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Introducci6 

L'espermatogenesi és el pr océs que condueix una cel . lula so

matica (espermatogonia) a una cal . lula diferenciada (espermatozou) la 

funci6 més important de la qual és transmetre informació genetica. En 

la primera part de l'espermatogenesi la cel . lula mare (2n) pr odueix es 

permatides ambla meitat de la dotaci6 cromosomica (n) que tenen el ma 

terial nuclear disposat igual que les cel.lules somatiques (nuclihist~ 

na) . A la segona part de l'espermatogenesi o espermiogenesi es produeix 

la diferenciació terminal de les espermatides en ~spernatazous que pr~ 

senten un material genetic propi (nucliprotamina) . 

Els canvis del nucli en aquest últim procés són dones nota -

bles a tots els nivells : el contingut en proteines basiques varia tata! 

ment, mentre que la seva funcionalitat desapareix. Al mateix temps , el 

canvi de l'organitzaci6 de les interaccions entre proteines i ADN pro

dueix una condensaci6 del nucli que adquireix un tamany molt menor. 

Hem estudiat la naturalesa d'aquests canvis de la cromatina a 

l'espermiogenesi del galla partir d'una fracció d'espermatides que re

presenta un estadi molt avan9at en la transició nuclihistona- nucliprot~ 

mina; El contingut proteic d'aquesta fracció és diferent del de les es

permatides joves i de l'espermatozou; el seu comportament en front la 

nucleasa micrococal s'aproxima al del espermatozou pero es diferencia 

d'aquest en l'organització de les interaccions ADN- proteines. 

Material i Metodes 

Material biologic : Gallus domesticus. 

Les obtencions i separacions de nuclis les hem fet segons 
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Mezquita i Terg (1977) i la preparació de la fracció d'espermatides de 

transició segons Loir i Lanneau (1978). Per extreure i precipitar les 

HM3s hem utilitzat els metodes descrits per Goodwin et al (1977)(1980). 

Perla purificació de protetnes hem aplicat els metodes d'electrofore

si preparativa segons Bernabeu et al (1980). Les digestions amb nuclea 

sa micrococal d'Staphylococcus aureus les hemefectuades seguint les tec 

niques de Noll et al (1975). Les tecniques de microscopia electronica, 

difracció de ratjos Xi analisis d'aminoacids s'han fet segons les pau

tes habituals . 

Resultats 

Caracterització morfologica de les espermatides de transici6 . Aquesta 

població d'espermatides conté nuclis allargats que si bé es comporten 

per microscopia electronica amb 

una densitat elevada, encara no 

presenten l'opacitat típica de 

l'espermatozou de gall. La crom~ 

tina esta organitzada en granuls 
o 

densos de 400-500 A que comencen 

a apareixer a la periferia per 

omplir finalment tot el nucli; 

aquests granuls no augmenten de 

tamany. El següent estadi ja es 

mostra opac al microscopi elec

tronic. 

Contirgut en proteines basiques. 

A la figura 1 es mostra una elec 

troforesi en gel d'acetic/urea 

de les proteines basiques solu

bles en S0
4

H
2 

0,4N i insolubles 

en PCA al So/o de les espermatides 

de transició comparada ambles 
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Figura l, Electrof'oresi i tra~t densitomlltric 
de les protetnes nuclee.rs solubles en S041"+2 0 ,4N 
i insolubles en PCA 5%. A. Esper-iatides de tran
sicid; 8. Nuclis testiculars to~als; c. HI.Gs 



mateixes proteines de 

la resta de nuclis tes 

ticulars,. Observem que 

a les espennatides de 

transici6 les princi

pals proteines basi -

ques són la protamina 

(PR) , una proteina e~ 

clussiva d'aquest es

tadi (PB), la histona 

A 

l'"igura 2. Protelnes solubles en PCA 5¡{, 1 

dels nuclis d'espermatides de transicid 
(A), i dals nuclis d'espermatides joves 
(B) . (Els nivells. de resolucid no es c2, 
rresponen entre A i 8) •• 

A 

8 
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H2b i un conjunt de 2 

proteines (X) . La proteina PB 

o protelna de transició, ofe

reix una composició en aminoa 

cids particular (taula I): és 

diferent de les histones i de 

la protamina en el sentit que 

un 2Do/o del seu contingut esta 

format per aminoacids acidics 

(Glu,Asp) . En gels de poli 

acrilamida/SDS es comporta se 

gons un pes molecular de 2xl0~ 

L'extracció amb PCA So/o de la 
Figura J . Tra<;at densit□m~tric de les electrcf'orisis 

en gels de trtt6/urea de les. protelnes t:asíques ~e: 

fracció dels nuclis d'espenn~ 
Ap Nuclis testiculars totals; a. Nuclis d"espermatides 
de transicid; Cr Nuclis d'espermatozousp 

tides de transició demostra que a més de la histona Hl existeixen 2 

proteines en una proporció molt més elevada que a la resta del nuclis . 

Aquestes proteines les hem identificat perles seves propietats de so

lubilització , comportament electroforetic (figura 2) i composici6 en 

aminoacids (taula I) com les HM;s d'alt pes molecular: HM3 1 i HM3 2 . 

Aquest tipus de proteines apareixen en tot el món eucariota i la seva 

funció encara esta en discussió . 

La proteina més interessant d'aquest estadi es la protamina, 
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Figura 4 . Oigestid !l/!lb nucleasa micrococal. 
A. Cinilltica de digestid de 1 'AON de l total 
de nuclis testicularsf 8. Fr-accid anterior 
solubl.e en Acid fred; C. Fr-accid insoluble 
en Acid !'red. ; D. Cinetica de digestid de 
les esperr,,atides de transicid. (Condicions 
eta digestid: nuclis, A260/mls20; nucleasa 
100 u/ml; a 37VC} 
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ASP 10,7 
TI-!A 3,2 
SER 6 , l 
GLU 14,8 
PRO 9,7 
GLY 9,4 
ALA 12,8 
VAL 2,6 
MET O, 7 
ILE 1,0 
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Taula I. eo~ocsicid en aminoAcids 
(exprgssada en ~} de: A. H~G l de 
testicla de g!l.1.l.; 8 . HM. 2 da te~ 
ticla da gall; C. Pr-ote1na axclu
ssiva de. les esper-matides da · tra~ 
sicid. ; o. P:-otamina de gall; E.! 
Hl da llet6 de vedalla •. 

La protamina, acabara substituint totalment a les altres proteines ba

siques en el nucli de l'espermatozou. Quan les proteines total basiques 

s'estudien en gels de tritó/urea 8M, s'observen diferencies molt impor

tants respecte als primers estadis espermiogenics i respecte a l'esper

matozou (figura 3 ) : En els primers no hi ha protamina mentre que a lés

permatozou és la única proteina basica nucleal. A les espermatides de 

transició la protamina representa un percentatge important (70- 90~ del 

total ) r Comes pot observar a la figura 3 el comportament electrofore

tic de la protamina en els gels de tritó/urea BM és molt diferent si 

prevé de les espermatides de transició o si prové de l'espermatozou. 

L'heterogeneitat electroforetica de la protamina de la transició pot 

ser deguda a una modificació postranscripcionalde la protamina jaque 

aquest tipus d'electroforesi resol formes de proteina que difereixen en 

una sola carrega. 

Organització de la cromatina . L'A0N de les espermatides de transició és 

resistent a la digestió perla nucleasa micrococal. A la figura 4 es 

mostra el nivell de digestió d'aquests nuclis comparada ambla cinetica 

de digestió del conjunt de nuclis testiculars . El comportament insensi

ble de l'ADN d'aquestes espennatides demostra una disposició fortament 



protetgida perles proteines que l'estructuren. De tata manera en a -

quest estadi les interaccions entre proteines i AON no deuen ser tan 

intenses com ho s6n a l'espermatozou : l'analisi per difracci6 de rat

jos X de fibres d'AON ambles proteines de les espermatides de transi

ci6 presenten un ordre molt menor i una majar feblesa d'interaccions 

que les fibras de l'AON complexat amb el contingut proteic de l'esper

matozou. Aquests resultats per tecniques de difracci6 de ratjos X po -

den ser reflex de l'heterogeneitat de la protamina en la transició. 

Discussió 

S'han fet molt pocs estudis dels ultims estadis de les esper 

matogenesis de les aus . Malgrat que Tsanev (1980) classifica l'esper -

miogenesi de les aus - junt ambla dels peixos- en un grup diferenciat, 

els resultats exposats les aproximen més a les espermiogenesis dels 

grups més superiors (mamífers) : presenten en comú l'aparició de pro 

teines de transici6 probablement relacionadas amb el reempla~ament de 

les histones perla protamina. El nucli d'aquestes espermatides esta 

estructurat en forma de granuls que molt probablement persisteixen a 

l'espermatozou. Aquestes estructures, i d'altres que apareixen en mol

tes espermiogenesis de mamifers deuen ser producte de la historia del 

canvi global de les interaccions proteines- ADN. L'efecte sobre l'AON 

de les proteines de transici6 així com l'efecte del canvi de la prota

mina modificada (probablement per fosforilaci6) a protamina no modifi

cada poden explicar en bona part el patr6 típic de les condensacions 

dels nuclis durant la transici6 cap l'espermatozou. 
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