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Resum

Durant I’espermiogenesi del cefalopode decapode Sepia officinalis el nucli espermatic sofreix una lleugera elongacio.
La cromatina de tipus somatic es condensa gradualment en granuls de 18-20 nm. Els granuls alhora s’organitzen en
fibres de 20 a 25 nm i progressivament aquestes fibres es fusionen entre si per a donar lloc a fibres més gruixudes
de 40-60-80 nm, fins a esdevenir la cromatina altament compacta del nucli espermatic madur. Existeix una estreta
relacid entre la cromatina condensant, I’embolcall nuclear i la distribucié dels microtubuls perinuclears: les fibres
de cromatina s’acumulen al llarg de I’eix acrosoma-centriol d’un dels laterals de I’espermatida en elongacio, lateral
on hi ha els microtubuls en la mateixa orientacio; en el lateral oposat té lloc sobretot I’eliminacié de nucleoplasma
sobrer en forma de vesicules a causa de la compressio dels microtubuls. En I’tiltima etapa de la nucleomorfogenesi,
els microtubuls es despolimeritzen i se separen del nucli.

Paraules clau  Espermiogenesi, microtibuls, nucleomorfogenesi, cefalopode.

Abstract

During spermiogenesis of the cephalopod decapod Sepia officinalis, the spermatic nucleus is slightly elongated.
Somatic-like chromatin is gradually condensed in 18-20 nm thick granules, which will be organized in 20 to 25
nm thick fibers. These fibers are progressively fused with each other to form thicker ones 40-60-80 nm until the
chromatin is highly packed in the ripe sperm nucleus. There is a close relationship between condensing chromatin,
the nuclear envelope and perinuclear microtubules: chromatin fibers lay along the acrosome-centriol axis of one
of the two sides of the elongating spermatid, side in which the microtubuls are disposed in the same orientation;
on the opposite side, is where the exclusion of the superfluous nucleoplasm takes place, due to the pressure of the
microtubules. Finally, in the last step of spermiogenesis, the microtubules are eliminated from the nuclei.
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INTRODUCCIO

Lespermatogenesi és el procés de divisio i diferencia-
cio cellular que té lloc en la gonada masculina, i que
condueix a la formaci6 dels espermatozoides madurs.
Lultima etapa d’aquest procés €s coneguda com a es-
permiogenesi, en la qual les espermatides haploides
sofreixen una seérie de canvis molt importants fins a
esdevenir 1I’espermatozoide madur.

Lespermiogenesi dels mamifers és la millor estudi-
ada (Fawcett, 1975), perd cal tenir present que aquest

¢€s un procés molt variable entre les diferents especies
animals 1 que, per tant, no es pot generalitzar i és ne-
cessari estudiar-la dins de cada grup d’animals. Un
dels grans canvis que experimenta el genoma haploide
de I’espermatida és la condensacio de la cromatina
i la conseqiient reduccioé del volum nuclear. Aquesta
reduccid de volum ¢és deguda a un canvi més o menys
important en la composicié de la cromatina: gene-
ralment, les histones somatiques son substituides per
unes proteines especifiques riques en aminoacids ba-
sics, conegudes sota el terme generic sperm nuclear
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basic proteins (SNBP) (Kasinsky, 1989). La interaccio
d’aquestes proteines amb el DNA provoca la conden-
sacié de la cromatina. La diversitat de les SNBP és
extraordinariament elevada i, en conseqiiéncia, la ma-
nera com la cromatina espermiogénica es condensa
dins el nucli també és molt diversa. (Del Valle et al.,
1998).

Dins dels invertebrats els cefalopodes sén un grup
interessant per a estudiar-ne 1’espermiogenesi. Les pri-
meres observacions morfologiques fetes al microscopi
optic daten de 1967 (Franzén, 1967); més endavant
s’han realitzat també estudis ultraestructurals amb mi-
croscopia electronica (Maxwell, 1975). Recentment,
hem estudiat amb profunditat la condensacié de la cro-
matina espermatica en els octopodes Octopus vulgaris
i Eledone Cirrhosa 1 les seqiiéncies de les protamines
que produeixen aquests patrons de condensacio.

En aquest treball hem estudiat aquest procés de
condensacio de la cromatina del cafalopode decapode
Sepia officinalis al microscopi electronic, per tal de te-
nir un estudi més complet d’aquest procés dins el grup
dels cefalopodes. Descrivim el patré de condensacio
que té lloc a causa de la interaccio6 de les protamines
de la sépia (Martin-Ponthieu et al., 1991 ; Schindler et
al., 1991) amb el DNA. També discutim el paper dels
microtubuls i la membrana nuclear en I’espermioge-
nesi.

MATERIAL I METODES

Es va fer una recolleccié de mascles de Sepia offici-
nalis al mes de juliol (€¢poca de I’any en qué aquestes
especies estan en reproduccio), i es varen transportar
en gel immediatament al laboratori per a fer-ne la dis-
seccid i processar les mostres.

Es varen fixar porcions de gonades en 2,5 % gluta-
raldehid, 3 % paraformaldehid en tampo cacodilat 0,1
M pH 7,4 i es varen incloure en Spurr per a 1’observa-
ci6 al TEM. Aquestes mostres varen ser observades en
un microscopi electronic de transmissié Hitachi 4-600
(Hitachi Ltd., Toquio, Japd).

RESULTATS

El nucli de I’espermatida més primerenca (just després
de la meiosi) presenta un aspecte de la cromatina de
tipus somatic on s’aprecia la heterocromatina i 1’eucro-
matina (vegeu la figura 1a). Immediatament després,
la cromatina adquireix un aspecte homogeni en forma
de granuls (vegeu la figura 10). En la mateixa figura
s’observa I’inici de la polaritzacio de la ceHula: es
déna un actimul de mitocondris alli on s’iniciara la

invaginaci6 flagellar (base) i una aglutinacié de vesi-
cules (procedents del Golgi), que formaran I’acrosoma
(apex). En aquestes zones on hi ha contacte entre la
vesicula acrosomica per 1’apex i els mitocondris i la
invaginacid per la base, s’observa una clara electro-
densificacié de I’embolcall nuclear. Aquesta cellula
espermatica inicial té una secci6 de 4 um. En un es-
tadi una mica posterior (vegeu la figura Ic), ja soén
evidents tant la invaginacid centriolar (vegeu la figura
le), com la vesicula acrosomica (vegeu el detall de
la figura 1d). En aquesta fase, la cromatina es troba
distribuida homogeniament dins el nucli, organitzada
en forma de granuls de 18-20 nm (vegeu el detall de la
figura le). En aquest detall veiem també com, per una
banda, s’intueix I’ancoratge d’aquesta cromatina en
granuls a la membrana interna de 1’embolcall nuclear
de la invaginaci6 i que aquesta s’electrodensifica; per
altra banda, també s’aprecien els microtubuls que co-
mencen a formar-se a partir de la part basal (vegeu
les fletxes de la figura le). Aquest estadi és I’estadi
més primerenc en qué hem pogut observar els microti-
buls, i es pot veure que 1’orientacio d’aquests no és la
mateixa en un lateral de I’espermatida que en ’altre:
en el costat esquerre de la fotografia es diferencien
molt millor que no pas en el costat dret, a causa de la
diferent disposici6 en 1’espai.

La condensaci6 de la cromatina avanga, i els gra-
nuls passen a organitzar-se en fibres de 20 a 25 nm
de diametre (vegeu la figura 1f). Aquestes fibres no
solament estan ancorades en la membrana de 1’apex,
sind que també s’ancoren a la membrana lateral (ve-
geu el detall i les fletxes de la figura 1/4). En aquest
mateix estadi, hi ha hagut també una elongaci6 del nu-
cli: I’eix acrosoma-centriol mesura 5,2 pm. Aqui els
microtibuls perinuclears apareixen ja del tot formats,
ja que es poden observar en talls a diferents nivells de
I’espermatida en elongacio (vegeu el detall i les fletxes
de la figura 14).

Progressivament, aquestes fibres es fusionen entre
si i donen lloc a fibres de cromatina més gruixudes de
40 a 50 nm (vegeu la figura 1i). De fet, aquest és el
canvi més important que hi ha hagut en aquest estadi
respecte 1’anterior, ja que la forma i mida del nucli es
mantenen molt similars (compareu les figures 1/ i 7).
La figura 1/ mostra un detall de la zona apical (acro-
soma), on es veu que la unio de les fibres de 40 nm a
I’embolcall nuclear és similar a les fibres de 20 nm: es
troben unides a la base, a I’apex i també a la membrana
lateral. La figura 1k mostra un tall transversal d’aquest
estadi on es veu que no totes les fibres es troben en la
mateixa direccid, sind que hi ha fibres que estan talla-
des transversalment i, en canvi, en el lateral oposat, hi
ha fibres ancorades perpendicularment a la membrana.
Quan en aquest estadi observem la distribucié dels mi-
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Figural A: Espermatida temprana just després de la meiosi, en la qual es pot diferenciar 1I’heterocromatina i 1’eucro-
matina. B: Espermatida rodona en els seus inicis de polaritzacid: la cromatina és homogenia, pas previ a I’organitzacié
en granuls. El nucli té una seccio de 4 um de diametre. C: Imatge panoramica d’una espermatida en la qual la cromatina
esta organitzada en granuls de 18-20 nm. D: Detall de la zona apical on es veu 1’acrosoma en formacio (rebent vesicules
del Golgi) i I’electrodensificacio de la membrana de contacte. E: Detall de la base on s’inicia la invaginacid: aqui es
poden veure els microtubuls (fletxes) orientats de manera diferent en un lateral que en 1’altre; els mitocondris a la base
de la invaginacid, i I’electrodensificacié de la membrana nuclear en la zona de la invaginacio. F: Visié panoramica d’una
espermatida en la qual les fibres mesuren 20-25 nm. G: Detall de I’estadi de les fibres. H: Detall de la zona apical on es
veuen els microtibuls (fletxes). I: Espermatida més avangada. J: Detall de les fibres de cromatina de 40 nm. Noteu també
I’ancoratge d’aquestes a la membrana. K: Secci6 transversal on es veu la diferent distribucio de les fibres i microtibuls;
en el detall els microtubuls i la membrana estan a major augment. L: Seccio6 longitudinal i transversal d’una espermatida
en I’inici de la distribuci6 asimetrica de la cromatina.



26 MARTINEZ et al.

Figura 2 A: Imatge panoramica on es pot veure la distribucio de la cromatina en un dels laterals de I’espermatida. B:
Detall de la secci6 transversal (noteu els microtubuls). C: Detall de la seccid longitudinal. D: Nucli espermatic amb la
cromatina ja condensada. Noteu els microtibuls perinuclears. E: Pérdua de microtiibuls al final de I’espermiogenesi.
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crotubuls, veiem que hi ha una estreta relacio: alli on
les fibres estan tallades transversalment, els microtu-
buls també es troben tallats transversalment i, de fet,
la zona de contacte entre microtibuls i la cromatina
condensant amb la membrana €s la mateixa (vegeu el
detall ampliat de la figura 1k); en canvi, en el lateral
oposat, on les fibres estan ancorades perpendicular-
ment a la membrana, els microtibuls en aquest costat
tenen una orientaci6 diferent i no es poden veure amb
claredat.

Les fibres de 40 nm s’associen entre si, i formen
fibres de 70-80 nm de gruix distribuides homogénia-
ment al llarg de 1’eix acrosoma-centriol. La figura 1/
mostra un estadi immediatament posterior, on s’ini-
cia el que més endavant es fa evident: una distribucio
asimetrica de la cromatina condensant. Tant en els
dos talls longitudinals com transversals (que estan en
el mateix estadi), s’aprecia 1’inici de com la croma-
tina tendeix a disposar-se en el lateral on hi ha la
invaginacid. Aquesta distribucio de la cromatina és
conseqiiencia, en part, de la unié de les fibres en con-
densaci6 que es troben unides a la membrana lateral
(com ja hem vist en els estadis anteriors) i, en part, a la
distribucié dels microtubuls perinuclears. La segiient
figura (2a) ho demostra: en aquest tall transversal, ve-
iem com la cromatina s’aglutina en un lateral, i com hi
ha una estreta relacid entre aquest fet i els microtubuls:
els detalls demostren clarament com els microtibuls
estan posats en els laterals on s’acumula la cromatina i
els podem veure tant transversalment (vegeu la figura
2b) com longitudinalment (vegeu la figura 2¢).

Parallelament a aquest procés de condensacio també
es dona una compressiod del nucli i1 una reduccié del
volum nuclear. En la figura 26 es veu com 1’empa-
quetament i reclutament de la cromatina en un lateral
comporta que hi hagi altres zones de la membrana del
lateral oposat «lliures», que seran eliminades en forma
de vesicula, amb el nucleoplasma sobrer.

La figura 2d mostra el resultat d’aquest procés de
condensacio6 de la cromatina i reduccio de volum nu-
clear, en que els microtiibuls envolten completament
el perimetre del nucli i la cromatina esta totalment
condensada. Posteriorment, i abans que 1’espermatida
passi a I’epididim, els microtibuls son eliminats i de-
gradats (vegeu la figura 2e).

En els primers trams de 1’epididim, els espermato-
zoides han perdut els microtibuls (vegeu la figura 2f).
Lespermatozoide mesura 6 um de llarg i té una seccid
de 4 um.

DISCUSSIO

Les observacions realitzades en aquest treball indiquen
que en I’espermiogenesi del cefalopode Sepia offici-
nalis hi ha diversos aspectes a tenir en compte per a
poder entendre en procés.

En primer lloc, cal esmentar que el procés de con-
densaci6 de la cromatina en el decurs de 1’espermi-
ogenesi és el resultat d’un canvi progressiu de les
proteines que interaccionen amb el DNA. El cas de la
sépia es caracteritza per una doble transicié en la com-
posicid proteica del nucli, on les histones son primer
reemplagades per una proteina precursora de la pro-
tamina (microheterogénia) i, posteriorment, aquesta
sera substituida per la protamina (Martin-Ponthieu et
al., 1991; Schindler et al., 1991). El punt de partida
¢s I’espermatida rodona amb un aspecte i composicio
de la cromatina similar a la d’un nucli somatic, on es
diferencia I’heterocromatina 1 1’eucromatina, i el DNA
s’organitza en nucleosomes (cosa que coneixem com a
somatic-like chromatin). A partir d’aqui, la cromatina
s’organitza en granuls de 18-20 nm; després en fibres
de 20-25 nm 1 posteriorment aquestes fibres es fusio-
nen entre si i formen fibres més gruixudes (40-60-70
nm) fins a formar la cromatina altament compacta del
nucli madur. Els motius concrets pels quals es donen
aquests canvis en la condensacio6 de la cromatina en-
cara no s’entenen del tot bé, perd estan estretament
lligats amb els canvis de composicio de les proteines
del nucli.

Un altre aspecte molt important a tenir en compte
per a entendre el procés de diferenciacié del nucli es-
permatic de sepia és ’estreta relacio que mantenen
I’embolcall nuclear, els microtibuls 1 la cromatina con-
densant durant 1’espermiogénesi.

En estadis primerencs, quan I’espermatida rodona
comengca a polaritzar-se, I’embolcall nuclear s’elec-
trodensifica per les zones de contacte amb 1’acrosoma
(apex) i la invaginacio i mitocondris (base) (vegeu la fi-
gura 1b). Posteriorment, tant en les fibres de 20-25 nm
com en les de 40-45 nm s’ancoren a I’apex, a la base i,
diferentment del que hem observat en Octopus, també
s’uneixen en un dels laterals (vegeu les figures 141 k).
En aquest estadi també hi ha hagut una lleugera elon-
gacid del nucli respecte I’estadi anterior, possiblement
a causa de la formacié dels microtibuls perinuclears,
ja que és en aquesta fase on els podem observar tot
al llarg de la periféria nuclear. En els seglients pas-
sos és quan es veu clarament una relaci6 directa entre
la manera com es disposa la cromatina condensant,
els microtubuls i la membrana nuclear: la membrana
nuclear del lateral on s’acumula la cromatina és més
electrodensa, i els microtubuls estan disposats en la
mateixa orientacié que la cromatina (vegeu el detall de
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la figura 2b); per altra banda, la membrana del lateral
oposat €s més laxa i és principalment per on tindra lloc
la pérdua de nucleoplasma sobrer; aqui és més dificil
diferenciar el microtibuls, atés que es troben en una
orientacio diferent (vegeu la figura 2a i el detall de la
2b).

Quan la cromatina condensada ocupa la totalitat del
volum del nucli, veiem que els microtubuls es troben
disposats un al costat de I’altre, tot al llarg del perime-
tre nuclear i que, finalment, abans de deixar la gonada
son eliminats (vegeu la figura 2d), i ens trobem a 1’e-
pididim els espermatozoides sense microtubuls. Ja el
1975, Maxwell havia observat la preséncia dels mi-
crotibuls perinuclears en els decapodes i octopodes
(Maxwell, 1975, 1974, respectivament), i fa esment
que es tracta d’estructures transitories que acaben sent
eliminades en ambdos grups. En I’estudi de I’esper-
miogenesi d’ Eusepia officinalis (ref. 7), Maxwell des-
criu la nucleomorfogenesi com un procés de canvi de
forma, en qué el nucli de I’espermatida rodona inicial
sofreix una compressio lateral. En aquest treball, no
obstant aix0, hem observat que I’espermatida rodona
(de 4 um de diametre) sofreix una lleugera elongacio,
ja que hem observat estadis intermedis on la llargada
¢és de 5,4 um (vegeu la figura 1i). [ en I’epididim 1’es-
permatozoide madur de Sepia officinalis mesura 7 pm
de llarg i 1,17 um d’ample (vegeu la figura 2f).

Aquest treball ha estat finangat pel projecte BMC
2002-04081-C02-02.
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