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RESUMEN

La meiosis es un proceso muy ordenado en tiempo y en espacio que se
encuentra en los organismos con reproduccién sexual. Las caracteristicas
normales de la meiosis involucran una serie de procesos esenciales como:
a) Reduccidén en el numero cromosémico; b) Recombinacidén con intercambio
de segmentos cromosémicos (crossing over); c) Distribucién al azar de los
cromosomas homdélogos entre las células hijas. Estos procesos dan
origen a cé¢lulas haploides con una nueva dotacién génica, derivada de la
combinacién de los cromosomas paternos y maternos.

Una estructura que se cree estid involucrada en el aparesmiento, 1la
recombinacién y segregacién, es el '"Complejo Sinaptonémico" que se
encuentra a lo largo de la regidén de unién de los cromosomas bivalentes
del estadio paquiteno de la profase mei&tica tanto en 1los gonocitos
masculinos como femeninos, este complejo est4 formado por dos gruesos
filamentos laterales, uno delgado medial Y finas fibras
ldtero-mediales. * Previos estudios citoquimicos, mediante digestiones
enzimaticas y agentes de contraste preferencial para ADN Y ARN
demostraron que los brazos laterales contienen una alta concentracién de
ribonucleoproteinas, as{ como algunas fibras de cromatina. Sin embargo
no se encontrd ADN en las fibrillas latero—-mediales, ni en el brazo
medial (Solari 1972, Vizquez-Nin y Echeverria 1976, Coll y col. 1986).
Estos hallazgos no aclaran la interrogante de como se lleva a cabo el
entrecruzamiento de 1los filamentos de ADN entre los cromosomas
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homélogos, dado que éstos estan separados 60nm o mAs, distancia existente
entre los brazos laterales. En el presente trabajo se analiza este
problema por la inmunolocalizacién del ADN con anticuerpos monoclonales
Y un segundo anticuerpo marcado con grianulos de oro coloidal.

Con este procedimiento se observé una intensa marca de la cromatina
compacta y una menor densidad de granos de oro en los brazos laterales,
salvo en los extremos de insercién en la envoltura nuclear, en los
que practicamente no hay ADN. Estos resultados confirman las mencionadas
observaciones citoguimicas.

Ademas se localizé ADN en pocos lugares del brazo medial, en fibrillas
latero-mediales y en fibras que se extienden de un brazo lateral al
otro, muchas veces en relacién con los nddulos de recombinacidn.
Estas observaciones se interpretan como que el ADN se encuentra entre
los brazos laterales unicamente en los lugares correspondientes a los

quiasmas.



INTRODUCCION

Muchos eucariontes inferiores como algunos protoctistas, algas y hongos
proliferan por divisién celular simple o mitosis, otros tales como la
Hydra origina descendientes por gemacién de la parte central del cuerpo,
Y los gusanos y anémonas marinas se parten en dos, regenerandose la
porcién que falta. Esta reproduccién asexual es sencilla y directa dando
lugar a una descendencia que es genéticamente idéntica al organismo
progenitor. En cambio la reproduccién sexual implica una recombinacién
de genomas procedentes de dos individuos distintos de la misma especie,
cuyos descendientes suelen diferenciarse genéticamente entre ellos y de
ambos antecesores. Al parecer ésta dltima, con la consiguiente
diversificacién genética, ha presentado grandes ventajas, dado gque se
presenta en la gran mayéria de las plantas y animales (Bernelot-Moens vy
Moens 1986).

En el ciclo de reproduccién sexunal de los animales y de las plantas la
combinacién de los genomas se realiza por medio de 1la fusién de dos
células haploides (el 4vulo y el espermatozoide o grano de polen) en el
momento de la fertilizacisén, dando lugar a una cé¢lula diploide o cigoto
que a través del proceso de mitosis, crece y se diferencia celularmente.
Dependiendo de la determinacién sexual en el momento de la fecundacién,
en animales, ya sea macho o hembra, se dar4 origen a un érgano especial;
el testiculo o el ovario.

En el caso del macho, las células germinales iniciales,
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espermatogonias, son descendientes directas de 1los gonocitos que se
observan en los cordones sexuales del testfculo fetal. Hay dos clases de
espermatogonias, llamadas respectivamente, de tipos A y B que contienen
una cantidad diploide de ADN. Las espermatogonias se multiplican por
mitosis. La mitad de las células hijas persisten como espermatogonias A,
la otra mitad se diferencia ligeramente para transformarse en
espermatogonias B. Estas ultimas se dividen y diferencian para producir
una nueva generacién de células germinales.

Los espermatocitos de primer orden, después de la fase S tienen una
cantidad tetraploide de ADN y posteriormente entraran a 1la divisién
meidtica, formando dos células menores, los espermatocitos de segundo
orden, con un contenido diploide de ADN, éstos inician la segunda
divisién meidtica, que origina dos células con una dotacién haploide de
ADN llamadas espermiAtidas. Cada una de ellas se transforma en un
espermatozoide a través de un proceso denominado; espermiogénesis.

En el sexo femenino, la primera etapa del desarrollo de los gametos es
semejante a la que se encuentra en la espermatogénesis: las ovogonias
sufren proliferacién por divisiones mitéticas. A continuacién se
convierten en ovqcitos de primer orden que inician la primera divisidn
meidtica dando lugar a un ovocito de segundo orden y un cuerpo polar,
después efectuan una seqgunda divisién meidtica que produce una célula
haploide, el évulo y un segundo cuerpo polar.

Los dos tipos de gametogénesis muestran una gran similitud durante el
fenémeno de la meiosis en ambos sexos. Pero si bien la espermatogénesis
se desarrolla rapidamente, sin interrupciones entre los diversos
estadios, la ovegénesis por el contrario, se realiza mucho N s
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lentamente, con perfodos de reposo que pueden ser del orden de varios
afos.

En animales y plantas superiores la meiosis presenta el mismo proceso
basico. A las células que llevan a cabo el proceso meidtico se les
denomina células meidticas o meiocitos, son células diferenciadas que
estan genéticamente programadas para realizar una serie de procesos como:
1) reduccién en el numero de cromosomas, 2) recombinacién con
intercambio de segmentos cromosémicos (blogque de genes) por medio de
crossing-over, 3) separacién al azar de los cromosomas homdlogos (Swanson

y col. 1981).



Los estadios de la meiosis se clasifican de la siguiente manera:

FASE S PREMEIOTICA -

FASE G2 PREMEIOTICA -
Preleptoteno
Leptoteno
PROFASE I Cigoteno
Paquiteno
DIVISION I Diploteno
Diacinesis
METAFASE I
ANAFASE I

TELOFASE I

INTERCINESIS
PROFASE II
METAFASE I
DIVISION II ANAFASE II

TELOFASE II



La duracién de los diferentes estadios o subestadios de la meiosis
varia ampliamente dependiendo de la especie animal o vegetal de que se
trate. En general la primera divisién es mucho mas larga abarcando el
90% de la duracidén total, y el 10% lo ocupan las fases restantes. Para
que la meiosis se lleve a cabo en forma normal hay ciertas precondiciones
como por éjéiiplo: la presencia de un numero de cromosomas conveniente
(el numero diploide 2n) y la existencia de homologia entre pares de
cromosomas para que ocurra el apareamiento cromosémico. Algunos cambios
que se dan en diferentes organismos, en la fase premeidtica son: una
compactacisn de cromatina y un incremento en la duracién de 1la fase de
sintesis del ADN (Bennett 1984).

En la interfase premeidtica, durante el periodo S no se replica
totalmente el ADN ya que del 0.3% al 0.4% es replicado en 1la profase
meidética, pudiendo tener un significado general en el apareamiento de los
cromosomas meiéticos y/o en el entrecruzamiento (Stern & Hotta 1980).

En la actualidad no se conocen exactamente los factor(es) que active(n)
a la meiosis de una célula pregamética tanto en plantas como en animales,
pero se tienen evidencias sobre los procesos bioquimicos asociados con el
inicio de la meiosis y de la mitosis. Ambos tipos de divisién son

activados por una misma proteina (Darnell y col. 1990).



PRELEPTOTENO

El preleptoteno corresponde a la profase temprana de la meiosis en
donde se ha observado el inicio de cierta condensacién de los cromosomas,
hasta el punto en donde son reconocidos individualmente. Posteriormente
los cromosomas se descondensan hasta perder su identidad individual vy
retornan a una forma difusa, estos eventos de condensacién )4
descondensacién probablemente inicien la entrada al estadio leptoteno.
En este perfodo 1los cromosomas son dispersados en el 4rea nuclear

(Alberts y col. 1989).

LEPTOTENO

Los cromosomas‘(dos cromAtidas hermanas estrechamente unidas) con un
cierto grado de condensacién se encuentran como filamentos muy delgados.
A lo largo de é¢stos se observan los cromémeros qgue son engrosamientos, a
manera de cuentas de collar, dispuestos a intervalos irregulares cuyo
namero, tamafio y posicién es caracteristico de cada uno de ellos
(Schulz-Schaeffer 1980, Stern y Hotta 1984, Alberts vy col. 1989, De
Robertis y De Robertis 1989, Darnell y col. 1990). En células sexuales

de animales se ha observado que los cromosomas muestran una
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polarizacién definida formando asas cuyos extremos (telémeros) se unen a
la envoltura nuclear, en un punto cercano a los centriolos. Esta
disposicién particular se denomina estado de bouquet o ramillete.

La fijacién de los teldmeros a la envoltura nuclear, constituye una
estructura especializada denominada placa de adhesién, que esta
acompafiada por una redistribucién de los poros nucleares, que pierden su
distribucién homogénea, tendiendo a acumularse en los sitios de fijacién
de los teldémeros (Schulz-Schaeffer 1980, Swanson y col. 1981).

Durante el leptoteno las asas de cromatina toman una disposicién lineal
laxa. Mas tarde las asas tienden a la coalescencia en ciertas regiones o
focos que tienen un centro electrodenso. En dichos focos se depositan los

componentes laterales del complejo sinaptonémico (Von Wettstein 1977).



PASOS DE LA PROFASE MEIOTICA

"~ CROMATIDA 1

el

~delgados filamentos rodeados por una zona menos densa

INTERFASE LEPTOTENO CIGOTENO PAQUITENO DIPLOTENO Y

DIACINESIS

En los cromosomas leptoténicos se observan los ejes axiales dentro de

la cromatina como cilindros irregulares, que se encuentran en una red de

en la cual los
filamentos se mezclan con la cromatina (Vazquez-Nin y Echeverria 1976).

Se acostumbra utilizar el término de ejes axiales en el estadio

-leptoteno y elementos laterales en los estadios siguientes, sin embargo

no hay evidencias de que dichos ejes estén sujetos a una mayor
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reestructuracién en el curso de la sinapsis. Los ejes axiales son movidos
durante la sinapsis de una posicién central a una posicién lateral con

respecto a la mayor cantidad de cromatina de cada cromosoma (Loidl 1991).

CIGOTENO Y PAQUITENO

En cigoteno, el grado de condensacién de los cromosomas aumenta en
comparacién al estadio anterior, ¢stos se observan mas cortos en longitud
y de mayor diametro. Este perifodo se inicia con 1la sinapsis de los
cromosomas hom&logos (el alineamiento de un cromosoma materno con un
cromosoma paterno) observado por primera vez por Moore en 1895.
Los dos hom&#logos no se fusionan durante el apareamiento, puesto que
permanecen separados por un espacio de 60nm o mas, gque es ocupado
por el complejo sinaptonémico, descrito por primera vez por Moses en
1956, en células meidticas de una especie de cangrejo (Loidl 1991).

Se ha encontrado una morfologia similar en plantas y animales (Swanson
y col. 1981).

Desde la descr%pcién en 1956, se prestd considerable atencidén al
complejo sinaptonémico; las primeras investigaciones fueron
principalmente de morfologfia comparada en un amplio rango de organismos,
y del desarrollo de los estadios de la profase meidtica I. Ahora, las
investigaciones sobre 1la morfologia del complejo sinaptonémico han

quedado atras, abriéndose un centro de interé¢s en su composicidén quimica
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y su funcién. Se han llevado a cabo estudios citoquimicos, mediante
digestiones enzimaticas (Solari 1972, Vazguez-Nin vy Echeverria 1976,
Coll y col. 1986) y por caracterizacién inmunocitoquimica de 1los
componentes del complejo sinaptonémico (Moens y col. 1987, Heyting y col.
1988, Latos-Bieleska y col. 1990).

De acuerdo a todos los estudios realizados, el complejo sinaptonémico
se puede describir como una estructura tripartita que se observa como una
cinta aplanada, formado por dos gruesos Dbrazos laterales, uno delgado
medial y finas fibras liAtero- mediales.

La sintesis de ADN cigoténico es requerida antes de la sinapsis de los
elementos laterales, para la formacién del complejo sinaptonémico (Kurata
y col. 1978). Los brazos laterales antes y durante 1la sinapsis estan
compuestos en su mayor parte de protefinas histénicas y no histénicas
(villardel y col. 1989), ADN, ARN y proteinas (Esponda y Stockert 1971,
Vazquez-Nin y Echeverria 1976, Latos-Bieleska y col. 1990). Cada
brazo lateral se ve como un filamento sencillo pero estid formado por la
reunién de dos cromatidas hermanas, es decir dos dobles h&élices de ADN.

En cuanto a su anchura varia de acuerdo al organismo de que se trate,
se encontran rangos de 200A a 600A (Jones H 1973).

Entre los brazos laterales corre un elemento medial, que es paralelo a
¢stos, resistente a DNasa, sensible a proteasa e insoluble en altas
concentraciones de NaCl, contiene muy poco o carece de 4cidos nucleicos
segun Solari (1972). Con otros m&todos citoquimicos no se encontraron
evidencias de ADN en el brazo medial ni en las fibrillas latero-mediales,

perc si ribonucleoproteilnas en el cigoteno y paquiteno temprano.
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El ARN en todo el complejo escasea en paquiteno avanzado, y esta
ausente en diploteno (Vazquez-Nin y Echeverrfa 1976). Las evidencias
sugieren que la estructura tripartita del complejo sinaptonémico facilita
la sinapsis, recombinacién y la posterior disyuncién de 1los cromosomas
hom&élogos (Ierardi y col. 1983, Alberts y «col. 1989). El complejo
sinaptonémico se empieza a formar en cigoteno, primero las cromatidas
hermanas son estrechamente empaquetadas, extendiéndose a lo largo de los
elementos laterales en una serie de bucles. Al producirse el
apareamiento, los elementos laterales de los cromosomas hom&logos

lateralizados , se adhieren unos a otros, empezando la sinapsis (Von
Wettstein y col. 1984).

Los nédulos de recombinacién estan ensamblados en el elemento
central (Westergaard y Von Wettstein 1970,1972), localizados como pelota
sobre una escalera entre los dos cromosomas hom&logos (Alberts y col.
1989).

El apareamiento puede comenzar en cualquier sitio del cromosoma, puede
unirse por sus extremos polarizados (teldmeros) y continuar apareandose
hacia el otro extremo, posiblemente empieza en las regiones internas Yy
avanza hacia los ‘extremos, o llevarse a cabo simultaneamente en varios
puntos a lo largo de los cromosomas.

En general el apareamiento de los cromosomas hom&élogos es muy preciso y
especi fico, gen por gen y cromémero por cromémero (De Robertis y De
Robertis 1989).

Zickler y col. (1988) han identificado diferentes genes como
responsables del alineamiento de los hom&élogos y de la formacién del
complejo sinaptonémico, en el ascomicete Sordaria, confirmando que el
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alineamiento cromosémico es un prerrequisito para la sinapsis. El
comportamiento de los mutantes de Sordaria y levaduras, y el curso de
experimentos enfocados a la inhibicién de la meiosis apoyan el concepto
de que el reconocimiento de los hom&logos actua en dos pasos: primero
el reconocimiento de los cromosomas hom&élogos como la precondicién de la
sinapsis y segundo el de las secuencias precisas en los sitios de
recombinacién dentro del armazén del complejo sinaptonémico. La
existencia de dos fases separadas de reconocimiento de homélogos se
podria deber a que el apareamiento recombinogénico requiere de un grado
de homologia o que éste ayuda a prevenir una recombinacién reciproca
(crossing over entre regiones hom&logas y no homélogas de los cromosomas)
(Ashley y Cacheiro 1990, Loidl 1991).

Con respecto a estudios de inmunorreaccién de polipéptidos con
anticuerpos policlonales desarrollados contra diferentes componentes del
complejo sinaptonémico, se ha encontrado que los polipéptidos de 30 vy
33 kD (los dos mayores componentes de los brazos laterales del complejo
sinaptonémico) son especificos de nucleos cigoténicos, paquiténicos vy
diploténicos. Esto sugiere que algunos de los constituyentes de los
elementos lateraies no se originan en estructuras preexistentes en el
nutcleo, sino que son sintetizados durante la profase meidtica {Moens Yy
col. 1987, Heyting y col. 1988).

Con respecto a los polip&ptidos mencionados, una considerable cantidad
de topoisomerasa II se encuentra presente en el complejo sinaptonémico,
en donde puede jugar un papel estructural, pero no se tienen evidencias
directas de su actividad (Moens 1990).
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El ADN es parte fundamental del complejo sinaptonémico y de 0.3 a 0.1%
de éste es sintetizado durante cigoteno (ADNc) y se 1le encuentra

relacionado con el apareamiento cromosémico. Kurata e Ito en 1978,

concluyen en su trabajo realizado con incorporacién de timidina tritiada,

en células en cigoteno, que el ADN se encuentra localizado en los brazos

laterales (elementos laterales) y que funciona como sitios de unién para
la formacién del complejo sinaptonémico. Al suprimir parcialmente 1la
sintesis de ADN con un agente como la desoxiadenosina, se observa la
fragmentacién de los cromosomas en cigoteno y en paquiteno, lo que
sugiere que la integridad del cromosoma depende exclusivamente del ADN.
La inhibicién de la sintesis del ARN (con toyocamicina), en leptoteno o
cigoteno, produce una permanencia de las células en cigoteno. si 1la
inhibicién se realiza en paquiteno, las células no siguen mis alla de la
profase, por lo que se sugiere que el ARN es esencial para el desarrollo
meidtico (Sakaguchi y col. 1983).

Con respecto al ADN también se ha observado que tiene una estrecha
relacién con proteinas, pero se desconoce donde reside el ADN que es
replicado después de la fase S premeiética y si es empleado en la
sinapsis y el en?;ecruzamiento (Latos-Bieleska y col. 1990).

Segun la teoria de preseleccién de Stern y col. (1975), la parte de ADN
que es retenida por los brazos laterales puede ser provechosa para unir
las contrapartes homélogas del complejo sinaptonémico. En hibridacién

in situ de ADN sobre c¢lulas extendidas de ratén, en profase meidtica, se

ha demostrado gue el ADN telomérico esta ligado al complejo
sinaptonémico, y que la cromatina se asocia de acuerdo a las secuencias
de bases de su ADN (Moens y Pearlman 1989, 1990).

15



El apareamiento de los cromosomas homélogos es total en paquiteno,
donde existe una sintesis adicional de ADN, denominado ADN-paquiténico
(ADNp), que se encuentra en regiones especificas del cromosoma. Dicha
sintesis es del tipo replicacién-reparacién, cercana a los extremos rotos
de 1los cromosomas relacionados con el proceso de recombinacién. Esto
ocurre preferencialmente en las regiones del genoma que contienen
secuencias repetidas de aproximadamente 200 pares de nucledtidos,
asociadas a la actividad enzimitica de la endonucleasa que provoca cortes
en las dos moléculas de ADN. Posteriormente se produce el
desenrollamiento de las cadenas de ADN y la reunién de las mismas en las
cromatidas opuestas (De Robertis y De Robertis 1989).

La recombinacién génica, no es constante a través del genoma, Yy puede
ser suprimida por la vecindad de la heterocromatina. La cantidad de
heterocromatina asociada con el complejo sinaptonémico en paquiteno es
mucho mayor que la longitud ocupada en cromosomas mitéticos. Esto sugiere
un empaquetamiento diferente de los tipos de cromatina.

La mayor compactacidn de 1la heterocromatina a diferencia de la
eucromatina puede proveer una restriccién fisica sobre 1los procesos de
entrecruzamiento (Ashley 1987).

En la recombinacién se piensa que hay rupturas transversales en un
mismo nivel en las cromatidas, seguidas por el intercambio y la fusién de
los segmentos intercambiados. El proceso activo esti mediado por nddulos
de recombinacién, las evidencias sobre ésta funcién es indirecta y se
atribuye a gue: 1)El numero total de los nédulos es igual al numero total

de quiasmas, que representa el rompimiento y reunién, en el cual dos

crom&étidas no hermanas (cada una contiene una cadena doble de ADN) han
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sido fracturadas y unidas con otras. 2)Los nédulos estan distribuidos a
lo largo del complejo sinaptonémico en 1la misma forma que estan
distribuidos los eventos de entrecruzamiento. Por ejemplo, como los
quiasmas, 1los n&dulos estidn ausentes de esas regiones del complejo
sinaptonémico que contienen heterocromatina. También se indica que 1la
pPresencia de un entrecruzamiento impide que se efectue otro en un sitio
muy cercano, asi mismo, los nédulos de recombinacién no se encuentran muy
cerca uno de otro. 3)Algunas mutaciones en Drosophila causan una
distribucién anormal de quiasmas a lo largo de los cromosomas, asi como
una gran disminucién de 1la frecuencia recombinogénica. En esas
mutaciones son encontrados pocos nédulos de recombinacién, con una
distribucidén modificada que es paralela a los cambios de distribucién de
quiasmas. Esta correlacién sugiere fuertemente gque un n&dulo de
recombinacién determina el sitio de cada evento de entrecruzamiento
(Alberts y col. 1989).

El estudio de los né&édulos de recombinacién, su numero v su
distribucidén, tantoc de 1los elipsoidales como de 1los esféricos, en
pagquiteno, se realizé por reconstruccién tridimensional. También se ha
observado una frecuencia de quiasmas de 5.7 por nucleo, é&sta cifra
corresponde a la frecuencia de 3.7 observado en la suma de néddulos de
recombinacién elipsoidales y esféricos en paquiteno temprano (Carpenter
1879). Con incorporacién de timidina tritiada se ha demostrado que la
sintesis de ADN tipo reparador toma lugar en los ndédulos de recombinacién
y da soporte a la idea de que en ellos median cambios reciprocos Yy

conversiones entre los cromosomas hom&logos (Carpenter 1981).
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DIPLOTENO

En el diploteno, los cromosomas intimamente apareados comienzan a
separarse. La separacidén no es completa, ya que los cromosomas hom&logos
permanecen unidos por los puntos de intercambio o quiasmas. A estos se
les considera generalmente como la expresidén de un fendmeno genético
(crossing over). Este estadio est4 caracterizado por wuna progresiva
decompactacién de 1la cromatina, y la desaparicién del complejo
sinaptonémico. Los limites de los cromosomas son menos definidos y 1la
cromatina en la regién de 1los brazos laterales aparece como fibras
esparcidas. Al mismo tiempo, se observa un incremento de estructuras
que contienen RNP, aparecen fibras pericromatinianas en el Area de
cromatina extendida, y los grianulos peiicromatinianos son pocos y siempre

estan en contacto con la cromatina (Vazquez-Nin y Echeverria 1976).

DIACINESIS

Durante é&sta etapa la contraccién de los cromosomas vuelve a
acentuarse. Las ggtradas se distribuyen mas homogéneamente en el nucleo y
el nuclé¢olo desaparece. Al mismo tiempo el numero de gquiasmas disminuye.
Al final de este perfodo, por lo general, los homd®logos quedan unidos
solo por sus extremos (De Robertis y De Robertis 1989).

En ¢ste estadio se forman pequefias masas de cromatina compacta en la

membrana nuclear, en contacto con el nuclé&olo. Los gr&énulos
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pericromatinianos son prominentes, localizados alrededor de pequeios

acamulos de cromatina densa, o menos frecuentemente, en el area
cromosémica. La disposicién de éstos elementos es similar a 1la del

nicleo interfasico (Vazquez-Nin y Echeverria 1976).

OTRAS FASES

Durante la prometafase I los cromosomas alcanza su mixima condensacidén.
La envoltura nuclear se rompe y los microtubulos del huso se ensamblan a
los cinetocoros. Cada hom&élogo se une a uno de los polos por el
centrémero homélogo; de esta manera las cromatidas hermanas se compoxtan
como una unidad funcional.

En la metafase I los cromosomas se disponen en el plano ecuatorial.
Los hom&logos se hallan asociados por los extremos, mientras que los
centrémeros migran hacia los polos.

En la anafase I las cromaAtidas hermanas de cada hom&logo, unidas por su
centrémero se dirigen a los respectivos polos. Los cromosomas cortos,
conectados casi siempre por un quiasma terminal, se separan rapidamente.
Los cromosomas largos, con quiasmas intersticiales se retrasan en su
separacisén.

La telofase I comienza cuando las cromitidas llegan a sus respectivos
polos. Los cromosomas pueden persistir condensados por un tiempo.

En la interfase entre dos divisiones meiéticas no hay duplicacién del

ADN y los cromosomas se encuentran en nuimero haploide.
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A una corta profase II sigue la formacién del huso. En la metafase II
los cromosomas se disponen en el plano ecuatorial, 1los centrdémeros se
separan y las dos cromatidas hijas se dirigen a los polos opuestos
durante la anafase II.

Cada uno de los cromosomas de los cuatro nucleos de 1la telofase II
tendran una cromatida. cada nudcleo posee un numerc haploide de
cromosomas, en el cual cada cromosoma esti representado una sola vez

(De Robertis y De Robertis 1989).
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ENFOQUE EXPERIMENTAL

Las evidencias mencionadas anteriormente sobre la presencia de ADN en
los brazos laterales del complejo sinaptonémico y su posible ausencia en
el elemento central y latero-medial abren la interrogante de como se
lleva a cabo el entrecruzamiento de filamentos de ADN entre los
cromosomas hom&logos si éstos estan separados 60nm o mas. Por ésta
razén se decidié estudiar 1la localizacién del ADN con un enfoque
inmunocitoquimico, técnica que permite la localizacidén "in situ" de
moléculas.

La inmunocitoquimica se basa en la deteccién de antigenos mediante
anticuerpos. Los antfgenos son generalmente moléculas de alto peso
molecular como las proteinas, Jlos polisacaridos y 4&cidos nucleicos,
exégenos a un animal, que al ser administrados a é&ste activan a los
linfocitos, los que a través de un largo proceso producen anticuerpos
especi ficos. La gran afinidad de los anticuerpos por su antfgeno otorga
gran especificidad a la reaccidn y disminuye el ruido de fondo, asf{ como
las reacciones cruzadas con otros componentes. En inmunocitoquimica, el
anticuerpo se utiliza como un reactivo para localizar el antigeno contra
el cual fué preparado y se aplica a una seccidn de tejido en la que
interactua con el antigeno tisular, formando un complejo antigeno-
anticuerpo.

Hay dos métodos para localizar antfgenos; el primero es el directo que
consiste en marcar al anticuerpo con un colorante o una enzima, el

segundo es el indirecto, en el cual el primer paso es la localizacién del
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antigeno del tejido por un anticuerpo no marcado, aplicado al tejido
(primer anticuerpo). En el segundo paso se visualiza la reaccidn por un
anticuerpo desarrollado contra la inmunoglobulina del primer anticuerpo y
unido a un marcador (segundo anticuerpo). En microscopfia electrénica
éstos deben contener elementos de alto numero atémico o combinarse con
uno de ellos. Los marcadores mas usados son micelas de oro y la enzima

peroxidasa, que cuando se le emplea en presencia de aminobencidina y
peréxido de hidrégeno da un producto insoluble y osmi¢filo (Sternberger

1985).
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OBJETIVO

Localizar el ADN, en el espacio de apareamiento de los cromosomas
bivalentes (complejo sinaptonémico), como posible sustrato morfoldgico de

la recombinacién génica.
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MATERIAL Y METODO

En el presente trabajo se emplearon génadas de rata Wistar machos

adultos y de pollos (Gallus domesticus) hembras de wun df{a de nacidas.

Tanto los @ gonocitos masculinos como femeninos fueron incluidos en
diferentes resinas. Para un reconocimiento general de los complejos
sinaptonémicos, se utilizé, una resina epdxica hidrofébica (Glycidether
100, MERCK). El procedimiento fué¢ el siguiente: El1 testiculo de rata
y el ovario de pollo fueron obtenidos bajo anestesia, cortidndose en
pequefios fragmentos los cuales se fijaron inmediatamente en
glutaraldehido al 2.5% en amortiguador de fosfatos 0.2 M a pH 7.2 durante
dos horas, el material se enjuagd tres veces en el mismo amortiguador
(10 min cada uno). La mitad del material fu&¢ postfijado con tetréxido
de osmio al 1% en amortiguador de fosfatos, durante 60 min. y enjuagado
tres veces en el mismo amortigquador.

Tanto las muestras postfijadas como las que no lo fueron se
deshidrataron en alcoholes graduales, empezando 70% hasta llegar a 100%
realizando dos cambios de 10 min cada uno. Después se introdujeron en
4$xido de ©propileno, paso intermedio entre 1la deshidratacién y 1la
preinclusién.

La preinclusién se realizé con 50% de éxido de propileno mas 50% de
resina epéxica a temperatura ambiente por 24 horas. Al dfa siguiente el
éxido de propileno se dejé evaporar totalmente y se llevé a cabo 1la

inclusién sobre moldes planos de plastico, en donde se colocd la resina
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epéxica con algunos fragmentos de testiculo y ovario. La polimerizacisn
se realizé en una estufa a 60°C durante 24 horas.

Para hacer las reacciones inmunocitoquimicas, se utilizaron resinas
acrflicas hidrosolubles como LR-White y Lowicryl HM23. Al emplear
LR-White todos los procedimientos se llevaron a cabo a 4°C.

El testiculo de rata..y . el ovario de pollo fueron obtenidos bajo
anestesia y cortados en pequefios fragmentos e inmediatamente fijados,
unos en glutaraldehido 2.5%, otros en glutaraldehido al 1% mas
paraformaldehido al 4% y otros en paraformaldehido al 4%, cada uno de los
fijadores fueron disueltos en amortiguador de fosfatos O0.2M a PpH 7.2.
Posteriormente se enjuagd tres veces el tejido con el mismo amortiguador
(5 min por cambio).

La deshidratacién se empezd con alcohol al 30% hasta llegar a 90%, una
hora en cada alcohol, en el de 100% se se llevaron a cabo tres cambios de
una hora cada uno.

La infiltracién fué en tres pasos: l)Se colocaron en una mezcla de dos
partes de alcohol al 100% por una de LR-White, tres horas; 2)Después en
una mezcla de una parxrte de alcohol 100% ma&s dos de LR-White, tres horas;
3)Por ultimo en LR-White, toda la noche. Al dta siguiente se realizaron
tres cambios de LR-White, de una hora cada uno.

Los fragmentos de tejido tanto de testiculo como de ovario fueron
puestas en capsulas de gelatina con LR-White, tratando de dejar la menor
cantidad posible de aire. ©La polimerizacién se 1llevé a cabo en una
estufa a 50°C durante 20 horas.

Para la inclusién con Lowicryl HM23, 1las fijaciones que se usaron
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fueron; glutaraldehido al 1% mAs paraformaldehtdo al 4% y otra con
paraformaldehido al 4%, disueltos en el amortiguador de fosfatos
utilizado en las inclusiones anteriores, la deshidratacién fué de 1la
siguiente manera: se emplearon alcoholes graduales iniciando por el de
30% que se aplicé una hora, en el 50% toda la noche, y con 70, 80, 90 vy
100% una hora en cada uno, a temperatura de -20°C.

La infiltracién empezé con una mezcla de Lowicryl HM23 mas una parte de
alcohol absoluto por una hora, después en dos partes de resina mas wuna
parte de‘alcohol absoluto una hora y por tultimo dos cambios de resina,
el primero de una hora y el segundo de 16 horas a -20°C. La
polimerizacién se hizo en capsulas de gelatina en una camara de luz
ultravioleta por dos horas.

Para un reconocimiento general de 1los complejos sinaptonémicos se
utilizaron los bloques de tejido incluido en 1la resina epdéxica o en
resinas acrilicas, de los cuales se obtuvieron cortes semifinos en un
ultramicrotomo Sorxrvall MT2, de un grosor aproximado de 240nm, éstos
fueron montados en portaobjetos, tefiidos con azul de toluidina y
observados en un microscopio &éptico Carl Zeiss, identificando las células
en estadie paquiteno segun Leblond y Clermont (1952). Después de escoger
la zona deseada se procedid& a obtener cortes ultrafinos de
aproximadamente 60nm de grosor los cuales fueron montados en rejillas
de 100 mesh. Estas se contrastaron por flotacién en acetato de uranilo
(10 min) y citrato de plomo (5 min).

Las preparaciones se analizaron en un microscopio electrénico Carl

Zeiss EM10, a diferentes aumentos.
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De las muestras incluidas en las resinas acrilicas hidrosolubles se
efectuaron cortes ultrafinos de aproximadamente 60nm de grosor y se
montaron en rejillas de 100 mesh. Estas rejillas fueron utilizadas para
el inmunomarcado de ADN, que se realizé por flotacién en una camara
hdmeda para evitar la evaporacién de los anticuerpos (Fakan y col.1984).

El primer paso fué colocar cada rejilla sobre una gota de NGS (suero
normal de cabra), disuelto en PBS (amortiquador de fosfatos salino) en
una proporcién de 1:50 durante tres minutos, para evitar el ruido de
fondo. Posteriormente se removi&é el exceso de NGS de las rejillas con
papel filtro e inmediatamente después fueron colocadas en una gota de
a ADN (anticuerpo monoclonal producido en células de ratén) disueltoe en
PBS-BSA-tween, en una proporcién de 1:15, 1:30 y 1:60, por 17 horas a una
temperatura de 4-C.

Después las rejillas fueron enjuagadas por goteo y flotacién en
PBS-tween y en PBS e inmediatamente colocadas sobre una gota de NGS 1:50
por tres minutos. El segundo anticuerpo utilizado fué GAMIgM (suero de
cabra antigama globulina M de ratén, marcado con granulos de oro coloidal
de 10nm de diametro) disuelto en PBS en una proporcid¢én de 1:20 y 1:40. El
tiempo en que permanecieron las rejillas en el segundo anticuerpo fué¢ de

30 min.

Por dultimo las rejillas se enjuagaron por goteo y flotacién en PBS vy
agua bidestilada. Cuando estuvieron totalmente secas fueron contrastadas
con acetato de uranilo (5 min) y con citrato de plomo (3 min) o con un

contraste preferencial para ribonucleoproteinas que es con acetato
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de uranilo (10 min) - acido etilenediaminetetraacético (EDTA) por dos
minutos y citrato de plomo (2 min) (Bernhard 1969) y con contraste
preferencial para ADN con 4cido fosfotungstico (PTA) a pH 2.85 por 40 min
(Vazquez-Nin y col. 1973).

Las rejillas ya contrastadas fueron observadas en un microscopio Carl
Zeiss EM10. Se obtuvieron micrograffas a diferentes aumentos de  las

inmunolocalizaciones realizadas.
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RESULTADOS

Los resultados de este trabajo estan basados en reacciones
inmunocitoquimicas.

Inicialmente se presentaran los elementos. ultragstructurales mas
caracteristicos del complejo sinaptonémico.

La Fig.l muestra a pegquefio aumento un ndcleo en paquiteno, en donde se
observa su doble envoltura nuclear, cromatina compacta la cual tiene un
mayor contraste. También se nota un pequefio complejo sinaptonémico que
estd unido a la envoltura nuclear.

El complejo sinaptonémico estad formado, como se describié en la
introduccién, de dos largos brazos laterales que en el caso de 1la Fig.2
atraviesa gran parte del nucleo, haciéndose evidentes por manifestar un
alto contraste. El1 elemento medial y 1las fibrillas latero-mediales
revelan un contraste ligero.

Los granulos de oro coloidal que indican las moléculas de ADN, fueron
localizados sobre la cromatina compacta, los brazos laterales, y rara vez
sobre el elementg medial y las fibrillas laAtero-mediales. Algunos de
estos casos excepcionales son sefaladas en las figuras 3,4,5 y 6, en las
que los granulos de oro coloidal se encuentran sobre el brazo medial Y

las fibrillas latero-mediales. En estas micrograffias se descarta la
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superposicién de cromatina sobre el complejo sinaptonémico, ya que el
espesor del corte es de aproximadamente 60nm y la ranura sinaptica es
clara en el lugar de la marca.

En las Figs.3 y 5 se advierte que el cumulo central de particulas de
oro coinciden con una densificacién irreqularmente esferoide, que
corresponde a un nédulo de recombinacién. Es interesante notar que las
placas adhesivas estan practicamente desprovistas de oro (Fig.3).

En las figuras 4 y 6 se observan granulos de oro sobre la parte
central del complejo sinaptonémico abarcando el elemento medial y las
fibrillas latero-mediales, sin embargo no se advierte 1la presencia de
nédulos de recombinacién.

La superposicién de la cromatina en el espacio situado entre los brazos
laterales (ranura sinaptica) se produce cuando el complejo est4d girado
sobre su propio eje, como se ve en la Fig. 7.

Por ultimo se realizaron contrastes preferenciales para ARN y ADN. E1
ARN se demostrd con la técnica de acetato de wuranilo-EDTA- citrato de
plomo (Bernhard 1969). Los brazos laterales son muy positivos en esta
tincién (Fig.8) y también presentan ADN, como lo indica el inmunomarcado
de las Figs. 4 y 7. La presencia de fibras de ADN que se tiNen con el
4cido fosfotungstico (Vazquez- Nin y col. 1973) y sSe marcan con oro
coloidal en los brazos laterales, se observa en la Fig.9. En ella gqueda
de manifiesto una pequefia fibra de ADN que atraviesa la ranura sinaptica,

y contiene oro coloidal.
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Fig.l. Nacleo de espermatocito I de rata, doble envoltura nuclear (n),
cromatina (cr), complejo sinaptonémico (flecha), citoplasma (C).
Contraste general con acetato de uranilo-citrato de_plomo. X 36 000.

o

' i

i « S R ' Y-
Fig.2. Espermatocito I de mostrando un largo complejo

sinaptonémico (CS), citoplasma (C), brazos laterales (1), brazo medial
(m), filamentos latero-mediales (lm). acetato de wuranilo- citrato de
plomo. X 41 600.
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FIGURAS

Fig.3. Complejo sinaptonémico de espermatocito I de rata resaltando la
placa adhesiva (p) que une al complejo sinaptonémico con la envoltura
nuclear (n). Se observan los brazos laterales (1), brazo medial (m),
fibrillas latero-mediales (1lm) y cromatina (cr). Las flechas indican los
granulos de oro coloidal (ADN) sobre un nédulo de recombinaciédn. oADN
1/30, GAMIgM 1/40. acetato de uranilo-citrato de plomo. X 87 500.

Fig.4. Espermatocito I de rata mostrando un complejo sinaptonémico

con marca de oro coloidal sobre los brazos laterales (1), el brazo medial
(m), y las fibrillas liatero-mediales (1lm). Las puntas de flechas indican
una posible superposicién de cromatina sobre el complejo sinaptonémico,
las flechas indican los granulos de oro coloidal (ADN) que se encuentran
en el espacio de apareamiento de los cromosomas hom&logos. La
cromatina que rodea al complejo (cr) esti fuertemente marcada. acetato de
uranilo-citrato de plomo. X 70 000.
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FIGURAS
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FIGURAS

Fig.5. Nuacleo en estadio paquiteno de testiculo de rata, mostrando 1la

ubicacién del ADN sobre un néddulo de recombinacién, en el espacio de
apareamiento de 1los cromosomas homslogos (flecha). Se observan los
brazos laterales (1), el brazo medial (m), Y las fibrillas
latero-mediales (1m). Contraste general con acetato de uranilo-citrato
de plomo. oADN 1/60, GAMIgM 1/40. X 87 500.
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FIGURAS

Fig.6. Complejo sinaptonémico de espermatocito I de rata, mostrando
alineamiento de particulas de oro coloidal (flechas) sefialando un posible
entrecruzamiento de los cromosomas homélogos- en un punto especifico.
Brazos laterales (1), brazo medial (m), y fibrillas latero-mediales (1lm),
cromatina (cr). oADN 1/15, GAMIgM 1/20. Contraste general con acetato
de uranilo-citrato de plomo. X 87 500.
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FIGURAS

Fig.7. Complejo sinaptonémico de un nucleo en un estadic paquiteno de
testfculo de rata, presentando un giro sobre su propioc eje. Brazos
laterales (1), medial (m), fibrillas latero-mediales (lm). Las puntas de
flechas indican partfculas de oro coloidal (ADN) debido a 1la posible
superposicién de 1la cromatina sobre el complejo sinaptonémico, las

flechas indican la localizacién del ADN sobre los brazos laterales. Es
interesante seffalar que las dos esferas radiadas de halo claro (granulos
pericromatinianos) marcados con una G, son de. naturaleza

ribonucleoprotefca y carecen de marca mientras que la cromatina que
las rodea esta marcada. oADN 1/60 GAMIgM 1/60. Contraste general con
acetato de uranilo-citrato de plomo. X 87500.
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FIGURAS

Fig.8. Nacleo de ovario de pollo de un dia de nacido, mostrando la
localizacién de moléculas de ADN en el brazo lateral (flechas). El
contraste preferencial para ribonucleoprotefnas muestra los brazos
laterales (1), el medial (m), vy las fibrillas latero-mediales (1lm)
tefiidos obscuros. En la regién de la cromatina que rodea al complejo se
advierten algunas fibras y pequefios granulos ribonucleoproteicos. oADN
1/15 GAMIgM 1/20. X87500
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FIGURAS

Fig.9. Complejo sinaptonémico de espermatocito I de rata, tefiido con
contraste preferencial para ADN con aAcido fosfotungstico (PTA), mostrando
la cromatina (cr) y grinulos de oro coloidal (flechas). Obsérvese la
estricta colocalizacién del contraste y los granulos de oro. Nétese que
uno de estos granulos esti situado en el espacio sinaptico sobre wuna
delgada fibra de ADN que se encuentra en la ranura sinaptica {punta de
flecha). oADN 1/60, GAMIgM 1/60. X70000.
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ESTA TESIS WO DEBE
SALIR DE LA BIBLIOTECA

DISCUSION

Las micrografias anteriores demuestran la presencia de ADN, sobre los
-~ ‘brazos- laterales, como habia sido sugerido por Vizquez-Nin .y _Echeverria
(1976), Coll y col.(1986) y Latos-Bieleska y col. (1990). La
concentracién de la marca es mas baja que la de la cromatina porque estos
brazos contienen abundantes ribonucleoproteinas que se verifica con la
tincién de EDTA que habfa sido sugerido por Esponda Yy Stockert (1971),
Vazquez-Nin y Echeverria (1976) y Sakaguchi y col. (1983).
También se encontré que el ADN estad presente entre los brazos laterales
Y tiende a formar puentes del uno al otro. Este hecho no es frecuente, ya
que no todas las fibrillas latero-mediales, ni todo el brazo medial
tienen ADN.

Sin embargo, su manifestacién es constante tanto en espermatocitos como
en ovocitos.

Muchas de las observaciones estan lejos de los lugares en donde los
complejos sinaptonémicos giran sobre su eje y uno de sus brazos & aun el
Area cromatinica éxterna pudiera estar superpuesta en el espesor del
corte, que es menor o a lo sumo igual a la distancia entre los elementos
laterales.

La claridad del espacio entre los brazos laterales adn en preparaciones
contrastadas con acetato de uranilo y citrato de plomo, indica que no

existen elementos superpuestos en este espacio.
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Seguin la teoria de preseleccién de Stern y col. (1975), la porcién de ADN
que es atrapada por los brazos laterales puede ser provechosa para unir
las contrabartes homélogas del complejo sinaptonémico. Nuestros
resultados demuestran que las moléculas de ADN que se localiza en el
complejo sinaptonémico forman puentes de un brazo lateral al otro,
abarcando el brazo medial y las fibrillas latero-mediales, comunicando
los cromosomas homélogos y por lo tanto el ADN se encuentra entre los
brazos laterales tunicamente en los lugares correspondientes a los
quiasmas.

Como se ha observado, los nédulos de recombinacién estan marcados con
oro coloidal, indicando 1la presencia de ADN sobre é&stos. Dando
soporte a la idea de que en ellos median cambios reciprocos entre los
cromosomas hom&logos, como ha sido sugerido por Carpenter (1981).

Otras evidencias de que 1los nédulos de recombinacién tienen é¢sta
funcién, es la correlacién entre el ntmero y distribucién de los nédulos
de recombinacién y los quiasmas (Alberts y col. 1989).

El incremento en el radio de 1los nédulos de recombinacidn durante
paguiteno y el ndmero constante de éstos y de guiasmas durante el
paquiteno temprano al paquiteno tardfo son compatibles con una relacién
de los n&dulos de recombinacién con la formacién y mantenimiento de
los quiasmas (Holm y Rasmussen 1981).

Posiblemente las marcas de oro coloidal sobre 1los nédulos de
recombinacién se deban a quiasmas en proceso, y las marcas entre los
brazos laterales sin nédulos de recombinacién podrfan deberse a quiasmas

ya establecidos.
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CONCL.USIONES

Con 1los datos obtenidos con 1la utilizacién de las técnicas de
Inmunolocalizacién y contrastes preferenciales para cromatina Y
ribonucleoproteinas, para microscopia electrénica, se resalta la
localizaci&n de ADN, en los brazos laterales, con una concentracién de
marcado mias baja que en la cromatina.

También la presencia de ADN en el complejo sinaptonémico, formando
puentes de un brazo lateral al otro, abarcando el brazo medial y las
fibrillas latero-mediales, comunicando a los cromosomas homélogos.

El ADN se encontré entre los brazos laterales en unos pocos lugares que
por su frecuencia pueden corresponder a los quiasmas.

Los n&ddulos de recombinacién se encontraron con granulos de oro
coloidal, indicando una posible madiacién entre los cromosomas hom&logos
vy la relacién de los nédulos de recombinacién con la formacién de

quiasmas.
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