
^

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLÓGICAS
FACULTAD DE CIENCIAS

PARTICIPACIÓN DEL ARN Y ADN
EN EL APAREAMIENTO

DE LOS CROMOSOMAS HOMÓLOGOS
DURANTE LA PROFASE MEIÓTICA

Autorizo a ia Dirección General de Sibüotecas ds !a
UNAM a difundir en formato electrónico s impreso el

n ido ü \ t b jo n t e n i d o ü* \ t r a b a j o r s c e p c i o n a í .

***$$*• —

9 W&

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE

DOCTORA EN CIENCIAS
PRESENTA

ROSARIO ORTIZ HERNÁNDEZ

% DIRECTOR DE TESIS:
f > DR. GERARDO HEBERT VÁZQUEZ NIN

MÉXICO, D.F., SEPTIEMBRE 2002



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



Ing. Leopoldo Silva Gutiérrez
Director General de Administración Escolar, UNAM
P r e s e n t e

Por medio de la presente me permito informar a usted que en la reunión ordinaria del Comité Académico del
Posgrado en Ciencias Biológicas, celebrada el día 1 de julio de 2002, se acordó poner a su consideración el
siguiente jurado para el examen de grado del Doctorado en Ciencias del alumno(a) Rosario Ortiz Hernández,
con número de cuenta 77313304 y número de expediente 3931136, con la tesis titulada: "Participación del
ARN y ADN en et apareamiento de los cromosomas homólogos durante la profase meiótica..", bajo la
dirección del (la) Dr. Gerardo Herbert Vázquez Nin.

Presidente: Dr. Gerardo Herbert Vázquez Nin
Vocal: Dra. Sandra Luz Gómez Arroyo
Vocal; Dr, Luis Felipe Jiménez García
Vocal: Dr. Mario Agustín Altamirano Lozano
Secretario: Dr. Enrique Antonio Pedemera Astegiano
Suplente: Dra. Olga Margarita Echeverría Martínez
Suplente: Dra, Sara Frías Vázquez

Sin otro particular, quedo de usted,,

A t e n t a m e n t e
"POR MI RAZA HABLARA EL ESPÍRITU"

Cd. Universitaria, D.F., a 2 de septiembre de 2002

Dra Tila María Pén
Coordinadora del Programa

cap. Expediente del interesado



Agradezco a los doctores miembros del jurado por el tiempo dedicado a la revisión de la tesis

y haber aportado comentarios para mejorarla, les agradezco particularmente la disposición

que tuvieron en todo este tiempo

Dr. Gerardo Hebert Vázquez Nin

Dra. Sandra Luz Gómez Arroyo

Dr. Luis Felipe Jiménez García

Dr. Mario Agustín Altamirano Lozano

Dr. Enrique Antonio Pedernera Astegiano

Dra. Olga Margarita Echeverría Martínez

Dra. Sara Frías Vázquez

Este trabajo se llevó a cabo en el laboratorio de Microscopía Electrónica de la Facultad de

Ciencias de la Universidad Nacional Autónoma de México. El desarrollo del proyecto de

investigación contó con el apoyo de la UNAM, PAPIIT No. IN227398, y de la Dirección General

de Estudios de Posgrado (PAEP) de la UNAM No. 201322. Además de una beca para estudios

de posgrado de ia Dirección General de Asuntos del Personal Académico (DGAPA) de la UNAM.



PARTICIPACIÓN DEL ARN Y ADN
EN EL APAREAMIENTO DE LOS CROMOSOMAS HOMÓLOGOS
DURANTE LA PROFASE ME I ÓTICA

Alumna: Rosario Ortiz Hernández
Director de Tesis: Dr. Gerardo Hebert Vázquez Nin

ÍNDICE
1.1 Resumen 1

1.2 Abstract 3
It Introducción 5

lí. l Generalidades de la meiosis 5
11.2 Etapas de la profase meiótica I 6
11.3 Ultraestructura del Compiejo Sinaptonémico 10
11.4 Citoquímica del Complejo Sinaptonémico 12
11.4a Proteínas 12
11.4b Ácidos Nucleicos 16
11.5 Síntesis de Ácidos Nucleicos durante la profase meiótica I 17
11.6 Alineamiento y Apareamiento de los cromosomas meíóticos 18
11.7 Significado citofisiológico del complejo sinaptonémico 20

injustificación 22
IV. Objetivos 23
V. Material y Métodos 24

V.l Procesamiento del material biológico microscopía electrónica 24
V. l . l Procesamiento estándar 24
V.1.2. Fijación hipotónica y tratamiento con ARNasa 24
V.1.3. Procesamiento para inmunolocalización 24
V.1.4 Procesamiento para hibridación in situ 25
V.1.5 Corte 25
V.1.6 Métodos de contraste 25

V.2 Reconstrucción tridimensional 25
V.3 inmunolocalización 26
V.4 Hibridación in situ ultraestructural 26

V.4.1 Extracción del ADN genómieo 26
V.4.2 Mareaje del ADN genómico de cobayo y de rata 27
V.4.3 Hibridación in situ uttraestructural con ADN genómico

de cobayo y rata 28
V.5 Autorradiografía óptica 29

VI. Resultados 33
Vl.l ultraestructura de las etapas de la profase meiótica i 33
V1.2 Inmunolocaiización 53
VI.3 Hibridación in situ ultraestructural 54
V1.4 Autorradiografía óptica 55

Vil. Discusión 57
VIII. Conclusiones 63
IX. Perspectivas 64
X. Referencias 65
XI. Agradecimientos 74
Xí!. Dedicatorias 75
XIII. Lista de Abreviaturas 76



PARTICIPACIÓN DEL ARN Y ADN
EN EL APAREAMIENTO DE LOS CROMOSOMAS HOMÓLOGOS
DURANTE LA PROFASE ME I ÓTICA

Alumna: Rosario Ortiz Hernández
Director de Tesis: Dr. Gerardo Hebert Vázquez Nin

ÍNDICE
1.1 Resumen 1

1.2 Abstract 3
It Introducción 5

lí. l Generalidades de la meiosis 5
11.2 Etapas de la profase meiótica I 6
11.3 Ultraestructura del Compiejo Sinaptonémico 10
11.4 Citoquímica del Complejo Sinaptonémico 12
11.4a Proteínas 12
11.4b Ácidos Nucleicos 16
11.5 Síntesis de Ácidos Nucleicos durante la profase meiótica I 17
11.6 Alineamiento y Apareamiento de los cromosomas meíóticos 18
11.7 Significado citofisiológico del complejo sinaptonémico 20

injustificación 22
IV. Objetivos 23
V. Material y Métodos 24

V.l Procesamiento del material biológico microscopía electrónica 24
V. l . l Procesamiento estándar 24
V.1.2. Fijación hipotónica y tratamiento con ARNasa 24
V.1.3. Procesamiento para inmunolocalización 24
V.1.4 Procesamiento para hibridación in situ 25
V.1.5 Corte 25
V.1.6 Métodos de contraste 25

V.2 Reconstrucción tridimensional 25
V.3 inmunolocalización 26
V.4 Hibridación in situ ultraestructural 26

V.4.1 Extracción del ADN genómieo 26
V.4.2 Mareaje del ADN genómico de cobayo y de rata 27
V.4.3 Hibridación in situ uttraestructural con ADN genómico

de cobayo y rata 28
V.5 Autorradiografía óptica 29

VI. Resultados 33
Vl.l ultraestructura de las etapas de la profase meiótica i 33
V1.2 Inmunolocaiización 53
VI.3 Hibridación in situ ultraestructural 54
V1.4 Autorradiografía óptica 55

Vil. Discusión 57
VIII. Conclusiones 63
IX. Perspectivas 64
X. Referencias 65
XI. Agradecimientos 74
Xí!. Dedicatorias 75
XIII. Lista de Abreviaturas 76



Durante la meiosis los cromosomas homólogos llevan a cabo apareamiento, sinapsis, recombinación

y segregación. El mecanismo por medio del cual se encuentran los cromosomas homólogos durante

la meiosis es aún desconocido y las teorías propuestas no han explicado cómo se reconocen los

homólogos a varios mícrómetros de distancia. El objetivo de este trabajo fue localizar el ARN y el

ADN en los núcleos de las células germinales premeióticas y durante la profase meiótica I. Se

estudiaron núcleos de espermatogenias tipo B y espermatocitos primarios de testólo de cobayo

y de rata, por medio de reconstrucciones tridimensionales a nivel de microscopía electrónica,

citoquímica ultraestructural, inmunolocalización para ADN, ARN polimerasa II, hnRNPs, snRNP y

trimetil-guanosin cap, hibridación in situ para ARN, y autorradiografía óptica cuantitativa. Las

observaciones realizadas demuestran que los núcleos de las espermatogenias tipo B presentan

características muy particulares que no corresponden a la morfología de otros tipos celulares en

interfase. Existen dos tipos de disposición particular de la cromatina: 1) caracterizado por arreglos

paralelos y lineales de cromatina semicompacta y laxa que recorren largas extensiones del volumen

nuclear y 2} que muestra la presencia de pequeñas estructuras plumuladas formadas por cromatina

iaxa. En estas estructuras piumuiadas por medio de citoquímica uitraesíructurai, inmunoíocaiización

e hibridación in situ, se localizó ARN y ADN, además de ARN polimerasa II y hnRNPs lo que demuestra

que se encuentran en proceso de transcripción, aunque el proceso de splicing es escaso. Durante

el preleptoteno es notable la descompactación de la cromatina y la presencia de múltiples estructuras

piumuiadas, ias cuales se alinean en paralelo. Frecuentemente las estructuras piumuiadas alineadas

en paralelo se relacionan por medio de filamentos radiales que las unen atravesando el espacio

entre ellas semejando una escalerilla de doble cuerda. La citoquímica ultraestructural demostró que

las escalerillas de doble cuerda están constituidas por ADN y RNR Cuando el material se fijó con

detergente en condiciones hipotónicas y tratadas con ARNasa, se evidenció un vacío entre los dos

ejes de las escalerillas de doble cuerda, lo que demostró que una parte de la región central (zona

de reconocimiento), en la que se localizan los filamentos radiales de ias estructuras piumuiadas

están constituidos por RNPs. La ¡nmunolocalización y la hibridación in situ mostraron características

similares a las observadas en fas espermatogonias tipo B. En el ieptoteno continuó la presencia

de las estructuras plumuladas dispuestas en paralelo. Durante esta etapa las estructuras plumuladas

están constituidas por dos filamentos axiales rodeados por filamentos radiales que contienen ADN

y RNR La asociación de los dos filamentos axiales constituyen una estructura plurnulada común,

que forma el eje cromosómico leptoténico. Cuando se inicia la organización del elemento axial a

partir de los ejes cromosómicos estos ya se encuentran alineados y apareados, conservando además

la estructura plumulada. El proceso de transcripción continúa en los filamentos radiales, así como

en los elementos axiales leptoténicos y el splicing sigue siendo escaso. La elongación de ios



elementos axiales alineados coincide con el apareamiento final, por lo que el desarrollo del CS

es simultánea al crecimiento del elemento axial en un estado continuo de leptoteno-cigoteno. Una

característica notable del inicio de la sinapsis es la formación de un espacio de exclusión de la

cromatina y RNP en la región central entre los dos elementos axiales que dan origen a los dos

elementos laterales. Durante este periodo se dan cambios notables en la distribución de la

cromatina que se manifiestan por: 1) establecimiento del espacio de exclusión; 2) conformación

de asas cortas que se incorporan en los elementos laterales del complejo stnaptonémico y el 3)

comienzo de compactación de la cromatina que rodea al complejo sinaptonémico. Los extremos

de los CS en desarrollo se observaron en ocasiones en continuidad con las estructuras piumuladas

o de escalerillas de doble cuerda. Conforme avanza la etapa de paquiteno la cromatina que

envuelve al CS progresivamente se hace más compacta. Los resultados obtenidos con la

autorradiografía cuantitativa demuestran una intensa transcripción en las espermatogoniastipo

B y ios espermatocitos en las etapas iniciales de la profase meiótica, acompañada por una lenta

exportación def ARN al citoplasma.Todos estos resultados nos permiten sugerir que el ARN está

involucrado en un proceso aun no descrito y que puede ser esencial para el apareamiento de los

cromosomas homólogos. Consideramos que el ARN sintetizado en las estructuras piumuladas a

partir de espermatogenias tipo B, inicia la búsqueda de homología y reconocimiento de los

cromosomas homólogos a larga distancia. Los resultados de hidrólisis enzimáticas e hibridación

in situ para detectar !a presencia de ARN y la autorradiografía óptica cuantitativa, sugieren que

el ARN recién sintetizado pudiera estar relacionado con el reconocimiento de secuencias en !as

etapas iniciales de la profase meiótica I.



During meiosis homologue chromosomes undergo pairfng, synapses, recombination and segregation.

The mechanism by which chromosomes get togeíher during meiosis is still unknown. Proposed

theories have not expiained how homologues recognize one another from a distance of several

micrometers. The objective of the present work was lo localize the RNA and DNA within the nuclei

of premeiotíc germ cells and during meiotic prophase I, Nuclei from type B spermatogonia and

primary spermatocytes from guinea pig and rat testís were studied using 3D reconslruction at electrón

microscopy ieveí and uitrastructural cytochemistry. Immunolocalization of DNA, RNA Pol H, hnRNP's,

snRNP's and trimethyl-guanosin cap, RNA in situ hybridization and quantitative óptica! autoradiography

were performed. Our observations show that nuclei from type B spermatogonia present very particular

features that do not correspond to the morphology of other ceüular types during interphase. There

are two forms of chromatin arrangement: 1) characterized by parallel and lineal semicompact and

extended chromatin, which may be longer than a ha!f the nuclear diameter, and 2) those which show

the presence of small lampbrush structures made of decondensed chromatin. DNA, RNA, RNA Pol

II and hnRNP's were iocalized in lampbrush structures using in siíu hybridization and

immunocytochemistry. These results demónstrate that iampbrush structures are transcriptionaiiy

active though spücing level ís low. During preleptotene, chromatin decondensatíon and the presence

of múltiple iampbrush structures which anneal in paralfel is remarkable, Frequently, pairs of lampbrush

structures are aligned in parallel and related by radial filaments and loops forming structures

resembíing micro-rape-ladders. Uitrastructural cytochemistry revealed that the micro-rope-ladders

are constituted of DNA and RNP's. Samples fixed under hypotonic conditions using detergent and

RNase treatment, were void in the región between axis of the micro-rope-faúders, showing that the

central región (recognizingzone), wherethe radial filaments ofthe lampbrush structures are tocalized,

are constituted of RNP's, Immunolocalization and in situ hybridization show similar features as in

type B spermatogonia. In leptotene, lampbrush structures disposed in parallel were still present.

During this period, the lampbrush structures are constituted of two axial filaments surrounded by

radial fiiaments, which contain DNA and RNA. Association of two axial filaments constitutes a common

lampbrush structure, that forms the leptotene chromosomal axis. When organization of the axial

eiementstarts from the chromosomal axes,these are already aligned and paired, conservingthe

lampbrush structure.The transcription process takes place in the radial filaments and in the leptotenic

axial elements although spücing level is low. The elongation of aiigned axial elements coincides with

the final pairing, thus, the development of CS is simultaneous to the growth ofthe axial element in

a continuous phase of leptotene-zygotene. An important feature at the beginning ofthe synapse is

the formation of a zone that exeludes chromatin and RNP from the central región between axial

elements which make up the two lateral elements. During this period there are significant changes



in chromatin distribution: 1) the establishment of an exclusión zone; 2) the conformation of short

hairpins that incorpórate ¡nto the lateral eiements of the synaptonemal complex, and 3) the onset

of compactation of the chrornatin that surrounds the synaptonemaf complex. The extremes of the

CS in development were occasionally observed in continuity either with lampbrush structures or

micro-rope-ladciers.

Duringthe course of pachytene, the chromatín that surrounds the CS, got compacted ¡n a progressive

way. Quantitative autoradiography results showed high transcription level and low RIMA exportaron

to the cytopfasm in type B spermatogonia and in spermatocytes atthe beginning of the meiotic

prophase. Present results suggest that RNA is involved in a process not yet described that could

be essential to homologue chromosome pairing. We considerthat RNA synthesized in the lampbrush

structures of type B spermatogonia begins the search for homology and recognition of homologue

chromosomes at íong distance. Results from enzymatic hydrolysis and in situ hybridization suggest

that newly synthesized RNA could be related to sequence recognition during the beginning of

the meiotic prophase I.



II, INTRODUCCIÓN

II. 1 Generalidades de la meiosis

Algunos organismos unicelulares y pluricelulares se reproducen por división directa o por mitosis,

de forma que las células hijas son genéticamente iguales a la progenitura. En este mecanismo de

reproducción no interviene ei sexo, por lo que se denomina reproducción asexual. Un mecanismo

más complejo de reproducción es la reproducción sexual, la cual está mediada por algunas células

de los órganos reproductores masculinos y femeninos. Este mecanismo exige que células diploides,

medíante un proceso denominado meiosis {del griego meioun que significa disminuir}, formen

células haploides llamadas gametos (Prescott, 1976; Panlagua etai, 1993). La reproducción sexual

está extendida en ios eucariontes porque permite una evolución más eficaz de los organismos. Esta

mayor eficacia de la reproducción sexual respecto de la asexual reside en la rapidez con fa cual

los organismos sexuados pueden adquirir combinaciones ventajosas de genes (Solari, 1999).

La capacidad de los organismos sexuados de obtener combinaciones génicas favorables se debe

a una característica esencial de ia meiosis, la recombinación genética.

Hemos mencionado que la meiosis es el proceso por medio del cual el número de cromosomas

se reduce, de modo que se forman células que sólo contienen un miembro de cada par de

cromosomas homólogos (Ivloens, 1994).

A diferencia de la mitosis, en la cual los cromosomas se duplican y luego se dividen entre dos

núcleos de las células hijas en una sola división, en ia meiosis la duplicación de los cromosomas

va seguida por dos divisiones sucesivas conocidas como división meiótica 1 y división meiótica II

que distribuyen los cromosomas entre cuatro núcleos de las células hijas resultantes (gametos)

{Moens, 1994; Kíeckner, 1997).
En la meiosis dos eventos se destacan, haciendo de ellos características únicas de este proceso

que se da en la reproducción sexual:

1.- El alto grado de recombinación genética.

2.- La división reduccional que tiene lugar.
Como consecuencia de ia meíosis, los hijos son genéticamente distintos a sus progenitores. Incluso

los gametos procedentes de una misma meiosis difieren genéticamente entre sí debido al intercambio

de material genético que tiene tugar por la recombinación genética que se produce durante la

división meiótica I (Prescott, 1976). La duración de la meiosis es superior con respecto a la mitosis

dentro de una misma especie (Solari, 1999).

Wilson en 1925 clasificó a los organismos que se reproducen sexualmente en tres tipos, según eí

lugar que ocupa la meiosis en el ciclo de vida de los organismos (Esquema 1). La primera denominada

meiosis termina! o gamética, ia segunda meiosis intermedia o esporógena y la tercera inicia! o

cigótica (Wolfe, 1972; Kíeckner, 1997; Zickler y Kleckner, 1998).



Esquema 1

Las tres tipos de meiosls, según
Wilson. La zona sombreada
corresponde a la fase diplotde (tel
ciclo de vida (Tomado de Woííe,
1972)

La meiosis es un proceso complejo, cuyos aspectos moleculares recientemente se han comenzado

a comprender. Los estudios que se han realizado han abordado a fa meiosis desde diferentes

puntos de vista, io cual ha permitido relacionarla con otros procesos básicos en ei organismo. A

pesar del conocimiento que se ha generado en los últimos años acerca del proceso meiótico, aun

existen aspectos que no han sido resueltos, además de que ha sido difícil conciliar la información

citológica, genética, bioquímica y molecular relacionadas con ía meiosis {Moens, 1994).

II. 2. Etapas de fa Profase Melótlca ,

Hemos ya mencionado que la meiosis consiste en dos divisiones denominadas división meiótica

I y división meiótica II. Desde un punto de vista formal, cada una de las divisiones meióticas se

dividen en estadios denominados: profase, prometafase, metafase, anafase y telofase. De todos



los estadios, el mas largo y complejo es la profase I (Solari, 1999). La importancia de la profase

meiótica I radica en que se lleva a cabo el reconocimiento, apareamiento, sinapsis y recombinación

genética de los cromosomas homólogos. Estos eventos son comunes de la profase I en la mayoría

de los eucariontes que se reproducen sexualmente {Darlinton 1931; Rhoades 1961; John, 1990).

La profase meiótica I se divide en cinco etapas: leptoteno, cigoteno, paquiteno diplotenoy diacinesis

(Esquema 2). Ei paso de una etapa a otra es un proceso continuo (Paniagua eta!., 1993; Solari,

1999), aunque es importante señalar que se han descrito etapas previas al ¡eptoteno, denominadas

como preprofase y preleptoteno.

Preprofase,

Se ha visto que el ciclo meiótico se inicia en los espermatocitos que se encuentran en una

condición premeiótica, que juzgan como una etapa G1/G0 del ciclo celular, que se caracteriza

por una marcada expansión del núcleo. La fase S meiótica o fase S premeiótica morfológicamente

se ha caracterizado por presentar cromatina laxa y algunos cuantos grumos de cromatina compacta.

Los eventos moleculares de la fase S meiótica son análogos a la fase S mitótica, aunque con una

diferencia muy notable en cuanto a su duración. Son pocos los organismos en los que se ha

medido la fase S premeiótica, sin embargo las observaciones realizadas indican que esta fase S

es mucho más larga que en las células somáticas {Callan, 1972). Esta diferencia en el tiempo

empleado en la síntesis de ADN durante la meiosis, se debe a que se utilizan menos replicones

que en la mitosis, además de que se da una replicación incompleta dei ADN, pues aproximadamente

0.3% del ADN queda sin replicarse y sólo se replica una vez iniciada la meiosis. Por ejemplo en

T. vul$ris la fase S en las células de la blástula se realiza en una hora, mientras que en la fase

S premeiótica es de 200 horas. (Callan, 1972).

En algunos organismos se ha descrito el apareamiento de los cromosomas homólogos durante

este periodo, el cual se pierde durante la fase S para posteriormente reestablecerse (Zicklery

Kleckner, 1998),

Esquema 2.

Desarrollo de los ejes axiales y
Gompiejcs slnaptonémtcos durante
el estadio de la profese I. Etapas
de la profase I: L leptoteno; Z,
dgoteno; R paquiteno; Ddiptoteno.
{Tomado de Safad, 1999).



" V - ri

V .

Preleptoteno.
Durante el preleptoteno, que para algunos autores corresponde al periodo G2 del ciclo celular,

se observan las características de un núcleo en ínterfase. En general, durante esta etapa los

cromosomas son todavía muy delgados y difíciles de observar (Panlagua ef al., 1993; Solari

1999). Otro planteamiento que se ha hecho respecto a la cromatina en etapas premeióticas es

el concerniente con el modelo de orientación Rabí, ei cual establece que el núcleo en interfase

presenta dominios, los cuales se mantienen en ías etapas previas a la meiosis, esto se ha descrito

para algunos organismos (Fuselt, 1987), aunque en el caso de las células de mamíferos esta

orientación no existe (Scherthan etai, 1996,1998).

Curiosamente en algunas levaduras durante el preleptoteno los cromosomas homólogos ya se

encuentran apareados, esto se ha visto en células en dispensión, a diferencia de los mamíferos

en donde no existe dicho apareamiento (Anderson eí a/., 1999),

Leptoteno.

Durante el leptoteno los cromosomas son más delgados y largos que en la mitosis. En ellos se

observan engrasamientos de distribución en forma de rosario y densa, denominados cromómeros.

Corresponden a regiones de condensación del ADN e histonas. Los cromómeros van a permanecer

hasta ia constitución del cromosoma, pero entonces ya no se distinguirán bien, pues los diversos

píegamientos de ia cadena de nucleosomas van a hacer que queden cada vez más densas y

destaquen menos. En los cromosomas totalmente configurados, algunos cromómeros parecen

corresponder a las zonas teñidas con las técnicas de bandeo. Los cromosomas leptoténicos tienen

una distribución bien definida. Frecuentemente, forman asas cuyos extremos se unen a la envoltura

nuclear en un punto cercano al centrosoma. La cromatina aparece todavía laxa (Paniagua eí al.,

1993; Solari, 1999).

Las cromátidas hermanas están estrechamente empaquetadas, extendiéndose a lo largo de los

elementos axiales en una serie de bucles. Las asas de cromatina tienden a unirse en ciertas

regiones de los elementos axiales que tienen un centro electrodenso. Los extremos de ios elementos

axiales relacionados con los telómeros se unen a la envoltura nuclear, constituyendo una estructura

denominada placa de adhesión, que está acompañada por la redistribución de los poros nucleares,

que pierden su distribución homogénea, tendiendo a acumularse en los sitios de fijación de los

telómeros (Schuls-Schaefer, 1980; Swanson ef a/., 1981). En muchos organismos, en este estadio

puede verse una disposición peculiar denominada bouquet, en la que los extremos de los

cromosomas están unidos a la envoltura nuclear en puntos cercanos a los centriolos. El resto del

cromosoma se extiende como un lazo en el núcleo (Zickler y Kleckner, 1998).

Se ha sugerido que una vez que se han organizado los dominios cromosómicos, los telómeros se

adhieren y se agrupan a la envoltura nuclear para aumentar ia probabilidad de encontrar a su

homólogo, siendo por !o tanto un sitio importante para ei apareamiento de los cromosomas

meióticos {Scherthan etai., 1994; Heyting, 1996). En ei hombre los centrómeros son las primeras

estructuras que se adosan a la envoltura nuclear siguiendo los telómeros (Heyting, 1996). Los

centrómeros y telómeros contienen secuencias especiales de ADN que son esenciales para e!



mantenimiento y la segregación de los cromosomas; por lo que se piensa que esto puede contribuir

a la organización espacial de los cromosomas en eí núcleo (Scherthan, eí al., 1994). En esta

etapa del leptoteno se ha demostrado la presencia de la recombinasa Rad51 unida a filamentos

de ADN por inmunomarcaje (Plugef ai, 1996).

Cigoteno,

El inicio del cigoteno se distingue por la aparición de segmentos apareados de ejes simples, que

constituyen e! inicio de un complejo sinaptonémtco (CS). El grado de condensación de los

cromosomas aumenta en relación ai estadio anterior, por lo que los cromosomas se observan

más cortos en longitud y de mayor diámetro. Los dos homólogos no se unen durante el apareamiento,

pues permanecen separados por un espacio de 100 nm aproximadamente. El apareamiento

puede comenzar en cualquier sitio del cromosoma, pudiendo unirse por sus teiómeros y continuar

apareándose hacia el otro extremo, o iniciar en las regiones internas y avanzar hacia los extremos,

o incluso llevarse a cabo de manera simultánea en vahos puntos a lo largo de los cromosomas.

En los organismos en que los cromosomas forman el bouquet, regularmente el apareamiento se

inicia en estas regiones terminales (Panlagua et ai., 1993; Solari, 1999).

Es muy probable, que en estas etapas de la profase meiótica, los cromosomas homólogos se

identifiquen unos con otros y se recombinen ya que los cromosomas aún están relativamente

extendidos (Kieckner, 1996). Se ha propuesto también que la iniciación de la sinapsis que se

observa en esta etapa, esté mediada por la presencia de la recombinasa Rad51 (Plug etai,

1996). El cigoteno dura hasta que se completa la sinapsis de los elementos axiales, con lo cual

se inicia el paquiteno.

Paquiteno.

Este es un estadio largo e importante, que está caracterizado por la permanencia del complejo

sinaptonémico (CS) durante todo el periodo, en el cual se lleva a cabo el entrecruzamiento. Durante

el paquiteno los cromosomas homólogos permanecen unidos, haciéndose progresivamente más

cortos y gruesos mientras continúa la condensación. En el paquiteno medio la configuración de

bouquet y el conglomerado de los poros nucleares se pierde. Hacia el final del paquiteno, esta

espiralización y condensación progresivas pueden dar como resultado un acortamiento de los

cromosomas a un cuarto o un sexto de la longitud que tenían en el leptoteno. (Panlagua etaL,

1993; Sotan, 1999)

Díploteno.

En el diploteno los CS se disocian; el espacio central se agranda y sus componentes desaparecen;

por lo que ia tendencia de los homólogos es alejarse lo más que se pueda excepto en la posición

del quiasma; este punto representa el resultado final de los intercambios (recombinación) entre

los cromosomas homólogos. El número y posición de los quiasmas vana en los organismos, sin

embargo, existe por lo menos un quisma por tetrada. En los meiocitos este estadio está caracterizado

por una progresiva descompactación de la cromatina y la desaparición del CS. Los límites de los
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cromosomas son menos definidos y fa cromatina en !a región de los brazos laterales aparece

como fibras esparcidas. Al mismo tiempo, se observa un incremento de estructuras que contienen

ribonucíeoproteínas (RNP), aparecen fibras pericromatinianas en el área de la cromatina extendida,

y los granulos pericromatinianos son escasos (Vázquez-Nin y Echeverría, 1976).

Diacinesis,

En la diacinesis los cromosomas homólogos, nuevamente se vuelven a enrollar (Moens, 1994;

Kleckner, 1996). En muchas especies en este estadio desaparece el nucléolo y las tetradas se

distribuyen más o menos por igual dentro del núcleo. En algunos organismos los cambios que

sufre el núcleo dan la apariencia de un núcleo interfásico,

I I . 3. Ultraestructura del Complejo Sinaptonémlco. ,

El Complejo Sinaptonémico (CS) tiene una estructura general muy conservada a lo largo de la

evolución, con pocas variantes. El CS fue descrito en 1956 con trabajos independientes de Moses

{1956} y Fawcett (1956). El CS alcanza su máxima estructuración durante el paquiteno y desde

ei punto de vista morfológico es una estructura tripartita, constituida por elementos laterales, ios

elementos transversos y e! elemento central. La morfología básica del complejo en sección

longitudinal es la misma para todas las plantas y animales y está formada por tres elementos

paralelos {Schmekel y Daneholt, 1995) (Esquema 3).

Esquema 3.

Estructura del
c o m p l e j o
sfnaptonámlco. CR:
cromatina; EL:
elementos laterales;
EC: elemento
c e n t r a l ; FT:
f i l a m e n t o s
tran versales; R;
n o d u l o de
recombinacíón.,
Gomado de Solar),
1999)

El CS se desarrolla por el alineamiento paralelo o sinapsis de los elementos axiales de los

cromosomas homólogos. La primera manifestación de sinapsis entre los cromosomas homólogos

es la conformación de un espacio de exclusión, posteriormente este espacio es ocupado por

filamentos transversales entre los ejes que aun se encuentran a una distancia de 300 nm, tres



veces más que la distancia final. Esto sucede en uno o más lugares a tos largo del eje y en
cercanías a la envoltura nuclear (Moens et ai, 1998).
El CS mide aproximadamente 210 nm de ancho, los elementos laterales tienen un grosor de 60
nm aproximadamente y el espacio central tiene alrededor de 100 nm. Los elementos laterales
están constituidos por un material amorfo y muy afín a las tinciones de plata y ácido fosfotüngstico,
características que dependen de su contenido de proteínas básicas {Salan, 1999). Cada elemento
laterai se observa como un filamento sencillo formado por la reunión de dos cromátidas hermanas;
su ancho varía de acuerdo al organismo de que se trate, por lo que el rango está entre los 20 y
60 nm (Jones, 1973). En el espacio de apareamiento central se encuentran los filamentos
transversales de 5 nm de diámetro aproximadamente, los cuales dan la apariencia de salir de
los elementos laterales. El elemento central es paralelo a los elementos laterales, contiene muy
poco o carece de ácidos nucleicos por !o que es resistente al tratamiento con AONasa, sensible
a proteasa e insoluble en altas concentraciones de NaCI (Solari, 1972). Su grosor es de 30 nm
se localiza en la parte central del espacio de apareamiento, tiene menor densidad que los elementos
laterales y mayor que los transversos (Moses, 1968; 1969; Esponda, 1981; Vázquez Nin ef ai,
1993). Se ha observado que el CS está asociado con la envoltura nuclear. Los elementos laterales
al unirse con la membrana interna se ensanchan adquiriendo forma de embudo, fácilmente visible
en ios cortes al microscopio electrónico. En espermatocitos de ratón durante e! paquiteno por
medio de hibridaciones in situ se ha demostrado ía presencia de secuencias de repetición
telomérica (TTAGGG)n en estas estructuras en forma de embudo, denominadas placas de adhesión
asociadas a la envoltura nuclear (Zicklery Kleckner, 1998). En la zona donde se establece la unión
con la envoltura nuclear se produce una protuberancia hacia ei citoplasma. El espacio entre ambas
membranas está atravesado por filamentos muy finos (4-6 nm) que van desde los elementos
laterales hasta el citoplasma adyacente a ia asociación {Moses, 1969; Esponda y Jimenez-Martin,
1973). También en diferentes especies se han descrito asociaciones del CS con el nucléolo
(Esponda y Jiménez-Martín, 1975; Pathaky Hsu, 1979).

Carpenter en 1975 en ovocitos de Drosophila melanogaster describió los nodulos de recombinación,
a que los que relacionó con e! entrecruzamiento (Zickler y Kleckner, 1999). Estas estructuras se
ubican sobre et elemento central del CS durante e! paquiteno (y algunas veces durante el diploteno)
mostrando diferente morfología según la especie, siendo en los insectos esféricas y prominentes,
mientras que en et ratón se caracterizan por ser pequeñas y poco evidentes (Solari, 1999). Se
han identificado dos ciases de nodulos de recombinación de acuerdo a! momento de su aparición
en la profase meiótica como tempranos o t ardíos, los primeros son abundantes, de tamaño
variable y aparecen en cigoteno asociados a los elementos axiales que aún no se aparean. Los
nodulos de recombinación tardíos aparecen asociados al complejo sinaptonémico durante el
paquiteno cuando los homólogos están completamente en sínapsis. Los nodulos de recombinación
tardíos nunca se han observado en ausencia de CS, además de encontrarse a lo largo de la
eucromatina (Zickler y Kleckner, 1999). De manera general se ha propuesto que ¡os nodulos de
recombinación están relacionados con la sinapsis, la recombinación y la formación del quiasma
{Sotan, 1999; Zickler y Kleckner, 1999). También se ha sugerido que la frecuencia y distribución



de los nodulos de recombinación está en relación con e! numero de quiasmas y eventos de

intercambio recíproco. Se han localizado recombinasas semejantes a la Rec A de de £ coii en

ios nodulos de recombinación, por lo que se piensa están involucrados en procesos de reparación

y recombinación (von Wettstein etal., 1984; Glamann, 1986; Sherman eí 3/,, 1992; Carpenter,

1994; Aslhey etai, 1995; Roeder, 1995). En espermatocitos de rata y de ratón se ha demostrado

la presencia de ADN en la zona donde se encuentran situados los nodulos de recombinación

(Vázquez Nin et ai, 1993) lo que indica que probablemente participen en la recombinación.

II 4. Citoquímica del Complejo Sinaptonémico ,

II 4a} Proteínas
La dificultad de separar CS de la matriz nuclear y de la cromatina, impidió por mucho tiempo

reconocer los componentes de esta estructura. Por varios años hubo esfuerzos para identificar las

proteínas del CS y aunque se obtuvieron resultados, muchos de ellos eran contradictorios (Zíckler

y Kleckner, 1999). La primera identificación de las proteínas a partir de CS purificados e intactos

morfológicamente fue obtenida por Heyting y col. (1985).

En trabajos de investigación posteriores utilizando procedimientos de inmunolocalización se

detectaron las proteínas propias del CS en animales y plantas (Moens et ai, 1987; Heyting eí

a/., 1988; Offenberg et ai., 1991; Smith y Benavente, 1992; Anderson et a/., 1994).

Investigaciones realizadas utilizando técnicas de inmunomarcado a nivel de microscopía electrónica

han demostrado que la proteína del complejo sinaptonémico 1 (SCP1) está localizada en la región

central del CS de mamíferos (Schmekei y Danehoit, 1995).

Las moléculas de SCP1 que se encuentran en los espermatocitos de mamífero, están simétricamente

organizadas dentro del CS. La SCP1 presenta un peso molecular de 125 kD, tiene tres dominios:

uno corto y rico en prolina en la porción amino terminal que es globular, una región de 700

residuos de aminoácidos que constituyen una a-hélice y un dominio carboxilo terminal de 240

aminoácidos, que contiene regiones serina/treonina seguido de un residuo de prolina, los que

son comunes en una variedad de proteínas que se unen a ADN. La porción carboxilo terminal de

la SCP1 descansa en la cara interna del elemento lateral, las moléculas salen desde el elemento

lateral hasta la región central del CS terminando con su región amino terminal entre el centro del

elemento central y el elemento lateral opuesto, por lo que los dominios amino terminal de la SCP1

se traslapan (Schmekel ef ai, 1996; Yuan et ai, 1996; Moens et al., 1998). La SCP1 puede tener

interacciones no específicas con el surco menor del ADN (Schmekel y Daneholt, 1995). La proteína

Synl se ha descrito en el hámster y es equivalente a la SCP1, presenta su dominio amino terminal

en el centro del CS y ef dominio carboxilo terminal hacia el elemento lateral (Esquema 4). Synl

se liga fuertemente a varias secuencias de ADN y no se une a otras proteínas (Tarsounas et ai,

1997).
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La proteína del complejo sinaplonémico 2 (SCP2) y !a proteína del compiejo sinaptonémico 3
(SCP3) son las principales integrantes de los elementos laterales del CS . Se ha visto que estas
dos proteínas están presentes a partir del leptoteno y desaparecen en las células meióticas tardías
(Pelttari etai, 2001). La SCP2 tiene un peso molecular de 1/3 kD y se ha confirmado por métodos
de inmunomarcación que su patrón de distribución es asimétrico (Schalk eí a/., 1998; Moens et
ai, 1998; Zickfer y Kieckner, 1999). Estudios bioquímicos han mostrado que presenta sitios blanco
a proteín-cinasa, lo que probablemente indica que esta proteína está involucrada en el ensamble
y desensamble del CS. En condiciones in vitro se une al ADN en regiones ricas en adenina y timina.
La SCP2 tiene similitudes con la Redi, que es una proteína específica de la meiosis en las
levaduras {Zickler y Kíeckner, 1999).
Aunque la SCP2 y la SCPl.son los principales constituyentes de los filamentos transversales, aun
no se ha evidenciado que irtteractüen directamente, por io que se ha sugerido la existencia de
una proteína adicional que medie el enlace (Yuan etal,, 1998).
La proteína SCP3 parece ser el principal componente del elemento lateral en roedores y es esencial
para la sinapsts de los cromosomas homólogos. La SCP3 se ensambla en delgadas fibras que
se piensa son el fundamento estructural del elemento lateral del CS y que podría funcionar como
una red en la que otras proteínas se fijan (Yuan ef al., 1998; Zickler y Kleckner, 1999). La SCP3
tiene varias formas, las dos principales muestran un peso molecular de 30 y 33 kDa, dentro de
cada cíase se ha visto que el grado de fosforilación varía a io largo de la profase meiótica I. La
proteína tiene características básicas, su terminación carboxilo terminal tiene regiones coiieó-coil
(arrollada en espiral) y un dominio amino terminal no-helicoidal (Zickler y Kleckner, 1999). Con
ayuda de anticuerpos desarrollados contra las regiones amino y carboxilo terminal de la SCP3,
se ha determinado su tocalización en el elemento lateral. La región amino termina! se ubica en
el lado interno del elemento lateral del ratón, mientras que la porción carboxilo terminal en la
región externa del elemento lateral (Zickler y Kleckner, 1999). Las fibras de SCP3 están
estructuralmente relacionadas con filamentos intermedios, pues se ha reconocido que su dominio
carboxíio terminal promueve la interacción proteína-protema in vitro, regulando la unión al ADN



de los ejes de las cromátidas, cohesión de las cromátidas hermanas, sinapsis y recombinación

(Yuan etai, 1998;Tarsounas etai., 1999; Zicklery Kleckner, 1999). Estudios recientes han puesto

de manifiesto la presencia de la SCP3 en células germinales primordiales masculinas y femeninas,

lo cual se ha interpretado como una preparación de las células primordiales para entrar en meiosis

{Di Cario et al., 2000).

En espermatocitos del hámster se ha descrito a ia Corí (equivalente a ia SCP3) situada en los

elementos axiales desde el leptoteno hasta el dipioteno y que permanece en el cinetocoro hasta

la metafase II (Zickler y Kleckner, 1999). La Corl está constituida por 234 aminoácidos y muestra

un peso molecular de 30 kDa, es rica en glutamina (12%) especialmente en el extremo carboxüo,

con 34% de aminoácidos hidrofobicosy un predominio básico, tiene parecido con las proteínas

de filamentos intermedios (Solari, 1999), Corl no tiene regiones de unión a ADN, por lo que su

unión tal vez esté mediada por otra proteína del eje. Existen evidencias que señalan que la proteína

Corl tiene interacciones homotípicas in vivo (Tarsounas etai., 1997). Se piensa que la Corl puede

estar involucrada no sólo en el ensamble de! CS sino también en la unión de tas cromátidas

hermanas {Tarsounas etai,, 1997).

Además de las proteínas del CS descritas en células de mamífero, se han definido proteínas

equivalentes en otros organismos como las levaduras se han descrito proteínas que se localizan

en e! CS, algunas de las cuales tienen funciones equivalentes a las descritas en mamíferos. A

continuación mencionamos algunas de ellas.

Zipl fue ia primera proteína descrita en el CS de S. cerevisiae, y se íe considera equivalente a la

SCP1 de mamíferos. Se ha visto que es una proteína filamentosa que contiene un dominio largo

enrollado en forma de barra con regiones de dimerización y una estructura globular en las las

regiones carboxilo y amino terminal. La Zipl se ensambla en una estructura altamente ordenada

y las evidencias experimentales sugieren que es una molécula que actúa como "cierre" unidendo

los cromosomas homólogos colocándolos en aposición {Haber, 1998; Sym et ai., 1993).

El exceso de producción de esta proteína causa la aparición de estructuras similares a ios

policomplejos que se observan en los espermatocitos de ios insectos (Sym y Roeder, 1995). En

mulantes de zipl la frecuencia del entrecruzamíento se ve reducida a la mitad sin una reducción

en el número total de conversiones génicas (Haber, 1998).

Se ha descrito que Zip 1 está en los CS y no en los elementos axiales. Los mulantes de Zipl no

forman CS (Sym etai., 1993; Sym y Roeder, 1995). Zipl es necesaria para que tenga lugar la

sinapsis, la recombinación y la interferencia regional de entrecruzamiento {crossing-over) (Storlazzi

eí ai., 1996; Sym y Roeder, 1994).

Otro componente que se ha delineado en el CS de levaduras es la proteína Zip2, que se ha

evidenciado se requiere para la iniciación de la sinapsis, por lo que se ha vinculado con el inicio

de la recombinación y la sinapsis de los cromosomas homólogos (Zickler y Kleckner, 1999). La

Zip2 tiene una estructura semejante a la de Zipl, pues forma a hélices antipáticas, lo que sugiere

la constitución de dímeros enrollados de la misma manera que los filamentos de miosina y los

filamentos intermedios (Storlazzi etai, 1996).

En levaduras se han referido proteínas que cumplen funciones equivalentes a la SCP3 y SCP2 de



mamíferos y que también se encuentran en los elementos axiales y laterales del CS. La Hop2 y

Redi descritas en S. cerevisiae, son proteínas necesarias para el ensamble y función del CS. Hopl

es específica de la meiosis, tiene un peso molecular de 70 kD. Se ha demostrado que contiene

regiones de dedos de zinc que se sabe promueven la unión al ADN dúplex, en secuencias ricas

en GC más que a secuencias ricas en AT (Zickler y Kleckner, 1999). La proteína Redi es también

exclusiva de la meiosis y presenta un peso molecular de 95 kD, Las evidencias experimentales

que la Redi es indispensable para que se conformen los ejes axiales y los elementos laterales,

así como para que los niveles de recombinación sean óptimos (Storlazzi etaL, 1996; Zícktery

Kleckner, 1999). La Mekl es otra proteína descrita en levaduras, tiene un peso molecular de 56.8

kDa y se ha mostrado que co-inmunoprecipita con la Redi y Hopl. La Mekl se localiza en sitios

a lo largo de los cromosomas desde el leptoteno hasta la metafase í observándose que tiene

homología con las proteín-cinasas de serina-treonia (de los Santos y Hollingsworth, 1999; Zickier

y Kleckner, 1999). Las mutaciones en los genes de la Hopl, Redi y Mekl reducen la recombinación

genética de manera notable en fas levaduras.

Además de las proteínas detalladas en los ejes y elementos laterales del CS, se han determinado

otro tipo de proteínas que se han descrito en levaduras (Pelttari etaL, 2001) y mamíferos (Ejipe

etaL, 2000) conocidas como complejos de cohesinas, los cuales se requieren para el apareamiento

de los cromosomas, la segregación y ia recornbinación en células meióticas (Pelttari et a!., 2001).

Ei complejo de cohesinas en las levaduras está constituido por un conjunto de múltiples subunidades

(Smclp, Smc3p, Scclp y Scc3p) que se requieren para mantener unidas a las cromátidas

hermanas durante la mitosis. Se ha demostrado que la Smc3p y ia versión en la meiosis de ia

Scclp denominada Rec8p tienen la función de mantener unidas a las cromátidas a lo largo de

la profase meiótica 1, además de participar en el establecimiento de! elemento axial y la

recombinación recíproca. Smc3p y RecSp colocalizan en el eje cromosómico independientemente

de si hay sinapsis o no. Durante el paquiteno van desapareciendo lentamente hasta quedar

únicamente en la región del centrómero en donde permanecen hasta la anafase II (Klein etaL,

1999).

En las células meióticas de mamífero con deficiencia en SCP3, las cohesinas son capaces de

promover la sinapsis entre cromosomas homólogos a pesar de que no exista la formación del

elemento axial, por lo que se sugiere que el complejo de cohesinas podría participar en el

apareamiento y sinapsis de los homólogos (Ejipe ef ai, 2000; Pelttari et al., 2001).

Además de ias proteínas que se han enumerado con una participación estructural en el CS, se

han localizado proteínas que participan de manera directa en ei proceso de recombinación

meiótica. En diversos eucariontes se han detallado proteínas homologas a la recombinasa RecA

de Escheríchia coli, como la Rad51 (Esquema 5), Dmcl y Líml5 en mamíferos (Bishop et al.,

1992; Shinohara etaL, 1993; Rockmill etaL, 1995;Terasawa etaL, 1995; Passy etaL, 1999).

Estas proteínas similares a RecA (Loseva etaL, 1996) y más específicamente la Rad51 (Ashley

etaL, 1995; Ikeya etaL, 1996), están presentes en asas de cromatina durante el leptoteno y se

incorporan a los elementos laterales de CS en cigoteno y se asocian a ios nodulos de recombinación

rneióticos. En diptoteno Rad51 se encuentra en ios quiasmas y Liml5 se asocia a las regiones



teloméricas en la profase tardía (Ikeya etal., 1996).
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Rad51 y Dmcl se han encontrado en cromosomas de la meiosis de mamíferos (Piug etaL, 1996;

Barlow etaí,, 1997; Tarsounas et al., 1999) y se ha visto tienen el mismo patrón de distribución

en extractos de espermatocitos de ratón en estados sucesivos de la profase 1 (Tarsounas etal,

1997).

En el lirio estas proteínas se ubican como sitios discretos a los nodulos de recombinación tempranos

en los cromosomas durante el leptoteno y cigoteno (Terasawa etal 1995; Anderson eíal., 1997).

Existen evidencias indirectas que sugieren que la presencia de proteínas de recombinación y

reparación en los nodulos tempranos pueda estar relacionada con ía conversión génica mas que

con el crossing-over {Carpenterf 1994; Kleckner, 1996). Sin embargo, hasta el momento no es

clara la relación entre las evidencias experimentales y el fenómeno de reconocimiento de las

secuencias homologas localizadas a larga distancia,

II 4b) Ácidos nucleicos
En estudios citoquímicos a nivel ultraestructural, se ha demostrado la presencia de ARN, de ADN

o de ambos en el CS (Esponda y Stockert, 1971;Welsch? 1973; Vázquez Nin y Echeverría, 1976;

Latos-Bielenska etaL, 1990; Vázquez Nin eí a/., 1993). El ADN es un componente importante de

los elementos laterales, pero es escaso o está ausente en el espacio central. Sin embargo se le

ha hallado en los nodulos de recombinación (Vázquez Nin et al., 1993). Estas observaciones

sugieren que la parte central del CS es el lugar donde se produce el intercambio de cromátidas.

Investigaciones en las que se analizó el ADN aislado del CS (Peariman etaL, 1992; Karpova eí



a/., 1995) se demostró que existe una alta frecuencia de secuencias UNE/SINEy repeticiones

en tándem de CA. Estas secuencias son parecidas a las que posiblemente se encuentran cerca

de los puntos de ruptura que dan lugar a la recombínación {Satyanarayana y Strominger, 1992).

En cuanto a la existencia de ARN Vázquez Nin y Echeverría (1976) por medio de métodos de

tinción preferencia! evidenciaron que los ejes axiales y elementos laterales contienen gran cantidad

de RNP durante las primeras etapas de la profase meiótica, sin embargo esta positividad disminuye

notablemente durante el paquiteno avanzado hasta estar ausente en el diploteno. A pesar del

avance que existe en el estudio de la profase meiótica, aún existen interrogantes en cuanto a la

ubicación y participación del ADN y ARN durante el alineamiento, apareamiento y sinapsis de los

cromosomas homólogos.

11.5 Síntesis de Ácidos Nucleicos durante la profase meiótica I

Monesi y col. (1978) realizaron ios primeros trabajos sobre la síntesis de ARN durante la

espermatogénesis. Esta investigación sobre ia síntesis del ARN en espermatocitos y espermatidas

evidenciaron una actividad inusuai de los transcritos que se presume participan en las etapas

posteriores de la meiosis en la síntesis de las proteínas. Ellos observaron que una fracción

importante de transcritos del paquiteno no eran liberados del núcleo hasta el diploteno.

Utilizando métodos de autorradiografía se ha detectado síntesis de ARN durante !a profase meiótica

i en diversos organismos (Eddy y O 'Brien, 1998). Cuando las células alcanzan la metafase, esta

incorporación cae a un nive! no detectabfe (Taylor, 1959; Monesi, 1964)

Algunos estudios que han abordado la síntesis de ARN han demostrado que esta es baja durante

el estado de preleptoteno y casi imperceptible durante el leptoteno, cigoteno y el paquiteno

temprano. A diferencia de lo que sucede en el paquiteno medio y tardío, en donde existe un

incremento notorio en la incorporación de uridina tritiada; esto ha permitido detectar niveles altos

de síntesis de ARN en los espermatocitos del ratón en paquiteno (Eddy y O 'Brien, 1998). Estudios

de autorradiografía ultraestructural en diversos organismos han confirmado la elevada síntesis de

ARN en espermatocitos en paquiteno, así como la incorporación de uridina tritiada en las etapas

tempranas de la profase meiótica (Kierzenbaum yTres, 1974b), además de evidenciar que muchos

de los ARN sintetizados durante el paquiteno son acumulados en el núcleo y posteriormente son

liberados en el citoplasma durante ia primera divisón meiótica (Monesi, 1954,1965). La síntesis

de ARN que se ha determinado por medio de autorradiograffa uitraestructural en los espermatocitos

del humano y dei ratón durante et paquiteno, se ha localizado en autosomas. Esta locaiización

sugiere que la síntesis del ARN es predominantemente de ARN heterogéneo nuclear (ARNhn),

precursor del ARNm {Eddy y O 'Brien, 1998).

Asimismo en los espermatocitos de humano y de ratón se ha registrado la síntesis de ARN nucleoiar

que alcanza un pico durante el cigoteno, lo que evidencia la síntesis de ARN ribosómica durante

la meiosis (Kiezenbaum yTres, 1974a).

Evidencias experimentales señalan que existe la síntesis de una variedad de moléculas de ARN

de bajo peso molecular, de alrededor de 125 nucieótidos, se sintetiza durante ia profase meiótica.

Estas moléculas parecen inducir cambios en la conformación de la cromatina permitiendo el



acceso de las nucleasas (Hotta y Stern, 1981).

La inhibición de la síntesis del ARN, en leptoteno o cigoteno, produce una permanencia de los

espermatocitos en cigoteno. Si la inhibición se realiza en paquiteno, las células no pueden seguir

mas allá de la profase I, por lo que se sugiere que el ARN es esencial para el desarrollo meiótico

(Sakaguchiefa/., 1983).

En ia meiosis la replicación del ADN sucede durante la interfase en el periodo S (fase S premeiótica),

como en cualquier interfase previa a la mitosis. Sin embargo, la síntesis premeiótica del AON tiene

ciertas peculiaridades, es muy iarga y además no es completa, dado que una cantidad aproximada

al 0.3% del ADN total queda sin replicarse y sólo ¡o hace ya iniciada la meiosis. La síntesis del

ADN durante la meiosis se lleva a cabo durante la etapa del cigoteno y en la etapa del paquiteno.

En el lirio se demostró que la replicación durante la fase S es sólo del 99.8 al 99.9% (Stern,

1993). La síntesis de ADN restante ocurre durante el cigoteno y el paquiteno. Esta síntesis de ADN

durante el cigoteno (ADNc) es del 0,1 a 0.3 %, y se ha relacionado con el apareamiento

cromosómico. Estudios en células en cigoteno que incorporaron timidina tritiada, muestran el ADN

marcado en los elementos laterales, lo que apunta a que el ADN recién sintetizado funciona como

sitios de unión para la formación del CS (Kurata e Ito, 1978). En el paquiteno la síntesis del ADN,

denominado ADN paquiténico (ADNp) se da en un porcentaje del 0.2% y a diferencia del ADNc

no es consecuencia de un retraso en la replicación, más bien se le ha relacionado con fenómenos

de replicación-reparacíón involucrados con el proceso de recombinación. Cuando se inhibe

parcialmente la síntesis del ADN, se observa la fragmentación de los cromosomas en cigoteno y

paquiteno, lo que sugiere que la integridad del cromosoma depende exclusivamente del ADN

(Stern, 1993).

El ADN que se sintetiza en paquiteno está formado por secuencias moderadamente repetidas y

altamente conservadas en diferentes plantas (Friedman etal., 1982). El ADN sintetizado en

cigoteno es mucho menos conocido. Sin embargo, las evidencias autorradiográficas de alta

resolución indican que el ADN sintetizado en esta etapa se incorpora a los ejes axiales y enseguida

pasa a ¡os elementos laterales del CS (Kurata e Ito, 1978).

11.6 Alineamiento y Apareamiento de los cromosomas meiótlcos

Ei cómo los homólogos encuentran su pareja es un misterio hasta el momento y se han propuesto

varios modelos que tratan de explicar como se reconocen los cromosomas homólogos. La meiosis

involucra ai menos cuatro diferentes clases de apareamiento (Kleckner, 1996). 1.- Durante la fase

S meiótica, la duplicación de la doble hélice de ADN genera dos copias que permanecen unidas

hasta la división meiótica 11. Este apareamiento se explica por las proteínas de cohesión (cohesinas)

que mantiene a las cromatidas hermanas unidas durante este periodo (Miyazaki y Orr-Weaver,

1994; Sekelsky y Hawley, 1995). 2.- Durante el ieptoteno, cada par duplicado busca su homólogo,

para que así al inicio del cigoteno la mayoría de los cromosomas estén organizados en paralelo

con su pareja a una distancia entre 300 a 1000 nm; por lo que el término alineamiento puede

ser utilizado para describir el mecanismo que crea esta asociación a distancia. 3.- Durante el

cigoteno se comienza a ensamblare! CS con la cercanía de los homólogos3 hasta que en paqulteno



los homólogos se encuentran a una distancia de 100 nm (Loidl, 1994; Hasenkampf, 1996). Por

lo que el término sinapsis puede ser empleado para esta estrecha asociación de los cromosomas

homólogos. 4.- La recombinación tiene lugar entre los dos dúplex de ADN que descansan a unos

nanómetros uno de otro; el apareamiento preciso depende de la compiementaridad que exista

entre la bases en las hebras individuales de ADN (Kowalczykowski y Eggleston, 1994).

Actualmente es aceptado que el alineamiento y apareamiento o sinapsis son procesos diferentes

(Moses, 1968; Loidl, 1990; Hawley y Arbel, 1993; Kleckner, 1996; Scherthan etaí., 1996).

La mayoría de los modelos para explicar el alineamiento meiótico plantean la existencia de

movimientos que generan contactos accidentales entre los homólogos (Loid!, 1990; Kleckner,

1996). En términos generales, el reconocimiento debe involucrar interacciones de largo alcance,

donde los homólogos "foquen o sientan" otros cromosomas. Muchos modelos involucran el

apareamiento temprano con proteínas filamentosas (Comings y Riggs, 1971; Holliday, 1977;

Chandley, 1986).

Existen otras propuestas en las que se ha sugerido que el alineamiento meiótico puede ser la

continuación de organizaciones somáticas previas de la cromatina en interíase. En algunos

eucariontes como las levaduras y dípteros, los cromosomas homólogos son adyacentes en el

núcleo en interfase de células somáticas (Wandall y Svendsen, 1985; Scherthan eí al., 1994;

Weiner y Kleckner, 1994). Sin embargo, algunas investigaciones han demostrado que no hay

proximidad de ios cromosomas homólogos en las espermatogenias de hombre y de ratón (Scherthan

et ai, 1996). Aunque existiera algún tipo de ordenamiento premeiótico en ta organización de los

cromosomas homólogos, parece ser que en la mayoría de los eucariontes la disminución de la

distancia entre los cromosomas homólogos y su alineamiento tiene lugar poco antes del apareamiento

final también llamado sinapsis {Zickler y Kleckner, 1999).

Se ha propuesto que la búsqueda de homología involucra la participación de macromoíéculas,

probablemente proteínas, ADN y/o ARN a largas distancias. Dawe (1998) y Cook (1997) han

propuesto a las proteínas como un sistema que tiene la función de llevar a cabo la atracción

inicial. Sin embargo, la atracción debe llevarse a cabo después de que ef reconocimiento de

homología se ha dado entre las secuencias o regiones de los cromosomas. Se ha sugerido que

proteínas semejantes a los priones puedan formar fibrillas semiestables que unan segmentos de

cromosomas homólogos (Sybenga, 1999). La mayoría de los autores consideran que el ADN está

involucrado en la búsqueda inicial, reconocimiento y apareamiento de los cromosomas homólogos

(Loidi, 1990; Moens, 1994; Kieckner, 1996; Sybenga, 1999). Se ha demostrado la presencia de

hebras sencillas de ADN como resultado de las rupturas de doble cadena justo antes de la

recombinación y la reparación del ADN, siendo esto un componente de la maquinaria de intercambio

genético (Drapkin etai., 1994), sin embargo, el estudio de genotipos mutantes en levaduras indica

que las rupturas de doble cadena no son requeridas para la formación de conexiones de

apareamiento (Weiner y Kleckner, 1994).

Utilizando histoquímica y microscopía electrónica se ha probado la presencia de ARN en el elemento

lateral del CS (Wolstenholme y Meyer, 1966). El uso de procedimientos de tinción preferencial

para ribonucteoproteínas (RNPs) en microscopía electrónica ha evidenciado la presencia de ARN



en el elemento lateral del CS y en los elementos axiales del leptoteno y cigoteno {Esponda y

Stockert, 1971; Vázquez-Nin y Echeverría, 1976), es más las RNPs han sido también localizadas

en las fibrillas uniendo los elementos axiales en cigoteno (Vázquez-Nin y Echeverría, 1976). A

pesar de que se ha puesto de manifiesto la presencia de ARN desde la etapa del ieptoteno no

se ha estabíecido de manera concreta su participación en ia profase meiótica.

II. 7 Significado citofisiológico del Complejo Sinaptonémico

Se ha observado que existe correspondencia entre la posición del CS y el apareamiento de los

homólogos en el paquiteno. Además, cuando se comparan las imágenes de la microscopía óptica

y electrónica de la misma célula, se ve cómo el CS se sitúa precisamente entre los homólogos

apareados en la región en que el apareamiento es más estrecho y donde se supone que tiene

lugar ía recombinación. En el cigoteno aparece por primera vez el CS, el cual se encuentra durante

todo el paquiteno y desaparece al iniciarse el diploteno, cuando finaliza el estrecho apareamiento.

Por ello, tanto la locatización del CS como la sincronización en su aparición y desaparición con

el inicio y finalización del apareamiento estrecho, indican una íntima relación con el apareamiento

y recombinación (Moses, 1968; Gillies, 1975; Moensy Pearlman, 1988; Kabaketa/., 1992).

Una serie de investigaciones ha establecido que el CS se encuentra en todas las células que se

dividen por meiosis (Sotelo, 1989; von Wettstein ef a/., 1984) y existen evidencias de estudios

ultraestructurales clásicos que demuestran la existencia universal del CS en la profase meiótica.

Debido a este hecho, a su propia morfología y a sus cambios entre leptoteno y paquiteno, se le

ha relacionado con el apareamiento, la recombinación y la segregación entre los homólogos

(Sotelo, 1969).

El CS se ha considerado como representación de la consumación del apareamiento además de

estar relacionado con algunos aspectos importantes del proceso meiótíco como: mantener unidas

a las cromátidas hermanas, estabilizar el quiasma hasta la anafase 1, ubicar a los nodulos de

recombinación entre las cromátidas homologas adecuadamente alineadas, y producir iocalmente

interferencia en el entrecruzamíento (Moens, 1994; Maguire, 1995; Kleckner, 1996).

Sin embargo, poco se conoce acerca del proceso de reconocimiento temprano que involucra la

búsqueda y hallazgo de las secuencias homologas, la estabilización de !as conexiones interhomólogas

y la formación del CS.

En todas las células eucariónticas con meiosis normal y recombinacidn, el estrecho apareamiento

de ¡os cromosomas durante la profase (cigoteno-paquiteno) se ha correlacionado con la aparición

del CS.

El papel del CS ha provocado controversia, pues existen evidencias que muestran que el apareamiento

mediado por el CS no asegura la recombinación (Stack, 1973; Rasmussen, 1977), esto se ha

interpretado en el sentido de que el CS pudiera ser necesario pero no suficiente para la

recombinación. Hay datos experimentales que han puesto en duda que el CS sea necesario para

el apareamiento y recombinación de la meiosis. Por ejemplo en levaduras ia recombinación se

puede llevar cabo sin la formación de CS (BShler eí a/., 1993), así como la formación del CS

puede mediar la asociación de cromosomas heterólogos (Jenkins y Okumus, 1992).



A pesar de estas demostraciones, existen también evidencias experimentales que sugieren ¡a

relación del CS con el proceso de apareamiento, recombinación y eventualmente la segregación.

Por ejemplo se ha demostrado ía asociación de cromosomas homólogos con ia exclusión de los

no homólogos durante el cigoteno en más del 99% de los eucariontes con reproducción sexual

{von Wettstein etai, 1984).También se ha comprobado que estas asociaciones son tan específicas,

que cuando existe una inversión grande, esto provoca ia formación de un asa (Batanian y Multen,

1987). La presencia de ios nodulos de recombinación tardíos en la región central del CS (Carpenter,

1975; Carpenter, 1979a, b) que son probablemente la expresión morfológica de complejos

enzimáticos en la región donde ocurre la recombinación génica, pues se ha visto que el número

de nodulos de recombinación tardía en los CS es muy semejante al de quiasmas, expresiones

citológicas de la recombinación recíproca (Solari, 1999).



III. JUSTIFICACIÓN DEL TRABAJO

Los procesos que dan origen al CS involucran la búsqueda de homología ele secuencias o regiones

de cromosomas. Este proceso es muy específico y puede estar antecedido o seguido por ia

aproximación inespecífíca de los cromosomas mediada por los telómeros y/ó ios centrómeros. La

etapa final de este proceso es la formación de la estructura proteica del CS entre regiones homologas

o no (heterológos), que estén cercanas. Esto es un mecanismo inespecífico que explica muchas

de las aparentes excepciones al papel funcional del CS en la mayoría de los eucariontes. Como aún

se desconocen los mecanismos específicos que producen el alineamiento, ai apareamiento y la

sinapsis de los cromosomas homólogos en eí presente proyecto se propuso estudiar a través de

la microscopía electrónica las estructuras que podrían estar relacionadas con estos procesos durante

ia profase meiótica i.

Consideramos que los ácidos nucleicos median el reconocimiento locus-específico de los cromosomas

homólogos y que tas proteínas intervienen en la generación de los movimientos de apareamiento,

para permanecer como andamiaje una vez que se ha constituido ei CS, Si esta hipótesis es cierta,

podemos hacer una serie de afirmaciones corroborables experimentalmente; Se encontrará ARN

y/o ADN (o ambos) en la región donde se produce el reconocimiento de homología locus-específico

antes que los ejes axiales se sitúen en paralelo para conformar los brazos laterales del CS durante

las fases anteriores al paquiteno. La formación de hebras monocatenarias de ácido nucleico es

indispensable en el reconocimiento de complementariedad de bases. Acabado el reconocimiento

y formado el CS durante el paquiteno, los ácidos nucleicos podrán desaparecer en esas estructuras.



IV, OBJETIVOS )

Objetivo general
Localizar los ácidos nucleicos ARN y ADN, en los núcleos de las células germinales premeióticas

(espermatogonias tipo B), y durante la profase meiótica I (espermatocitos I).

Objetivos específicos
1. Localizar ei ARN y el ADN en espermatogonias tipo B y en los espermatocilos primarios de testículo

de cobayo y rata mediante citoquímica ultraestructural e hibridación in situ, en las etapas de la

profase meiótica clásicamente descritas, así como también en las transiciones entre etapas de la

profase i.

2. Realizar reconstrucciones tridimensionales de las regiones de reconocimiento de homología y

de la zona de apareamiento final y formación del CS.

3. Determinar por autorradiografía óptica si la síntesis de ARN y su salida al citoplasma está

relacionado con el establecimiento del CS y el apareamiento.



V. MATERIAL Y MÉTODOS

Se utilizaron testículos de adultos jóvenes de cobayo y de rata en todos los experimentos.

V.l Procesamiento del material biológico para microscopía electrónica

Las muestras de testículo de cobayo y de rata se trataron con diferentes procedimientos de fijación,

deshidratación e inclusión dependiendo de la metodología empleada para su análisis a! microscopio

electrónico. Estos distintos procesamientos se describen a continuación.

V.l.l Procesamiento estándar

Las muestras se fijaron en glutaraldehído al 2.5% en amortiguador de fosfatos pH 7.3 0.2 M por

una hora a temperatura ambiente, se enjuagaron en el mismo amortiguador, se deshidrataron con

alcoholes etílicos graduales y se incluyeron en resina epóxica (Glycyde ether 100, Merck, Darmstadt,

Germany}.

V.i.2 Fijación hipertónica y tratamiento con ARNasa

Las muestras se fijaron en condiciones hipotónicas de acuerdo al método desarrollado por Puvion-

Dutilleul y Puvion (1980) modificado porVázquez-Nin y col (1989). Las muestras de túbulos

seminíferos de testículos de rata se fijaron en paraformaldehido al 1% con photo-flo 200 (Kodak,

Rochester, NY, USA) disuelto en una solución de sacarosa al 0.1M a pH 9 ajustado con una solución

de borato de sodio al 0.1M. La fijación se llevó a cabo durante 45 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente el materia! se dividió en dos partes. A la primera parte se le dio una postfijación

en glutaraldehído al 2.5% en amortiguador de fosfatos pH 7.3 0.2 M por una hora a temperatura

ambiente, se enjuagó en el mismo amortiguador y se deshidrató a 4°C para su inclusión en LR

White (Electron Microscopy Science).

Las muestras restantes se trataron con ARNasa al 2% (Sigma, St. L.ouis Missouri; USA) disuelta en

amortiguador deTris-HCI pH 6.5 a diferentes tiempos que fueron desde los 15 minutos a ías cuatro

horas de incubación todas ellas a 37°C. Posteriormente se enjuagaron con amortiguador de fosfatos,

se deshidrataron en alcoholes graduales y se incluyeron en LR White (Electron Microscopy Science).

Se utilizaron muestras de túbulo seminífero de rata como testigos negativos sin el tratamiento de

ARNasa al 2%, incubándolas con agua destilada de acuerdo a los tiempos y la temperatura

establecidos anteriormente. Subsecuentemente este material se deshidrató en alcoholes graduales

y se incluyó en LR White (Efectron Microscopy Science).

V.1.3 Procesamiento para Inmunolocalizaclón
Las muestras de túbulos seminíferos de cobayo se fijaron en paraformaldehído al 2% en amortiguador



de fosfatos 0.15 M pH 7.3 a 4°C por una hora. Las muestras se enjuagaron en ei amortiguador

de fosfatos y se deshidrataron en metanoi gradual (50%, 60%, 70%, 80%, 90%) y se incluyeron

en Lowicryí K4M (Poiysciences Inc). La polimerización se llevó a cabo utilizando luz ultravioleta a

-20°C.

V.1.4 Procesamiento para hibridación ¡n sltu
Muestras de túbulo seminífero de cobayo y de rata se fijaron en paraformaldehído al 2% en PBS,

así como con paraformaldehído ai 4% + glutaraldehído al 0.2% en PBS a 4°C por una hora.

Posteriormente el material se enjuagó en el mismo amortiguador, se deshidrató en metanoi gradual

{50%, 60%, 70%, 80%, 90%) y se incluyó en Lowicry! K4M (Polyscience Inc). La polimerización

se llevó a cabo utilizando luz ultravioleta a -20°C.

V. 1.5 Corte
De todo el material obtenido de acuerdo a los diferentes procedimientos citados anteriormente,

se procedió a realizar los cortes semifinos, obteniéndose de un micrómetro de espesor, los que

se tiñieron con azul de toiuidina-bórax. Se estudiaron en el microscopio de luz las asociaciones

celulares presentes en los túbulos seminíferos y se compararon con las descripciones clásicas

del ciclo espermatcgénico del cobayo {Clermont, 1960) y de la rata (Leblond y Clermont, 1952).

Una vez obtenida la etapa del ciclo espermatogénico de interés se hicieron cortes uitrafinos de

aproximadamente 60 nm de grosor en un ultramicrotomo Reichert Ultracut R y se montaron en

rejillas de cobre, oro o níquel cubiertas con formvar. Los cortes seriados se recogieron en anillos

de Sjóstrand, de acuerdo al método descrito por Wettstein y Graver (1973). Otros cortes fueron

levantados en rejillas de oro sin membrana.

V.1.6 Métodos de contraste
Se emplearon diferentes métodos de contraste para el material de tos túbulos seminíferos de

cobayo y rata. Para determinar ía ultraestmctura de manera general se aplicó el método de contraste

general de acetato de uranilo y citrato de plomo. Para teñir el ADN se recurrió al método de tinción

preferencia! para ADN del PTA o ácido fosfotungstico (Vázquez-Nin eí al., 1973; Esquivel eí al.,

1987). Para contrastar las RNP se utilizaron el método de tinción preferencial de Bernhard (1969)

para RNR así como el método de terbio (Biggíogera y Fakan, 1998).

Los cortes uitrafinos que se recogieron en rejillas de oro sin membrana se usaron para el método

de tinción específica para ADN de amina de osmio (Coglíati y Gautier, 1973) modificado por

Vázquez-Nin y col. (1995).

V.2 Reconstrucción tridimensional
Las series se ttñeron con la tinción de contraste general de acetato de uranilo y citrato de plomo,

con el método de tinción preferencial para RNP (Bernhard, 1969), y con el método de tinción

preferencial para ADN del FTA o ácido fosfotungstico (Vázquez Nin etaí., 1973; Esquivel ef ai.,

1987).



Las muestras se observaron en un microscopio electrónico Cari Zeiss EM10 operando a 80 kV.

Las espermatogenias tipo B y los espermatocitos en las diferentes fases de la profase meiótica

i, fueron fotografiados desde el inicio de la serie hasta el final.

La reconstrucción tridimensional se llevó a cabo en dibujos realizados en papel celofán en los

que se fueron trazando las estructuras de cada una de las células que se siguieron en las series

obtenidas. Al tener toda la secuencia de las fotografías de las estructuras en el papel celofán se

hicieron coincidir los dibujos para determinar el arreglo y disposición de los elementos copiados.

V.3 Inmunoíocalízación

La inmunolocalización se llevó a cabo en condiciones de "post-inclusión"de acuerdo al protocolo

descrito por Biggiogera y col (1989) Vázquez-Nin y col (1995) con los siguientes anticuerpos:

1.- Anti-ARN poiimerasa 11, es un anticuerpo policlonal de conejo (Kimm y Dahmus, 1986)

2.- Anti-ADN, es un anticuerpo monociona! de Progen (Heidelberg, Germany)

3.- Anti-RNPhn (C8V) Jones et al., 1980.

4.- Anti-SM anticuerpo monoclonal que reconoce un epitope común a los snURNPs (Ul , U2, Ü5

y U6) que participan en el splicing (Y12, Lerner et al., 1981; Gerke y Steitz 1986)

5.- fiinti-WmetiÍ-guanos¡n-cap (R1131) Oncogene, New York, USA.

(ver diagrama de flujo 1).

V.4 Hibridación

Para llevar a cabo la hibridación in situ se utilizó como sonda el ADN genómico de células de

hígado y bazo de cobayo y de rata de acuerdo al protocolo de López Velázquez y col (1998).

Mediante el uso de ADN genómico como sonda marcado con biotina o digoxigenina se pueden

localizar losARN en hibridaciones in situ a nivel ultraestructural.

A continuación se describe ía extracción del ADN genómico, la marcación del ADN genómico y la

hibridación in situ ultraestructural.

V.4.1 Extracción del ADN genómico

La extracción del ADN genómico se realizó de acuerdo al protocolo de López Velázquez y col

(1998). Se obtuvieron el hfgado y el bazo de cobayo y de rata, los cuales inmediatamente fueron

cortados por congelación en un criostato American Óptica! a -17°C para obtener cortes de 20

micrómetros de grosor. Se utilizaron aproximadamente 30 cortes por cada extracción. La extracción

ctei ADN genómico se llevo a cabo incubando los cortes durante toda la noche en amortiguador

SDS-proteinasa K a 42 °C en agitación constante. Posteriormente se empleó fenol-cloroformo. El

ADN se precipitó con NaCI IN y etanol 100% a -20°C. El ADN fue resuspendido en amortiguador

TE. La concentración obtenida del ADN fue de 5 mg/ml.

La integridad de! ADN fue analizada con geles de agarosa al 1% (Figura 1).



Figura 1

Muestra gel de agarosa al
1% Carril (a) msrcadortSe
peso molecular, (b) ADN
genómico tte hígado de
cobayo

La concentración del ADN genómico fue medida porabsorbancia a una longitud de onda de 260

nm Se consideró como pureza óptima cuando ia relación OD26O/OD 2 g 0 dio como resultado 1.8.

V.4.2 Mareaje del AON genómico de cobayo y de rata

El ADN genómico de hígado y bazo de cobayo y de rata se marcó con biotina y digoxigenina. E!

marcado inicialmente se realizó con biotina para las hibridaciones in sttu, sin embargo posteriormente

se recurrió al marcado con digoxigenina, debido a que se obtuvieron mejores resultados en las

hibridaciones in situ y un menor ruido de fondo.

Para marcar con biotina se empleó el método de nick translation utilizando el sistema de mareaje

de BioNick (Gibco BRL) para incorporar nucleótidos bíotinilados (Langer eí ai, Í981). En la

reacción se adicionaron dNTP's 0.2mM, G.lmM de bio 14-dATP, 0.5 unidades/ml de ADN

poümerasa I de Escherichia cotí y 0.0075 unidades/ml de ADNasa I de páncreas bovino.

Se marcó aproximadamente ímg de sonda por cada reacción, dejando incubar a 16°C durante

2 1/2 horas. El tamaño cíe la sonda se controló con el tiempo de digestión en la reacción de

marcado por el nick translatíon, además de verificar eí tamaño de la sonda mediante electroforesis

en gel de agarosa al 1%. El tamaño de la sonda de ADN genómico después de este tiempo de

incubación fue de 100 a 500 pb.

El ADN genómico marcado con digoxigenina se realizó por el método de nick translation manejando

ei sistema de mareaje de DIG-Nick Translation Mix {Boehringer Mannheim, Germany). En la reacción

se adicionaron ADN polimerasa I, ADNasa I; 0.25 mM dATR 0.25 mM dCTR 0.25 mM dGTP 0.17

mM dTTP y 0.08 mM de D1G-11-dUTP

Se marcó aproximadamente Img de sonda por cada reacción, dejando incubar a 16°C durante

2 1/2 horas. El tamaño de ¡a sonda se controló con eí tiempo de digestión en la reacción de

marcado por el nick translation, además de verificar el tamaño de la sonda mediante electroforesis

en get de agarosa al 1%. El tamaño de la sonda de ADN genómico después de este tiempo de

incubación estuvo entre los 100 y 500 pb.



V.4.3 Hibridación in situ ultraestructura! con ADN genómico de cobayo y rata

Es muy importante señalar que la hibridación in situ con el AON marcado con biotina o digoxigenina

se efectuó sin desnaturalizar el ADN de la muestra (cortes en las rejillas de oro) con el propósito

de localizar ai ARN de las células en los elementos fibrilares o granulares.

Cuando se empleó el ADN biotinilado se utilizó el siguiente protocoio: a 2 mi de ADN genómico

marcado con biotina por el método de nick translation se le agregaron 2 mi de ARNt de £ coSi

(Img/ml) y 10 mi de íormamida al 100% (mezcla de reacción 1). La sonda se desnaturalizó

durante 4 minutos a 90° C e inmediatamente se colocó en hielo para evitar la re-naturalización

de los fragmentos de ADN. A la mezcla de reacción 1 se le agregó la mezcla de reacción 2 que

contenía: 4 m! de albúmina de suero bovino (BSA) al 5%, 4 mi de sulfato de dextrán al 50% y 2

mi de 20XSSC. La reacción de hibridación se realizó en cortes ultrafinos montados en rejillas de

oro cubiertas con formvar que se flotaron sobre la mezcla de hibridación (mezcla 1 + mezcla 2),

La reacción de hibridación se incubó a 42°C toda la noche en una cámara húmeda y se reveló

con una solución de estreptavidina acoplada a partículas de oro coloidal de 15 nm de diámetro

(ver diagrama de flujo 2).

Cuando se hizo uso del ADN con digoxigenina se utilizaron 2 mi de ADN genómico marcado por

el método de nick translation y se les agregó 2 mt de ARNt de £ coli (lmg/rnl) y 10 mi de

formamida al 100% (mezcia de reacción 1). La sonda se desnaturalizó durante 4 minutos a 90°C

e inmediatamente se colocó en hielo para evitar la re-naturalización de tos fragmentos de ADN.

A la mezcla de reacción 1 se le adicionó la mezcla de reacción 2 que contenía: 4 mi de albúmina

de suero bovino (BSA} al 5%, 4 mí de sulfato de dextrán al 50% y 2 mi de 20XSSC. La reacción

de hibridación se realizó en cortes ultrafinos montados en rejillas de oro cubiertas con formvar

que se flotaron sobre la mezcla de hibridación (mezcla 1 + mezcia 2). La reacción de hibridación

se incubó a 42°C toda la noche en una cámara húmeda. El revelado de la marca se efectuó

empleando una cadena de anticuerpos secundarios. El primer anticuerpo secundario utilizado fue

un anticuerpo contra digoxigenina desarrollado en conejo. Posteriormente se usó un anticuerpo

IgG desarrollado en cabra contra conejo. Esta IgG fue reconocida por medio de una proteína A

acoplada a partículas de oro coloidal de 10 nm de diámetro. Para amplificar et marcado se

aplicaron dos anticuerpos más, un GAR IgG acoplado a partículas de oro coloidal de 10 nm de

diámetro y un RAG IgG acoplado a partículas de oro coloidal de 10 nm de diámetro (ver diagrama

de flujo 3).

Para confirmar la naturaleza de la señal de ARN, aígunos cortes se trataron con ribonucleasa

2mg/ml (tipo IA, Sigma) en 1 mM de amortiguador trietanoiamina-ácido acético, pH 7.3 por 8

horas a 37 °C.

Una vez realizada la hibridación in situ las preparaciones se contrastaron con acetato de uranilo

al 2.5% por 5 minutos y citrato de plomo al 0.4% por 1 minuto. Finalmente se observaron en un

microscopio electrónico Cari Zeiss EM10.



Autorradiografía óptica.
Pequeños fragmentos de testículo de rata se incubaron a 37°C en medio mínimo esencia! de

Eagles suplementado con lOOmCi/ml de 5,6 uridina tritiada {Amersham, Piscataway, NJ,USA; 48

Ci/mmol) por 30 ó 120 min. Se dieron pulsos cortos para determinar ei rango de transcripción,

y ios pulsos largos se emplearon para estimar ei rango de marcado del núcleo y dei citoplasma.

Todas las muestras se fijaron en gíutaraldehído al 2% en amortiguador de fosfatos por 1 hora a

4°C, posteriormente se enjuagaron con el mismo amortiguador, se deshidrataron en acetona y

se incíuyeron en resina epóxica.

Se realizaron cortes semiflnos de un micrómetro de grosor los cuales se cubrieron con emulsión

iiford K2 . Las preparaciones se expusieron por 20 días a 4°C. El revelado se realizó con revelador

D19 (Kodak) a 20°C por 3 minutos. Las preparaciones se enjuagaron en agua y se fijaron con

fijador Kodak por 10 minutos; se tiñieron con azul de toluidina-bórax por 1 minuto a 60°C y se

observaron en un microscopio Zeiss equipado con una cámara de TV. Las imágenes se analizaron

con el programa Imagenia 5000, el cual nos permitió contar ía cantidad de marca en el núcteo

y el citoplasma considerando el área de cada uno de estos compartimentos. El cociente obtenido

de la cantidad de marca por unidad de área nos dio ia densidad numérica en cada uno de los

compartimentos considerados.



f Diagrama de flujo 1 J

En cámara húmeda flotar ia rejilla en NGS diluido en PBS (1:100) por 3 minutos

4
Incubaren ei anticuerpo primario diluido en PBS-Tween-BSA {PBS-Atbumina

de suero bovino (BSA) lmg/ml.Tween 20 ai 0.05%) por 18 horas a 4°C

4
Enjuague con PBS-BSA-Tween por goteo

4
Lavados con PBS por goteo

4
Rotar en PBS por 15 minutos

4
Incubar en NGS diluido en PBS (1:100) por 3 minutos

4
Incubar 30-60 minutos en el anticuerpo secundario acoplado con oro de 10

nm diluido en PBS (1:10 a 1:20) a temperatura ambiente

4
Lavar en PBS por goteo

Flotar en PBS por 15 minutos

Enjuagar en agua desionizada por 15 minutos

Contraste con acetato de uranilo-citrato de piorno



f Diagrama de flujo 2 J

Hibridación

I
Flotar ia rejilla en la mezcla de hibridación a 42°C aprox. 18 horas en cámara

húmeda

Enjuagues

I
Lavados con PBS

Detección de híbridos

Estreptoavidina-oro de 15 nm (Amersham)/ 4XSSC (1/20) toda la noche a 4°C

Enjuagues

l
4X3SC 4X5 minutos

PBS 4 X 5 minutos

1
Agua desionizada 4X5 minutos

Contraste con acetato de uranilo-citrato de piorno



I Diagrama de flujo 3 j

Hibridación

Flotar la rejilla en la mezcla de hibridación a 42°C aprox> 18 horas en cámara húmeda

20XSSC de 5 minutos

4XSSC 3 X 5 minutos

2XSSC 3 X 5 minutos

TBS por 5 minutos

Bloqueo

i
TBS+Blocking Reagent por una hora a temperatura ambiente

Detección de híbridos

TBS+Blockíng Reagent+ANTl DIG (1/100) toda la noche a 4°C

TBS 3 X 5 minutos cada uno

GAR IgG (DAKO) en TBS (1/30) 1 hora a temperatura ambiente

Lavado en PBS+Tween 4 X 5 minutos

i
Protema A-oro de 10 nm (Jackson) en PBS (1/100) 30 minutos a temperatura ambiente

TBS 3 X 5 minutos

Lavados abundantes con PBS

TBS por 5 minutos

GAR IgG (HH)-ora de 10 nm (Jackson) en PBS (1/10) 30 minutos a temperatura ambiente

4
Layados abundantes en PBS

TBS por 5 minutos

RAG IgG oro de 10 nm (whoie molécula Sigma) en PBS 30 minutos a temperatura ambiente

Lavados abundantes en PBS

Lavados abundantes con agua desionizada

Contrastar con acetato de uraniío-citrato de plomo



VI. RESULTADOS

Vl.l Infraestructura de las etapas de la profase melótica!.

Espermatogenias tipo B
Los cortes seriados de espermatogonias tipo B contrastados con acetato de uranilo y citrato
de piorno, muestran todos los componentes estructurales de los núcleos en interfase
(Figura 2).

Figura ^

piüaiogonjs 8 que musilr^ sucesiungs sfe cromatina semiccmparta y |&XH (flacha) que recorrerc largas axtensiones d^l volumen nuclear. Sa observan
cúmulos de cromatina compacta (c) adosados a la envoltura nuciser, así como s\ nucléolo, En el citoptssma de ta espesmategonía tipo B existon escasos
rieesoniss y poco retículo endopiásmico. La espsrmaíogunia es!á dsseansando sobre la ¡amina basa! (mb) So acwlerte una célula rniode (m) del túbulo
seminífero ds! Lesü'üulo de cebajü. Contraste genaral de- acetato de uranilo-cürato cfs piorno Baira 500 nm.



Nuestras observaciones demuestran que existen dos arreglos muy particulares de la cromatina.
Uno de ellos está formado por sucesiones de grumos de cromatina compacta adosada a la
envoltura nuclear, mientras hacia el interior del núcleo, los cúmulos de cromatina son
semicompactos teniendo siempre continuidad con cromatina iaxa, por lo que es notoria la
alternancia de cromatina semicompacta y cromatina laxa. Esta alternancia en la disposición
de la cromatina se proyecta hacia el interior del núcleo recorriendo largas distancias, ocupando
hasta la mitad del diámetro nuclear (Figura 3).

•í* , V i

Figura 3

líspfi (mato goma tipo 3 Se observan las alternancias de cromaLina compacta y laxa (¡lecha) que paiten d« cúmulos de cromatina compacta ¿idosads a la
SRmUura nuclear (c), no S9 nota la presencia ríe granulos pgnotüinaüniaiina Se nota en el citoplasnia tío 13 espermatogonla Lirw B escaso retículo endoplásmico
y pocos ribosamas La esperniatog.onia está dssG3nsai¡do sobrR ia lamina basal (mb) Se advierte una célula mioíie (m) dsl íúaulo ssminifero del testículo de
cobayo Contraste general de acetato ds uranilo estrato fie plomo Barra 500 nm

Otro de los arreglos evidenciados en las espermatogenias tipo B, que constituye una característica
particular, es la presencia de estructuras de cromatina laxa alineadas en paralelo. El eje
principal y las ramas laterales de los ordenamientos en paralelo de cromatina laxa están
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compuestos por estructuras tipo lampbrush o plumuladas, de las cuaíes parten asas de
diferentes tamaños. Estas asas dependiendo de su longitud es posible observarlas en un
corte, ya que su longitud no rebasa ios 60 nm que es el grosor deí corte. Sin embargo algunas
de estas asas son de mayor longitud, por lo que se mostraron como filamentos o ramificaciones
largas que parten del eje principal de la estructura plumulada, Los cortes senados evidenciaron
que los ordenamientos pueden ocupar dominios def espacio nuclear o pueden estar presentes
en un sólo corte (Figura 4).

Figura 4.

Espermatogenia tipo B tpe mueslra esífticlíitas píumulaclas íflociia) organi?afi3S en paral&lo de las que parlen Ü&ÜS de ciifarontes tamaños Estos orüsnamiemos
pusclsn ecupesr un tercio u más cíe! wjluinan nuclear ü ostar presentes fin un solo corte. Note que no ss observan granulos pftricmmñtinlanos er el nucleoplusina
Contraste general acetato rie líranilo-citrato de plomo Barra 2EO nm.

Otra característica de las espermatogenias tipo B es la presencia de más de una ramificación
de cromatina laxa saliendo cíe ios grumos de cromatina compacta adosada a la envoltura
nuclear, dichas ramificaciones se dirigen hacia el centro deí núcleo. En algunas regiones la
cromatina semicompacta que se alterna con la cromatina laxa se puede encontrar agrupada



de manera paralela (Figuras 3 y 4).
Con la técnica de tinción específica de amina-osmio para ADM y la inmunolocatización para
AON, se pudo demostrar que estos arreglos característicos de las espermatogonias de tipo
B se encuentran constituidos porADN con diferentes grados de compactación, así como que
los plumulados están formados por filamentos de cromatina (Figura 5).

Figura 5.

Espermatogenia tipo B contrastada con el método de tinción de amina de osmio específico pata ADN Las estructuras pluinuiadas {¡techa) están conformadas
porADN Algunas de alias se observan alineadas en parálalo o de manera aislada an el mwfeo Barra 250 nm

Las estructuras plumuladas están asociadas con fibrillas y granulos de RNP que se tifien con
el método preferencial de acetato de uraniio-EDTA-citrato de plomo. Las estructuras tipo
lampbrush o plumuladas se presentan como estructuras EDTA positivas que tienen ramificaciones
muy finas que parecen tocarse cuando dos de ellas se encuentran alineadas en paralelo
(Figura 6).



Figura 6

Espormaiogonia Upo B contrastado con e! método prefcroncia! pata 9.W. Sa muestra la distribución do! ARN en ¡as estructuras pltsrnuladas {ftñchaj. Exisien
granules y fibras de RNP asociadas a tos estructuras ptumuladas Mo se aprecia k< pr&scncia de granulos ps ríe ro ma tt n i anos ¡ cabera ds fl&cha) Barra 25 nm.

Otro dato muy interesante, es la escasa presencia de granulos pericromatinianos en el interior
del núcleo en esta etapa (Figuras 2 y 3).

Preleptoteno
Durante la interfase meiótíca o prefeptoteno, los racimos de cromatina compacta en contacto
con la envoltura nuclear son progresivamente más pequeños y el nucléolo migra a la periferia
del núcleo. La descompactación de la cromatina da lugar a estructuras plumuladas largas de
cromatina laxa asociada con fibrillas de RNP y granulos (Figura 7).



t

Figura i

Célula prerne¡ótica o sn preteptoteno con ssraay cromatins compacta adosada a ¡o snvoltura nuclear y laicas estructuras plumiíladgs alineadas on paralelo
(flecha). (-1 nucléolo se encuentra desplazado hacia la pertfeiia. Garra 500 nm Instjrto Sfi muestran dos elementos plumulados alhwDdos en páratelo unidas
por filñmñniostrans'»iersal8s{c£íl;eíií de ¡leería) formando una sscalsrrtlíi de doblo ctierda (flecha). Conírsstí! general de acetato de uranilo <;iitato de plomo
Barra 200 nm

Los cortes seriados demuestran que las células en preleptoteno contienen estructuras
plumuladas cuyos ejes están formados generalmente por dos filamentos finos que contienen
ADN situados a una distancia entre 10 a 20 nm. Frecuentemente ios pares de las estructuras
plumuladas se encuentran alineadas en paralelo y relacionadas por filamentos constituidos
por ADN. Tanto los ejes como ios filamentos transversales que tos unen se asocian con fibrillas
que contienen RNR El conjunto de estos elementos forma una estructura semejante a una
escalerilla de doble cuerda (Figura 7). La distancia entre el eje de los plumulados puede variar,
pues en algunos casos se observan muy cercanas, entre 40 y 100 nm y en otros casos la
distancia es mayor y va de 150 a 300 nm. La descondensación del material nuclear durante
ía interfase meiótica permite una clara visualización de fibras alineadas en paralelo de
cromatina extendida e interrelacionadas por finos filamentos y estructuras semejantes a



cuentas de rosario que corresponden a fibrillas de RNR
Las estructuras plumuladas se observan en el material que ha sido fijado con detergente en
condiciones hipotónicas a pH de 9 y tratado con ARNasa al 2% con una disminución en las
ramificaciones que parten deí eje principal. Cuando estas estructuras plumuladas se encuentran
alineadas en paralelo es evidente el vacío que existe entre los dos ejes de la escafemiía de
doble cuerda. Estos resultados nos indican que la mayor parte de dichos filamentos transversales
están conformados por ARN, !o que nos sugiere que probablemente estas estructuras constituyan
unidades transcripcionales {Figuras 8 y 9).

hígura 8

Célula pretnsiólica o sn prolaptotcino, fijarla en nonciícíDnes hlpotóricas en presencia de pequeñas coi •contrac I enes de detérgeme La muestra se trató cui
ARNasa at 2% Se obsorra que en la región en donde los plumulaclos se aünesn sn páratelo (cabeza efe flecha), las reglones centrales tía alineamiento tío
dos paros cls sstriiiituras plumiüadas están menos conffasíadas ya que ta hidrólisis del AfiN aüprimió muchas ds los filamentos RNP que abundan sn ía reglón
de reconocim«nto ContiTiSts general de ücelatu cls urantla-citraío do piorno ñarra 800 nm
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Céktla premeióüca o en preleptníana, lijada an condiciones hipertónicas en prftssncla de pequeiios coiicontradcnss fie detergente íu nuestra se trató con
ARNasa a! 2% Los piumuifldos se ancuaníran contras la CILB por e! método de tinción de amina de osmio específico para ADM Se muestra la región central
entre pares de estructuras plurnuíedos alineadas en paralelo sn donde existen pocas fibrillas de crornaíifta (flecha). Barra 1000 nrn

Al final del estado del preleptotsno la cromatina está completamente descompactada ocupando
el espacio nuclear casi en su totalidad,

Leptoteno
En fos cortes seriados de espermatocitos en leptoteno, contrastados con acetato de uranilo
y citrato de plomo, se vio que existe una disminución muy notoria de los grumos de cromatina,
observándose por lo tanto, cromatina laxa en todo eí núcleo y unos cuantos grumos de
cromatina semicompacta. Continúa la presencia de las estructuras plumuladas, así como, la
organización de éstas en una disposición en paralelo o aisladas. Cada eje de las estructuras
piumuladas está compuesto por dos filamentos axiales de cromatina que se encuentran



rodeados por asas radiales de manera muy cercana y en paralelo, semejando estructuras
pequeñas microplumuiadas (Figura 10).

Figura 10

Esperrratcciío ©n lepioieno qua miesíra dos finos ejes paralelos (flecha atravesada) CÍ-JO se encueraran radañtíos
por numerosos filamentos laterales largos, ios que p toba bis mente corresponden a asas. Une de ios ejes carie
de la envoltura nuclear, es posible observar algunas asas cortas (cabera de flecha) Entre ¡os dos fijes hay
filamentos transvsrsaies que atraviesan de un lado a oEra {(lecha) Contrasta gensrai de acetato ció uranüíveltrato
Eío plorrei íiarra ;i00 nm

Estos filamentos axiales que constituyen la estructura plumuiada, están organizados en
paralelo y se encuentran unidos por finas fibras que atraviezan de manera franca de un lado
a otro (Figura 10). La asociación de estos filamentos axiales en paralelo constituyen una
estructura plumuiada común (Figura 11).

Figura 11

Espeffiíaiocito en teptoteno que mueaíra un filamento
axial constituido por dos sslructuras rnicroplumülacías
(flacha) Ss advraiten nunisrosos filsmenlos ¡aieraies
que se ©tiencícii per el nucteoplasnva (cabeza áa flecha)
NotselasaderromatínaeRformadeítiíGíL) Contraste
general de acstata de uranilo estrato rfe pícrao. Barra
400 nm



Nuestras observaciones muestran que la distancia entre estos filamentos axiales que forman
la estructura piumulada es variable (20-80 nm). En este estadio los filamentos de cromatina
que forman puentes entre las estructuras plumuladas paralelas son mucho más frecuentes
que en ios anteriores.
Cuando comienza a formarse el elemento axial se presenta el depósito de material que provoca
la densificación de manera regional en ¡os filamentos axiales de la estructura piumulada
(Figura 12 y 13a).

Figura 12

FspsrrfiEtcciio en isptoteno .Se observan
dos elementos axiales su formación que
Inician su desarrollo en la cercanía de
¡a envoltura nuclear (flecha). La
constitución del elemento axial se
manifissta por el deposito ds material
que provoca la densificación de los ejes
wofflosómicos lepíoténiws Estos «jes
están conformados por ríos finos
[fiaméritos que se encuentran muy
cercanos y que se tiñen iníensemetite
(flecha atravesada) Uno de- los
elementos axiüies en formación muestra
cantíüiidacl con estructuras plurnuladas
(sab&ia do fiechs) ¡Xígunas de ¡as ¿isas
laterales de los ejes íierter¡ en grosor (Jal
corte (L) esto !o aabemo?- por !ss
reconstrucciones tridimensionales Se
obseiva el nucisoic (n) y el cuerpa 'fí
cercanos a la eiK/oltura nuclear Contraste
genera} da acetato de uranllo-citrato de
plomo üsrra 500 nm

Figura 13a

kspermaíocto primario on ¡eptoteno.
Elementos axiales paniando de ia
enwifctra nuclear arreglados SIL paralelo
(Seclis) que muestran continuidad con
estructuras plumulacias. Contraste
general da acetato de uranüo-citrato de
plomo Barra 250 nm



r— — — _ ^
í

Ambos filamentos axiales cosntituyen et eje cromosomico leptoíénico. Los ejes cromosómicos
leptoténicos muestran una dará continuidad con las estructuras plumuladas cuando ambos
están contenidos en e! grosor del corte. Los ejes cromosómicos leptoténicos son estructuras
cilindricas de 35 a 55 nm de diámetro las cuales contienen dos filamentos finos (Figura 13a).
Los elementos axiales que se encuentran en paralelo en la proximidad de la envoltura nuclear
se acercan uno a! otro a distancias que varían (180-350 nm) y conforme se alejan hacia el
interior del núcleo la distancia entre estos se incrementa (400-800 nm). Los filamentos radiales
de estos elementos corresponden a asas largas que generalmente no es posible delinear en
un corte, aunque algunas ocasiones están contenidas en el grosor del corte mostrándose
como asas cortas (40-200 nm). La frecuencia con la que se presentan estas asas cortas se
incrementa cuando los ejes cromosómicos leptoténicos comienzan a constituirse en elementos
axiales. Estas asas están desnamente distribuidas y en forma casi periódica a lo largo dei
filamento (Figura 12).
Los elementos axiales en formación muestran una reacción fuertemente positiva con las
técnicas citoqufmicas para ARN (Figura 13b).

figura Kifc

Espsrmaíociío e:i leptoteno contrastad con el método de tinción preferencia! dp Hpmharrl {1969} para RNR Se observan elementos axiaies coitos cercanos
a la (JiwoiUira nuclear r¡u& tsíán intensamente teiüdüs (flecha) Das de eilos se encuentran aiifiüados an pñíslslo Se muestran numerosas íibíss y granulos
fie RNP distiihüidos par lado a\ nucleoplüsma Se evidencia fin el citoplasma el tentriolo (c) Barra 650 nm

Cuando e! elemento axial se está formando las regiones de densificación son generalmente
cortas, discontinuas y la mayoría de ellas aparecen como pares en contacto con la envoltura
nuclear, provocando que en ocasiones se observe una depresión en la envoltura nuclear. Los
cortes seriados mostraron la presencia de centríolos durante el desarrollo de los elementos
axiales alineados en paralelo adosados a la envoltura nuclear (Figura 14).



Figura 14.

Espeímatoeito en !a transición Itíptoteno-nigotóno, !res coitss
ad>3csi!tes de una suiie que evíctfinda ¡a formación de los
elementos axiales (flecha) en contacto con la awoíura nuclear.
Los Cementos axiales en los difarentss aoríes tnuastran
continuidad con estructuras ptumuíadas fe puede observar
el ceninuio (c) cercano a! núcleo fonrando una concavidad.
Estas características apuntan a que !a célula esté en la etapa
ele! houqitfit Contrasie general de acetato &; iirsnilo-citrato
de piorno Barra 400 run
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La presencia de pares de elementos axiales no excluye que se observaran elementos axiales
aislados.
En la etapa de ieptoteno avanzado las regiones de cromatina comienzan a compactarse
alrededor del eje o elemento axial y las asas radiales del eje se acortan. La reconstrucción
tridimensional demuestra que el elemento axial guarda la disposición de las estructuras
plumutadas alineadas las que recorren fracciones de micrómetros dentro del volumen nuclear.
Frecuentemente observamos que tos pares de elementos axiales se acercan uno del otro en
la proximidad de la envoltura nuclear (Figuras 12 y 13). Estas características que hemos
mencionado coinciden más con las descripciones morfológicas del cigoteno realizadas por
los autores clásicos (Panlagua et al., 1993; Solari, 1999).
Es importante señalar que en el citoplasma de las células en ieptoteno no se presentaron
abundantes ribosomas o retículo endoplásmíco rugoso como indicadores de síntesis proteica.

Cigoteno
En las reconstrucciones tridimensionales durante la transición leptoteno-cigoteno se observan
varios ejes incompletos en forma de bouquet. Así como la presencia de varios nucléolos hacia
la periferia. En este estadio fue común observar a los nucléolos como estructuras conspicuas
con centros fibrilares y su región fibriiar densa bien desarrollada. Al seguir las series se observó
que la mayoría de los elementos axiales se localizan principalmente concentrados en un tercio
del volumen nuclear que coincide con la presencia de los centriolos (Figura 14).
La elongación de los elementos axiales alineados está frecuentemente acompañada por el
inicio del apareamiento final, que es la formación del CS. La aparición de una región central
con la exclusión de cromatina es una característica inicial de la sinapsis (Figura 15).

T-tgura lü

EspermBiOCí =n
cigoteno -Se observa la
formación de un CS E!
elemento axial (flecha)
tiene filamentos de
eronratíria hacia la parte
externa le) La zona
central se muestra vacía
lo que indica la
formación ríe una zona
ds exclusión (cabeza de
flecíia) Se aprecia !a
continuidad entro al
elemento axial y una
estructura piumuiada
(EiecliS atravesada).
Contraste acetato de
urariÜo-cítraSo de plomo
Barra 750 nm



Con los métodos de tinción para ADN se observó que se llevan a cabo cambios importantes
en la distribución de ia cromatina cuando se da la formación del CS. E! espacio central está
desprovisto de las fibrillas que contienen ADN, excepto por algunas pocas fibrillas transversas
de cromatina y cortas asas que salen del elemento lateral. En ios espematocitos en cigoteno
las estructuras plumuladas, mantienen las mismas características observadas en las etapas
previas.
Durante el inicio del cigoteno se evidenció la aparición de extensiones cortas de CS con tres
modalidades principalmente: en contacto con la envoltura nuclear; cercanos a la envoltura
nuclear o en fa reglón interna del núcleo {Figura 16).

Figura 18

La formación de CS se pueiJa dar partiendo da ia envoltura nuclear ({fecha gruesa) cercano a la envoltura nuclear {fecha) y en Is región intertisisl (cabe/a de
flecha} Durante la formación de las CS se observa en la región central uno ¿ana de exclusión {ilecfia dalgará) Se obsaiva en la periferia del núcíao c! cuerpo
XY y eí niicfeoto Aun no son evidentes los granulos pencromatiniaiios en el nucfeoplasma Cuniraste general de acetato de uranilo-sitratu do plomo Barra 500
nm

Los elementos axiales generalmente se encontraron ya alineados antes de la sinapsis. En los
espacios entre ambos elementos axiales se observaron numerosos puentes de finos hilos
compactos de cromatina asociados con fibrillas de RNP y granulos. La distancia final entre
los elementos axiales durante el apareamiento es ocasionalmente menor que la distancia de



100 nmi entre los elementos laterales del CS. El elemento central y los filamentos transversos
del CS aparecen de manera progresiva entre los elementos laterales, creando la zona de
exclusión en la que no hay filamentos de cromatina ni estructuras RNR Simultáneamente a
este proceso, se da la compactación y reorganización espacial de la cromatina 4 manifestada
por la disposición de las asas cortas y su incorporación en el interior de los elementos laterales
de! CS, así como de ia aparición de una capa de cromatina compacta que rodea al CS en
desarrollo. Comienzan a mostrarse en esta etapa pequeños cúmulos de cromatina compacta
asociados a ia envoltura nuclear (Figura 17).

Figura 1 /

EspírmatccJto en cigüleiiü S<a\e do tres «lites adyacentes en la que
se observa un CS qce m muestra continuidad en oíros 'corie& B sitio
en el que ss ufiscana &¡ CS, haj fibras da cromatina SP proceso da
compactación en diferentes direcciones ¡fincha), así como estructuras
plumuladas (cabe¿a de fecha). So advierten ademas cúmulos de
cromatina compacta adosada a ia ervolturs nucleí». Contraste general
de acetato de uranilo-citrato úe plomo I3^rra 400 nm.



No distinguimos con frecuencia imágenes ciaras de elementos axiales constituyendo estructuras
semejantes a "Y griegas" que nos indicaran elementos axiales convergiendo para formar una
sinapsis. Cuando los elementos axiales constituyen el CS se encuentran ya paralelos y cercanos.
Durante el cigoterto se reconoció que los elementos axiales recorren distancias que varían
entre fracciones de uno a dos micrómetros. La mayoría de los elementos axiales que seguimos
en las series están estructurados de manera incompleta, por lo que la formación del CS a
partir de elementos axiales largos rara vez fue observada. Los cortes seriados además
evidenciaron que las extremidades del CS no siempre son continuas con elementos axiales.
Los extremos de ios CS en desarrollo en algunas ocasiones fueron continuas con las estructuras
plumuladas o las escalerillas de doble cuerda {Figura 15). Frecuentemente advertimos que
al final de la formación del CS se presentaba una maya de fibras de cromatina semicompacta
que se elongaba en diferentes direcciones o cúmulos de cromatina semicompacta que
aparecían varios nanómetros más adelante (Figura 17).

Paquiteno
En ios espermatocitos en paquiteno notamos en el núcleo las características ultraestructurales
descritas por los clásicos, prácticamente es muy raro observar las estructuras plumuladas,
así como las "escalerillas de doble cuerda". Otro contraste entre los espermatocitos en
paquiteno y las células de las etapas previas, es la presencia de granulos pericromatinianos
en la periferia de la cromatina de los elementos laterales (Figura 18).

Figura 18

Fspermatocita un
paquiteno que muestra
un CS cor. su piaca de
seihcsíón ípa), y gran
cantidad <Je granulos
per ic roroaímanos
(fleciia) en )n erooiatina
efe ía periferia de- los
elementos laterales En
si cuerpo XV se
ubservan fragmentos (te
los ¡¡tenientes laterales
(cabeza efe flecha), asi
como g r a n u l o s
puri croma! i ni a nos en la
croma lina ee i a periferia
(flecha) Contraste
general de acetato de
uroniío-eitrato ríe
plomo Barra 300 nm.



Los complejos sinaptonémicos ya formados recorren largas extensiones en el núcleo.
La vista de lado de los elementos laterales de los CS demuestran la existencia de estriaciones
longitudinales de aproximadamente 0.2 micrómetros de ancho (Figura 19).

Flgtira 19

Elemento lateral de un CS de
espermatccito en pctquiíeno So a Alerten
estrlaciones transsereaies que muestran
una periodicidad Contraste general de
acetato de uranüo eitrato de ploma Eterra
?0O nrn

En la cara interna (que da hacia la región central del CS) de los elementos laterales advertimos
con ios métodos de tinción general y específicos para ADN que corren uno o dos filamentos
que tienen un grosor irregular. Estos filamentos frecuentemente los distinguimos corno hilos
de perlas que muestran un alineamiento (Figuras 20 y 21).

Figura 20

Esparmatocito en paquitsno. Ss nota un CS bien formado que muestra sus elementos lalcraies 'ífí la cara interna de los elementos laterales
se aprecian dos filamentos finos ¡cabeza cíe flecha). El CS muestra clara me rttr: su elemento medial ¡flecha) y les filamentos transveisos qua
se encuentran atravesando el espacio central del CS Contrasta general da acétalo de uranilo-citrato de plomo Barra 200 rim



Figura 21

Espsrmatueito sn paquiteno nontrastado con el método da tinción esp-etífico de amina de osmio para ADM, So observa la presencia de un (¡lamento irregular
Intensamente teñido localizado en ia cara quti da hacia el espacio central (flecha) del CS, Note que ol espado de apareamiento esté desprovisto fie cromatina
No es posible definir el imite externo <sst elemento laiaral (Lj porque sus fibras se continúan con ia cromatína cercaría Barra 200 nm

Los métodos de tinción para ADN revelaron la distribución de la cromatina alrededor de! CS,
además de mostrar que el espacio central se encuentra desprovisto de ADN, excepto por
algunas pocas fibrillas tranversas de cromatina y asas que salen del elemento lateral (Figura
22).

Espermatocito en paquüenu
nonírasísdo con el método
específico ds amina efe osmio
pera ADN. La cromatina está
intensamente contrastada, ios
otros coffiponeníys están
débilmente íañidos Dos CS están
rodeados por cromatina que se
encuentra organizada da manera
Irregular Jo) Escasas fibras de
eromstina atraviesan ei espacio
central {flecha} ce' OS Asas de
cromatina cortas salen del
eiemsnto la tero ¡ hacia al espado
ceniral Ícai3e¿a de flúcha) l-Jcfsten
;ambicr! cúmulos cíe cromatina
compacta adosados a la <jrwíu¡ra
nuciear ;flech;i atravesada). Los
comporenlas del citoplasma no
pressíiEan contraste. Barra 500
nm



Los cortes oblicuos de ios CS indicaron la presencia de numerosas asas cortas que no
rebasan el ancho del elemento latera! (Figura 23).

Figura 23.

Espermaiocito un paquií&no contrastado con si método de
Unción específico fis smina de osmio para ADN 3s ofcsarvan
los dos elementos laterales cortados con diferente Inclinación
probablemente debido a la trayectoria do! CS. los illa mantos
que semejan cuentas sobre un hilo están claramente
contrastados (flecha) sn la cara interna de! sienten to ¡atora!.
I os filamentos de cromaíina muesiran continuidad con la
croma tina qus se encuentra en los elementos laterales. E!
elemento lateral inferior está cortado a tedo lo ancho de su
superficie semejando un listón. En él se evidencian asas
cortas que se proyectan hacin el espacio úa apareamiento
(flecha gruesa), así como ia presencia de numerosas fibras
y asas coilas que so sitúan en torio el sspesor del eismento
latera! (flecha) Se advierten ejas de erümatina qu^ sfj
localizan en la cara interna de! elemento lateral y rn¡6 sstán
constituidos por di>s liaras muy cleigarJas de cromaiina
(cabeza de fiedla). Los bordes externos de! elamsnto íatera!
miiestrsn un arregín ífenso de los filamentos de croi Ratina
líarra 2 SO nrn

Algunas de las fibrillas de cromatina que atraviesan el elemento lateral se continúan con
la cromatina que rodea el CS. A lo largo del paquiteno ia cromatina que envuelve a! CS
progresivamente se hace más compacta. Las regiones cromosómicas en contacto con la
envoltura nuclear están formadas por una densa masa de filamentos con una distribución
aparentemente no al azar.
Con los métodos de tinción para RNP se pudo observar en el paquiteno temprano que los
elementos laterales de CS tienen un contraste positivo lo que índica que se encuentran
constituidos por ribonucleoproteínas.
En eí paquiteno avanzado los elementos laterales pierden su positividad al método de
tinción del EDTA para ribonucleoproteínas por io que se mostraron tenuemente teñidos
(Figura 24). Sin embargo en la vecindad del CS se presentaron numerosas fibrillas y granulos
EDTA positivos (Figura 24).

Figuro 24

Espermatocito en paquiteno. CS cortado lateralmente qus muestra e!
elemento lalsroí cciWastado débilmente (ñecha¡ Se obsenmn rsuirigrosas
fibras pericrorriatinianas en las cercanías al elemento iaíerñl (i). Ins
granulos peticramatinianos que son abundantes están iníensamsníe teñidos
¡pj.Notee! granulo peri cromati ni a no que aún conserva i¡n pedúnculo que
indica su proceso do formación (cabeza de fecha). Contraste motada de
tinción preferencia! del FDTA para M?. Barra 250 nm



Las estructuras que contienen RNP corresponden a fibrillas pericromatinianas y granulos
pericromatinianos caracterizados por Moneron y Bernhard (1969). Los granulos pericromatinianos
son claramente más numerosos en el paquiteno que en los estadios previos. El método de
tinción de EDTA contrastó positivamente una hilera de pequeños granulos correspondientes
a los filamentos en forma de hilos de perlas, en la cara medial de ios elementos laterales.

Díploteno
El inicio del díploteno está caracterizado por un incremento en la densidad de la cromatina
complementadas por zonas de cromatina extendida. Simultáneamente las características
estructurales del CS cambian. Los filamentos transversos y el elemento central se pierden, la
apariencia de los elementos laterales en forma de listón desaparece, y sus filamentos axiales
abandonan el borde del espacio de apareamiento migrando hacia dentro de las masas de
cromatina. En las áreas en las que se presentó la cromatina extendida, sólo se observaron
los elementos laterales como dos filamentos paralelos rodeados por pequeñas masas de
cromatina separadas por un espacio desprovisto de ADN y en el que quedan restos del CS
(Figura 25).

Figura 25.

Esperm atóete en diploteno contrastado con el método de tinción especifico de smins de osm:o para .ADN Se observan aiinuios fte
cromatina compacta ¡c) asociados a la envoltura nuclear. Do estos cúmulos de ero malí na sale cromatina compacta alineacM que
riiisstra restos de lo que fuera el elemento central (cúbe¿a c!c flecha) de un CS. En el interior efe te crema tina compacte se advierten
dos finos filamentos alindados en paralelo ¡flecha) Junto al cúmulo de croniüíina adosada a la envoltura nuclear se encuentro el
nucléolo (n) teñido muy levemente, Barra 700 nrn



VI.2 Inmunolocallzaclón
En las espermatogonias tipo B, se encontró que ías estructuras plumuladas dan una reacción
positiva con el anticuerpo monoclonat anti-ARN-polimerasa II localizándose la marca en fibrillas
que contienen ARN asociado con las estructuras piumuladas y también sobre fibrillas dispersas
en el nucieoplasma, lo que demuestra una intensa transcripción de ARN mensajero por parte
de la ARN polimerasa II. Las fibrillas que se encuentran asociadas con los plumuiados están
también marcadas por el anticuerpo anti-hnRNP indicando que ¡as estructuras contienen ARN
heterogéneo, eí cual podría ser ARN-premensajero o ARNm. La inmunotocalización con el
anticuerpo anti-Sm que detecta proteínas asociadas a los snURNAs (U l , U2, U5 y 116) y el
anticuerpo contra el trimetil-guanosin cap, indicaron que los componentes del spíicing son
menos abundantes que los hnRNP y la ARN polimerasa II, en las estructuras plumuladas y
en el nucieoplasma en general (Figura 26).
La inmunoiocalización señala que la ARN polimerasa II está ubicada en los elementos axiales
nacientes, en las estructuras plumuladas y fibras de cromatina extendida. Al comparar la
distribución obtenida para la anti-Sm y del anti-tr/metíV-guanos/n-cap se evidencia que su

Figura 28

a) Espermatogenia tipuB marcada con anti-ADN Se observa marca en tos ejes centrales, así como las asas radiales <fc las estructuras plurnuladas (¡lecha)
Se aprecian numerosa:; fibras ús cromatina laxa dispersas en e¡ nueleopfasma también están marcadas (cabeza de flecha) Contraste general tic acerato ele
uranilo-citratf) íie plomo. Barra ímm.
h) Se notan las fibras de RNP asociadas a una estructura plumuiada (flecha) marcadas con e< antl-ARN pcümerasa i!, as! como múitípiss fibras dispersas en
el nucleoplasma Contraste general do acetato dfi tiramlo-oitrsto de plomo Barra 500 nm
c) Los lamentos radiales rJe las estructuras plumuladas (fiedla), ios granulos peiicromatinianos (cabeza de flecha), así r.nmo ñbniias dispersas en el nueteoplasrna
(fiocíia atravesada) están intensamente marcadas cor el anticuerpo antt-hrsRNR Centraste ij:nera! de acetato de uranilo-citrato tío, plnmo Barra EOÜ nm
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figura 26

fi¡ E! atiíicuofpo anti-SM que loMlL?a proteínas asociadas 3 los SÍIURNAS, Ŝ J una a Iss estructuras plumuíadas (fecha), asi corno a fibrillas que ye encuenüan
en fi\ nuclooplñsma Cs notoria la baja densidad de la riiarea Contrp.sta gütiíra! cíe acetato da uranilocitrato de piorno Barra 500 ¡ím
e) Se observa que si inmunomarcaje can el anifcuerpa aiui-tiimeti! guanosSn cap que localiza t¡ ¡os snURNA os muy escaso Algunos grar¡OG de oro se ípreciar
asociados a una estructura pfumulada ¡flecha) Unaí cuantas Sbríilas en si nucleoplasma también mtif-stran marca Contrastó genera! fié snetata de uranilo-
ciiraio de piorno Barra Ü09 r¡m

locaiización es similar a la de la ARN polimerasa II, sin embargo es notable que la densidad
de fa marca es mucho menor {Figura 26).
La inmunolocalización para RNPhn mostró la presencia de marca en las finas ramificaciones
que salen de las estructuras plumuíadas (Figura 26).
Durante el leptoteno la inmunolocalización con un anticuerpo anti-ADN detectó la presencia
de cromatina laxa a los lados de los elementos axiales en formación.

V!. 3 Hibridación ir. s¡tu uitraestructurai
Los resultados obtenidos con la técnica de hibridación in situ para localizar ARN en los
espermatocitos i cíe! cobayo y de rata , puso de manifiesto que existe marca en los diferentes
estadios de la profase meiótica, así como en las espermatogenias tipo B (Figura 27).
Los datos producidos en esta investigación confirma que el eje central así como las ramas
laterales de los plumulados están marcados por la prueba de hibridación in situ para el ARN
utilizando como sonda ADN genómico de cobayo y de rata en preparaciones no desnaturalizadas.
Cuando pares de estructuras plumuiadas se asocian originando estructuras semejantes a
"escalerillas de doble cuerda", el ARN se localizó en ambos ejes alineados y en los filamentos
transversos que se encuentran uniendo a los ejes de las estructuras plumuíadas. Se advirtió
un marcado abundante en las asas radiales de los ejes cromosómicos leptoténicos en
formación, lo que indica la presencia de transcripción en dichas asas. Los ejes cromosómicos
están menos marcados que las asas radiales io cual se puede deber a la gran cantidad de
proteínas presentes en esta estructura (Figura 27). Durante la formación del CS durante el
cigoteno mostró la presencia de ARN en los elementos laterales y el elemento central de los
CS, a diferencia de lo observado durante el paquiteno donde ei CS maduro está escasamente
marcado o desprovisto de marca (Figura 27).
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a, ií, c y d) Hibridación in situ con sonda de ADN genómico de cohayo realizada sin tíesnaturaliíadón riel ADN dg la muestra, !o que sssgura que la sonda se
unirá al ARN solamente.
a y b} Se aprecia la presencia de AfiN en les ejes de (es píumuiados (írechñ) y en ios Mámenlos radíelas (cabera ds flecha) Contrasto general de acetato de
uranib-citato da piorno, llarra 1OG nm.
c) La regiún central de slineamiento de des estructuras plumuiarlas está intensamente marcada ¡ndloandí: ia prsssncia tío ARN fxiste un iiüaníü sriürcado an
toa filamentos que establecsn uniones entre ias dos estructuras piiimulodas (cabeza de- Hecha) Las ñechüs señalan los fijes cíe los dos p!tm¡uiados Contraste
genera! ds acetaio ás urorjío cítate do plon>o Barra 100 nm.
ti) Se observan elocncnícs laterales (L), así cerno en el elemento central (0) intensamente mamados rfuraníe la formación de un CS en un espemimooito on

intensa marca indica la presencia de s>ran cantiaad de ARN (flecha) Contrasta genera! de acstato de uranilocn¡ato de plomo Barro IDO nm

VI.4 Autorradlograf ía óptica
Los resultados obtenidos por este método permitieron cuantiftear la cantidad de ARN en el
núcleo y el citoplasma de las espermatogonias tipo B y espermatocitos en leptoteno y
paquiteno. En las espermatogonias tipo B así como los espermatocitos se evidenció una
intensa marca después de administrar la uridina tritiada durante 120 minutos {Figura 28).
Es importante destacar que en este tiempo de incubación ios espermatocitos en la etapa de
paquiteno final mostraron una marca menor a las células de los estadios previos. Esto nos
indica que ias células durante las etapas iniciales de ia profase meiótica junto con las
espermatogonias tipo B tienen una alta actividad transcripcional a diferencia de los espermatocitos
en paquiteno tardío que muestran una baja actividad transcripcional. Cuando se incrementó
el periodo de incubación a 120 min en la uridina-3H se apreció que el citoplasma de estas
células está escasamente marcado. Al cuantificar ei ARN sintetizado en las espermatogonias
tipo B y los espermatocitos leptoteno y paquiteno puso de manifiesto que eí ARN permanece



en el núcleo, en una proporción 7/1 (ver material y métodos) con respecto al citoplasma.
Estos resultados confirman que aunque existe una alta actividad transcripcional en estas
células y que el ARN está siendo sintetizado, por alguna razón permanece en e! interior del
núcleo (Tabla 1).

i-igura 28 Autoíracüograiía óptica de
íúbulo seminífero ríe rata incubado 120
rnm en uiidina tritiada. que muestra tos
¡•¡Ocíeos as espermatoeitos primarios
Intensamente marcados Los citoplasmas
están desprovistos de granos de piaiü
Especmatogonias ¡íí), espermatoctos en
leptoteno (l.),sspsrmatocií«5 en paquifcno
(P), espernadas (E). Contraste azui tte
ioíuídina-bóras Harra 700 nm

Tabla i

Relación de la marca nuclear con la marca citopiásmica después de un puiso de 120 minutos
de uridina tritiada en ¡as espermatogenias tipo B, espermatocitos en leptoteno y paquiteno.

Espermatogonia

Leptoteno

Paqutteno Inicial

Paquiteno medio

Paquiteno Final

*Núcleo

0.45

0,77

0.48

0.33

0.08

*Citoplasma

0.057

0.09

0.056

0.045

0.015

N/C

7.9

8.6

8.5

7.3

5.3

•Densidad numérica de la marca
Los cocientes N/C en tas espermatogenias finales y espermatocitos del leptoteno, a paquiteno
medio fluctúan entre 8.6 y 7.3, mientras que en células somáticas normales son de entre 2
y 3.5.



Vil. DISCUSIÓN

Los resultados obtenidos en esta investigación demuestran que; 1) El núcleo de la espermatogonia

tipo B presenta dos distribuciones particulares que no se encuentran en los núcleos de otros tipos

celulares. Estas estructuras especiales son los ordenamientos de cromatina condensada y extendida

y las estructuras plumuladas de cromatina extendida en transcripción. 2) Las estructuras plumuladas

se asocian por medio de filamentos radiales en la ¡nterfase meiótica y ei preleptoteno, llevando a

los ejes a un alineamiento paralelo que los relaciona por numerosos filamentos radiales de cromatina

extendida que se encuentran transcribiendo y formando estructuras que semejan escalerillas de

doble cuerda. 3) El eje cromosómico aparece en el leptoteno por la incorporación de material que

tiñe de oscuro al filamento axial de las estructuras plumuladas. 4) Los elementos axiales conservan

la apariencia de la estructura plumulada de la que derivan. 5) En algunas regiones los elementos

axiales en formación están alineados en paralelo a algunos cientos de nm de distancia. 6) Los

largos filamentos radiales de cromatina laxa se acortan durante eS leptoteno sin alterar las relaciones

de los elementos axiales. 7) El inicio del apareamiento final (sinapsis), que se manifiesta por la

formación del CS puede anticiparse a la formación completa del elemento axial. 8) Las hibridaciones

in situ ultraestructurales demostraron que ías asas radiales, los filamentos axiales de la estructura

plumulada, así como los filamentos transversales de las escalerillas de doble cuerda y los elementos

laterales del CS durante el proceso de formación contienen ARN. 9) La inmunolocalización de la

ARN polimerasa 11 y de los hnRNP demostró que la cromatina laxa en las espermatogenias tipo B

y espermatocitos en las etapas estudiadas están transcribiendo ARN-premensajero. 10) El mismo

tipo de células presenta una débil marca inmunocitoquímica de las RNPs relacionadas con ei splicing

y de la trimetil-guanosin cap de los snURNAs. 11) La autorradiografía óptica cuntitativa después

de marcar con !a uridina-3H demostró un alto rango de transcripción en las espermatogonias tipo

B y espermatocitos en leptoteno, paquiteno temprano, pero una exportación extremadamente lenta

del ARN al citoplasma.

Estudios recientes en la méiosis sobre aspectos genéticos, bioquímicos y ortológicos, indican que

el proceso de búsqueda de homología opera independientemente de la recombinación y la sinapsis

(Hawley y Artel, 1993; Roeder, 1995,1997; Kleckner, 1996). En pocos organismos la búsqueda

de homología y apareamiento se dan previamente a ía meiosis. Por ejemplo, en dípteros se han

descrito algunas asociaciones de cromosomas (Wandall y Svendsen, 1985) así como en ciertas

levaduras (Scherthan etal, 1994; Weiner y Kleckner, 1994) en las que al parecer dichas asociaciones

desaparecen durante la replicación dei ADN en la fase S meiótica. De acuerdo con Sybenga (1999)

las asociaciones entre cromosomas homólogos en etapas anteriores a la meiosis, pueden ser

alteradas por los movimientos relacionados con la formación del bouquet.

Existen numerosos estudios en hongos, plantas y animales que demuestran la presencia de



alineamientos de los cromosomas homólogos antes de que los telómeros se organicen formando

eí bouquet (Kleckner y Weiner, 1993; Scherthan etal., 1996; Zickiery Kleckner, 1999). Se piensa

que la búsqueda de homología y el alineamiento de los cromosomas homólogos tiene lugar

durante el leptoteno y cigoteno (Cookf 1997; Scherthan etal., 1996,1998). Nuestras observaciones

demuestran que el alineamiento realizado por la asociación de las asas radiales de las estructuras

plumuladas, se inicia en la espermatogonia tipo B, y permanece hasta el estado del cigoteno

avanzado.

Es muy importante resaltar que las espermatogenias tipo B del cobayo que son células premeióticas,

muestran arreglos en paralelo de sucesiones de cromatina compacta y extendida. En esta

organización de cromatina extendida que se encuentra en transcripción, se iocalizan las estructuras

plumuladas. E! número de filamentos que unen a las unidades plumuladas van aumentando

progresivamente, y a la vez la distancia que existe entre ellas se va reduciendo durante la interfase

meiótica y el preleptoteno. Investigaciones acerca de la distribución de los cromosomas homólogos

en espermatogenias del ratón y en humanos por medio de FISH, indican que los cromosomas

homólogos ocupan territorios separados en etapas previas a la meiosis {Scherthan eí al., 1996,

1998). Sin embargo, nuestros resultados demuestran el establecimiento de uniones entre estructuras

plumuladas de cromatina laxa a través de las asas radiales en transcripción. Algunas de esas

estructuras plumuladas recorren hasta la mitad del diámetro nuclear. Estos filamentos radiales

delgados, son asas que no pueden seguirse en toda su longitud, porque rara vez se extienden en

el plano del corte. Aun en el caso de que fueran mucho más delgadas que e! grosor del corte, la

superposición con otras estructuras impediría su completa visualización. Las asas radiales de los

piumutados pueden corresponder a pruebas a larga distancia que se requieren para el reconocimiento

de las secuencias homologas y probablemente estén relacionadas con el alineamiento progresivo

de cromosomas a distancia. Este alineamiento puede llevarse a cabo por la estabilización del

reconocimiento de secuencias homologas de manera exitosa. Por lo que las estructuras plumuladas

homologas van relacionándose de manera progresiva por numerosas uniones de los filamentos

radiales formando así las escalerillas de doble cuerda antes de iniciar la fase del leptoteno. Esta

distribución de amplio reconocimiento excluye, o al menos disminuye, el entrelazamiento de

cromosomas en estadios posteriores. Esta interpretación de nuestros resultados está de acuerdo

con puntos de vista teóricos sobre el papel de interacciones inestables en el apareamiento

(Kleckner y Weiner, 1993). La distribución tan amplia de las asociaciones de los filamentos radiales,

probablemente corresponden a las uniones de múltiples ioci intersticiales propuestas en estudios

de ia profase meiótica de levaduras (Weiner y Kiecker, 1994), así como a la búsqueda de homología

general, propuesta por Smithies y Powers (1986) y más desarrollada por Kleckner (1997). Aunque

debemos indicar que las uniones de apareamiento aquí descritas inician su formación en la

espermatogonia tipo B, que es un estadio mucho más temprano que ios previamente descritos.

La mayon'a de los pares de las estructuras plumuladas que se encuentran ya alineadas están a

una distancia menor a los 700 nm cuando se inician los movimientos del bouquet. Es por eso

que debemos resaltar que nuestros resultados indican que en el cobayo la mayoría de los

cromosomas homólgos se reconocen y alinean previo a la formación del bouquet.



En la etapa del leptoteno la mayoría de los elementos axiales comienzan a formarse en contacto

con la envoltura nuclear como pares cortos ya alineados en paralelo a partir de los ejes cromosómicos

leptoténicos intensamente teñidos. Sin embargo, esto no excluye que existan algunos elementos

axiales sin aparearse y sin alinearse.

De acuerdo a nuestras observaciones, encontramos que los cambios en los espermatocitos del

cobayo no permiten hacer una división entre el leptoteno y cigoteno como lo describen los clásicos,

sino más bien considerar un estadio leptoteno-cigoteno por la continuidad entre los elementos

axiales y las estructuras plumuladas y/o las escalerillas de doble cuerda, que regularmente

observamos alineadas en paralelo previo a !a formación del bouquet, así como la presencia de

complejos sinaptonémicos en formación, por lo que los espermatocitos presentaron tanto

características de células en leptoteno y cigoteno a la vez.

Estas observaciones no excluyen que se presentaran algunos elementos axiales aislados, lo que

interpretamos como un reconocimiento de homología y alineamineto durante el pre-leptoteno no

exitoso. Por io que estos elementos axiales transitan por las etapas de leptoteno y cigoteno

clasicamente descritas, caracterizadas por el desarrollo de elementos axiales largos que posteriormente

se aparean cuando comienza la formación del bouquet

La organización del bouquet es un proceso altamente conservado y único de la meiosis, e! cual

frecuentemente se ha propuesto que juega un papel en el apareamiento de los homólogos

{Scherthan, 1995; Zicklery Kleckner, 1998). Los resultados del presente trabajo indican que la

mayoría de los cromosomas homólogos se reconocen y alinean antes de la constitución del

bouquet en el cobayo. Cuando se da el establecimiento del bouquet en los espermatocitos del

cobayo, ya existen uniones bien establecidas entre los cromosomas homólogos manifestadas por

la presencia de fibrillas compuestas por cromatina y RNP en la zona de reconocimiento entre las

regiones de los cromosomas homólogos, por lo que una posible función del bouquet podría ser

el asegurar el reconocimiento de todos ios cromosomas homólogos llevándolos a un punto en

el cual puedan estar cercanos {Scherthan, 1995). De hecho es poco probable que cuando se

desarrolla el bouquet se promueva el primer contacto entre los cromosomas homólogos. Más bien,

actualmente se propone que el bouquet debe proveer un mecanismo de backup que congrega a

ios cromosomas, para que los que han fallado en encontrar su homólogo en ios procesos previos,

lo ío^en a través de la cercanía proporcionada por el bouquet {Bckler y Kleckner, 1998). Diversas

evidencias experimentales sugieren que los homólogos han tenido ya un contacto inicial previo

a ia formación del bouquet {Zicklery Kieckner, 1998).

Con la posible excepción de la hembra de Drosophiia melanogaster {McKee, 1996), el apareamiento

efectivo está asociado con secuencias codificantes {McKee, 1998; Sybenga, 1999). Los métodos

de citoquímica ultraestructural utilizados en este estudio demuestran que las uniones entre las

estructuras plumuladas de cromatina extendida están constituidas por fibrillas que contienen ARN

yADN. Las inmunolocalizaciones evidencian ia presencia de ADN y de la ARN polimerasa II y de

proteínas RNPhn.

La digestión de las uniones entre las fibrillas de las estructuras plumuladas por la ARNasa indica

la presencia de fibras de RNP nacientes, las cuales están frecuentemente localizadas en ei espacio



de apareamiento y que podrían estar involucradas en el proceso de reconocimiento. Los resultados

obtenidos con ia hibridación in situ ultraestructural, confirma la presencia de ARN en las estructuras

plumutadas alineadas. Todas estas evidencias experimentales, nos permiten sugerir que las

estructuras plumuladas están involucradas en la búsqueda de homología, ei reconocimiento de

homología y el apareamiento de los homólogos.

Por medio de autorradiografía óptica se ha demostrado que existe transcripción nucleolar y

extranucleolar durante la profase meiótica I en diversas plantas y animales (Tayíor, 1959;

Muckenthaler, 1964; Monesi, 1965; KierszénbaumyTres, 1974a?b;Tres, 1975; Hartung y Stahi,

1976; Sóderstróm, 1976; Geremia etat., 1977),

Es de llamar la atención que en ciertos estadios de la profase meiótica I de Lilium (Taylor, 1959)

y de rata {Sóderstróm, 1976), la marca en el núcleo sea mayor que la que se localiza en el

citoplasma. Nuestros resultados de autorradiografía óptica demuestran que existe una intensa

incorporación de uridina tritiada y una diferencia significativa entre la marca contenida en el núcleo

con respecto a la del citoplasma, en el caso de las espermatogenias tipo B, y ios espermatocitos

en leptoteno y en paquiteno temprano y medio. Esto coincide con observaciones cualitativas

llevadas a cabo por otros grupos de investigación (Taylor, 1959; Muckenthaler, 1964; Monesi,

1965; Kierszenbaum y Tres, 1974a, b; Tres, 1975; Hartung y Stahl, 1976; Sóderstróm, 1976;

Geremia eí a/., 1977),

La diferencia de marca entre núcleo/citoplasma se puede explicar por la salida muy lenta de ARN

del núcleo. Es sorprendente que nuestros resultados son similares a los obtenidos cuando se

someten células a una supresión hormonal que provoca una disminución en eí transporte de ARN

al citoplasma {Vázquez-Nin etai, 1997).

La inmunolocalízación del complejo Sm de ribonucleoproteínas pequeñas nucleares y del tñmetil

guanosin cap demuestran que fas pequeñas fibras radiales que unen a los plumulados no sufren

spíicing cotranscripcional. El que haya un bajo rango de splicing puede evitar o retrasar el transporte

del ARNm ai citoplasma. Es importante notar que en las espermatogenias tipo B y en los estadios

tempranos de la profase meiótica las fibrillas de RNP y los granulos intercromatinianos son

abundantes, pero los granulos pericromatinianos son escasos. Los granulos perícromatinianos se

sabe son el almacén de los ARNm o pre-ARNm de larga vida media nuclear (Vázquez-Nin y

Echeverría, 1996). La transcripción tan intensa que acontece durante este periodo, la velocidad

de exportación tan baja y la escasez de partículas de almacenamiento por largos periodos, apunta

a que el ARN pre-mensajero es sintetizado para una función nuclear y que probablemente es

hidrolizado sin salir del núcleo.

Todos estos resultados son muy atractivos, ya que muestran en las mismas células en las que el

proceso de reconocimiento de homología, alineamiento y apareamiento tiene lugar. Por lo que

sugerimos que tal vez el ARN pre-mensajero esté involucrado en el reconocimiento de secuencias,

alineamiento y apareamiento de los cromosomas homólogos, pues como lo indican nuestros

resultados se localiza en el lugar y tiempo correcto.

La mayoría de las hipótesis aceptadas para el reconocimiento de las secuencias homologas

señalan la formación de uniones inestables (paranemicas) entre dúplex de ADN intactos (Smrthies



y Powers, 1986; Loidl, 1990; Klecknereta/., 1991; Kleckner y Weiner, 1993; Moens, 1994; Weiner

y Kleckner; 1994; Kleckner, 1996; McKee, 1996). Tales asociaciones son reversibles y pueden

proveer un mecanismo que permita el inicio del apareamiento en diversos sitios. Estas interacciones

inestables pueden ser suficientes para alinear a los cromosomas (Roeder, 1997).

La participación del ARN en la búsqueda de homología pocas veces se ha considerado {Cook,

1997), Sin embargo, existen algunas evidencias acerca de características enigmáticas de la

transcripción durante ia profase meiótíca. Estudios sobre la transcripción en levaduras sugieren

que durante la meiosis y esporulación hay una pérdida en la regulación de la expresión génica

(Kabacky Feldberg, 1985). Este proceso puede darse también en meiocitos de otros organismos,

aunque en menor grado que en los hongos (Magee, 1987; Cook, 1997). Recientemente Klenne

(2001) demuestra la sobrexpresión de ARNm, así como la presencia de una transcripción alterada

en células meióticas de mamífero. Esto coincide con nuestros resultados en los que aparentemente

el ARNm no tiene una función específica en ia meiosis. El que se presenten hebras sencillas de

ARN puede permitir un reconocimiento de secuencias complementarias mas eficientemente que

una doble cadena de ADN, así como el establecimiento de uniones durante la búsqueda de

homología. Pensamos que ia participación del ARN en el proceso de búsqueda y homología de

secuencias complementarias permite que el proceso sea menos complejo.

Es interesante señalar que se detectó ARN por medio de hibridación in situ en el elemento lateral

y en una proporción menor en el elemento central y las fibrillas transversales de los CS en formación

durante el cigoteno. En el estadio de paquiteno el ARN no se evidencio en ninguno de los

componentes del CS ya formado. Estos resultados son coherentes con las observaciones previas

realizadas porVázquez-Nin y Echeverría (1976) en las que utilizaron métodos de tinción preferencia!

para RNP e hidrólisis enzimáticas. Sin embargo se ignora la función que desempeña dicho ARN.

Durante el desarrollo del CS los elementos laterales están en contacto con cromatina compacta

y abundantes hebras de cromatina en proceso de compactación que parecen rodear el CS en

formación y relacionarse con la terminación en crecimiento. La escasez de continuidad entre ei

eje cromosómico íeptoténico y el elemento lateral del CS en proceso de integración sugiere que

la transformación a elemento lateral del CS es simultánea con ei crecimiento del mismo. Esta fase

de crecimiento probablemente esta centrada en estructuras de doble cuerda o plumuiadas. Este

evento está acompañado también por un importante rearregio de la cromatina, ia cual frecuentemente

aparece como una maya de fibras condensadas alargadas en varias direcciones asociadas con

ei extremo del CS en crecimiento.

En cuanto a la constitución de los elementos laterales del CS, se han descrito como estructuras

dobles en espermatocitos de rata (Sotelo yTrujilio-Cenoz, 1958), de paloma (Nebel y Coulon,

1962), así como en otros animales y plantas (Moses, 1968). Esta disposición doble se ha

interpretado como la representación de las dos cromátidas de cada uno de ios cromosomas

(Nebei y Coulon, 1962; Baker y Franchi, 1967; Moses, 1968). Sin embargo, nuestros resultados

indican que en la rata y en el cobayo los filamentos de ADN son muy delgados y no corresponden

al espesor de los filamentos que se distinguen en la estructura proteica de los elementos laterales.

Coleman y Moses (1964) estudiaron la distribución del ADN en ei CS maduro en paquiteno por



medio de la tinción de tricloruro de indio complementado con hidrólisis con DNasa. Ellos concluyeron

que no existe o que existe muy poco ADN en el elemento central, y que el espacio central esta

atravesado por unas cuantas fibras que contienen ADN. Estos datos coinciden con estudios de

inmunolocalización de ADN ultraestructural realizados por Vázquez-Nin y col (1993). Nuestros

resultados muestran en cortes frontales de CS paquiténicos que los filamentos que contienen

ADN se encuentran en la cara interna de los elementos laterales (Figuras 20 y 22), así como en

ios cortes oblicuos del CS frecuentemente observamos la presencia de dos filamentos paralelos

que contienen ADN. Estas observaciones coinciden con los resultados obtenidos por Coleman y

Moses(1964).

Algunas asas cortas que se originan en los filamentos de cromatina descansan en el lado interno

de los elementos laterales localizándose en el espacio central, siendo probablemente estas asas

alargamientos de las cromátidas homologas que pueden interactuar con los nodulos de

recombinación y eventualmente participar en la recombinación.

A partir de CS puros se ha aislado y secuenciado el ADN (Pearlma et ai., 1992). Al estudiar las

características de los fragmentos de ADN que se encuentran asociados ai CS se ha demostrado

que presentan microsatéiites y repeticiones múltiples de GT/CA, así como fragmentos de secuencias

UNE y SINE, las cuales se interpretan como secuencias de unión especializadas (Pearlman eí al.,

1992; Moens, 1994; Moens eta!.t 1998). Las asas de ADN que descansan dentro de! elemento

lateral probablemente corresponden a estas secuencias asociadas a las proteínas del elemento

lateral.

Con todos los resultados obtenidos en esta investigación podemos proponer la secuencia de ios

eventos que se pueden dar durante las etapas premeióticas e iniciales de la meiosis durante la

búsqueda y reconocimiento de secuencias mediado por el ARN:

1. La búsqueda de secuencias homologas a larga distancia comienza en la espermatogenia tipo

B y se manifiesta por los ordenamientos de cromatina compacta y ¡axa y las estructuras plumuladas

que se encuentran en transcripción.

2. El reconocimiento de secuencias homologas a distancia en interfase meiótica, se manifiesta

por la presencia de filamentos radíales uniendo los ejes de los piumulados que se encuentran

en transcripción y que contienen ADN y y gran cantidad de RNPs.

3. El alineamiento de secuencias homologas en interfase meiótica y leptoteno, puede ser advertida

por la presencia de escalerillas de doble cuerda y elementos axiales alineados en paralelo al

inicio de su formación.

4. El apareamiento final de regiones homologas en leptoteno y cigoteno, corresponde a la formación

de ios ejes cromosómicos alineados en paralelo y a la constitución de CS,



VIH. CONCLUSIONES

1.- En eí núcleo de las espermatogenias tipo B se inicia la búsqueda de homología de los cromosomas,

manifestada por la presencia de estructuras que no se encuentran en el núcleo de células en

interfase. Estas estructuras son sucesiones de cromatina laxa y compacta, así como estructuras

plumuiadas constituidas por cromatina, fibras y granulos de ribonucleoproteínas. Estos eventos de

búsqueda de homoiogía son exclusivos de las células germinales (espermatogenias tipo B, células

en interfase meiótica, leptoteno y cigoteno).

2.- Las escalerillas de doble cuerda que aparecen en la interfase meiótica son la expresión de la

búsqueda de homología exitosa, proceso que clásicamente se pensaba sucedía en el cigoteno de

ía profase meiótica,

3.- La hibridación in situ a nivel de microscopía electrónica demuestra que el ARN se localiza en

la zona de reconocimiento y alineación de las regiones homologas en las estructuras plumuiadas

y en las escalerillas de doble cuerda.

4.- Las inmunolocalizaciones evidencian que el ARN mensajero es sintetizado en grandes cantidades

en las estructuras plumuiadas y que el procesamiento de! ARNm es poco frecuente.

5.- La autorradiografía óptica señala que ei ARN transcrito permanece periodos largos en el núcieo

o que nunca es exportado al citoplasma en las espermatogenias tipo B, células de la interfase

meiótica, leptoteno, cigoteno y paquiteno temprano.

6.- El eje axial en el leptoteno conserva las estructuras plumuiadas de las que se origina y con las

que mantiene continuidad.

7.- La mayor parte de los ejes axiales durante el leptoteno se forman como pares de elementos uno

frente al otro simultáneamente en los ejes más cercanos y alineados, aunque esto no excluye la

presencia de elementos axiales aislados.

8.- El CS comienza a desarrollarse antes de que los elementos axiales estén completamente

formados.



IX. PERSPECTIVAS

Ei que se demuestre que a partir de las espermatogenias tipo B se inicia la búsqueda de homología

plantea nuevas interrogantes, en cuanto a si es un mecanismo que se pueda presentar en otro tipo

de organismos como un mecanismo de búsqueda más universal. La sugerencia de que el reconocimiento

de secuencias pueda estar mediado por el ARNm desde etapas premeiotlcas y durante ía meiosis,

abre la posibilidad de estudiar con mayor detalle la transcripción durante este periodo, así como

el papel que pudiera estar teniendo elARN en la búsqueda de homología. Si efectivamente el ARN

es el que media el reconocimiento de homología, habría que analizar si se establecen relaciones

ARN-ARN y/o relaciones ARN-ADN.

Otro aspecto de interés que se abre a partir de nuestros resultados es si las proteínas descritas

como parte de los elementos axiales y laterales como la SCP3 y SCP2 forman parte de las estructuras

piumuladas o de las escalerillas de dobíe cuerda.

Es probable que estas proteínas se incorporen hasta que el eje cromosómico se comienza a formar.

Nuestras observaciones señalan que en el cigoteno se inicia el desarrollo del CS a partir de los ejes

cromosómicos en crecimiento. Esto plantea la interrogante de cómo estas proteínas estructurales

del CS se ensamblan a los elementos axiales o de cómo podrían estar en ias estructuras piumuiadas.

Otro aspecto de interés sería valorar el efecto de ios inhibidores de la transcripción sobre la

ultraestructura y la citofisiología de la meiosis.
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SUMMARY

The distribution of DNA and RNA in the synap-
tonemal complex and related structures, was stud-
ied using high resolution cytochemical methods
and in situ hybridization, in guinea pig and rat
testis. Serial sectioning demónstrales that fre-
queníly the fonnation of the synaptonemal com-
plex (SC) occurs without a previous development
of isolated chromosomal axes. The lateral ele-
ments of the fortning SC ate in continuity with
pairs of DNA-containing thin filaments. These
chromatin filaments fold in numerous short loops
just befóre incorporating to the lateral elements.
Some of these loops are included in the ribbon-like
structure of the lateral elements of the mature SC.
We propose that these short loops contain the DNA
attachment sequences associated with the proteins
of the LE. During the foimation of the SC one of
the two chromatin filaments incorpoiates at the
central surface of the forming lateral element (LE)
and the other is located at the externa! side of the
LE. This unexpected distribution does not corte-
spond to the pair of thick filaments previously dis-
cerned in structure of the LE. The presence of
RNA associated with the DNA-containing thin fil-
aments, as well as with the axial chromatin ele-
ments of the forming SC, may be related with the

transcription occurring duiing meiotic prophase,
specialiy during zygotene stage. We propose that
RNA is involved in a still uncharacterized process
essential fot pairing.

INTRODUCTION

The synaptonemal complex (SC) was observed for
the fiíst time by Watson (1952) in tat spermatocytes
as filamentous structures, and described more accu-
rately fóur years later by Moses (1956) in a crayfish
and by Fawcett (1956) in the pigeon. In few yeais,
structures corresponding to SCs were found rn the
meiotic prophase of protists, fungi, plants and ani-
máis (see review by Westergard and Wettstein,
1972). Three- dimensional reconstructions of com-
plete nuclei of pachytene spermatocytes demonstrat-
ed that the total number of SC per nucleus is equal to
(he haploid number of chromosomes of the species,
allowing the conclusión that this structure corre-
sponds to a bivalent (Wettstein and Sotelo, 1967).
The classical hypothesis that SC is related with
crossing-over formation was suppoited by: a) its
constant presence in meiotic prophase and their
absence when pairing does not take place; b) its
extensión all along each bivalent; c) the regular

Conespondence to: G..H. Vásquez-Nin
E-mail: ghvn@hp.fciecias unam.mx



occurrence of the biidging system (see review by
Soíelo, 1969). The presence of shorL stretches of SC
in relation with chiasma in diplotcne slage, also sug-
gested a specific role for the SC in homologous
exchanges (Westergaard and Wettstcin, 1972). How-
ever, some findings cast some doubts on its rclation-
ships with chiasma development: the pairing space
contains little or no DNA, and the SC occurs in cir-
cumstances other than orthodox pairing (Sotelo,
1969) The fínding of recombination nodules provid-
ed support for the nolion that SC is involved in chi-
asma fbrmation (Carpenter, 1975, 1979 a, b). Posteri-
or studies on the meiosis of yeasl using synchronized
cultures (Kleckner et al, 1991), and fluoiescent in
situ hybridization (Scherthan et al, 1992), demon-
strated that in this group, double strand breaks (DSB)
and recombination occur befare synapsis and SC for-
mation (Kleckner, 1996; Padmore et al.., 1991; see
review by Hawley and Arbel, 1993). Experiments
with meiotic mutants showed that the alteration of
DSB prevenís íhe formation of a normal SC (Bishop
e/a/., 1992;Roeder, 1995; Baker' et al, 1995),These
results support the view that in yeast the SC is not
involved in recombination and that its fbrmation
depends on previous DSB and recombination. How-
ever, electrón microscopical studies demonstrated
that in Drosophila fémaies meiotic mutants eliminat-
ing crossing over and gene conversión do not aíter
the formation of the SC (McKim et al., 1998).

Immunocytochemicaí iocalization of the DNA at
the íevel of electrón microscope in mouse and rat
spermatocytes and chick oocytes, demonstrated
the presence of significant amounts of DNA in the
lateral elements (LEs). The labeling of the central
space is very low except for féw specific sites: the
recombination nodules and few fibrils not related
to these nodules (Vázquez-Nin et al., 1993).
However, the precise location of the two sister

chromatids in the SC is not yet known. As stated
several years ago, the key to the knowledge of
cytophysiological role of the SC is to find out the
distribution of DNA in the SC (Sotelo, 1969).
RNA has not been related to recombination or oth-

er possible fiinctions of the SC. Neveríheless, the
presence of RNA in the LEs of the SC was suggest-
ed by Wolstenholme and Meyei (1966) using optical
histochemistry and electrón microscopy. The use of
a prefereníial staining procedurc for ribonucleopro-
tein (RNP)-containing structures in electrón
microscopy, indicated the presence of RNP in the

LEs of the synaptonemal complex, as well as in lep-
totene and zygotene axial cores (Esponda and
Stocker, 1971; Vázquez-Nin and Echeverría, 1976),
Furthermore, hydrolyses with RNase were found to
cause profbund alterations of the LEs (Vázquez-Nin
and Echeverría, 1976). However, the precise distri-
bution of RNA-containing structures associated
with the forming SC, has not been studied.
The aim of the present work is to study the dis-

tribution of both nucleic acids during the forma-
lion and the maturity of the SC

MATERIALS AND METHODS

Testes of young adult guinea pigs and rats were
used in all experiments,
The standard procedure for preparing the samples

involves fixation with 2.5% gíutaialdehyde in 0.2
M phosphate buffer pH 7.3 for 1 h at room tem-
perature, rinsing in the same buffer, dehydration
with ethanol, and embedding in an epoxy resin
(glycide ether 100, Merck, Daimstadt, Geimany).
One micrometei thick sections were stained with

toluidine blue. The cellular associations present in
the seminiféious tubules were studied at light micro-
scope and compated with the classical descriptions
of the spermatogenic eyele of the guinea prg (Cler-
mont, 1960) and of the rat (Leblond and Clermont,
1952).
In ordei to stain RNP structures, the uranyí

acctate-EDTA-lead cilrate (Bernhard, 1969) proce-
dure was used. DNA was stained using the osmi-
um-ammine procedure {Cogliati and Gautiet, 1973)
modified by Vázquez-Nin and coworkers (199,5).

Immunolocalization
Samples of seminiferous tubules were fixed in 2-

4% parafbrmaldehyde in 0.15 M phosphate buffer
pH 7.3 and embedded in Lowicryl K4M. Polymer-
ization was canied out using UV at -20 -C The
ultrathin sections were mounted in Foimvar coated
nickel grids, and processed for postembedding
immunolocalization as described pieviously (Big-
giogera et al, 1989; Vázquez-Nin et ai, 1990).

Ultrastructural in situ hybridization
Specimens were fixed in 2% paraformaldehyde

with 0.2% glutaraldehyde added and embedded in
Lowicryl K4M.



Genomic DNA from guinea pig liver and spleen
was labeled with digoxigenin-11-dUTP by níck
translation according with the manufácturer 's pro-
tocol (Boehringer Mannheiin, Germany).
The in situ hybridizaüon was performed on the

grids with the denatured probé with or without pre-
annealing for 24-48 h at 37-45 -C. The probé was
used at 10 ng/ml final concentration in a hybridiza-
tion solution containing 10% deionized foimamide,
10% Dextran sulfate and IX satine sodium citrate
buffer (0.15 M NaCl, 0.015 M sodium citrate; pH
7.0). The DNA in the specimen was not denatured.
The hybrids were detected by incubation of the grids
on a drop of mouse anti-digoxigenin (Boehiinger,
Mannheim, Geimany). The mouse anti-digoxigenin
was detected by a rabbit anti-mouse IgG (Aution,
Wageningen, The Netherlands).
in arder to confirm the specificity oí the hybridiza-

tion signaí, some sections were pre-treated with
2mg/ml ribonuclease (type IA, Sigma) in 1 mM tri-
ethanolamine-acetic acid buffei, pH 7,3 for 8 hr. at
37°C.
Alí preparations were contrasted with 2.5%

uianyl acétate for 5 min and lead citrate for 1 min.

RESULTS

General Morphology
To describe the organization oí the SC ií is nec-

essary to sitúate the sections in relation to the axes
of the complex. The frontal plañe contains lateral

and central eiements lengthwise. The transverse
plañe is perpendicular to the main axis of the SC
Lateral plañe is parallel to this axis and perpen-
dicular to the frontal plañe. It contains some, but
not all the eiements of the SC. This nomenclature
has been used by Moses (1968) and Sotelo (1969).
Serial sectioning of the nuclei of spermatocytes

in early meiotic piophase demonstrated the pres-
ence of short SC between 0.5 and 1.8 mm in
length. One extremity of some of them is in con-
tact with nuclear envelope, but others are distant
from the nuclear periphery (Fig. 1). The recon-
struction of 29 SC of 10 different nuclei showed
that the ends of the lateral eiements of most of
these short SC are not in continuity with converg-
ing axial eiements. Continuities of the lateral eie-
ments oí the forming SC with a pair of thin fila-
ments can be seen when both sttuctures are con-
tained in the thickness of one section (Figs. 2, 3).
Frontal sections show that one of these fllaments
is incorporated in the extern al side of the lateral
element and the other at the central side, that is in
the border of the pairing space (Fig. 2), The pairs
of thin filaments and the LE are surrounded by
loops of different length and filaments of chro-
matin that conespond to long loops not contained
in the section (Fig. 3). The ftequeney of short
loops (40 to 200 nm in length, measured from the
tip to the axial fílament) increases in the proximi-
ty of the forming chromosomal axis or lateral ele-
ment of the growing SC. These short loops are

.1 • rt
Fig. 1 - Serial sections of a synaptonemal complex in the process of formation. The arrows indícate the position of the synap-
tonemal complex. Figuie a, No synaptonemal complex can be seen.. Figure b. The thiee eiements of the synaptonemal complex
are depicted. The lower tip of the lateral eiements are apparently in continuity with aligned stmetmes (anow head). Figures c
and d. No structure telated to the forming synaptonemal complex is visible,. The complex is 530 nm in length, no contact with
the nuclear envelope or continuity with converging axial eiements can be seen, X 28,500.



^ Fig. 2 - Forming synaptonemal complex
• General staining.. A contrnuity between the

>f^% fibras of the lateral element (anow heads)
, and a pair of filaments (anow), can be
t seen, p - perichromatin granules, X 40,000..

Inset.. The external and central filaments of
the forming lateral element (anow head)
are clcarly continuous with the precursor

', fine filaments (anow)., X 55,000,,

closely distributed in quasi-peiiodic form along
the filament (Fig. 3 inset). The peiiod is about 22

Fig. 3 - Zygotene Tlie foimation of the chiomosome axis is
simuitaneous with final paiiing.. The lateral element (A) is
continuous with two fine filaments (M).. The cential space of
the forming synaptonemal complex is visible as a ehromatin
exclusión zonc (anow)., F - fííaments of chromatin sunound-
ing the complex, X40,000,. Inset., Numeious shoit ¡oops íonn
a quasi-periodic structure (anow head).. X26.500,

nm (X=22.3, SD-3.98, N=87). Jt was estimated
from measures cíirried out in 24 LEs of 8 nuclei.
The LEs of mature SCs present a transveise stri-

aíion (Fig. 4) with a period about 20 nm (X=20.5,
SD-2.39, 36 LEs wcre measured in 10 nuclei).
The lateral views show that the LEs of pachytene
SC are longitudinal striated ribbons about 0.2 u.m
wide, in which some thick irregular bundles of
fibiils can be disceirted, but no cross síriaíion can
be seen (Fig, 5),
Frontal sections demónstrate the presence of a

daik stained filament of irregular thickness in the
border between centra! space and the LEs. This
filament frequently appears as beads on a string or
aligned beads (Fig. 5 inset).

i -

Fig. 4 - Pachytene,. General staining., A lateial element of a
synaptonemal complex showing a periodic transvei'se stria-
üon X74,000



[•*;.

-C

M

*.f-L

X-

' T

i ig. 5 - P.urijiino dciuiaf siauin^ Lateral view oftherib-
bon-Iike lateral element (L) of a synaptonemal complex.. Lon-
gitudinal ill detined bundles of fíbiils can be seen, No period-
ic patíein can be discerned., C- centriole.. M- nucleai envelopc
X34.500,. Inset. Fiontal seclion of a synaptonemal complex..
PoiEions of a daik stained filament faiiow heads) can be seen
in the central side of the latera! elements (L) X37,000.

.p

I l ¿ . ü - - . J j r . . l v ! . i . . 1 _ I staining, The lateral ele-
ments are stained clear gray (L). A IOW of dark stained gran-
ules can be seen in the central sutface of the lateral elements..
The central space is devoid of RNP structures. Numerous
perichromatin fibrils (f) are located in the vicinity oí tíie
synaptonemal complex and to a lesser extent in lhe rest of
nucleoplasm Perichromatin granules (p) are dark stained
X37,000 Inset Two foiming axial elements aligned in the
vicinity of the nuclear memhrane are dark stained (L). The
crossed arrow indicates the continuity of a forming axial ele-
ment with a dark stained fibril depicting short fólds., X24,000.

Distribution of RNP
The lateral eíements of the mature pachytene SC

are faintíy stained with EDTA piocedure, A row of
smail granules positively contiasted with this
staining meíhod can be seen in contact with the
medial face of the LEs of the SC in frontal sections
(Fig. 6), The forming chromosome cores and the
developing LE aie frequently dai'kly stained,, The
fine fblding fibrils found in continuity with the
growing end of these structures are also positively
contrasted with EDTA procedure. These fibrils
present short loops as those depicted with standard
contrast techniques (Fig. 6 inset).
The fibrils and granules surrounding the SC are

intensiveíy labeled by in situ hybridization of a
genomic probé carried out without denatuiation of
the DNA of the sample (Fig, 7). The infernal face
of the LE is also labeled. The sections treated with
RNase before hybiidization present few oí no gold
grains (data not shown).

Distribution of DNA
Osmium-ammine procedure specific for DNA con-

trasts positively the fine fííaments aligned in paiis.

These fííaments correspond to those found in conti-
nuity with the lateral elements of the SC in piepara-
tions stained with general contrasting meíhod. The
loops of diffeient length sunounding the fine fila-
ments are also contrasted with osmium-ammine.
Short loops are specially abundant (Fig. 8).
Important changes in the distribution of chro-

matin take place at the moment of the fbrmation of
the SC, The central space is almost empty of
DNA-containing fibrils, except for few liansverse
fíbrils of chromatin. A longitudinal ñbril located
to the central surface of the LE is positively con-
trasted with osmium ammine staining method
(Figs. 9, 10). This fibril corresponds to the fila-
ment of irregular diameter showed by general
staining (Fig 5 inset), and to the row of small gran-
ules found with EDTA procedure for RNP (Fig. 6).
Oblique sections of the LE demónstrate the pres-
ence of numerous short DNA-containing loops
and fibrils inside the LE (Figs. 10, II). Some of
the fibrils crossing lhe LE are continuous with the
chromatin surrounding the SC (Figs. 9, 10),.



Fig. 7 - /« s/fw hybridization using a genomic piobc to detect
RNA. General staining, Pachytene slage, Numerous RNP fibtils
and grajiules located in the nucleoplasm ate iabeled. Gold giains
are also associated with fibiils surrounding a synaptonemal
complex (aiiows). The boundary between the lateial clement
and the central space is also labeled (anow heads). X74,000

DISCUSSION

Fig. 9 - Pachytene. Osmiuni-ammine staining speciñe for
DNA An irregular ñlament located in the cential side ot tlie
lateral element is daik stained (anow). The pairing space is
devoid oí chiomatin. No precise extemal limit of the lateral
element (L) can be seen., X80,000,

ed that there is féw or no DNA in the central ele-
ment and that the central space is traversed by
some fibiils containing DNA. These results were
supported by a study using immunolocalization of
DNA at the level of the electrón micioscope
(Vázquez-Nin et al., 1993).
The use of the osmium-ammine method allowed

us a precise and specific determination of the dis-
tribution of the DNA-containing structuies in
forming and mature SC. The present results
demónstrate that, in rat and guinea-pig spermato-
cytes, each lateral element of the SC in the process

The distríbution of DNA in the rnaíuie pachytene
SC has been studied by Coleman and Moses
(1964) using of indium trichloride staining com-
píemented with DNase hydrolysis. They conclud-

' 1
' V

Fig. 8 - Osmium-ammine staining speciñe for DNA..
Zygotene stage.. Two aligned fine filaments are positively con-
tiastcd (arrows). The two filaments ramposing the forraing
lateral elements are clearly depicted {anow Iieads). At this
stage the fine íilamentó are fblded fonning shoit loops
(crossed anow) Abundan! íibers of extended chiomatin are
present in the nucleoplasm (f). X75,000.

Fig. 10 - Pachytene. Osmium-ammine staining, Both lateral
elements of the synaptonemal complex are sectioned ai diffei-
ent incíination probably due to a turn of the complex The
beads on a string aspect of the filament located in the central
SÍdc of the lateral element is clearly depicted (shoit anow)., The
thicker regions of these filaments are dark stained,. The fila-
ments of the sunounding chiomatin are continuous with those of
the LE. The uppei LE is cut along the wider surface of the lib-
bon. Shoit loops protiude to the paiiing space (crossed airow)
Numerous fibiils and short loops lay in the thickness of the LE
(Eong ariow). The extemal boi'der1 of the element indicated by a
denseranangementof the filaments of chromatin X70,000.,



c-

Fig. 11 - Pachytene., Osmium-amminc staining Lateral view
of a LE, Positively conímsted shorL loops can be seen
immenscd in a iibbun-like región stained clear gray (arrows).
C- filaments oi íbe chromatin surrounding the complex,
X57,000.

of formation is frequently continuous with a pair
of thin DNA-containing filaments folded in loops
of different length iepresenting the sister chro-
matids of one of the homolo^ous chromosomes.

One of these filaments is located at the medial side
of the LE, while the other is folded in numerous
loops at the external face of the LE. The presence
of a chromatid axis at the intemal side and the oth-
er at the externa! side of the LE is an unexpected
disttibution, its cytophysiological interpretaron is
open to discussion in terms of the opportunities of
each filament to become involved in different
meiotic processes. If the SC is essential for the ini-
tiation of recombination, in organisms other than
yeast as was classically proposed (see re view by
Hawley and Aibel, 1993), the proximity of each
chromatid with the recombination nodules located
¡n the central space may influence its opportunity
to become involved in a recombination event.
Nevertheless, the filament located at the external
side of the LE may gain access to the medial space
by means of the inward oxiented loops or by
changing positions with the filament situated at
the intemal side of the LE. However, if in mam-
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Fig. 12 - Schematic diawing of a frontal view of a fbrming synaptonemal complex showing the distríbution oí some of its macro-
moiecuJai components The lateral elements (LE) extend to íhc ríght of the giowing end (GE) of the synaptonemal complex, At
a short distance fiom the GR the cential element (CE) and the transversal filaments appeai.. The lateral thín DNA-containing fil-
ament (LF), situated to the feft of the giowing end, is conlinuous with the filament located in the external side of the lateral ele-
ment. The loops of these filaments aie associated with RNA-containing structuies, The intemal DNA-containing filament (IF) is
continuous with the filament located in the intemal horder of the lateral element (2). These filaments are also associated with
RNP. Numeious DNA-containing loops (3) are located inside the piotein structure (P) of the lateral clcmenls Ptoteins form cross
striation in a periodic pattem (P) ihat can be seen in frontal section. The appearance of a zone of exclusión of DNA and RNA
(1), takes place before the formaüon oí the classical elements of the synaptonemal complex



mals the recombination is initiated before the SC
formation as in yeast (Padmore et al., 1991; Sym
et al.., 1993; Borde et al.., 2000), the association of
the chromatids with the both sides of the LE may
be only relevant to crossoveí inteiference and dis-
junction process (Maguire, 1995).

The two DNA-containing thin filaments are pie-
sent in frontal sections of the SC. Doubleness of
the LE has been observed in rat spermatocytes
(Sotelo and Trujillo-Cenoz, 1958), in pigeon
(Nebel and Coulon, 1962) and in various other ani-
máis and plants (see review by Moses, 1968).
These pairs of thick fibers frequently found in lat-
eral sections of the LE, were inteipreted as repie-
senting the two chromatids of one chromosome
(Nebel and Coulon, 1962; Baker and Franchi,
1967; Moses, 1968). The results of the present
work indícate that in rat and guinea-pig the DNA-
containing filamenís do not conespond to thicker
fibers that can be discerned in the protein stmeture
of the lateral elements.

The development of the SC is accompanied by an
intense learrangement of chromatin chaiactciized
by: 1) the fomiation of a región of almost complete
exclusión of DNA and RNA, the central space, and
2) the folding of the fine filaments to form múlti-
ple short loops before incorporating into the SC.
These short loops are included in the ribbon-like
structure of the LE in mature SC.
Periodical striated patteins were described in ani-

máis, fungí and plañís (see reviews by Westergaard
and Wettstein, 1972; Zíckler and Kieckner, 1999).
When SCP3 is expressed in cultured somatic cells,
exoss-striated filaments with a periodicity of about
20 nm are formed (Yuan et al.., 1998). This period
approximately coincides with the spacing of the
bands of the LEs found in some animáis and in an
Ascomycete (Zickler and Kieckner, 1999). The
periodicity of the numerous short loops contained
in the thickness of the ribbon-like strxictuie of the
LE is also about 20 nm, although there is some dis-
persión of data. The DNA isolated and sequenced
ñorn purified SC was found to be different fiom
random genomic sequences (Pearlman et al.,
1992). It piesents excess of microsatellites, mostly
GT/CA repeats, and fragments of LINE and SINE
sequences, which are interpreted as specialized
attachment sequences (Pearlman et al., 1992;
Moens, 1994; Moens et al.., 1998). The loops of
DNA lying inside the LE probably conespond to

these attachment sequences associated with the
pToteins of the LE.
The irregular filament located at the central face

of the LE of SC is stained with EDTA procedure
and labeled by in situ hybridization catried out
without the denaturation of the DNA of the sam-
ple. These featuies demónstrate that RNA is asso-
ciated with the DNA-containing axial ñíament sit-
uated at the medial side of the LE in mature SC.
The presence of the RNA in the fine axial chro-
matin filaments is detected short before these fila-
ments are incorpoiated in the foiming LE, and dis-
appears progressively during the course of
pachytene stage. Tt is difficult to asceitain the
whether the filament located at the extemal side of
the LE also contains RNA, due to its numerous
loops and the múltiple RNP structures, as
perichroinatin fibrils and perichromatin granules
(Monneron and Berahard, 1969), associated with
it. The appearance of RNA bound to the chromo-
some axes duiing final pairing may represent the
newly synthesized RNAs previously found using
biochemical piocedures and referred to as PsnR-
NA and zygRNA. A small nuclear- RNA 125
nucíeotides in length (PsnRNA) transcribed by
RNA polymerase III was found to be synthesized
during meiotic prophase in Lilium (Hotta and
Stem, 1981). The transcription of a DNA replicat-
ed duiing chromosome pairing has been reported
in liiy and mouse meiocytes (Hotta et ai., Í985)
These transcripts (zygRNA) contain poly(A) and
are found only in meiocytes (Hotta et al., 1985),
Furthermore, autoradiographic expeiiments at the
light microscope level have demonstrated nucleo-
lar and exlranucleolar transcription during meiot-
ic prophase in various animáis and plants (Taylor,
1959; Muckenthaler, 1964; Monesi, 1965; Kiei-
szenbaum and Tres, 1974; Tres, 1975; Hartung
and Stahl, 1976; Sóderstióm, 1976; Geremia et
al, 1977). The inhibition of transcription during
meiotic prophase results in strong interference
with meiotic process (Sakaguchi et al, 1983).
When the inhibitor was applied in leptotene oí
zygotene, meiotic development anests and synap-
sis does not take place (Sakaguchi et al.., 1983).
The authors suggest that late zygonema piobably
represents a physiological distinctive stage in mei-
otic development with respect to RNA metabo-
lism which is related to the completion of synap-
sis. Taking into account all these results, the asso-



ciation of RNA with the axial filaments before the
formation of the SC and its presence in the chro
matin axes of the LE during early pachytene is
probably related to a still uncharacterized process
essential fór the achievement of final pairing. The
intensity of the positive contrast of the forming
ieptotene and zygotene chromosomal axes with
EDTA proceduie for RNP is much higher than that
of the lateral element of the forming SC. During
pachylene síage the specific contrast due to RNA
fades and finally disappears fiom the lateral ele-
ments of the SC, Thcsc observations lead us to
speculate that the RNA is probably related to the
assembly of the component of the axial elemenl
and its ti anstbrmation to lateral eleraent of the SC.
Further work aímed at characteiizing morpholog-

ically and cytochemical the síructures associated
with homology seaich and with the formation of
the SCs is in progress. In order to interpret the
presence of RNA in the SC it is impoitant to study
the localization of the transcriptional activity in
several stages of meiotic prophase.
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II, INTRODUCCIÓN

II. 1 Generalidades de la meiosis

Algunos organismos unicelulares y pluricelulares se reproducen por división directa o por mitosis,

de forma que las células hijas son genéticamente iguales a la progenitura. En este mecanismo de

reproducción no interviene ei sexo, por lo que se denomina reproducción asexual. Un mecanismo

más complejo de reproducción es la reproducción sexual, la cual está mediada por algunas células

de los órganos reproductores masculinos y femeninos. Este mecanismo exige que células diploides,

medíante un proceso denominado meiosis {del griego meioun que significa disminuir}, formen

células haploides llamadas gametos (Prescott, 1976; Panlagua etai, 1993). La reproducción sexual

está extendida en ios eucariontes porque permite una evolución más eficaz de los organismos. Esta

mayor eficacia de la reproducción sexual respecto de la asexual reside en la rapidez con fa cual

los organismos sexuados pueden adquirir combinaciones ventajosas de genes (Solari, 1999).

La capacidad de los organismos sexuados de obtener combinaciones génicas favorables se debe

a una característica esencial de ia meiosis, la recombinación genética.

Hemos mencionado que la meiosis es el proceso por medio del cual el número de cromosomas

se reduce, de modo que se forman células que sólo contienen un miembro de cada par de

cromosomas homólogos (Ivloens, 1994).

A diferencia de la mitosis, en la cual los cromosomas se duplican y luego se dividen entre dos

núcleos de las células hijas en una sola división, en ia meiosis la duplicación de los cromosomas

va seguida por dos divisiones sucesivas conocidas como división meiótica 1 y división meiótica II

que distribuyen los cromosomas entre cuatro núcleos de las células hijas resultantes (gametos)

{Moens, 1994; Kíeckner, 1997).
En la meiosis dos eventos se destacan, haciendo de ellos características únicas de este proceso

que se da en la reproducción sexual:

1.- El alto grado de recombinación genética.

2.- La división reduccional que tiene lugar.
Como consecuencia de ia meíosis, los hijos son genéticamente distintos a sus progenitores. Incluso

los gametos procedentes de una misma meiosis difieren genéticamente entre sí debido al intercambio

de material genético que tiene tugar por la recombinación genética que se produce durante la

división meiótica I (Prescott, 1976). La duración de la meiosis es superior con respecto a la mitosis

dentro de una misma especie (Solari, 1999).

Wilson en 1925 clasificó a los organismos que se reproducen sexualmente en tres tipos, según eí

lugar que ocupa la meiosis en el ciclo de vida de los organismos (Esquema 1). La primera denominada

meiosis termina! o gamética, ia segunda meiosis intermedia o esporógena y la tercera inicia! o

cigótica (Wolfe, 1972; Kíeckner, 1997; Zickler y Kleckner, 1998).



Esquema 1

Las tres tipos de meiosls, según
Wilson. La zona sombreada
corresponde a la fase diplotde (tel
ciclo de vida (Tomado de Woííe,
1972)

La meiosis es un proceso complejo, cuyos aspectos moleculares recientemente se han comenzado

a comprender. Los estudios que se han realizado han abordado a fa meiosis desde diferentes

puntos de vista, io cual ha permitido relacionarla con otros procesos básicos en ei organismo. A

pesar del conocimiento que se ha generado en los últimos años acerca del proceso meiótico, aun

existen aspectos que no han sido resueltos, además de que ha sido difícil conciliar la información

citológica, genética, bioquímica y molecular relacionadas con ía meiosis {Moens, 1994).

II. 2. Etapas de fa Profase Melótlca ,

Hemos ya mencionado que la meiosis consiste en dos divisiones denominadas división meiótica

I y división meiótica II. Desde un punto de vista formal, cada una de las divisiones meióticas se

dividen en estadios denominados: profase, prometafase, metafase, anafase y telofase. De todos



los estadios, el mas largo y complejo es la profase I (Solari, 1999). La importancia de la profase

meiótica I radica en que se lleva a cabo el reconocimiento, apareamiento, sinapsis y recombinación

genética de los cromosomas homólogos. Estos eventos son comunes de la profase I en la mayoría

de los eucariontes que se reproducen sexualmente {Darlinton 1931; Rhoades 1961; John, 1990).

La profase meiótica I se divide en cinco etapas: leptoteno, cigoteno, paquiteno diplotenoy diacinesis

(Esquema 2). Ei paso de una etapa a otra es un proceso continuo (Paniagua eta!., 1993; Solari,

1999), aunque es importante señalar que se han descrito etapas previas al ¡eptoteno, denominadas

como preprofase y preleptoteno.

Preprofase,

Se ha visto que el ciclo meiótico se inicia en los espermatocitos que se encuentran en una

condición premeiótica, que juzgan como una etapa G1/G0 del ciclo celular, que se caracteriza

por una marcada expansión del núcleo. La fase S meiótica o fase S premeiótica morfológicamente

se ha caracterizado por presentar cromatina laxa y algunos cuantos grumos de cromatina compacta.

Los eventos moleculares de la fase S meiótica son análogos a la fase S mitótica, aunque con una

diferencia muy notable en cuanto a su duración. Son pocos los organismos en los que se ha

medido la fase S premeiótica, sin embargo las observaciones realizadas indican que esta fase S

es mucho más larga que en las células somáticas {Callan, 1972). Esta diferencia en el tiempo

empleado en la síntesis de ADN durante la meiosis, se debe a que se utilizan menos replicones

que en la mitosis, además de que se da una replicación incompleta dei ADN, pues aproximadamente

0.3% del ADN queda sin replicarse y sólo se replica una vez iniciada la meiosis. Por ejemplo en

T. vul$ris la fase S en las células de la blástula se realiza en una hora, mientras que en la fase

S premeiótica es de 200 horas. (Callan, 1972).

En algunos organismos se ha descrito el apareamiento de los cromosomas homólogos durante

este periodo, el cual se pierde durante la fase S para posteriormente reestablecerse (Zicklery

Kleckner, 1998),

Esquema 2.

Desarrollo de los ejes axiales y
Gompiejcs slnaptonémtcos durante
el estadio de la profese I. Etapas
de la profase I: L leptoteno; Z,
dgoteno; R paquiteno; Ddiptoteno.
{Tomado de Safad, 1999).



" V - ri

V .

Preleptoteno.
Durante el preleptoteno, que para algunos autores corresponde al periodo G2 del ciclo celular,

se observan las características de un núcleo en ínterfase. En general, durante esta etapa los

cromosomas son todavía muy delgados y difíciles de observar (Panlagua ef al., 1993; Solari

1999). Otro planteamiento que se ha hecho respecto a la cromatina en etapas premeióticas es

el concerniente con el modelo de orientación Rabí, ei cual establece que el núcleo en interfase

presenta dominios, los cuales se mantienen en ías etapas previas a la meiosis, esto se ha descrito

para algunos organismos (Fuselt, 1987), aunque en el caso de las células de mamíferos esta

orientación no existe (Scherthan etai, 1996,1998).

Curiosamente en algunas levaduras durante el preleptoteno los cromosomas homólogos ya se

encuentran apareados, esto se ha visto en células en dispensión, a diferencia de los mamíferos

en donde no existe dicho apareamiento (Anderson eí a/., 1999),

Leptoteno.

Durante el leptoteno los cromosomas son más delgados y largos que en la mitosis. En ellos se

observan engrasamientos de distribución en forma de rosario y densa, denominados cromómeros.

Corresponden a regiones de condensación del ADN e histonas. Los cromómeros van a permanecer

hasta ia constitución del cromosoma, pero entonces ya no se distinguirán bien, pues los diversos

píegamientos de ia cadena de nucleosomas van a hacer que queden cada vez más densas y

destaquen menos. En los cromosomas totalmente configurados, algunos cromómeros parecen

corresponder a las zonas teñidas con las técnicas de bandeo. Los cromosomas leptoténicos tienen

una distribución bien definida. Frecuentemente, forman asas cuyos extremos se unen a la envoltura

nuclear en un punto cercano al centrosoma. La cromatina aparece todavía laxa (Paniagua eí al.,

1993; Solari, 1999).

Las cromátidas hermanas están estrechamente empaquetadas, extendiéndose a lo largo de los

elementos axiales en una serie de bucles. Las asas de cromatina tienden a unirse en ciertas

regiones de los elementos axiales que tienen un centro electrodenso. Los extremos de ios elementos

axiales relacionados con los telómeros se unen a la envoltura nuclear, constituyendo una estructura

denominada placa de adhesión, que está acompañada por la redistribución de los poros nucleares,

que pierden su distribución homogénea, tendiendo a acumularse en los sitios de fijación de los

telómeros (Schuls-Schaefer, 1980; Swanson ef a/., 1981). En muchos organismos, en este estadio

puede verse una disposición peculiar denominada bouquet, en la que los extremos de los

cromosomas están unidos a la envoltura nuclear en puntos cercanos a los centriolos. El resto del

cromosoma se extiende como un lazo en el núcleo (Zickler y Kleckner, 1998).

Se ha sugerido que una vez que se han organizado los dominios cromosómicos, los telómeros se

adhieren y se agrupan a la envoltura nuclear para aumentar ia probabilidad de encontrar a su

homólogo, siendo por !o tanto un sitio importante para ei apareamiento de los cromosomas

meióticos {Scherthan etai., 1994; Heyting, 1996). En ei hombre los centrómeros son las primeras

estructuras que se adosan a la envoltura nuclear siguiendo los telómeros (Heyting, 1996). Los

centrómeros y telómeros contienen secuencias especiales de ADN que son esenciales para e!



mantenimiento y la segregación de los cromosomas; por lo que se piensa que esto puede contribuir

a la organización espacial de los cromosomas en eí núcleo (Scherthan, eí al., 1994). En esta

etapa del leptoteno se ha demostrado la presencia de la recombinasa Rad51 unida a filamentos

de ADN por inmunomarcaje (Plugef ai, 1996).

Cigoteno,

El inicio del cigoteno se distingue por la aparición de segmentos apareados de ejes simples, que

constituyen e! inicio de un complejo sinaptonémtco (CS). El grado de condensación de los

cromosomas aumenta en relación ai estadio anterior, por lo que los cromosomas se observan

más cortos en longitud y de mayor diámetro. Los dos homólogos no se unen durante el apareamiento,

pues permanecen separados por un espacio de 100 nm aproximadamente. El apareamiento

puede comenzar en cualquier sitio del cromosoma, pudiendo unirse por sus teiómeros y continuar

apareándose hacia el otro extremo, o iniciar en las regiones internas y avanzar hacia los extremos,

o incluso llevarse a cabo de manera simultánea en vahos puntos a lo largo de los cromosomas.

En los organismos en que los cromosomas forman el bouquet, regularmente el apareamiento se

inicia en estas regiones terminales (Panlagua et ai., 1993; Solari, 1999).

Es muy probable, que en estas etapas de la profase meiótica, los cromosomas homólogos se

identifiquen unos con otros y se recombinen ya que los cromosomas aún están relativamente

extendidos (Kieckner, 1996). Se ha propuesto también que la iniciación de la sinapsis que se

observa en esta etapa, esté mediada por la presencia de la recombinasa Rad51 (Plug etai,

1996). El cigoteno dura hasta que se completa la sinapsis de los elementos axiales, con lo cual

se inicia el paquiteno.

Paquiteno.

Este es un estadio largo e importante, que está caracterizado por la permanencia del complejo

sinaptonémico (CS) durante todo el periodo, en el cual se lleva a cabo el entrecruzamiento. Durante

el paquiteno los cromosomas homólogos permanecen unidos, haciéndose progresivamente más

cortos y gruesos mientras continúa la condensación. En el paquiteno medio la configuración de

bouquet y el conglomerado de los poros nucleares se pierde. Hacia el final del paquiteno, esta

espiralización y condensación progresivas pueden dar como resultado un acortamiento de los

cromosomas a un cuarto o un sexto de la longitud que tenían en el leptoteno. (Panlagua etaL,

1993; Sotan, 1999)

Díploteno.

En el diploteno los CS se disocian; el espacio central se agranda y sus componentes desaparecen;

por lo que ia tendencia de los homólogos es alejarse lo más que se pueda excepto en la posición

del quiasma; este punto representa el resultado final de los intercambios (recombinación) entre

los cromosomas homólogos. El número y posición de los quiasmas vana en los organismos, sin

embargo, existe por lo menos un quisma por tetrada. En los meiocitos este estadio está caracterizado

por una progresiva descompactación de la cromatina y la desaparición del CS. Los límites de los
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cromosomas son menos definidos y fa cromatina en !a región de los brazos laterales aparece

como fibras esparcidas. Al mismo tiempo, se observa un incremento de estructuras que contienen

ribonucíeoproteínas (RNP), aparecen fibras pericromatinianas en el área de la cromatina extendida,

y los granulos pericromatinianos son escasos (Vázquez-Nin y Echeverría, 1976).

Diacinesis,

En la diacinesis los cromosomas homólogos, nuevamente se vuelven a enrollar (Moens, 1994;

Kleckner, 1996). En muchas especies en este estadio desaparece el nucléolo y las tetradas se

distribuyen más o menos por igual dentro del núcleo. En algunos organismos los cambios que

sufre el núcleo dan la apariencia de un núcleo interfásico,

I I . 3. Ultraestructura del Complejo Sinaptonémlco. ,

El Complejo Sinaptonémico (CS) tiene una estructura general muy conservada a lo largo de la

evolución, con pocas variantes. El CS fue descrito en 1956 con trabajos independientes de Moses

{1956} y Fawcett (1956). El CS alcanza su máxima estructuración durante el paquiteno y desde

ei punto de vista morfológico es una estructura tripartita, constituida por elementos laterales, ios

elementos transversos y e! elemento central. La morfología básica del complejo en sección

longitudinal es la misma para todas las plantas y animales y está formada por tres elementos

paralelos {Schmekel y Daneholt, 1995) (Esquema 3).

Esquema 3.

Estructura del
c o m p l e j o
sfnaptonámlco. CR:
cromatina; EL:
elementos laterales;
EC: elemento
c e n t r a l ; FT:
f i l a m e n t o s
tran versales; R;
n o d u l o de
recombinacíón.,
Gomado de Solar),
1999)

El CS se desarrolla por el alineamiento paralelo o sinapsis de los elementos axiales de los

cromosomas homólogos. La primera manifestación de sinapsis entre los cromosomas homólogos

es la conformación de un espacio de exclusión, posteriormente este espacio es ocupado por

filamentos transversales entre los ejes que aun se encuentran a una distancia de 300 nm, tres



veces más que la distancia final. Esto sucede en uno o más lugares a tos largo del eje y en
cercanías a la envoltura nuclear (Moens et ai, 1998).
El CS mide aproximadamente 210 nm de ancho, los elementos laterales tienen un grosor de 60
nm aproximadamente y el espacio central tiene alrededor de 100 nm. Los elementos laterales
están constituidos por un material amorfo y muy afín a las tinciones de plata y ácido fosfotüngstico,
características que dependen de su contenido de proteínas básicas {Salan, 1999). Cada elemento
laterai se observa como un filamento sencillo formado por la reunión de dos cromátidas hermanas;
su ancho varía de acuerdo al organismo de que se trate, por lo que el rango está entre los 20 y
60 nm (Jones, 1973). En el espacio de apareamiento central se encuentran los filamentos
transversales de 5 nm de diámetro aproximadamente, los cuales dan la apariencia de salir de
los elementos laterales. El elemento central es paralelo a los elementos laterales, contiene muy
poco o carece de ácidos nucleicos por !o que es resistente al tratamiento con AONasa, sensible
a proteasa e insoluble en altas concentraciones de NaCI (Solari, 1972). Su grosor es de 30 nm
se localiza en la parte central del espacio de apareamiento, tiene menor densidad que los elementos
laterales y mayor que los transversos (Moses, 1968; 1969; Esponda, 1981; Vázquez Nin ef ai,
1993). Se ha observado que el CS está asociado con la envoltura nuclear. Los elementos laterales
al unirse con la membrana interna se ensanchan adquiriendo forma de embudo, fácilmente visible
en ios cortes al microscopio electrónico. En espermatocitos de ratón durante e! paquiteno por
medio de hibridaciones in situ se ha demostrado ía presencia de secuencias de repetición
telomérica (TTAGGG)n en estas estructuras en forma de embudo, denominadas placas de adhesión
asociadas a la envoltura nuclear (Zicklery Kleckner, 1998). En la zona donde se establece la unión
con la envoltura nuclear se produce una protuberancia hacia ei citoplasma. El espacio entre ambas
membranas está atravesado por filamentos muy finos (4-6 nm) que van desde los elementos
laterales hasta el citoplasma adyacente a ia asociación {Moses, 1969; Esponda y Jimenez-Martin,
1973). También en diferentes especies se han descrito asociaciones del CS con el nucléolo
(Esponda y Jiménez-Martín, 1975; Pathaky Hsu, 1979).

Carpenter en 1975 en ovocitos de Drosophila melanogaster describió los nodulos de recombinación,
a que los que relacionó con e! entrecruzamiento (Zickler y Kleckner, 1999). Estas estructuras se
ubican sobre et elemento central del CS durante e! paquiteno (y algunas veces durante el diploteno)
mostrando diferente morfología según la especie, siendo en los insectos esféricas y prominentes,
mientras que en et ratón se caracterizan por ser pequeñas y poco evidentes (Solari, 1999). Se
han identificado dos ciases de nodulos de recombinación de acuerdo a! momento de su aparición
en la profase meiótica como tempranos o t ardíos, los primeros son abundantes, de tamaño
variable y aparecen en cigoteno asociados a los elementos axiales que aún no se aparean. Los
nodulos de recombinación tardíos aparecen asociados al complejo sinaptonémico durante el
paquiteno cuando los homólogos están completamente en sínapsis. Los nodulos de recombinación
tardíos nunca se han observado en ausencia de CS, además de encontrarse a lo largo de la
eucromatina (Zickler y Kleckner, 1999). De manera general se ha propuesto que ¡os nodulos de
recombinación están relacionados con la sinapsis, la recombinación y la formación del quiasma
{Sotan, 1999; Zickler y Kleckner, 1999). También se ha sugerido que la frecuencia y distribución



de los nodulos de recombinación está en relación con e! numero de quiasmas y eventos de

intercambio recíproco. Se han localizado recombinasas semejantes a la Rec A de de £ coii en

ios nodulos de recombinación, por lo que se piensa están involucrados en procesos de reparación

y recombinación (von Wettstein etal., 1984; Glamann, 1986; Sherman eí 3/,, 1992; Carpenter,

1994; Aslhey etai, 1995; Roeder, 1995). En espermatocitos de rata y de ratón se ha demostrado

la presencia de ADN en la zona donde se encuentran situados los nodulos de recombinación

(Vázquez Nin et ai, 1993) lo que indica que probablemente participen en la recombinación.

II 4. Citoquímica del Complejo Sinaptonémico ,

II 4a} Proteínas
La dificultad de separar CS de la matriz nuclear y de la cromatina, impidió por mucho tiempo

reconocer los componentes de esta estructura. Por varios años hubo esfuerzos para identificar las

proteínas del CS y aunque se obtuvieron resultados, muchos de ellos eran contradictorios (Zíckler

y Kleckner, 1999). La primera identificación de las proteínas a partir de CS purificados e intactos

morfológicamente fue obtenida por Heyting y col. (1985).

En trabajos de investigación posteriores utilizando procedimientos de inmunolocalización se

detectaron las proteínas propias del CS en animales y plantas (Moens et ai, 1987; Heyting eí

a/., 1988; Offenberg et ai., 1991; Smith y Benavente, 1992; Anderson et a/., 1994).

Investigaciones realizadas utilizando técnicas de inmunomarcado a nivel de microscopía electrónica

han demostrado que la proteína del complejo sinaptonémico 1 (SCP1) está localizada en la región

central del CS de mamíferos (Schmekei y Danehoit, 1995).

Las moléculas de SCP1 que se encuentran en los espermatocitos de mamífero, están simétricamente

organizadas dentro del CS. La SCP1 presenta un peso molecular de 125 kD, tiene tres dominios:

uno corto y rico en prolina en la porción amino terminal que es globular, una región de 700

residuos de aminoácidos que constituyen una a-hélice y un dominio carboxilo terminal de 240

aminoácidos, que contiene regiones serina/treonina seguido de un residuo de prolina, los que

son comunes en una variedad de proteínas que se unen a ADN. La porción carboxilo terminal de

la SCP1 descansa en la cara interna del elemento lateral, las moléculas salen desde el elemento

lateral hasta la región central del CS terminando con su región amino terminal entre el centro del

elemento central y el elemento lateral opuesto, por lo que los dominios amino terminal de la SCP1

se traslapan (Schmekel ef ai, 1996; Yuan et ai, 1996; Moens et al., 1998). La SCP1 puede tener

interacciones no específicas con el surco menor del ADN (Schmekel y Daneholt, 1995). La proteína

Synl se ha descrito en el hámster y es equivalente a la SCP1, presenta su dominio amino terminal

en el centro del CS y ef dominio carboxilo terminal hacia el elemento lateral (Esquema 4). Synl

se liga fuertemente a varias secuencias de ADN y no se une a otras proteínas (Tarsounas et ai,

1997).
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La proteína del complejo sinaplonémico 2 (SCP2) y !a proteína del compiejo sinaptonémico 3
(SCP3) son las principales integrantes de los elementos laterales del CS . Se ha visto que estas
dos proteínas están presentes a partir del leptoteno y desaparecen en las células meióticas tardías
(Pelttari etai, 2001). La SCP2 tiene un peso molecular de 1/3 kD y se ha confirmado por métodos
de inmunomarcación que su patrón de distribución es asimétrico (Schalk eí a/., 1998; Moens et
ai, 1998; Zickfer y Kieckner, 1999). Estudios bioquímicos han mostrado que presenta sitios blanco
a proteín-cinasa, lo que probablemente indica que esta proteína está involucrada en el ensamble
y desensamble del CS. En condiciones in vitro se une al ADN en regiones ricas en adenina y timina.
La SCP2 tiene similitudes con la Redi, que es una proteína específica de la meiosis en las
levaduras {Zickler y Kíeckner, 1999).
Aunque la SCP2 y la SCPl.son los principales constituyentes de los filamentos transversales, aun
no se ha evidenciado que irtteractüen directamente, por io que se ha sugerido la existencia de
una proteína adicional que medie el enlace (Yuan etal,, 1998).
La proteína SCP3 parece ser el principal componente del elemento lateral en roedores y es esencial
para la sinapsts de los cromosomas homólogos. La SCP3 se ensambla en delgadas fibras que
se piensa son el fundamento estructural del elemento lateral del CS y que podría funcionar como
una red en la que otras proteínas se fijan (Yuan ef al., 1998; Zickler y Kleckner, 1999). La SCP3
tiene varias formas, las dos principales muestran un peso molecular de 30 y 33 kDa, dentro de
cada cíase se ha visto que el grado de fosforilación varía a io largo de la profase meiótica I. La
proteína tiene características básicas, su terminación carboxilo terminal tiene regiones coiieó-coil
(arrollada en espiral) y un dominio amino terminal no-helicoidal (Zickler y Kleckner, 1999). Con
ayuda de anticuerpos desarrollados contra las regiones amino y carboxilo terminal de la SCP3,
se ha determinado su tocalización en el elemento lateral. La región amino termina! se ubica en
el lado interno del elemento lateral del ratón, mientras que la porción carboxilo terminal en la
región externa del elemento lateral (Zickler y Kleckner, 1999). Las fibras de SCP3 están
estructuralmente relacionadas con filamentos intermedios, pues se ha reconocido que su dominio
carboxíio terminal promueve la interacción proteína-protema in vitro, regulando la unión al ADN



de los ejes de las cromátidas, cohesión de las cromátidas hermanas, sinapsis y recombinación

(Yuan etai, 1998;Tarsounas etai., 1999; Zicklery Kleckner, 1999). Estudios recientes han puesto

de manifiesto la presencia de la SCP3 en células germinales primordiales masculinas y femeninas,

lo cual se ha interpretado como una preparación de las células primordiales para entrar en meiosis

{Di Cario et al., 2000).

En espermatocitos del hámster se ha descrito a ia Corí (equivalente a ia SCP3) situada en los

elementos axiales desde el leptoteno hasta el dipioteno y que permanece en el cinetocoro hasta

la metafase II (Zickler y Kleckner, 1999). La Corl está constituida por 234 aminoácidos y muestra

un peso molecular de 30 kDa, es rica en glutamina (12%) especialmente en el extremo carboxüo,

con 34% de aminoácidos hidrofobicosy un predominio básico, tiene parecido con las proteínas

de filamentos intermedios (Solari, 1999), Corl no tiene regiones de unión a ADN, por lo que su

unión tal vez esté mediada por otra proteína del eje. Existen evidencias que señalan que la proteína

Corl tiene interacciones homotípicas in vivo (Tarsounas etai., 1997). Se piensa que la Corl puede

estar involucrada no sólo en el ensamble de! CS sino también en la unión de tas cromátidas

hermanas {Tarsounas etai,, 1997).

Además de las proteínas del CS descritas en células de mamífero, se han definido proteínas

equivalentes en otros organismos como las levaduras se han descrito proteínas que se localizan

en e! CS, algunas de las cuales tienen funciones equivalentes a las descritas en mamíferos. A

continuación mencionamos algunas de ellas.

Zipl fue ia primera proteína descrita en el CS de S. cerevisiae, y se íe considera equivalente a la

SCP1 de mamíferos. Se ha visto que es una proteína filamentosa que contiene un dominio largo

enrollado en forma de barra con regiones de dimerización y una estructura globular en las las

regiones carboxilo y amino terminal. La Zipl se ensambla en una estructura altamente ordenada

y las evidencias experimentales sugieren que es una molécula que actúa como "cierre" unidendo

los cromosomas homólogos colocándolos en aposición {Haber, 1998; Sym et ai., 1993).

El exceso de producción de esta proteína causa la aparición de estructuras similares a ios

policomplejos que se observan en los espermatocitos de ios insectos (Sym y Roeder, 1995). En

mulantes de zipl la frecuencia del entrecruzamíento se ve reducida a la mitad sin una reducción

en el número total de conversiones génicas (Haber, 1998).

Se ha descrito que Zip 1 está en los CS y no en los elementos axiales. Los mulantes de Zipl no

forman CS (Sym etai., 1993; Sym y Roeder, 1995). Zipl es necesaria para que tenga lugar la

sinapsis, la recombinación y la interferencia regional de entrecruzamiento {crossing-over) (Storlazzi

eí ai., 1996; Sym y Roeder, 1994).

Otro componente que se ha delineado en el CS de levaduras es la proteína Zip2, que se ha

evidenciado se requiere para la iniciación de la sinapsis, por lo que se ha vinculado con el inicio

de la recombinación y la sinapsis de los cromosomas homólogos (Zickler y Kleckner, 1999). La

Zip2 tiene una estructura semejante a la de Zipl, pues forma a hélices antipáticas, lo que sugiere

la constitución de dímeros enrollados de la misma manera que los filamentos de miosina y los

filamentos intermedios (Storlazzi etai, 1996).

En levaduras se han referido proteínas que cumplen funciones equivalentes a la SCP3 y SCP2 de



mamíferos y que también se encuentran en los elementos axiales y laterales del CS. La Hop2 y

Redi descritas en S. cerevisiae, son proteínas necesarias para el ensamble y función del CS. Hopl

es específica de la meiosis, tiene un peso molecular de 70 kD. Se ha demostrado que contiene

regiones de dedos de zinc que se sabe promueven la unión al ADN dúplex, en secuencias ricas

en GC más que a secuencias ricas en AT (Zickler y Kleckner, 1999). La proteína Redi es también

exclusiva de la meiosis y presenta un peso molecular de 95 kD, Las evidencias experimentales

que la Redi es indispensable para que se conformen los ejes axiales y los elementos laterales,

así como para que los niveles de recombinación sean óptimos (Storlazzi etaL, 1996; Zícktery

Kleckner, 1999). La Mekl es otra proteína descrita en levaduras, tiene un peso molecular de 56.8

kDa y se ha mostrado que co-inmunoprecipita con la Redi y Hopl. La Mekl se localiza en sitios

a lo largo de los cromosomas desde el leptoteno hasta la metafase í observándose que tiene

homología con las proteín-cinasas de serina-treonia (de los Santos y Hollingsworth, 1999; Zickier

y Kleckner, 1999). Las mutaciones en los genes de la Hopl, Redi y Mekl reducen la recombinación

genética de manera notable en fas levaduras.

Además de las proteínas detalladas en los ejes y elementos laterales del CS, se han determinado

otro tipo de proteínas que se han descrito en levaduras (Pelttari etaL, 2001) y mamíferos (Ejipe

etaL, 2000) conocidas como complejos de cohesinas, los cuales se requieren para el apareamiento

de los cromosomas, la segregación y ia recornbinación en células meióticas (Pelttari et a!., 2001).

Ei complejo de cohesinas en las levaduras está constituido por un conjunto de múltiples subunidades

(Smclp, Smc3p, Scclp y Scc3p) que se requieren para mantener unidas a las cromátidas

hermanas durante la mitosis. Se ha demostrado que la Smc3p y ia versión en la meiosis de ia

Scclp denominada Rec8p tienen la función de mantener unidas a las cromátidas a lo largo de

la profase meiótica 1, además de participar en el establecimiento de! elemento axial y la

recombinación recíproca. Smc3p y RecSp colocalizan en el eje cromosómico independientemente

de si hay sinapsis o no. Durante el paquiteno van desapareciendo lentamente hasta quedar

únicamente en la región del centrómero en donde permanecen hasta la anafase II (Klein etaL,

1999).

En las células meióticas de mamífero con deficiencia en SCP3, las cohesinas son capaces de

promover la sinapsis entre cromosomas homólogos a pesar de que no exista la formación del

elemento axial, por lo que se sugiere que el complejo de cohesinas podría participar en el

apareamiento y sinapsis de los homólogos (Ejipe ef ai, 2000; Pelttari et al., 2001).

Además de ias proteínas que se han enumerado con una participación estructural en el CS, se

han localizado proteínas que participan de manera directa en ei proceso de recombinación

meiótica. En diversos eucariontes se han detallado proteínas homologas a la recombinasa RecA

de Escheríchia coli, como la Rad51 (Esquema 5), Dmcl y Líml5 en mamíferos (Bishop et al.,

1992; Shinohara etaL, 1993; Rockmill etaL, 1995;Terasawa etaL, 1995; Passy etaL, 1999).

Estas proteínas similares a RecA (Loseva etaL, 1996) y más específicamente la Rad51 (Ashley

etaL, 1995; Ikeya etaL, 1996), están presentes en asas de cromatina durante el leptoteno y se

incorporan a los elementos laterales de CS en cigoteno y se asocian a ios nodulos de recombinación

rneióticos. En diptoteno Rad51 se encuentra en ios quiasmas y Liml5 se asocia a las regiones



teloméricas en la profase tardía (Ikeya etal., 1996).
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Rad51 y Dmcl se han encontrado en cromosomas de la meiosis de mamíferos (Piug etaL, 1996;

Barlow etaí,, 1997; Tarsounas et al., 1999) y se ha visto tienen el mismo patrón de distribución

en extractos de espermatocitos de ratón en estados sucesivos de la profase 1 (Tarsounas etal,

1997).

En el lirio estas proteínas se ubican como sitios discretos a los nodulos de recombinación tempranos

en los cromosomas durante el leptoteno y cigoteno (Terasawa etal 1995; Anderson eíal., 1997).

Existen evidencias indirectas que sugieren que la presencia de proteínas de recombinación y

reparación en los nodulos tempranos pueda estar relacionada con ía conversión génica mas que

con el crossing-over {Carpenterf 1994; Kleckner, 1996). Sin embargo, hasta el momento no es

clara la relación entre las evidencias experimentales y el fenómeno de reconocimiento de las

secuencias homologas localizadas a larga distancia,

II 4b) Ácidos nucleicos
En estudios citoquímicos a nivel ultraestructural, se ha demostrado la presencia de ARN, de ADN

o de ambos en el CS (Esponda y Stockert, 1971;Welsch? 1973; Vázquez Nin y Echeverría, 1976;

Latos-Bielenska etaL, 1990; Vázquez Nin eí a/., 1993). El ADN es un componente importante de

los elementos laterales, pero es escaso o está ausente en el espacio central. Sin embargo se le

ha hallado en los nodulos de recombinación (Vázquez Nin et al., 1993). Estas observaciones

sugieren que la parte central del CS es el lugar donde se produce el intercambio de cromátidas.

Investigaciones en las que se analizó el ADN aislado del CS (Peariman etaL, 1992; Karpova eí



a/., 1995) se demostró que existe una alta frecuencia de secuencias UNE/SINEy repeticiones

en tándem de CA. Estas secuencias son parecidas a las que posiblemente se encuentran cerca

de los puntos de ruptura que dan lugar a la recombínación {Satyanarayana y Strominger, 1992).

En cuanto a la existencia de ARN Vázquez Nin y Echeverría (1976) por medio de métodos de

tinción preferencia! evidenciaron que los ejes axiales y elementos laterales contienen gran cantidad

de RNP durante las primeras etapas de la profase meiótica, sin embargo esta positividad disminuye

notablemente durante el paquiteno avanzado hasta estar ausente en el diploteno. A pesar del

avance que existe en el estudio de la profase meiótica, aún existen interrogantes en cuanto a la

ubicación y participación del ADN y ARN durante el alineamiento, apareamiento y sinapsis de los

cromosomas homólogos.

11.5 Síntesis de Ácidos Nucleicos durante la profase meiótica I

Monesi y col. (1978) realizaron ios primeros trabajos sobre la síntesis de ARN durante la

espermatogénesis. Esta investigación sobre ia síntesis del ARN en espermatocitos y espermatidas

evidenciaron una actividad inusuai de los transcritos que se presume participan en las etapas

posteriores de la meiosis en la síntesis de las proteínas. Ellos observaron que una fracción

importante de transcritos del paquiteno no eran liberados del núcleo hasta el diploteno.

Utilizando métodos de autorradiografía se ha detectado síntesis de ARN durante !a profase meiótica

i en diversos organismos (Eddy y O 'Brien, 1998). Cuando las células alcanzan la metafase, esta

incorporación cae a un nive! no detectabfe (Taylor, 1959; Monesi, 1964)

Algunos estudios que han abordado la síntesis de ARN han demostrado que esta es baja durante

el estado de preleptoteno y casi imperceptible durante el leptoteno, cigoteno y el paquiteno

temprano. A diferencia de lo que sucede en el paquiteno medio y tardío, en donde existe un

incremento notorio en la incorporación de uridina tritiada; esto ha permitido detectar niveles altos

de síntesis de ARN en los espermatocitos del ratón en paquiteno (Eddy y O 'Brien, 1998). Estudios

de autorradiografía ultraestructural en diversos organismos han confirmado la elevada síntesis de

ARN en espermatocitos en paquiteno, así como la incorporación de uridina tritiada en las etapas

tempranas de la profase meiótica (Kierzenbaum yTres, 1974b), además de evidenciar que muchos

de los ARN sintetizados durante el paquiteno son acumulados en el núcleo y posteriormente son

liberados en el citoplasma durante ia primera divisón meiótica (Monesi, 1954,1965). La síntesis

de ARN que se ha determinado por medio de autorradiograffa uitraestructural en los espermatocitos

del humano y dei ratón durante et paquiteno, se ha localizado en autosomas. Esta locaiización

sugiere que la síntesis del ARN es predominantemente de ARN heterogéneo nuclear (ARNhn),

precursor del ARNm {Eddy y O 'Brien, 1998).

Asimismo en los espermatocitos de humano y de ratón se ha registrado la síntesis de ARN nucleoiar

que alcanza un pico durante el cigoteno, lo que evidencia la síntesis de ARN ribosómica durante

la meiosis (Kiezenbaum yTres, 1974a).

Evidencias experimentales señalan que existe la síntesis de una variedad de moléculas de ARN

de bajo peso molecular, de alrededor de 125 nucieótidos, se sintetiza durante ia profase meiótica.

Estas moléculas parecen inducir cambios en la conformación de la cromatina permitiendo el



acceso de las nucleasas (Hotta y Stern, 1981).

La inhibición de la síntesis del ARN, en leptoteno o cigoteno, produce una permanencia de los

espermatocitos en cigoteno. Si la inhibición se realiza en paquiteno, las células no pueden seguir

mas allá de la profase I, por lo que se sugiere que el ARN es esencial para el desarrollo meiótico

(Sakaguchiefa/., 1983).

En ia meiosis la replicación del ADN sucede durante la interfase en el periodo S (fase S premeiótica),

como en cualquier interfase previa a la mitosis. Sin embargo, la síntesis premeiótica del AON tiene

ciertas peculiaridades, es muy iarga y además no es completa, dado que una cantidad aproximada

al 0.3% del ADN total queda sin replicarse y sólo ¡o hace ya iniciada la meiosis. La síntesis del

ADN durante la meiosis se lleva a cabo durante la etapa del cigoteno y en la etapa del paquiteno.

En el lirio se demostró que la replicación durante la fase S es sólo del 99.8 al 99.9% (Stern,

1993). La síntesis de ADN restante ocurre durante el cigoteno y el paquiteno. Esta síntesis de ADN

durante el cigoteno (ADNc) es del 0,1 a 0.3 %, y se ha relacionado con el apareamiento

cromosómico. Estudios en células en cigoteno que incorporaron timidina tritiada, muestran el ADN

marcado en los elementos laterales, lo que apunta a que el ADN recién sintetizado funciona como

sitios de unión para la formación del CS (Kurata e Ito, 1978). En el paquiteno la síntesis del ADN,

denominado ADN paquiténico (ADNp) se da en un porcentaje del 0.2% y a diferencia del ADNc

no es consecuencia de un retraso en la replicación, más bien se le ha relacionado con fenómenos

de replicación-reparacíón involucrados con el proceso de recombinación. Cuando se inhibe

parcialmente la síntesis del ADN, se observa la fragmentación de los cromosomas en cigoteno y

paquiteno, lo que sugiere que la integridad del cromosoma depende exclusivamente del ADN

(Stern, 1993).

El ADN que se sintetiza en paquiteno está formado por secuencias moderadamente repetidas y

altamente conservadas en diferentes plantas (Friedman etal., 1982). El ADN sintetizado en

cigoteno es mucho menos conocido. Sin embargo, las evidencias autorradiográficas de alta

resolución indican que el ADN sintetizado en esta etapa se incorpora a los ejes axiales y enseguida

pasa a ¡os elementos laterales del CS (Kurata e Ito, 1978).

11.6 Alineamiento y Apareamiento de los cromosomas meiótlcos

Ei cómo los homólogos encuentran su pareja es un misterio hasta el momento y se han propuesto

varios modelos que tratan de explicar como se reconocen los cromosomas homólogos. La meiosis

involucra ai menos cuatro diferentes clases de apareamiento (Kleckner, 1996). 1.- Durante la fase

S meiótica, la duplicación de la doble hélice de ADN genera dos copias que permanecen unidas

hasta la división meiótica 11. Este apareamiento se explica por las proteínas de cohesión (cohesinas)

que mantiene a las cromatidas hermanas unidas durante este periodo (Miyazaki y Orr-Weaver,

1994; Sekelsky y Hawley, 1995). 2.- Durante el ieptoteno, cada par duplicado busca su homólogo,

para que así al inicio del cigoteno la mayoría de los cromosomas estén organizados en paralelo

con su pareja a una distancia entre 300 a 1000 nm; por lo que el término alineamiento puede

ser utilizado para describir el mecanismo que crea esta asociación a distancia. 3.- Durante el

cigoteno se comienza a ensamblare! CS con la cercanía de los homólogos3 hasta que en paqulteno



los homólogos se encuentran a una distancia de 100 nm (Loidl, 1994; Hasenkampf, 1996). Por

lo que el término sinapsis puede ser empleado para esta estrecha asociación de los cromosomas

homólogos. 4.- La recombinación tiene lugar entre los dos dúplex de ADN que descansan a unos

nanómetros uno de otro; el apareamiento preciso depende de la compiementaridad que exista

entre la bases en las hebras individuales de ADN (Kowalczykowski y Eggleston, 1994).

Actualmente es aceptado que el alineamiento y apareamiento o sinapsis son procesos diferentes

(Moses, 1968; Loidl, 1990; Hawley y Arbel, 1993; Kleckner, 1996; Scherthan etaí., 1996).

La mayoría de los modelos para explicar el alineamiento meiótico plantean la existencia de

movimientos que generan contactos accidentales entre los homólogos (Loid!, 1990; Kleckner,

1996). En términos generales, el reconocimiento debe involucrar interacciones de largo alcance,

donde los homólogos "foquen o sientan" otros cromosomas. Muchos modelos involucran el

apareamiento temprano con proteínas filamentosas (Comings y Riggs, 1971; Holliday, 1977;

Chandley, 1986).

Existen otras propuestas en las que se ha sugerido que el alineamiento meiótico puede ser la

continuación de organizaciones somáticas previas de la cromatina en interíase. En algunos

eucariontes como las levaduras y dípteros, los cromosomas homólogos son adyacentes en el

núcleo en interfase de células somáticas (Wandall y Svendsen, 1985; Scherthan eí al., 1994;

Weiner y Kleckner, 1994). Sin embargo, algunas investigaciones han demostrado que no hay

proximidad de ios cromosomas homólogos en las espermatogenias de hombre y de ratón (Scherthan

et ai, 1996). Aunque existiera algún tipo de ordenamiento premeiótico en ta organización de los

cromosomas homólogos, parece ser que en la mayoría de los eucariontes la disminución de la

distancia entre los cromosomas homólogos y su alineamiento tiene lugar poco antes del apareamiento

final también llamado sinapsis {Zickler y Kleckner, 1999).

Se ha propuesto que la búsqueda de homología involucra la participación de macromoíéculas,

probablemente proteínas, ADN y/o ARN a largas distancias. Dawe (1998) y Cook (1997) han

propuesto a las proteínas como un sistema que tiene la función de llevar a cabo la atracción

inicial. Sin embargo, la atracción debe llevarse a cabo después de que ef reconocimiento de

homología se ha dado entre las secuencias o regiones de los cromosomas. Se ha sugerido que

proteínas semejantes a los priones puedan formar fibrillas semiestables que unan segmentos de

cromosomas homólogos (Sybenga, 1999). La mayoría de los autores consideran que el ADN está

involucrado en la búsqueda inicial, reconocimiento y apareamiento de los cromosomas homólogos

(Loidi, 1990; Moens, 1994; Kieckner, 1996; Sybenga, 1999). Se ha demostrado la presencia de

hebras sencillas de ADN como resultado de las rupturas de doble cadena justo antes de la

recombinación y la reparación del ADN, siendo esto un componente de la maquinaria de intercambio

genético (Drapkin etai., 1994), sin embargo, el estudio de genotipos mutantes en levaduras indica

que las rupturas de doble cadena no son requeridas para la formación de conexiones de

apareamiento (Weiner y Kleckner, 1994).

Utilizando histoquímica y microscopía electrónica se ha probado la presencia de ARN en el elemento

lateral del CS (Wolstenholme y Meyer, 1966). El uso de procedimientos de tinción preferencial

para ribonucteoproteínas (RNPs) en microscopía electrónica ha evidenciado la presencia de ARN



en el elemento lateral del CS y en los elementos axiales del leptoteno y cigoteno {Esponda y

Stockert, 1971; Vázquez-Nin y Echeverría, 1976), es más las RNPs han sido también localizadas

en las fibrillas uniendo los elementos axiales en cigoteno (Vázquez-Nin y Echeverría, 1976). A

pesar de que se ha puesto de manifiesto la presencia de ARN desde la etapa del ieptoteno no

se ha estabíecido de manera concreta su participación en ia profase meiótica.

II. 7 Significado citofisiológico del Complejo Sinaptonémico

Se ha observado que existe correspondencia entre la posición del CS y el apareamiento de los

homólogos en el paquiteno. Además, cuando se comparan las imágenes de la microscopía óptica

y electrónica de la misma célula, se ve cómo el CS se sitúa precisamente entre los homólogos

apareados en la región en que el apareamiento es más estrecho y donde se supone que tiene

lugar ía recombinación. En el cigoteno aparece por primera vez el CS, el cual se encuentra durante

todo el paquiteno y desaparece al iniciarse el diploteno, cuando finaliza el estrecho apareamiento.

Por ello, tanto la locatización del CS como la sincronización en su aparición y desaparición con

el inicio y finalización del apareamiento estrecho, indican una íntima relación con el apareamiento

y recombinación (Moses, 1968; Gillies, 1975; Moensy Pearlman, 1988; Kabaketa/., 1992).

Una serie de investigaciones ha establecido que el CS se encuentra en todas las células que se

dividen por meiosis (Sotelo, 1989; von Wettstein ef a/., 1984) y existen evidencias de estudios

ultraestructurales clásicos que demuestran la existencia universal del CS en la profase meiótica.

Debido a este hecho, a su propia morfología y a sus cambios entre leptoteno y paquiteno, se le

ha relacionado con el apareamiento, la recombinación y la segregación entre los homólogos

(Sotelo, 1969).

El CS se ha considerado como representación de la consumación del apareamiento además de

estar relacionado con algunos aspectos importantes del proceso meiótíco como: mantener unidas

a las cromátidas hermanas, estabilizar el quiasma hasta la anafase 1, ubicar a los nodulos de

recombinación entre las cromátidas homologas adecuadamente alineadas, y producir iocalmente

interferencia en el entrecruzamíento (Moens, 1994; Maguire, 1995; Kleckner, 1996).

Sin embargo, poco se conoce acerca del proceso de reconocimiento temprano que involucra la

búsqueda y hallazgo de las secuencias homologas, la estabilización de !as conexiones interhomólogas

y la formación del CS.

En todas las células eucariónticas con meiosis normal y recombinacidn, el estrecho apareamiento

de ¡os cromosomas durante la profase (cigoteno-paquiteno) se ha correlacionado con la aparición

del CS.

El papel del CS ha provocado controversia, pues existen evidencias que muestran que el apareamiento

mediado por el CS no asegura la recombinación (Stack, 1973; Rasmussen, 1977), esto se ha

interpretado en el sentido de que el CS pudiera ser necesario pero no suficiente para la

recombinación. Hay datos experimentales que han puesto en duda que el CS sea necesario para

el apareamiento y recombinación de la meiosis. Por ejemplo en levaduras ia recombinación se

puede llevar cabo sin la formación de CS (BShler eí a/., 1993), así como la formación del CS

puede mediar la asociación de cromosomas heterólogos (Jenkins y Okumus, 1992).



A pesar de estas demostraciones, existen también evidencias experimentales que sugieren ¡a

relación del CS con el proceso de apareamiento, recombinación y eventualmente la segregación.

Por ejemplo se ha demostrado ía asociación de cromosomas homólogos con ia exclusión de los

no homólogos durante el cigoteno en más del 99% de los eucariontes con reproducción sexual

{von Wettstein etai, 1984).También se ha comprobado que estas asociaciones son tan específicas,

que cuando existe una inversión grande, esto provoca ia formación de un asa (Batanian y Multen,

1987). La presencia de ios nodulos de recombinación tardíos en la región central del CS (Carpenter,

1975; Carpenter, 1979a, b) que son probablemente la expresión morfológica de complejos

enzimáticos en la región donde ocurre la recombinación génica, pues se ha visto que el número

de nodulos de recombinación tardía en los CS es muy semejante al de quiasmas, expresiones

citológicas de la recombinación recíproca (Solari, 1999).



III. JUSTIFICACIÓN DEL TRABAJO

Los procesos que dan origen al CS involucran la búsqueda de homología ele secuencias o regiones

de cromosomas. Este proceso es muy específico y puede estar antecedido o seguido por ia

aproximación inespecífíca de los cromosomas mediada por los telómeros y/ó ios centrómeros. La

etapa final de este proceso es la formación de la estructura proteica del CS entre regiones homologas

o no (heterológos), que estén cercanas. Esto es un mecanismo inespecífico que explica muchas

de las aparentes excepciones al papel funcional del CS en la mayoría de los eucariontes. Como aún

se desconocen los mecanismos específicos que producen el alineamiento, ai apareamiento y la

sinapsis de los cromosomas homólogos en eí presente proyecto se propuso estudiar a través de

la microscopía electrónica las estructuras que podrían estar relacionadas con estos procesos durante

ia profase meiótica i.

Consideramos que los ácidos nucleicos median el reconocimiento locus-específico de los cromosomas

homólogos y que tas proteínas intervienen en la generación de los movimientos de apareamiento,

para permanecer como andamiaje una vez que se ha constituido ei CS, Si esta hipótesis es cierta,

podemos hacer una serie de afirmaciones corroborables experimentalmente; Se encontrará ARN

y/o ADN (o ambos) en la región donde se produce el reconocimiento de homología locus-específico

antes que los ejes axiales se sitúen en paralelo para conformar los brazos laterales del CS durante

las fases anteriores al paquiteno. La formación de hebras monocatenarias de ácido nucleico es

indispensable en el reconocimiento de complementariedad de bases. Acabado el reconocimiento

y formado el CS durante el paquiteno, los ácidos nucleicos podrán desaparecer en esas estructuras.



IV, OBJETIVOS )

Objetivo general
Localizar los ácidos nucleicos ARN y ADN, en los núcleos de las células germinales premeióticas

(espermatogonias tipo B), y durante la profase meiótica I (espermatocitos I).

Objetivos específicos
1. Localizar ei ARN y el ADN en espermatogonias tipo B y en los espermatocilos primarios de testículo

de cobayo y rata mediante citoquímica ultraestructural e hibridación in situ, en las etapas de la

profase meiótica clásicamente descritas, así como también en las transiciones entre etapas de la

profase i.

2. Realizar reconstrucciones tridimensionales de las regiones de reconocimiento de homología y

de la zona de apareamiento final y formación del CS.

3. Determinar por autorradiografía óptica si la síntesis de ARN y su salida al citoplasma está

relacionado con el establecimiento del CS y el apareamiento.



V. MATERIAL Y MÉTODOS

Se utilizaron testículos de adultos jóvenes de cobayo y de rata en todos los experimentos.

V.l Procesamiento del material biológico para microscopía electrónica

Las muestras de testículo de cobayo y de rata se trataron con diferentes procedimientos de fijación,

deshidratación e inclusión dependiendo de la metodología empleada para su análisis a! microscopio

electrónico. Estos distintos procesamientos se describen a continuación.

V.l.l Procesamiento estándar

Las muestras se fijaron en glutaraldehído al 2.5% en amortiguador de fosfatos pH 7.3 0.2 M por

una hora a temperatura ambiente, se enjuagaron en el mismo amortiguador, se deshidrataron con

alcoholes etílicos graduales y se incluyeron en resina epóxica (Glycyde ether 100, Merck, Darmstadt,

Germany}.

V.i.2 Fijación hipertónica y tratamiento con ARNasa

Las muestras se fijaron en condiciones hipotónicas de acuerdo al método desarrollado por Puvion-

Dutilleul y Puvion (1980) modificado porVázquez-Nin y col (1989). Las muestras de túbulos

seminíferos de testículos de rata se fijaron en paraformaldehido al 1% con photo-flo 200 (Kodak,

Rochester, NY, USA) disuelto en una solución de sacarosa al 0.1M a pH 9 ajustado con una solución

de borato de sodio al 0.1M. La fijación se llevó a cabo durante 45 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente el materia! se dividió en dos partes. A la primera parte se le dio una postfijación

en glutaraldehído al 2.5% en amortiguador de fosfatos pH 7.3 0.2 M por una hora a temperatura

ambiente, se enjuagó en el mismo amortiguador y se deshidrató a 4°C para su inclusión en LR

White (Electron Microscopy Science).

Las muestras restantes se trataron con ARNasa al 2% (Sigma, St. L.ouis Missouri; USA) disuelta en

amortiguador deTris-HCI pH 6.5 a diferentes tiempos que fueron desde los 15 minutos a ías cuatro

horas de incubación todas ellas a 37°C. Posteriormente se enjuagaron con amortiguador de fosfatos,

se deshidrataron en alcoholes graduales y se incluyeron en LR White (Electron Microscopy Science).

Se utilizaron muestras de túbulo seminífero de rata como testigos negativos sin el tratamiento de

ARNasa al 2%, incubándolas con agua destilada de acuerdo a los tiempos y la temperatura

establecidos anteriormente. Subsecuentemente este material se deshidrató en alcoholes graduales

y se incluyó en LR White (Efectron Microscopy Science).

V.1.3 Procesamiento para Inmunolocalizaclón
Las muestras de túbulos seminíferos de cobayo se fijaron en paraformaldehído al 2% en amortiguador



de fosfatos 0.15 M pH 7.3 a 4°C por una hora. Las muestras se enjuagaron en ei amortiguador

de fosfatos y se deshidrataron en metanoi gradual (50%, 60%, 70%, 80%, 90%) y se incluyeron

en Lowicryí K4M (Poiysciences Inc). La polimerización se llevó a cabo utilizando luz ultravioleta a

-20°C.

V.1.4 Procesamiento para hibridación ¡n sltu
Muestras de túbulo seminífero de cobayo y de rata se fijaron en paraformaldehído al 2% en PBS,

así como con paraformaldehído ai 4% + glutaraldehído al 0.2% en PBS a 4°C por una hora.

Posteriormente el material se enjuagó en el mismo amortiguador, se deshidrató en metanoi gradual

{50%, 60%, 70%, 80%, 90%) y se incluyó en Lowicry! K4M (Polyscience Inc). La polimerización

se llevó a cabo utilizando luz ultravioleta a -20°C.

V. 1.5 Corte
De todo el material obtenido de acuerdo a los diferentes procedimientos citados anteriormente,

se procedió a realizar los cortes semifinos, obteniéndose de un micrómetro de espesor, los que

se tiñieron con azul de toiuidina-bórax. Se estudiaron en el microscopio de luz las asociaciones

celulares presentes en los túbulos seminíferos y se compararon con las descripciones clásicas

del ciclo espermatcgénico del cobayo {Clermont, 1960) y de la rata (Leblond y Clermont, 1952).

Una vez obtenida la etapa del ciclo espermatogénico de interés se hicieron cortes uitrafinos de

aproximadamente 60 nm de grosor en un ultramicrotomo Reichert Ultracut R y se montaron en

rejillas de cobre, oro o níquel cubiertas con formvar. Los cortes seriados se recogieron en anillos

de Sjóstrand, de acuerdo al método descrito por Wettstein y Graver (1973). Otros cortes fueron

levantados en rejillas de oro sin membrana.

V.1.6 Métodos de contraste
Se emplearon diferentes métodos de contraste para el material de tos túbulos seminíferos de

cobayo y rata. Para determinar ía ultraestmctura de manera general se aplicó el método de contraste

general de acetato de uranilo y citrato de plomo. Para teñir el ADN se recurrió al método de tinción

preferencia! para ADN del PTA o ácido fosfotungstico (Vázquez-Nin eí al., 1973; Esquivel eí al.,

1987). Para contrastar las RNP se utilizaron el método de tinción preferencial de Bernhard (1969)

para RNR así como el método de terbio (Biggíogera y Fakan, 1998).

Los cortes uitrafinos que se recogieron en rejillas de oro sin membrana se usaron para el método

de tinción específica para ADN de amina de osmio (Coglíati y Gautier, 1973) modificado por

Vázquez-Nin y col. (1995).

V.2 Reconstrucción tridimensional
Las series se ttñeron con la tinción de contraste general de acetato de uranilo y citrato de plomo,

con el método de tinción preferencial para RNP (Bernhard, 1969), y con el método de tinción

preferencial para ADN del FTA o ácido fosfotungstico (Vázquez Nin etaí., 1973; Esquivel ef ai.,

1987).



Las muestras se observaron en un microscopio electrónico Cari Zeiss EM10 operando a 80 kV.

Las espermatogenias tipo B y los espermatocitos en las diferentes fases de la profase meiótica

i, fueron fotografiados desde el inicio de la serie hasta el final.

La reconstrucción tridimensional se llevó a cabo en dibujos realizados en papel celofán en los

que se fueron trazando las estructuras de cada una de las células que se siguieron en las series

obtenidas. Al tener toda la secuencia de las fotografías de las estructuras en el papel celofán se

hicieron coincidir los dibujos para determinar el arreglo y disposición de los elementos copiados.

V.3 Inmunoíocalízación

La inmunolocalización se llevó a cabo en condiciones de "post-inclusión"de acuerdo al protocolo

descrito por Biggiogera y col (1989) Vázquez-Nin y col (1995) con los siguientes anticuerpos:

1.- Anti-ARN poiimerasa 11, es un anticuerpo policlonal de conejo (Kimm y Dahmus, 1986)

2.- Anti-ADN, es un anticuerpo monociona! de Progen (Heidelberg, Germany)

3.- Anti-RNPhn (C8V) Jones et al., 1980.

4.- Anti-SM anticuerpo monoclonal que reconoce un epitope común a los snURNPs (Ul , U2, Ü5

y U6) que participan en el splicing (Y12, Lerner et al., 1981; Gerke y Steitz 1986)

5.- fiinti-WmetiÍ-guanos¡n-cap (R1131) Oncogene, New York, USA.

(ver diagrama de flujo 1).

V.4 Hibridación

Para llevar a cabo la hibridación in situ se utilizó como sonda el ADN genómico de células de

hígado y bazo de cobayo y de rata de acuerdo al protocolo de López Velázquez y col (1998).

Mediante el uso de ADN genómico como sonda marcado con biotina o digoxigenina se pueden

localizar losARN en hibridaciones in situ a nivel ultraestructural.

A continuación se describe ía extracción del ADN genómico, la marcación del ADN genómico y la

hibridación in situ ultraestructural.

V.4.1 Extracción del ADN genómico

La extracción del ADN genómico se realizó de acuerdo al protocolo de López Velázquez y col

(1998). Se obtuvieron el hfgado y el bazo de cobayo y de rata, los cuales inmediatamente fueron

cortados por congelación en un criostato American Óptica! a -17°C para obtener cortes de 20

micrómetros de grosor. Se utilizaron aproximadamente 30 cortes por cada extracción. La extracción

ctei ADN genómico se llevo a cabo incubando los cortes durante toda la noche en amortiguador

SDS-proteinasa K a 42 °C en agitación constante. Posteriormente se empleó fenol-cloroformo. El

ADN se precipitó con NaCI IN y etanol 100% a -20°C. El ADN fue resuspendido en amortiguador

TE. La concentración obtenida del ADN fue de 5 mg/ml.

La integridad de! ADN fue analizada con geles de agarosa al 1% (Figura 1).



Figura 1

Muestra gel de agarosa al
1% Carril (a) msrcadortSe
peso molecular, (b) ADN
genómico tte hígado de
cobayo

La concentración del ADN genómico fue medida porabsorbancia a una longitud de onda de 260

nm Se consideró como pureza óptima cuando ia relación OD26O/OD 2 g 0 dio como resultado 1.8.

V.4.2 Mareaje del AON genómico de cobayo y de rata

El ADN genómico de hígado y bazo de cobayo y de rata se marcó con biotina y digoxigenina. E!

marcado inicialmente se realizó con biotina para las hibridaciones in sttu, sin embargo posteriormente

se recurrió al marcado con digoxigenina, debido a que se obtuvieron mejores resultados en las

hibridaciones in situ y un menor ruido de fondo.

Para marcar con biotina se empleó el método de nick translation utilizando el sistema de mareaje

de BioNick (Gibco BRL) para incorporar nucleótidos bíotinilados (Langer eí ai, Í981). En la

reacción se adicionaron dNTP's 0.2mM, G.lmM de bio 14-dATP, 0.5 unidades/ml de ADN

poümerasa I de Escherichia cotí y 0.0075 unidades/ml de ADNasa I de páncreas bovino.

Se marcó aproximadamente ímg de sonda por cada reacción, dejando incubar a 16°C durante

2 1/2 horas. El tamaño cíe la sonda se controló con el tiempo de digestión en la reacción de

marcado por el nick translatíon, además de verificar eí tamaño de la sonda mediante electroforesis

en gel de agarosa al 1%. El tamaño de la sonda de ADN genómico después de este tiempo de

incubación fue de 100 a 500 pb.

El ADN genómico marcado con digoxigenina se realizó por el método de nick translation manejando

ei sistema de mareaje de DIG-Nick Translation Mix {Boehringer Mannheim, Germany). En la reacción

se adicionaron ADN polimerasa I, ADNasa I; 0.25 mM dATR 0.25 mM dCTR 0.25 mM dGTP 0.17

mM dTTP y 0.08 mM de D1G-11-dUTP

Se marcó aproximadamente Img de sonda por cada reacción, dejando incubar a 16°C durante

2 1/2 horas. El tamaño de ¡a sonda se controló con eí tiempo de digestión en la reacción de

marcado por el nick translation, además de verificar el tamaño de la sonda mediante electroforesis

en get de agarosa al 1%. El tamaño de la sonda de ADN genómico después de este tiempo de

incubación estuvo entre los 100 y 500 pb.



V.4.3 Hibridación in situ ultraestructura! con ADN genómico de cobayo y rata

Es muy importante señalar que la hibridación in situ con el AON marcado con biotina o digoxigenina

se efectuó sin desnaturalizar el ADN de la muestra (cortes en las rejillas de oro) con el propósito

de localizar ai ARN de las células en los elementos fibrilares o granulares.

Cuando se empleó el ADN biotinilado se utilizó el siguiente protocoio: a 2 mi de ADN genómico

marcado con biotina por el método de nick translation se le agregaron 2 mi de ARNt de £ coSi

(Img/ml) y 10 mi de íormamida al 100% (mezcla de reacción 1). La sonda se desnaturalizó

durante 4 minutos a 90° C e inmediatamente se colocó en hielo para evitar la re-naturalización

de los fragmentos de ADN. A la mezcla de reacción 1 se le agregó la mezcla de reacción 2 que

contenía: 4 m! de albúmina de suero bovino (BSA) al 5%, 4 mi de sulfato de dextrán al 50% y 2

mi de 20XSSC. La reacción de hibridación se realizó en cortes ultrafinos montados en rejillas de

oro cubiertas con formvar que se flotaron sobre la mezcla de hibridación (mezcla 1 + mezcla 2),

La reacción de hibridación se incubó a 42°C toda la noche en una cámara húmeda y se reveló

con una solución de estreptavidina acoplada a partículas de oro coloidal de 15 nm de diámetro

(ver diagrama de flujo 2).

Cuando se hizo uso del ADN con digoxigenina se utilizaron 2 mi de ADN genómico marcado por

el método de nick translation y se les agregó 2 mt de ARNt de £ coli (lmg/rnl) y 10 mi de

formamida al 100% (mezcia de reacción 1). La sonda se desnaturalizó durante 4 minutos a 90°C

e inmediatamente se colocó en hielo para evitar la re-naturalización de tos fragmentos de ADN.

A la mezcla de reacción 1 se le adicionó la mezcla de reacción 2 que contenía: 4 mi de albúmina

de suero bovino (BSA} al 5%, 4 mí de sulfato de dextrán al 50% y 2 mi de 20XSSC. La reacción

de hibridación se realizó en cortes ultrafinos montados en rejillas de oro cubiertas con formvar

que se flotaron sobre la mezcla de hibridación (mezcla 1 + mezcia 2). La reacción de hibridación

se incubó a 42°C toda la noche en una cámara húmeda. El revelado de la marca se efectuó

empleando una cadena de anticuerpos secundarios. El primer anticuerpo secundario utilizado fue

un anticuerpo contra digoxigenina desarrollado en conejo. Posteriormente se usó un anticuerpo

IgG desarrollado en cabra contra conejo. Esta IgG fue reconocida por medio de una proteína A

acoplada a partículas de oro coloidal de 10 nm de diámetro. Para amplificar et marcado se

aplicaron dos anticuerpos más, un GAR IgG acoplado a partículas de oro coloidal de 10 nm de

diámetro y un RAG IgG acoplado a partículas de oro coloidal de 10 nm de diámetro (ver diagrama

de flujo 3).

Para confirmar la naturaleza de la señal de ARN, aígunos cortes se trataron con ribonucleasa

2mg/ml (tipo IA, Sigma) en 1 mM de amortiguador trietanoiamina-ácido acético, pH 7.3 por 8

horas a 37 °C.

Una vez realizada la hibridación in situ las preparaciones se contrastaron con acetato de uranilo

al 2.5% por 5 minutos y citrato de plomo al 0.4% por 1 minuto. Finalmente se observaron en un

microscopio electrónico Cari Zeiss EM10.



Autorradiografía óptica.
Pequeños fragmentos de testículo de rata se incubaron a 37°C en medio mínimo esencia! de

Eagles suplementado con lOOmCi/ml de 5,6 uridina tritiada {Amersham, Piscataway, NJ,USA; 48

Ci/mmol) por 30 ó 120 min. Se dieron pulsos cortos para determinar ei rango de transcripción,

y ios pulsos largos se emplearon para estimar ei rango de marcado del núcleo y dei citoplasma.

Todas las muestras se fijaron en gíutaraldehído al 2% en amortiguador de fosfatos por 1 hora a

4°C, posteriormente se enjuagaron con el mismo amortiguador, se deshidrataron en acetona y

se incíuyeron en resina epóxica.

Se realizaron cortes semiflnos de un micrómetro de grosor los cuales se cubrieron con emulsión

iiford K2 . Las preparaciones se expusieron por 20 días a 4°C. El revelado se realizó con revelador

D19 (Kodak) a 20°C por 3 minutos. Las preparaciones se enjuagaron en agua y se fijaron con

fijador Kodak por 10 minutos; se tiñieron con azul de toluidina-bórax por 1 minuto a 60°C y se

observaron en un microscopio Zeiss equipado con una cámara de TV. Las imágenes se analizaron

con el programa Imagenia 5000, el cual nos permitió contar ía cantidad de marca en el núcteo

y el citoplasma considerando el área de cada uno de estos compartimentos. El cociente obtenido

de la cantidad de marca por unidad de área nos dio ia densidad numérica en cada uno de los

compartimentos considerados.



f Diagrama de flujo 1 J

En cámara húmeda flotar ia rejilla en NGS diluido en PBS (1:100) por 3 minutos

4
Incubaren ei anticuerpo primario diluido en PBS-Tween-BSA {PBS-Atbumina

de suero bovino (BSA) lmg/ml.Tween 20 ai 0.05%) por 18 horas a 4°C

4
Enjuague con PBS-BSA-Tween por goteo

4
Lavados con PBS por goteo

4
Rotar en PBS por 15 minutos

4
Incubar en NGS diluido en PBS (1:100) por 3 minutos

4
Incubar 30-60 minutos en el anticuerpo secundario acoplado con oro de 10

nm diluido en PBS (1:10 a 1:20) a temperatura ambiente

4
Lavar en PBS por goteo

Flotar en PBS por 15 minutos

Enjuagar en agua desionizada por 15 minutos

Contraste con acetato de uranilo-citrato de piorno



f Diagrama de flujo 2 J

Hibridación

I
Flotar ia rejilla en la mezcla de hibridación a 42°C aprox. 18 horas en cámara

húmeda

Enjuagues

I
Lavados con PBS

Detección de híbridos

Estreptoavidina-oro de 15 nm (Amersham)/ 4XSSC (1/20) toda la noche a 4°C

Enjuagues

l
4X3SC 4X5 minutos

PBS 4 X 5 minutos

1
Agua desionizada 4X5 minutos

Contraste con acetato de uranilo-citrato de piorno



I Diagrama de flujo 3 j

Hibridación

Flotar la rejilla en la mezcla de hibridación a 42°C aprox> 18 horas en cámara húmeda

20XSSC de 5 minutos

4XSSC 3 X 5 minutos

2XSSC 3 X 5 minutos

TBS por 5 minutos

Bloqueo

i
TBS+Blocking Reagent por una hora a temperatura ambiente

Detección de híbridos

TBS+Blockíng Reagent+ANTl DIG (1/100) toda la noche a 4°C

TBS 3 X 5 minutos cada uno

GAR IgG (DAKO) en TBS (1/30) 1 hora a temperatura ambiente

Lavado en PBS+Tween 4 X 5 minutos

i
Protema A-oro de 10 nm (Jackson) en PBS (1/100) 30 minutos a temperatura ambiente

TBS 3 X 5 minutos

Lavados abundantes con PBS

TBS por 5 minutos

GAR IgG (HH)-ora de 10 nm (Jackson) en PBS (1/10) 30 minutos a temperatura ambiente

4
Layados abundantes en PBS

TBS por 5 minutos

RAG IgG oro de 10 nm (whoie molécula Sigma) en PBS 30 minutos a temperatura ambiente

Lavados abundantes en PBS

Lavados abundantes con agua desionizada

Contrastar con acetato de uraniío-citrato de plomo



VI. RESULTADOS

Vl.l Infraestructura de las etapas de la profase melótica!.

Espermatogenias tipo B
Los cortes seriados de espermatogonias tipo B contrastados con acetato de uranilo y citrato
de piorno, muestran todos los componentes estructurales de los núcleos en interfase
(Figura 2).

Figura ^

piüaiogonjs 8 que musilr^ sucesiungs sfe cromatina semiccmparta y |&XH (flacha) que recorrerc largas axtensiones d^l volumen nuclear. Sa observan
cúmulos de cromatina compacta (c) adosados a la envoltura nuciser, así como s\ nucléolo, En el citoptssma de ta espesmategonía tipo B existon escasos
rieesoniss y poco retículo endopiásmico. La espsrmaíogunia es!á dsseansando sobre la ¡amina basa! (mb) So acwlerte una célula rniode (m) del túbulo
seminífero ds! Lesü'üulo de cebajü. Contraste genaral de- acetato de uranilo-cürato cfs piorno Baira 500 nm.



Nuestras observaciones demuestran que existen dos arreglos muy particulares de la cromatina.
Uno de ellos está formado por sucesiones de grumos de cromatina compacta adosada a la
envoltura nuclear, mientras hacia el interior del núcleo, los cúmulos de cromatina son
semicompactos teniendo siempre continuidad con cromatina iaxa, por lo que es notoria la
alternancia de cromatina semicompacta y cromatina laxa. Esta alternancia en la disposición
de la cromatina se proyecta hacia el interior del núcleo recorriendo largas distancias, ocupando
hasta la mitad del diámetro nuclear (Figura 3).

•í* , V i

Figura 3

líspfi (mato goma tipo 3 Se observan las alternancias de cromaLina compacta y laxa (¡lecha) que paiten d« cúmulos de cromatina compacta ¿idosads a la
SRmUura nuclear (c), no S9 nota la presencia ríe granulos pgnotüinaüniaiina Se nota en el citoplasnia tío 13 espermatogonla Lirw B escaso retículo endoplásmico
y pocos ribosamas La esperniatog.onia está dssG3nsai¡do sobrR ia lamina basal (mb) Se advierte una célula mioíie (m) dsl íúaulo ssminifero del testículo de
cobayo Contraste general de acetato ds uranilo estrato fie plomo Barra 500 nm

Otro de los arreglos evidenciados en las espermatogenias tipo B, que constituye una característica
particular, es la presencia de estructuras de cromatina laxa alineadas en paralelo. El eje
principal y las ramas laterales de los ordenamientos en paralelo de cromatina laxa están
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compuestos por estructuras tipo lampbrush o plumuladas, de las cuaíes parten asas de
diferentes tamaños. Estas asas dependiendo de su longitud es posible observarlas en un
corte, ya que su longitud no rebasa ios 60 nm que es el grosor deí corte. Sin embargo algunas
de estas asas son de mayor longitud, por lo que se mostraron como filamentos o ramificaciones
largas que parten del eje principal de la estructura plumulada, Los cortes senados evidenciaron
que los ordenamientos pueden ocupar dominios def espacio nuclear o pueden estar presentes
en un sólo corte (Figura 4).

Figura 4.

Espermatogenia tipo B tpe mueslra esífticlíitas píumulaclas íflociia) organi?afi3S en paral&lo de las que parlen Ü&ÜS de ciifarontes tamaños Estos orüsnamiemos
pusclsn ecupesr un tercio u más cíe! wjluinan nuclear ü ostar presentes fin un solo corte. Note que no ss observan granulos pftricmmñtinlanos er el nucleoplusina
Contraste general acetato rie líranilo-citrato de plomo Barra 2EO nm.

Otra característica de las espermatogenias tipo B es la presencia de más de una ramificación
de cromatina laxa saliendo cíe ios grumos de cromatina compacta adosada a la envoltura
nuclear, dichas ramificaciones se dirigen hacia el centro deí núcleo. En algunas regiones la
cromatina semicompacta que se alterna con la cromatina laxa se puede encontrar agrupada



de manera paralela (Figuras 3 y 4).
Con la técnica de tinción específica de amina-osmio para ADM y la inmunolocatización para
AON, se pudo demostrar que estos arreglos característicos de las espermatogonias de tipo
B se encuentran constituidos porADN con diferentes grados de compactación, así como que
los plumulados están formados por filamentos de cromatina (Figura 5).

Figura 5.

Espermatogenia tipo B contrastada con el método de tinción de amina de osmio específico pata ADN Las estructuras pluinuiadas {¡techa) están conformadas
porADN Algunas de alias se observan alineadas en parálalo o de manera aislada an el mwfeo Barra 250 nm

Las estructuras plumuladas están asociadas con fibrillas y granulos de RNP que se tifien con
el método preferencial de acetato de uraniio-EDTA-citrato de plomo. Las estructuras tipo
lampbrush o plumuladas se presentan como estructuras EDTA positivas que tienen ramificaciones
muy finas que parecen tocarse cuando dos de ellas se encuentran alineadas en paralelo
(Figura 6).



Figura 6

Espormaiogonia Upo B contrastado con e! método prefcroncia! pata 9.W. Sa muestra la distribución do! ARN en ¡as estructuras pltsrnuladas {ftñchaj. Exisien
granules y fibras de RNP asociadas a tos estructuras ptumuladas Mo se aprecia k< pr&scncia de granulos ps ríe ro ma tt n i anos ¡ cabera ds fl&cha) Barra 25 nm.

Otro dato muy interesante, es la escasa presencia de granulos pericromatinianos en el interior
del núcleo en esta etapa (Figuras 2 y 3).

Preleptoteno
Durante la interfase meiótíca o prefeptoteno, los racimos de cromatina compacta en contacto
con la envoltura nuclear son progresivamente más pequeños y el nucléolo migra a la periferia
del núcleo. La descompactación de la cromatina da lugar a estructuras plumuladas largas de
cromatina laxa asociada con fibrillas de RNP y granulos (Figura 7).



t

Figura i

Célula prerne¡ótica o sn preteptoteno con ssraay cromatins compacta adosada a ¡o snvoltura nuclear y laicas estructuras plumiíladgs alineadas on paralelo
(flecha). (-1 nucléolo se encuentra desplazado hacia la pertfeiia. Garra 500 nm Instjrto Sfi muestran dos elementos plumulados alhwDdos en páratelo unidas
por filñmñniostrans'»iersal8s{c£íl;eíií de ¡leería) formando una sscalsrrtlíi de doblo ctierda (flecha). Conírsstí! general de acetato de uranilo <;iitato de plomo
Barra 200 nm

Los cortes seriados demuestran que las células en preleptoteno contienen estructuras
plumuladas cuyos ejes están formados generalmente por dos filamentos finos que contienen
ADN situados a una distancia entre 10 a 20 nm. Frecuentemente ios pares de las estructuras
plumuladas se encuentran alineadas en paralelo y relacionadas por filamentos constituidos
por ADN. Tanto los ejes como ios filamentos transversales que tos unen se asocian con fibrillas
que contienen RNR El conjunto de estos elementos forma una estructura semejante a una
escalerilla de doble cuerda (Figura 7). La distancia entre el eje de los plumulados puede variar,
pues en algunos casos se observan muy cercanas, entre 40 y 100 nm y en otros casos la
distancia es mayor y va de 150 a 300 nm. La descondensación del material nuclear durante
ía interfase meiótica permite una clara visualización de fibras alineadas en paralelo de
cromatina extendida e interrelacionadas por finos filamentos y estructuras semejantes a



cuentas de rosario que corresponden a fibrillas de RNR
Las estructuras plumuladas se observan en el material que ha sido fijado con detergente en
condiciones hipotónicas a pH de 9 y tratado con ARNasa al 2% con una disminución en las
ramificaciones que parten deí eje principal. Cuando estas estructuras plumuladas se encuentran
alineadas en paralelo es evidente el vacío que existe entre los dos ejes de la escafemiía de
doble cuerda. Estos resultados nos indican que la mayor parte de dichos filamentos transversales
están conformados por ARN, !o que nos sugiere que probablemente estas estructuras constituyan
unidades transcripcionales {Figuras 8 y 9).

hígura 8

Célula pretnsiólica o sn prolaptotcino, fijarla en nonciícíDnes hlpotóricas en presencia de pequeñas coi •contrac I enes de detérgeme La muestra se trató cui
ARNasa at 2% Se obsorra que en la región en donde los plumulaclos se aünesn sn páratelo (cabeza efe flecha), las reglones centrales tía alineamiento tío
dos paros cls sstriiiituras plumiüadas están menos conffasíadas ya que ta hidrólisis del AfiN aüprimió muchas ds los filamentos RNP que abundan sn ía reglón
de reconocim«nto ContiTiSts general de ücelatu cls urantla-citraío do piorno ñarra 800 nm
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Céktla premeióüca o en preleptníana, lijada an condiciones hipertónicas en prftssncla de pequeiios coiicontradcnss fie detergente íu nuestra se trató con
ARNasa a! 2% Los piumuifldos se ancuaníran contras la CILB por e! método de tinción de amina de osmio específico para ADM Se muestra la región central
entre pares de estructuras plurnuíedos alineadas en paralelo sn donde existen pocas fibrillas de crornaíifta (flecha). Barra 1000 nrn

Al final del estado del preleptotsno la cromatina está completamente descompactada ocupando
el espacio nuclear casi en su totalidad,

Leptoteno
En fos cortes seriados de espermatocitos en leptoteno, contrastados con acetato de uranilo
y citrato de plomo, se vio que existe una disminución muy notoria de los grumos de cromatina,
observándose por lo tanto, cromatina laxa en todo eí núcleo y unos cuantos grumos de
cromatina semicompacta. Continúa la presencia de las estructuras plumuladas, así como, la
organización de éstas en una disposición en paralelo o aisladas. Cada eje de las estructuras
piumuladas está compuesto por dos filamentos axiales de cromatina que se encuentran



rodeados por asas radiales de manera muy cercana y en paralelo, semejando estructuras
pequeñas microplumuiadas (Figura 10).

Figura 10

Esperrratcciío ©n lepioieno qua miesíra dos finos ejes paralelos (flecha atravesada) CÍ-JO se encueraran radañtíos
por numerosos filamentos laterales largos, ios que p toba bis mente corresponden a asas. Une de ios ejes carie
de la envoltura nuclear, es posible observar algunas asas cortas (cabera de flecha) Entre ¡os dos fijes hay
filamentos transvsrsaies que atraviesan de un lado a oEra {(lecha) Contrasta gensrai de acetato ció uranüíveltrato
Eío plorrei íiarra ;i00 nm

Estos filamentos axiales que constituyen la estructura plumuiada, están organizados en
paralelo y se encuentran unidos por finas fibras que atraviezan de manera franca de un lado
a otro (Figura 10). La asociación de estos filamentos axiales en paralelo constituyen una
estructura plumuiada común (Figura 11).

Figura 11

Espeffiíaiocito en teptoteno que mueaíra un filamento
axial constituido por dos sslructuras rnicroplumülacías
(flacha) Ss advraiten nunisrosos filsmenlos ¡aieraies
que se ©tiencícii per el nucteoplasnva (cabeza áa flecha)
NotselasaderromatínaeRformadeítiíGíL) Contraste
general de acstata de uranilo estrato rfe pícrao. Barra
400 nm



Nuestras observaciones muestran que la distancia entre estos filamentos axiales que forman
la estructura piumulada es variable (20-80 nm). En este estadio los filamentos de cromatina
que forman puentes entre las estructuras plumuladas paralelas son mucho más frecuentes
que en ios anteriores.
Cuando comienza a formarse el elemento axial se presenta el depósito de material que provoca
la densificación de manera regional en ¡os filamentos axiales de la estructura piumulada
(Figura 12 y 13a).

Figura 12

FspsrrfiEtcciio en isptoteno .Se observan
dos elementos axiales su formación que
Inician su desarrollo en la cercanía de
¡a envoltura nuclear (flecha). La
constitución del elemento axial se
manifissta por el deposito ds material
que provoca la densificación de los ejes
wofflosómicos lepíoténiws Estos «jes
están conformados por ríos finos
[fiaméritos que se encuentran muy
cercanos y que se tiñen iníensemetite
(flecha atravesada) Uno de- los
elementos axiüies en formación muestra
cantíüiidacl con estructuras plurnuladas
(sab&ia do fiechs) ¡Xígunas de ¡as ¿isas
laterales de los ejes íierter¡ en grosor (Jal
corte (L) esto !o aabemo?- por !ss
reconstrucciones tridimensionales Se
obseiva el nucisoic (n) y el cuerpa 'fí
cercanos a la eiK/oltura nuclear Contraste
genera} da acetato de uranllo-citrato de
plomo üsrra 500 nm

Figura 13a

kspermaíocto primario on ¡eptoteno.
Elementos axiales paniando de ia
enwifctra nuclear arreglados SIL paralelo
(Seclis) que muestran continuidad con
estructuras plumulacias. Contraste
general da acetato de uranüo-citrato de
plomo Barra 250 nm



r— — — _ ^
í

Ambos filamentos axiales cosntituyen et eje cromosomico leptoíénico. Los ejes cromosómicos
leptoténicos muestran una dará continuidad con las estructuras plumuladas cuando ambos
están contenidos en e! grosor del corte. Los ejes cromosómicos leptoténicos son estructuras
cilindricas de 35 a 55 nm de diámetro las cuales contienen dos filamentos finos (Figura 13a).
Los elementos axiales que se encuentran en paralelo en la proximidad de la envoltura nuclear
se acercan uno a! otro a distancias que varían (180-350 nm) y conforme se alejan hacia el
interior del núcleo la distancia entre estos se incrementa (400-800 nm). Los filamentos radiales
de estos elementos corresponden a asas largas que generalmente no es posible delinear en
un corte, aunque algunas ocasiones están contenidas en el grosor del corte mostrándose
como asas cortas (40-200 nm). La frecuencia con la que se presentan estas asas cortas se
incrementa cuando los ejes cromosómicos leptoténicos comienzan a constituirse en elementos
axiales. Estas asas están desnamente distribuidas y en forma casi periódica a lo largo dei
filamento (Figura 12).
Los elementos axiales en formación muestran una reacción fuertemente positiva con las
técnicas citoqufmicas para ARN (Figura 13b).

figura Kifc

Espsrmaíociío e:i leptoteno contrastad con el método de tinción preferencia! dp Hpmharrl {1969} para RNR Se observan elementos axiaies coitos cercanos
a la (JiwoiUira nuclear r¡u& tsíán intensamente teiüdüs (flecha) Das de eilos se encuentran aiifiüados an pñíslslo Se muestran numerosas íibíss y granulos
fie RNP distiihüidos par lado a\ nucleoplüsma Se evidencia fin el citoplasma el tentriolo (c) Barra 650 nm

Cuando e! elemento axial se está formando las regiones de densificación son generalmente
cortas, discontinuas y la mayoría de ellas aparecen como pares en contacto con la envoltura
nuclear, provocando que en ocasiones se observe una depresión en la envoltura nuclear. Los
cortes seriados mostraron la presencia de centríolos durante el desarrollo de los elementos
axiales alineados en paralelo adosados a la envoltura nuclear (Figura 14).



Figura 14.

Espeímatoeito en !a transición Itíptoteno-nigotóno, !res coitss
ad>3csi!tes de una suiie que evíctfinda ¡a formación de los
elementos axiales (flecha) en contacto con la awoíura nuclear.
Los Cementos axiales en los difarentss aoríes tnuastran
continuidad con estructuras ptumuíadas fe puede observar
el ceninuio (c) cercano a! núcleo fonrando una concavidad.
Estas características apuntan a que !a célula esté en la etapa
ele! houqitfit Contrasie general de acetato &; iirsnilo-citrato
de piorno Barra 400 run
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La presencia de pares de elementos axiales no excluye que se observaran elementos axiales
aislados.
En la etapa de ieptoteno avanzado las regiones de cromatina comienzan a compactarse
alrededor del eje o elemento axial y las asas radiales del eje se acortan. La reconstrucción
tridimensional demuestra que el elemento axial guarda la disposición de las estructuras
plumutadas alineadas las que recorren fracciones de micrómetros dentro del volumen nuclear.
Frecuentemente observamos que tos pares de elementos axiales se acercan uno del otro en
la proximidad de la envoltura nuclear (Figuras 12 y 13). Estas características que hemos
mencionado coinciden más con las descripciones morfológicas del cigoteno realizadas por
los autores clásicos (Panlagua et al., 1993; Solari, 1999).
Es importante señalar que en el citoplasma de las células en ieptoteno no se presentaron
abundantes ribosomas o retículo endoplásmíco rugoso como indicadores de síntesis proteica.

Cigoteno
En las reconstrucciones tridimensionales durante la transición leptoteno-cigoteno se observan
varios ejes incompletos en forma de bouquet. Así como la presencia de varios nucléolos hacia
la periferia. En este estadio fue común observar a los nucléolos como estructuras conspicuas
con centros fibrilares y su región fibriiar densa bien desarrollada. Al seguir las series se observó
que la mayoría de los elementos axiales se localizan principalmente concentrados en un tercio
del volumen nuclear que coincide con la presencia de los centriolos (Figura 14).
La elongación de los elementos axiales alineados está frecuentemente acompañada por el
inicio del apareamiento final, que es la formación del CS. La aparición de una región central
con la exclusión de cromatina es una característica inicial de la sinapsis (Figura 15).

T-tgura lü

EspermBiOCí =n
cigoteno -Se observa la
formación de un CS E!
elemento axial (flecha)
tiene filamentos de
eronratíria hacia la parte
externa le) La zona
central se muestra vacía
lo que indica la
formación ríe una zona
ds exclusión (cabeza de
flecíia) Se aprecia !a
continuidad entro al
elemento axial y una
estructura piumuiada
(EiecliS atravesada).
Contraste acetato de
urariÜo-cítraSo de plomo
Barra 750 nm



Con los métodos de tinción para ADN se observó que se llevan a cabo cambios importantes
en la distribución de ia cromatina cuando se da la formación del CS. E! espacio central está
desprovisto de las fibrillas que contienen ADN, excepto por algunas pocas fibrillas transversas
de cromatina y cortas asas que salen del elemento lateral. En ios espematocitos en cigoteno
las estructuras plumuladas, mantienen las mismas características observadas en las etapas
previas.
Durante el inicio del cigoteno se evidenció la aparición de extensiones cortas de CS con tres
modalidades principalmente: en contacto con la envoltura nuclear; cercanos a la envoltura
nuclear o en fa reglón interna del núcleo {Figura 16).

Figura 18

La formación de CS se pueiJa dar partiendo da ia envoltura nuclear ({fecha gruesa) cercano a la envoltura nuclear {fecha) y en Is región intertisisl (cabe/a de
flecha} Durante la formación de las CS se observa en la región central uno ¿ana de exclusión {ilecfia dalgará) Se obsaiva en la periferia del núcíao c! cuerpo
XY y eí niicfeoto Aun no son evidentes los granulos pencromatiniaiios en el nucfeoplasma Cuniraste general de acetato de uranilo-sitratu do plomo Barra 500
nm

Los elementos axiales generalmente se encontraron ya alineados antes de la sinapsis. En los
espacios entre ambos elementos axiales se observaron numerosos puentes de finos hilos
compactos de cromatina asociados con fibrillas de RNP y granulos. La distancia final entre
los elementos axiales durante el apareamiento es ocasionalmente menor que la distancia de



100 nmi entre los elementos laterales del CS. El elemento central y los filamentos transversos
del CS aparecen de manera progresiva entre los elementos laterales, creando la zona de
exclusión en la que no hay filamentos de cromatina ni estructuras RNR Simultáneamente a
este proceso, se da la compactación y reorganización espacial de la cromatina 4 manifestada
por la disposición de las asas cortas y su incorporación en el interior de los elementos laterales
de! CS, así como de ia aparición de una capa de cromatina compacta que rodea al CS en
desarrollo. Comienzan a mostrarse en esta etapa pequeños cúmulos de cromatina compacta
asociados a ia envoltura nuclear (Figura 17).

Figura 1 /

EspírmatccJto en cigüleiiü S<a\e do tres «lites adyacentes en la que
se observa un CS qce m muestra continuidad en oíros 'corie& B sitio
en el que ss ufiscana &¡ CS, haj fibras da cromatina SP proceso da
compactación en diferentes direcciones ¡fincha), así como estructuras
plumuladas (cabe¿a de fecha). So advierten ademas cúmulos de
cromatina compacta adosada a ia ervolturs nucleí». Contraste general
de acetato de uranilo-citrato úe plomo I3^rra 400 nm.



No distinguimos con frecuencia imágenes ciaras de elementos axiales constituyendo estructuras
semejantes a "Y griegas" que nos indicaran elementos axiales convergiendo para formar una
sinapsis. Cuando los elementos axiales constituyen el CS se encuentran ya paralelos y cercanos.
Durante el cigoterto se reconoció que los elementos axiales recorren distancias que varían
entre fracciones de uno a dos micrómetros. La mayoría de los elementos axiales que seguimos
en las series están estructurados de manera incompleta, por lo que la formación del CS a
partir de elementos axiales largos rara vez fue observada. Los cortes seriados además
evidenciaron que las extremidades del CS no siempre son continuas con elementos axiales.
Los extremos de ios CS en desarrollo en algunas ocasiones fueron continuas con las estructuras
plumuladas o las escalerillas de doble cuerda {Figura 15). Frecuentemente advertimos que
al final de la formación del CS se presentaba una maya de fibras de cromatina semicompacta
que se elongaba en diferentes direcciones o cúmulos de cromatina semicompacta que
aparecían varios nanómetros más adelante (Figura 17).

Paquiteno
En ios espermatocitos en paquiteno notamos en el núcleo las características ultraestructurales
descritas por los clásicos, prácticamente es muy raro observar las estructuras plumuladas,
así como las "escalerillas de doble cuerda". Otro contraste entre los espermatocitos en
paquiteno y las células de las etapas previas, es la presencia de granulos pericromatinianos
en la periferia de la cromatina de los elementos laterales (Figura 18).

Figura 18

Fspermatocita un
paquiteno que muestra
un CS cor. su piaca de
seihcsíón ípa), y gran
cantidad <Je granulos
per ic roroaímanos
(fleciia) en )n erooiatina
efe ía periferia de- los
elementos laterales En
si cuerpo XV se
ubservan fragmentos (te
los ¡¡tenientes laterales
(cabeza efe flecha), asi
como g r a n u l o s
puri croma! i ni a nos en la
croma lina ee i a periferia
(flecha) Contraste
general de acetato de
uroniío-eitrato ríe
plomo Barra 300 nm.



Los complejos sinaptonémicos ya formados recorren largas extensiones en el núcleo.
La vista de lado de los elementos laterales de los CS demuestran la existencia de estriaciones
longitudinales de aproximadamente 0.2 micrómetros de ancho (Figura 19).

Flgtira 19

Elemento lateral de un CS de
espermatccito en pctquiíeno So a Alerten
estrlaciones transsereaies que muestran
una periodicidad Contraste general de
acetato de uranüo eitrato de ploma Eterra
?0O nrn

En la cara interna (que da hacia la región central del CS) de los elementos laterales advertimos
con ios métodos de tinción general y específicos para ADN que corren uno o dos filamentos
que tienen un grosor irregular. Estos filamentos frecuentemente los distinguimos corno hilos
de perlas que muestran un alineamiento (Figuras 20 y 21).

Figura 20

Esparmatocito en paquitsno. Ss nota un CS bien formado que muestra sus elementos lalcraies 'ífí la cara interna de los elementos laterales
se aprecian dos filamentos finos ¡cabeza cíe flecha). El CS muestra clara me rttr: su elemento medial ¡flecha) y les filamentos transveisos qua
se encuentran atravesando el espacio central del CS Contrasta general da acétalo de uranilo-citrato de plomo Barra 200 rim



Figura 21

Espsrmatueito sn paquiteno nontrastado con el método da tinción esp-etífico de amina de osmio para ADM, So observa la presencia de un (¡lamento irregular
Intensamente teñido localizado en ia cara quti da hacia el espacio central (flecha) del CS, Note que ol espado de apareamiento esté desprovisto fie cromatina
No es posible definir el imite externo <sst elemento laiaral (Lj porque sus fibras se continúan con ia cromatína cercaría Barra 200 nm

Los métodos de tinción para ADN revelaron la distribución de la cromatina alrededor de! CS,
además de mostrar que el espacio central se encuentra desprovisto de ADN, excepto por
algunas pocas fibrillas tranversas de cromatina y asas que salen del elemento lateral (Figura
22).

Espermatocito en paquüenu
nonírasísdo con el método
específico ds amina efe osmio
pera ADN. La cromatina está
intensamente contrastada, ios
otros coffiponeníys están
débilmente íañidos Dos CS están
rodeados por cromatina que se
encuentra organizada da manera
Irregular Jo) Escasas fibras de
eromstina atraviesan ei espacio
central {flecha} ce' OS Asas de
cromatina cortas salen del
eiemsnto la tero ¡ hacia al espado
ceniral Ícai3e¿a de flúcha) l-Jcfsten
;ambicr! cúmulos cíe cromatina
compacta adosados a la <jrwíu¡ra
nuciear ;flech;i atravesada). Los
comporenlas del citoplasma no
pressíiEan contraste. Barra 500
nm



Los cortes oblicuos de ios CS indicaron la presencia de numerosas asas cortas que no
rebasan el ancho del elemento latera! (Figura 23).

Figura 23.

Espermaiocito un paquií&no contrastado con si método de
Unción específico fis smina de osmio para ADN 3s ofcsarvan
los dos elementos laterales cortados con diferente Inclinación
probablemente debido a la trayectoria do! CS. los illa mantos
que semejan cuentas sobre un hilo están claramente
contrastados (flecha) sn la cara interna de! sienten to ¡atora!.
I os filamentos de cromaíina muesiran continuidad con la
croma tina qus se encuentra en los elementos laterales. E!
elemento lateral inferior está cortado a tedo lo ancho de su
superficie semejando un listón. En él se evidencian asas
cortas que se proyectan hacin el espacio úa apareamiento
(flecha gruesa), así como ia presencia de numerosas fibras
y asas coilas que so sitúan en torio el sspesor del eismento
latera! (flecha) Se advierten ejas de erümatina qu^ sfj
localizan en la cara interna de! elemento lateral y rn¡6 sstán
constituidos por di>s liaras muy cleigarJas de cromaiina
(cabeza de fiedla). Los bordes externos de! elamsnto íatera!
miiestrsn un arregín ífenso de los filamentos de croi Ratina
líarra 2 SO nrn

Algunas de las fibrillas de cromatina que atraviesan el elemento lateral se continúan con
la cromatina que rodea el CS. A lo largo del paquiteno ia cromatina que envuelve a! CS
progresivamente se hace más compacta. Las regiones cromosómicas en contacto con la
envoltura nuclear están formadas por una densa masa de filamentos con una distribución
aparentemente no al azar.
Con los métodos de tinción para RNP se pudo observar en el paquiteno temprano que los
elementos laterales de CS tienen un contraste positivo lo que índica que se encuentran
constituidos por ribonucleoproteínas.
En eí paquiteno avanzado los elementos laterales pierden su positividad al método de
tinción del EDTA para ribonucleoproteínas por io que se mostraron tenuemente teñidos
(Figura 24). Sin embargo en la vecindad del CS se presentaron numerosas fibrillas y granulos
EDTA positivos (Figura 24).

Figuro 24

Espermatocito en paquiteno. CS cortado lateralmente qus muestra e!
elemento lalsroí cciWastado débilmente (ñecha¡ Se obsenmn rsuirigrosas
fibras pericrorriatinianas en las cercanías al elemento iaíerñl (i). Ins
granulos peticramatinianos que son abundantes están iníensamsníe teñidos
¡pj.Notee! granulo peri cromati ni a no que aún conserva i¡n pedúnculo que
indica su proceso do formación (cabeza de fecha). Contraste motada de
tinción preferencia! del FDTA para M?. Barra 250 nm



Las estructuras que contienen RNP corresponden a fibrillas pericromatinianas y granulos
pericromatinianos caracterizados por Moneron y Bernhard (1969). Los granulos pericromatinianos
son claramente más numerosos en el paquiteno que en los estadios previos. El método de
tinción de EDTA contrastó positivamente una hilera de pequeños granulos correspondientes
a los filamentos en forma de hilos de perlas, en la cara medial de ios elementos laterales.

Díploteno
El inicio del díploteno está caracterizado por un incremento en la densidad de la cromatina
complementadas por zonas de cromatina extendida. Simultáneamente las características
estructurales del CS cambian. Los filamentos transversos y el elemento central se pierden, la
apariencia de los elementos laterales en forma de listón desaparece, y sus filamentos axiales
abandonan el borde del espacio de apareamiento migrando hacia dentro de las masas de
cromatina. En las áreas en las que se presentó la cromatina extendida, sólo se observaron
los elementos laterales como dos filamentos paralelos rodeados por pequeñas masas de
cromatina separadas por un espacio desprovisto de ADN y en el que quedan restos del CS
(Figura 25).

Figura 25.

Esperm atóete en diploteno contrastado con el método de tinción especifico de smins de osm:o para .ADN Se observan aiinuios fte
cromatina compacta ¡c) asociados a la envoltura nuclear. Do estos cúmulos de ero malí na sale cromatina compacta alineacM que
riiisstra restos de lo que fuera el elemento central (cúbe¿a c!c flecha) de un CS. En el interior efe te crema tina compacte se advierten
dos finos filamentos alindados en paralelo ¡flecha) Junto al cúmulo de croniüíina adosada a la envoltura nuclear se encuentro el
nucléolo (n) teñido muy levemente, Barra 700 nrn



VI.2 Inmunolocallzaclón
En las espermatogonias tipo B, se encontró que ías estructuras plumuladas dan una reacción
positiva con el anticuerpo monoclonat anti-ARN-polimerasa II localizándose la marca en fibrillas
que contienen ARN asociado con las estructuras piumuladas y también sobre fibrillas dispersas
en el nucieoplasma, lo que demuestra una intensa transcripción de ARN mensajero por parte
de la ARN polimerasa II. Las fibrillas que se encuentran asociadas con los plumuiados están
también marcadas por el anticuerpo anti-hnRNP indicando que ¡as estructuras contienen ARN
heterogéneo, eí cual podría ser ARN-premensajero o ARNm. La inmunotocalización con el
anticuerpo anti-Sm que detecta proteínas asociadas a los snURNAs (U l , U2, U5 y 116) y el
anticuerpo contra el trimetil-guanosin cap, indicaron que los componentes del spíicing son
menos abundantes que los hnRNP y la ARN polimerasa II, en las estructuras plumuladas y
en el nucieoplasma en general (Figura 26).
La inmunoiocalización señala que la ARN polimerasa II está ubicada en los elementos axiales
nacientes, en las estructuras plumuladas y fibras de cromatina extendida. Al comparar la
distribución obtenida para la anti-Sm y del anti-tr/metíV-guanos/n-cap se evidencia que su

Figura 28

a) Espermatogenia tipuB marcada con anti-ADN Se observa marca en tos ejes centrales, así como las asas radiales <fc las estructuras plurnuladas (¡lecha)
Se aprecian numerosa:; fibras ús cromatina laxa dispersas en e¡ nueleopfasma también están marcadas (cabeza de flecha) Contraste general tic acerato ele
uranilo-citratf) íie plomo. Barra ímm.
h) Se notan las fibras de RNP asociadas a una estructura plumuiada (flecha) marcadas con e< antl-ARN pcümerasa i!, as! como múitípiss fibras dispersas en
el nucleoplasma Contraste general do acetato dfi tiramlo-oitrsto de plomo Barra 500 nm
c) Los lamentos radiales rJe las estructuras plumuladas (fiedla), ios granulos peiicromatinianos (cabeza de flecha), así r.nmo ñbniias dispersas en el nueteoplasrna
(fiocíia atravesada) están intensamente marcadas cor el anticuerpo antt-hrsRNR Centraste ij:nera! de acetato de uranilo-citrato tío, plnmo Barra EOÜ nm
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figura 26

fi¡ E! atiíicuofpo anti-SM que loMlL?a proteínas asociadas 3 los SÍIURNAS, Ŝ J una a Iss estructuras plumuíadas (fecha), asi corno a fibrillas que ye encuenüan
en fi\ nuclooplñsma Cs notoria la baja densidad de la riiarea Contrp.sta gütiíra! cíe acetato da uranilocitrato de piorno Barra 500 ¡ím
e) Se observa que si inmunomarcaje can el anifcuerpa aiui-tiimeti! guanosSn cap que localiza t¡ ¡os snURNA os muy escaso Algunos grar¡OG de oro se ípreciar
asociados a una estructura pfumulada ¡flecha) Unaí cuantas Sbríilas en si nucleoplasma también mtif-stran marca Contrastó genera! fié snetata de uranilo-
ciiraio de piorno Barra Ü09 r¡m

locaiización es similar a la de la ARN polimerasa II, sin embargo es notable que la densidad
de fa marca es mucho menor {Figura 26).
La inmunolocalización para RNPhn mostró la presencia de marca en las finas ramificaciones
que salen de las estructuras plumuíadas (Figura 26).
Durante el leptoteno la inmunolocalización con un anticuerpo anti-ADN detectó la presencia
de cromatina laxa a los lados de los elementos axiales en formación.

V!. 3 Hibridación ir. s¡tu uitraestructurai
Los resultados obtenidos con la técnica de hibridación in situ para localizar ARN en los
espermatocitos i cíe! cobayo y de rata , puso de manifiesto que existe marca en los diferentes
estadios de la profase meiótica, así como en las espermatogenias tipo B (Figura 27).
Los datos producidos en esta investigación confirma que el eje central así como las ramas
laterales de los plumulados están marcados por la prueba de hibridación in situ para el ARN
utilizando como sonda ADN genómico de cobayo y de rata en preparaciones no desnaturalizadas.
Cuando pares de estructuras plumuiadas se asocian originando estructuras semejantes a
"escalerillas de doble cuerda", el ARN se localizó en ambos ejes alineados y en los filamentos
transversos que se encuentran uniendo a los ejes de las estructuras plumuíadas. Se advirtió
un marcado abundante en las asas radiales de los ejes cromosómicos leptoténicos en
formación, lo que indica la presencia de transcripción en dichas asas. Los ejes cromosómicos
están menos marcados que las asas radiales io cual se puede deber a la gran cantidad de
proteínas presentes en esta estructura (Figura 27). Durante la formación del CS durante el
cigoteno mostró la presencia de ARN en los elementos laterales y el elemento central de los
CS, a diferencia de lo observado durante el paquiteno donde ei CS maduro está escasamente
marcado o desprovisto de marca (Figura 27).
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a, ií, c y d) Hibridación in situ con sonda de ADN genómico de cohayo realizada sin tíesnaturaliíadón riel ADN dg la muestra, !o que sssgura que la sonda se
unirá al ARN solamente.
a y b} Se aprecia la presencia de AfiN en les ejes de (es píumuiados (írechñ) y en ios Mámenlos radíelas (cabera ds flecha) Contrasto general de acetato de
uranib-citato da piorno, llarra 1OG nm.
c) La regiún central de slineamiento de des estructuras plumuiarlas está intensamente marcada ¡ndloandí: ia prsssncia tío ARN fxiste un iiüaníü sriürcado an
toa filamentos que establecsn uniones entre ias dos estructuras piiimulodas (cabeza de- Hecha) Las ñechüs señalan los fijes cíe los dos p!tm¡uiados Contraste
genera! ds acetaio ás urorjío cítate do plon>o Barra 100 nm.
ti) Se observan elocncnícs laterales (L), así cerno en el elemento central (0) intensamente mamados rfuraníe la formación de un CS en un espemimooito on

intensa marca indica la presencia de s>ran cantiaad de ARN (flecha) Contrasta genera! de acstato de uranilocn¡ato de plomo Barro IDO nm

VI.4 Autorradlograf ía óptica
Los resultados obtenidos por este método permitieron cuantiftear la cantidad de ARN en el
núcleo y el citoplasma de las espermatogonias tipo B y espermatocitos en leptoteno y
paquiteno. En las espermatogonias tipo B así como los espermatocitos se evidenció una
intensa marca después de administrar la uridina tritiada durante 120 minutos {Figura 28).
Es importante destacar que en este tiempo de incubación ios espermatocitos en la etapa de
paquiteno final mostraron una marca menor a las células de los estadios previos. Esto nos
indica que ias células durante las etapas iniciales de ia profase meiótica junto con las
espermatogonias tipo B tienen una alta actividad transcripcional a diferencia de los espermatocitos
en paquiteno tardío que muestran una baja actividad transcripcional. Cuando se incrementó
el periodo de incubación a 120 min en la uridina-3H se apreció que el citoplasma de estas
células está escasamente marcado. Al cuantificar ei ARN sintetizado en las espermatogonias
tipo B y los espermatocitos leptoteno y paquiteno puso de manifiesto que eí ARN permanece



en el núcleo, en una proporción 7/1 (ver material y métodos) con respecto al citoplasma.
Estos resultados confirman que aunque existe una alta actividad transcripcional en estas
células y que el ARN está siendo sintetizado, por alguna razón permanece en e! interior del
núcleo (Tabla 1).

i-igura 28 Autoíracüograiía óptica de
íúbulo seminífero ríe rata incubado 120
rnm en uiidina tritiada. que muestra tos
¡•¡Ocíeos as espermatoeitos primarios
Intensamente marcados Los citoplasmas
están desprovistos de granos de piaiü
Especmatogonias ¡íí), espermatoctos en
leptoteno (l.),sspsrmatocií«5 en paquifcno
(P), espernadas (E). Contraste azui tte
ioíuídina-bóras Harra 700 nm

Tabla i

Relación de la marca nuclear con la marca citopiásmica después de un puiso de 120 minutos
de uridina tritiada en ¡as espermatogenias tipo B, espermatocitos en leptoteno y paquiteno.

Espermatogonia

Leptoteno

Paqutteno Inicial

Paquiteno medio

Paquiteno Final

*Núcleo

0.45

0,77

0.48

0.33

0.08

*Citoplasma

0.057

0.09

0.056

0.045

0.015

N/C

7.9

8.6

8.5

7.3

5.3

•Densidad numérica de la marca
Los cocientes N/C en tas espermatogenias finales y espermatocitos del leptoteno, a paquiteno
medio fluctúan entre 8.6 y 7.3, mientras que en células somáticas normales son de entre 2
y 3.5.



Vil. DISCUSIÓN

Los resultados obtenidos en esta investigación demuestran que; 1) El núcleo de la espermatogonia

tipo B presenta dos distribuciones particulares que no se encuentran en los núcleos de otros tipos

celulares. Estas estructuras especiales son los ordenamientos de cromatina condensada y extendida

y las estructuras plumuladas de cromatina extendida en transcripción. 2) Las estructuras plumuladas

se asocian por medio de filamentos radiales en la ¡nterfase meiótica y ei preleptoteno, llevando a

los ejes a un alineamiento paralelo que los relaciona por numerosos filamentos radiales de cromatina

extendida que se encuentran transcribiendo y formando estructuras que semejan escalerillas de

doble cuerda. 3) El eje cromosómico aparece en el leptoteno por la incorporación de material que

tiñe de oscuro al filamento axial de las estructuras plumuladas. 4) Los elementos axiales conservan

la apariencia de la estructura plumulada de la que derivan. 5) En algunas regiones los elementos

axiales en formación están alineados en paralelo a algunos cientos de nm de distancia. 6) Los

largos filamentos radiales de cromatina laxa se acortan durante eS leptoteno sin alterar las relaciones

de los elementos axiales. 7) El inicio del apareamiento final (sinapsis), que se manifiesta por la

formación del CS puede anticiparse a la formación completa del elemento axial. 8) Las hibridaciones

in situ ultraestructurales demostraron que ías asas radiales, los filamentos axiales de la estructura

plumulada, así como los filamentos transversales de las escalerillas de doble cuerda y los elementos

laterales del CS durante el proceso de formación contienen ARN. 9) La inmunolocalización de la

ARN polimerasa 11 y de los hnRNP demostró que la cromatina laxa en las espermatogenias tipo B

y espermatocitos en las etapas estudiadas están transcribiendo ARN-premensajero. 10) El mismo

tipo de células presenta una débil marca inmunocitoquímica de las RNPs relacionadas con ei splicing

y de la trimetil-guanosin cap de los snURNAs. 11) La autorradiografía óptica cuntitativa después

de marcar con !a uridina-3H demostró un alto rango de transcripción en las espermatogonias tipo

B y espermatocitos en leptoteno, paquiteno temprano, pero una exportación extremadamente lenta

del ARN al citoplasma.

Estudios recientes en la méiosis sobre aspectos genéticos, bioquímicos y ortológicos, indican que

el proceso de búsqueda de homología opera independientemente de la recombinación y la sinapsis

(Hawley y Artel, 1993; Roeder, 1995,1997; Kleckner, 1996). En pocos organismos la búsqueda

de homología y apareamiento se dan previamente a ía meiosis. Por ejemplo, en dípteros se han

descrito algunas asociaciones de cromosomas (Wandall y Svendsen, 1985) así como en ciertas

levaduras (Scherthan etal, 1994; Weiner y Kleckner, 1994) en las que al parecer dichas asociaciones

desaparecen durante la replicación dei ADN en la fase S meiótica. De acuerdo con Sybenga (1999)

las asociaciones entre cromosomas homólogos en etapas anteriores a la meiosis, pueden ser

alteradas por los movimientos relacionados con la formación del bouquet.

Existen numerosos estudios en hongos, plantas y animales que demuestran la presencia de



alineamientos de los cromosomas homólogos antes de que los telómeros se organicen formando

eí bouquet (Kleckner y Weiner, 1993; Scherthan etal., 1996; Zickiery Kleckner, 1999). Se piensa

que la búsqueda de homología y el alineamiento de los cromosomas homólogos tiene lugar

durante el leptoteno y cigoteno (Cookf 1997; Scherthan etal., 1996,1998). Nuestras observaciones

demuestran que el alineamiento realizado por la asociación de las asas radiales de las estructuras

plumuladas, se inicia en la espermatogonia tipo B, y permanece hasta el estado del cigoteno

avanzado.

Es muy importante resaltar que las espermatogenias tipo B del cobayo que son células premeióticas,

muestran arreglos en paralelo de sucesiones de cromatina compacta y extendida. En esta

organización de cromatina extendida que se encuentra en transcripción, se iocalizan las estructuras

plumuladas. E! número de filamentos que unen a las unidades plumuladas van aumentando

progresivamente, y a la vez la distancia que existe entre ellas se va reduciendo durante la interfase

meiótica y el preleptoteno. Investigaciones acerca de la distribución de los cromosomas homólogos

en espermatogenias del ratón y en humanos por medio de FISH, indican que los cromosomas

homólogos ocupan territorios separados en etapas previas a la meiosis {Scherthan eí al., 1996,

1998). Sin embargo, nuestros resultados demuestran el establecimiento de uniones entre estructuras

plumuladas de cromatina laxa a través de las asas radiales en transcripción. Algunas de esas

estructuras plumuladas recorren hasta la mitad del diámetro nuclear. Estos filamentos radiales

delgados, son asas que no pueden seguirse en toda su longitud, porque rara vez se extienden en

el plano del corte. Aun en el caso de que fueran mucho más delgadas que e! grosor del corte, la

superposición con otras estructuras impediría su completa visualización. Las asas radiales de los

piumutados pueden corresponder a pruebas a larga distancia que se requieren para el reconocimiento

de las secuencias homologas y probablemente estén relacionadas con el alineamiento progresivo

de cromosomas a distancia. Este alineamiento puede llevarse a cabo por la estabilización del

reconocimiento de secuencias homologas de manera exitosa. Por lo que las estructuras plumuladas

homologas van relacionándose de manera progresiva por numerosas uniones de los filamentos

radiales formando así las escalerillas de doble cuerda antes de iniciar la fase del leptoteno. Esta

distribución de amplio reconocimiento excluye, o al menos disminuye, el entrelazamiento de

cromosomas en estadios posteriores. Esta interpretación de nuestros resultados está de acuerdo

con puntos de vista teóricos sobre el papel de interacciones inestables en el apareamiento

(Kleckner y Weiner, 1993). La distribución tan amplia de las asociaciones de los filamentos radiales,

probablemente corresponden a las uniones de múltiples ioci intersticiales propuestas en estudios

de ia profase meiótica de levaduras (Weiner y Kiecker, 1994), así como a la búsqueda de homología

general, propuesta por Smithies y Powers (1986) y más desarrollada por Kleckner (1997). Aunque

debemos indicar que las uniones de apareamiento aquí descritas inician su formación en la

espermatogonia tipo B, que es un estadio mucho más temprano que ios previamente descritos.

La mayon'a de los pares de las estructuras plumuladas que se encuentran ya alineadas están a

una distancia menor a los 700 nm cuando se inician los movimientos del bouquet. Es por eso

que debemos resaltar que nuestros resultados indican que en el cobayo la mayoría de los

cromosomas homólgos se reconocen y alinean previo a la formación del bouquet.



En la etapa del leptoteno la mayoría de los elementos axiales comienzan a formarse en contacto

con la envoltura nuclear como pares cortos ya alineados en paralelo a partir de los ejes cromosómicos

leptoténicos intensamente teñidos. Sin embargo, esto no excluye que existan algunos elementos

axiales sin aparearse y sin alinearse.

De acuerdo a nuestras observaciones, encontramos que los cambios en los espermatocitos del

cobayo no permiten hacer una división entre el leptoteno y cigoteno como lo describen los clásicos,

sino más bien considerar un estadio leptoteno-cigoteno por la continuidad entre los elementos

axiales y las estructuras plumuladas y/o las escalerillas de doble cuerda, que regularmente

observamos alineadas en paralelo previo a !a formación del bouquet, así como la presencia de

complejos sinaptonémicos en formación, por lo que los espermatocitos presentaron tanto

características de células en leptoteno y cigoteno a la vez.

Estas observaciones no excluyen que se presentaran algunos elementos axiales aislados, lo que

interpretamos como un reconocimiento de homología y alineamineto durante el pre-leptoteno no

exitoso. Por io que estos elementos axiales transitan por las etapas de leptoteno y cigoteno

clasicamente descritas, caracterizadas por el desarrollo de elementos axiales largos que posteriormente

se aparean cuando comienza la formación del bouquet

La organización del bouquet es un proceso altamente conservado y único de la meiosis, e! cual

frecuentemente se ha propuesto que juega un papel en el apareamiento de los homólogos

{Scherthan, 1995; Zicklery Kleckner, 1998). Los resultados del presente trabajo indican que la

mayoría de los cromosomas homólogos se reconocen y alinean antes de la constitución del

bouquet en el cobayo. Cuando se da el establecimiento del bouquet en los espermatocitos del

cobayo, ya existen uniones bien establecidas entre los cromosomas homólogos manifestadas por

la presencia de fibrillas compuestas por cromatina y RNP en la zona de reconocimiento entre las

regiones de los cromosomas homólogos, por lo que una posible función del bouquet podría ser

el asegurar el reconocimiento de todos ios cromosomas homólogos llevándolos a un punto en

el cual puedan estar cercanos {Scherthan, 1995). De hecho es poco probable que cuando se

desarrolla el bouquet se promueva el primer contacto entre los cromosomas homólogos. Más bien,

actualmente se propone que el bouquet debe proveer un mecanismo de backup que congrega a

ios cromosomas, para que los que han fallado en encontrar su homólogo en ios procesos previos,

lo ío^en a través de la cercanía proporcionada por el bouquet {Bckler y Kleckner, 1998). Diversas

evidencias experimentales sugieren que los homólogos han tenido ya un contacto inicial previo

a ia formación del bouquet {Zicklery Kieckner, 1998).

Con la posible excepción de la hembra de Drosophiia melanogaster {McKee, 1996), el apareamiento

efectivo está asociado con secuencias codificantes {McKee, 1998; Sybenga, 1999). Los métodos

de citoquímica ultraestructural utilizados en este estudio demuestran que las uniones entre las

estructuras plumuladas de cromatina extendida están constituidas por fibrillas que contienen ARN

yADN. Las inmunolocalizaciones evidencian ia presencia de ADN y de la ARN polimerasa II y de

proteínas RNPhn.

La digestión de las uniones entre las fibrillas de las estructuras plumuladas por la ARNasa indica

la presencia de fibras de RNP nacientes, las cuales están frecuentemente localizadas en ei espacio



de apareamiento y que podrían estar involucradas en el proceso de reconocimiento. Los resultados

obtenidos con ia hibridación in situ ultraestructural, confirma la presencia de ARN en las estructuras

plumutadas alineadas. Todas estas evidencias experimentales, nos permiten sugerir que las

estructuras plumuladas están involucradas en la búsqueda de homología, ei reconocimiento de

homología y el apareamiento de los homólogos.

Por medio de autorradiografía óptica se ha demostrado que existe transcripción nucleolar y

extranucleolar durante la profase meiótica I en diversas plantas y animales (Tayíor, 1959;

Muckenthaler, 1964; Monesi, 1965; KierszénbaumyTres, 1974a?b;Tres, 1975; Hartung y Stahi,

1976; Sóderstróm, 1976; Geremia etat., 1977),

Es de llamar la atención que en ciertos estadios de la profase meiótica I de Lilium (Taylor, 1959)

y de rata {Sóderstróm, 1976), la marca en el núcleo sea mayor que la que se localiza en el

citoplasma. Nuestros resultados de autorradiografía óptica demuestran que existe una intensa

incorporación de uridina tritiada y una diferencia significativa entre la marca contenida en el núcleo

con respecto a la del citoplasma, en el caso de las espermatogenias tipo B, y ios espermatocitos

en leptoteno y en paquiteno temprano y medio. Esto coincide con observaciones cualitativas

llevadas a cabo por otros grupos de investigación (Taylor, 1959; Muckenthaler, 1964; Monesi,

1965; Kierszenbaum y Tres, 1974a, b; Tres, 1975; Hartung y Stahl, 1976; Sóderstróm, 1976;

Geremia eí a/., 1977),

La diferencia de marca entre núcleo/citoplasma se puede explicar por la salida muy lenta de ARN

del núcleo. Es sorprendente que nuestros resultados son similares a los obtenidos cuando se

someten células a una supresión hormonal que provoca una disminución en eí transporte de ARN

al citoplasma {Vázquez-Nin etai, 1997).

La inmunolocalízación del complejo Sm de ribonucleoproteínas pequeñas nucleares y del tñmetil

guanosin cap demuestran que fas pequeñas fibras radiales que unen a los plumulados no sufren

spíicing cotranscripcional. El que haya un bajo rango de splicing puede evitar o retrasar el transporte

del ARNm ai citoplasma. Es importante notar que en las espermatogenias tipo B y en los estadios

tempranos de la profase meiótica las fibrillas de RNP y los granulos intercromatinianos son

abundantes, pero los granulos pericromatinianos son escasos. Los granulos perícromatinianos se

sabe son el almacén de los ARNm o pre-ARNm de larga vida media nuclear (Vázquez-Nin y

Echeverría, 1996). La transcripción tan intensa que acontece durante este periodo, la velocidad

de exportación tan baja y la escasez de partículas de almacenamiento por largos periodos, apunta

a que el ARN pre-mensajero es sintetizado para una función nuclear y que probablemente es

hidrolizado sin salir del núcleo.

Todos estos resultados son muy atractivos, ya que muestran en las mismas células en las que el

proceso de reconocimiento de homología, alineamiento y apareamiento tiene lugar. Por lo que

sugerimos que tal vez el ARN pre-mensajero esté involucrado en el reconocimiento de secuencias,

alineamiento y apareamiento de los cromosomas homólogos, pues como lo indican nuestros

resultados se localiza en el lugar y tiempo correcto.

La mayoría de las hipótesis aceptadas para el reconocimiento de las secuencias homologas

señalan la formación de uniones inestables (paranemicas) entre dúplex de ADN intactos (Smrthies



y Powers, 1986; Loidl, 1990; Klecknereta/., 1991; Kleckner y Weiner, 1993; Moens, 1994; Weiner

y Kleckner; 1994; Kleckner, 1996; McKee, 1996). Tales asociaciones son reversibles y pueden

proveer un mecanismo que permita el inicio del apareamiento en diversos sitios. Estas interacciones

inestables pueden ser suficientes para alinear a los cromosomas (Roeder, 1997).

La participación del ARN en la búsqueda de homología pocas veces se ha considerado {Cook,

1997), Sin embargo, existen algunas evidencias acerca de características enigmáticas de la

transcripción durante ia profase meiótíca. Estudios sobre la transcripción en levaduras sugieren

que durante la meiosis y esporulación hay una pérdida en la regulación de la expresión génica

(Kabacky Feldberg, 1985). Este proceso puede darse también en meiocitos de otros organismos,

aunque en menor grado que en los hongos (Magee, 1987; Cook, 1997). Recientemente Klenne

(2001) demuestra la sobrexpresión de ARNm, así como la presencia de una transcripción alterada

en células meióticas de mamífero. Esto coincide con nuestros resultados en los que aparentemente

el ARNm no tiene una función específica en ia meiosis. El que se presenten hebras sencillas de

ARN puede permitir un reconocimiento de secuencias complementarias mas eficientemente que

una doble cadena de ADN, así como el establecimiento de uniones durante la búsqueda de

homología. Pensamos que ia participación del ARN en el proceso de búsqueda y homología de

secuencias complementarias permite que el proceso sea menos complejo.

Es interesante señalar que se detectó ARN por medio de hibridación in situ en el elemento lateral

y en una proporción menor en el elemento central y las fibrillas transversales de los CS en formación

durante el cigoteno. En el estadio de paquiteno el ARN no se evidencio en ninguno de los

componentes del CS ya formado. Estos resultados son coherentes con las observaciones previas

realizadas porVázquez-Nin y Echeverría (1976) en las que utilizaron métodos de tinción preferencia!

para RNP e hidrólisis enzimáticas. Sin embargo se ignora la función que desempeña dicho ARN.

Durante el desarrollo del CS los elementos laterales están en contacto con cromatina compacta

y abundantes hebras de cromatina en proceso de compactación que parecen rodear el CS en

formación y relacionarse con la terminación en crecimiento. La escasez de continuidad entre ei

eje cromosómico íeptoténico y el elemento lateral del CS en proceso de integración sugiere que

la transformación a elemento lateral del CS es simultánea con ei crecimiento del mismo. Esta fase

de crecimiento probablemente esta centrada en estructuras de doble cuerda o plumuiadas. Este

evento está acompañado también por un importante rearregio de la cromatina, ia cual frecuentemente

aparece como una maya de fibras condensadas alargadas en varias direcciones asociadas con

ei extremo del CS en crecimiento.

En cuanto a la constitución de los elementos laterales del CS, se han descrito como estructuras

dobles en espermatocitos de rata (Sotelo yTrujilio-Cenoz, 1958), de paloma (Nebel y Coulon,

1962), así como en otros animales y plantas (Moses, 1968). Esta disposición doble se ha

interpretado como la representación de las dos cromátidas de cada uno de ios cromosomas

(Nebei y Coulon, 1962; Baker y Franchi, 1967; Moses, 1968). Sin embargo, nuestros resultados

indican que en la rata y en el cobayo los filamentos de ADN son muy delgados y no corresponden

al espesor de los filamentos que se distinguen en la estructura proteica de los elementos laterales.

Coleman y Moses (1964) estudiaron la distribución del ADN en ei CS maduro en paquiteno por



medio de la tinción de tricloruro de indio complementado con hidrólisis con DNasa. Ellos concluyeron

que no existe o que existe muy poco ADN en el elemento central, y que el espacio central esta

atravesado por unas cuantas fibras que contienen ADN. Estos datos coinciden con estudios de

inmunolocalización de ADN ultraestructural realizados por Vázquez-Nin y col (1993). Nuestros

resultados muestran en cortes frontales de CS paquiténicos que los filamentos que contienen

ADN se encuentran en la cara interna de los elementos laterales (Figuras 20 y 22), así como en

ios cortes oblicuos del CS frecuentemente observamos la presencia de dos filamentos paralelos

que contienen ADN. Estas observaciones coinciden con los resultados obtenidos por Coleman y

Moses(1964).

Algunas asas cortas que se originan en los filamentos de cromatina descansan en el lado interno

de los elementos laterales localizándose en el espacio central, siendo probablemente estas asas

alargamientos de las cromátidas homologas que pueden interactuar con los nodulos de

recombinación y eventualmente participar en la recombinación.

A partir de CS puros se ha aislado y secuenciado el ADN (Pearlma et ai., 1992). Al estudiar las

características de los fragmentos de ADN que se encuentran asociados ai CS se ha demostrado

que presentan microsatéiites y repeticiones múltiples de GT/CA, así como fragmentos de secuencias

UNE y SINE, las cuales se interpretan como secuencias de unión especializadas (Pearlman eí al.,

1992; Moens, 1994; Moens eta!.t 1998). Las asas de ADN que descansan dentro de! elemento

lateral probablemente corresponden a estas secuencias asociadas a las proteínas del elemento

lateral.

Con todos los resultados obtenidos en esta investigación podemos proponer la secuencia de ios

eventos que se pueden dar durante las etapas premeióticas e iniciales de la meiosis durante la

búsqueda y reconocimiento de secuencias mediado por el ARN:

1. La búsqueda de secuencias homologas a larga distancia comienza en la espermatogenia tipo

B y se manifiesta por los ordenamientos de cromatina compacta y ¡axa y las estructuras plumuladas

que se encuentran en transcripción.

2. El reconocimiento de secuencias homologas a distancia en interfase meiótica, se manifiesta

por la presencia de filamentos radíales uniendo los ejes de los piumulados que se encuentran

en transcripción y que contienen ADN y y gran cantidad de RNPs.

3. El alineamiento de secuencias homologas en interfase meiótica y leptoteno, puede ser advertida

por la presencia de escalerillas de doble cuerda y elementos axiales alineados en paralelo al

inicio de su formación.

4. El apareamiento final de regiones homologas en leptoteno y cigoteno, corresponde a la formación

de ios ejes cromosómicos alineados en paralelo y a la constitución de CS,



VIH. CONCLUSIONES

1.- En eí núcleo de las espermatogenias tipo B se inicia la búsqueda de homología de los cromosomas,

manifestada por la presencia de estructuras que no se encuentran en el núcleo de células en

interfase. Estas estructuras son sucesiones de cromatina laxa y compacta, así como estructuras

plumuiadas constituidas por cromatina, fibras y granulos de ribonucleoproteínas. Estos eventos de

búsqueda de homoiogía son exclusivos de las células germinales (espermatogenias tipo B, células

en interfase meiótica, leptoteno y cigoteno).

2.- Las escalerillas de doble cuerda que aparecen en la interfase meiótica son la expresión de la

búsqueda de homología exitosa, proceso que clásicamente se pensaba sucedía en el cigoteno de

ía profase meiótica,

3.- La hibridación in situ a nivel de microscopía electrónica demuestra que el ARN se localiza en

la zona de reconocimiento y alineación de las regiones homologas en las estructuras plumuiadas

y en las escalerillas de doble cuerda.

4.- Las inmunolocalizaciones evidencian que el ARN mensajero es sintetizado en grandes cantidades

en las estructuras plumuiadas y que el procesamiento de! ARNm es poco frecuente.

5.- La autorradiografía óptica señala que ei ARN transcrito permanece periodos largos en el núcieo

o que nunca es exportado al citoplasma en las espermatogenias tipo B, células de la interfase

meiótica, leptoteno, cigoteno y paquiteno temprano.

6.- El eje axial en el leptoteno conserva las estructuras plumuiadas de las que se origina y con las

que mantiene continuidad.

7.- La mayor parte de los ejes axiales durante el leptoteno se forman como pares de elementos uno

frente al otro simultáneamente en los ejes más cercanos y alineados, aunque esto no excluye la

presencia de elementos axiales aislados.

8.- El CS comienza a desarrollarse antes de que los elementos axiales estén completamente

formados.



IX. PERSPECTIVAS

Ei que se demuestre que a partir de las espermatogenias tipo B se inicia la búsqueda de homología

plantea nuevas interrogantes, en cuanto a si es un mecanismo que se pueda presentar en otro tipo

de organismos como un mecanismo de búsqueda más universal. La sugerencia de que el reconocimiento

de secuencias pueda estar mediado por el ARNm desde etapas premeiotlcas y durante ía meiosis,

abre la posibilidad de estudiar con mayor detalle la transcripción durante este periodo, así como

el papel que pudiera estar teniendo elARN en la búsqueda de homología. Si efectivamente el ARN

es el que media el reconocimiento de homología, habría que analizar si se establecen relaciones

ARN-ARN y/o relaciones ARN-ADN.

Otro aspecto de interés que se abre a partir de nuestros resultados es si las proteínas descritas

como parte de los elementos axiales y laterales como la SCP3 y SCP2 forman parte de las estructuras

piumuladas o de las escalerillas de dobíe cuerda.

Es probable que estas proteínas se incorporen hasta que el eje cromosómico se comienza a formar.

Nuestras observaciones señalan que en el cigoteno se inicia el desarrollo del CS a partir de los ejes

cromosómicos en crecimiento. Esto plantea la interrogante de cómo estas proteínas estructurales

del CS se ensamblan a los elementos axiales o de cómo podrían estar en ias estructuras piumuiadas.

Otro aspecto de interés sería valorar el efecto de ios inhibidores de la transcripción sobre la

ultraestructura y la citofisiología de la meiosis.
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SUMMARY

The distribution of DNA and RNA in the synap-
tonemal complex and related structures, was stud-
ied using high resolution cytochemical methods
and in situ hybridization, in guinea pig and rat
testis. Serial sectioning demónstrales that fre-
queníly the fonnation of the synaptonemal com-
plex (SC) occurs without a previous development
of isolated chromosomal axes. The lateral ele-
ments of the fortning SC ate in continuity with
pairs of DNA-containing thin filaments. These
chromatin filaments fold in numerous short loops
just befóre incorporating to the lateral elements.
Some of these loops are included in the ribbon-like
structure of the lateral elements of the mature SC.
We propose that these short loops contain the DNA
attachment sequences associated with the proteins
of the LE. During the foimation of the SC one of
the two chromatin filaments incorpoiates at the
central surface of the forming lateral element (LE)
and the other is located at the externa! side of the
LE. This unexpected distribution does not corte-
spond to the pair of thick filaments previously dis-
cerned in structure of the LE. The presence of
RNA associated with the DNA-containing thin fil-
aments, as well as with the axial chromatin ele-
ments of the forming SC, may be related with the

transcription occurring duiing meiotic prophase,
specialiy during zygotene stage. We propose that
RNA is involved in a still uncharacterized process
essential fot pairing.

INTRODUCTION

The synaptonemal complex (SC) was observed for
the fiíst time by Watson (1952) in tat spermatocytes
as filamentous structures, and described more accu-
rately fóur years later by Moses (1956) in a crayfish
and by Fawcett (1956) in the pigeon. In few yeais,
structures corresponding to SCs were found rn the
meiotic prophase of protists, fungi, plants and ani-
máis (see review by Westergard and Wettstein,
1972). Three- dimensional reconstructions of com-
plete nuclei of pachytene spermatocytes demonstrat-
ed that the total number of SC per nucleus is equal to
(he haploid number of chromosomes of the species,
allowing the conclusión that this structure corre-
sponds to a bivalent (Wettstein and Sotelo, 1967).
The classical hypothesis that SC is related with
crossing-over formation was suppoited by: a) its
constant presence in meiotic prophase and their
absence when pairing does not take place; b) its
extensión all along each bivalent; c) the regular
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occurrence of the biidging system (see review by
Soíelo, 1969). The presence of shorL stretches of SC
in relation with chiasma in diplotcne slage, also sug-
gested a specific role for the SC in homologous
exchanges (Westergaard and Wettstcin, 1972). How-
ever, some findings cast some doubts on its rclation-
ships with chiasma development: the pairing space
contains little or no DNA, and the SC occurs in cir-
cumstances other than orthodox pairing (Sotelo,
1969) The fínding of recombination nodules provid-
ed support for the nolion that SC is involved in chi-
asma fbrmation (Carpenter, 1975, 1979 a, b). Posteri-
or studies on the meiosis of yeasl using synchronized
cultures (Kleckner et al, 1991), and fluoiescent in
situ hybridization (Scherthan et al, 1992), demon-
strated that in this group, double strand breaks (DSB)
and recombination occur befare synapsis and SC for-
mation (Kleckner, 1996; Padmore et al.., 1991; see
review by Hawley and Arbel, 1993). Experiments
with meiotic mutants showed that the alteration of
DSB prevenís íhe formation of a normal SC (Bishop
e/a/., 1992;Roeder, 1995; Baker' et al, 1995),These
results support the view that in yeast the SC is not
involved in recombination and that its fbrmation
depends on previous DSB and recombination. How-
ever, electrón microscopical studies demonstrated
that in Drosophila fémaies meiotic mutants eliminat-
ing crossing over and gene conversión do not aíter
the formation of the SC (McKim et al., 1998).

Immunocytochemicaí iocalization of the DNA at
the íevel of electrón microscope in mouse and rat
spermatocytes and chick oocytes, demonstrated
the presence of significant amounts of DNA in the
lateral elements (LEs). The labeling of the central
space is very low except for féw specific sites: the
recombination nodules and few fibrils not related
to these nodules (Vázquez-Nin et al., 1993).
However, the precise location of the two sister

chromatids in the SC is not yet known. As stated
several years ago, the key to the knowledge of
cytophysiological role of the SC is to find out the
distribution of DNA in the SC (Sotelo, 1969).
RNA has not been related to recombination or oth-

er possible fiinctions of the SC. Neveríheless, the
presence of RNA in the LEs of the SC was suggest-
ed by Wolstenholme and Meyei (1966) using optical
histochemistry and electrón microscopy. The use of
a prefereníial staining procedurc for ribonucleopro-
tein (RNP)-containing structures in electrón
microscopy, indicated the presence of RNP in the

LEs of the synaptonemal complex, as well as in lep-
totene and zygotene axial cores (Esponda and
Stocker, 1971; Vázquez-Nin and Echeverría, 1976),
Furthermore, hydrolyses with RNase were found to
cause profbund alterations of the LEs (Vázquez-Nin
and Echeverría, 1976). However, the precise distri-
bution of RNA-containing structures associated
with the forming SC, has not been studied.
The aim of the present work is to study the dis-

tribution of both nucleic acids during the forma-
lion and the maturity of the SC

MATERIALS AND METHODS

Testes of young adult guinea pigs and rats were
used in all experiments,
The standard procedure for preparing the samples

involves fixation with 2.5% gíutaialdehyde in 0.2
M phosphate buffer pH 7.3 for 1 h at room tem-
perature, rinsing in the same buffer, dehydration
with ethanol, and embedding in an epoxy resin
(glycide ether 100, Merck, Daimstadt, Geimany).
One micrometei thick sections were stained with

toluidine blue. The cellular associations present in
the seminiféious tubules were studied at light micro-
scope and compated with the classical descriptions
of the spermatogenic eyele of the guinea prg (Cler-
mont, 1960) and of the rat (Leblond and Clermont,
1952).
In ordei to stain RNP structures, the uranyí

acctate-EDTA-lead cilrate (Bernhard, 1969) proce-
dure was used. DNA was stained using the osmi-
um-ammine procedure {Cogliati and Gautiet, 1973)
modified by Vázquez-Nin and coworkers (199,5).

Immunolocalization
Samples of seminiferous tubules were fixed in 2-

4% parafbrmaldehyde in 0.15 M phosphate buffer
pH 7.3 and embedded in Lowicryl K4M. Polymer-
ization was canied out using UV at -20 -C The
ultrathin sections were mounted in Foimvar coated
nickel grids, and processed for postembedding
immunolocalization as described pieviously (Big-
giogera et al, 1989; Vázquez-Nin et ai, 1990).

Ultrastructural in situ hybridization
Specimens were fixed in 2% paraformaldehyde

with 0.2% glutaraldehyde added and embedded in
Lowicryl K4M.



Genomic DNA from guinea pig liver and spleen
was labeled with digoxigenin-11-dUTP by níck
translation according with the manufácturer 's pro-
tocol (Boehringer Mannheiin, Germany).
The in situ hybridizaüon was performed on the

grids with the denatured probé with or without pre-
annealing for 24-48 h at 37-45 -C. The probé was
used at 10 ng/ml final concentration in a hybridiza-
tion solution containing 10% deionized foimamide,
10% Dextran sulfate and IX satine sodium citrate
buffer (0.15 M NaCl, 0.015 M sodium citrate; pH
7.0). The DNA in the specimen was not denatured.
The hybrids were detected by incubation of the grids
on a drop of mouse anti-digoxigenin (Boehiinger,
Mannheim, Geimany). The mouse anti-digoxigenin
was detected by a rabbit anti-mouse IgG (Aution,
Wageningen, The Netherlands).
in arder to confirm the specificity oí the hybridiza-

tion signaí, some sections were pre-treated with
2mg/ml ribonuclease (type IA, Sigma) in 1 mM tri-
ethanolamine-acetic acid buffei, pH 7,3 for 8 hr. at
37°C.
Alí preparations were contrasted with 2.5%

uianyl acétate for 5 min and lead citrate for 1 min.

RESULTS

General Morphology
To describe the organization oí the SC ií is nec-

essary to sitúate the sections in relation to the axes
of the complex. The frontal plañe contains lateral

and central eiements lengthwise. The transverse
plañe is perpendicular to the main axis of the SC
Lateral plañe is parallel to this axis and perpen-
dicular to the frontal plañe. It contains some, but
not all the eiements of the SC. This nomenclature
has been used by Moses (1968) and Sotelo (1969).
Serial sectioning of the nuclei of spermatocytes

in early meiotic piophase demonstrated the pres-
ence of short SC between 0.5 and 1.8 mm in
length. One extremity of some of them is in con-
tact with nuclear envelope, but others are distant
from the nuclear periphery (Fig. 1). The recon-
struction of 29 SC of 10 different nuclei showed
that the ends of the lateral eiements of most of
these short SC are not in continuity with converg-
ing axial eiements. Continuities of the lateral eie-
ments oí the forming SC with a pair of thin fila-
ments can be seen when both sttuctures are con-
tained in the thickness of one section (Figs. 2, 3).
Frontal sections show that one of these fllaments
is incorporated in the extern al side of the lateral
element and the other at the central side, that is in
the border of the pairing space (Fig. 2), The pairs
of thin filaments and the LE are surrounded by
loops of different length and filaments of chro-
matin that conespond to long loops not contained
in the section (Fig. 3). The ftequeney of short
loops (40 to 200 nm in length, measured from the
tip to the axial fílament) increases in the proximi-
ty of the forming chromosomal axis or lateral ele-
ment of the growing SC. These short loops are

.1 • rt
Fig. 1 - Serial sections of a synaptonemal complex in the process of formation. The arrows indícate the position of the synap-
tonemal complex. Figuie a, No synaptonemal complex can be seen.. Figure b. The thiee eiements of the synaptonemal complex
are depicted. The lower tip of the lateral eiements are apparently in continuity with aligned stmetmes (anow head). Figures c
and d. No structure telated to the forming synaptonemal complex is visible,. The complex is 530 nm in length, no contact with
the nuclear envelope or continuity with converging axial eiements can be seen, X 28,500.



^ Fig. 2 - Forming synaptonemal complex
• General staining.. A contrnuity between the

>f^% fibras of the lateral element (anow heads)
, and a pair of filaments (anow), can be
t seen, p - perichromatin granules, X 40,000..

Inset.. The external and central filaments of
the forming lateral element (anow head)
are clcarly continuous with the precursor

', fine filaments (anow)., X 55,000,,

closely distributed in quasi-peiiodic form along
the filament (Fig. 3 inset). The peiiod is about 22

Fig. 3 - Zygotene Tlie foimation of the chiomosome axis is
simuitaneous with final paiiing.. The lateral element (A) is
continuous with two fine filaments (M).. The cential space of
the forming synaptonemal complex is visible as a ehromatin
exclusión zonc (anow)., F - fííaments of chromatin sunound-
ing the complex, X40,000,. Inset., Numeious shoit ¡oops íonn
a quasi-periodic structure (anow head).. X26.500,

nm (X=22.3, SD-3.98, N=87). Jt was estimated
from measures cíirried out in 24 LEs of 8 nuclei.
The LEs of mature SCs present a transveise stri-

aíion (Fig. 4) with a period about 20 nm (X=20.5,
SD-2.39, 36 LEs wcre measured in 10 nuclei).
The lateral views show that the LEs of pachytene
SC are longitudinal striated ribbons about 0.2 u.m
wide, in which some thick irregular bundles of
fibiils can be disceirted, but no cross síriaíion can
be seen (Fig, 5),
Frontal sections demónstrate the presence of a

daik stained filament of irregular thickness in the
border between centra! space and the LEs. This
filament frequently appears as beads on a string or
aligned beads (Fig. 5 inset).

i -

Fig. 4 - Pachytene,. General staining., A lateial element of a
synaptonemal complex showing a periodic transvei'se stria-
üon X74,000
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i ig. 5 - P.urijiino dciuiaf siauin^ Lateral view oftherib-
bon-Iike lateral element (L) of a synaptonemal complex.. Lon-
gitudinal ill detined bundles of fíbiils can be seen, No period-
ic patíein can be discerned., C- centriole.. M- nucleai envelopc
X34.500,. Inset. Fiontal seclion of a synaptonemal complex..
PoiEions of a daik stained filament faiiow heads) can be seen
in the central side of the latera! elements (L) X37,000.

.p

I l ¿ . ü - - . J j r . . l v ! . i . . 1 _ I staining, The lateral ele-
ments are stained clear gray (L). A IOW of dark stained gran-
ules can be seen in the central sutface of the lateral elements..
The central space is devoid of RNP structures. Numerous
perichromatin fibrils (f) are located in the vicinity oí tíie
synaptonemal complex and to a lesser extent in lhe rest of
nucleoplasm Perichromatin granules (p) are dark stained
X37,000 Inset Two foiming axial elements aligned in the
vicinity of the nuclear memhrane are dark stained (L). The
crossed arrow indicates the continuity of a forming axial ele-
ment with a dark stained fibril depicting short fólds., X24,000.

Distribution of RNP
The lateral eíements of the mature pachytene SC

are faintíy stained with EDTA piocedure, A row of
smail granules positively contiasted with this
staining meíhod can be seen in contact with the
medial face of the LEs of the SC in frontal sections
(Fig. 6), The forming chromosome cores and the
developing LE aie frequently dai'kly stained,, The
fine fblding fibrils found in continuity with the
growing end of these structures are also positively
contrasted with EDTA procedure. These fibrils
present short loops as those depicted with standard
contrast techniques (Fig. 6 inset).
The fibrils and granules surrounding the SC are

intensiveíy labeled by in situ hybridization of a
genomic probé carried out without denatuiation of
the DNA of the sample (Fig, 7). The infernal face
of the LE is also labeled. The sections treated with
RNase before hybiidization present few oí no gold
grains (data not shown).

Distribution of DNA
Osmium-ammine procedure specific for DNA con-

trasts positively the fine fííaments aligned in paiis.

These fííaments correspond to those found in conti-
nuity with the lateral elements of the SC in piepara-
tions stained with general contrasting meíhod. The
loops of diffeient length sunounding the fine fila-
ments are also contrasted with osmium-ammine.
Short loops are specially abundant (Fig. 8).
Important changes in the distribution of chro-

matin take place at the moment of the fbrmation of
the SC, The central space is almost empty of
DNA-containing fibrils, except for few liansverse
fíbrils of chromatin. A longitudinal ñbril located
to the central surface of the LE is positively con-
trasted with osmium ammine staining method
(Figs. 9, 10). This fibril corresponds to the fila-
ment of irregular diameter showed by general
staining (Fig 5 inset), and to the row of small gran-
ules found with EDTA procedure for RNP (Fig. 6).
Oblique sections of the LE demónstrate the pres-
ence of numerous short DNA-containing loops
and fibrils inside the LE (Figs. 10, II). Some of
the fibrils crossing lhe LE are continuous with the
chromatin surrounding the SC (Figs. 9, 10),.



Fig. 7 - /« s/fw hybridization using a genomic piobc to detect
RNA. General staining, Pachytene slage, Numerous RNP fibtils
and grajiules located in the nucleoplasm ate iabeled. Gold giains
are also associated with fibiils surrounding a synaptonemal
complex (aiiows). The boundary between the lateial clement
and the central space is also labeled (anow heads). X74,000

DISCUSSION

Fig. 9 - Pachytene. Osmiuni-ammine staining speciñe for
DNA An irregular ñlament located in the cential side ot tlie
lateral element is daik stained (anow). The pairing space is
devoid oí chiomatin. No precise extemal limit of the lateral
element (L) can be seen., X80,000,

ed that there is féw or no DNA in the central ele-
ment and that the central space is traversed by
some fibiils containing DNA. These results were
supported by a study using immunolocalization of
DNA at the level of the electrón micioscope
(Vázquez-Nin et al., 1993).
The use of the osmium-ammine method allowed

us a precise and specific determination of the dis-
tribution of the DNA-containing structuies in
forming and mature SC. The present results
demónstrate that, in rat and guinea-pig spermato-
cytes, each lateral element of the SC in the process

The distríbution of DNA in the rnaíuie pachytene
SC has been studied by Coleman and Moses
(1964) using of indium trichloride staining com-
píemented with DNase hydrolysis. They conclud-

' 1
' V

Fig. 8 - Osmium-ammine staining speciñe for DNA..
Zygotene stage.. Two aligned fine filaments are positively con-
tiastcd (arrows). The two filaments ramposing the forraing
lateral elements are clearly depicted {anow Iieads). At this
stage the fine íilamentó are fblded fonning shoit loops
(crossed anow) Abundan! íibers of extended chiomatin are
present in the nucleoplasm (f). X75,000.

Fig. 10 - Pachytene. Osmium-ammine staining, Both lateral
elements of the synaptonemal complex are sectioned ai diffei-
ent incíination probably due to a turn of the complex The
beads on a string aspect of the filament located in the central
SÍdc of the lateral element is clearly depicted (shoit anow)., The
thicker regions of these filaments are dark stained,. The fila-
ments of the sunounding chiomatin are continuous with those of
the LE. The uppei LE is cut along the wider surface of the lib-
bon. Shoit loops protiude to the paiiing space (crossed airow)
Numerous fibiils and short loops lay in the thickness of the LE
(Eong ariow). The extemal boi'der1 of the element indicated by a
denseranangementof the filaments of chromatin X70,000.,
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Fig. 11 - Pachytene., Osmium-amminc staining Lateral view
of a LE, Positively conímsted shorL loops can be seen
immenscd in a iibbun-like región stained clear gray (arrows).
C- filaments oi íbe chromatin surrounding the complex,
X57,000.

of formation is frequently continuous with a pair
of thin DNA-containing filaments folded in loops
of different length iepresenting the sister chro-
matids of one of the homolo^ous chromosomes.

One of these filaments is located at the medial side
of the LE, while the other is folded in numerous
loops at the external face of the LE. The presence
of a chromatid axis at the intemal side and the oth-
er at the externa! side of the LE is an unexpected
disttibution, its cytophysiological interpretaron is
open to discussion in terms of the opportunities of
each filament to become involved in different
meiotic processes. If the SC is essential for the ini-
tiation of recombination, in organisms other than
yeast as was classically proposed (see re view by
Hawley and Aibel, 1993), the proximity of each
chromatid with the recombination nodules located
¡n the central space may influence its opportunity
to become involved in a recombination event.
Nevertheless, the filament located at the external
side of the LE may gain access to the medial space
by means of the inward oxiented loops or by
changing positions with the filament situated at
the intemal side of the LE. However, if in mam-
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Fig. 12 - Schematic diawing of a frontal view of a fbrming synaptonemal complex showing the distríbution oí some of its macro-
moiecuJai components The lateral elements (LE) extend to íhc ríght of the giowing end (GE) of the synaptonemal complex, At
a short distance fiom the GR the cential element (CE) and the transversal filaments appeai.. The lateral thín DNA-containing fil-
ament (LF), situated to the feft of the giowing end, is conlinuous with the filament located in the external side of the lateral ele-
ment. The loops of these filaments aie associated with RNA-containing structuies, The intemal DNA-containing filament (IF) is
continuous with the filament located in the intemal horder of the lateral element (2). These filaments are also associated with
RNP. Numeious DNA-containing loops (3) are located inside the piotein structure (P) of the lateral clcmenls Ptoteins form cross
striation in a periodic pattem (P) ihat can be seen in frontal section. The appearance of a zone of exclusión of DNA and RNA
(1), takes place before the formaüon oí the classical elements of the synaptonemal complex



mals the recombination is initiated before the SC
formation as in yeast (Padmore et al., 1991; Sym
et al.., 1993; Borde et al.., 2000), the association of
the chromatids with the both sides of the LE may
be only relevant to crossoveí inteiference and dis-
junction process (Maguire, 1995).

The two DNA-containing thin filaments are pie-
sent in frontal sections of the SC. Doubleness of
the LE has been observed in rat spermatocytes
(Sotelo and Trujillo-Cenoz, 1958), in pigeon
(Nebel and Coulon, 1962) and in various other ani-
máis and plants (see review by Moses, 1968).
These pairs of thick fibers frequently found in lat-
eral sections of the LE, were inteipreted as repie-
senting the two chromatids of one chromosome
(Nebel and Coulon, 1962; Baker and Franchi,
1967; Moses, 1968). The results of the present
work indícate that in rat and guinea-pig the DNA-
containing filamenís do not conespond to thicker
fibers that can be discerned in the protein stmeture
of the lateral elements.

The development of the SC is accompanied by an
intense learrangement of chromatin chaiactciized
by: 1) the fomiation of a región of almost complete
exclusión of DNA and RNA, the central space, and
2) the folding of the fine filaments to form múlti-
ple short loops before incorporating into the SC.
These short loops are included in the ribbon-like
structure of the LE in mature SC.
Periodical striated patteins were described in ani-

máis, fungí and plañís (see reviews by Westergaard
and Wettstein, 1972; Zíckler and Kieckner, 1999).
When SCP3 is expressed in cultured somatic cells,
exoss-striated filaments with a periodicity of about
20 nm are formed (Yuan et al.., 1998). This period
approximately coincides with the spacing of the
bands of the LEs found in some animáis and in an
Ascomycete (Zickler and Kieckner, 1999). The
periodicity of the numerous short loops contained
in the thickness of the ribbon-like strxictuie of the
LE is also about 20 nm, although there is some dis-
persión of data. The DNA isolated and sequenced
ñorn purified SC was found to be different fiom
random genomic sequences (Pearlman et al.,
1992). It piesents excess of microsatellites, mostly
GT/CA repeats, and fragments of LINE and SINE
sequences, which are interpreted as specialized
attachment sequences (Pearlman et al., 1992;
Moens, 1994; Moens et al.., 1998). The loops of
DNA lying inside the LE probably conespond to

these attachment sequences associated with the
pToteins of the LE.
The irregular filament located at the central face

of the LE of SC is stained with EDTA procedure
and labeled by in situ hybridization catried out
without the denaturation of the DNA of the sam-
ple. These featuies demónstrate that RNA is asso-
ciated with the DNA-containing axial ñíament sit-
uated at the medial side of the LE in mature SC.
The presence of the RNA in the fine axial chro-
matin filaments is detected short before these fila-
ments are incorpoiated in the foiming LE, and dis-
appears progressively during the course of
pachytene stage. Tt is difficult to asceitain the
whether the filament located at the extemal side of
the LE also contains RNA, due to its numerous
loops and the múltiple RNP structures, as
perichroinatin fibrils and perichromatin granules
(Monneron and Berahard, 1969), associated with
it. The appearance of RNA bound to the chromo-
some axes duiing final pairing may represent the
newly synthesized RNAs previously found using
biochemical piocedures and referred to as PsnR-
NA and zygRNA. A small nuclear- RNA 125
nucíeotides in length (PsnRNA) transcribed by
RNA polymerase III was found to be synthesized
during meiotic prophase in Lilium (Hotta and
Stem, 1981). The transcription of a DNA replicat-
ed duiing chromosome pairing has been reported
in liiy and mouse meiocytes (Hotta et ai., Í985)
These transcripts (zygRNA) contain poly(A) and
are found only in meiocytes (Hotta et al., 1985),
Furthermore, autoradiographic expeiiments at the
light microscope level have demonstrated nucleo-
lar and exlranucleolar transcription during meiot-
ic prophase in various animáis and plants (Taylor,
1959; Muckenthaler, 1964; Monesi, 1965; Kiei-
szenbaum and Tres, 1974; Tres, 1975; Hartung
and Stahl, 1976; Sóderstióm, 1976; Geremia et
al, 1977). The inhibition of transcription during
meiotic prophase results in strong interference
with meiotic process (Sakaguchi et al, 1983).
When the inhibitor was applied in leptotene oí
zygotene, meiotic development anests and synap-
sis does not take place (Sakaguchi et al.., 1983).
The authors suggest that late zygonema piobably
represents a physiological distinctive stage in mei-
otic development with respect to RNA metabo-
lism which is related to the completion of synap-
sis. Taking into account all these results, the asso-



ciation of RNA with the axial filaments before the
formation of the SC and its presence in the chro
matin axes of the LE during early pachytene is
probably related to a still uncharacterized process
essential fór the achievement of final pairing. The
intensity of the positive contrast of the forming
ieptotene and zygotene chromosomal axes with
EDTA proceduie for RNP is much higher than that
of the lateral element of the forming SC. During
pachylene síage the specific contrast due to RNA
fades and finally disappears fiom the lateral ele-
ments of the SC, Thcsc observations lead us to
speculate that the RNA is probably related to the
assembly of the component of the axial elemenl
and its ti anstbrmation to lateral eleraent of the SC.
Further work aímed at characteiizing morpholog-

ically and cytochemical the síructures associated
with homology seaich and with the formation of
the SCs is in progress. In order to interpret the
presence of RNA in the SC it is impoitant to study
the localization of the transcriptional activity in
several stages of meiotic prophase.
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