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Resum

En el decurs de I’espermiogénesi del cefalopode S. officinalis les histones son primer desplagades per una protei-
na més basica, el precursor de la protamina, que després esdevé la protamina madura mitjangant la delecié dels
primers 21 residus N-terminals. Aquesta doble transicid proteica provoca una série de remodelacions complexes
en ’estructura de la cromatina espermiogénica: la cromatina de tipus somatic es reorganitza primer en granuls de
20 nm, posteriorment en fibres de 35 nm i finalment en fibres de 50 nm. En I’Gltima etapa de 1’espermiogénesi
(fases de condensacio) les fibres de 50 nm s’agrupen entre si, es fusionen i donen lloc a la cromatina altament
compactada de I’espermatozoide madur. Utilitzant anticossos especifics contra la histona H2A, el precursor de la
protamina i contra formes hiperacetilades de la histona H4, demostrem que 1’organitzacié de la cromatina en gra-
nuls de 20 nm té lloc alhora que la histona H4 es monoacetila (en lys 12), que la transicié de granuls a fibres de
35 nm ¢és deguda a I’entrada del precursor en el nucli, i que la transicio de fibres de 35 nm a fibres de 50 nm es
produeix alhora que té lloc una hiperacetilacié de la histona H4 i la desaparicié de les histones romanents en el
nucli.

Paraules clau Cefalopode, espermiogeénesi, condensacid de la cromatina, acetilacio.

Abstract

During the spermiogenesis of the cephalopod S. officinalis histones are first replaced by a more basic protein
called protamine precursor, which later will become the mature protamine by means of an N-terminal deletion of
the first 21 aminoacid residues.This doubble transition of proteins provokes a complex pattern of chromatin re-
modelation during spermiogenesis: first the somatic-like chromatin is reorganized into 20 nm granules, later to
35 mn fibres and finally into 50 nm fibers. In the last stages of spermiogenesis (condensation phases) the 50 nm
fibers coalesce together to become the highly packed chromatin found in the mature sperm nucleus. Using
specific antibodies against histone H2A, protamine precursor molecule and hyperacetilated isoforms of histone
H4, we demonstrate that reorganization of somatic-like chromatin into 20 nm granules takes place concomitantly
with a monoacetilation of histone H4; that the transition from 20 nm granules to 35 nm fibers are due to the mas-
sive entrance of the protamine precursor in the nucleus; and that from 35 mn fibers to 50 nm fibers an hyteraceti-
lation of histone H4 and the removal of the totality of histones occurs.

INTRODUCCIO

delen la cromatina espermiogenica és molt elevada i,
per tant, també¢ ho son els patrons en qué es conden-

Durant I’espermiogénesi de la gran majoria d’espe-
cies animals, es donen una série de canvis en les pro-
teines que interaccionen amb el DNA i que provo-
quen remodelacions en la cromatina espermiogenica
i un patré determinat de condensacié que condueix
progressivament a una cromatina molt compactada
dins el nucli (reduit en volum) de I’espermatozoide
madur.

La variabilitat en els tipus de proteines que remo-

sa la cromatina. Les proteines que organitzen la cro-
matina en I’espermatozoide s’agrupen sota el terme
sperm nuclear basic proteins (SNBP) i es caracterit-
zen per ser proteines de poc pes molecular i molt ba-
siques, fet que els aporta una major afinitat d’inte-
raccid pel DNA, cosa que permet una compactacio
de la cromatina més eficag. La protamina n’és una
d’aquestes.

Antecedents sobre els canvis en la composicio
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proteica de la cromatina espermiogenica del cefalo-
pode decapode Sepia officinalis (Rosseaux-Prévost
et al., 1988; Martin-Ponthieu et al., 1991; Wou-
ters-Tyrou et al., 1991; Martin-Ponthieu ef al., 1994)
demostren que les histones que organitzen la croma-
tina en nucleosomes en les espermatides primeren-
ques son primer desplagades per una molécula pre-
cursora de la protamina, que després esdevindra
mitjangant una delecid dels primers 21 residus N-ter-
minal, la protamina madura que hi ha en I’esperma-
tozoide. Tant la forma precursora de la protamina
com la protamina madura tenen dues isoformes mi-
croheterogénies, T1 1 T2, i Spl i1 Sp2, respectiva-
ment.

En un altre treball, Couppez et al. (1987) demos-
tren que en la gonada de Sepia officinalis, la histona
H4 presenta diferents isoformes d’acetilacio, la no
acetilada (41,4 %), mono, di, tri i tetraacetilades
(32,3, 18, 6,5 1 2 %, respectivament), i que 1’incre-
ment del grau d’acetilacid té lloc de manera seqiien-
cial en la gonada, on la lisina 12 és el lloc preferen-
cial d’acetilacio en la isoforma monoacetilada, les
lisines 12 1 5 en la isoforma diacetilada, 1 les lisines
12,51 16 son les que estan acetilades en la isoforma
triacetilada de la histona H4.

Estudis previs des del punt de vista morfologic
daten de I’any 1974, en qué Maxwell estudia ultraes-
tructuralment les caracteristiques generals de I’es-
permiogenesi de tres espécies de cefalopodes deca-
podes diferents, entre les quals hi ha Sepia
officinalis (anomenada en aquest treball Eusepia
officinalis).

Amb aquests antecedents en ment, el proposit d’a-
quest treball és, en primer lloc, fer una reexaminacio
del procés de condensacid de la cromatina espermio-
genica de S. officinalis i correlacionar cada estructu-
ra concreta que adopta la cromatina amb el correspo-
nent canvi en la composicio proteica. En segon lloc,
per aprofundir més en les causes principals de les
transicions estructurals de la cromatina, estudiem
també com participa 1’acetilacio de la histona H4 en
aquest procés.

MATERIAL I METODES
Genesi d’antiséerums

Precursor de la protamina: La molécula precurso-
ra de la protamina de S. officinalis (T1 1 T2) va ser
primer purificada amb HPLC i posteriorment digeri-
da amb quimiotripsina; els peptids resultants van ser
repurificats de nou amb HPLC i el péptid precursor
va ser conjugat amb una proteina portadora i poste-
riorment injectat en el conill. L’antisérum obtingut
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va ser testejat amb Western blot (resultats no mos-
trats aqui), pero cal dir que I’anticos presenta una re-
acci6 creuada amb la protamina madura.

Histona H2A: La histona H2A va ser primer ex-
treta amb HCl1 0,4 N i posteriorment repurificada per
cromatografia CMS52 (Caceres et al., 1994) utilitzant
un gradient de NaCl de 0,2 a 0,8 M 1 injectada a un
conill. L antisérum obtingut es va testejar amb Wes-
tern blot (resultats no mostrats aqui; vegeu Martinez-
Soler et al., 2007) i mostren que I’antisérum és espe-
cific per a la histona H2A.

Anticossos comercials: Anti H4-ac.K12: Hem
utilitzat també 1’anticos comercial contra la histona
H4 acetilada especificament en lisina 12 (H4-acK12)
(upstate) que correspon al peptid N-terminal de la
histona H4 acetilada en k12. També ’anticos contra
la histona H4 acetilada especificament en la lisina 16
(H4-ac.K16) (upstate), generat a partir del peptid N-
terminal acetilat en K16. En general, en les immuno-
localitzacions el marcatge obtingut amb 1’anticos
anti H4-ac.K16 ha estat sempre inferior al de 1’anti-
H4-ac.K12. Una possible explicacio a aquest fet po-
dria ser el fet que in vivo la lisina 16 ocupa una posi-
ci6 molt propera al cor de la histona H4, fet que po-
dria suposar un epitop for¢a inaccessible per al seu
anticos.

Microscopia electronica

Es varen fixar petites porcions de gonada de S. offi-
cinalis i es van incloure en Spur per a I’observacio
d’ultraestructura, i amb Lowicryl per a les immuno-
localitzacions.

Immunolocalitzacions

H2A i precursor de la protamina: Vegeu Marti-
nez-Soler et al. (2007) per a les condicions experi-
mentals de les immunolocalitzacions d’aquests dos
anticossos.

H4-ac. K12 i H4-ac.K16: Les reixetes amb el talls
ultrafins van ser primer bloquejats amb 0,1 M PBS
pH 8,5 /2 % llet desnatada / 2 % seérum (Normal go-
at serum) 1 20 mM de glicina. Els anticossos van ser
incubat durant 2 h a temperatura ambient a una dilu-
ci6 1:25 1 1:100 per a H4-ac. K12 i 1:100 per a H4-
ac.K16 en la solucié de bloqueig sense la glicina.
L’anticos secundari utilitzat per a ambdoés anticossos
ha estat un goat anti-rabbit conjugat amb una parti-
cula d’or coloidal de 15 nm de diametre, diluit 1:25
en la mateixa solucio6 de dilucio que I’anticos prima-
ri; la incubacid va ser durant 1 h. Tot el procediment
d’incubacio va ser realitzat a temperatura ambient.

Amb aquestes condicions de treball els controls
negatius (reixetes tractades exclusivament amb 1’an-
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ticos secundari) tenien un marcatge nul o gairebé
nul.

RESULTATS

Patro de condensacio de la cromatina
espermiogeénica en S. officinalis

En I’espermiogenesi de S. officinalis, la cromatina de
I’espermatida inicial experimenta una serie de remo-
delacions que condueixen a la cromatina altament
compactada i electrodensa de 1’espermatozoide ma-
dur. La primera columna de la figura mostra sis
imatges que resumeixen el procés de condensacio de
la cromatina. El nucli de I’espermatida inicial és ro-
do6 (de 4 pm de diametre, columna 1, figura A detall)
amb una cromatina d’aspecte similar a una cellula
somatica, on es poden apreciar les diferéncies entre
unes zones més electrodenses (heterocromatina) i
d’altres més laxes (eucromatina). La primera remo-
delacié que experimenta aquesta cromatina de tipus
somatic consisteix en una homogeneitzacioé global (i,
per tant, també una homogeneitzaci6 en la seva com-
posicid proteica), en que 1’eucromatina i heterocro-
matina desapareixen i es reorganitzen en granuls de
20 nm de diametre distribuits uniformement dins el
nucli rod6é de I’espermatida, (columna 1, figura B i
figura B detall). El segiient pas de remodelacio, con-
juntament amb 1’inici d’una lleugera elongacié del
nucli (columna 1, figura C detall), consisteix en la
formacio6 de fibres (columna 1, figura C) que inicial-
ment mesuren 35 nm de diametre, 1 més endavant en
I’espermiogénesi de 50 nm (columna 1, figura D).
Aquesta cromatina fibrillar es troba homogeniament
orientada en parallel a I’eix d’elongacié del nucli.

A partir d’aquest estadi en endavant, les fibres de
50 nm es van fusionant entre si i formen agregats de
cromatina condensada cada vegada més grans, que
es dipositen en un lateral de la membrana (columna
1, figura E detall) i provoca una compressio lateral
del nucli, fins que en I’espermatozoide madur la to-
talitat de la cromatina es troba altament compactada
en un nucli elongat i reduit en volum (columna 1
figura F). Agrupem les fases des de columna 1 figura
A-D amb el nom de fases de remodelacio, perque en
cada pas es dona una remodelacio global de la cro-
matina, i fases de condensacio en les etapes de la co-
lumna 1 figura E i F, ja que més que una remodelaci-
0 es tracta d’una fusio de les fibres de cromatina
preexistents.
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Composicio proteica de la cromatina
espermiogeénica de S. officinalis

Anti-histona H2A: Per tal de saber en quin moment
de I’espermiogénesi comencen a desaparéixer les
histones del nucli i son desplagades pel precursor de
la protamina, hem fet immunolocalitzacions amb
I’antisérum de la histona H2A interpretant el marcat-
ge d’aquesta histona com a representatiu de la pre-
séncia de la resta d’histones en el nucli, i de ’orga-
nitzacié de la cromatina en nucleosomes. En la
segona columna de la figura es mostren sis imatges
en que es resumeixen els resultats obtinguts. En la
cromatina de tipus somatic de 1’espermatida inicial,
I’immunomarcatge per a la histona H2A ¢s significa-
tiu 1 evident, i es localitza preferentment en 1’hetero-
cromatina (columna 2, figura A) pel fet que en
aquest tipus de cromatina, la concentracié de nucleo-
somes ¢s major (Manochantr ef al., 2005; Supha-
mungee et al., 2005). La cromatina granular presenta
la reacci6 maxima amb la histona H2A (columna 2,
figura B) amb el marcatge homogeni i uniforme, co-
sa que indica una organitzacidé d’aquesta cromatina
en nucleosomes, també uniforme. La cromatina
fibritlar de 35 nm, (columna 2, figura C) presenta un
marcatge lleugerament inferior, més similar a la de
tipus somatic, perd continua sent un marcatge sig-
nificatiu, cosa que indica la preséncia de la histona
H2A (i de la resta d’histones). La figura D de la co-
lumna 2 mostra que en les fibres de 50 nm la presén-
cia d’histones en el nucli és clarament inferior, perod
no pas nulla o inexistent (vegeu Martinez-Soler et
al., 2006, per als controls de I’anticos).

A partir de I’entrada a les fases de condensacio de
la cromatina en endavant, (columna 2, figura E-F), el
marcatge per a la histona H2A és inexistent.

Antiprecursor de la protamina: La tercera co-
lumna resumeix els resultats de la immunolocalitza-
ci6 del precursor de la protamina en cada una de les
fases de condensacio de la cromatina. Les figures A 1
B de la columna 3 representen la cromatina de tipus
somatic 1 granular, respectivament; en ambdods esta-
dis el marcatge per al precursor €s inexistent, especi-
alment si tenim present que la immunoreactivitat
d’aquest anticos és molt elevada. Per tant, la primera
remodelacio de la cromatina (cromatina de tipus so-
matic a granular) té lloc sense la preséncia del pre-
cursor de la protamina en el nucli. En la segiient fase
(cromatina fibrillar de 30 nm, columna 3, figura C)
el marcatge per a la molecula precursora de la prota-
mina incrementa sobtadament, cosa que indica que
la remodelacio de granuls a fibres de cromatina és
deguda a la preséncia massiva del precursor de la
protamina dins el nucli.
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Figura Columna 1: Resum de la condensaci6 de la cromatina i proteines que interaccionen amb el DNA durant I’es-
permiogenesi de S. officinalis. En A els nuclis de les espermatides primerenques son c¢Hules rodones (detall) i presen-
ten una cromatina de tipus somatic (amb eucromatina i heterocromatina). La composicié d’aquesta cromatina consis-
teix en histones (no acetilades) i proteines de I’heterocromatina (HP). La primera remodelacié de la cromatina
consisteix en una reorganitzaci6 de la cromatina de tipus somatic a granuls de 20 nm de diametre (B); aquesta cromati-
na presenta una monoacetilacio en la histona H4 i la molécula precursora de la protamina encara no ha entrat en el nu-
cli. En les fibres de 35 mn el nucli ha iniciat I’elongacié (C i detall), i es produeix una entrada del precursor de la pro-
tamina en el nucli i una hiperacetilacio de les histones. La tercera remodelacio de la cromatina condueix a la formacid
de fibres de 50 nm (D): en aquesta cromatina es dona la desaparicid de les histones del nucli; les restes de la histona
H4 que queda es troba hiperacetilada. A partir de les fibres de 50 nm (E) la cromatina entra en les fases finals de 1’es-
permiogenesi, en que aquestes fibres s’uneixen progressivament entre si, s’acumulen en un lateral de la membrana nu-
clear (E detall) i provoquen una compressio lateral del nucli. Les causes que responen a aquest procés han de ser la
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conversio del precursor a la protamina madura i la completa desfosforilacio d’ambdues molécules, que ja I’espermato-
zoide madur (figura F) presenta una cromatina compacta i electrodensa, en qué la protamina desfosforilada és 1’inica
proteina que interacciona amb el DNA. El nucli mesura 1 pm de diametre per 6 um de llarg, aproximadament. Colum-
na 2: Immunomarcatge de la histona H2A en la cromatina espermiogeénica de S. officinalis. A) La cromatina de tipus
somatic reacciona amb la histona H2A, principalment en I’heterocromatina, que és on hi ha una densitat major de nucle-
osomes. B) La cromatina granular presenta un marcatge homogeni i elevat per a la histona H2A. C) En les fibres de
35 nm es redueix lleugerament el marcatge, pero la preséncia d’histones en el nucli és encara significativa. Les fibres de
50 nm (D) presenten un clara disminuci6 de la reacciéo amb 1’antisérum, pero el marcatge no és nul, cosa que indica una
presencia d’histones romanents en el nucli. A partir de les fases de condensacio6 de la cromatina (E-F), el marcatge per a
la histona H2A desapareix. Columna 3: Immunolocalitzaci6 del precursor de la protamina en la cromatina de S. offici-
nalis. Tant la cromatina de tipus somatic (A) com la de tipus granular (B), no presenten marcatge evident per a la mole-
cula precursora de la protamina. Es en les fibres de 35 nm on la cromatina reacciona intensament amb el precursor de la
protamina (C); en les fibres de 50 nm el marcatge es manté (D). A partir de les fases de condensacié de la cromatina, o
bé el precursor o bé la protamina madura interaccionen amb la cromatina espermiogénica (E-F). Nota: Aquestes imat-
ges es troben a un augment inferior que la resta, fet que dificulta veure tan clarament el marcatge de l’anticos. Colum-
na 4: Marcatge de la histona H4-acK12 en I’espermiogénesi de S. officinalis. A) La cromatina somatica no reacciona
amb I’anti-ac-H4K12. B) La cromatina granular de 20 nm reacciona fortament amb 1’anticos, i aix0 indica que aquesta
cromatina presenta una monoacetilacié de la histona H4. Les fibres de 35 nm (C) es troben també monoacetilades, i les
fibres de 50 nm (D) presenten una reaccioé disminuida pero significativa si tenim present que en aquesta cromatina han
desaparegut la majoria d’histones. A partir de les fibres de 50 nm fins al final de 1’espermiogenesi el marcatge desapa-
reix (E-F). Columna 5: Immunomarcatge de la histona H4-acK16 en la cromatina espermiogenica de S. officinalis. Tant
la cromatina de tipus somatic (A) com la granular (B) no presenten marcatge per a I’anticos, pero en les fibres de 35 nm
(C) la reaccid de la cromatina és la més elevada de tots els estadis espermiogénics, cosa que indica una hiperacetilacio
de la histona H4. Les fibres de 50 nm (D) presenten marcatge significatiu de la histona H4 residual que es troba també

hiperacetilada. En les fases de condensacio6 de la cromatina (E-F) el marcatge desapareix.

En les fibres de 50 nm (columna 3, figura D), el
marcatge segueix elevat, cosa que indica encara la
preséncia del precursor en el nucli. Com hem co-
mentat en I’apartat de «Material i métodesy, I antise-
rum generat per al precursor de la protamina presen-
ta també una reaccié creuada amb la protamina
madura (Martinez-Soler et al., 2007); aquest fet im-
plica que en les fases de condensacio de la cromatina
no podem distingir entre el marcatge del precursor o
de la protamina i, per tant, el marcatge es manté ele-
vat fins als ultims estadis de 1’espermiogénesi (co-
lumna 3, figura E-F).

Anti-histona H4 ac.K12: El marcatge d’aquest
anticos en les diferents fases de la remodelacid de la
cromatina es mostra resumit en la columna 4. En la
cromatina de tipus somatic, la presencia d’histona
H4 acetilada en K12 és inexistent (columna 4, figura
A), mentre que en la cromatina granular (columna 4,
figura B) el marcatge augmenta sobtadament, fet que
atribueix el pas de cromatina somatica a granular a
la preséncia d’H4 acetilada en K12 (vegeu la discus-
si0). La intensitat de marcatge es manté en les fibres
de 30 nm (columna 4, figura C), i fins i tot és lleuge-
rament superior. Quan les fibres de cromatina mesu-
ren 50 nm (columna 4, figura D), el marcatge es tro-
ba fortament reduit. En les ultimes fases de
I’espermiogenesi, el marcatge €s inexistent o equiva-
lent al background. (Columna 4, figures E-F.)

Anti-histona H4 ac.K16: En general, la reaccio

de la cromatina espermiogénica amb aquest anticos
¢és inferior a 1’obtingut per a la histona H4ac.K12
(columna 5). Es per aquest motiu que hem assenya-
lat la reaccid de 1’anticos amb fletxes. Tant en la cro-
matina de tipus somatic (columna 5, figura A) com
granular (columna 5, figura B) presenten un marcat-
ge nul. Es en les fibres de 30 nm on la cromatina re-
acciona més intensament amb 1’anticos anti-H4
ac.K12 (columna 5, figura C). En les fibres de 50 nm
el marcatge es redueix significativament (columna 5,
figura D), i a partir de les fases de condensaci6 de la
cromatina (columna 5, figures E-F), el marcatge des-
apareix.

DISCUSSIO

El procés de compactacio i reorganitzacio de la cro-
matina durant 1’espermiogénesi ¢és extremadament
variable entre les diferents espécies animals Entre
d’altres factors, un dels condicionants més impor-
tants d’aquest procés és el tipus de transicio proteica
que té lloc en el nucli durant I’espermiogénesi.

En moltes espécies les histones de les espermati-
des primerenques s’hiperacetilen i sén directament
desplacades per la protamina (Christensen et al.,
1984; Oliva i1 Dixon, 1991). En aquest tipus de tran-
sicio proteica, el patré de condensacié de la cromati-
na ¢€s relativament simple: a partir d’una cromatina
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de tipus somatic, es remodela a cromatina granular i,
finalment, per unié d’aquests granuls, la cromatina
és altament condensada a causa de la preséncia de la
protamina en el nucli.

El model de Sepia officinalis representa un grau
superior de complexitat en aquesta transicio, en que
primer les histones son desplagades pel precursor de
la protamina i posteriorment per la protamina madu-
ra. Aquest pas addicional produeix un increment en
la complexitat del patré de condensacié de la croma-
tina: la doble transicio proteica que té lloc en el nucli
al llarg de I’espermiogénesi provoca tres remodela-
cions estructurals en la cromatina: cromatina de ti-
pus somatic a granuls de 20 nm, després a fibres de
35 nm i finalment a fibres de 50 nm.

En el present treball hem volgut entendre millor
cada pas en la transicio proteica i mitjangant anticos-
sos especifics (histona H2A, precursor de la protami-
na i formes hiperacetilades de la histona H4) hem es-
tudiat la composiciéo de proteines de les diferents
estructures de la cromatina espermiogenica de S.
officinalis.

En la primera remodelacié de la cromatina esper-
miogenica de S. officinalis, I’hetero 1 eucromatina es
reorganitzen en granuls de 20 nm de diametre distri-
buits homogeniament dins el nucli. El fet que en
aquesta primera transicié la cromatina granular man-
té la totalitat de les histones (columna 2, figura B) i
el precursor de la protamina encara no hagi entrat en
el nucli (columna 3, figura B), suggereix en primer
lloc que els granuls estan constituits per nucleoso-
mes i, en segon lloc, que aquesta reorganitzacio de la
cromatina de tipus somatic pot ser deguda a modifi-
cacions posttranscripcionals de les histones o a la
pérdua de proteines que constitueixen I’heterocro-
matina. En aquesta cromatina de tipus granular, el
marcatge amb 1’anticos anti-H4-ac.K12 augmenta
sobtadament respecte a la de tipus somatic (columna
4, figura A). En canvi, no reacciona amb I’anticos
anti-H4-ac.K16. Considerant que en S. officinalis
aquests anticossos reaccionen amb les formes mono
i triacetilades de la histona H4, respectivament
(Couppez et al., 1987), podem atribuir la remodela-
ci6 de la cromatina en granuls a una monoacetilacio
massiva de la histona H4. La segona remodelacio de
la cromatina de granuls a fibres de 35 nm és una re-
acci6 complexa i interessant, ja que respon a diver-
sos processos: en primer lloc, les fibres de 35 nm te-
nen una quantitat d’histones similar a la de la
cromatina de tipus somatic (columna 2, figura C), en
segon lloc, aquestes histones coexisteixen amb la to-
talitat (o gairebé la totalitat) del precursor de la pro-
tamina en el nucli (columna 3., figura C) i, en tercer
lloc, la histona H4 en aquestes fibres es troba hipera-
cetilada, ja que la reaccid d’aquesta cromatina amb
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els anticos anti H4-ac.K12 1 K16 ¢és la més elevada
de tots els estadis espermiogénics (columna 4, figura
C i columna 5, figura C). Aixi doncs, les fibres de
35 nm respondrien a un estadi d’equilibri de la se-
giient reaccio:

Pp + DNA-Hist.ac < Pp-DNA-Hist.ac < Pp-D-
NA + Hist.ac, en qué Pp indica precursor de la cro-
matina (en qué aquestes fibres passen a mesurar
50 nm de diametre), i respondria a un desplagament
cap a la dreta de la reacci6, de manera que gradual-
ment el DNA quedaria unit al precursor de la prota-
mina i desplacaria les histones hiperacetilades.
Aquest fet respon en primer lloc al fet que el marcat-
ge de les histones en aquestes fibres sigui clarament
inferior perd no nul (columna 2, figura D); en segon
lloc, que aquestes histones residuals es trobin hipera-
cetilades (columna 4, figura D i columna 5, figura D)
1, finalment, que la reacci6 amb la molécula precur-
sora de la protamina sigui elevada (columna 3, figura
D).

Una vegada la cromatina espermiogenica ha entrat
en les fases de condensacio, les histones han desapa-
regut del nucli i les Giniques proteines que interaccio-
nen amb el DNA son el precursor de la protamina, la
protamina madura i les seves formes fosforilades
(Wouters-Tyrou et al.,1991).
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