau d'empaqueta-

ment lineal del DNA (longitud que ocupa el

DNA estes/longitud que ocupa 1'estructu-

ra) en aquestes fibres de <<30>> nm espermati-

ques to un valor de 33 a 55, el qual es superior

al valor 22-25 de la fibra de 30 nm somatica.

No totes les nucleohistones espermati-

ques son tan especifiques com les dels

ericons de mar. Per exemple, en el peix ossi

Carassius auratus, i en la carpa, les cinc his-

tones del nucli espermatic son iguals o molt

similars a les homologues somatiques

(Munoz Guerra et al., 1982a), i tambe ho es la

longitud del DNA nucleosomic. Una altra

nucleohistona espermatica caracteritzada

en detail es la de 1'equinoderm Holothuria
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I-la k,^ 5. fistrucmra de la nucleoprotamina del grill (Grrlhi.c bimacu/atu.c) segons Suzuki i Wakakayashi (1988). Una prote'i-na especifica de 17 kDa (en negre) seria la responsable d'unir els diferents filaments del DNA (a). Els complexos DNA-pro-te'ina formarien fibres de 30 nm (h), i unes dues-center fibres formarien ei nucli (c ).

tubulosn, que mostra una especialitzacio in-
termedia entre els eri^ons de mar i la nu-
cleohistona somatica (Cornudella i Rocha,
1979; revisat a I'rats i Cornudella,1995).

Exemples de nucleoprotamina

La nucleoprotamina es una estructura
que es va formant progressivament en el de-
curs de 1'espermiogenesi. En algunes oca-
sions implica la consecucio d'estructures
unitaries» que, per coalesc^ncia (es «fo-

nen» les unes amb les altres), formen aglo-
merats superiors en volum pero identics en
ordre estructural molecular; en altres oca-
sions, pero, aixo no es estrictament cert.
Com a consegiiencia d'aixo, en 1'estudi de la
nucleoprotamina hauriem de diferenciar: n)
les interaccions moleculars entre el DNA i la
proteTna espermatica (les quals son les res-
ponsables directes delscomplexos); i b) com
es disposen o son organitzats els complexos
nucleoprotaminics en el nucli espermatic
(estructures d'ordre superior). Sovint, pero,

aquests dos aspectes es confonen ja que hi
ha certs nuclis espermatics que es podrien
considerar (an^logament a un cristall de
NaCI) un quasi cristall de protamina-DNA.

L'organitzacio de la nucleoprotamina (el
que es podria dir les estructures d'ordre su-
perior) depen taut de les interaccions entre
DNA i protamina com de les relacions dell
complexos nucleoprotaminics amb altres
components del citoesquelet, com tambe
dels processor espermiogenics de substitu -
cio de les histones per protamines i altres
factors extranuclears determinants de 1'es-
tructura del nucli. En aquest subapartat in-
tentem descriure breument uns quants
exemples d'estructures nucleoprotamini-
ques, mentre que en un apartat posterior
analitzem amb mes detail les interaccions
moleculars entre DNA i prote^nes esperma-
tiques en general.

La nucleoprotamina del grill domestic
(Gryllus bimaculatus) representa un dels ca-
sos mes simples d'organitzacio molecular.
Ha estat estudiada per microscopia electro-
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nica, microscopia de fluorescencia i difrac-

cio d'electrons per Suzuki i Wakabayashi

(1988). El nucli espermatic del grill contin-

dria DNA i una unica protema basica de 17

KDa. L'estructura dels complexos d'aques-

tes dues molecules (DNA i proteIna) resu-

mida en la figura 5 seria la seguent: el DNA

es troba orientat de manera que 1'eix de la

seva helix seria parallel a l'eix longitudinal

nuclear; aproximadament 200 helixs de

DNA s'associarien paral•lelament entre

elles formant una fibra de 30 nm (que no

s'ha de confondre amb la fibra de 30 nm de

la nuclihistona); el nucli espermatic estaria

format per aproximadament 200 fibres de

30 nm agrupades tambe paral-lelament. En

aquests nuclis la relacio d'empaquetament

lineal (definida abans) es d'unes quaranta

vegades superior a la de la fibra de 30 nm

somatica, les fibres nucleoprotaminiques de

30 nm posseirien una relacio d'empaqueta-

ment global de valor aproximadament igual

a 1 i el nucli, una relacio d'1,35 (el valor 1,00

correspondria al volurn que ocuparia el seu

DNA considerat com un cilindre de 20 A de

diametre).

Si be la nucleoprotamina del grill es un

cas d'estructura simple formada per l'asso-

ciacio de molecules complexes, la nucleo-

protamina dels cefalopodes encara ho es

mes. Suau i Subirana (1977) han mostrat,

per difraccio de rajos X aplicada a nuclis i a

complexos reconstitu'its DNA-protamina,

que el nucli espermatic del calamars (Loligo

z'ulgaris) es pot considerar practicament tot

ell una estructura semicristal•lina compos-

ta per helixs de DNA que es mantenen pa-

ral.leles i proximes (seguint tambe 1'eix

principal del nucli) gracies a la seva interac-

cio amb la proteina especifica espermatica

(protamina). En els primers estudis es va in-

terpretar que la protamina estava ubicada

en el sole estret del DNA, pert aquesta in-

terpretacio es va corregir en estudis poste-

riors (Fita et al., 1983).

A

B

C

FIGURA 6. Projeccio meridional (A) i equatorial (B) del com-

plex protamina-DNA (tracos gruixut i fi respectivament) en

G. divaricuta segons el model de Puigjaner et al. (1986).

El complex DNA-protamina forma una estructura molt ben

ordenada en el pla equatorial . La part C mostra la ccl la

unitaria ortorombica de I'empaquetament i la unio entre

filaments parallels de DNA a traves de les molecules de

protamina.
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L'analisi de les dades de microscopia
electronica de la nucleoprotamina de Gib-
bula divaricata (un mol•lusc arqueogastro-
pode) i de la difraccio de rajos X del com-
plex del DNA amb un polipeptid molt
similar (Puigjaner et al., 1986) ens indica
que el nucli espermatic estaria format per
una serie de granuls grossos estretament
adossats els uns als altres. Cada un d'a-
quests granuls contindria fibres de DNA
orientades paral-lelament amb una estruc-
tura similar a la descrita per al calamars.
Les cadenes de la protamina es trobarien
tambe associades al sole ample de la doble
helix, amb les arginines unifies per ponts
d'hidrogen als fosfats del DNA i penetrant
parcialment en els soles menors de les ca-
denes de DNA adjacents. Aquesta disposi-
cio empaquetaria el DNA en una cel-la
quasihexagonal. La figura 6 mostra una
aproximacio a l'estructura d'aquesta nu-
cleoprotamina.

La nucleoprotamina dels mamifers cons-
titueix, conjuntament amb la d'alguns mol-
luscs i condrotctis, un cas diferent respecte a
les esmentades fins ara. Les protamines d'a-
questes especies contenen una gran propor-
ci6 d'aminoacids basics pero tambe son molt
riques en cisteina (Calvin i Bedford, 1971;
Calvin, 1975; Bellve et al., 1988; Gusse i Che-
vaillier, 1978; Gusse et al., 1983; Subirana
et al., 1973; Saperas et al., 1993c). Aixo els per-
met unir-se amb el DNA (a traves sobretot
dels aminoacids basics) pero, addicional-
ment, formar enllacos interprotamfnics forts
(covalents) a traves de ponts de disulfur esta-
blerts entre dues cistefnes de diferents mole-
cules. El resultat es un nucli extraordinaria-
ment estable quimicament i fisicament. Els
ponts de disulfur que forma la nucleoprota-
mina de mamifers han estat estudiats per Bal-
horn i col•laboradors (Balhorn, 1982, 1989;
Balhorn et al., 1991) tractant el nucli intacte
amb agents reductors i segu int la modificacio
de cada residu de cisteYna marcat radioacti-

vament; en aquests estud is s'ha aplicat tambe
una combinacio de tecniques d'fiPLC, ma-
pes peptid ics i sequenciacio de peptids per tal
d'anali tzar amb exactitud la posicio de les cis-
te7nes marcades. El model que suggereixen
aquests autors es el representat a la figura 7: la
protamina posseeix els extrems N- i C- termi-
nals doblegats cap al centre de la molecula;
aquest doblegament estaria estahilitzat per
ponts de disulfur intramoleculars; addicio-
nalment cada molecula de protamina forma-
ria tres enllacos cis-S-S-cis intermoleculars
(o sigui amb altres protamines). La ,xarxa
queratinosa>> creada per les unions interpro-
tamfniques atraparia les helixs del DNA de
manera que la nucleoprotamina no pot ser
dissociada per agents quimics sense haver re-
duit previament els ponts de disulfur inter-
moleculars. En el model proposat en aquests
estudis es considera que les molecules de
protamina es troben col-locades en el sole es-
tret del DNA, encara que hi ha proves que in-
diquen que les protamines dels mamifers
tambe es trobarien encaixades, en bona part,
en el sole ample. D'altra Banda, l'organitza-
cio dels complexos nucleoprotamfnics dels
mamifers no es homogenia. Allen et al. (1993)
han observat a traves de microscopia de forca
atomica la presencia de noduls de 50 a 100 nni
que podrien representar el primer «ordre su-
perior>> d'empaquetament del complex pro-
tamina-DNA. En nuclis parcialment descon-
densats sembla observar-se que els noduls de
50-100 nm es formarien a partir de xarxes de
llacos>> fibrosos. Contrariament, altres estu-

dis de microscopia indiquen que en els
mamifers la nucleoprotamina espermatica
estaria organitzada en lamines paral•leles i
adossades que seguirien la forma aplanada
del nucli (Fawcett, 1975; Livolant, 1984). En-
cara es dificil harmonitzar els resultats obtin-
guts per microscopia de forca atomica amb
les observacions per microscopia electronica
convencional de la condensacio dels nuclis
espermatics de mamifers.
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FaaRA 7. Model de Balhorn sohre les relacions entre protami-

na i DNA en els mamifers: les molecules de protamina (3) es

troben ubicades en el sole estret del DNA ( 2). Entre les

diferents molecules s ' estableixen poets covalents S-S quc

uncixen els complexos . Els filaments de DNA es trohen molt

prbxims i part de la protamina associada al solc estret d'un fi-

lament s'interpenetra parcialment en el sole ample (I) del vei.

Altres estructures

L'eleccio de la nucleohistona i la nucleo-

protamina com a casos generals d'empa-

quetament del DNA espermatic respon al

fet que una bona proporcio dels espermato-

zoides animals estudiats presenten aquestes
estructures. Molts altres grups zoologics te-
non altres tipus d'organitzacio. Aqui en re-

sumim alguns exemples.

1. En certs crustacis, 1'estructura del

nucei espermatic observada al microsco-

pi electronic to un aspecte no electrodens.

En aquestes especies no s'hi ha trobat pro-

temes basiques que interaccionin amb el

DNA, encara que en aiguns casos han estat

descrites una petita proporcio de proteines

acidiques nuclears (Bloch, 1976; Chevaillier,

1967; Vaughn i Hinsch, 1972; Chiva et al.,

1992). En molts d'aquests nuclis es desco-

neix totalment quin es el contraio del DNA i

com es troba organitzat estructuralment. Es

pot avancar la hipotesi que les proteines aci-

diques podrien constituir una matriu nucle-

ar especial que organitzaria el genoma.

2. Alguns bivalves presenten una estruc-

tura "dual,, de la cromatina espermatica

(Ausio i Van Holde, 1987): una proporcio

del DNA es troba organitzada en forma de

nuclihistona i la resta en forma de nucleo-

protamina. Les proporcions al-ludides va-

riarien segons les especies.

3. Els nuclis espermatics dunes quantes

especies d'anurs tenen una organitzacio

,,intermedia» entre la nucleohistona i la nu-

cleoprotamina. Els nuclis espermatics con-

tenen histones H3 i H4 i diverses proteines

de tipus linker especifiques pero no conte-

nen les histones H2A ni H2B (Kasinsky et al.,

1978, 19856). En aquests nuclis no s'hi tro-

hen nucleosomes propiament dits, pet-6 si

estructures repetitives organitzades per les

histones H3 i H4 (Katagiri, comunicacio

personal).

4. Molts altres espermatozoides tenen el

DNA espermatic organitzat exclusivament

(o quasi exclusivament) per una proteina de

tipus linker modificada. Aquestes proteines

contenen una zona globular similar en com-

posicio, sequencia i estructures secundaria i

terciaria a la zona globular conservada de

les histones H1 (Rocchini et al., 1996; Ausio,

1995; Saperas, 1992; Saperas et al., 1993a,

1993h) i contenen addicionalment un o dos

bravos N- i C- terminals molt basics, de ti-

pus protamina. Un model de 1'estructura

d'aquests nuclis s'analitza mes endavant.

Una caracteristica significativa d'aquest ti-

pus de proteina/organitzacio es que apa-
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reix esporadicament en certs grups zoolo-

gics que no tenen una situacio filogenetica

prbxima (Chiva et al., 1995). Aquest fet pre-

senta una repercussio interessant per corn-

prendre 1'evoluci6 de l'estructura de la cro-

matina espermatica.

INTERACCIONS MOLECULARS DNA-

PROTEINES ESPERMATIQUES

Definicio del tipus de proteines

considerades

Malgrat que s'han proposat diverses

classificacions de les proteInes que es troben

organitzant el DNA en el nucli espermatic,

en aquesta revisio considerem trey tipus:

- histones

- histones amb parts especialitzades

(parts especifiques que practicament

nomes es troben en el nucli espermatic)

(un exemple es la SpH,; vegeu figura 4)

- proteInes especialitzades (un exemple

serien les protarnines tipiques de la fi-

gura 2)

un o pocs aminoacids no carregats (Ando et

al., 1973; Dixon et al., 1995; Kasinsky, 1989).

Aquests grups serien una unitat d'interaccio

electrostatica dels peptids amb els fosfats del

DNA. La interaccio seria cooperativa, la unio

d'un grup de residus basics al DNA facilita-

ria la unio dels altres grups de la molecula

(Willmitzer i Wagner, 1980).

2. Urnitats SPKK. En altres ocasions els re-

sidus basics es poden trobar distribuIts en

unitats repetitives SPBB (B significa lisina o

arginina) (Von Holt et al., 1984) que tambe

representarien una unitat d'interaccio amb

el DNA.

3. Distribucio quasiuniforme can a unitat

d'interaccio. En molts altres casos els residus

basics es troben distribu*fts de manera apa-

rentment a 1'atzar, pero confereixen una

densitat de carrega quasi constant al llarg de

la molecula (Subirana, 1990a).

4. Zones altcrnants. Tambe ens podem

trobar zones on els aminoacids basics alter-

nin amb un altre aminoacid neutre, o fosfo-

rilable (per exemple R-S-R-S-R-S etc o G-K-

G-K-G-K etc.); les zones (R-S)n acostumen a

estar col.locades en els extrems N-terminals

(Daban et al., 1995; Caceres, 1995; Saperas of

al., 1997).

Ens limitarem a revisar les questions

mes generals de les interaccions que amb el
DNA fan les parts especialitzades de les his-

tones i les proteines especialitzades (les de-

signarern genericament corn ,polipOptids

cspecialitzats>>).

Estructura primaria

El fet mes caracteristic de 1'estructura

primaria dels polipeptids especialitzats es la

seva acumulacio i la distribucio de carrega

basica. Aqui distingim quatre disposicions

o «motius» principals:

1. « Clusters». En algunes ocasions presen-

ten grups d'arginines i lisines separats per

Els polipeptids especialitzats poden con-

tenir simultaniament qualsevol de les com-

binacions d'aquests elements de distribucio

de carrega basica. La densitat de carrega ba-

sica sempre es superior a la de les histones

somatiques.

Un segon fet caracteristic es que els po-

lipeptids especialitzats posseeixen residus

serina (o treonina amb menor frequencia),

els quass en ser fosforilats/desfosforilats re-

gulen la interaccio del polipeptid basic amb

el DNA (Willmitzer i Wagner, 1980; Oliva i

Dixon, 1991). Els aminoacids fosforilables

es poden trobar aillats o formant grups de

dos.
En resum,l'analisi de 1'estructura prima-
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ria d'aquestes molecules mostra que el seu

efecte principal es la neutralitzacio de les car-

regues negatives dels fosfats del DNA i que

les carregues basiques no es troben reparti-

des a l'atzar sing que hi ha uns «motius» que

es repeteixen en diferents polipeptids. En

els nuclis espermatics la relacio global ami-

noacid basic / fosfat es proxima al valor 1.

De tota manera , com es comenta mes enda-

vant, en les unions polipeptids-DNA tambe

intervenen altres tipus d'interaccions mole-

culars.

Estructura secundaria dels polipeptids

especialitzats

Verdaguer et al. (1993) han mostrat re-

centment a traves de dicroisme circular que

els peptids rics en lisina i arginina posseei-

xen tots una proporcio important d'estruc-

tura en alfa-helix, malgrat el potencial teo-

ricament baix de I'arginina per formar

alfa-helix en les proteines (Chou i Fasman,

1978 ). Aquests autors conclouen que (al-

menys en els polipeptids espermatics) es
necessari modificar els metodes de predic-
cio estructural de proteines i adjudicar a

l'arginina una major helicogenicitat, punt

que harmonitza amb estudis de Toniolo

(Toniolo, 1980, Toniolo ct al., 1979) en que

troben un 51 % d'alfa-helix en les protami-

nes tipiques de peixos ( les quals estan cons-

titu Ycles en un 70% per residus d'arginina).

Hill et al. (1989) tambe observen per dicrois-

me circular que almenys una part de 1'ex-

trem C-terminal de la histona SpH1 d'equi-

noderm (concretament els residus 121-248

que no contenen prolina ) posseeix un alt

contingut en alfa-helix . En el mateix treball
mostren, per mitja de digestions triptiques

de la cromatina espermatica , que el seg-
ment esmentat tambe es troba estructurat
en alfa-helix quan esta unit al DNA . Els es-
tudis del complex protamina-RNA per cris-

tal.lografia de rajos X (Warrant i Kim, 1978)

condueix a mapes de densitat electronica

que donen suport a la idea que les protami-

nes s'unirien al DNA en la conformacio

d'alfa-helix . En resum, sembla que certs

motius ( principalment els que tenen argini-

nes en clusters i els que tenen una distribu-

cio quasiconstant de carrega ) posseirien un

contingut apreciable d'alfa-helix. Hem de

dir, pero, que no tots els estudis estan d'a-

cord amb la interpretacio anterior: per tec-

niques de bescanvi de deuteri, Herskovits i

Brahms (1976) no varen trobar presencia

d'alfa-helix ni lamina beta en protamines ti-

piques, i Hud et al. (1994) tampoc no troben

per mitja d'espectroscopia Raman confor-

macions alfa o beta en la protamina unida al

DNA.

Les repeticions SPKK es troben en diver-

sos polipeptids espermatics independents

(per exemple en la SpHI d'equinoderms i

en les PL de bivalves, etc.), i tambc poden

ser presents en les regions C-terminals de

les histones H1 no espermatiques. De fet,

segons Suzuki (Suzuki, 1989; Suzuki et al.,

1990a, 1990h) els tetrapeptids SPKK serien

un cas especial d'un motiu generic SPXX (X

pot ser addicionalment serina , treonina,

alanina o leucina) trobat en factors de trans-

cripcio i altres proteines que s ' uneixen al

DNA. Seria un motiu d 'unio al DNA que

forma un ,gir-beta ,, especial , es col • loca en

el sole menor del DNA i interacciona a

traves de ponts d'hidrogen . La conformacio

en «gir -beta,, dels motius SPKK estaria esta-

bilitzada per ponts d'hidrogen entre els

grups OH i CO de la serina i els grups ami-

da NH del tercer i quart aminoacid del te-

trapeptid (figura 8) (per a una discussio

mes amplia d ' aquestes estructures vegeu

Poccia, 1995 ). La importancia d'aquestes es-

tructures queda evidenciada per la demos-

tracio que existeixen quinases i fosfatases

especffiques per a la seva serina (Suzuki et

al., 1990a , 199017).

No hi ha de moment cap informacio sobre
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Fi(.i isv S. Istructura molecular secundaria dels motius

SPRK on es poden apreciar els enllacos que estabilitzen el

ngir-betan i els punts d'interaccio amb el DNA (fletxes).

l'estructura secundaria de les zones que hem

definit com a alternances (R-S)n o (G-K)n.

La interaccio polipeptid-DNA

L'aspecte principal d'aquestes interac-

cions es basa en la neutralitzacio de les carre-

gues dels fosfats del DNA per part dels resi-

dus aminoacidics basics. Els grups basics de

les arginines, les lisines i tambe de les histidi-

nes formarien ponts d'hidrogen amb els

grups fosfats de les cadenes laterals del

DNA. Suposat aquest fet, els estudis se-

guents es varen centrar en la ubicacio del

polipeptid en el DNA. Malgrat que en els

primers estudis per difraccio de raigs X

s'interpretava que la molecula estava ubi-

cada en el sole estret del DNA (Feughel-

man et al., 1955; Wilkins, 1956; Herskovits i

Brahms, 1976; Suau i Subirana,1977), actual-

ment es pensa que les protamines, cadenes

amb carrega quasi constant, i els motius

SPKK es troben en gran part col•locats en el

sole ample del DNA (Mirzabekov et al., 1976;

Fita et al., 1983). Subirana (1990b, 1991) ha

proposat mes recentment un model teoric di-

ferent per a la interaccio concreta DNA-pro-

tamina. Com es pot veure en la figura 9, es
donaria una disposicio paral•lela entre els

polipeptids i les molecules de DNA; els po-

lipeptids (protamina) s'acomodarien entre

les molecules de DNA de manera que calla

protamina (parcialment en conformacio

alfa) establiria unions amb tres diferents

molecules de DNA i a la vegada cada nto-

lecula de DNA estaria envoltada per sis mo-

lecules de protamina. Les molecules de la

protamina, en interaccionar amb diferents

dobles cadenes de DNA, mantindrien unida

tota l'estructura nuclear. Malgrat que aquest

model es refereix a les protarnines tipiques,

representa un mare teoric unificador de les

interaccions que poden establir amb el DNA

tant les protamines (proteines especialitza-

des) com les parts especialitzades de les

histones espermatiques, i addicionalment

s'harmonitza parcialment amb la hipotesi

que algunes proteines especialitzades poden

provenir evolutivament de la histona H1 a

traves de les parts especialitzades. Una va-

riant d'aquest model es la que presenten Mi-

FR,i R % 9. Isquerra: model de com es compactaria la nucle-

ohistona espermatica a traves d'una histona linker amb ex-

trems basics en alfa-helix (part especialitzada=3). Dreta:

model de com una protema especialitzada (2) (analoga a la

part especialitzada=3) podria empaquetar el DNA en forma

do nucleoprotarnina. Es factiblc imaginar una transicio evo-

lutiva de nucleohistona a nucleoprotamina tot mantenint la

interaccio DNA-parts especialitzades (2 i 3) i climinant

I'estructura nuclcosomica (I) i el cor hidrof6bic (4) de les

histones linker (a partir de Subirana, 1991).
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kelsaar i Raukas (comunicacio personal a
J. Subirana). Segons aquests autors, les zones
en alfa-helix de la protamina ocuparien el
sole major del DNA, mentre que altres re-
gions de la protamina estarien ubicades en
els espais intercatenaris; les arginines, en les
regions alfa, neutralitzarien les carregues ne-
gatives dels fosfats i podrien tambe formar
ponts d'hidrogen amb guanines del DNA;
els residus serina/treonina completarien les
helixs alfa i tambe formarien ponts d'hidro-
gen amb atoms d'oxigen dels fosfats; els resi-
dus hidrofobics estarien localitzats fona-
mentalment en els espais intercatenaris i
podrien establir interaccions de Van der Wa-
als amb residus similars d'altres protamines
veines. Seria en aquesta regio que la protami-
na de mamifers formaria enllacos covalents
cis-S-S-cis interprotaminics. Addicionalment
a aquestes interaccions « horitzontals,, entre
protamines, es podrien establir interaccions
verticals en el sentit que els extrems N-termi-
nals d'una molecula es podrien unir amb els
C-terminals de la protamina seguent.

Pel que fa a les interactions del DNA
espermatic amb els tetrapeptids SPKK,
les principals caracteristiques serien les
seguents:1) en cada tetrapeptid, les dues car-
regues positives dels residus basics forma-
rien forts enllacos ionics amb el DNA; 2) la
serina d'aquests motius pot ser fosforilada o
desfosforilada per enzims especifics, la fos-
forilacio d'una serina implica l'adquisicio
de dues carregues negatives que neutralit-
zarien la carrega efectiva del tetrapeptid;
3) en l'espermatozoide, els peptids amb
SPKK repetitius s'unirien amb el DNA lin-
ker, cosy que optimitzaria 1'eficacia de l'em-
paquetament del DNA en el nucli.

Les estructures d'ordre superior
especifiques de la cromatina espermatica

Com ja s'ha esmentat abans, de manera
semblant al que passa amb les cel-lules so-

matiques, els espermatozoides que conte-
nen histones en el seu nucli tambe formen fi-
bres de 30 nm. Els gruixos d'aquestes fibres
de <<30>> nm en els espermatozoides no son
tan constants com els que presenten les
cel•lules somatiques, sino que oscillen se-
gons les especies entre 20 i 50 nm. S'han ob-
servat en equinoderms (Kunkle, 1984),
molluscs (Casas et al., 1993), i peixos
(Munoz Guerra et al., 1982a).

Un tipus d'estructura en fibra de
<>30>> nm tambe es troba sovint en nuclis
d'espermatozoides que no contenen histo-
nes (Suzuki i Wakakavashi, 1988; Casas of
al., 1993). Es a dir, en molts casos la nucleo-
protamina tambe forma fibres d'un diame-
tre variable, pero sempre al voltant dels 30
nm. Es evident que aquestes fibres no son
consequencia d'una disposicio mes o menys
regular de nucleosomes, ja que no existei-
xen histones en aquests complexos. Subira-
na (1992) suggereix que la formacio de fi-
bres d'aproximadament 30 nm es una con-
sequencia practicament obligada quan es
consideren els parametres termodinamics
de les interactions del DNA i el contraio.
L'efecte del contraio no es el principal deter-
minant de la forma (fibril•lar) dels comple-
xos sino que en tot cas podria ser el respon-
sable de les petites variacions del diametre
de les fibres.

Els estudis in vitro de la condensacio del
DNA per protarnines mostren la formacio
de varetes i particules toroYdals, el volum de
les quals depen de la forca iOnica de la solu-
cio emprada (Garcia Ramirez i Subirana,
1994). En condicions « fisiolbgiques,, (100
mM Na'), els complexos toroidals presenten
un gruix de 20 a 30 nm. Ward i Coffey (1991)
proposen un model hipotetic de transicio de
nucleohistona (en les espermatides) a nu-
cleoprotamina (en els esperniatozoides). Se-
gons aquest model, sis nucleosomes (una
volta de la fibra solenoide de 30 nm somati-
ca) es <desenreclarien>> tot mantenint, pero,
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cnmurI ,, if) I v. i I,lr dc les imatges que s'obtenen per microscopia clecuunica con^cncamal do i ompactaciu do it

tina al Ilaig d'una scleccio de diferents estadis de 1'espermiogcncsi del mol•Iusc prusohranyui lhui,c hemostomo (d'esquerra

a dreta, de dalt a baix). L'exernple demostra la relacio entre la cromatina i altres estructures (I'axonema en aquest cas) i

Lambe mostra com en I'espermatozoide madur les diferents asuperestructures» de la crornatina poden fondre's entre elles cn

I'espermatozoide (a rota, a la dreta) i emmascarar tot el proccs de condensacio (micrograties obtingudes per E. Ribes i M.

Chiva cn els Serveis Cientificotecnics do la UB).
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la configuracio solenoids per a les proteInes
de transicio i despres per a les protamines.

Actualment es comenca a utilitzar la mi-
croscopia de forca atomica en l'estudi de la
cromatina espermatica . Es destacable l'estu-

di d'AIIen et al . (1993 ) sobre la cromatina de
mamifers, on es posa de manifest la presen-
cia de noduls de 50-100 nm (segurament

correspondrien a particules toro►dals). In-

dependentment, Hud et al . ( 1993 ) proposen

que la unitat fonamental d'empaquetament

del DNA espermatic es una estructura toroi-

dal de 90 nm de diametre extern , 15 nm de
diametre intern i que conte unes 60 quiloba-
ses de DNA. Aquests autors suggereixen

clue aquesta seria la unitat fonamental
d'empaquetament per a totes les especies
que utilitzen protamina.

L'organitzacio a nivells rues elevats de la
nucleoprotamina es bastant dificil d'estu-
diar a causa dels artefactes originats pels
procediments de descondensacio i disper-
sio de la cromatina . Tot i aixi, els estudis per
microscopia electronica de la cromatina es-
permatica explotada (o simplement inflada)
tambe han contrihuit al coneixement de la
suhestructura de la cromatina . En el gall, el
ratoli i el molto (Kierszenbaum i Tres, 1978;
McMaster Kave i Kaye, 1980 ; Risley et al.,
1986; Loir et al., 1985 ), s'ha mostrat que l'es-
tructura nucleosomica es perd a mesura que
avanca la diferenciacio espermiogenica.
Aquests experiments ban mostrat la trans-
formacio de les fibres tipiques en « collaret
de perles,, de la cromatina somatica en fi-
bres Ilises de cromatina en els ultims estadis
espermiogenics . Tambe les analisis de la to-
pologia del DNA en Rana catesbiana, Xeuo-
pus laez'is i Bufo fowh' ri suggereixen que els
nucleosomes es perden quan les histones
son reemplacades : Risley et al. (1986) obser-
ven que en nuclis on s'han eliminat les pro-
teines ( nucleoides), el DNA presenta su-
perhelicitat negativa en els nucleoides que
contenien el complement total d ' histones

(per exemple Rahn) pero no en els nucleoi-
des dels espermatozoides de Xeuopus i Bufo,
on les histones han estat reemplacades per
protamines. El reemplacament de les histo-
nes en aquestes especies es veu, per tant,
acompanyat d'un desplegament del DNA
nucleosomic i d'una eliminacio activa de la
superhelicitat negativa. Concretament en
Xeuopus, la transicio del DNA amb superhe-
licitat negativa a 1'estat relaxat to lloc durant
els estadis finals de 1'espermiogenesi.

Els estudis que probablement preserven
mss la morfologia global de les superestruc-
tures de la cromatina dels gametes son les
observacions per microscopia electronica
convencional de seccions de les diverses
cel-lules espermiogeniques. Un avantatge
important d'aquesta tecnica es que es pot
observar l'evolucio de les superestructures
en que es condensa la cromatina fins al grau
assolit en 1'espermatozoide (figura 10). Hi
ha un nombre extraordinari de treballs per
microscopia electronica aplicats a I'esper-
miogenesi. Aquests estudis han revelat
tambe una extraordinaria diversitat en els
patrons de condensacio utilitzats per acon-
seguir la compactacio final del nucli es-
permatic. Els diferents tipus d'estructures
superiors de la cromatina espermatica s'han
classificat genericament en tres tipus de pa-
trons: patro de condensacio granular, fi-
bril.lar i lamel•lar. Sembla clar que la gran
diversitat de patrons de condensacio esta
relacionada amb la diversitat de les protei-
nes especifiques espermatiques i amb la di-
versitat dels processos de reemplacament
de les histones durant les espermiogenesis.

ORGANITZACIO DEL GENOMA
EN EL NUCLI ESPERMATIC

L'organitzacio de la cromatina esperma-

tica en una arquitectura especifica to sentit

per diverses raons.
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La precisi6 en la forma i les dimensions

del nucli es extraordinariament elevada

(tret possiblement dels espermatozoides

humans). En algunes soques de ratoli estu-

diades, el 95%% dels nuclis espermatics tenen

exactament la mateixa forma i dimensions i

els coefficients de variacio son nom6s del 4/,,

(Wyrobeck et al., 1976). La forma i el volum

del nucli espermatic ha d'estar sota control

genetic, ja que els defectes en la morfogenesi

nuclear (forma, volum i condensacio de la

cromatina) condueixen a una fertilitat dis-

minu'ida (Meistrich, 1993). La morfogenesi

del nucli espermatic es troba determinada

per una serie de factors, entre els quals hi ha

I'arquitectura de la condensacio de la cro-

matina.

Una altra rao mes important per a 1'orga-

nitzaci6 del genoma en el nucli espermatic

prove de la necessitat que es puguin trans-

criure els Bens apropiats immediatament

despres de la fertilitzacio. El mecanisme de

metilacio de certs Bens del DNA espermatic

pot ser una de les premisses necessaries per

a la regulaci6 del genoma embrionari, i I'ac-

cessibilitat immediata d'aquests gens en pot

ser una altra.

El desenvolupament de les diverses tec-

niques d'hibridacio in situ i de la microsco-

pia confocal ha aportat informaci6 interes-

sant sobre la localitzacio dels diferents

dominis cromosOmics en els nuclis. Aques-

tes tecniques s'han aplicat fonamentalment

als nuclis somatics, on s'ha demostrat que

els cromosomes ocupen diferents territoris,

que les disposicions dels centromers i dels

telomers varien organitzadament d'acord

amb el cicle cellular, i tambe que la matriu

nuclear organitza el cromosoma somatic

(vegeu Stroubolis i Wolfe, 1996; Hozak,1996

i referencies incloses). Els estudis sobre I'ar-

quitectura del genoma en l'espermatozoide

encara son escassos. Els estudis per mi-

croscopia optica ja han demostrat des de fa

temps que la cromatina dels centromers

ocupa llocs especials i reproduibles en els

nuclis de les espermatides i espermatozoi-

des (Schmid i Krone, 1975; 1976; Dressler i

Schmid, 1976). Mes recentment Powell et al.

(1991) han exarninat la distribucio de dife-

rents sequencies de DNA repetitiu en l'es-

permatozoide bovi a traves de la hibridaci6

amb sondes especifiques. En aquests experi-

ments s'observava que algunes sondes pre-

sentaven una distribucio a 1'atzar, mentre

que d'altres (concretament les que hibrida-

ven amb sequencies centromeriques i DNA

ribosomic) es col.locaven en una fina Banda

equatorial. Sembla clar que el DNA cen-

tromeric ocupa una posicio predeterminada

en el nucli espermatic, la qual cosa podria es-

tar relacionada amb la unio d'una histona

especial a aquest DNA (Palmer et al., 1991).

Altres experiments han demostrat la preser-

vaci6 del centromer com un domini cro-

mosomic en l'espermatozoide huma i tambe

interaccions especifiques entre centromers

de cromosomes no homolegs i entre telo-

mers. En un estudi combinat de fluorescen-

cia d'hibridacio in situ, microscopia conven-

cional d'epifluorescencia i microscopia

confocal d'escandiallatge per laser, Za-

lensky et al. (1995) defensen que el DNA de

l'espermatozoide no esta distribu'it a I'atzar,

N

FIOi RA 11. Organitzacioi dcls cromosome, en I'interior del

nucli espermatic (N); C. Cromocentre (en ('interior); T.

TelOmers disposats a la perifcria.
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A. I'AP ESPERMATOZOIDE AILLAT

Impl.n1.C10

E. NUCLI ESPERMATIC
COMPLET I
DESCONDENSAT

DNA..

(

ORGANITZACIO DEL DNA PER LA MATRIU NUCLEAR

(nucll somatic)

Dominl an 11.9 dal DNA

).nrotO .1 on I. fib,.

on .olanold . da 30 nm)

FI(I RA 12. Model de Ward i Coffey clue proposa una orga-

nitzacio del nucli espermatic similar en ccrts aspectcs a l'ar-

quitectura general dels nuclis somatics . Ia genorna es-

pennatic ( a daft) es trobaria ancorat i organit/at per diverses

estructures tals coin la teca perinuclear ( I ), Panel) nuclear

(2) i la matriu nuclear espermatica (3 i 4). La matriu tambc

organitzaria el DNA cspcrmatic en lla4os (/mops) de dite-

rent mida . A rota: esqucma de I'organitzaci6 del nucli

somatic, Hoes d'uniO del DNA a la matriu ( 5): gen actiu

(pruxim it la matriu) (6): gen inactiu ( 7): dominis en aloop»

del DNA ( 5): nuclcol residual ( forma part del complex de la

matriu nuclear) (9).

since que hi ha almenys unes certes regions

distribu'fdes especificament (vegeu la figura

11). En un altre tipus d'estudi, Gatewood et

al. (1987) varen examinar la distribuci6 de

sequencies poc repetitives de DNA en 1'es-

permatoz_oide huma. En el seu treball varen

obtenir separadament una fracci6 de DNA

(un 15`%,) associat a histones i una fracci6

(85%) associat a protamines i varen demos-

trar que cada una d'aquestes fraccions con-

tenien sequencies especifiques i, per tant,

uns Bens concrets es trobarien associats a

histones en 1'espermatozoide, mentre que els

altres es trobarien associats a la protamina.

La matriu nuclear espermatica hauria de

ser la base estructural per a l'organitzaci6

de la cromatina espermatica. Els estudis

morfolOgics son contradictoris (Meistrich,

1993), per6 Bellve (1982) descriu una matriu

de material fibros a ('interior del nucli es-

permatic de ratolf. Altres investigadors de-

fensen que, en cas d'existir, la matriu nucle-

ar espermatica no estaria formada per les

laminines tipiques que conformen la matriu

somatica (Moss et al., 1987). Ward i col.le-

gues, en una serie de treballs (Ward i Coffey

1989, 1990, 1991; Ward i Cummings, 1991;

Ward et al., 1989), han detectat la presencia

d'una matriu de composicio desconeguda

en 1'espermatozoide d'hamster. Proposen

un model d'arquitectura nuclear en alguns

aspectes similar al somatic (explicat en el

peu de la figura 12). Malgrat que aquest

model no hagi estat comprovat, serveix

corn a indicador de 1'existencia d'elements

estructurals que poden organitzar la croma-

tina i donar suport estructural al nucli es-

permatic.

En sintesi, els experiments son escassos

pero suggereixen que els deferents gens no

es troben empaquetats i col-locats de qualse-

vol manera sin6 que alguns d'ells ocuparien

posicions especials i critiques en el nucli es-

permatic, mentre que d'altres es podrien

trobar associats a subpoblacions especifi-

ques de proteines espermatiques. De fet, la

consideraci6 de la precisi6 i la reproductibi-

litat en I'empaquetament de la cromatina

espermatica i dels seus processos durant
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l'espermiogenesi ens condueix a comparar-
Ia amb l'especificitat de la condensacio del
cromosoma mitotic: ,...es molt dificil ima-
ginar com es pot produir una condensacio
reprodu'ible dels cromosomes (mitotics)
sense 1'existencia de Ilocs en cis que servei-
xin com a marcadors especifics per a dirigir
la condensacio.» (Koshland i Strunnikov,
1996).

ment protamines, la consequencia imme-
diata es que I'estructura de la cromatina es-
permatica ha seguit un proces parallel.

Aquest model, rnalgrat que sigui simple i
que pugui ser cert en casos particulars, no es
en absolut aplicable de manera general (Chi-
va et al., 1995; Saperas et al., 1994,1996 i la in-
troduccio de Kasinsky, 1995). Es impossible
harmonitzar-lo amb els fets seguents:

EVOLUCIO DE L'ESTRUCTURA DE LA
CROMATINA ESPERMATICA

Un dels aspectes mes sorprenents de
l'estructura de la cromatina espermatica es
la manca d'un model representatiu i la gran
variabilitat entre diferents especies. Aquest
fet es troba indiscutiblement associat, entre
altres coses, a la tambe extraordinaria varia-
bilitat de les protefnes especifiques es-
permatiques i dels processos de recanvi
proteic durant l'espermiogenesi.

Les idees sobre 1'evoluci6 de les protet-
nes especifiques del nucli espermatic porten
implicita una concepcio de 1'evoluci6 de
l'estructura de la cromatina. El concepte
mes repetit en la bibliografia es que les pro-
tamines provenen de les histones, possible-
ment de la histona Ill, per mitja d'una
progressiva basificacio dels seus extrems i
finalment mitjancant una perdua de ]a zona
globular (Subirana i Colom, 1987; Ausio,
1995).

Histona Hl

f
Protamines intermedies
(histones modificades)

Protamines

Per rah que en alguns espermatozoides
es troben histones canoniques, en altres, his-
tones linker modificades i en altres, simple-

1. La cromatina espermatica de tipus nu-
cleohistona «pura» es troba esporadicament
en animals que noes poden considerar d'as-
cendencia «primitiva», sing que varen apa-
reixer relativament tard en I'evolucio: s'ha
descrit nucleohistona pura en alguns peixos
ossis (Saperas et al., 1994), en algunes es-
pecies aillades de molluscs bivalves (Ausio,
1995) i en Limulus poli/emus (Munoz Guerra
et al., 1982).

2. Els animals d'ascendencia mes primi-
tiva (es a dir els que varen apareixer primer)
estudiats en aquest aspecte son els Cnidaris.
Aquest grup no conte nucleohistona en el
seu espermatozoide, sing que el DNA es tro-
ba organitzat exclusivarnent per una prote'i-
na intermedia (una proteina amb un cor glo-
bular de tipus histona H1 i uns extrerns de
tipus protamina). Els Cnidaris es varen se-
parar molt tempranament de la recta d'ani-
mals, pero ja presenten aquesta protema es-
pecialitzada (Rocchini ct al., 1996). Aixo in-
dica que la nucleohistona espermatica es va
perdre en estadis molt antics de I'evolucio

Nucleohistona

Nucleohistona modificada

Nucleoprotamina

(si es que va existir alguna vegada com a
model ancestral).

3. El seguiment de qualsevol linia filo-
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genetica no indica que s'hagi respectat es-

trictament la tendencia nucleohistona->nu-

cleoprotamina en cadascuna d'elles, encara

que es pot aplicar a casos particulars. Corn a

exernple, en revisar les proteTnes que estruc-

turen la cromatina en diversos taxons de

Deuterbstoms (Chiva et al., 1995) s'observa

que: els equinoderms posseeixen nucleohis-

tona especialitzada; els tunicats i els cefalo-

cordats, nucleoprotarnina; els agnats, nu-

cleohistona pura; els condro*fctis tenen una

nucleoprotamina molt especialitzada simi-

lar en certs aspectes a la dels mamffers; els

peixos ossis contenen nucleohistona pura,

nucleohistona especialitzada o nucleoprota-

mina, segons els deferents grups; els amfibis

poden contenir nucleohistona especialitza-

da, una organitzacio intermedia entre nu-

cleohistona, o nucleoprotarnina i nucleopro-

tamina similar a algu ns peixos ossis, etcetera.

A partir de les diferents revisions (i cita-

des at Ilarg del present capitol, suggerim un

mare hipotetic per interpreter les ,evolu-

cions,, diverses de I'estructura de la croma-

tina en I'espermatozoide:

1. El nucli de les col-lules espermatiques

esta sohnes continuament a una pressi6 evo-

lutiva que el condueix a adquirir un volum

molt redu'ft. La condensacio de la cromatina

es una caracteristica intirnarnent relaciona-

da amb la reduccio del volum nuclear.

2. En la hist6ria evolutiva dels animals,

la nucleohistona va ser molt aviat reem-

pla4ada en 1'espermatozoide per una es-

tructura diferent, mes condensada.

3. Al llarg de I'evoluci6, moltes especies

han tendit a compactar el DNA espermatic

fins a un grau maxim (relaci6 d'empaqueta-

ment tendint al valor I en les nucleoprotami-

nes). Aquesta compactaci6 s'ha assolit inde-

pendentment en diverses linies i en diversos

temps i ha produit diverses nucleoprota-

m i nes.

4. Contrariament, algunes altres especies

poden haver perdut la funcionalitat de 1'ex-

pressi6 dels gens de les proteines especIfi-

ques i la seva crornatina ha revertit a la nu-

cleohistona «pura». Aquestestadi pot ser un

nou punt de partida d ' una evoluci6 cap a

una progressive reduccio del nucli, on po-

den adquirir molta importancia formes pro-

teiques relacionades amb la histona Hl.

Resumidament, sembla que hi ha hagut

una gran independencia entre les linies ta-

xonomiques i tambe un gran nombre de re-

versions a nucleohistona dins d'un mare ge-

neral de tendencia a la reduccio del volurn

nuclear.
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