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Introducci6 

La ~etilaci6 de l'ADN és una modificaci6 covalent postrepli­

catfua que en els vertebrats afecta únicament a les citosines 

(C) transformant- les en citosines metilades (Je) i deixant el 

grup metil en una situaci6 exposada en el sale majar de la do ­

ble helix . 

Les Je representen per terme mig d'un 2-7% del total de les C 

i la seva distribuci6 en el genoma no ésa l'atzar sino que es 

traben principalment en seqUencies palindromiques i en un 90% 

dels casos acompanyades per l'extrem 3'de guanina (Roy 1975). 

L'ADN satelit presenta un nivell de metilaci6 superior al de 

L'ADN únic i mitjanament repetitiu (Solage 1978) fet que és re ­

col~at perla incorporaci6 d ' anticossos especifics principal ­

menten zones heterocromatiques dels cromosomes metafasics 

(Miller 1974) . 

Estudiant la localitzaci6 de les ms c mitjan~ant digestions 

amb nucleasa micrococal s ' ha vist que aquestes es traben en 

un 75% en la zona del 11 core 11 del nucleosoma (Pollack 1980) . 

El interés_ despertat per l'estudi d'aquesta modificaci6 de 

l'ADN (Razin 1980 , Ehrlich 1981, Felsenfeld 1982) és degut a 

que s'han trobat una serie de correl . lacions entre les varia­

cions de nivell de metilaci6 i els canvis en el material he ­

reditari tanta nivell estructural com funcional . 

A nivell funcional s'ha trobat una forta correl . laci6 nega­

tiva entre el nivell de metilaci6 i l'activitat de transcrip ­

ció (Mandel 1979 , Sird 1981), encara que la hipometilació 

sernbla una condici6 ne cessaria pero no suficient pera la 

transcripci6 (0tt 1982) . 
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La metilació podria jugar també un paper en els processos de 

diferenciació,sobretot degut a la situació exposada del grup 

metil, que l'hi permeteria afectar al 11 binding 11 de prote!nes;i 

a la especificitat de determinades metilases per metilar YADN 

hemimetilat, que podria ésser un mecanisme pel manteniment dels 

patrons de diferenciaci6. 

Respecte a l'estructura es coneix que les zones riques en GC 

tenen més tendencia a adoptar la forma Z de l'ADN i que aquesta 

forma és més facilment indu!ble si les C estan metilades (Behe 81). 

També es coneix que la metilació afecta a l'estabilitat termi­

ca de la doble helix, da tal manera que m~C - G és més estable 

que C- ~ (Ehrlich 1975) . 

El model de l'espermatogenesi és , dones, molt interesant per 

l'estudi d'aquesta modificació jaque en elles donen una serie 

de canvis drastics en la cromatina tanta nivell estructural 

com funcional. 

Existeixen moltes dades comparatives de la metilació entre es­

permatozoides i cel.lules somatiques tant pera gens a!llats 

com pera tot l ✓ ADN, les dades globals ens indiquen una hipome - ­

tilació del espermatozoide (Ehrlich 1982), mentre que les dades 

referents a determinats gens (globina, ovalbúmina . ) ens indiquen 

una hipermetilació d'aquests en el espermatozoide (Mandel 1979) . 

No existeixen , pero, gaire estudis sobre la metilació durant 

el procés da l'espermatogenesi que ens indiquin quand es dona 

la hipometilaci6 i amb quins parametres es pot rel . lacionar, o 

que estudiin els nivells de metilació de gens involucrats d'al­

guna manera en el procés de diferenciació . 

En aquest treball hem quantificat la metilació global de l'ADN 

al llarg del procés de l'espermatogenesi, rel.lacionant aquests 

resultats ambles dades obtingudes per Mezquita (1976) sobre 

replicació i transcripció durant el procés . 
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Material i metodes 

Material : Galls de la ra9a Hubbard White Mountain . 

Meto des : 

- Obtenci6 de nuclis amb ac . citric lOmM segons Mezquita (1976) 

- Separaci6 dels nu c l i s de diferents estadis de l ' espermatogene -

si segons la seva velocitat de sedimentaci6 a g r avetat unitat 

(fVJ',ezquita 1976) . 

- Obtenci6 de l ' ADN de cada tipus nuclear segons la metodolog i a 

de Marmu r (1961) . 

- Digesti6 enzimatica controlada de l'ADN mitjan ~ant DNasa 1 , 

nucleasa .Pl i fosfatasa alcal ina (Kuo 1980) . 
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- Separaci6 dels nucleosids mitjan9ant RP - HPLC i quantificaci6 

dels resultats segons el metode del estandar intern (Kuo 1980) . 

- Obtenci6 de la fracci6 d ' espermátides de transició (Loir 1978) . 

Resu l tats 

S ' han analitzat els ni vell~ de rnetilació de l'ADN nuclear 

a l llarg de l ' espermatogenesi del gall ( f ig . L) . 

S'han analitzat també els nivells de metilaci6 de : fetge (F) , 

testicle inmadur (TI) , espe r matides de transici6 (ET) i esper-

matozoides ( E) (taula L) 
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El s resultats obtinguts al llarg de l'espermatogenesi ens 

indiquen una disminució clara en el nivell de metilació en el 

pas de cel.lules premeiotiques (II) a meiotiques (I) i a es­

pe r matides rociones (III), mentre que sembla que existeix un 

petit increment de metilació en el pas d'espermatides rociones 

a allar gades (IV) . 
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Al llarg de l'espermatogenesi del gall , s'observa una hipome -
> 

tilació de l'AO~ del nucli cel . lular en correl . lació inversa 

ambla incorporació de uridina . La metilació arr iba al seu g r au 

minim en les espermatides rociones , cel.lules molt actives a ni­

vell de transcripció, i ja no disminue i x més durant l'espermio­

genesi . En les espermatides rociones ja no existeix replicació 

de· l ' ADN i s'ha postulat que el mecanisme de hipometilació se ­

ria a través de la replicació de l' AON . La sintesi de AON durant 

l'espermatogenesi del gall coincideix amb una hipometilació 

progresiva d'aquest . 

Si es considera que la hipometilació és una condició necessa­

ria, encara que no suficient perla transcripció, la reprogra­

mac ió del genoma (que es dona durant la meiosi) cara a la es­

permiogenesi,i potser també a la futura embriogenesi, podria 

realitzar-se a través d'aquest mecanisme . 

La hipometilació observada en les cel . lules meiotiques podria 

relacionar - se també amb altres fenomens d'activitat genetica , 

tals com la recombinació (Korba 1982) . 



En espera de una posterior confirmació estadística podriem 

dir que si realment existeix un increment de la metilació al 

final del procés de l'espermatogenesi, no po driem interpretar­

ha com un mecanisme global de inactivació del genoma, jaque 

persisteix la hipometilació global respecte a fases inicials 

del procés i respecte a cel.lules somátiques , sino que es po­

dría tractar més aviat de un mecanisme de inactivació restrin­

gida a determinats gens . 

S'ha postulat, també, una interpretació diferent de la dis­

mi nució de metilació durant l'espermatogenesi, que suposa una 

hemimetilac i ó de l ' ADN (Kaput 1979), la qual es produiria en 

cas de no haver- hi activitat metiltransferasa després de la úl­

tima replicació de l'ADN abans de la meiosi, quedant la cadena 

11 nova 11 sense metilar. 
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Introducción 

La función precisa de la acetilación de las histonas del 

octámero es actualmente desconocida. Existen numerosos datos 

que avalan la existencia de una correlación entre la aceti ­

lación de las histonas y la transcripción. No obstante, algu­

nos datos son discordantes. Por ejemplo, la acetilación afec ­

ta a un 40 % de las histonas H3 y H4, mientras que el ADN ac­

tivo en la transcripción sólo representa alrededor de un 10 % 

del genoma. Se ha observado una mejor correlación entre la 

hiperacetilación de la histona H4 y la transcripción. También 

existe una mejor correspondencia entre el porcentaje de his­

tonas acetiladas con un recambio rápido de sus grupos acetilo 

y la fracción de cromatina activa en la transcripción. 

Nuestro objetivo consistió en determinar el grado de aceti ­

lación de las histonas y el recambio de sus grupos acetilo 

en células germinales de testículo de pollo activas en la 

transcripción, y en células germinales genéticamente inacti­

vas . Con ello pretendíamos demostrar si la hiperacetilación y 

el recambio rápido de los grupos acetilo de las histonas es­

tán unívocamente relaciondos con la transcripción. Los expe­

rimentos realizados han demostrado la existencia de hiper­

acetilación de la histona H4 y de recambio rápido de los gru­

pos acetilo, tanto en células genéticamente activas como en 

células genéticamente inactivas. 

Otro aspecto investigado ha sido el control de la activi­

dad enzimática que desacetila las histonas . Se ha postulado 

que las HMG 14 y 17 inhiben dicha actividad enzimática y po­

drían ser responsables de la hiperacetilación de las histonas 

en los genes activos. Los experimentos realizados no permi-
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tieron confirmar el papel inhibidor d e la HMG 17 y demostra­

ron l a e x istencia de un factor activador termoestable que fue 

identificado como la proteína ubicuitina. 

!ateriales y Método s 

Gallos "Hubbar d White Mountain" de 25 - 30 semanas de edad , 

o animales sexualmente inmaduros (8- 10 semanas) fueron u t i ­

lizados en estas investigaciones . Una suspen sión de células 

testicular es (250 ml) fue incubada du r ante 1 hora a 37°C en 

un medio que co n tenía 5 mCi de H
3

- acetato (Ame r sham , 300 mCi/ 

mmol) en presencia de cicloheximida . La suspensión ce l ular 

fue enfriada y se añadió butirato sódico a una concentración 

50 mM . Los métodos para determ i nar el r ecambio de grupos ace ­

tilo, la a c tividad desacetilasa de las histonas y el a i sla­

~iento y separación de los núcleos de células testiculares 

de gal lo,han sido previamente descritos (Oliva et al . , 1982, 

Mezquita et al . , 1982 , Mezquita y Teng, 1977). 

Las histonas fueron extraídas con so
4

H
2 

0 . 2M y precipita­

das con 5 volúmenes de etanol . La separación electroforética 

se llevó a cabo en geles de poliacrilamida- SDS (gradiente ex­

ponenc i al 10 %- 16 %) o en geles de poliacrilamida acético/ 

urea conteniendo triton X- 100 . La cuan t ificación de la radio ­

actividad se realizó por fluorografía a -70°C durante 15 días 

utilizando films Fuji de rayos - X presensibilizados . La pre ­

paración del activador de la desacetilasa de histonas y los 

métodos de purificación de la HMG 17 y ubicuitina han sido 

previamente descritos (Mezquita et a l. , 1982) . 

Resul t ados 

Los análisis electroforéticos de las histonas extraídas de 

testículo inmaduro y de testículo maduro pusieron de mani ­

fiesto que, en éste último, la histona predominantemente ace ­

tilada es la H4 , y que en élla abundan las formas tri y tetra­

acetiladas (Fig . l A y B) . 

Separando los diferentes tipos de núcleos de células tes­

ticulares por el método de velocidad de sedimentación a fuer­

za de gravedad unidad , se puso de manifiesto que la acetila-




