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RESUMEN
Los CSs se caracterizan por la pr ia de dos el laterales y una regién central. Los
elementos laterales son paralelos y idist La cr ina de los cromosomas homélogos,
se une en una serie de asas a estos elementos. La regién central se localiza entre los elementos

laterales. Estd formada por las fibrillas latero-mediales y el elemento medial. Las primeras se
orientan perpendicularmente al eje longitudinal del CS y los el Iaterales con el

[y . g

elemento medial.

Los né6dulos de r bi ién juegan un papel activo en los pr de r

formacién de qui se a intervalos con Ia regiéon central entre los cromosomas

homélogos.

L. Ioc-lmclbn y funcién de lol dcid bei en Ia for i6n y apareamiento del complejo
ico es poco , por lo que se buscan alternativas metodolégicas para resolver

este upo de problemas.

En el presente trabajo se estudi6, la dutnbuclén de ADN en ovocitos de pollo en cl.oteno

% de i . Ademds se on té

utilizando técnicas para microscopia
citoquimicas como; contraste preferencial para ADN o preferencial para nbonucleoproteinu

(RNPs).
preferenclnl para RNPs e inmunolocalizacién de ADN nos

La binacién de tincié
demuestran que la cr i con Ias ribonucleoproteinas en los
elementos Iaterales no -pnrwendol y la presencn. de numerosas fibrillas RNPs distribuidas
alrededor de los ek laterales.
Se raron 6dul de bi i6 entre los clementos Iaterales durante el
i estos nédulos son PTA positivos lo que nos indica 1a presencia de ADN en éstos y

apar
por lo tanto la presencia de ADN entre los elementos laterales.

Lapr iade un p de fibrillas marcadas con oro coloidal (ADN) uniendo a los ¢}
laterales no apareados, sugeriria al ADN como una especie de macromolécula formadora de

sitios de sinapsis.
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1I

INTRODUCCION

Muchos eucariontes inferiores como algunos protoctistas, algas y hongos
proliferan por division celular simple o mitosis, otros tales como la Hydra que
origina descendientes por gemacion de la parte central del cuerpo, y los
gusanos y anémonas marinas se parten en dos, regenerandose la porcion que
falta. Esta reproduccion asexual es sencilla y directa dando lugar a una
descendencia que es genéticamente idéntica al organismo progenitor. En
cambio la reproduccion 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 esta ultima, con la consiguiente diversificacion
genética, ha presentado grandes ventajas , dado que es la unica existente en la
mayoria de las plantas y animales (Bemelot-Moens y Moens 1986).

En el ciclo de reproducciéon sexual de los animales y de las plantas la
combinaciéon de los genomas se realiza por medio de la fusién de dos células
haploides en el momento de la fertilizacion, dando lugar a una célula diploide
o cigoto que a través del proceso de mitosis, se multiplica y se diferencia.

En el sexo femenino, la primera etapa de desarrollo de los gametos empieza
cuando las ovogonias sufren proliferacién por divisiones mitoticas. A
continuaciéon se convierten en ovocitos de primer orden que inician la primera
divisiéon meidtica dando lugar a un ovocito de segundo orden y un cuerpo
polar, después efectian una segunda divisién meiotica que produce una célula
haploide, el 6vulo, ¥y un segundo cuerpo polar.

A las células que llevan a cabo el proceso meiotico se les denomina células
meidticas o meiocitos, son células diferenciadas que estin genéticamente
programadas para realizar una serie de procesos como:

* Reduccioén en el nimero cromosémico

*= Recombinacion con intercambio de segmentos cromosémicos (bloques de
genes) por medio de crossing-over.
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La duracion 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 division es mucho mas larga abarcando el 90% de la
duracion total, y el 10% lo ocupan las fases restantes.

Durante la profase meioética I, los cromosomas homoélogos se aparean pero no
se fusionan, puesto que permanecen separados por un espacio de 60 nm o mas,
que es ocupado por el complejo sinaptonémico (CS). Este es una estructura
tripartita tipica de las células en profase meiética, descubierta por Moses
(1956) en espermatocitos de una especie de cangrejo. Desde entonces, €l CS
ha sido objeto de varios tipos de estudios, ya que se ha observado en meiocitos
de toda clase de eucariontes (Moses 1968; Sotelo 1969; Westergaard y von
Westtstein 1972; Gilles 1975; von Wettstein y col. 1984; Loidl 1990, 1991).
Ahora es claro que el complejo sinaptonémico esta involucrado en el
apareamiento de los cromosomas homoélogos, como se ha demostrado por
medio de reconstruccién tridimensional del micleo de espermatocitos I
(Sotelo 1969; Moses 1969; Comings y Okada 1970).

Esta estructura esta formada por dos gruesos elementos laterales, uno delgado
medial y finas fibrillas litero-mediales.

PAG.S5
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Nédulo de recombinacion

Elementos laterales

Elemento Central
Cromatina de las crométidas
hermanas 3 y 4 (materma)

Cromatina de las cromidtidas
hermanas 1y 2 (patema)

En los cromosomas leptoténicos los elementos laterales se observan dentro de
la cromatina como cilindros irregulares, que se encuentran en una red de
delgados filamentos rodeados por una zona menos densa (Vazquez-Nin y
Echeverria 1976). Los elementos laterales son movidos durante la sinapsis de
una posicion central a una posicion lateral con respecto a la mayor cantidad de
cromatina de cada cromosoma (Loidl 1991).

Las cromatidas hermanas son estrechamente empaquetadas, extendiéndose a lo
largo de los elementos laterales en una serie de bucles. Las asas de cromatina
tienden a la coalescencia en ciertas regiones o focos de los elementos laterales
que tienen un centro electrodenso. Los extremos de los elementos laterales
relacionados a los teldmeros se unen a la envoltura nuclear, constituyendo una
estructura especializada denominada placa de adhesion, que esta acompaiiada
por una redistribuciéon de los poros nucleares, que pierden su distribucion
homogénea, tendiendo a acumularse en los sitios de fijacion de los telomeros
(Schulz-Schaeffer 1980, Swanson y col. 1981).
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snsamble del
elemento central
: del complejo

sinaptonemico

cromatide 2 .

tismpo
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FORMACION DEL COMPLEJO SINAPTONEMICO

El estadio cigoténico se inicia con la sinapsis de los cromosomas homélogos,
el alineamiento de un cromosoma materno con un cromosoma paterno, la
distancia entre éstos es aproximadamente de 100 nm o mas. El elemento
central es transportado hacia el borde de los cromosomas, organizandose sobre
los elementos laterales, subsecuentemente el complejo sinaptonémico es
completado al unirse el elemento lateral libre (von Wettstein y col. 1984).

En el elemento central se ensamblan los noédulos de recombinacion
(Westergaard y von Wettstein 1970,1972), localizados como pelotas sobre una
escalera entre los dos cromosomas homologos (Alberts y col. 1989). Stern y
Hotta (1984) han observado una pequeiia sintesis de ADN en estado cigoténico
que puede estar relacionado al reconocimiento de los cromosomas homodlogos
(ADN-cigoténico) y con el crossing over (ADN-paquiténico).

El apareamiento puede comenzar en cualquier sitio de los cromosomas, pueden
unirse por sus extremos polarizados (teldmeros) y continuar apareandose hacia
el otro extremo, o empezar en las regiones internas y avanzar hacia los

extremos, o llevarse a cabo simultaneamente en varios puntos a lo largo de los
cromosomas.
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En general el apareamiento de los cromosomas homodlogos es muy preciso y
especifico, gen r gen y cromomero por croméomero (De Robertis y De
Robertis 1989). Este 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-reparacion,
cercana a los extremos rotos de los cromosomas relacionados con el proceso
de recombinacion (Stern y Hotta 1978). Esto ocwrre preferencialmente en las
regiones del genoma que contienen secuencias repetidas de aproximadamente
200 pares de nucledtidos, asociadas a la actividad enzimdtica de la
endonucleasa que provoca cortes en las dos moléculas de ADN. Posteriormente
se produce el desenrollamiento de las cadenas de ADN y la reunion de las
mismas en las cromatidas opuestas (De Robertis y De Robertis 1989).

La recombinacion génica, no es constante a través del genoma, y puede ser
suprimida por la vecindad de la heterocromatina. La cantidad de
heterocromatina asociada con el complejo sinaptonémico en paquiteno es
mucho menor que la longitud ocupada en cromosomas mitéticos. La baja
cantidad de heterocromatina puede ser causada por una gran compactacion
comparada con la eucromatina, proporcionando una restriccion fisica sobre los
procesos de crossing over en regiones heterocromaticas (Ashley 1988).

Se piensa que en la recombinacion hay rupturas transversales en un mismo
en las cromatidas, seguidas por el intercambio y la fusién de los
segmentos intercambiados. El proceso activo esta mediado por nédulos de

recombinacion (Alberts y col. 1989). Westergaard y von Wettstein (1970,
1972) describen los nédulos de recombinacion, como estructuras esféricas o
elipsoidales situadas entre los elementos laterales del complejo sinaptonémico
en Neotiella. Carpenter (1975) encuentra esas estructuras en los oocitos de

Drosophila melanogaster y correlaciona la frecuencia y la distribucion de estos
nédulos con el crossing over.

nivel

En el diploteno, los cromosomas intimamente apareados comienzan a
separarse. La separacion no es completa, ya que los cromosomas homologos
permanecen unidos por los puntos de intercambio o quiasmas (Von Wettstein
1977). A éstos se les considera generalmente como la expresién de un
fenémeno genético (crossing over). Este estadio esta caracterizado por una

progresiva decompactaciéon de la cromatina, y la desaparicién del complejo
sinaptonémico. Al mismo tiempo se observan fibras cromatinianas en el darea de
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la cromatina extendida, y los granulos pericromatinianos son pocos y siempre
estan en contacto con la cromatina (Vazquez-Nin y Echeverria 1976).

En diacinesis las tétradas se distribuyen mas homogéneamente en el micleo y
el nucleolo desaparece. En este estadio se forman pequeilas masas de
cromatina compacta en la membrana nuclear. Los granulos pericromatinianos
son prominentes, localizados alrededor de pequefios acumulos de cromatina

densa. La disposicion de estos elementos es similar a 1a del micleo interfasico
(Vazquez-Nin y Echeverria 1976).

Durante la prometafase 1 los cromosomas contintan su condensacion. La
envoltura nuclear se rompe y los microtiibulos del huso se ensamblan a los
cinetocoros. Cada homodlogo se une a uno de los polos por el centromero

homologo; de esta manera las cromatidas hermanas se comportan como una
unidad funcional.

En la metafase I los cromosomas se disponen en el plano ecuatorial. Los
homologos se hallan asociados por los extremos.

En la anafase I las cromiatidas hermanas de cada homdlogo, unidas por su
centromero se dirigen a los respectivos polos.

La telofase I inicia cuando los centrémeros llegan a sus respectivos polos. Los
cromosomas pueden persistir condensados por un tiempo.

En la interfase entre dos divisiones meiéticas no hay duplicacion del ADN y los

cromosomas se encuentran en numero haploide (De Robertis y De Robertis
1989).

Las primeras investigaciones sobre €l complejo sinaptonémico, fueron

principalmente de morfologia. Actualmente las investigaciones se dirigen a su
determinacion quimica y funcional.

Estudios citoquimicos como contraste preferencial para ADN (PTA) y para
ribonucleoproteinas (EDTA) asi como hidrdlisis enzimaticas con DNAsa y
RNAsa demostraron la presencia de ARN en los elementos laterales, en las

fibras latero-laterales en cigoteno y paquiteno temprano. Y la presencia de
ADN en los elementos laterales pero no entre ellos (Vazquez-Nin y Echeverria
1976). Estos resultados fueron confirmados por métodos bioquimicos; aislando
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el complejo sinaptonémico se obtuvieron ARN y ADN de los elementos
laterales (Heyting y col. 1988).

Los elementos laterales estan compuestos, antes y después de 1a sinapsis, en
su mayoria por proteinas histéonicas y no histénicas (Villardel y col. 1989).
Coll y col. (1986) concluyen en su trabajo que las proteinas son fundamentales
para mantener la sinapsis de los brazos laterales.

Cada elemento lateral se ve como un filamento sencillo pero esta formado por
la reunion de dos cromatidas hermanas, es decir de dos dobles hélices de ADN.
Con respecto a estudios de inmunoreacciéon de polipéptidos con anticuerpos
policlonales desarrollados contra diferentes componentes del complejo
sinaptonémico, se han encontrado que los polipéptidos de 30 y 33 kD (los dos
mayores componentes de los brazos laterales del complejo sinaptonémico) son
especificos de nucleos cigoténicos, paquiténicos y diploténicos. Esto sugiere
que algunos de los constituyentes de los elementos laterales no se originan en
estructuras preexistentes en el micleo, sino que son sintetizados durante la
profase meidtica (Moens y col. 1987; Heyting y col. 1988).

También se ha encontrado en nicleos en estadio paquiteno la proteina SC48
localizada, con inmuno-oro, en la region central del complejo sinaptonémico.
La SC48 es una proteina estructural especifica de la division meiotica, que
probablemente esta involucrada en el apareamiento de los cromosomas
homologos (Smith y Benavente 1992).

El ADN es parte fundamental del complejo sinaptonémico. Del 0.3 al 0.1% de
éste es sintetizado durante cigoteno y se le encuentra relacionado con el
apareamiento cromosomico. Kurata e Ito (1978) concluyen en su trabajo
realizado con incorporaciéon de timidina tritiada en células de cigoteno, que
el ADN se encuentra localizado en los elementos laterales y representa
sitios de union para la formacién del complejo sinaptonémico.

Al suprimir parcialmente la sintesis de ADN con desoxiadenosina, se observa
la fragmentacion 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 toyocamina, en leptoteno o cigoteno,
produce una permanencia de las células en cigoteno. Si la inhibicioén se realiza
en paquiteno, las células no siguen mas alla de la profase, por lo que sugiere
que €l ARN es esencial para el desarrollo meiético (Sakaguchi y col. 1983).
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Los elementos laterales contienen altas concentraciones de ribonucleoproteinas
en los primeros estadios de la profase meidtica, los que escasean en paquiteno
avanzado, y estan ausentes en diploteno.

La localizacion y funcion del ADN en la formacién y apareamiento del
complejo sinaptonémico es poco conocida, por lo que se buscan alternativas
metodolagicas para poder resolver este tipo de problemas.

Una de las técnicas que nos permiten la localizacion de diferentes tipos de
moléculas "in situ", es la inmunocitoquimica.

La inmunocitoquimica se basa en la deteccion de antigenos mediante
anticuerpos. Los antigenos son generalmente moléculas de alto peso
molecular como las proteinas, los polisacaridos y acidos nucleicos, exdgenos a
un animal, que al ser administrados a éste activan a los linfocitos, los que a
través de un largo proceso producen anticuerpos especificos. La gran afinidad
de los anticuerpos por su antigeno otorga gran especificidad a la reaccion y
disminuye el ruido de fondo, asi 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 secciéon
de tejido en la que interactiia con el antigeno tisular, formando un complejo
antigeno-anticuerpo.

Hay dos métodos para localizar antigenos; el primero es el directo, consiste en
marcar el anticuerpo con un colorante o una enzima, el segundo es el indirecto,
el primer paso es la localizacién del antigeno del tejido por un anticuerpo no
marcado, aplicado al tejido (primer anticuerpo). En el segundo paso se

visualiza la reaccién por un anticuerpo desarrollado contra la inmunoglobulina
del primer anticuerpo y unido a un marcador (segundo anticuerpo).

En microscopia electronica los marcadores deben tener elementos de alto
namero atdmico 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 peroxido de hidréogeno da un producto
insoluble y osmiéfilo (Sternberger 1985).

En el presente trabajo, se estudia la distribucion del ADN en ovocitos de pollo
en cigoteno utilizando la técnica indirecta de inmuno-oro post-inclusion. Como
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complemento a la inmunocitoquimica se llevaron a cabo métodos de contraste
preferencial para ADN y ribonucleoproteinas (RNP).
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I

OBJETIVOS

X' Demostrar Ia presencia de idcidos nucleicos en el complejo

sinaptonémico, en la sinapsis.

N Analizar I1a importancia del ADN y ARN en la sinapsis como
- elementos determinantes de ésta.

PAG.13
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v

MATERIAL Y METODO

En el presente trabajo se emplearon ovarios de embrion de pollo
(Gallus _domesticus) de 20 dias de desarrollo. Las gonadas fueron extraidas
bajo anestesia y fueron fijadas por inmersion en glutaraldehido al 2.5% en
buffer de fosfatos 0.2 M a pH 7.2 durante dos horas, posteriormente se
realizaron lavados de las muestras con el mismo buffer. Se deshidraté con
alcoholes graduales (70, 80, 90 y 1002%b). Se utiliz6é 6xido de propileno como
una sustancia de enlace, interimedia entre la deshidratacion y 1a preinclusion.

La preinclusion se realizé en una solucion de 6xido de propileno al 50% mas
50% de resina epoxica (Glycidether 100, MERCK), a temperatura ambiente.
Se polimerizé a 60°C durante 24 hrs en resina epoxica al 100% (tabla I).

Para hacer las reacciones inmunocitoquimicas se utilizé muestras fijadas con
glutaraldehido al 1% mas paraformaldehido al 4% o con paraformaldehido al
4% disueltos en buffer de fosfatos 0.2M a pH 7.2. La deshidratacion se
realizé con alcoholes graduales (50, 60, 70, 80, 90, 100%) una hora en cada
alcohol. Los tejidos se incluyeron en una resina acrilica relativamente
hidrosoluble (LR-White). La infiltracion de la resina se llevé a cabo en tres
pasos; una mezcla de dos partes de alcohol por una parte de resina, después
en una parte de alcohol por dos partes de resina y por altimo en resina toda la
noche. La polimerizacion se realizo en una estufa a 50° por 20 horas. La
inclusion, la fijacion y la deshidratacién se llevo a cabo a 4° C (tabla II).

MICROSCOPIA OPTICA

De las muestras incluidas tanto en la resina epoxica como en la resina
hidrosoluble se hicieron cortes semifinos de aproximadamente 1pm de grosor,
estos cortes fueron coloreados con azul de toluidina y observados en un
microscopio éptico Carl Zeiss.

Al ser revisados, se encontraron zonas que contenian parte de corteza y parte
de médula del ovario, otros que contenian corteza o unicamente médula.
Se escogieron los bloques que contenian la corteza del ovario.
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Para obtener cortes para microscopia electronica, los bloques fueron rebajados,
hasta tener una pequeila cantidad de ovocitos I.

En el caso de los bloques incluidos en resina epoéxica, los primeros cortes

fueron de aproximadamente 120 nmm para observar con claridad el estadio
cigoteno. Posteriormente los cortes se obtuvieron de 60nm aproximadamente.
Se montaron en rejillas de cobre de 150 mesh previamente cubiertas con

formvar. También se realizaron cortes seriados de ambas resinas, éstos fueron
montados en anillos de Sjostrand.
Algunos cortes ultrafinos, tanto de resina epéxica como de resina acrilica se

contrastaron con acetato de uranilo-citrato de plomo, Otros con el contraste de
Bemmnbhard (1969), preferencial para ribonucleoproteinas (EDTA).

Las preparaciones se observaron en un microscopio electréonico EM10 Carl

Zeiss.

INMUNOLOCALIZACION

La inmunolocalizacion se realizé sobre los cortes de resina acrilica (LR-White),
en el siguiente orden:

Primero los cortes fueron incubados 3 min con NGS (suero normal de cabra)
1:60 en PBS (buffer salino de fosfatos) para bloquear los sitios de unién
inespecificos, después son incubados toda la noche a 4° C, en una camara
himeda con anti-DNA (anticuerpo monoclonal producido en células de raton)
en las siguientes diluciones; 1:20, 1:30 y 1:60 (S5ug/ml, 3.33ug/ml, 1.66ug/mli,
respectivamente) en PBS-BSA 0.01 % (albumina de suero de bovino)-tween.

Posteriormente se enjuagaron con una solucién de PBS-tween (0.05%) y con
PBS, después colocados 3 min en NGS e incubados 20 min en GAMIgM

(suero de cabra antigama globulina M de ratén), marcado con granulos de oro
coloidal de 10nm de diametro. La dilucién del segundo anticuerpo fué de 1:20

en PBS (tabla III).

Los contrastes utilizados fueron; a) contraste general con acetato de uranilo-
citrato de plomo, b) contraste preferencial para ribonucleoproteinas con acetato
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de uranilo-EDTA-citrato de plomo (Bemhard, 1969), c¢) preferencial para

cromatina con acido fosfotingstico (PTA) a pH 2.4 (Vazquez-Nin y col,
1973).
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INCLUSION EN
RESINA EFPOXICA HIDROFOBICA

OVARIO DE EMBRION POLLO

L 4

FIJACION
(GLUTARALDEHIDO 2.5%)

J

ENJUAGUES

DESHIDRATACION
(ETANOL 70,80,90,100%)

L

OXIDO DE PROPILENO

L

PREINCLUSION

L

INCLUSION
(GLYCIDETHER 100)

TABLAI
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INCLUSION EN
RESINA ACRILICA

OVARIO DE EMBRION DE POLLO

|

FIJACION

£ b

GLUTARALDEHIDO 1% PARAFORMALDEHIDO 4%
+
PARAFORMALDEHIDO 4%

Y £
ENJUAGUES
DESHIDRATACION

(ETANOL 50,6&7 0,80,90,100%)

PREINCLUSION

INCLUSION
(LR-White)

TABLA II
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INMUNOLOCALIZACION

NGS

g

PRIMER ANTICUERPO
(anti ADN)

ENJUAGUES

L

NGS

2

SEGUNDO ANTICUERPO
(GAM IgM)

ENJUAGUES

2

CONTRASTE

TABLA III
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v

RESULTADOS

La morfologia del sitio de aparecamiento cigoténico se muestra a pequeifio
aumento en la figura 1. Los elementos laterales pueden estar bastante
separados en la region no apareada como lo indican las flechas y converger en
un angulo pronunciado hasta la distancia tipica del complejo sinaptonémico
(observandose una forma de "Y"). La region situada entre los elementos
convergentes aparece ocupada por delgadas fibrillas y pequefios acumulos de
fibrillas mas gruesas que se han seiilalado con las cabezas de flechas.

En cortes seriados contrastados con la técnica preferencial para
ribonucleoproteinas (EDTA), se pone de manifiesto la presencia de delgadas
fibrillas ribonucleoproteicas (RNP) entre los elementos que se aparean que se
tifien mucho mas densamente con esta técnica (Figs. 2 y 3 flechas). Tanto en
cortes transversales como longitudinales de los complejos se puede ver que las
fibras contrastadas con esta técnica no forman aiun un elemento medial y los
puentes latero-mediales, sino que se disponen un tanto irregularmente entre los
elementos laterales. En la figura 3B se observan largos puentes contrastados
positivamente tendidos entre elementos bastante distantes (cabezas de flecha).

El utilizar la inmunolocalizaciéon indirecta nos permitié la localizacion precisa
del ADN en el complejo sinaptonémico en la sinapsis y al inicio de ésta, los
granos de oro coloidal que nos indican, en este caso, el ADN pueden verse en
algunos sitios de los elementos laterales, pero no sobre la placa adhesiva ni
sobre la parte central (fig 4).

La inmunolocalizaciéon del ADN en un corte transversal de un complejo
sinaptonémico en formacion muestra que los elementos laterales aun no
apareados estan rodeados de cromatina ligeramente compactada salvo en el
espacio que constituira la ranura sinaptica, en donde predominan las fibrillas
delgadas (Fig. 5). Un corte longitudinal muestra muy claramente que en el
espacio de apareamiento existen algunos pequefios acumulos de cromatina
poco compacta salvo en la zona mas cercana a la region donde los elementos
laterales se disponen paralelamente. En esta region de apareamiento cercano o
final s6lo existen fibrillas muy finas, muchas de las cuales se marcan con
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granulos de oro coloidal (ADN) que son seilaladas con las flechas en la
figura 6.

La combinacion de tincion preferencial para RNP e inmunolocalizacion de
ADN nos muestra que la cromatina se acumula conjuntamente con las
ribonucleoproteinas en los elementos laterales no apareados y la presencia de
numerosas fibras RNP que no contienen ADN distribuidas laxamente alrededor
de los elementos laterales (Fig. 7). También se puede observar un puente de
fibrillas marcadas con el anticuerpo anti-ADN y contrastadas con la técnica
preferencial para ribonucleoproteinas (EDTA), entre los elementos laterales
bastante separados en la zona no apareada (Fig. 7, flechas).

La acumulacion de la cromatina alrededor de las ribonucleoproteinas de los
elementos laterales se encuentra también al comienzo del apareamiento como
se puede ver a pesar de la tincién inespecifica de la figura 8. En esta figura la
flecha seflala numerosos filamentos delgados que se extienden
desordenadamente de un elemento lateral a otro en la zona de apareamiento.
Dichos filamentos no estan marcados por el anticuerpo.

La utilizacion de la tincion de acido fosfotungstico (PTA) para ADN y el
anticuerpo monoclonal anti-ADN muestra que los granos de oro se sitian sobre
elementos teflidos por el PTA, pero existen muchas estructuras PTA+ que no
estan marcadas con el anticuerpo (Fig. 9), lo que demuestra que aun las
inmunolocalizaciones nunca marcan todos los elementos de la misma
composicion. La tincidén corrobora la presencia de fibrillas conteniendo ADN
entre los brazos laterales durante el proceso cigoténico de apareamiento (Fig 9,
flecha). Asi como la presencia de un noédulo de recombinacion PTA+
localizado entre los elementos laterales (Fig. 9, cabeza de flecha).
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Fig. 1. Ovocito I de pollo de 20 dias de desarrollo, en estado cigoteno.
Se observan los elementos laterales en la region no apareada (flechas) y
en la zona de convergencia (*). Contraste general con acetato de

uranilo-citrato de plomo. Barra = 0.27 um
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Se muestra dos

Fig. 2. Cortes seriados de ovocito I de pollo.
complejos sinaptonémico en diferentes cortes (*) (+) asi como el
citoplasma (c) y la cromatina (cr), Contraste preferencial para

ribonucleoproteinas (EDTA). Barra = 0.24um.

PAG.23



MICROSCOPIA ELECTRONICA

Fig. 3. Ovocito I mostrando un seguimiento de un complejo
sinaptonémico (*) en cortes seriados en donde se observan el
citoplasma © y fibras EDTA+ (cabezas de flecha). Contraste

preferencial para RNP (EDTA). Barra=0.24um.
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Fig. 4. Ovocito de pollo de 20 dias de incubacion, con anti-ADN (5 pug/ml) y
contrastada con acetato de uranilo-citrato de plomo, en donde se observa el
citoplasma (C), y el micleo con un complejo sinaptonémico (CS) y un elemento
lateral (*), se encuentran granulos de oro coloidal en algunos sitios de los
elementos laterales (flechas) y ausentes en la placa adhesiva (cabeza de flecha).

Barra=20nm.
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Fig. 8. Micrografia electronica de un complejo sinaptonémico cortado
transversalmente, se observa la cromatina lateralizada (Cr) con
abundantes granos de oro coloidal. Contraste general con acetato de

uranilo-citrato de plomo. Barra = 0.1um. :
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Fig. 6. Complejo sinaptonémico en estado cigoteno en donde se
observan particulas de oro coloidal sobre los brazos laterales (L), y
sobre la parte medial (*). Anti-ADN en una concentracion de 1.66
png/ml, con un contraste general. Barra=0.11um.
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Fig. 7. Inmunolocalizacién y contraste preferencial para
ribonucleoproteinas de un micleo de ovario. Se muestra un puente de
fibras marcadas con oro (flechas) entre los elementos laterales no
apareados. Barra = 6 nm.
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Fig. 8. Micrografia electrénica de un complejo sinaptonémico al inicio
de la sinapsis con numerosas fibras que van de un elemento lateral a
otro (flecha) y con un elemento lateral (E) rodeado por cromatina (Cr).
Inmunolocalizacién y contraste con acetato de uranilo-citrato de plomo.

Barra = 6 nm.

ESTA TESIS N8 DEBE
SALIR BE LA BIBLIOTECA
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Fig. 9. Micrografia electréonica de un ovocito I contrastado con acido
fosfotiingstico (PTA). Se observan los granos de oro coloidal :
colocalizado con el contraste, ademas fibras PTA positivas uniendo {
ambos brazos laterales (#p). La parte central esta ocupada con un ;
nédulo de recombinacién (cabeza de flecha). Barra = 6 nm. ‘
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Vi

DISCUSION

Los resultados inmunocitiquimicos demuestran la presencia de cromatina en los
elementos laterales no apareados, que se acumula conjuntamente con fibras de
ribonucleoproteinas y se distribuye como estas ultimas alrededor de los
elementos laterales.

Un resultado importante es la presencia de un puente de fibrillas marcadas con
oro (ADN), entre los elementos laterales separados. Este puente se encuentra
uniendo a los cromosomas homoélogos antes del apareamiento cuando ya se
encuentra forrmado el complejo sinaptonémico. Kurata e Ito (1978) con
estudios autoradiograficos con timidina tritiada para microscopia electronica
han demostrado la presencia de ADN cigoténico (ADNc). Este ADN se
requiecre antes de que se complete el complejo sinaptonémico durante la
formacién del eje axial (antes de la lateralizacion de la cromatina). La
presencia del ADN al iniciar la sinapsis podria indicar que es una especie de
macromolécula formadora de sitios de union.

Alberts y col (1989) mencionan que se desconoce por que las zonas homdlogas
de los cromosomas se alinean de manera precisa durante el cigoteno, siendo
poco probable que sea necesario un apareamiento homodlogo de bases a lo largo
de los cromosomas interactuantes, ya que la cromatina de un homélogo esta
situada lejos de la de su compafiero en el complejo sinaptonémico. Una
posibilidad es que el apareamiento inicial entre cromosomas esté mediado por
ADN complementario mediante interacciones de pares de bases confinadas en
regiones especificas de cada cromosoma.

Muchos han sido los escenarios propuestos para el primer encuentro de los
cromosomas homologos. Para Loidl (1990) existe un reconocimiento de los
homologos independientemente de 1a formacién del complejo sinaptonémico. A
partir de una etapa de reconocimiento primario de los homologos se forma el
CS entre los ejes preseleccionados y finalmente con la estabilizacion de éste se
lleva a cabo el crossing over.
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En nuestros hallazgos podemos ver que los elementos laterales del complejo
sinaptonémico se encuentran adheridos a su homélogo no apareado (separados

por una gran distancia). Indicandonos que la formacién del CS es

determinante para el inicio de la sinapsis y que el ADN es el puente de unién
para el inicio de la sinapsis.

Los estudios hechos con el ascomicete Sordaria por Zickler y col (1988)
proponen que el reconocimiento de los homdlogos ocurre como una
precondicién para la sinapsis, teniendo una semejanza precisa en los sitios de
recombinacion dentro del CS. Ya que el apareamiento recombinacional
requiere de un mayor grado de homologia, ayuda a prevenir recombinacién
reciproca (crossing over entre regiones homoélogas y no homologas del

cromosoma).

En contraste con los autores anteriores Carpenter (1987) propone que en la
formacion del complejo sinaptonémico la clave es la homologia cromosémica.
Este se forma entre los cromosomas seguido por una corroboracién de las
secuencias homodlogas. Si la homologia se encuentra, la formacion de la
estructura tripartita se continia, si no, el complejo sinaptonémico se disuelve.

Si el ADN se ha encontrado sobre los ejes axiales (antes de la formacién de
los elementos laterales) y las fibrillas de ADN se encuentran uniendo a los
clementos laterales que estidn muy separados nos indicaria que es necesaria la
presencia del complejo sinaptonémico para el reconocimiento de los homdélogos

asi como la presencia del ADN.

Tambien pudimos observar la cromatina alrededor de los ejes axiales al inicio
del apareamiento, y la acumulacién de ésta conjuntamente con RNPs en los
elementos laterales no apareados, asi como fibras de RNPs distribuidas

alrededor de los elementos laterales.

Las fibras de ribonucleoproteinas (EDTA +) presentes entre los elementos
laterales son esenciales para la formacién del complejo sinaptonémico antes de
la sinapsis, ademas de la estabilidad de éste. Algunos autores como Villardel y
col (1989) consideran al complejo sinaptonémico como un armazon, que
mantiene el apareamiento de los cromosomas homoélogos para que se lleve a
cabo la recombinacion y los principales componentes de éste son proteinas de

alto peso molecular y ribonucleoproteinas.
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Con el contraste preferencial para ADN con acido fosfotungstico (PTA) se
observaron fibras PTA+ que emergian de los elementos laterales conectandose
con un noédulo de recombinacion PTA+ y probablemente lo penetren. Esto
apoya el concepto de que los nédulos de recombinacion estan involucrados con
la formacién de los quiasmas.

Los nédulos de recombinacion juegan un papel activo en los procesos de
recombinacién y formacion de quiasmas, se asocian a intervalos en la region
central entre los cromosomas homologos.

La presencia de fibras de ADN que no se encuentran relacionadas con los
nodulos de recombinacion uniendo ambos elementos laterales pueden estar
relacionadas con los procesos de apareamiento y recombinacion de los
cromosomas homélogos, ya que han sido observadas en el estadio paquiteno

(Vazquez-Nin y col. 1993).

También se ha observado que esas conexiones fisicas (quiasmas) son
requeridas para la orientacion de los cromosomas homélogos con respecto al
huso meidtico en metafase 1.

La presencia del ADN en los elementos laterales en el complejo sinaptonémico
al inicio de la sinapsis, en cigoteno, es semejante a lo encontrado por Vazquez-
Nin y col (1993) en los brazos laterales en el estadio paquiteno, en donde se
realizé un analisis morfométrico concluyéndose que €l ADN es mayor en los
elementos laterales que el elemento central.

Y no observamos mayor concentracion de ADN en la parte interior entre los
elementos laterales como lo observa Latos-Bieleska y col (1990).
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