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Durante la meiosis los cromosomas homdlogos llevan a cabo apareamiento, sinapsis, recombinacion
y segregacion. El mecanismo por medio del cual se encuentran los cromosomas homélogos durante
la meijosis es aln desconocido y las teorfas propuestas no han explicado ¢c6mo se reconocen los
homdlogos a varios micrdmetros de distancia. El objetivo de este trabajo fue localizar el ARN y el
ADN en los niicleos de las células germinales premeidticas y durante la profase meidtica |. Se
estudiaron ndcleos de espermatogonias tipo B y espermatocitos primarios de testiculo de cobayo
y de rata, por medio de reconstrucciones tridimensionales a nivel de microscopia electronica,
citoquimica ultraestructural, inmunolocalizacién para ADN, ARN polimerasa i, hnRNPs, snRNP y
trimetil-guanosin cap, hibridacién in sity para ARN, y autorradiografia Optica cuantitativa. Las
ohservaciones realizadas demuestran que los nicleos de las espermatogonias tipo B presentan
caracteristicas muy particulares que no corresponden a la morfologia de otros tipos celulares en
interfase. Exisien dos tinos de disposicién particular de la cromatina: 1) caracterizado por arreglos
paralelos y lingales de cromatina semicompacta y laxa que recorren largas extensiones del vofumen
nuclear y 2) que muestra la presencia de pequefias estructuras plumuladas formadas por cromatina
iaxa. En estas estructuras plumutadas por medio de citoquimica uitraestructural, inmunolocalizacion
e hibridacién in situ, se localizé ARN y ADN, ademds de ARN polimerasa Il y hnRNPs lo que demuestra
gue se encuentran en proceso de transcripcidn, aunque el proceso de splicing es escaso. Durante
el preleptotenc es notable la descompactacion de la cromatina y ta presencia de multiples estructuras
plumuladas, las cuales se alinean en paralelo. Frecuentemente las estructuras plumuladas alineadas
en paralelo se relacionan por medio de filamentos radiales que las unen atravesando el espacio
entre ellas semejando una escalerilla de doble cuerda. L a citoquimica ultraestructural demostr6 que
las escalerillas de doble cuerda estdn constituidas por ADN y RNR Cuando el material se fijo con
detergente en condiciones hipotdnicas y tratadas con ARNasa, se evidencié un vacio entre los dos
gjes de las escaleriflas de doble cuerda, lo que demostrd gue una parte de la regién central {zona
de reconocimiento), en la que se localizan los filamentos radiales de las estructuras plumuladas
estdn constituidos por RNPs, La inmunolocalizacién y la hibridacion in sifu mostraron caracteristicas
similares a las observadas en las espermatogonias tipo B. En el leptoteno continué la presencia
de las estructuras plumuladas dispuestas en paralelo. Durante esta etapa las estructuras plumuladas
estén constituidas por dos fitamentos axiales rodeados por filamentos radiales que contienen ADN
y RNP. La asociacion de tos dos filamentos axiales constituyen una estructura plumulada comin,
que forma el eje cromosdmico leptoténico. Cuando se inicia 1a organizacién del elemento axial a
partir de los ejes cromosdmicos estos ya se encuentran alineados y apareados, conservando ademas
la estructura plumulada. El proceso de transcripcidn continda en los filamentos radiales, asi como
en los elementos axiales leptoténicos y el splicing sigue siendo escaso. La elongacidn de los




elementos axiales alineados coincide con el apareamiento final, por 10 que el desarrollo del CS
es simultdnea al crecimiento del elemento axial en un estado continuo de leptoteno-cigoteno. Una
caracteristica notable del inicio de [a sinapsis es la formacién de un espacio de exciusion de la
cromatina y RNP en la region central entre [0s dos elementos axiales que dan origen a los dos
elementos laterales. Durante este periodo se dan cambios notables en la distribucion de la
gromatina que se manifiestan por: 1) establecimiento del espacio de exclusién; 2) conformacién
de asas cortas que se incorporan en los elementos laterales del complejo sinaptonémico y el 3)
comienzo de compactacion de la cromatina que rodea al complejo sinaptonémico. Los extremos
de los CS en desarrollo se gbservaron en ocasiones en continuidad con las estructuras plumuladas
0 de escalerillas de doble cverda. Conforme avanza la etapa de paguiteng la cromatina que
envuelve al CS progresivamente se hace mas compacta. Los resultados obtenidos con la
autorradiografia cuantitativa demuestran una intensa transcripcion en las espermatogonias tipo
B y fos espermatacitos en las etapas iniciales de la profase meidtica, acompanada por una lenta
exportacion det ARN al citoplasma.Todos estos resultados nos permiten sugerir que el ARN esta
involucrado en un proceso aun no descrito ¥ que puede ser esenciat para el apareamiento de los
gromosomas homdlogos. Consideramos gue el ARN sintetizado en las estructuras plumuladas a
partir de espermatogonias tipo B, inicia 1a bisqueda de homologia y reconocimiento de los
cromosomas homdloges a larga distancia. Los resultados de hidrdlisis enziméticas ¢ hibridacion
in situ para detectar la presencia de ARN y ta autorradiografia dptica cuantitativa, sugieren que
¢l ARN recién sintetizado pudiera estar relacionado con el reconocimiento de secuencias en las
etapas iniciales de la profase meidtica I.
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During meiosis homologue chromosomes undergo pairing, synapses, recombination and segregation.
The mechanism by which chromosomes get together during meiosis is still unknown. Proposed
theories have not explained how homologues recognize one another from a distance of several
micrometers. The objective of the present work was to localize the RNA and DNA within the nuclei
of premeiotic germ cells and during meiotic prophase 1. Nuclei from type B spermatogonia and
primary spermatocytes from guinea pig and rat testis were studied using 3D reconstruction at electron
microscopy level and ultrastructural cytochemistry. Immunolocatization of DNA, RNA Pol I, hnRNP’s,
snRNP's and trimethyl-guanosin cap, RNA in sifu hybridization and quantitative optical autoradiography
were performed. Our abservations show that nuclei from type B spermatogonia present very particular
features that do not correspond to the morphology of other cellular types during interphase. There
are two forms of chromatin arrangement: 1) characterized by paratle! and lineal semicompact and
extended chromatin, which may be longer than a half the nuclear diameter, and 2) those which show
the presence of small lampbrush structures made of decondensed chromatin. DNA, RNA, RNA Pol
[l and hnRNP's were localized in lampbrush structures using in situ hybridization and
immunocytochemistry, These resuits demonstrate that iampbrush structures are transcriptionaliy
active though splicing level is low. During pre-leptotene, chromatin decondensation and the presence
of multiple lampbrush structures which anneal in parallel is remarkable. Frequently, pairs of lampbrush
; structures are aligned in parallel and related by radial filaments and loops forming structures
resembling micro-rope-ladders. Ultrastructural 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 region between axis of the micro-rope-ladders, showing that the
: central region (recognizing zone), where the radial filaments of the lampbrush structures are localized,
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 fitaments surrounded by
radial filtaments, 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
element starts from the chromosomal axes, these are already aligned and paired, conserving the
lampbrush structure. The transcription process takes place in the radial filaments and in the leptotenic
axial elements although splicing level is low. The elongation of aligned axial elements coincides with
the final pairing, thus, the development of CS is simultaneous to the growth of the axial element in
3 a continuous phase of leptotene-zygotene. An important feature at the beginning of the synapse is
g the formation of a zone that excludes chromatin and RNP from the central region between axial
elements which make up the two tateral elements. During this period there are significant changes
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in chromatin distribution: 1) the establishment of an exclusion zone; 2) the conformation of short
hairpins that incorporate into the iateral elements of the synaptonemal complex, and 3) the onset
of compactation of the chromatin that surrounds the synaptonemal compiex. The extremes of the
CS in development were occasionally observed in continuity either with iampbrush structures or
micra-rope-fadders.

During the course of pachytene, the chromatin that surrounds the CS, got compacted in a progressive
way. Quantitative autoradiography resuits showed high transcription level and iow RNA exportation
to the cytoptasm in type B spermatogonia and in spermatocytes at the 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 consider that RNA synthesized in the lampbrush
structures of type B spermatogonia begins the search for homology and recognition of homologue
chromosomes at long 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 1.
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Il. 1 Generalidades de Ia meiosis

Algunos organismos unicelulares y pluriceluiares se reproducen por divisian directa o por mitosis,
de forma que las célufas hijas son genéticamente iguales a fa progenitora. En este mecanismo de
reproduccidn no interviene el sexg, por 10 que se denomina reproduccion asexual. Un mecanismo
mas complejo de reproduccién es la reproduccion sexual, la cuat esta mediada por algunas céhulas
de los Grganos reproductores masculines y femeninos. Este mecanismo exige que células diploides,
mediante un proceso denominado meiosis {(del griego meioun due significa disminuir), formen
células haploides Hlamadas gametos (Prescott, 1976; Paniagua et al., 1993). La reproduccion sexual
estd extendida en los eucariontes porque permite una evolucion mas eficaz de los organismos. Esta
mayor eficacia de la reproduccién sexual respecto de la asexual reside en la rapidez con la cual
X los organismos sexuados pueden adquirir combinaciones ventajosas de genes (Solari, 1999}
La capacidad de los organismos sexuados de obtener combinaciones génicas favorables se debe
@ una caractenistica esencial de la meiosis, la recombinacién genética.

Hemos mencionado que la meiosis es el proceso por medio del cual el ndmero de cromosomas
se reduce, de modo que se forman céluias que sélo contienen un miembro de cada par de
cromosomas homglogos (Moens, 1994).

A diferencia de la mitosis, en la cual los cromosomas se duplican y luego se dividen entre dos
nicleos de las células hijas en una sola divisidn, en 1a meiosis la duplicacién de los cromosomas
va seguida por dos divisiones sucesivas conocidas como division meidtica § y division meidtica I
! que distribuyen (gs cromasamas entre cuatro nicleas de las células hijas resultantes (gametos)
{Moens, 1994; Kleckner, 1997},

En la meiosis dos eventos se destacan, haciendo de ellos caracteristicas (nicas de este proceso
que se da en la reproduccidn sexual:

1.- El alto grado de recombinacin genética.

; 2.- La divisién reduccional que tiene lugar.

Como consecuencia de la meiosis, los hijos son genéticamente distintos a sus progenitores. Incluso
ios gametos procedentes de una misma maiosis difieren genéticamente entre si debido al intercambio
de material genético que tiene lugar por la recombinacién genética que se produce durante la
divisién meidtica [ (Prescott, 1978). La duracidn de la meiosis s superior con respecto a la mitosis
dentro de una misma especie (Solar, 1999).

Wiison en 1925 clasificé a los organismos que se reproducen sexualmente en tres tipos, segin el
: iugar que ocupa la meiosis en €l ciclo de vida de los organismos {Esquema 1). La ptimera denominada
meiosis terminal o gamética, la segunda meiosis intermedia o espordgena y la tercera inicial o
cigdtica (Wolfe, 1972; Kiecknet, 1997; Zickier y Kleckner, 1998).
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La meiosis es un proceso complejo, cuyos aspectos moleculares recientemente se han comenzado
a comprender. Los estudios que se han realizado han abordado a 1a meiosis desde diferentes
puntos de vista, o cual ha permitido refacionarta con otros procesos béasicos en el organismo. A
pesar del conocimiento que se ha generado en los (ltimos aftos acerca del proceso meidtico, aun
existen aspectos que no han sido resueltos, ademds de que ha sido dificit conciliar la informacion
citoldgica, genética, bioquimica y molecular relacionadas con la meiosis (Moens, 1994).

II. 2. Etapas de la Profase Melética

:
¥

o

Hemos ya mencionado que ia meiosis consiste en dos divisiones denominadas divisién meidtica
| y divisién meidtica 1. Desde un punto de vista formal, cada una de las divisiones meigticas se
dividen en estadios denominades: profase, promstafase, metafase, anafase y telofase. De todos
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tos estadios, el mas largo y complejo es la profase | (Solari, 1999). La importancia de 1a profase
meidtica | radica en que se lleva a cabo el recanocimiento, apareamiento, sinapsis y recombinacion
genética de los cromosomas homdlogos. £stos eventos son comunes de la profase | en la mayoria
de los eucariontes que se reproducen sexualmente (Darlinton 1931; Rhoades 1961; John, 1990).
La profase meidtica | se divide en cinco etapas: leptoteno, cigoteno, paquiteno diploteno y diacinesis
{(Esquema 2). El paso de una etapa a otra es un proceso continuo (Paniagua ef al., 1993; Solar,
1999), aunque es importante sefialar que se han descrito etapas previas al leptoteno, denominadas
como preprofase y preleptoteno.

Preprofase.

Se ha visto que el ciclo meidtico se inicia en los espermatocitos que Se encuentran en una
condicion premeidtica, que juzgan como una etapa G1/GO del ciclo celular, que se caracteriza
por una marcada expansién del niicleo. La fase S meitica o fase § premeidtica morfoldgicamente
se ha caracterizado por presentar cromatina laxa y algunos cuantos grumos de cromatina compacta.
Los eventos moleculares de la fase S meidtica son andlogos a la fase S mitdtica, aunque con una
diferencia muy notable en cuanto a su duracién. Son pocos los organismos en los que se ha
medido la fase S premeidtica, sin embargo las cbservaciones realizadas indican gue esta fase S
es mucho mas larga que en las células somdticas (Callan, 1972). Esta diferencia en el tiempe
empleado en fa sintesis de ADN durante la meiosis, se debe a que se utilizan menos replicones
gue en la mitosis, ademés de que se da una replicacién incompleta del ADN, pues aproximadamente
0.3% de! ADN queda sin replicarse y s6lo se replica una vez iniciada la meiosis. Por ejemplo en
1. vulgarnis 1a fase S en las células de la bidstula se realiza en una hora, mientras que en la fase
S premeidtica es de 200 horas. (Callan, 1972).

En algunos organismos se ha descrito el apareamiento de los cromosomas homélogos durante
este periodo, el cual se pierde durante la fase S para posteriormente reestablecerse (Zickler y
Kleckner, 1998), '

Esfjtiema 2.

Desaralfo de los ejes axlales y
compiejos sinaptonémicos durante
] gstadio de la profase |. Etapas
d¢ la profase |: L leptotena; Z,
clgateno; P paquitenc: [ diplotene.
{Tomado de Sofari, 1008}
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Preleptoteno.

Durante el preieptoteno, que para algunos autores corresponde al periodo G2 del ciclo celular,
se observan las caracteristicas de un nicieo en interfase. En general, durante esta etapa los
cromosomas son todavia muy delgados y dificiles de observar (Paniagua et al., 1993; Sotari
1989). Otro planteamiento que se ha hecho respecto a la cromatina en etapas premeidticas es
ef concerniente con el modelo de orientacion Rabl, ef cual establece que ¢l nicleo en interfase
presenta dominios, los cuales se mantienen en las etapas previas a la meiosis, esto se ha descrito
para algunos organismos (Fusell, 1987), aungue en el caso de las células de mamiferos esta
orientacion no existe {Scherthan et afl., 1996, 1998).

Curiosamente en algunas levaduras durante el preleptoteno los cromosomas homélogos ya se
encuentran apareados, esto se ha visto en células en dispension, a diferencia de los mamiferos
en donde no existe dicho apareamiento (Anderson et &, 1999),

Leptoteno.

Durante el leptoteno los cromosomas son mas delgados y largos que en 1a mitosis. En ellos se
observan engrosamientos de distribucion en forma de rosario y densa, denominades cromémeros.
Corresponden a regiones de condensacién del ADN e histonas. Los cromémeros van a permanecer
nasta fa constitucién del cromosoma, pero entonces ya no se distinguirdn bien, pues los diversos
ptegamientos de la cadena de nucleosomas van a hacer que gueden cada vez mds densas y
destaquen menos. En los cromosomas totalmente configurados, algunos cromémeros parecen
corresponder & las zonas tehidas con las técnicas de bandeo. Los cromosomas leptoténicos tienen
una distribucidn bien definida. Frecuentemente, forman asas cuyos extremos se unen a la envoltura
nuclear en un punto cercanc al centrosoma. La cromatina aparece todavia 1axa (Paniagua et al.,
1993; Soiari, 1999).

Las crométidas hetmanas estdn 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 fos elementos
axiales relacionados con los telémeros se unen a la erwoitura nuclear, constituyendo una estructura
denominada placa de adhesion, que estd acompafiada por la redistribucion de los poros nucleares,
que pierden su distribucidn homogénea, tendiendo a acumularse en los sitios de fijacidn de los
teldmeros (Schuls-Schaefer, 1980; Swanson et al., 1981}, En muchos organismgs, en este estadio
puede verse una disposicién pecuiiar denominada bouquet, en ia que los extremos de 108
cromosomas estdn unidos a la envoliura nuclear en puntes cercanos a los centriclos. Ef resto del
cromosoma se extiende como un lazo en el ndcleo (Zickler y Kleckner, 1998).
Se ha sugerido que una vez que se han organizado los dominios cromosGmicos, los telémeros se
adhieren y se agrupan a la envoltura nuclear para aumentar la probabilidad de encontrar a su
homglogo, siendo por lo tanto un sitio importante para el apareamiento de los cromosomas
meidticos {Scherthan et al., 1994; Heyting, 1996). En el hombre los centrémeros son las primeras
estructuras que se adosan a la envoltura nuclear siguiendo los telémeros (Heyting, 1996). Los
centromeros y igldmeros contienen secuencias especiales de ADN que son esenciales para !




mantenimiento y la segregacién de los cromosomas; por lo que e piensa que esto puede contribuir
a la ordanizacién espacial de los cromosomas en el nicleo {Scherthan, et al,, 1994). En esta
gtapa del leptoteno se ha demostrado la presencia de la recombinasa Rad51 unida a filamentos
de ADN por inmunomarcaje {(Plug ef al., 1996).

Cigoteno.

El inicio del cigoteno se distingue por la aparicion de segmentos apareados de gjes simples, que
constituyen el inicio de un complejo sinaptonémico (CS). El grado de condensacidn de los
cromosomas aumenta en relacién al estadio anterior, por 1o que los cromosomas se observan
més cortos en longitud y de mayor didmetro. Los dos homélogos no se unen durante el apareamiento,
pues permanecen separados por un espacio de 100 nm aproximadamente. El apareamiento
puede comenzar en cualquier sitio dal cromosoma, pudiendo unirse por sus telémeros y continuar
aparedndose hacia el otro extremo, 0 iniciar gn las regiones internas y avanzar hacta los extremos,
0 incluso llevarse a cabo de manera simultdnea en varios puntos a 1o largo de los cromosomas.
En fos organismos en que los cromosomas forman el bouquet, regwlarmente ¢l apareamiento se
inicia en estas regiones terminales (Paniagua et al., 1993; Solari, 1998).
Es muy probable, que en estas etapas de la profase meidtica, los cromosomas homdlogos se
identifiquen unos con otros y se recombinen ya que los cromosomas aln estdn relativamente
extendidos (Kleckner, 1996). Se ha propuesto también que la iniciacién de 1a sinapsis que se
observa en esta etapa, esté mediada por la presencia de fa recombinasa Rad51 (Plug et al.,
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 esta caracterizado por la permanencia del compigjo
simaptonémico (CS) durante todo el periodo, en el cual se lleva a cabo et entrecruzamiento. Durante
el paquiteno los cromosomas homdélogos permanecen unides, haciéndose progresivamente mas
cortos y gruesos mientras continda la condensacidn. En el paquiteno medio la configuracion de
bouquet y ¢t conglomerado de los poros nucleares se pierde. Hacia el final del paquiteno, esta
espiralizacién y condensacién progresivas pueden dar como resultado un acortamiento de 10s
Cromosomas a un cuarto o un sexto de la longitud que tenian en el leptoteno. (Paniagua et al.,
1993; Solari, 1999)

Diploteno.

En el diploteno los CS se disocian; el espacio central se agranda y sus componertas gesaparecen;
por lo que la tendencia de los homdlogos es alejarse 1o mas que se pueda excepto en la posicion
del quiasma; este punto representa ef resultado final de los intercambios (recombinacidn) entre
los cromosomas homélogos. El ndmero y posicion de los quiasmas varia en los organismos, sin
embargo, existe porio menos un quisma por tétrada. En los meiocitos este estadio esta caracterizado
par una progresiva descompactacion de la cromatina y la desaparicion del CS. Los limites de los
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cromosomas son menos definidos y ta cromatina en la region de los brazos laterales aparece
como fibras esparcidas. Al mismo tiempo, se observa un incremento de estructuras que contienen
ribonucleoproteinas (RNP), aparecen fibras pericromatinianas en el drea de la cromatina extendida,
y 10s gréanufos pericromatinianos son escasos (Véazgquez-Nin y Egheverria, 1976).

Diacinesis.

En la diacinesis los cromosomas homdlogos, nuevamente se vuelven a enroliar (Moens, 1994;
Kleckner, 1996). En muchas especies en este estadio desaparece el nucleolo y las tétradas se
distribuyen més o menos por igual dentro del niicleo. En algunos organismos los cambios que
sufre el ndcleo dan la apariencia de un ndcleo interfasico,

i

IL. 3. Uliraestructura del Complejo Sinaptonémico.

Ef Complejo Sinaptonémico (CS) tiene una estructura general muy conservada a 10 largo de la
evolucién, con pocas variantes. £l CS fue descrito en 1956 con trabajos independientes de Moses
{1956} y Fawcett (1956). Ei CS alcanza su méxima estructuracion durante el paquiteno y desde
el punto de vista morioidgico es una estructura tripartita, constituida por elementos laterales, los
elementos transversos y el elemente central. La morfologia basica del complejo en seccidn
longitudinal es la misma para todas las plantas y animales y estd formada por tres elementos
paralelos {(Schmekel y Daneholt, 1995) (Esquema 3).

Esquerna 3.

Estructura del
comptiajo
siaptondrmico. CR:
cromatina; EL:
elevnentos laterakes;
EC: elemento
central; FT:
filamentes
tranversales; R:
nédulo de
recombinacién,
{Tornardo de Sclar,
13499).

El CS se desarrolla por ei alineamiento paralelo o sinapsis de los elementos axiales de los
cromosomas homologes. La primera manifestacion gde sinapsis entre los cromosomas homalogos
es la conformacion de un espacio de exclusion, posteriormente este espacio es ocupado por
filamentos transversales entre 10s ejes que aun se encuentran a una distancia de 300 nm, tres




veces mas que la distancia final. Esto sucede en uno o més lugares a los largo del gje y en
cercanias a la envoltura nuclear (Moens et al., 1998).

El CS mide aproximadamente 210 nm de ancho, los elementos iaterales tignen un grosor de 60
nm aproximadamente y el espacio central tiene alrededor de 100 nm. Los elementos laterales
estan constituidos por un material amorfo y muy afin a las tinciones de plata y acido fosfotingstico,
caracteristicas que dependen de su contenido de proteinas bésicas (Solari, 1999). Cada elemento
iateral se observa como un filamento sencillo formado por la reunidn de dos cromaétidas hermanas;
su ancho varia de acuerdo al organismo de que se trate, por lo que et rango estd entre los 20 y
60 nm (Jones, 1973). En el espacio de apareamiento central se encuentran los filamentos
transversales de 5 nm de didmetro aproximadamente, los cuales dan la apariencia de salir de
los elementos laterales, El elemento central es paralelo a los elementos Iaterales, contiene muy
poco o carece de acidos nucleicos por 1o que es resistente al ratamiento con ADNasa, sensible
a proteasa e insoluble en altas concentraciones de NaCl (Solar, 1972). Su grosor es de 30 nm
se localiza en la pante central dei espacio de apareamiento, tiene menor densidad gue l0s elementos
laterales y mayor que los transversos (Moses, 1968; 1969; Esponda, 1981; Vézquez Nin et al.,
1923). Se ha observado que el CS esta ascciado con Ia envoltura nuclear. Los elementos laterales
al unirse con la membrana intema se ensanchan adquiriendo forma de embude, faciimente visible
en [0s cortes al microscopio electrénico. En espermatocitos de ratén durante e paguiteno por
medio de hibridaciones in situ se ha demostrado la presencia de secuencias de repetigidn
telomérica (TTAGGG)y, en estas estructuras en forma de embuda, denominadas placas de adhesion
asociadas a la envoltura nuclear (Zickler y Kleckner, 1998). £n la zona donde se establece Ia unidn
con fa envoltura nuclear se produce una protuberancia hacia el citoplasma. El espacio entre ambas
membranas estd atravesado por filamentos muy finos {4-6 nm) que van desde los elementos
laterales hasta el citoplasma adyacente a la asociacién (Moses, 1969; Esponda y Jimenez-Martin,
1973). También en diferentes especies se han descrito asociaciones del CS con &t nucleoto
{Esponda y Jiménez-Martin, 1975; Pathak y Hsu, 1979).

Carpenter en 1975 en wvocitos de Drosophila melanogaster describio los nédulos de recombinacion,
a que los que relaciond con el entrecruzamiento (Zickler y Kleckner, 1999), Estas estructuras se
ubican sobre ef elemento ceniral del CS durante el paquiteno {y algunas veces durante el diploteno)
mostrando diferente morfologia segln la especie, siendo en los insectos esféricas y prominentes,
mientras que en el ratdn se caracterizan por ser pequefias y poco evidentes (Solari, 1999). Se
han identificado dos clases de nddulos de recombinacion de acuerdo al momento de su apanicidn
en la profase meidtica como tempranos o t ardios, los primeros son abundantes, de tamafio
variable y aparecen en cigoteno asociados a los elementos axiales que aln no se aparean. Los
nddulos de recombinacion tardios aparecen asociados al complejo sinaptonémico durante el
paguiteno cuando los homdlogos estan completamente en sinapsis. Los nédulos de recombinacion
tardios nunca se han observado en ausencia de CS, ademas de encontrarse a o largo de la
eucromatina {Zickler y Kleckner, 1999). De manera general se ha propuesto que los nddulos de
recombinacién estan relacionados con fa sinapsis, la recombinacion y la formacién del quiasma
{Solari, 1999; Zickler y Kleckner, 1999). También se ha sugerido que la frecuencia y distribucion




de los nédulos de recombinacién estd en relacidn con el ndmero de quiasmas y eventos de
intercambio reciproco. Se han localizado recombinasas semejantes a la Rec A de de £ coff en
fos nddulos de recombinacidn, por lo que se piensa estdn involucrados en procesos de reparacion
y recombinacién (von Wetistein ef al,, 1984; Glamann, 1986; Sherman et af., 1892; Carpentey,
1994; Asthey et al., 1995; Roeder, 1995). En espermatocitos de rata y de raton se ha demostrado
la presencia de ADN en la zona donde se encueniran situados 10s nddulos de recombinacion
(Vazquez Nin et al., 1993} 1o que indica que probabiemente participen en la recombinacidn.

Hl 4. Citoquimica del Compiejo Sinaptonémico

1l 4a) Proteinas

La dificultad de separar CS de la matriz nuclear y de ta cromatina, impidié por mucho tiempo
reconocer [0S companentes de ésta estructura, Por vatios afios hubo esfuerzos para identificar {as
proteinas del CS y aunque se obtuvieron resultados, muchos de ellos eran contradictorios (Zickler
vy Kleckner, 1999). La primera identificacién de tas proteinas a partir de CS purificados e intactos
morfoldgicamente fue obtenida por Heyting y col. (1985).

En trabajos de investigacidn posteriores utilizando procedimientos de inmunolocalizacidn se
detectaron las proteinas propias del CS en animales y plantas (Moens et al., 1987; Heyting et
al., 1988; Offenberg et al., 1891; Smith y Benavente, 1992; Anderson et al., 1994).
Investigaciones realizadas utilizando técnicas de inmunomarcado a nivel de microscopia electrdnica
han demostrado que la proteina del eomplejo sinaptonémico 1 (SCP1) esté localizada en Ja regidn
central del CS de mamiferos (Schmekel y Daneholt, 1995).

Las moléculas de SCP1 que se encuentran en los espermatocitos de mamifero, estdn siméticamente
organizadas dentro det CS. La SCP1 presenta un peso maolecutar de 125 kD, tiene tres dominios:
uno corto y rico en prolina en fa porcidn amino terminal que es globular, una regién de 700
residuos de aminodcidos que constituyen una a-hélice y un dominio carboxilo terminal de 240
aminoécidos, gue contiene regiones serina/treonina seguido de un residuo de prolina, los gue
$0n comunes en una variedad de proteinas que se unen a ADN. La porcidn carboxilo terminal de
la SCP1 descansa en la cara interna del elemento lateral, las moléculas salen desde el elemento
lateral hasta la regi6n central del CS terminando con su regién amino terminal entre el centro del
elemento central y el eiemento lateral opuesto, por 1o que los dominios aming terminal de ia SCP1
se traslapan {Schmekel et al., 1996; Yuan et al., 1996; Moens et al., 1998). La SCP1 puede tener
interacciones no especificas con el surco menor del ADN (Schmekel y Daneholt, 1995). La proteina
Syn1 se ha descrito en &l hdmster y s equivalente a la SCP1, presenta su dominio amine terminal
en el centro del CS y el dominio carboxilo terminal hacia el elemento lateral (Esquema 4). Synl
se liga fuertemente a varias secuencias de ADN y no se une a otras proteinas (Tarsounas et al.,
1897).
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La proteina del compiejo sinaptonémico 2 (SCP2) y la proteina del complejo sinaptonémico 3
(SCP3) son las principales integrantes de los elementos laterales del CS . Se ha visto que estas
dos proteinas estan presentes a partir del leptoteno y desaparecen en las células meidticas tardias
{Pelttari et al., 2001). La SCP2 tiene un peso molecular de 173 kD y se ha confirmada por métodos
de inmunomarcacion gue su patrdn de distribucion es asimétrico {Schalk et al., 1898; Moens et
al., 1998; Zickler y Kleckner, 1999). Estudios bioquimicos han mostrado que presenta sitios blanco
a protefn-cinasa, 10 que probablemente indica que esta proteina estd 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 Red1, que es una proteina especifica de la meiosis en las
tevaduras {Zickler y Kleckner, 1999).

Aungue la SCP2 y la SCP1, son los principales constituyentes de los filamentos transversales, aun
no se ha evidenciado que interactien directamente, por lo que se ha sugerido la existencia de
una proteina adicional que medie e} enlace (Yuan et al,, 1998).

La proteina SCP3 parece ser el principal componente del elemento lateral en roedores y es esencial
para la sinapsis de los cromosomas homélogos. La SCP3 se ensambla en delgadas fibras que
se plensa son el fundamento estructural del elemento lateral del CS y que podria funcienar como
una red en la que otras proteinas se fijan (Yuan et al., 1998; Zickler y Kieckner, 1999). La SCP3
tiene varias formas, las dos principales muestran un peso molecular de 30y 33 kDa, dentro de
cada clase se ha visto que el grado de fosforilacién varia a lo largo de ia profase meidtica 1. La
proteina tiene caracteristicas bésicas, su terminacidn carboxilo terminal tiene regiones coffed-codl
(arroliada en espiral) y un dominic amino terminal no-helicoidal (Zickter y Kleckner, 1999). Con
ayuda de anticuerpos desarrollados contra las regiones amino y carboxilo terminal de la SCP3,
se ha determinado su localizacidn en el elemento lateral. La region amino terminal se ubica en
el lado interno del elemento lateral del ratén, mientras que 1a porcién carboxilo terminat en la
region externa del elemento lateral (Zickler y Kleckner, 1999). Las fibras de SCP3 estédn
estructuralmente relacionadas con filamentos intermedios, pues se ha reconocido que su dominio
carboxiio terminal promueve la interaccién proteina-proteina in vitro, regulando la unién al ADN




de los ejes de las croméatidas, cohesion de las crométidas hermanas, sinapsis y recombinacion
(Yuan et al., 1998; Tarsounas et al., 1999; Zickler y 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 preparacidn de las células pimordiales para entrar en meiosis
{Di Carlo et al., 2000).

En espermatocitos del hadmster se ha descrito a ia Corl {equivalente a fa SCP3) situada en los
elementos axiales desde el leptoteno hasta el diploteno y que permanece en el cinetocoro hasta
la metafase H (Zickler y Kleckner, 1999). La Corl estéd constituida por 234 aminodcidos y muestra
un peso molecular de 30 kDa, es rica en glutamina (12%) especialmente en el extremo carboxilo,
con 34% de aminoacidos hidrofdbicos y un predominio bésico, tiene parecido con las proteinas
de filamentos intermedios (Solari, 1999). Corl no tiene regiones de unién a ADN, por lo que su
unién tal vez esté mediada por otra proteina del gje. Existen evidencias que sefialan que la proteina
Corl tiene interacciones homotipicas in vivo (Tarsounas et al., 1997). Se piensa que la Corl puede
estar involucrada no sdlo en el ensamble del CS sino también en la unién de las cromatidas
hermanas (Tarsounas et af., 1997).

Ademas de las proteinas de! CS descritas en células de mamifero, se han definido proteinas
equivalentes en otros organismos como las levaduras se han descrito proteinas que se localizan
en el £S, algunas de las cuales tienen funciones equivalentes a las descritas en mamiferos. A
continuacion mencionamos algunas de ellas.

Zip1 fue la primera proteina descrita en el CS de S. cerevisiae, y se le considera equivalente a la
SCP1 de mamiferos. Se ha visto que es una proteina filamentosa que contiene un dominio largo
enrollado en forma de barra con regiones de dimerizacién y una estructura globular en ias tas
regiones carboxilo y amino terminal. La Zipl se ensambla en una estructura altamente ordenada
y las evidencias experimentales sugieren que es una molécula que actda como “cietre” unidendo
los cromosomas homdlogos colocdndolos en aposicién (Haber, 1998; Sym et al., 1993).
El exceso de produccidn de esta proteina causa la aparicién de estructuras similares a los
policomplejos que se observan en los espermatocitos de los insectos {Sym y Roeder, 1995). En
mutantes de zip1 la frecuencia del entrecrizamiento se ve reducida a la mitad sin una reduccion
en ¢l niimero total de conversionas génicas {Haber, 1998).

Se ha deserito que Zip 1 estd en los CS y no en los elementos axiales. Los mutantes de Zipl no
forman CS8 (Sym et af., 1993; Sym y Roeder, 1995). Zip1 es necesaria para que tenga lugar la
sinapsis, la recombinacidn y la interferencia regional de entrecruzamiento (crossing-over) (Storlazzi
et al., 1996; Sym y Roeder, 1994).

Otro componente que se ha delineado en el CS de levaduras es la proteina Zip2, que se ha
evidenciado se requiere para la iniciacién de la sinapsis, por lo que se ha vinculado con el inicio
de la recombinacién y la sinapsis de los cromosomas homélogos {Zickler y Kleckner, 1929). La
Zip2 tiene una estructura semejante g la de Zipl, pues forma a hélices anfipéticas, o que sugiere
la constitucion de dimeros enrollados de la misma manera que los filamentos de miosina y los
filamentos intermedios (Storlazzi et al,, 1996).

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




mamiferos y que también se encuentran en los elementos axiales y laterales delf CS. La Hop2 y
Red1 descritas en S. cerevisiae, son proteinas necesarias para ef ensamble y funcién del CS. Hopl
es especifica 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 unién al ADN diplex, en secuencias ricas
en GC més que a secuencias ricas en AT (Zickler y Kleckner, 1999). La proteina Red1 es también
exclusiva de la meiosis y presenta un peso molecutar de 85 kD. Las evidencias experimentales
que ta Redl es indispensable para que se conformen las ejes axiales y 10s elementos laterales,
asi como para que los niveles de recombinacidn sean dptimos {Storlazzi et al., 1996; Zickler y
Kleckner, 1999). La Mek1 es otra proteina descnta en levaduras, tiene un pesg molecuiar de 56.8
kDa y se ha mostrado que co-inmunoprecipita con la Red1 y Hopl. La Mek1 se localiza en sitios
a lo largo de los cromosomas desde el leptoteno hasta la metafase | observdndose que tiene
homologia con las protein-cinasas de serina-trecnia (de los Santos y Hollingsworth, 1999; Zickler
y Kleckner, 1999). Las mutaciones en los genes de la Hop1, Red1 y Mek1 reducen la recombinacidn
genética de manera notable en fas levaduras.

Ademds de las proteinas detalladas en los ejes y elementos laterales del CS, se han determinado
otro tipo de proteinas que se han descrito en levaduras (Pelitar et a1., 2001} y mamiferas (Ejipe
et al., 2000) conocidas como compiejos de cohesinas, los cuales se requieren para el apareamiento
de los cromosomas, la segregacion y fa recombinacién en células meidticas (Pelttari et al,, 2001).
El complejo de cohesinas en las levaduras estd constituido por un conjunto de mittiples subunidades
(Smclp, Smc3p, Scclp y Sce3p) que se requiersn para mantener unidas a lag cromatidas
hermanas durante ta mitosis. Se ha demostrado que 1a Smc3p y la versidn en la meiosis de ia
Scclp denominada Rec8p tienen la funcidn de mantener unidas a tas crométidas a lo large de
la profase meidtica 1, ademas de participar en el establecimiento del elemento axial y la
recombinacién reciproca. Sme3p v Rec8p colocalizan en ¢l gje cromosdmico independientemente
de si hay sinapsis o no. Durante el paquiteno van desapareciendo lentamente hasta quedar
Gnicamente en la regiGn del centrdmero en donde permanecen hasta 1a anafase |l (Klein et al.,
1999).

En las células meidticas de mamifero con deficiencia en SCP3, las cohesinas son capaces de
promover la sinapsis entre cromosomas homdélogos a pesar de que no exista la formacion del
elemento axial, por o gue se sugiere que el complejo de cohesinas podria patticipar en el
apareamiento y sinapsis de los homéiogos (Efipe et al., 2000; Pelttari et al., 2001).
Ademas de las proteinas que se han enumerado con una patticipacién estructural en el CS, se
han localizado protefnas que participan de manera directa en el proceso de recombinacion
meidtica. En diversos eucariontes se han detaltado proteinas homélogas a la recombinasa RecA
de Escherichia colfi, como fa Rad51 (Esguema 5), Dmc1 y Lim1% en mamiferos (Bishop et al.,
1992; Shinohara et al., 1993, Rockmill et al., 1995; Terasawa et al., 1995; Passy et al., 1999).
Estas proteinas similares a RecA (Loseva et al., 1996) y mas especificamente la Rad51 (Ashiey
et al., 1995; lkeya et al., 1996), estan presentes en asas de cromatina durante el leptoteno y se
incorporan a los elementos laterales de CS en cigoteno y se asocian a los nédulos de recombinacién
meiGticos. En diploteno Rad51 se encuentra en Jos quiasmas y Lim15 se asocia a las regiones




Esquerna b,

Estructura de las protefnas RecA de E. coli y
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Rad51 y Dmc1 se han encontrado en cromosomas de la meiosis de mamiferos (Plug et af., 1996;
Bartow et af,, 1997; Tarsounas et al., 1999) y se ha visto tienen el mismo patrdn de distribucidn
en extractos de espermatocitos de ratdn en estados sucesivos de la profase 1 (Tarsounas et al.,
1997).

En el lirio estas proteinas se ubican como sitios discretos a los nédulos de recombinacion tempranos
en los cromosomas durante el leptoteno y cigoteno (Terasawa et al 1995; Anderson et al., 1997).
Existen evidencias indirectas que sugieren que la presencia de proteinas de recombinacion y
reparacién en los nédulos tempranos pueda estar relacionada con la conversion génica mas que
con el crossing-over (Carpenter, 1994; Kleckner, 1996). Sin embargo, hasta el momento no es
clara la relacion entre las evidencias experimentales y el fenémeno de reconocimiento de las
secuencias homélogas localizadas a larga distancia.

11 4b) Acidos nucleicos

En estudios citoquimicos a nivel ultraestructural, se ha demostrado la presencia de ARN, de ADN
o de ambos en el CS (Esponda y Stockert, 1971; Welsch, 1973; Vazquez Nin y Echeverria, 1976;
Laios-Bielenska et al., 1990; Vazquez Nin et ai., 1993), Ei ADN es un componente importante de
los elementos laterales, pero es escaso 0 estd ausente en el espacio central. Sin embargo se ie
ha hallado en los nédulos de recombinacion {Vazquez Nin et al., 1993). Estas observaciones
sugieren que la parte centrat del CS es el lugar donde se produce el intercambio de cromatidas.
Investigacionas en ias que se analizd ¢l ADN aislade del CS {Peariman et al., 1992; Karpova ef




al., 1995) se demostré que existe una aita frecuencia de secuencias LINE/SINE y repeticiones
en tandem de CA. Estas secuencias son parecidas a las que posiblemente se encuentran cerca
de los puntos de ruptura que dan lugar a la recombinacién (Satyanarayana y Strominger, 1992).
En cuanto a la existencia de ARN Vézquez Nin y Echeverria (1976) por medio de métodos de
tincién preferencial evidenciaron que los ejes axiales y elementos laterales contienen gran cantidad
de RNP durante las primeras etapas de la profase meidtica, sin embargo esta positividad disminuye
notabiemente durante el paquiteno avanzado hasta estar ausente en el diploteno. A pesar del
avance que existe en el estudio de la profase mei6tica, alin existen interrogantes en cuanto a la
ubicacién y participacion del ADN y ARN durante el alineamiento, apareamiento y sinapsis de los
cromosomas homdlogos.

IL5 Sintesls de Acidos Nucleicos durante la profase meiética |

Monesi y col. {1978) realizaron los primeros trabajos sobre la sintesis de ARN durante la
espermatogénesis. Esta investigacion sobre la sintesis del ARN en espermatocitos y espermatidas
gvidenciaron una actividad inusual de los transcritos que se presume participan en las etapas
postetiores de la meiosis en la sintesis de las proteinas. Ellos observaron que una fraccidn
importante de transcritos del paquiteno no eran liberados del nicleo hasta el diploteno.
utilizando métodos de autorradiografia se ha detectado sintesis de ARN durante fa profase meidtice
f en diversos organismos (Eddy y O “Brien, 1898). Cuando las células alcanzan la metafase, esta
incorporacion cae a un nivel no detectable (Taylor, 1959; Monesi, 1964)

Algunos estudios que han abordado la sintesis de ARN han demostrado que esta es baja durante
el estado de preleptoteno y casi imperceptible durante el leptoteno, cigoteno y el paquiteno
temprang. A diferencia de o que sucede en el paquiteno medio y tardio, en donde existe un
incremento notorio en la incorporacidn de uridina tritiada; esto ha permitido detectar niveles altos
de sintesis de ARN en [os espermatocitos del ratén en paquiteno (Eddy y O “Brien, 1998). Estudios
de autorradiografia ultraestructural en diversos organismos han confirmado la elevada sintesis de
ARN en espermatocitos en paguiteno, asi como la incorporacién de uridina tritiada en las etapas
tempranas de la profase mei6tica {(Kierzenbaum y Tres, 1974b), ademads de evidenciar gue muchos
de los ARN sintetizados durante el paquiteno son acumulados en el nicleo y posteriormente son
liberados en el citoplasma durante ta primera divisén meidtica (Mongsi, 1954, 1965). La sintesis
de ARN que se ha determinado por medio de autorradiografia ultraestructural en los espermatocitos
del humano y del ratén durante el paquitens, se ha localizado en autosomas, Esta localizacion
sugiere que la sintesis 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 raton se ha registrado la sintesis te ARN nucleolar
que alcanza un pico durante el cigoteno, lo que evidencia la sintesis de ARN ribosémica durante
la meiosis (Kiezenbaum y Tres, 1974a).

Evidencias experimentales sefialan que existe la sintesis de una variedad de moléculas de ARN
de bajo peso molecular, de alrededor de 125 nuctedtidos, se sintetiza durante la profase meiftica.
Estas moléculas parecen inducir cambios en la conformacidn de la cromatina permitiendo el




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

La inhibicidn de la sintesis def ARN, en leptoteno o cigoteno, produce una permanencia de tos
espermatocitos en cigoteno. Si la inhibicidn se realiza en paquiteno, las ¢élulas no pueden seguir
mas alla de la profase |, por lo que se sugiere que el ARN es esencial para el desarrollo meidtico
(Sakaguchi et al., 1983).

En ta meiosis la replicacién det ADN sucede durante |a interfase en el periodo § (fase S premeiética),
como en cualquier interfase previa a la mitosis. Sin embargo, la sintesis premeidtica del ADN tiene
ciertas peculiaridades, es muy larga y ademds no es completa, dado que una cantidad aproximada
al 0.3% del ADN total queda sin replicarse y sélo {0 hace ya iniciada fa meiosis. La sintesis del
ADN durante 1a meiosis se lleva a cabo durante ia etapa del cigoteno y en [a etapa del paquiteno.
En el tirio se demostré que [a replicacién durante la fase S es sélo del 99.8 al 99.9% {Stern,
1993). La sintesis de ADN restante ocurre durante &l cigoteno y el paquiteno, Esta sintesis de ADN
durante el cigoteno (ADNc) es del 0.1 a 0.3 %, v se ha relacionado con el apareamiento
cromosdmico. Estudios en células en cigoteno que incorporaron timidina tritiada, muestran el ADN
marcado en 108 elementos laterales, lo que apunta a que el ADN recién sintetizado funciona como
sitios de unién para la formacién del CS (Kurata e lio, 1978). En el paquiteno la sintesis de!l ADN,
denominado ADN paquiténico {ADNp) se da en un porcentaje del 0.2% y a diferencia del ADNc
no s consecuencia de un retraso en 1a replicacidn, mds bien se le ha relacionado con fendmenos
de replicacién-reparacion involucrados con ! proceso de recombinacién. Cuando se inhibe
parcialmente la sintesis del ADN, se observa la fragmentacién de los cromosomas en cigoteno y
paquiteno, lo que sugiere que la integridad det cromosoma depende exclusivamente del ADN
(Stern, 1993).

EI ADN que se sintetiza en paquiteno estd formado por secuencias moderadamente repetidas y
altamenie conservadas en diferentes plantas (Friedman et al., 1982). &I ADN sintetizado en
cigoteno es mucho menos conocido. Sin embargo, las evidencias autorradiograficas de alta
resolucion indican que el ADN sintetizado en esta etapa se incorpora a |0s ejes axiales y enseguida
pasa a los elementos laterales del CS (Kurata e Ito, 1978).

I1.6 Alineamiento y Apareamiento de los cromosomas meidticos

Ef cémo los homdlogos encuentran su pareja es un misterio hasta el momento y se han propuesto
varios modelos que tratan de explicar como se recenocen los cromosomas homalogos. La meiosis
involucra al menos cuatro diferentes clases de apareamiento (Kleckner, 1996). 1.- Durante la fase
S meidtica, la duplicacién de la doble hélice de ADN genera dos copias que permanecen unidas
hasta la divisidn meitica 1l. Este apareamiento se explica por las proteinas de cohesion {cohesinas)
que mantiene a las cromatidas hermanas unidas durante este periodo (Miyazaki y Orr-Weaver,
1994; Sekelsky y Hawley, 1995). 2.- Durante el leptoteno, cada par duplicado busca su homéiogo,
para que asi al inicio del cigoteno la mayoria de los cromosomas estén organizados en paralelo
con su pareja a una distancia entre 300 a 1000 am; por lo que el término alineamiento puede
ser utiizado para describir el mecanismo que crea esta asociacion a distancia. 3.- Durante el
cigoteno se comienza a ensamblar el CS con la cercania de los homdlogos, hasta que en paquiteno




los homologos se encuentran a una distancia de 100 nm (Loidl, 1994; Hasenkampf, 1996). Por
lo que et término sinapsis puede ser empleado para esta estrecha asociacion de los cromosomas
homdlogos. 4.- La recombinacion tiene fugar entre los dos dipiex de ADN que descansan a unos
nandmetros uno de otro; el apareamiento preciso depende de la complementaridad que exista
gntre 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 et al., 1996).
La mayorfa de los modelos para explicar el alineamiento meidtico plantean la existencia de
movimientos que generan contactos accidentales entre los homdlogos (Loidi, 1990; Kleckner,
1996). En términos generales, el reconocimiento debe involucrar interacciones de largo alcance,
donde los homélogos “toguen o sientan” otros cromosomas. Muchos modelos invoiucran el
apareamiento temprano con proteinas filamentosas {Comings y Riggs, 1971; Holliday, 1977,
Chandiey, 1986).

Existen otras propuestas en las que se ha sugerido gue el alineamiento meiftico puede ser la
continuacion de organizaciones somaticas previas de la cromatina en interfase. En algunos
eucariontes como las levaduras y dipteros, los cromosomas homdlogos son adyacentes en el
niicleo en interfase de célutas soméaticas (Wandall y Svendsen, 1985; Scherthan et al., 1994;
Weiner y Kleckner, 1394). Sin embargo, algunas investigaciones han demostrade que no hay
proximidad de los cromosomas homdlogos en las espermatogonias de hombre y de ratdn (Scherthan
et al., 1996). Aungue existiera alglin tipo de ordenamiento premeibtico en |a organizacidn de los
cromosomas homglogos, parece ser que en la mayoria de los eucariontes la disminucién de la
distancia entre los cromosomas homologos v su alineamiento tiene lugar poco antes del apareamiento
final también llamado sinapsis (Zickler y Kleckner, 1989).

Se ha propuesto que la bisqueda de homologia involucra la participacién de macromoléculas,
probablemente proteinas, ADN y/0 ARN a largas distancias. Dawe (1998) y Cook (1957) han
propuesto a tas proteinas como un sistema que tiene la funeidn de llevar a cabo la atraccidn
inicial. Sin embarge, la atraccion debe Hevarse a cabo después de que el reconocimiento de
homologia se ha dado entre las secuencias o regiones de [os cromosomas. Se ha sugerido que
proteinas semejantes a los priones puedan formar fibrillas semiestables que unan segmentos de
cromosomas homdélogos (Sybenga, 1993). La mayoria de los autores consideran que el ADN estd
irvolucrado en la bdsqueda inicial, reconocimiento y apareamiento de los cromosomas homélogos
(Loidl, 1990; Moens, 1994; Kleckner, 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
recombinacion y la reparacion del ADN, siendo esto un componente de la maquinaria de intercambio
genético (Drapkin et af., 1994}, sin embargp, el estudio de genotipos mutantes en levaduras indica
que tas rupturas de doble cadena no son requeridas para la formacién de conexiones de
apareamiento {Weiner y Kleckner, 1994).

Utilizando histogquimica y microscopia electrénica se ha probado la presencia de ARN en el elemento
fateral del CS {Wolstenholme y Meyer, 1966). E! uso de procedimientos de tincidn preferencial
para ribonucleoproteinas (RNPs) en microscopia electrénica ha evidenciado la presencia de ARN




en el elemento lateral del CS y en los elememos axiales del leptoieno y cigoteno (Esponda y
Stockert, 1971; Vazquez-Nin y Echevenia, 1976), es mas las RNPs han sido también localizadas
en las fibrillas uniendo los elementos axiales en cigoteno (Vazquez-Nin y Echeverria, 1978). A
pesar de que se ha puesto de manifiesto ta presencia de ARN desde la etapa del leptoteng no
se ha establecido de manera concreta su participacién en la profase meiftica.

II. 7 Significado citofisioldgico del Complejo Sinaptonémico

Se ha observado que existe correspondencia entre |a posicién del CS y el apareamiento de fos
homdaiogos en el paquiteno. Ademads, cuando se comparan ias imagenes de {a microscopia dptica
y electronica de la misma célula, se ve cémo el CS se sitGa precisamenie entre 10s homdlogos
apareados en la region en que el apareamiento es més estrecho y donde se supone que tiene
lugar la recombinacion. £n el cigoteno aparece por primera vez el CS, el cual se encuentra durante
todo &l paquiteno y desaparece al iniciarse el diploteno, cuando finaliza el estrecho apareamiento.
Por ello, tanto la localizacion del C8 como la sincronizacién en su aparicién y desaparicién con
el inicio y finalizacidn del apareamiento estrecho, indican una intima relacién con el apareamiento
y recombinacion {Moses, 1968; Gillies, 1975; Moens y Peariman, 1988; Kabak et a!., 1992).
Una serie de investigaciones ha establecido que el CS se encuentra en todas las céiulas que se
dividen por meiosis (Sotelo, 1969; von Wettstein et al., 1984) y existen evidencias de estudios
ultraestructurales cldsicos que demuestran la existencia universat del CS en la profase meidtica.
Debido a este hecho, a su propia marfologia y a sus cambios entre leptoteno y paquiteno, se le
ha relacionado con el apareamiento, la recombinacion y la segregacion entre 1os homdiogos
{Sotelo, 1969).

El CS se ha considerado como representacion de 1a consumacidn del apareamiento ademds de
estar relacionado con algunos aspectos importantes del proceso meidtico como: mantener unidas
a las crométidas hermanas, estabilizar el quiasma hasta la anafase 1, ubicar a l0s nddulos de
recombinacién entre las crométidas homdlogas adecuadamente alineadas, y producir localmente
interferencia en el entrecruzamiento (Moens, 1994; Maguire, 1995; Kieckner, 1996).
Sin embargp, poco se conoce acerca del proceso de recongcimiento temprano que involucra la
bdsqueda y hallazgo de las secuencias homdlogas, la estabilizacion de las conexiones intehomdlogas
y la formacidn del CS.

En todas las células eucariénticas con meiosis normal y recombinacidn, el estrecho apareamiento
de los cromosomas durante la profase (cigoteno-paquitenc) se ha correlacionado con la aparicion
del CS.

El pape! del CS ha provacado controversia, pues existen evidencias que muestran que ef apareamiento
mediado por el CS no asegura la recombinacion (Stack, 1973; Rasmussen, 1977}, esto se ha
interpretado en el sentido de que el CS pudiera ser necesario pero no suficiente para la
recombinacidn. Hay datos experimentales gue han puesto en duda que el CS sea necesario para
el apareamiento y recombinacién de la meiosis. Por ejemplo en levaduras la recombinacidn se
puede llevar cabo sin la formacidn de CS (Bahler et al., 1993), asl como la formacion del CS
puede mediar la asociacién de cromosomas heterdlogos {Jenkins y Okumus, 1892).




A pesar de estas demaostraciones, existen también evidencias experimentales que sugieren fa
relacion del CS con el proceso de apareamiento, recombinacién y eventualmente la segregacién.
Por ejemplo se ha demostrado ia asociacion de cromosomas homdlogos con la exclusion de los
no homéloges durante el cigoteno en mas del 99% de los eucariontes con reproduccién sexual
(von Wettstein et af., 1984}, También se ha comprobado que estas asociaciones son tan especificas,
gue cuando existe una inversidn grande, esto provoca la formacion de un asa (Batanian y Hulten,
1987). La presencia de los nédulos de recombinacién tardios en 1a region central del CS (Carpenter,
1975, Carpenter, 1979a, b} que son probablemente la expresion morfolégica de complejos
enzimaticos en la region donde ocurre la recombinacién génica, pues se ha visto que el ndmero
de nédulos de recombinacién tardia en los €S es muy semejante al de quiasmas, expresiones
citoldgicas de la recombinacién reciproca {Solari, 1999),
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LML JUSTIFICACION DEL TRABAJ(D

o

Los procesos que dan origen al CS involucran la bisqueda de homologia de secuencias o regiones
de cromosomas. Este proceso es muy especifico y puede estar antecedido o seguido por fa
aproximacién inespecifica de los cromosomas mediada por los teldmeras y/4 los centrémeros. La
etapa final de este proceso es la formacién de la estructura proteica del CS entre regiones homdlogas
o no {heteroldgos), que estén cercanas. Esto es un mecanismao inespecifico que explica muchas
de las aparentes excepciones al papel funcional del CS en la mayoria de los eucariontes. Como atin
se desconocen los meganismos especificos que producen el alineamiento, al apareamiento y la
3 sinapsis de los cromosomas homdélogos en el presente proyecto se propuso estudiar a través de
la microscopia electrénica las estructuras que podrian estar relacionadas con estos procesos durante
! la profase meiética 1.

Hipétesis

Consideramos que los dcidos nucleicos median el reconocimiento locus-especifico de los cromosomas
homdélogos y que Ias proteinas intervienen en la generacién de los movimientos de apareamiento,
) para permanecer comao andamiaje una vez que s& ha constituido ei CS. Si esta hipdtesis es cieria,
| podemos hacer una serie de afirmaciones corroborables experimentatmente: Se encontrard ARN
y/0 ADN (o ambos) en la regidn donde se produce ¢l reconocimiento de homologia locus-especifico
i antes que [os ejes axiales se sitlen en paraielo para conformar los brazos [aterales def CS durante
las fases anteriores al paguiteno. La formacién de hebras monocatenarias de acido nucléico es
: indispensable en el reconocimiento de complementariedad de bases. Acabado el reconocimiento
y formado el CS durante ef paquiteno, los dcidos nucleicos podran desaparecer en esas estructuras.




(/ V. OBJETIVOS )
. S

Objetivo general
Localizar Jos dcidos nucleicos ARN y ADN, en los nicleos de las células germinales premeidticas
(espermatogonias tipo B), y durante la profase meibtica | (espermatocitos ).

Objetivos especificos

1. Localizar el ARN y el ADN en espermatogonias tipo B y en 10s espermatocitos primarios de testiculo
de cobayo y rata mediante citoquimica ultraestructural e hibridacidn in situ, en fas etapas de la
profase meidtica clasicamente descritas, asi como también en las transiciones entre etapas de la
profase 1.

2. Realizar reconstrucciones tridimensionales de las regiones de reconocimiento de homologia y
de la zona de apareamiento final y formacién del CS.

3. Determinar por autorradiografia dptica si la sintesis de ARN vy su salida al citoplasma esta
relacionado con el establecimiento del CS y el apareamiento.




C V. MATERIAL Y METODO

+)

Se utilizaron testiculos de adultos jévenes de cobayo y de rata en todos los experimentos.

V.1 Procesamiento de! materlal bioldgico para microscopia electrénica

Las muestras de testicufo de cobayo y de rata se trataron con diferentes procedimientos de fijacion,
deshidratacion e inclusion dependiendo de la metodologia empleada para su andlisis al microscopio
electrénico. Estos distintos procesamientos se describen a continuacidn.

V.1.1 Procesamiento estdndar

Las muestras se fijaron en glutaraldehido al 2.5% en amortiguador de fosfatos pH 7.3 0.2 M por
unia hora a temperatura ambiente, se enjuagaron en gl mismo amortiguador, se deshidrataron con
alcoholes etilicos graduales y se incluyeron en resina epdxica (Glycyde ether 100, Merck, Darmstadt,
Germanyl.

V.1.2 Fijacidn hipotonica y tratamlento con ARNasa

Las muestras se fijaron en condiciones hipotdnicas de acuerdo ai método desarrollado por Puvion-
Dutilleul y Puvion (1980) modificado por VAzquez-Nin y col (1988). Las muestras de tdbulos
seminiferos de testiculos de rata se fijaron en paraformaldehido al 1% con photo-flo 200 (Kodak,
Rochester, NY, USA) disueito en una sofucidn de sacarosa af 0.1M a pH 9 ajustado con una solucion
de borato de sodio al 0.1M. La fijacitn se llevd a cabo durante 45 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente el material se dividié en dos partes. A la primera parte se le dio una postfijacién
en glutaraldehido at 2.5% en amortiguador de fosfatos pH 7.3 0.2 M por una hora a temperatura
ambiente, se enjuagd en el mismo amartiguador y se deshidratd a 4°C para su inclusion en LR
White (Efectron Microscopy Science).

Las muestras restantes se trataron con ARNasa al 2% (Sigma, St. Louis Missouri; USA) disuelta en
amortiguador de Tis-HCI pH 6.5 a diferentes tiempos que fueron desde los 15 minutos & fas cuatro
horas de incubacién 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 tdbulo seminifero de rata como testiges negativos sin el tratamiento de
ARNasa al 2%, incubdndolas con agua destilada de acuerdo & los tiempos y la temperatura
establecidos anteriormente. Subsecuentemente este material se deshidrat en alcoholes graduales
y e incluyd en LR White (Electron Microscopy Science).

V.1.3 Procesamiento para inmunolocalizacién
Las muestras de tiibulos seminiferos de cobayo se fijaron en paraformatdehido al 2% en amortiguador




de fosfatos 0.15 M pH 7.3 a 4°C por una hora. Las muestras se enjuagaron en el amortiguador
de fosfatos y se deshidrataron en metanol graduat (50%, 60%, 70%, 80%. 90%) y se incluyeron
en Lowicry! K4AM (Polysciences Inc). La polimerizacion se llevéd a cabo utilizando fuz ultravioleta a
-20°C,

V.1.4 Procesamiento para hibridaclon /a situ

Muestras de ttibulo seminffero de cobayo y de rata se fijaron en paraformaldehido al 2% en PBS,
asi como con paraformaldehido al 4% + glutaraldehido al 0.2% en PBS a 4°C por una hora.
Posteriormente el material se enjuagé en el mismo amortiguador, se deshidratd en metanol gradual
(50%, 60%, 70%, 80%, 90%) y se incluyd en Lowicryl KAM (Polyscience Inc). La polimerizacion
se llevé a cabo utilizando luz uitravioleta a -20°C.

V.1.5 Corte

De todo el materiat obtenido de acuerdo a los diferentes procedimientos citados anterigrmente,
se procedid a realizar los cortes semifings, obteniéndose de un micrdmetro de espesor, 10s que
se tifieron con azul de toluidina-bdrax. Se estudiaron en el microscopio de luz las asociaciones
celulares presentes en los tibulos seminiferos y se compararon con las descripciones clasicas
del ciclo espermatogénico del cobayo (Clermont, 1960) y de {a rata {Leblond y Clermont, 1952},
Uina vez obtenida la etapa del ciclo espermatogénico de inferés se hicieron cortes ultrafinos de
aproximadamente 60 nm de grosor en un ultramicrotomo Reichert Ultracut R y se montaron en
rejillas de cobre, oro o niguel cubiertas con formvar. Los cortes seriados se recogieron en anillos
de Sjostrand, de acuerdo al método descrito por Wettstein y Graver (1973). Otros cortes fueron
fevantados en rejillas de oro sin membrana.

V.1.6 Métodos de contraste

Se emplearon diferentes métodos de contraste para el material de los tibulos seminiferos de
cobayb v rata. Para determinar la ultraestructura de manera general se aplicé el método de contraste
general de acetato de uranilo y citrato de plomo. Para tefiir el ADN se recurrié al método de tincidn
preferenciat para ADN del PTA o acido fosfotungstico (Vazquez-Nin et al., 1973, Esquivel et al.,
1987). Para contrastar las RNP se utilizaron el métado de tincidn preferencial de Bemhard {1969)
para RNP asf como ¢l método de terbio (Biggiogera y Fakan, 1998).

Los cortes ultraflinos que se recogieron en rejilias de oro sin membrana se usaron para el método
de tincion especifica para ADN de amina de osmio (Cogliati y Gautier, 1373) modificado por
Vézquez-Nin y col. (1995).

V.2 Reconstruccién tridimensional

Las series se tifieron con la tincién de contraste general de acetato de uranilo y citrato de plomo,
con el método de tincidn preferencial para RNP (Bernhard, 1969), y con el método de tincidn
preferencial para ADN del PTA o 4cido fosfotungstico (Vazgquez Nin et al., 1973; Esquivel et al.,
1987),
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Las muestras se observaron en un microscopio electronico Carl Zeiss EM10 operando a 80 kV.
Las espermatogonias tipo B y los espermatocitos en las diferentes fases de la profase meidtica
i, fueron fotografiados desde el inicio de la serie hasta ¢l final.

La reconstruccién tridimensional se flevé a cabo en dibujos realizados en papel celofén en los
gue 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 fotografias de las estructuras en el papel celofén se
hicieron coineidir los dibujos para determinar et arreglo y disposicidn de los elementos copiados.

V.3 Inmunolocalizacion

La inmunoiocalizacién se lievd a cabo en condiciones de “post-inclusion” de acuerdo al protocolo
descrito por Biggiogera y col {1989) Vazquez-Nin y col (1995) con los siguientes anticuerpos:
1.- Anti-ARN polimerasa tl, es un anticuerpo policlonal de conejo (Kimm y Dahmus, 1986)
2.- Anti-ADN, es un anticuerpo monoclonal de Progen (Heidelberg, Germany)
3.- Anti-RNPhn (C8Y) Jones et al., 1980.

4.- Anti-8M anticuerpo monoclonal que reconoce un epitope comin a los snURNPs (U1, U2, U5
y U6) que participan en el splicing (Y12, Lemer et al,, 1981; Gerke y Steitz 1986)
5.- Anti-trimetif-guanosin-cap (R1131) Oncogene, New York, USA.

{ver diagrama de flujo 1).

V.4 Hibridacldn In situ

Para Hevar a cabo la hibridacion in situ se utilizé como sonda el ADN gendmico de células de
higado y bazo de cobayo y de rata de acuerdo al protocolo de Ldpez Veldzquez y col (1998).
Mediante el usa de ADN gendmico como sonda marcado con biotina o digoxigenina se pueden
tocalizar Ios ARN en hibridaciones in situ a nivel ultraestructural.

A continuacidn se describe la extraccion del ADN gendmico, fa marcacidn del ADN gendmico y la
hibridacidn in situ ultraestructural.

V.4.1 Extraccion del ADN gendmico

La extraccién de! ADN gendmico se realizd de acuerdo at pratocolo de Lopez Veldzquez v col
(1998). Se obtuvieron el higado y el bazo de cobayo y de rata, los cuales inmediatamente fueron
cortados por congelacién en un criostato American Optical a -179C para obtener cortes de 20
micrémetros de grosor. Se utillzaron aproximadamente 30 cortes por cada extraccion. La extraccidn
del ADN gendmico se Hevo a cabo incubando 08 cortes durante toda la noche en amortiguador
SDS-proteinasa K a 42°C en agitacion constante. Posteriormente se empled fenol-cloroformo. £
ADN se precipitd con NaCl Ny etanol 100% a -20°C. El ADN fue resuspendido en amortiguador
TE. La concentracitn obtenida del ADN fue de 5 mg/mL.

La integridad del ADN fue analizada con geles de agarosa al 1% {Figura 1).

jei




Flgura 1.

Muesira gel de agarusa al
1% Carrlt (8) marcador e
peso maolecular, {b) ADN
gendmico de higado de
cobayn

La concentracidn det ADN gendmico fue medida por absorbancia a una longitud de onda de 260
nm Se considerd como pureza dptima cuando ia relacidn 00250 /QD 454 dio como resuttado 1.8.
V.4.2 Marcaje de] ADN gendmico de cobayo y de rata

EF ADN gendmico de higado y bazo de cobayo y de rata se marcd con bictina y digoxigenina. E!
marcado inicialmente se realizé con biotina para las hibridaciones in situ, sin embargo posteriorments
se recurrié al marcado con digoxigenina, debido a que se abtuvieron mejores resultados en las
hibridaciones in situ y un menor ruido de fondo.

Para marcar con bictina se empleé el método de nick transiation utilizando el sistema de marcaje
de BioNick (Gibco BRL) para incorporar nucledtidos biotinilados (Langer et af., 1981). En la
reaccién se adicionaron dNTP"s 0.2mM, 0.1mM de bio 14-dATP 0.5 unidades/mi de ADN
polimerasa |1 de Escherichia coli y 0.0075 unidades/ml de ADNasa | de pancreas bovino.
Se marcd aproximadamente 1mg de sonda por cada reaccion, dejando incubar a 16°C durante
2 1/2 horas. El tamafio de la sonda se controld con el tiempo de digestidn en la reaccidn de
marcado por el nick translation, ademds de vetificar el tamafio de la sonda mediante electroforesis
en get de agarosa al 1%. E} tamafio de la sonda de ADN gendmico después de este tiempo de
incubacidn fue de 100 a 500 pb.

EI ADN gendmico marcado con digoxigenina se realizé por el método de nick transfation manejando
el sistema de marcaje de DIG-Nick Translation Mix {(Boehringer Manrtheim, Germany). En fa reaccion
se adicionaron ADN polimerasa |, ADNasa 1; 0.25 mM dATP, 0.25 mM dCTF, 0.25 mM dGTP 0.17
mM dTTP y 0.08 mM de DIG-11-dUTR

Se marcd aproximadamente 1mg de sonda por cada reaccidn, dejando incubar a 16°C durante
2 1/2 horas. El tamafio de la sonda se controld con el tiempo de digestion en la reaccién de
marcado por el nick translation, ademds de verificar el tamanio de la sonda mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1%. El tamafio de la sonda de ADN gendmico después de este tiempo de
incubacion estuve entre los 100y 500 pb.




V.4.3 Hibridacién in situ ultraestructural con ADN gendmico de cobayo y rata

Es muy importante sefiatar que |a hibridacion in situ con el ADN marcado con biotina o digoxigenina
se efectud sin desnaturalizar el ADN de la muestra (cortes en las rejillas de oro) con el proposito
de localizar al ARN de las células en los elementos fibrilares o granuiares.
Cuando se emplad el ADN biotinilado se utilizo el siguiente protocolo: a 2 mi de ADN gendmico
marcado con biotina por el método de nick translation se le agregaron 2 mi de ARNt de E. coli
{Img/mi} y 10 mi de formamida al 100% (mezcla de reaccion 1). La sonda se desnaturalizd
durante 4 minutos a 90°C e inmediatamente se colocd en hielo para evitar la re-naturalizacion
de los fragmentos de ADN. A la mezcla de reaceidn 1 se le agregd la mezcla de reaccion 2 que
contenia: 4 mi de albdmina de suero bovino (BSA) al 5%, 4 mi de sulfato de dextrn al 50% y 2
mi de 20XSSC. La reaccién de hibridacion se realizd en cortes ultrafinos montados en rejilias de
orp cubiertas con formvar que se flalaron sobre Iz mezcla de hibridacién (mezcla 1 + mezcla 2),
La reaccidn de hibridacién se incubd a 42°C toda la noche en una camara hiimeda y se revel6
con una solucidn de estreptavidina acoplada a particulas de oro coloidal de 15 nm de diametro
{ver diagrama de fiujo 2).

Cuando se hizo uso del ADN con digoxigenina se utilizaron 2 mi de ADN gendmico marcado por
el método de nick translation y se les agregd 2 mi de ARNt de £. cofi {(1mg/ml) y 10 ml de
formamida al 100% (mezcla de reaccién 1). La sonda se desnaturalizé durante 4 minutos & 90°C
e inmediatamente se cotocd en hielo para evitar la re-naturalizacién de los fragmentos de ADN.
A la mezcla de reaccién 1 se le adiciond la mezcla de reaccidn 2 que contenia; 4 mi de albimina
de suero bovino (BSA) al 5%, 4 mi de sulfato de dextrdn al 50% y 2 ml de 20XSSC. La reaccidn
de hibridacion se realizé en cortes ultrafinos montados en rejillas de oro cubiertas con formvar
que se fiotaron sobre fa mezcla de hibridacidn (mezcla 1 + mezela 2). La reaccidn de hibridacidn
se incubd a 42°C toda la noche en una cdmara himeda. El revelado de la marca se efectué
empleando una cadena de anticuerpos secundarjos. £l primer anticuerpo secundario utilizado fue
un anticuerpo contra digoxigenina desarrollado en conejo. Posteriormente se usé un anticuerpo
IgG desarroltado en cabra contra conejo. Esta IgG fue reconocida por medio de una proteina A
acoplada a particulas de oro coloidal de 10 nm de didmetro. Para amplificar el marcado se
aplicaron dos anticuerpos més, un GAR IgG acoplado a particulas de oro colpidal de 16 nm de
diametro y un RAG IgG acoplado a particulas de oro coloidal de 10 nm de didmetro (ver diagrama
de flgjo 3).

Para confirmar ia naturaleza de ia sefial de ARN, algunos cortes se trataron con ribonucleasa
2mg/mi (tipo IA, Sigma) en 1 mM de amortiguador trietanolamina-dcido acético, pH 7.3 por 8
horas a 37 °C.

Una vez realizada la hibridacion in situ las preparaciones se confrastaron con acetato de uranilo
al 2.5% por 5 minutos v citrato de plomo al 0.4% por 1 minuto. Finalmente se observaron en un
microscopio electrénico Carl Zeiss EM10.




Autorradiografia éptica.

Pequehas fragmentos de testiculo de rata se incubaron a 37°C en medio minimo esencial de
Eagles suplementado con 100mCi/ml de 5,6 uridina tritiada (Amersham, Piscataway, NJ,USA; 48
Ci/mmol) por 30 & 120 min. Se dieron pulses cortos para determinar el rango de transcripeicn,
y los pulsos largos se emplearon para estimar el rango de marcado del nicteo y del citoplasma.
Todas las muestras se fijaron en glutaraldehido al 2% en amortiguador de fosfatos por 1 hora a
4°C, posteriormente se enjuagaron con el mismo amortiguadaor, se deshidrataron en acetona y
se incluyeron en resina epdxica.

Se realizaron cortes semifinos de un micrdmetro de grosor los cuales se cubrieron con emuision
Hford K2 . Las preparaciones se expusieron por 20 dias a 4°C. E! revelado se realiz6 con revelador
D19 (Kodak) a 20°C por 3 minutos. Las preparaciones se enjuagarcn en agua y se fijaron con
fijador Kodak por 10 minutos; se tifiieron con azul de toluidina-bdrax por 1 minuto a 60°Cy se
observaron en un microscopio Zeiss equipado con una cdmara de TV. Las imdagenes se analizaron
cor el programa Imagenia 5000, el cual nos permitié contar la cantidad de marca en el nicleo
y el citoplasma considerando el drea de cada uno de estos compartimentos. El cociente obtenido
de la cantidad de marca por unidad de drea nos dio 1a densidad numérica en cada uno de los
compartimentos considerados.




( Diagrama de flujo 1 )

En cdmara himeda flotar Ia rejilla en NGS diluido en PBS (1:100) por 3 minutos

Incubar en el anticuerpo primario diluido en PBS-Tween-BSA (PBS-Albumina
de suero bovino {(BSA) 1mg/mi. Tween 20 al 0.05%) por 18 horas a 4°C

\

Enjuague con PBS-BSA-Tween por goteo
Lavados con PBS por goteo
Flotar en PBS por 15 minutos

incubar en NGS diluido en FBS (1:100) por 3 minutos

{

Incubar 30-60 minutos en el anticuerpo secundaric acoplado con oro de 10
nm diluicto en PBS (1:10 a 1:20) a temperatura ambiente

¢

Lavar en PBS por goteo

v

Flotar en PBS por 15 minutos
t
¥

Enjuagar en agua desionizada por 15 minutos

Contraste con acetato de uranilp-citrato de plomo

/)




( Diagrama de flujo 2 )

Hibridacién

Flotar ia rejitia en la mezela de hibridacion a 42°C aprox. 18 horas en camara
hiimeda

Enjutgues
Lavados con PBS
Deteccidn de hibridos
Estreptoavidina-oro de 15 nm (Amersham)/ 4XSSC (1/20) toda la noche a 4°C
Enjuigues
AXS3C 4 X 5 minutos

'

PBS 4 X 5 minutos
Agua desionizada 4 X 5 minutos

Contraste con acetato de uranilo-citrato de plomo




( Diagrama de flujo 3 )

Hibridacidn
Flotar Ia rejilta en la mezcla de hibridacién‘a 42°( aprox. 18 horas en camara himeda
20XSS6 dt: 5 minutos
4X8S€C 3 * 5 minutos
2X58C 3 ?( 5 minutos
TBS por}ﬁ minutos
Blogueo
TBS+Blocking Reagent por una hora a temperatura ambiente
Deteccion de hibridos
TB5+Blocking Reagent+ANTI D‘E'G {1/100) toda la noche a 4°C
TBS 3 X 5 minutos cada uno
GAR 1gG (DAKO) en TBS (1/30) 1 hora a temperatura ambiente
Lavado en PBS+Tween 4 X 5 minutos
Proteina A-oro de 10 nm (Jackson) en P8BS (1/100) 30 minutos a temperatura ambiente
TBS 3 X 5 minutos
Lavados abundantes con PBS
TBS por 5 minutos
GAR 1gG (H+L}-0rq de 10 nm {Jackson) en PBS {1/10) 30 minutos a temperatura ambignte
Lavados abundantes en PBS
TBS por 5 minutos
RAG lgG-oro de 10 nm (whole moiecula Sigma) en PBS 30 minutos a temperatura ambiente
Lavados abundantes en PBS
Lavados abundantes con agua desionizada

Contrastar ¢on acetato de uranilo-citrato de plomo




f’\w. RESULTADOS /) TESISCON |

j VL1 Ultraestructura de las etapas de la profase meldtica I. |

Espermatogonias tipo B

Los cortes seriados de espermatogonias lipo B contrastados con acetato de uranilo y citrato
; de ptomo, muestran todos los componentes estructurales de los nicleos en interfase
{Figura 2).

> Figura 2

Fspermsioggnis B que muesta sucasivnas de sromating samicompacta ¥ kexa (flacha) que racorian largas axtensionas del volumen nuclear. Ss vbsarvan
samules de cromating compasta (£} adosados & la ervoltura nuclass, asl conio el nuelealo, En o ctoplasma de la sspermategonia tpo B existon escasos
: fiposomas ¥ peoo ratiteln endopidsmice. La espamiatogiia estd descansando sobme B laming basal {mb). Se advlerte una c@lula minde {my Al tibuio
] serinifers del testibuin de cobayo. Contrste gensrml de acsiato de vranfio-citmia e ploms Barra 803




Nuestras observaciones demuestran que existen dos arregios muy particulares de la cromatina.
Uno de ellos esta formado por sucesiones de grumos de cromatina compacta adosada a la
envoltura nuclear, mieniras hacia el interior del niicleo, los ¢cdmulas de cromating son
semicompactos teniendo siempre continuidad con cromatina iaxa, por 10 gue es notoria la
alternancia de cromatina semicompacta y cromatina laxa. Esta alternancia en ta disposicion
de la cromatina se proyecta hacia el interior del niicleo recorriendo largas distancias, ocupando
hasta la mitad del didmetro nuclear (Figura 3).

Figura 3

Ispermatagonia topo 2. 52 observen las afternaneias de cromiating compacta v laxa {flecha) que parten e cimulos de cromating compacta adosads a la
anvaltuea nustear (6), 10 s riota la presencia de granulos percromatinianos $e nota en el ciioplasina de fa espermatogonta fipo B escasa reticulo endoplasmico
¥ pucos riposumias La espermatogenia estd descansando sobre a l[aming basal (mb). Se adviere una céluta miode {ra} dal tGbulo semmifero del testiculo de
cobiaya . Contraste general de acetato de uraniin citrato de plama Sarra 500 nim

Otro de los arregios evidenciados en las espermatogonias tipo B, que constituye una caracteristica
particular, es {a presencia de estrycturas de cromatina laxa alineadas en paralefo. Ef eje
principal y las ramas laterales de los ordenamientos en paralelo de cromatina laxa estan

R
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compuestos por estructuras tipe lampbrush o plumuladas, de las cuales parten asas de
diferentes tamafios. Estas asas dependiendo de su longitud es posible observarias en un
corte, ya que su longitud no rebasa los 60 nm que es el grosor del corte. Sin embargo algunas
de estas asas son de mayor longitud, por lo que se mostraron como filamentos o ramificaciones
targas que parten del gje principal de la estructura plurulada. Los cortes seriados evidenciaron
que ios ordenamientos puaden ocupar dominios del espacio nuclear o pueden estar presentes
en un sélo corte (Figura 4).

Figura 4.

Esparmaiogonia tpo B oue mueslia asituciiios pumdtadas (flachal arganizatas en paralsto de las que parten asas de difzrentes tamafios Fstes ordenamientos
suadan ceupar LT teicio & mds del vluman nyclasr o estar presentes e 1n solo core. Mote que nG S8 Shservan drinwos pericomatinianos en el nucleoplesma
Centraste general acstata de wranifo-citrate de ploma. Barra 250 nm,

Otra caracteristica de las espermatogonias tipo B es la presencia de més de una ramificacin
de ¢romatina laxa saliendo de los grumos de cromatina compacta adosada a la envoltura
nuclear, dichas ramificaciones se dirigen hacia el centro del nicleo. En algunas regiones la
cromatina semicompacta que se altema con la cromatina laxa se puede encontrar agrupada




o

de manera paralela (Figuras 3y 4).
Con la técnica de tincion especifica de amina-osmio para ADN y la ;nmunolocal&zacnén para
ADN, se pudo demostrar que estos arreglos caracteristicos de las espermatogonias de tipo
B se encuentran constituidos por ADN con diferentes grados de compaetacidn, asi como que
los plumulados estdn formados por filamentos de cromatina (Figura 5).

Figura 5.

Espesraatogonia tips B sontrastada con ¢ mdtedo ds tingidn de amina de osnio espacifico para 8DN. Las estructittas plumulades {flecha) ostan confaimadas
por ADN Algunas tle ellas se observan alineadas en paraialo o de manera aistada 2n el niicleo. Barm 260 am

Las estructuras plumuladas estén asociadas con fibrifias y granulos de RNP que se tifien con
el método preferencial de acetato de uranilo-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 §

Fsnstinatognnia tipo B contrastada con el mélodn prefarancial para BNP 32 muestis la distibucion del ARM 2n las estusturas plumnulades flecha), Bisten
cramdos y fibras de RNP asocindas a las estiucturas plurmiladas No 3e apraeia la presencia de grnulos pevicromalinianos (cabeza de flecha) Barra 25 nim.

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

Preleptotenc

Durante la interfase meidtica o preleptoteno, 10s racimos de cromatina compacta en contacto
con la envoltura nuclear son progresivamente més pequenos y el nucleolo migra a ia periferia
del niicleo. La descompactacidn de la cromatina da lugar a estructuras plumuladas largas de
cromatina laxa asociada con fibrillas de RNP y granulos (Figura 7).




Figura

Calula premeidtica o an prefepiotens con estisa comating compacts adosads a la aovoliiia nuciesr v [argas aslructuras plumiiades stineadas on paraielo
{flecha). E nicleola e encusnira desplozado hacla la pertferia. Gama 500 nminserto Se musstran dos slsmeontos piumulados alinezdos en paratalo unidos
por filamenios transversales {eabezs da flecha) farmando una escaleiitla de doble cuerda (flecha). Contraste general de acetato de uranilo citvato de plomoe
Batra 200 am

Los cortes seriados demuestran que las células en preleptotenc contienen estructuras
plumuladas cuyos ejes estén formados generaimente por dos filamentos finos que contienen
ADN situados a una distancia entre 10 a 20 nm. Frecuentemente los pares de las estructuras
plumuladas se encuentran alineadas en paralelo y relacionadas por filamentos constituidos
por ADN. Tanto 103 gjes como los filamentos transversales que l0s unen se asocian con fibrillas
que contienen RNP E! conjunto de estos elementos forma una estructura semejante a una
escalerilla de doble cuerda (Figura 7). La distancia entre ¢ 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 descondensacidn del material nuclear durante
fa interfase meidtica permite una clara visualizacidn de fibras alineadas én paralelo de
cromatina extendida e interrelacionadas pot finos filamentos y estructuras semejantes a



cuentas de rosario que corresponden a fibrillas de RNP
Las estructuras plumuladas se observan en el material que ha sido fijado con detergente en
condiciones hipotdnicas a pH de 9 y tratado con ARNasa al 2% con una disminucion en las
ramificaciones que parten del gje principal. Cuando estas estructuras plumuladas se encuentran
alineadas en paralelo es evidente el vacio que existe entre los dos ejes de la escaferrilla de
doble cuerda. Estos resultados nos indican que la mayor parte de dichos filamentos transversales
estan conformados por ARN, lo que nos sugiere que probablemente estas estructuras constituyan
unidades transcripcionales (Figuras 8 y 9).

Figia 8

Céfula pramaidlica o an prelaptateno, Tjada en condicionas hinotdnicas an presancia de pequeias corcentraclenss de detergente La muesiva se tratd eon
ARMasn al 2% Sz ohseiva que en [a regidn en donde 103 plumuiados s alinean en pemlely (cabeza de fircha), las regiones centrales de alineamianto da
dos pames de astrecturas plumutadas estin menos corastadas va que Ja hidrdlisis del ARM suprmid muchas da los filamentos RNP gue abundan en fa regidn
de reconooimentc Contrasie genaral de wealato de uranilo-citraio de plomno Barra 600 nm
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Vigwra 9.

Célua premeldtica o en praleptotans, Bada en condiciones hipotdiicas 2n presancla da pequeiios concentracionss de detergents La muestra se tratd con
ARMasa al 2% Los plumiliados se encuantran contrustados por ol métada de tincidn de amina de osiniy espectico para ADN. Sg muesiia la ragidn eentral
antre pares de estfucturas plumuledas alineadas en paralele en donde existen pocas fibiillas de cromaima (flecha). Barra 1000 nm

Al final del estado del preleptoteno la cromatina estd completamente descompactada ocupando
gl espacio nuclear casi en sy fotalidad.

Leptoteno

En los cortes seriados de espermatocitos en leptoteno, conirastados con acetato de uranilo
y citrato de plomo, se vio que existe una disminucidn muy notoria de los grumos de cromating,
observandose por o tanto, cromatina laxa en todo et nicleo y unos cuantos grumos de
cromatina semicompacta. Continda la presencia de las estructuras plumuladas, asi como, la
organizacién de éstas en una disposicién en paralelo o aisladas. Cada eje de las estructuras
plumuladas esté compuesto por dos filamentos axiales de cromatina gue se encueniran




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

s

Figura i

Espenvaicsilo en laptofeno gua muesit dos finos ejes paralelos (flecha atrmvasada) rue se enclientran redaados
por nirerosas filamentos lalerales fargos, ios que probablemente corfesponden a asas. Uno de los ajss pane
de 1a envollur nuclear, es posible cbservar algunas asas cortas {cahers de flecha). Entre 10s dos ejes hay
filamentos ransversales gre ataviesan de un lade a olro {fecha). Cortraste gensial de aselato de uranilo-citrato
da plomn. Harra 300 nm

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

Figura 11

Espespaiocho en letoteno que mussira gn filamento
axial constituide por des estruchuras micropiumuladas
{flacha} 5e advierten rumerosos filamenios falewmtes
que e extienden por & nucleoplasma (nabeza de flecha)
Note af 258 de cramatina en forma de st {L) Contraste
general de acetata de vranilo-ciirato fe plamo. Bars
400 am
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Nuestras observacianes muestran que la distancia entre estos filamentos axiales que forman
la estructura plumulada es variable {20-80 nm). En este estadio los filamentos de cromating
gue forman puentes entre las estructuras plumuladas paralelas son mucho més frecuentes
que en los anteriores.

Cuando comienza a formarse el elemento axial se presenta el depdsito de material que provoca
la densificacidn de manera regional en los filamentos axiales de la estructura plumulada
(Figura 12 y 13a).

Figury 12

Esperrnatesits en feptoleno 56 obseivan
dos slementos axjales en formaciin qua
inician sU desanile en la cercanfa de
ta emvoitura nuciear (flecha). La
constitucion del elomento awial se
manifissta por ¢l deposito de material
yue provaea fa densificacidn de 105 efes
cromosfmices lentotdnicos. BSng ejes
estdn conformados por os finos
flamentos (ue se encusantras muy
Cercanos v qua ag tifnen intensemants
(flecha atravesadal. Uno de log
slemantos aiaies en formacion muasta
sanlinuigad con estrueturas plurmuadas
toabesa do fischa). figunas de las dsas
katerales de 10s ejes Henen e grosor ral
corte (L) esto o sabomos pov las
renonstriccionas Bdimensionales Sg
ohsarva &f auckoie (n) ¥ el cusmpo XY
ceieanos a la emoliura nuckar Conrasts
zenaral de acetato de uranilo-citralo de
plama. $astz 5O nm

Figura 13a

Lspermatocita primario on leptotans,
Fiementos axiales parlendo de ia
el nuclear arreglados 9 patalslo
{Hecha) gue muestian continuidad con
sstryeivras plumaladas, Cantraste
general de aciato de wranfo-itrato de
olomo Barta 250 nm
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Ambos filamentos axiales cosntituyen el eje cromosomico leptoténico, Los ejes cromosomicos
leptoténicos muestran una clara continuidad con las estructuras plumuladas cuando ambos
estan contenidos en el grosor del corte. Los ejes cromos$micos leptoténicos son estructuras
cilindricas de 35 a 55 nm de didmetro las cuales contienen dos filamentos finos {Figura 13a).
Los elementos axiales que se encuentran en paralelo en fa proximidad de la envoltura nuclear
$e acercan uno al otro a distancias que varian (180-350 nm) y conforme se alejan hacia el
interior del nicleo 1a distancia entre estos se incrementa (400-800 nmy). Los filamentos radiales
de estos elementos corresponden a asas largas que generalmente no es posible delinear en
un corte, aungue algunas ocasiones estan contenidas en el grosor del corte mostrandose
como asas cortas {(40-200 nm). La frecuencia con la que se presentan estas asas cortas se
incrementa cuando los ejes cromosdmicos leptoténicos comienzan a constituirse en elementos
axiales. Estas asas estan desnamente distribuidas y en forma casi periddica a lo largo det
filamento (Figura 12).

Los elementos axiales en formacién muestran una reaccién fuertemente positiva con las
técnicas citoquimicas para ARN (Figura 13b).

Flgura 13b

Espermatociio en laptotene contrastadn con ol método da Encidn preferancial de Pamhard {19469) para RNE Se observan elemantos axigles cortos carcanos
ala ervoltura nuslear rue 63140 Intensamante tefiides (fecha) Dos de ailes se ancuantran plineados en paralelo Se muestran numemsas Abvas v grdnuus
de REP distribuidos por tudo el nucleoplasma Se evidencia en el citoplasma ef ¢entriole {¢) Barra 650 nm

Cuando el elemento axial se estd formando |as regiones de densificacidn son generalmente
cortas, discontinuas y la mayoria de ellas aparecen como pares en contacto con la envoltura
nuclear, provocando que en ocasiones se observe una depresion en la envoltura nuclear. Los
cortes seriados mostraron la presencia de centriolos durante el desarrollo de los elementos
axiales alineados en paralelo adosados a la envoliura nuclear (Figura 14).
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Fidura 14,

Espermatocito en la transicidn leploteno-rigotena, fres cortas
adyscentes da Lng sefe que evidencla la formaciin de los
elerpentos aalas (flecha) en contzeto ton la givokurg nuclear.
tos slomantas axiales en los diferentas tores musstean
continuidad con astructurss plumuladas Se puede observar
el gentiiulo (¢} cercano al niiclen formando una coneavidad,
Fslas caractoristicas apuntan a que 1a célula estd en la eiaps
del rougiet Contraste general de acelsio da irantin-citrato
de plomo Barra 400G nm
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La presencia de pares de elementos axiales no excluye que se observaran elementos axiales
aislados.

En la etapa de leptoteno avanzado ias regiones de cromatina comienzan a compactarse
alrededor del gje 0 elemento axial y 1as asas radiales del eje se acortan. La reconstruceion
tridimensional demuestra que el elemento axial guarda la disposicion de las estructuras
plumuladas alineadas las que recorren fraceiones de micrémetros dentro del volumen nuclear.
Frecuentemente observamos que 10s pares de elementos axiales se acercan uno def otro en
ia proximidad de la envoltura nuclear (Figuras 12 y 13). Estas caracteristicas que hemos
mencionado coinciden mas con las descripciones morfolGgicas del cigoteno realizadas por
los autores ctésicos (Paniagua et al., 1993; Solari, 1999).

Es importante sehalar que en el citoplasma de las células en leptoteno no se presentaron
abundantes ribosomas o reticulo endoplasmico rugoso como indicadores de sintesis proteica.

Cigoteno

En las reconstrucciones tridimensionales durante la transicidn leptoteno-cigoteno se observan
varios ejes incompletos en forma de bouquet. Asi como la presencia de varios nucleolos hacia
la periferia. En este estadio fue comin observar a los nucleolos como estructuras conspicuas
con centros fibrilares y su regidn fibrilar densa bien desarrofiada. Al seguir las series se observd
que la mayoria 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 elongacidn de los elementos axiales alineados esta frecuentemente acompafiada por el
inicio del apareamiento final, que es la formacion del CS. La aparicidn de una regidn central
con la exclusion de cromatina es una caracteristica inicial de la sinapsis (Figura 15).

Figura 15

Espermuiosito &n
cigoteno Sa observa la
formacion de un C5 E!
elemanto adal {flecha)
tigne [ilamenios de
cmating hacla ia partie
externa {c} La zona
centrz] 92 muasha vacls
fo que indica la
formaclén de una zona
da exclsidn {cabeza de
flacha)y Se aprecia fa
cordindidad ontre o
elampanto axial ¥ una
agtructura plumuiada
{Hecha atravesada}.
Contraste acetato de
wanilo-ciirto e nlome
Barra 750 nm
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Con 1os métodos de tincidn para ADN se observé que se lievan a cabo cambios importantes
en la distribucién de la cromatina cuando se da la formacién del CS. £l espacio central estd
desprovisto de las fibrillas que contienen ADN, excepto por algunas pocas fibrillas transversas
de cromatina y cortas asas que salen del elemento lateral. En los espematocitos en cigoteno
fas estructuras plumuladas, mantienen las mismas caracteristicas observadas en las etapas
previas.

Durante el inicio del cigoteno se evidenci6 12 aparicion de extensiones cortas de CS con tres
modalidades principalmente: en contacto con la envoltura nuclear; cercanos a la envoltura
nuclear ¢ en fa regién interna del nicleo (Figura 16).

Fignre 16

ta formacidn de CS sa pueda dar parliendo de a envaltura nuciear (flecha gruesa) cercane a la eiwoltura nuslear {Hacha) ¥ en 1a regidn intertisial {vabesa ds
flecha). Durants e formacidn de los 08 sa observa en la regidn centrat una zona de exclusin {echa deigada) Se obsetva enla perifers del nilcleo o cuerpa
# v el nuclaoto Aun no son evidentes los grintlos percromatinianos en el ruseoplisma Contrasts general dz acetate de eranilo-sitrslo de plomn Baya 500
A

Los elementos axiales generalmente se encontraron ya alineados antes de 1a 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
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100 nm entre los elementos laterales del CS. El elemento central y los filamentos transversos
de! CS aparecen de manera progresiva entre los elementos laterales, creando la zona de
exclusion en la que no hay filamentos de cromatina ni estructuras RNP Simuftdneamente a
este proceso, se da la compactacion y reorganizacién espacial de la cromatina, manifestada

| por la disposicion de las asas cortas y su incorporacidn en el interior de los elementos laterales

del CS, asi como de ia aparicion de una capa de cromatina compacta que rodea al CS en
desarrollo. Comienzan a mostrarse en esta stapa pequefios climulos de cromatina compacta

asociados a 1a envoltura nuclear (Figura 17),

. TESISCON |
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Flaura 17

Ezparmatocito en cigoleno Serfe de tres aorfes advacentes en la que
se obserya un G5 que no nﬁna“ﬁa contimgdad en oiros sorws. E sitio
en & que se ubicaria ef C3, bay fibras ds cromating en proceso da
vompactacidn an diferentes direco u}nrs‘ flacha), asf como estructuras
alumuladas {cabeza de flachal, iertan ademas cimulos de
crpmatina compacta adosacia ala arvoRiG AUl Conlmsie gonaral
da agetate de wranio-citrate da plomo. Barra 400 nm,
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semejantes a “Y griegas” que nos indicaran elementos axiales convergiendo para formar una
stnapsis. Cuando los elementos axiales constituyen el CS se encueniran ya paralelos y cercanos.
Durante el cigoteno se reconocid que los elementos axiales recorren distancias que varfan
entre fracciones de uno a dos micrémetros. La mayoria de los elementos axiales que seguimos
en |as series estan estructurados de manera incompleta, por lo que ia formacidn del CS a
partir de elementos axiales largos rara vez fue observada. Los cortes seriados ademads
evidenciaron gue las extremidades del CS no siempre son continuas con elementos axiales.
Los extremos de los CS en desarrollo en algunas ocasiones fueron continuas con las estructuras
plumuladas o las escalerillas de doble cuerda (Figura 15). Frecuentemente advertimos gue
al final de 1a formacién del CS se presentaba una maya de fibras de cromatina semicompacta
gue se elongaba en diferentes direcciones o ciimulos de cromatina semicompacta que
aparecian varios nandmetros mas adelante (Figura 17).

Paquiteno

En los espermatocitos en paguiteno notamos én el nlicleo |as caracteristicas ultraestructurales
descritas por los clésicos, practicamente es muy raro observar las estructuras plumuladas,
asi coma 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).

Figum 138

Fspermatocita en
paguilent que musstra
un 3 con su placa de
adhesidn {pa), v gran
cantidad de granulos
pericrematinanos
{Mletiw en ia cromatina
de la pertiena de los
elemnentos laterales En
el cuerpo XY sa
chservan fiagmentos da
Ios Hamantas laterales
(zsbeza ds flecha), asi
como  drénulos
persromatiniancs en fa
cromating de fa perifeda
{Ttacha} Sonirasis
general do acelale de
ursntlo-citrate de
plore Bara 300 nm,
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Los complejos sinaptonémicos ya formados recorren largas extensiones en el nicleo.
La vista de lado de los elementos laterales de los CS demuestran la existencia de estriaciones
longitudinales de aproximadamente 0.2 micrémetros de ancho (Figura 19).

figura 19

Elementn lateral ¢ un 03 de
aspermatocito en paguiteno Se advierten
estriaciones tansversaies (e rastian
una perivdicidad. Contraste general de
acetato de urardlo divate de plermo Bars
200 nm

En la cara interna (que da hacia la region central del CS} de los elementos laterales advertimos
con los métodos de tincidn general y especificos para ADN que corren uno o dos filamentos
gue tienen un grosor irregular. Estos filamentos frecuentemente los distinguimos comp hilos
de perlas que muestran un alineamiento (Figuras 20y 21).

Figura 20

Esparmatocito en paquitenc. Se mola un G5 bien formatlo que musstia sus slemnentos laterates. £ 1a cara intama ds los elementos laterales
52 aprecian dos famantos fines {cabera de facha) B G musstra claramants su elamento medial {fecha) y los flamentos transversos yue
seé encuantran atravesando ¢l sspacio central del ©5 Coniraste general ds 2cetato de lanilp-citrate de piomo. Bara 260 am




Figuea 21

Esprarmalucito on pastitenc eontrastado con & método do tincidn espacificn de amina de esmio para ADN, So observa 1 presencia de un lanmenic ivagular
intensaments tedido localizado 2n la cara yue 4 hacia e aspacio centrat (Recha) det CS. Mole que of espaclo de apareamiento estd despravists de cromating
Mo es posible definir &) ffmita externo gal slemento lateral (L) porque sug fibras se contindan con la cromating cercana Barra 200 am

Los métodos de tincion para ADN revelaron la distibucion de 1a cromatina alrededor del CS,
ademds 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},

Viguia 72

Esparmatosito &0 paguileno
contrastado con el método
sspeciiico da aming de osmio
para ADN. La cromating estd
iienaamante contrastada, los
otrds cOMpoRenies estén
cniimonts tafiides Dos OF astén
rodeados par ciomatina que se
BroLoia (reanraca da manere
negutar (o) Escosas fibras de
cramatina atraviesan of espacio
cential {flecha) def 08 Asas de
cromatina corias salen dal
slameanto lateral hach 2l espacio
central {cabeza de acha) Udsten
sambién cumuies de cromatina
COrnpRCta atosados 2 fy eriokur
auciear {flzcha atrwsads) Log
componantas del ciinplasma no
prasattan contraste, Bama 500
nm
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Los cortes oblicuos de los CS indicaron la presencia de numerosas asas cortas que no
rebasan el ancho del elemento lateral (Figura 23).

Haura 23,

Esparmatosito sh paquitenn cantrastado con el métede de
tincidn expaciico te amina de osmio por ADN. 52 obsarvan
Ios clos elementos laterales cortados con diferente Inclinacidn
probablements debido o la trayectatia del 05, Los Mlamentos
que seinejan cuentas sobre un hily estdn claramente
sontrastaces (flecha) en la cara interma def elamento fatemml,
s Rtamentos de cromating imvestran cortinuidad con fa
cromaling gue e ancuentra en los elemsntos laterales, £l
elemento Inleral inferinr eatd cortade & tode lo anche da sy
syperficie semajando un fistdn, En &l se evidencian asas
cnitas que se proyactan haciy e espacio de apareamiento
{flecha gruasal, asi coma 1a presencia de numerosas fibras
y 8835 c0Mlas que se sitfan on torde ¢l 2spesor del elamento
laleral (flecha) Se advierten ejes de sromating que sa
jocalizan en la cara interna del elemento 1ateral y (que estan
constituidos por dus fbras muy deigadas de cromatina
{cabsza de flecha). Los bardes oxternos def elerento fateral
muestraty un arreglo denso de los Alamenios de crorpaiing
Bama 250 nm.

Algunas de ias fibrillas de cromatina que atraviesan el elemento lateral se contindan con
la cromatina que rodea el CS. A lo largo del paquiteno la cromatina que envuelve al CS
progresivamente se hace mas compacta. Las regiones cromosdmicas en contacto con la
envoltura niuclear estan formadas por una densa masa de filamentos con una distribucién
aparentemente no al azar.

Con los métodos de tincion para RNP se pudo observar en el paquiteno temprano que los
elementos laterales de CS tienen un contraste positivo lo que indica que se encuentran
constituidos por ribonucleoproteinas.

En el paquiteno avanzado los elementos laterales pierden su positividad al método de
’ tincién del EDTA para ribonucieoproteinas por fo que se mostraron tenuemente tenidos
(Figura 24). Sin embargo en |a vecindad del CS se presentaron numerosas fibriflas y grénulos
EDTA positivos (Figura 24).

Figur 24.

Fapernatocito en paguiteno, 5 cortodo laterslmente gue muestra et
alerenio late mi contrastade débitments (fachaj. Se chsenen nmerssas
fibras petictomatinianas an las cercanias ol siemenia iaterat {f). los
préntlos rercmmannmnas que sun abundanies estan intensamente tefiidos
{p). Note ei grdnulo penuomatin*ano e afn conssiea tin pedurcuo e
indica su prosase de Tormacidn {oabeza de fieciha). Conlrasle métada de
tinedn preferenciat dal DA para NP Barma 250 nm




Las estructuras que contienen RNP corresponden a fibrillas pericromatinianas y granulos
pericromatiniarios caracterizadas por Moneron y Bermhard (1969). Los grénulos pericromatinianos
s0n claramente mas numerosos en el paquiteno que en ltos estadios previos. El método de
tincion de EDTA contrasté positivamente una hilera de pequefios granulos correspondientes
a los fitamentos en forma de hilos de perlas, en la cara medial de los elementos laterales.

Diploteno

El inicio del diploteno esta caracterizado por un incremento en la densidad de la cromatina
complementadas por zonas de cromatina extendida. Simultdneamente |as caracteristicas
estructurales del CS cambian. Los filamentos transversos y el elemento central se pierden, la
apariencia de los elementos laterales en forma de listdn desaparecs, y sus filamentos axiales
abandonan el borde del espacio de apareamiento migrando hacia dentro de las masas de
cromatina. En las dreas en las que se presentd la cromatina extendida, sélo se observaron
los elementos laterales como dos filamentos paralelos rodeados por pequefias masas de
cromatina separadas por un espacio desprovisto de ADN y en el que quedan restos del CS
(Figura 25).

Flgura 25,

Esparmatocite en diploteno contrastado con of métedo da bnsidn espacifico de eMina de oamio para ADN Se observar cimulos de
cromating compasia {6} asaclados a la anvoltura puclear. Da gstos ctimilos de cromaling sale cramating compacta alineada que
mitestra restos de lo que fuera 2] elemento central (cabeza ric flecha) de un G5, En ol interior de [s cromatina compacts se advisrten
dos finos flamentos alineados an paralelo (Mecha) tunto al camulo de cromatng adosada a la envoltura nuciear s¢ encusntm ef
nuclealo (n} tefiide muy levemente, Bamra 70O nm
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VI.2 Inmunolocatlzacion

En las espermatogonias tipo B, se encaontrd que las estructuras plumuladas dan una reaccin
positiva con el anticuerpo monoclonal anti-ARN-polimerasa 1l localizandose ta marca en fibrillas
gue contienen ARN asociado con las estructuras plumuladas y también sobre fibriltas dispersas
en el nucleoplasma, lo que demuestra una intensa transcripcion de ARN mensajero por parte
de la ARN polimerasa |l Las fibrillas que se encuentran asociadas con los plumulados estan
también marcadas por el anticuerpo anti-hnRNP indicando que Ias estructuras contienen ARN
heterogéneo, el cual podria ser ARN-premensajero 0 ARNm. La inmunolocalizacion con el
anticuerpo anti-Sm que detecta proteinas asociadas a los snURNAs (U1, U2, U5 y UG) y el
anticuerpo contra el trimetil-guanosin cap, indicaron que los componentes del splicing son
menos abundantes que los hnRNP y [a ARN polimerasa i, en las estructuras plumuladas y
en el nucleoplasma en general {Figura 26).

La inmunolocalizacidn sefiala que la ARN polimerasa Il estd ubicada en los elementos axiales
pacientes, en las estructuras plumuladas y fibras de cromatina extendida. Al comparar la
distribucion obtenida para la anti-Sm y del anti-trimetil-guanosin-cap se evidencia que su

Hgum 28

aj Esparmatagonia tipe B maiada con antl-ADN Se obsarva rarca £n 103 ajes centrales, asf coma las asas mdiales do las estructuras plumuladas (lecha)
3e aprecian nenerosas fibias da cromatina laxa dispersas en of nucleoplasma tanibién estdn marcadas (cabeza de flasha) Contraste general de acetato da
uranilo-citratn de plomo, Barra 1mm,

h} S notan las fibras de RNP asocladas a tna estructura plamuiada (flecha) marcadas con of ant-ARN polimerasa i, asi coma mifitipies 8bras dispaisas sa
&l nucleoplasma Contraste genaral da acetate de uranilo-citrats de plomo Barra 500 nim

¢} Los flainentes radiales ta 1as estivcturas plumulades (flecha), los granulos pelctomatiniancs {cabeza de flecha), asi enme fiorilas dispemas en o nucleoplasma
riecha atravesada) estdn Mtensomente mareadss coR & anticte o anti-inftee Coniraste goneral de acetato de urandio-ciuato de plvmo Barra BOO nm
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Figiira 26

d &1 anticuempe anti-Sid que ncaliza proteinas asccladas 2 los snbiRNAS, 3¢ tne a las estrueturas plurmoladas {fecha), asf como 2 fibiffias que se sncueatran
en el nucleoplasma [ notoria 12 baja densidad de 1z marca Contrasta gensral de acetato de uranilo-citrato de plomo. Barra 500 am
2} Se pbsara que & inmunomarcals con 2 antivue o anti-irmetll gancsin cap que lncalizs & os snURME o5 muy escaso AlZunos grenas de oo se apnecian
az0ciados a una estruetura phunulada {flecha) Unas cuantas Sbiiltas en al nuclecnlasma también muestrar marca, Contraste general de acetato de uranile-
citrato de plomo Bara 500 nm

localizacion es similar a la de 1a ARN polimerasa |l, sin embargo es notable que |a densidad
de {a marca es mucho menor (Figura 26).

La inmunolocalizacién para RNPhn mostré la presencia de marca en las finas ramificaciones
que salen de las estructuras nlumuladas (Figura 26).

Durante el leptoteno la inmunolocalizacidn con un anticuerpo anti-ADN detecto la presencia
de cromatina (axa a los [ados de {os elementos axiales en formacidn.

VI, 3 Hibridacldn In ity ultrasstructural
Los resultados obtenidos con la técnica de hibridacién in situ para localizar ARN en los
espermatocitos | del cobayo vy de rata , puso de manifiesto que existe marca en los diferentes
estadios de la profase meidtica, asi como en las espermatogonias tipo B (Figura 27).
! Los datos producidos en esta investigacidn confirma que el sje central asi como las ramas
laterales de los plumulados estdn marcados por la prueba de hibridacién in situ para el ARN
utilizando como sonda ADN gendmico de cobayo y de rata en preparaciones no desnaturalizadas.
5 Cuando pares de estructuras plumuladas se asocian originando estructuras semejantes a
“escalerilias de dobie cuerda”, el ARN se localizé en ambos ejes alingados y en los filamentos
transversos gue se encuentran uniendo a los ejes de las estructuras plumuladas. Se advirti6
un marcado abundante en las asas radiales de los ejes cromosdémicos leptoténicos en
formacion, lo que indica la presencia de transcripcion en dichas asas. Los ejes cromosdmicos
estdn menos marcados que fas asas radiales lo cual se puede deber a la gran cantidad de
3 proteinas presentes en esta estructura (Figura 27). Durante 1a formacidn del CS durante el
cigoteno mostré la presencia de ARN en los elementos lateraies y el elemento central de los
i CS, a diferencia de lo observado durante el paquiteno donde ef CS maduro estd escasamente
marcado o desprovisto de marca (Figura 27).




Figusa 77

a, b, oy @) Hibridacida in sit son sonda de ADN gendmico de cobayo reafizada st desnaturalizacidn del ADN de 1a muestra, I quo asegura que ia senda se
unird al ARM selarnente,

ay b Se aprecia 1o omsencia de ARN en los 2jes de fos plumulados (fechay v en los Blamentos rediales {cabera de flechal Cunitrasto general de acetato de
waailo-citratn de plomo. Rarra 163 am,

&¥ La magifn central de alineamientc de dos astrucloras olumidaras esté intensamente marcada indicandn la prasencia do ARM [aiste un intanso macado en
los flamentas que establecsn uniones anire las dos estisturas plumuladas {cabeza de flecta) Las flechas sefialan s eles de los dos plumlados Contragie
general de acetaw de ate s plomoe Bars 109 nm,

o) e ohsarvan efomanto ates (L), as’ comm A of elerrenty centrad (U] imtensameants marcades durante la formacitn de un G5 en un espematodiio cn
sigoteno. La intensa marca indica la presencia de gran cantidad ce ARN (flacha) Contrasts geaeral de acstato de uranile-citeato de plemo Barg 100 nm

Vi.4 Autorradlografia dptica

Los resuitados obtenidos por este método permitieron cuantificar la cantidad de ARN en el
ndcleo y el citoplasma de las espermatogonias tipe B y espermatocitos en leptoteno y
paquiteno. En las espermatogonias tipo B asi como los espermatocitos se evidencio una
intensa marca después de administrar fa uridina tritiada durante 120 minutos {Figura 28).
Es importante destacar que en este tiempo de incubacidn tos espermatocitos en la etapa de
paguiteno final mostraron una marca menor a las células de los estadios previos, Esto nos
indica que las células durante las etapas iniciales de la profase meidtica junto con las
espermatogonias tipo B tienen una alta actividad transcripcionat a diferencia de los espermatocitos
en paquiteno tardio que muestran una baja actividad transcripcional. Cuando se incrementd
el periodo de incubacion a 120 min en la uridina-3H se aprecid que &l citoplasma de estas
células estd escasamente marcado. Al cuantificar et ARN sintetizado en [as espermatogonias
tipo B y los espermatocitos leptoteno y paquiteno puso de manifiesto que el ARN permanece
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en el nicleo, en una proporcién 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 esta siendo sintetizado, por alguna razén permanece en el interior del

ndcleo (Tabla 1).

Tahla t

Figura 28 Autoradiograila dptica de
thule seminifero da rata mcubade 120
min en eidina tritiada, que muestra los
ficlens de espermatocitos primarios
Intensamente marcados. Los cifaplasmas
astdn desprovistos de pranas de plata
Espermatogonias {(3), asparmaioaios en
feptatent (8. espermatociios en paguficna
{F}, espermatidos (B}, Cenlraste szl de
toluidina-hérax  RBarra 700 nm

Relacion de la marca nuclear ¢on la marca citopiasmica después de un puiso de 120 minutos
de uridina tritiada en [as espermatogonias tipo B, espermatocitos en leptoteno y paguiteno.

__ ([ *Nicleo *Citoplasma N/C ]
Espermatogonia 0.45 0.057 7.9
| Leptoteno 0.77 0.09 8.6
Paquiteno Inicial 0.48 0.056 85
Paquiteno medio 0.33 0.045 7.3

| Paquiteno Final 0.08 0.015 53 ]

*Densidad nimerica de la marca

y3.5.

Los cocientes N/C en las espermatogonias finales y espermatocitos del leptoteno, a paquiteno
medio fluctdan entre 8.6 y 7.3, mientras que en células somaticas normales son de entre 2




VIl. DISCUSION>

Los resuftados obtenidos en esta investigacion demuestran que: 1) £l niieleo de la espermatogonia
tipo B presenta dos distribuciones particulares que no se encuentran en los ndcleos de otros tipos
celulares. Estas estructuras especiates son los ordenamientos de cromatina condensada y extendida
i y las estructuras plumuladas de cromatina extendida en transcripeion. 2) Las estructuras plumuladas
se asocian por medio de filamentos radiales en la interfase meidtica y el preleptoteno, Hevando 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 escalerilias de
doble cuerda. 3) El eje cromosdmico aparece en el leptoteno por la incorporacién de material que
tifie de oscuro al filamento axial de l1as estructuras plumuladas. 4) Los elementos axiales conservan
la apariencia de la estructura plumulada de la que derivan. 5) En algunas regiones 108 elementos
axiales en formacién estén alineados en paralelo a algunos cientos de nm de distancia. 6) Los
; largos filamentos radiales de cromatina laxa se acortan durante el leptoteno sin aiterar tas refaciones
de los elementos axiales. 7) El inicio del apareamiento final (sinapsis), que se manifiesta por la
formacidn del CS puede anticiparse a la formacion completa del elemento axial. 8) Las hibridaciones
in situ ultraestructurales demostraron que las asas radiales, los filamentos axiaies de ia estructura
: plumulada, asi como los filamentos transversales de las escalerillas de dobile cuerda y los elementos
laterales del CS durante el proceso de formacion contienen ARN. 9) La inmunolocalizacidn de fa
| ARN polimerasa H y de los hnRNP demostré que la cromatina laxa en las espermatogonias tipo B
y espermatocitos en las etapas estudiadas estan transcribiendo ARN-premensajero. 10) Ef mismo
tipo de células presenta una débil marca inmunocitoquimica de las RNPs relacionadas con el splicing
y de la frimetil-guanosin cap de los snURNAs. 11) La autorradiografia Optica cuntitativa después
de marcar con la uridina-3H demostrd un alto rango de transcripeién en las espermatogonias tipo
B y espermatacitos en leptoteno, paquiteno temprano, pero una exportacion extremadamente tenta
del ARN al citoplasma.

Estudios recientes en la meiosis sobre aspectos genéticos, bioquimicos y citoldgicos, indican que
el proceso de bdsqueda de homologla opera independientemente de la recombinacion y la sinapsis
(Hawley y Arbel, 1993; Roeder, 1995, 1997; Kleckner, 1996). En pocos organismos 1a busqueda
de homologia y apareamiento se dan previamente a fa meiosis. Por ejemplo, en dipteros se han
descrito algunas asociaciones de cromosomas (Wandall y Svendsen, 1985) asi como en ciertas
ievaduras {Scherthan et al, 1994; Weiner y Kleckner, 1994) en fas que al parecer dichas asociaciones
desaparecen durante la replicacidn del ADN en la fase S mei6tica. De acuerdo con Sybenga (1999)
las asociaciones entre cromosomas homdlogos en etapas anteriores a la meiosis, pueden ser
altteradas por los movimientos relacionados con {a formacidén del bouquet.
Existen numerosos estudios en hongos, plantas y animales que demuestran la presencia de




alineamientos de los cromosomas homdlogos antes de que los telomeros se organicen formando
¢l bouquet (Kleckner y Weiner, 1993; Scherthan et al., 1996; Zickler y Kleckner, 1999). Se piensa
que la bisqueda de homologia y el alineamiento de los cromosomas homaélogos tiene fugar
durante el leptoteno y cigoteno (Cook, 1997; Scherthan et al., 1996, 1998}. Nuestras observaciones
demuestran que el alineamiento realizado por la asociacion 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 resaftar que las espermatogonias tipo B del cobayo que son células premeidticas,
muestran arreglos en paralelo de sucesiones de cromatina compacta y exendida. En esta
organizacién de cromatina extendida que Se encuentra en transcripcién, se localizan las estructuras
plumuladas. El nimero de filamentos que unen a las unidades plumuladas van aumentando
progresivamente, y a la vez la distancia que existe entre elias se va reduciendo durante la interfase
meidtica y et preleptoteno. Investigaciones acerca de la distribucién de los cromosomas homdiogos
en espermatogonias del ratén y en humanos por medio de FISH, indican que 105 cromosomas
homdlogos ocupan territorios separados en etapas previas a la meiosis {Scherthan et af,, 1996,
1998). Sin embargo, nuestros resuitados demuestran el establecimiento de uniones enire estructuras
plumuladas de cromatina laxa a través de las asas radiales en transcripcion. Algunas de esas
estructuras plumuladas recorren hasta la mitad del didmetrg nuclear. Estos filamentos radiales
delgados, son asas que no pueden seguirse en toda su longitud, porque rara vez se extienden en
el ptano del corte. Aun en el caso de que fueran mucho mas delgadas que el grosor del corte, la
superposicién con otras estructuras impediria su completa visualizacion. Las asas radiales de los
plumutados pueden corresponder a pruebas a larga distancia que se reguieren para el recanocirniento
de las secuencias homdlogas y probablemente estén relacionadas con el alineamiento progresivo
de cromosomas a distancia. Este alineamiento puede llevarse a cabo por la estabilizacion del
reconocimiento de secuencias homologas de manera exitosa. Por fo que las estructuras plumuladas
homdlogas van relaciondndose de manera progresiva por numerosas uniones de los filamentos
radiales formando asi las escaleriffas de doble cuerda antes de iniciar la fase del leptoteno. Esta
distribucion de amplio reconocimiento excluye, o al menos disminuye, el entrelazamiento de
cromosomas en estadios posteriores. Esta interpretacion de nuestros resultados esté de acuerdo
con puntos de vista tedricos sabre el papel de interacciones inestables en el apareamientg
(Kleckner y Weiner, 1993). La distribucidn tan amplia de las asociaciones de [os filamentos radiales,
probabiemente corresponden a las uniones de muattiples ioci intersticiales propuestas en estudios
de 1a profase meidtica de levaduras (Weiner y Klecker, 1994), asf comeo a la bisqueda de homologia
general, propuesta por Smithies y Powers (1986) y més desarrollada por Kleckner (1997). Aungque
debemos indicar que las uniones de apareamiento aqui descritas inician su formacién en fa
espermatogonia tipo B, que es un estadio mucho més temprano gue los previamente descritos.
La mayoria de los pares de las estructuras plumuladas gue se encuentran ya alineadas estan a
una distancia menor a los 700 nm cuando se inician los movimientos del bouquet. Es por eso
que debemos resaltar que nuestros resuliados indican que en el cobayo la mayoria de los
cromosomas homdlgos se reconocen y alinean previo a la formacion del bouguet.




En la etapa del leptoteno |a mayoria 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 cromosmicos
leptoténicos intensamente tefidos. Sin embargp, esto no excluye que existan algunos elementos
axiales sin aparearse y sin alinearse.

De acuerdo a nuestras observaciones, encontramos que i0s cambios en [os espermatocitos del
cobayo no permiten hacer una divisién entre el leptoteno y cigoteno como lo describen los clésicos,
sino mds bien considerar un estadio leptoteno-cigeteno por la continuidad entre ios elementos
axiales y las estructuras plumuladas y/o las escalerillas de doble cuerda, que regularmente
observamos alineadas en paralelo previo a la formacién de! bouquet, asl como la presencia de
complejos sinaptonémicos en formacién, por lo que los espermatocitos presentaron tanto
caracteristicas de células en leptoteno y cigoteno a la vez.

Estas observaciones no excluyen que se presentaran algunos elementos axiales aisiados, lo que
interpretamos como un reconocimiento de homologfa y alineamineto durante el pre-leptotene no
exitoso. Por fo que estos elementos axiales transitan por las etapas de leptoteno y cigoteno
clasicamente descritas, caracterizadas por el desarrollo de elementos axiales largos que postenormeme
Se aparean cuando comienza la formacin del bouguet.

La organizacién del bouguet es un proceso altamente conservado y nico de la meiosis, el cual
frecuentemente se ha propuesto que juega un papel en el apareamiento de los homdlogos
{Scherthan, 1995; Zickler y Kleckner, 1998). Los resultados dei presente trabajo indican que la
mayoria de los cromosomas homdiogos se reconocen y alinean antes de la constitucion del
bouguet en el cobayo. Cuando se da el establecimiento del bouquet en los espermatocitos del
cobayo, va exisien uniones bien establecidas entre los cromosomas homalogos manifestadas por
la presencia de fibrillas compuestas por cromatina y RNP en la zona de reconocimiento entre las
regiones de los cromosomas homdlogos, por lo que una posible funcién del bouquet podria ser
¢l asegurar el reconocimiento de todas 10s cromosomas homdlogos llevandolos a un punto en
gl cual puedan estar cercanos (Scherthan, 1995). De hecho es poco probable que cuando se
desarrolia el bouquet se promueva el primer contacto entre los cromosomas homologos. Mas bien,
actualmente se propone que el bouquet debe proveer un mecanismo de backup que congrega a
los cromosomas, para que los que han fallado en encontrar su homd&logo en 10s procesos previos,
lo togren a través de fa cercania proporcionada por el bouquet {Zickler y Kieckner, 1998). Diversas
evidencias experimentales sugieren que los homdlogos han tenido ya un contacto inicial previo
a la formacion del bouquet (Zickler y Kieckner, 19398).

Con la posible excepcitn de la hembra de Drosophila melanogaster (McKee, 1996), el apareamiento
gfectivo estd asociado con secuencias codificantes (McKee, 1998; Sybenga, 1999). Los métodos
de citoquimica ultraestructural utilizados en este estudio demuestran que las uniones entre las
gstructuras plumuladas de cromatina extendida estén constituidas por fibriltas que contienen ARN
y ADN. Las inmunolocalizaciones evidencian Ia presencia de ADN y de la ARN polimerasa ll y de
proteinas RNPhn.

La digestidn de las uniones entre las fibrillas de las estructuras plumuladas por la ARNasa indica
la presencia de fibras de RNP nacientes, las cuales estén frecuentemente localizadas en el espacio
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de apareamiento y que podrian estar involucradas en el proceso de reconocimiento. Los resultados
obtenidos con la hibridacién in situ ultraestructural, confirma 1a presencia de ARN en las estructuras
plumuladas alineadas. Todas estas evidencias experimentales, nos permiten sugerir que las
estructuras plumuladas estdn involucradas en la bisqueda de homologia, el reconocimiento de
homologia v el apareamiento de los homdlogos.

Por medio de autorradiografia optica se ha demostrado que existe transcripcion nucleolar y
extranucleolar durante la profase meidtica 1 en diversas plantas y animales (Taylor, 1959;
Muckenthaler, 1964; Monesi, 1965; Kierszénbaum y Tres, 1974a, b; Tres, 1975; Hartung y Staht,
1976; Soderstrom, 1976; Geremia et al., 1977).

Es de llamar ia atencidn que en ciertos estadios de la profase meidtica | de Lilium (Taylor, 1959)
y de rata (Stderstrdm, 1976), la marca en el nicleo sea mayor que la que se localiza en el
citoplasma. Nuestros resultados de autorradiografia dptica demuestran gue existe una intensa
incorporacion de uridina tritiada y una diferencia significativa entre la marca contenida en el niicleo
con respecto a la del citoplasma, en el caso de las espermatogonias tipe B, y los espermatocitos
en leptoteno y en paquiteno temprano y medio. Esto coincide con observaciones cualitativas
Hlevadas a cabo por otros grupos de investigacion (Taylor, 1959; Muckenthater, 1964; Monest,
1965; Kierszenbaum y Tres, 1974a, b; Tres, 1975; Hartung y Stahl, 1976; Stderstrim, 1976;
Geremia et al., 1977).

La diferencia de marca entre nicleg/citoplasma se puede explicar por la salida muy lenta de ARN
del niicleo. Es sorprendente que nuestros resultados son similares a los obtenidos cuando se
someten células a una supresion hormonal gue provoca una disminucidn en ef transporte de ARN
al citoplasma (Vazquez-Nin et al., 1897).

La inmunolocalizacidn del complejo Sm de ribonucleoproteinas pequefias nucleares y del timetif
guanosin cap demuestran que las pequefias fibras radiales que unen a los plumulados na sufren
splicing cotranscripcional. Ef que haya un bajo rango de spficing puede evitar o retrasar el transporte
del ARNm al citoplasma. Es importante notar que en las espermatogonias tipe B y en los estadios
tempranos de la profase meidtica las fibrillas de RNP y los granulos intercromatinianos son
abundantes, pero los granulos pericromatinianos son escasos. Los grénulos pericromatinianos se
sabe son el almacén de tos ARNm o pre-ARNm de larga vida media nuctear (Vdzquez-Nin y
Echeverrda, 1996). La transcripcidn tan intensa que acontece durante este periodo, ta velocidad
de exportacién tan baja y la escasez de particulas de almacenamiento por largos periodos, apunta
a que el ARN pre-mensajero s sintetizado para una funcion nuclear y que probablemenie es
hidrolizado sin salir del nicleo.

Todos estos resultados son muy atractivos, ya que muestran en las mismas células en las que €l
proceso de reconocimiento de homologia, alineamiento y apareamiento tiene lugar. Por lo gue
sugerimos gue tal vez el ARN pre-mensajero esté involucrado en el reconocimiento de secuencias,
alineamiento y apareamiento de los cromosomas homoélogoes, pues como lo indican nuestros
resultados se localiza en el lugar y tiempo correcto.

La mayoria de las hipdtesis aceptadas para el reconocimiento de las secuencias homdlogas
sefialan la formacién de uniones inestables (paranemicas) entre diplex de ADN intactos (Smithies
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y Powers, 1986; Loidl, 1990; Kleckner et al., 1991; Kleckner y Weiner, 1993; Moens, 1994; Weiner
y Kleckner; 1994; Kleckner, 1996; McKee, 1996). Tales asociaciones son reversibles y pueden
proveer un mecanismo gue permita el inicio del apareamiento en diversos sitios. Estas interacciones
inestables pueden ser suficientes para alinear a los cromosomas (Roeder, 1997).
La participacién del ARN en la blsqueda de homologia pocas veces se ha considerado (Cook,
1997). Sin embargo, existen algunas evidencias acerca de caracteristicas enigméticas de la
transcripcion durante la profase meidtica. Estudios sobre 1a transcripcién en levaduras sugieren
que durante la meiosis y esporulacion hay una pérdida en la regulacién de la expresion génica
{Kaback y Feldberg, 1985). Este proceso puede darse también en meiocitos de otros organismes,
aunque en menor grado que en los hongos (Magee, 1987; Cook, 1997). Recientemente Klenne
{2001) demuestra la sobrexpresién de ARNm, asi como la presencia de una transcripcion alterada
en células meidticas de mamifero. Esto coincide con nuestros resuttados en 10s que aparentemente
gf ARNm no tiene una funcidn especifica en la meiosis. £} que se presenten hebras sencillas de
ARN puede permitir un reconocimiento de secuencias complementarias mas eficientemente que
una doble cadena de ADN, asi como el establecimiento de uniones durante la busqueda de
homologia. Pensamos que la participacion del ARN en el proceso de busqueda y homologia de
secuencias complementarias permite gue el proceso sea menos complejo.
Es interesante sefialar que se detectd ARN por medio de hibridacién in situ en &l elemento lateral
¥ en una proporeidn menor en el elemento central y fas fibrillas transversales de los €S en formacién
durante el cigoteno. En el estadio de paquiteno el ARN no se evidencio en ninguno de 10s
componentes del CS ya formado. Estos resultados son coherentes con ias observacionas previas
realizadas por Vazquez-Nin y Echeverria (1976) en las que utilizaron métodos de tincidn preferencial
para RNP e hidrdlisis enzimaticas. Sin embargo se ignora la funcién que desempeia dicho ARN.
Durante ef desarrolio del CS los elementos laterales estdn en contacto con cromatina compacta
y abundantes hebras de cromatina en proceso de compactacion que parecen rodear et CS en
formacidn y relacionarse con la terminacion en crecimiento. La escasez de continuidad entre el
eje cromosdmico leptoténico y €l elemento lateral del CS en proceso de integracion sugiere que
la transformacién a elemento lateral del CS es simuitanea con ef crecimiento del mismo. Esta fase
de crecimiento probablemente esta centrada en estructuras de doble cuerda o plumuiadas. Este
evento esta acompariado también por un importante rearreglo de la cromatina, 1a cual frecuentemente
aparece como una maya de fibras condensadas alargadas en varias direcciones asociadas con
ei extremo del CS en crecimiento.

E£n cuanto a la constitucién de los elementos laterales del CS, se han descrito como estructuras
dobles en espermatocitos de rata (Sotelo y Trujillo-Cenoz, 1958), de paloma (Nebel y Coulon,
1962), asi como en otros animales y plantas (Moses, 1968). Esta disposicion doble se ha
interpretado como la representacion de las dos crométidas de cada uno de 10s cromosomas
(Nebel y Coulon, 1962; Baker y Franchi, 1967; Moses, 1968). Sin embargo, nuesiros resuitados
indican gque en la rata y en el cobayo los filamentos de ADN son muy delgados y no corresponden
at espesor de los filamentos que se distinguen en la estructura proteica de los elementos laterales.
Coleman y Moses (1964} estudiaron la distribucién del ADN en el CS maduro en paquitena por
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medio de ia tincin de tricloruro de indio complementado con hidrdlisis 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
inmunoiocalizacién de ADN ultraestructural realizados por Vazquez-Nin y col (1993). Nuestros
resultados muestran en cortes frontales de CS paquiténicos que los filamentos que contienen
ADN se encuentran en )a cara interna de los elementos laterales (Figuras 20 y 22), asi como en
fos cortes oblicuos del CS frecuentemente observamos la presencia de dos filamentos paralelos
que contienen ADN. Estas observaciones coinciden con los resuitados 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 localizindose en el espacio central, siendo probablemente estas asas
alargamientos de las croméatidas homélogas que pueden interactuar con los néduios de
recombinacifn y eventuakmente participar en la recombinacién.

A partir de CS puros se ha aislado y secuenciado el ADN (Pearima et a/., 1992). Al estudiar las
caracteristicas de los fragmentos de ADN que se encuentran asociados al CS se ha demostrado
que presentan microsatélites y repeticiones muiitiples de GT/CA, asi como fragmentos de secuencias
LINE y SINE, las cuales se interpretan comao secuencias de unién especializadas (Pearlman et af.,
1962; Moens, 1894, Moens et al,, 1998). Las asas de ADN que descansan dentro de! elemento
lateral probablemente corresponden a estas secuencias asociadas a las proteinas del elemento
iateral.

Con todos los resultados obtenidos en esta investigacién podemos proponer la secuencia de los
eventos que se pueden dar durante Jas etapas premeiGticas e iniciales de Ja meiosis durante la
blsqueda y reconocimiento de secuencias mediado por el ARN:

1. La bisqueda de secuencias homdlogas a larga distancia comienza en |a espermatogonia tipo
B y se manifiesta por los ordenamientos de cromatina compacta y laxa y las estructuras plumuladas
que $e encuentran en transcripcion.

2. Bl reconoeimiento de secuencias homdélogas a distancia en interfase meidtica, se manifiesta
par 1a presencia de filamentos radiales uniendo los gjes de {os plumulados que se encuentran
en transcripeion y que contienen ADN y y gran cantidad de RNPs.

3. Bl alineamiento de secuencias homdélogas en interfase meidtica y leptoteno, puede ser advertida
por [a presencia de escalerflas de doble cuerda y elementos axiales alineados en paralelo al
inicio de su formacién.

4. Bl apareamienio final de regiones homdlogas en leptoteno y cigoteno, corresponde a la formacion
de los ejes cromosOmicos alineados en paralelo y a la constitucion de CS,
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1.~ En el ntcleo de las espermatogonias tipo B se inicia |a inisqueda de homologia de los cromosomas,
manifestada por la presencia de estructuras que no se encuentran en el nicleo de células en
interfase. Estas estructuras son sucesiones de cromatina laxa y compacta, asi como estructuras
plumuladas constituidas por cromatina, fibras y granulos de ribonucleoproteinas. Estos eventos de
biisqueda de homotogia son exclusivos de las células germinales (espermatogonias tipo B, células
en interfase meidtica, leptotenc y cigoteno).

2.- Las escalerillas de doble cuerda que aparecen en la interfase mei6tica son la expresion de la
blsqueda de homologia exitosa, proceso que clasicamente se pensaba sucedfa en el cigoteno de
la profase meidtica.

3.- La hibridacién in situ a nivel de microscopia electrénica demuesira que el ARN se localiza en
la zona de reconocimiento y alineacién de las regiones homdlogas en fas estructuras plumuladas
y en las escalerilfas de doble cuerda.

4.- Las inmunolocalizaciones evidencian que ¢l ARN mensajero es sintetizado en grandes cantidades
en las estructuras plumuladas y que el procesamiento del ARNm es poco frecuente.

5.- La autorradiografia dptica sefiala que e ARN transcrito permanece periodos largos en el niicleo
0 que nunca es exportado al citoplasma en las espermatogonias tipo B, células de la interfase
meidtica, leptoteno, cigoteno y paquiteno temprano.

6.- El eje axial en el leptoteno conserva las estructuras plumuladas 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 simultdneamente en los ejes mas cercanos y alineados, aungue esto no excluye la
presencia de elementos axiales aisltados.

8.- £l C8 comienza a desarrollarse antes de que los elementos axiales estén completamente
formados.
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K\ IX. PERSPECTIVAS

El que se demuestre que a partir de las espermatogonias tipo B se inicia la bisqueda de homologia
plantea nuevas interrogantes, en cuanto a i es un mecanismo que se pueda presentar en otro tipo
de organismos como un mecanismo de blsqueda mas universal. La sugerencia de que e! reconocimiento
de secuencias pueda estar mediado por el ARNm desde etapas premeicticas y durante la meiosis,
abre la posibitidad de estudiar con mayor detaile la transcripcién durante este periodo, asi como
¢l papel que pudiera estar teniendo el ARN en la blsqueda de homologia. Si efectivamente el ARN
es el que media el reconocimiento de homologia, habria 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 proteinas descritas
como parte de los elementos axiales y laterales como la SCP3 y SCP2 forman parte de las estructuras
plumuladas o de las escalerillas de doble cuerda.

Fs probable que estas proteinas se incorporen hasta que el sje cromosdmico se comienza a formar.
Nuestras observaciones sefialan que en el cigoteno se inicia el desarrollo del CS a partir de los ejes
cromosémicos en crecimiento, Esto plantea la interrogante de cdmo estas proteinas estructurales
del CS se ensamblan a ios elementos axiales o de cémo podrian estar en ias estructuras piumuiadas.
Otro aspecto de interes seria valorar el efecto de los inhibidores de la transcripcién sobre la
ultraestructura y la citofisiologia 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 at
testis. Serial sectioning demonstrates that fre-
quently the formation of the synaptonemal com-
plex (5C) occurs without a previous development
of isolated chromosomal axes. The lateral ¢le-
ments of the forming SC are in continuity with
pairs of DNA-containing thin filaments. These
chromatin filaments fold in numerous short loops
just before 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 formation of the SC one of
the two chromatin filaments incorporates at the
central surface of the forming lateral element (LE)
and the other is located at the external side of the
LE. This unexpected distribution does not corre-
spond to the pair of thick filaments previously dis-
cerned in strncture of the LE. The presence of
RNA associated with the DNA-contaiming thin fil-
aments, as well as with the axial chromatin ele-
ments of the forming SC, may be related with the

Correspondence to: G.H. Vasquez-Nin
E-mail: ghvn@hp.fciecias unam.mx

transcription occurring dwing meiotic prophase,
specially during zygotene stage. We propose that
RNA is involved in a still uncharacterized process
essential for pairing.

INTRODUCTION

The synaptonemal complex (SC) was observed for
the first tirne by Watson (1952) in rat spetmatocytes
as filamentous structures, and described more accu-
rately four years later by Moses (1956) in a crayfish
and by Faweeti (1956) in the pigeon. In few years,
structures corresponding to SCs were found in the
meiotic prophase of protists, fungi, plants and ani-
mals (see review by Westergard and Weltstein,
1972). Three-dimensional reconstructions of com-
plete nuclei of pachytene spermatocytes demonstrat-
ed that the total number of SC per nucleus is egual to
the haploid number of chromosomes of the species,
allowing the conclusion that this structwre corre-
sponds to a bivalent (Wetisteln and Sotelo, 1967).
The classical hypothesis that SC is related with
crossing-over formation was supported by: a) its
constant presence in meiotic prophase and their
absence when pairing does not take place; b) its
extension all along each bivalent; ¢) the regular
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occurrence of the bridging system (see review by
Sotelo, 1969). The presence of shorl stretches of SC
in relation with chiasma in diplotene stage, also sug-
gested a specific role for the SC in homologous
exchanges (Westergaard and Wettstein, 1972), How-
ever, some findings cast some doubts on its relation-
ships with chiasma development: the pairing space
contains little or no DINA, and the SC occurs in cir-
cumstances other than orthodox pairing (Sotelo,
1969}. The finding of recombination nodules provid-
ed support for the notion that SC is involved in chi-
asma formation (Carpenter, 1975, 1979 a, b). Posteri-
or studies on the meiosis of yeast using synchronized
cultures (Kleckner et al., 1991), and [luorescent in
sit hybridization (Scherthan ef af, 1992), demon-
strated that in this group, double strand breaks (DSB)
and recombination occur before 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 prevents the formation of a normal SC (Bishop
et al , 1992; Roeder, 1993; Baker et al., 1993). These
results support the view that in yeast the SC is not
involved in recombination and that its formation
depends on previous DSB and recombination. How-
ever, clectron microscopical studies demonsirated
that in Drosophila females meiotic mutants eliminat-
ing crossing over and gene conversion do not aiter
the formation of the SC (McKim et af., 1998).
Immunocytochemical localization of the DNA at
the level of electron 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 few specific sites: the
recombination nodules and few fibrils not related
to these nodules (Vazquez-Nin ef al., 1993).
However, the precise location of the (wo 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 functions of the SC. Nevertheless, the
presence of RNA in the LEs of the SC was suggest-
ed by Wolstenholme and Meyer (1966) using optical
histochemistry and electron microscopy. The use of
a preferential staining procedure for ribonucleopro-
tein (RNP)-containing structures in electron
microscopy, indicated the presence of RNP in the

LEs of the synaptonemal complex, as well as in lep-
totene and zygolene axial cores (Esponda and
Stocker, 1971; Vizquez-Nin and Echeverria, 1976).
Furthermore, hydrolyses with RiNase were found to
cause profound alterations of the LEs (Vazquez-Nin
and Echeverria, 1976). However, the precise distri-
bution of RNA-containing structures associated
with the forming SC, has not been siudied.

The aim of the present work is to study the dis-
tribution of both nucleic acids during the forma-
tion 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% glutaraldehyde 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, Darmstadt, Germany).

One micrometer thick sections were stained with
toluidine blue. The cellular associations present in
the seminiferous tubules were studied at light micro-
scope and compared with the classical descriptions
of the spermatogenic cycle of the guinea pig (Cler-
mont, 1960) and of the rat (Leblond and Clermont,
19323,

In order to stain RNP structures, the uranyl
acetate-EDTA-lead citrate (Bernhard, 1969) proce-
dare was used. DNA was stained using the osmi-
um-ammine procedure (Cogliati and Gautier, 1973)
modified by Védzquez-Nin and coworkers (1995).

Immunolocalization

Samples of seminiferous tubules were fixed in 2-
49 paraformaldehyde in 0.15 M phosphate buffer
pH 7.3 and embedded in Lowicryl K4M. Polymer-
ization was carried out using UV at -20 °C. The
ultrathin sections were mounted in Formvar coated
nickel grids, and processed for postembedding
immunolocalization as described previously (Big-
giogera et al , 1989; Vazquez-Nin et al., 1990).

Ultrastructural iz sifu 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 nick
translation according with the manufacturer’s pro-
tocol (Boehringer Mannheim, Germany).

The in situ hybridization was performed on the
grids with the denatured probe with or without pre-
annealing for 24-48 h at 37-45 °C. The probe was
nsed at 10 ng/ml final concentration in a hybridiza-
tion solution containing 109 deionized formamide,
10% Dexiran sulfate and 1X saline sodium citrate
buffer (0.15 M Na(l, 0.015 M sodium citrate; pH
7.0). The DNA in the specimen was not denatured.
The hiybrids were detected by incubation of the grids
on a drop of mouse anfi-digoxigenin (Boetuinger,
Mannheim, Germany). The mouse anti-digoxigenin
was detected by a rabbit anti-mouse igG (Aurion,
Wageningen, The Netherfands).

In order to confirm the specificity of the hybridiza-
tion signal, some sections were pre-treated with
2mg/ml ribonuclease {type IA, Sigma} in 1 mM tri-
ethanolamine-acetic acid buffer, pH 7.3 for 8 hr. at
37°C.

All preparations were contrasted with 2.5%
urany! acetate for 5 min and lead citrate for 1 min.

RESULTS

General Morphology

To describe the organization of the 5C it is nee-
essary to situate the sections in relation to the axes
of the compiex. The frontal plane contains laieral

and central elements lengthwise. The ransverse
plane is perpendicular to the main axis of the SC,
Lateral plane is parallel to this axis and perpen-
dicular to the frontal plane. It contains some, but
not all the elements of the SC. This nomenclature
has been used by Moses (1968) and Sotelo (1969).
Serial sectioning of the nuclei of spermatocytes
in early meiotic prophase 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 8C of 10 different nuclei showed
that the ends of the lateral elements of most of
these short SC are not in continuity with converg-
ing axial elements. Continuities of the lateraj ele-
ments of the forming SC with a pair of thin fila-
ments can be seen when both structures are con-
tained in the thickness of one section (Figs. 2, 3).
Frontal sections show that one of these filaments
is incorporated in the extcmal 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
toops of different length and filaments of chro-
matin that correspond to long loops not contained
in the section (Fig. 3). The frequency of short
loops (40 to 200 nm in length, measured from the
ip to the axial filament) increases in the proximi-
ty of the forming chromosomal axis or lateral ele-
ment of the growing SC. These short loops are

Fig. 1 - Serial sections of a synaptonemal complex in the process of formation. The arrows indicate the position of the synap-
tonemal complex. Figure a. No synaptonemal complex can be seen. Figure b. The three elements of the synaptonemal complex
are depicted. The lower tip of the lateral elements are apparently in continuity with aligned structures (arrow head). Figures ¢
and d. No structure related to the forming synaptonemal complex is visible. The complex 1s 530 nm in length, no contact with
the nuclear envelope or continuity with converging axial elements can be seen. X 28,500,
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closely distributed in quasi-periodic form along
the filament {Fig. 3 inset). The petiod is about 22

Fig. 3 - Zygotene. The formation of the chromosome axis is
sirnuitaneous with final pairing. The lateral element (A} is
continuous with two fine filaments (M). The central space of
the forming synaptonemal complex is visible as a chromatin
exclusion zone (arrow). F - filaments of chromatin surround-
ing the complex. X40,000. Inset. Numerous shott loops form
a quasi-periodic structure (arrow head). X26,500,

& Fig. 2 « Forming synaptonemal complex

* (eneral staining. A continuity between the
. fibers of the lateral element (arrow heads)
% and a pair of filaments (arrow), can be
", seen. p - perichromatin granules. X 40,000.
Inset. The external and central filaments of
the forming lateral element (arrow head)
arc clearly continuous with the precursor
fing filaments (ammow). X 53,000,

nm (X=223, SD=3.98, N=87). It was estimated
[rom measures carried out in 24 LEs of § nuclei.

The LEs of mature SCs preseni a transverse stri-
ation (Fig. 4) with a period about 20 nm {X=20.5,
SD=2.39, 36 LEs were measured in 10 nuclei).
The lateral views show that the LEs of pachytene
SC are longitudinal striated ribbons about 0.2 pm
wide, in which some thick irregular bundles of
fibrils can be discerned, but no cross siriafion can
be seen (Fig, 5).

Frontal sections demonstrate the presence of a
dark stained filament of irregnlar thickness in the
border between central space and the LEs. This
filament frequently appears as beads on a string or
aligned beads (Fig. 5 inset).

Fig. 4 - Pachytene. General staining. A lateral element of a
synaptonemal complex showing a periodic transverse stria-
tion. X74,000
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Fig. 5 - Pachytene. General staining. Lateral view of the rib-
bon-like lateral element (L) of a synaptonemal complex. Lon-
gitudinal ill defined bundies of fibiils can be seen. No period-
ic pattern can be discerned. C- centriole. M- nuclear envelope
X34,500. Inset. Frontal section of a synaptonemal complex.
Portions of a datk stained filament (arrow heads) can be seen
in the central side of the lateral elemenis (L) X37,000.

Distribution of RNP

The lateral elements of the mature pachytene SC
are faintly stained with EDTA procedure. A row of
small granules positively contrasted with this
staining method 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 ate frequently darkly stained. The
fine folding 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
intensively labeled by in sizu hybridization of a
genomic probe carried out without denaturation of
the DNA of the sample (Fig. 7). The internal face
of the LE is also labeled. The sections (reated with
RNase before hybridization present few o1 no gold
grains (data not shown).

Distribution of DNA
Osmium-ammine procedure specific for DNA con-
trasts positively the fine filaments aligned in pairs.

Fig. 6 - Advanced pachytene. EDTA staining. The lateral ele-
ments are stained clear gray (L). A row of dark stained gran-
ules can be seen in the central surface of the lateral elernents.
The central space is devoid of RNP structures. Numerous
perichromatin fibrils (f} are located in the vicinity ol the
synaptonemal complex and to a lesser extent in the rest of
nucleoplasm  Perichromatin granules (p) are dark stained
X37,000 Inset. Two forming axial elements aligned in the
vicinity of the nuclear membrane are dark stained (L). The
crossed anow indicates the continuity of a forming axial ele-
ment with a dark stained fibril depicting short folds. X24,000.

These filaments correspond to those found in conti-
nuity with the lateral elements of the SC in prepara-
tions stained with general contrasting method. The
loops of different length surrounding 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 formation ot
the SC. The central space is almost empty of
DNA-containing fibrils, except for few transverse
fibrils of chromatin. A longitudinal fibril located
to the central surface of the LE is positively con-
trasted with osmiwm 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 tor RNP (Fig. 6).
Oblique sections of the LE demonstrate the pres-
ence of numerous short DNA-containing loops
and fibrils inside the LE (Figs. 10, 11). Some of
the fibrils crossing the LE are continuous with the
chromatin surrounding the SC (Figs. 9, 10).
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Fig. 7 - In situ hybridization using a genomic probe to detect
RINA. General staining, Pachytene stage. Nurmerous RNP fibrils
and granules located in the nucleoplasm are fabeled. Gold grains
are also associated with fibrils surrounding a synaptonemal
complex {arrows). The boundary between the lateral element
and the central space is also labeled (arrow heads). X74,000

DISCUSSION

he distribution of DNA in the mature pachytene
SC has been studied by Coleman and Moses
{1964) using of indium trichloride staining com-
plemented with DNase hydrolysis. They conclud-

Fig. 8 - Osmium-ammine staining specific for DNA.
Zygotene stage. Two aligned fine filaments are positively con-
trasted (arrows}. The two filaments composing the forming
lateral clements are clearly depiclted {arrow heads). At this
stage the [ine filaments are folded forming short loops
{crossed arrow). Abundam fibers of extended chromatin arc
present in the nucleaplasm (f}. X75.000.

Fig. 9 - Pachytene. Osmium-ammine staining specific for
DNA. An irregular filament located in the cential side of the
lateral element is dark stained {arrow). The pairing space is
devoid of chromatin. No precise external limit of the lateral
elernent (L} can be seen. X80,000.

ed that there is few or no DNA in the central ele-
ment and that the central space is traversed by
some fibrils containing DNA. These results were
supported by a study using immunolocalization of
DNA at the level of the electron microscope
(Vazquez-Nin er af , 1993).

The use of the osmium-ammine method allowed
us a precise and specific determination of the dis-
tribution of the DNA-containing structutes in
forming and mature SC. The present results
demonstrate that, in rat and guinea-pig spermato-
cytes, each lateral element of the SC in the process

Fig. 19 - Pachytene. Osmium-ammine staining. Both lateral
elements of the synaptonemal complex are sectioned at differ-
ent inclination probably due to a turn of the complex. The
heads on a string aspeet of the filament located in the central
side of the lateral element is clearly depicted (short arrow), The
thicker regions of these filaments are dark stained. The fila-
ments of the surrounding chromatin are continuous with those of
the LE. The upper LE is cut along the wider surface of the rib-
bon. Short loops protiude to the pairng space (crossed arrow)
Numerous fibrils and short loops lay in the thickness of the LE
{long arrow). The external berder of the element indicated by a
denser arrangement of the filaments of chromatin. X70,000.
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Fig. 11 - Pachytcne. Osmium-ammine staining Lateral view
of a LE. Positively contrasted short loops can be seen
immersed in 4 ribbon-like region stained clear gray (arrows).
C- lilaments ol the 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 representing the sister chro-
matids of one of the homologous 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 internal side and the oth-
er at the external side of the LE is an unexpected
distribution, its cytophysiological interpretation is
open to discussion in terms of the opportunities of
cach 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 review by
Hawley and Arbel, 1993), the proximity of cach
chromatid with the recombination nodules located
in 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 oriented loops or by
changing positions with the filament situated at
the internal side of the LE. However, if in mam-
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Fig. 12 - Schematic drawing of a {tontal view of a forming synaptonemal complex showing the distribution of some of its macre-
motccuiar components The Tateral elements (LE) extend to the right of the growing end (GE) of the synaptonemal complex. At
a short distance from the GE the central element {CE) and the transversal filaments appear. The lateral thin DNA-containing fil-
ament (LF), situated to the left of the growing cnd, is contintous with the filament located in the external side of the lateral ele-
ment. The loops of these filaments are associated with RNA-containing structures. The imternal DNA-containing filament (IF) is
continuous with the filament located in the internal border of the lateral clement (2). These filaments are also associated with
RNP. Numerous DNA-containing loops (3) are located inside the protein structure (P) of the lateral clements Proteins form cross
striation in a periodic pattcrn (P) that can be seen in frontal section. The appearance of a zone of exclusion of DNA and RNA
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{1), takes place before the formation of the classical elements of the synaptonemal complex
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mals the recombination is initiated before the SC
formation as in yeast (Padmore ef al,, 1991; Sym
et al., 1993; Borde ef al., 2000}, the association of
the chromatids with the both sides of the LE may
be only relevant to crossover interference and dis-
junction process (Maguire, 1993).

The two DNA-containing thin filaments are pre-
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 Couloen, 1962) and in various other ani-
mals and plants (see review by Moscs, 1968).
These pairs of thick fibers frequently found in lat-
eral sections of the LE, were interpreted as repre-
senting the two chromatids of one chromosome
(Nebel and Coulon, 1962; Baker and Franchi,
1967; Moses, 1968). The results of the present
work indicate that in rat and guinea-pig the DNA-
containing filaments do not correspond to thicker
fibers that can be discerned in the protein structure
of the lateral elements.

The development of the SC is accompanied by an
intense rearrangement of chromatin characterized
by: 1) the formation of a region of almost complete
exclusion of DNA and RNA, the central space, and
2) the folding of the fine filaments to form multi-
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 patterns were described in ani-
mals, fungi and plants (see reviews by Westergaard
and Wetistein, 1972; Zickler and Kleckner, 1999},
When SCP3 is expressed in cultured somatic cells,
cross-striated filaments with a periodicity of about
20 nm are formed (Yoan ef al., 1998). This period
approximately coincides with the spacing of the
bands of the L.LEs found in some animals and in an
Ascomycete (Zickler and Kleckner, 1999). The
periodicity of the numerons short loops contained
in the thickness of the ribbon-like structure of the
LE is also about 20 nm, although there is some dis-
persion of data. The DNA isolated and sequenced
from purified SC was found to be different from
random genomic sequences (Pearlman ef al,
1992). It presents excess of microsatellites, mostly
GT/CA 1epeats, and fragments of LINE and SINE
sequences, which are interpreted as specialized
aitachment sequences (Pearlman ef al., 1992;
Moens, 1994; Moens er al., 1998). The loops of
DNA lying inside the LE probably correspond to

these attachient sequences associated with the
proteins 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 carried out
without the denaturation of the DNA of the sam-
ple. These featuwres demonstrate that RNA is asso-
ciated with the DNA-containing axial filament 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 incorporated in the forming LE, and dis-
appears progressively during the course of
pachytene stage. It is difficult to ascertain the
whether the filament located at the external side of
the LE also contains RNA, due to its numerous
loops and the multiple RNP structures, as
perichromatin fibrils and perichromatin granules
{Monneren and Bernhard, 1969), associated with
it. The appearance of RNA bound to the chromo-
some axes during final pairing may represent the
newly synthesized RNAs previously found using
biochemical procedures and referred to as PsnR-
NA and zygRNA. A small nuclear RNA 125
nucleotides in length (PsnRNA) transcribed by
RNA polymerase 11 was found to be synthesized
during meiotic prophase in Lilium (Hotta and
Stern, 1981). The transcription of a DNA replicat-
ed during chromosome pairing has been reported
in Iily and mouse meiocytes {Hotta et al., 1985).
These transcripts (zygRNA) contain poly(A) and
are found only in meiocytes (Hotta er al , 1985).
Furthermore, autoradiographic experiments at the
light microscope level have demonsirated nucleo-
lar and extranucleolar transcription during meiot-
ic prophase in various animals and plants (Taylor,
1959; Muckenthaler, 1964; Monesi, 1965; Kier-
szenbaum and Tres, 1974; Tres, 1975; Hartung
and Stahl, 1976; Soderstrom, 1976; Geremia ef
al., 1977). The inhibition of transcription during
meiotic prophase results in strong interference
with meiotic process {Sakaguchi er af, 1983).
When the inhibitor was applied in leptotene or
zygotene, meiotic development arrests and synap-
sis does not take place (Sakaguchi er af., 1983).
The authors suggest that late zygonema probably
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 for the achievement of final pairing. The
intensity of the positive contrast of the forming
feptotene and zygotene chromosomal axes with
EDTA procedure for RINP is much higher than that
of the lateral element of the forming SC. During
pachylene stage the specific contrast due to RNA
fades and finally disappears from the lateral ele-
ments of the SC. These observations lead us to
speculate that the RNA is probably rclated to the
assembly of the component of the axial element
and its transformation to lateral element of the SC.

Further work aimed at characterizing morpholog-
ically and cytochemical the structures associated
with homology search and with the formation of
the SCs is in progress. In order to inlerpret the
presence of RNA in the SC it is imporiant to study
the localizattion of the transcriptional activity in
several stages of meiotic prophase.
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Il. INTRODUCCION
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Il. 1 Generalidades de Ia meiosis

Algunos organismos unicelulares y pluriceluiares se reproducen por divisian directa o por mitosis,
de forma que las célufas hijas son genéticamente iguales a fa progenitora. En este mecanismo de
reproduccidn no interviene el sexg, por 10 que se denomina reproduccion asexual. Un mecanismo
mas complejo de reproduccién es la reproduccion sexual, la cuat esta mediada por algunas céhulas
de los Grganos reproductores masculines y femeninos. Este mecanismo exige que células diploides,
mediante un proceso denominado meiosis {(del griego meioun due significa disminuir), formen
células haploides Hlamadas gametos (Prescott, 1976; Paniagua et al., 1993). La reproduccion sexual
estd extendida en los eucariontes porque permite una evolucion mas eficaz de los organismos. Esta
mayor eficacia de la reproduccién sexual respecto de la asexual reside en la rapidez con la cual
X los organismos sexuados pueden adquirir combinaciones ventajosas de genes (Solari, 1999}
La capacidad de los organismos sexuados de obtener combinaciones génicas favorables se debe
@ una caractenistica esencial de la meiosis, la recombinacién genética.

Hemos mencionado que la meiosis es el proceso por medio del cual el ndmero de cromosomas
se reduce, de modo que se forman céluias que sélo contienen un miembro de cada par de
cromosomas homglogos (Moens, 1994).

A diferencia de la mitosis, en la cual los cromosomas se duplican y luego se dividen entre dos
nicleos de las células hijas en una sola divisidn, en 1a meiosis la duplicacién de los cromosomas
va seguida por dos divisiones sucesivas conocidas como division meidtica § y division meidtica I
! que distribuyen (gs cromasamas entre cuatro nicleas de las células hijas resultantes (gametos)
{Moens, 1994; Kleckner, 1997},

En la meiosis dos eventos se destacan, haciendo de ellos caracteristicas (nicas de este proceso
que se da en la reproduccidn sexual:

1.- El alto grado de recombinacin genética.

; 2.- La divisién reduccional que tiene lugar.

Como consecuencia de la meiosis, los hijos son genéticamente distintos a sus progenitores. Incluso
ios gametos procedentes de una misma maiosis difieren genéticamente entre si debido al intercambio
de material genético que tiene lugar por la recombinacién genética que se produce durante la
divisién meidtica [ (Prescott, 1978). La duracidn de la meiosis s superior con respecto a la mitosis
dentro de una misma especie (Solar, 1999).

Wiison en 1925 clasificé a los organismos que se reproducen sexualmente en tres tipos, segin el
: iugar que ocupa la meiosis en €l ciclo de vida de los organismos {Esquema 1). La ptimera denominada
meiosis terminal o gamética, la segunda meiosis intermedia o espordgena y la tercera inicial o
cigdtica (Wolfe, 1972; Kiecknet, 1997; Zickier y Kleckner, 1998).
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La meiosis es un proceso complejo, cuyos aspectos moleculares recientemente se han comenzado
a comprender. Los estudios que se han realizado han abordado a 1a meiosis desde diferentes
puntos de vista, o cual ha permitido refacionarta con otros procesos béasicos en el organismo. A
pesar del conocimiento que se ha generado en los (ltimos aftos acerca del proceso meidtico, aun
existen aspectos que no han sido resueltos, ademds de que ha sido dificit conciliar la informacion
citoldgica, genética, bioquimica y molecular relacionadas con la meiosis (Moens, 1994).

II. 2. Etapas de la Profase Melética

:
¥

o

Hemos ya mencionado que ia meiosis consiste en dos divisiones denominadas divisién meidtica
| y divisién meidtica 1. Desde un punto de vista formal, cada una de las divisiones meigticas se
dividen en estadios denominades: profase, promstafase, metafase, anafase y telofase. De todos
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tos estadios, el mas largo y complejo es la profase | (Solari, 1999). La importancia de 1a profase
meidtica | radica en que se lleva a cabo el recanocimiento, apareamiento, sinapsis y recombinacion
genética de los cromosomas homdlogos. £stos eventos son comunes de la profase | en la mayoria
de los eucariontes que se reproducen sexualmente (Darlinton 1931; Rhoades 1961; John, 1990).
La profase meidtica | se divide en cinco etapas: leptoteno, cigoteno, paquiteno diploteno y diacinesis
{(Esquema 2). El paso de una etapa a otra es un proceso continuo (Paniagua ef al., 1993; Solar,
1999), aunque es importante sefialar que se han descrito etapas previas al leptoteno, denominadas
como preprofase y preleptoteno.

Preprofase.

Se ha visto que el ciclo meidtico se inicia en los espermatocitos que Se encuentran en una
condicion premeidtica, que juzgan como una etapa G1/GO del ciclo celular, que se caracteriza
por una marcada expansién del niicleo. La fase S meitica o fase § premeidtica morfoldgicamente
se ha caracterizado por presentar cromatina laxa y algunos cuantos grumos de cromatina compacta.
Los eventos moleculares de la fase S meidtica son andlogos a la fase S mitdtica, aunque con una
diferencia muy notable en cuanto a su duracién. Son pocos los organismos en los que se ha
medido la fase S premeidtica, sin embargo las cbservaciones realizadas indican gue esta fase S
es mucho mas larga que en las células somdticas (Callan, 1972). Esta diferencia en el tiempe
empleado en fa sintesis de ADN durante la meiosis, se debe a que se utilizan menos replicones
gue en la mitosis, ademés de que se da una replicacién incompleta del ADN, pues aproximadamente
0.3% de! ADN queda sin replicarse y s6lo se replica una vez iniciada la meiosis. Por ejemplo en
1. vulgarnis 1a fase S en las células de la bidstula se realiza en una hora, mientras que en la fase
S premeidtica es de 200 horas. (Callan, 1972).

En algunos organismos se ha descrito el apareamiento de los cromosomas homélogos durante
este periodo, el cual se pierde durante la fase S para posteriormente reestablecerse (Zickler y
Kleckner, 1998), '

Esfjtiema 2.

Desaralfo de los ejes axlales y
compiejos sinaptonémicos durante
] gstadio de la profase |. Etapas
d¢ la profase |: L leptotena; Z,
clgateno; P paquitenc: [ diplotene.
{Tomado de Sofari, 1008}
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Preleptoteno.

Durante el preieptoteno, que para algunos autores corresponde al periodo G2 del ciclo celular,
se observan las caracteristicas de un nicieo en interfase. En general, durante esta etapa los
cromosomas son todavia muy delgados y dificiles de observar (Paniagua et al., 1993; Sotari
1989). Otro planteamiento que se ha hecho respecto a la cromatina en etapas premeidticas es
ef concerniente con el modelo de orientacion Rabl, ef cual establece que ¢l nicleo en interfase
presenta dominios, los cuales se mantienen en las etapas previas a la meiosis, esto se ha descrito
para algunos organismos (Fusell, 1987), aungue en el caso de las células de mamiferos esta
orientacion no existe {Scherthan et afl., 1996, 1998).

Curiosamente en algunas levaduras durante el preleptoteno los cromosomas homélogos ya se
encuentran apareados, esto se ha visto en células en dispension, a diferencia de los mamiferos
en donde no existe dicho apareamiento (Anderson et &, 1999),

Leptoteno.

Durante el leptoteno los cromosomas son mas delgados y largos que en 1a mitosis. En ellos se
observan engrosamientos de distribucion en forma de rosario y densa, denominades cromémeros.
Corresponden a regiones de condensacién del ADN e histonas. Los cromémeros van a permanecer
nasta fa constitucién del cromosoma, pero entonces ya no se distinguirdn bien, pues los diversos
ptegamientos de la cadena de nucleosomas van a hacer que gueden cada vez mds densas y
destaquen menos. En los cromosomas totalmente configurados, algunos cromémeros parecen
corresponder & las zonas tehidas con las técnicas de bandeo. Los cromosomas leptoténicos tienen
una distribucidn bien definida. Frecuentemente, forman asas cuyos extremos se unen a la envoltura
nuclear en un punto cercanc al centrosoma. La cromatina aparece todavia 1axa (Paniagua et al.,
1993; Soiari, 1999).

Las crométidas hetmanas estdn 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 fos elementos
axiales relacionados con los telémeros se unen a la erwoitura nuclear, constituyendo una estructura
denominada placa de adhesion, que estd acompafiada por la redistribucion de los poros nucleares,
que pierden su distribucidn homogénea, tendiendo a acumularse en los sitios de fijacidn de los
teldmeros (Schuls-Schaefer, 1980; Swanson et al., 1981}, En muchos organismgs, en este estadio
puede verse una disposicién pecuiiar denominada bouquet, en ia que los extremos de 108
cromosomas estdn unidos a la envoliura nuclear en puntes cercanos a los centriclos. Ef resto del
cromosoma se extiende como un lazo en el ndcleo (Zickler y Kleckner, 1998).
Se ha sugerido que una vez que se han organizado los dominios cromosGmicos, los telémeros se
adhieren y se agrupan a la envoltura nuclear para aumentar la probabilidad de encontrar a su
homglogo, siendo por lo tanto un sitio importante para el apareamiento de los cromosomas
meidticos {Scherthan et al., 1994; Heyting, 1996). En el hombre los centrémeros son las primeras
estructuras que se adosan a la envoltura nuclear siguiendo los telémeros (Heyting, 1996). Los
centromeros y igldmeros contienen secuencias especiales de ADN que son esenciales para !




mantenimiento y la segregacién de los cromosomas; por lo que e piensa que esto puede contribuir
a la ordanizacién espacial de los cromosomas en el nicleo {Scherthan, et al,, 1994). En esta
gtapa del leptoteno se ha demostrado la presencia de la recombinasa Rad51 unida a filamentos
de ADN por inmunomarcaje {(Plug ef al., 1996).

Cigoteno.

El inicio del cigoteno se distingue por la aparicion de segmentos apareados de gjes simples, que
constituyen el inicio de un complejo sinaptonémico (CS). El grado de condensacidn de los
cromosomas aumenta en relacién al estadio anterior, por 1o que los cromosomas se observan
més cortos en longitud y de mayor didmetro. Los dos homélogos no se unen durante el apareamiento,
pues permanecen separados por un espacio de 100 nm aproximadamente. El apareamiento
puede comenzar en cualquier sitio dal cromosoma, pudiendo unirse por sus telémeros y continuar
aparedndose hacia el otro extremo, 0 iniciar gn las regiones internas y avanzar hacta los extremos,
0 incluso llevarse a cabo de manera simultdnea en varios puntos a 1o largo de los cromosomas.
En fos organismos en que los cromosomas forman el bouquet, regwlarmente ¢l apareamiento se
inicia en estas regiones terminales (Paniagua et al., 1993; Solari, 1998).
Es muy probable, que en estas etapas de la profase meidtica, los cromosomas homdlogos se
identifiquen unos con otros y se recombinen ya que los cromosomas aln estdn relativamente
extendidos (Kleckner, 1996). Se ha propuesto también que la iniciacién de 1a sinapsis que se
observa en esta etapa, esté mediada por la presencia de fa recombinasa Rad51 (Plug et al.,
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 esta caracterizado por la permanencia del compigjo
simaptonémico (CS) durante todo el periodo, en el cual se lleva a cabo et entrecruzamiento. Durante
el paquiteno los cromosomas homdélogos permanecen unides, haciéndose progresivamente mas
cortos y gruesos mientras continda la condensacidn. En el paquiteno medio la configuracion de
bouquet y ¢t conglomerado de los poros nucleares se pierde. Hacia el final del paquiteno, esta
espiralizacién y condensacién progresivas pueden dar como resultado un acortamiento de 10s
Cromosomas a un cuarto o un sexto de la longitud que tenian en el leptoteno. (Paniagua et al.,
1993; Solari, 1999)

Diploteno.

En el diploteno los CS se disocian; el espacio central se agranda y sus componertas gesaparecen;
por lo que la tendencia de los homdlogos es alejarse 1o mas que se pueda excepto en la posicion
del quiasma; este punto representa ef resultado final de los intercambios (recombinacidn) entre
los cromosomas homélogos. El ndmero y posicion de los quiasmas varia en los organismos, sin
embargo, existe porio menos un quisma por tétrada. En los meiocitos este estadio esta caracterizado
par una progresiva descompactacion de la cromatina y la desaparicion del CS. Los limites de los
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cromosomas son menos definidos y ta cromatina en la region de los brazos laterales aparece
como fibras esparcidas. Al mismo tiempo, se observa un incremento de estructuras que contienen
ribonucleoproteinas (RNP), aparecen fibras pericromatinianas en el drea de la cromatina extendida,
y 10s gréanufos pericromatinianos son escasos (Véazgquez-Nin y Egheverria, 1976).

Diacinesis.

En la diacinesis los cromosomas homdlogos, nuevamente se vuelven a enroliar (Moens, 1994;
Kleckner, 1996). En muchas especies en este estadio desaparece el nucleolo y las tétradas se
distribuyen més o menos por igual dentro del niicleo. En algunos organismos los cambios que
sufre el ndcleo dan la apariencia de un ndcleo interfasico,

i

IL. 3. Uliraestructura del Complejo Sinaptonémico.

Ef Complejo Sinaptonémico (CS) tiene una estructura general muy conservada a 10 largo de la
evolucién, con pocas variantes. £l CS fue descrito en 1956 con trabajos independientes de Moses
{1956} y Fawcett (1956). Ei CS alcanza su méxima estructuracion durante el paquiteno y desde
el punto de vista morioidgico es una estructura tripartita, constituida por elementos laterales, los
elementos transversos y el elemente central. La morfologia basica del complejo en seccidn
longitudinal es la misma para todas las plantas y animales y estd formada por tres elementos
paralelos {(Schmekel y Daneholt, 1995) (Esquema 3).

Esquerna 3.

Estructura del
comptiajo
siaptondrmico. CR:
cromatina; EL:
elevnentos laterakes;
EC: elemento
central; FT:
filamentes
tranversales; R:
nédulo de
recombinacién,
{Tornardo de Sclar,
13499).

El CS se desarrolla por ei alineamiento paralelo o sinapsis de los elementos axiales de los
cromosomas homologes. La primera manifestacion gde sinapsis entre los cromosomas homalogos
es la conformacion de un espacio de exclusion, posteriormente este espacio es ocupado por
filamentos transversales entre 10s ejes que aun se encuentran a una distancia de 300 nm, tres




veces mas que la distancia final. Esto sucede en uno o més lugares a los largo del gje y en
cercanias a la envoltura nuclear (Moens et al., 1998).

El CS mide aproximadamente 210 nm de ancho, los elementos iaterales tignen un grosor de 60
nm aproximadamente y el espacio central tiene alrededor de 100 nm. Los elementos laterales
estan constituidos por un material amorfo y muy afin a las tinciones de plata y acido fosfotingstico,
caracteristicas que dependen de su contenido de proteinas bésicas (Solari, 1999). Cada elemento
iateral se observa como un filamento sencillo formado por la reunidn de dos cromaétidas hermanas;
su ancho varia de acuerdo al organismo de que se trate, por lo que et rango estd entre los 20 y
60 nm (Jones, 1973). En el espacio de apareamiento central se encuentran los filamentos
transversales de 5 nm de didmetro aproximadamente, los cuales dan la apariencia de salir de
los elementos laterales, El elemento central es paralelo a los elementos Iaterales, contiene muy
poco o carece de acidos nucleicos por 1o que es resistente al ratamiento con ADNasa, sensible
a proteasa e insoluble en altas concentraciones de NaCl (Solar, 1972). Su grosor es de 30 nm
se localiza en la pante central dei espacio de apareamiento, tiene menor densidad gue l0s elementos
laterales y mayor que los transversos (Moses, 1968; 1969; Esponda, 1981; Vézquez Nin et al.,
1923). Se ha observado que el CS esta ascciado con Ia envoltura nuclear. Los elementos laterales
al unirse con la membrana intema se ensanchan adquiriendo forma de embude, faciimente visible
en [0s cortes al microscopio electrénico. En espermatocitos de ratén durante e paguiteno por
medio de hibridaciones in situ se ha demostrado la presencia de secuencias de repetigidn
telomérica (TTAGGG)y, en estas estructuras en forma de embuda, denominadas placas de adhesion
asociadas a la envoltura nuclear (Zickler y Kleckner, 1998). £n la zona donde se establece Ia unidn
con fa envoltura nuclear se produce una protuberancia hacia el citoplasma. El espacio entre ambas
membranas estd atravesado por filamentos muy finos {4-6 nm) que van desde los elementos
laterales hasta el citoplasma adyacente a la asociacién (Moses, 1969; Esponda y Jimenez-Martin,
1973). También en diferentes especies se han descrito asociaciones del CS con &t nucleoto
{Esponda y Jiménez-Martin, 1975; Pathak y Hsu, 1979).

Carpenter en 1975 en wvocitos de Drosophila melanogaster describio los nédulos de recombinacion,
a que los que relaciond con el entrecruzamiento (Zickler y Kleckner, 1999), Estas estructuras se
ubican sobre ef elemento ceniral del CS durante el paquiteno {y algunas veces durante el diploteno)
mostrando diferente morfologia segln la especie, siendo en los insectos esféricas y prominentes,
mientras que en el ratdn se caracterizan por ser pequefias y poco evidentes (Solari, 1999). Se
han identificado dos clases de nddulos de recombinacion de acuerdo al momento de su apanicidn
en la profase meidtica como tempranos o t ardios, los primeros son abundantes, de tamafio
variable y aparecen en cigoteno asociados a los elementos axiales que aln no se aparean. Los
nddulos de recombinacion tardios aparecen asociados al complejo sinaptonémico durante el
paguiteno cuando los homdlogos estan completamente en sinapsis. Los nédulos de recombinacion
tardios nunca se han observado en ausencia de CS, ademas de encontrarse a o largo de la
eucromatina {Zickler y Kleckner, 1999). De manera general se ha propuesto que los nddulos de
recombinacién estan relacionados con fa sinapsis, la recombinacion y la formacién del quiasma
{Solari, 1999; Zickler y Kleckner, 1999). También se ha sugerido que la frecuencia y distribucion




de los nédulos de recombinacién estd en relacidn con el ndmero de quiasmas y eventos de
intercambio reciproco. Se han localizado recombinasas semejantes a la Rec A de de £ coff en
fos nddulos de recombinacidn, por lo que se piensa estdn involucrados en procesos de reparacion
y recombinacién (von Wetistein ef al,, 1984; Glamann, 1986; Sherman et af., 1892; Carpentey,
1994; Asthey et al., 1995; Roeder, 1995). En espermatocitos de rata y de raton se ha demostrado
la presencia de ADN en la zona donde se encueniran situados 10s nddulos de recombinacion
(Vazquez Nin et al., 1993} 1o que indica que probabiemente participen en la recombinacidn.

Hl 4. Citoquimica del Compiejo Sinaptonémico

1l 4a) Proteinas

La dificultad de separar CS de la matriz nuclear y de ta cromatina, impidié por mucho tiempo
reconocer [0S companentes de ésta estructura, Por vatios afios hubo esfuerzos para identificar {as
proteinas del CS y aunque se obtuvieron resultados, muchos de ellos eran contradictorios (Zickler
vy Kleckner, 1999). La primera identificacién de tas proteinas a partir de CS purificados e intactos
morfoldgicamente fue obtenida por Heyting y col. (1985).

En trabajos de investigacidn posteriores utilizando procedimientos de inmunolocalizacidn se
detectaron las proteinas propias del CS en animales y plantas (Moens et al., 1987; Heyting et
al., 1988; Offenberg et al., 1891; Smith y Benavente, 1992; Anderson et al., 1994).
Investigaciones realizadas utilizando técnicas de inmunomarcado a nivel de microscopia electrdnica
han demostrado que la proteina del eomplejo sinaptonémico 1 (SCP1) esté localizada en Ja regidn
central del CS de mamiferos (Schmekel y Daneholt, 1995).

Las moléculas de SCP1 que se encuentran en los espermatocitos de mamifero, estdn siméticamente
organizadas dentro det CS. La SCP1 presenta un peso maolecutar de 125 kD, tiene tres dominios:
uno corto y rico en prolina en fa porcidn amino terminal que es globular, una regién de 700
residuos de aminodcidos que constituyen una a-hélice y un dominio carboxilo terminal de 240
aminoécidos, gue contiene regiones serina/treonina seguido de un residuo de prolina, los gue
$0n comunes en una variedad de proteinas que se unen a ADN. La porcidn carboxilo terminal de
la SCP1 descansa en la cara interna del elemento lateral, las moléculas salen desde el elemento
lateral hasta la regi6n central del CS terminando con su regién amino terminal entre el centro del
elemento central y el eiemento lateral opuesto, por 1o que los dominios aming terminal de ia SCP1
se traslapan {Schmekel et al., 1996; Yuan et al., 1996; Moens et al., 1998). La SCP1 puede tener
interacciones no especificas con el surco menor del ADN (Schmekel y Daneholt, 1995). La proteina
Syn1 se ha descrito en &l hdmster y s equivalente a la SCP1, presenta su dominio amine terminal
en el centro del CS y el dominio carboxilo terminal hacia el elemento lateral (Esquema 4). Synl
se liga fuertemente a varias secuencias de ADN y no se une a otras proteinas (Tarsounas et al.,
1897).
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La proteina del compiejo sinaptonémico 2 (SCP2) y la proteina del complejo sinaptonémico 3
(SCP3) son las principales integrantes de los elementos laterales del CS . Se ha visto que estas
dos proteinas estan presentes a partir del leptoteno y desaparecen en las células meidticas tardias
{Pelttari et al., 2001). La SCP2 tiene un peso molecular de 173 kD y se ha confirmada por métodos
de inmunomarcacion gue su patrdn de distribucion es asimétrico {Schalk et al., 1898; Moens et
al., 1998; Zickler y Kleckner, 1999). Estudios bioquimicos han mostrado que presenta sitios blanco
a protefn-cinasa, 10 que probablemente indica que esta proteina estd 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 Red1, que es una proteina especifica de la meiosis en las
tevaduras {Zickler y Kleckner, 1999).

Aungue la SCP2 y la SCP1, son los principales constituyentes de los filamentos transversales, aun
no se ha evidenciado que interactien directamente, por lo que se ha sugerido la existencia de
una proteina adicional que medie e} enlace (Yuan et al,, 1998).

La proteina SCP3 parece ser el principal componente del elemento lateral en roedores y es esencial
para la sinapsis de los cromosomas homélogos. La SCP3 se ensambla en delgadas fibras que
se plensa son el fundamento estructural del elemento lateral del CS y que podria funcienar como
una red en la que otras proteinas se fijan (Yuan et al., 1998; Zickler y Kieckner, 1999). La SCP3
tiene varias formas, las dos principales muestran un peso molecular de 30y 33 kDa, dentro de
cada clase se ha visto que el grado de fosforilacién varia a lo largo de ia profase meidtica 1. La
proteina tiene caracteristicas bésicas, su terminacidn carboxilo terminal tiene regiones coffed-codl
(arroliada en espiral) y un dominic amino terminal no-helicoidal (Zickter y Kleckner, 1999). Con
ayuda de anticuerpos desarrollados contra las regiones amino y carboxilo terminal de la SCP3,
se ha determinado su localizacidn en el elemento lateral. La region amino terminal se ubica en
el lado interno del elemento lateral del ratén, mientras que 1a porcién carboxilo terminat en la
region externa del elemento lateral (Zickler y Kleckner, 1999). Las fibras de SCP3 estédn
estructuralmente relacionadas con filamentos intermedios, pues se ha reconocido que su dominio
carboxiio terminal promueve la interaccién proteina-proteina in vitro, regulando la unién al ADN




de los ejes de las croméatidas, cohesion de las crométidas hermanas, sinapsis y recombinacion
(Yuan et al., 1998; Tarsounas et al., 1999; Zickler y 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 preparacidn de las células pimordiales para entrar en meiosis
{Di Carlo et al., 2000).

En espermatocitos del hadmster se ha descrito a ia Corl {equivalente a fa SCP3) situada en los
elementos axiales desde el leptoteno hasta el diploteno y que permanece en el cinetocoro hasta
la metafase H (Zickler y Kleckner, 1999). La Corl estéd constituida por 234 aminodcidos y muestra
un peso molecular de 30 kDa, es rica en glutamina (12%) especialmente en el extremo carboxilo,
con 34% de aminoacidos hidrofdbicos y un predominio bésico, tiene parecido con las proteinas
de filamentos intermedios (Solari, 1999). Corl no tiene regiones de unién a ADN, por lo que su
unién tal vez esté mediada por otra proteina del gje. Existen evidencias que sefialan que la proteina
Corl tiene interacciones homotipicas in vivo (Tarsounas et al., 1997). Se piensa que la Corl puede
estar involucrada no sdlo en el ensamble del CS sino también en la unién de las cromatidas
hermanas (Tarsounas et af., 1997).

Ademas de las proteinas de! CS descritas en células de mamifero, se han definido proteinas
equivalentes en otros organismos como las levaduras se han descrito proteinas que se localizan
en el £S, algunas de las cuales tienen funciones equivalentes a las descritas en mamiferos. A
continuacion mencionamos algunas de ellas.

Zip1 fue la primera proteina descrita en el CS de S. cerevisiae, y se le considera equivalente a la
SCP1 de mamiferos. Se ha visto que es una proteina filamentosa que contiene un dominio largo
enrollado en forma de barra con regiones de dimerizacién y una estructura globular en ias tas
regiones carboxilo y amino terminal. La Zipl se ensambla en una estructura altamente ordenada
y las evidencias experimentales sugieren que es una molécula que actda como “cietre” unidendo
los cromosomas homdlogos colocdndolos en aposicién (Haber, 1998; Sym et al., 1993).
El exceso de produccidn de esta proteina causa la aparicién de estructuras similares a los
policomplejos que se observan en los espermatocitos de los insectos {Sym y Roeder, 1995). En
mutantes de zip1 la frecuencia del entrecrizamiento se ve reducida a la mitad sin una reduccion
en ¢l niimero total de conversionas génicas {Haber, 1998).

Se ha deserito que Zip 1 estd en los CS y no en los elementos axiales. Los mutantes de Zipl no
forman CS8 (Sym et af., 1993; Sym y Roeder, 1995). Zip1 es necesaria para que tenga lugar la
sinapsis, la recombinacidn y la interferencia regional de entrecruzamiento (crossing-over) (Storlazzi
et al., 1996; Sym y Roeder, 1994).

Otro componente que se ha delineado en el CS de levaduras es la proteina Zip2, que se ha
evidenciado se requiere para la iniciacién de la sinapsis, por lo que se ha vinculado con el inicio
de la recombinacién y la sinapsis de los cromosomas homélogos {Zickler y Kleckner, 1929). La
Zip2 tiene una estructura semejante g la de Zipl, pues forma a hélices anfipéticas, o que sugiere
la constitucion de dimeros enrollados de la misma manera que los filamentos de miosina y los
filamentos intermedios (Storlazzi et al,, 1996).

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




mamiferos y que también se encuentran en los elementos axiales y laterales delf CS. La Hop2 y
Red1 descritas en S. cerevisiae, son proteinas necesarias para ef ensamble y funcién del CS. Hopl
es especifica 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 unién al ADN diplex, en secuencias ricas
en GC més que a secuencias ricas en AT (Zickler y Kleckner, 1999). La proteina Red1 es también
exclusiva de la meiosis y presenta un peso molecutar de 85 kD. Las evidencias experimentales
que ta Redl es indispensable para que se conformen las ejes axiales y 10s elementos laterales,
asi como para que los niveles de recombinacidn sean dptimos {Storlazzi et al., 1996; Zickler y
Kleckner, 1999). La Mek1 es otra proteina descnta en levaduras, tiene un pesg molecuiar de 56.8
kDa y se ha mostrado que co-inmunoprecipita con la Red1 y Hopl. La Mek1 se localiza en sitios
a lo largo de los cromosomas desde el leptoteno hasta la metafase | observdndose que tiene
homologia con las protein-cinasas de serina-trecnia (de los Santos y Hollingsworth, 1999; Zickler
y Kleckner, 1999). Las mutaciones en los genes de la Hop1, Red1 y Mek1 reducen la recombinacidn
genética de manera notable en fas levaduras.

Ademds de las proteinas detalladas en los ejes y elementos laterales del CS, se han determinado
otro tipo de proteinas que se han descrito en levaduras (Pelitar et a1., 2001} y mamiferas (Ejipe
et al., 2000) conocidas como compiejos de cohesinas, los cuales se requieren para el apareamiento
de los cromosomas, la segregacion y fa recombinacién en células meidticas (Pelttari et al,, 2001).
El complejo de cohesinas en las levaduras estd constituido por un conjunto de mittiples subunidades
(Smclp, Smc3p, Scclp y Sce3p) que se requiersn para mantener unidas a lag cromatidas
hermanas durante ta mitosis. Se ha demostrado que 1a Smc3p y la versidn en la meiosis de ia
Scclp denominada Rec8p tienen la funcidn de mantener unidas a tas crométidas a lo large de
la profase meidtica 1, ademas de participar en el establecimiento del elemento axial y la
recombinacién reciproca. Sme3p v Rec8p colocalizan en ¢l gje cromosdmico independientemente
de si hay sinapsis o no. Durante el paquiteno van desapareciendo lentamente hasta quedar
Gnicamente en la regiGn del centrdmero en donde permanecen hasta 1a anafase |l (Klein et al.,
1999).

En las células meidticas de mamifero con deficiencia en SCP3, las cohesinas son capaces de
promover la sinapsis entre cromosomas homdélogos a pesar de que no exista la formacion del
elemento axial, por o gue se sugiere que el complejo de cohesinas podria patticipar en el
apareamiento y sinapsis de los homéiogos (Efipe et al., 2000; Pelttari et al., 2001).
Ademas de las proteinas que se han enumerado con una patticipacién estructural en el CS, se
han localizado protefnas que participan de manera directa en el proceso de recombinacion
meidtica. En diversos eucariontes se han detaltado proteinas homélogas a la recombinasa RecA
de Escherichia colfi, como fa Rad51 (Esguema 5), Dmc1 y Lim1% en mamiferos (Bishop et al.,
1992; Shinohara et al., 1993, Rockmill et al., 1995; Terasawa et al., 1995; Passy et al., 1999).
Estas proteinas similares a RecA (Loseva et al., 1996) y mas especificamente la Rad51 (Ashiey
et al., 1995; lkeya et al., 1996), estan presentes en asas de cromatina durante el leptoteno y se
incorporan a los elementos laterales de CS en cigoteno y se asocian a los nédulos de recombinacién
meiGticos. En diploteno Rad51 se encuentra en Jos quiasmas y Lim15 se asocia a las regiones




Esquerna b,

Estructura de las protefnas RecA de E. coli y
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Rad51 y Dmc1 se han encontrado en cromosomas de la meiosis de mamiferos (Plug et af., 1996;
Bartow et af,, 1997; Tarsounas et al., 1999) y se ha visto tienen el mismo patrdn de distribucidn
en extractos de espermatocitos de ratdn en estados sucesivos de la profase 1 (Tarsounas et al.,
1997).

En el lirio estas proteinas se ubican como sitios discretos a los nédulos de recombinacion tempranos
en los cromosomas durante el leptoteno y cigoteno (Terasawa et al 1995; Anderson et al., 1997).
Existen evidencias indirectas que sugieren que la presencia de proteinas de recombinacion y
reparacién en los nédulos tempranos pueda estar relacionada con la conversion génica mas que
con el crossing-over (Carpenter, 1994; Kleckner, 1996). Sin embargo, hasta el momento no es
clara la relacion entre las evidencias experimentales y el fenémeno de reconocimiento de las
secuencias homélogas localizadas a larga distancia.

11 4b) Acidos nucleicos

En estudios citoquimicos a nivel ultraestructural, se ha demostrado la presencia de ARN, de ADN
o de ambos en el CS (Esponda y Stockert, 1971; Welsch, 1973; Vazquez Nin y Echeverria, 1976;
Laios-Bielenska et al., 1990; Vazquez Nin et ai., 1993), Ei ADN es un componente importante de
los elementos laterales, pero es escaso 0 estd ausente en el espacio central. Sin embargo se ie
ha hallado en los nédulos de recombinacion {Vazquez Nin et al., 1993). Estas observaciones
sugieren que la parte centrat del CS es el lugar donde se produce el intercambio de cromatidas.
Investigacionas en ias que se analizd ¢l ADN aislade del CS {Peariman et al., 1992; Karpova ef




al., 1995) se demostré que existe una aita frecuencia de secuencias LINE/SINE y repeticiones
en tandem de CA. Estas secuencias son parecidas a las que posiblemente se encuentran cerca
de los puntos de ruptura que dan lugar a la recombinacién (Satyanarayana y Strominger, 1992).
En cuanto a la existencia de ARN Vézquez Nin y Echeverria (1976) por medio de métodos de
tincién preferencial evidenciaron que los ejes axiales y elementos laterales contienen gran cantidad
de RNP durante las primeras etapas de la profase meidtica, sin embargo esta positividad disminuye
notabiemente durante el paquiteno avanzado hasta estar ausente en el diploteno. A pesar del
avance que existe en el estudio de la profase mei6tica, alin existen interrogantes en cuanto a la
ubicacién y participacion del ADN y ARN durante el alineamiento, apareamiento y sinapsis de los
cromosomas homdlogos.

IL5 Sintesls de Acidos Nucleicos durante la profase meiética |

Monesi y col. {1978) realizaron los primeros trabajos sobre la sintesis de ARN durante la
espermatogénesis. Esta investigacion sobre la sintesis del ARN en espermatocitos y espermatidas
gvidenciaron una actividad inusual de los transcritos que se presume participan en las etapas
postetiores de la meiosis en la sintesis de las proteinas. Ellos observaron que una fraccidn
importante de transcritos del paquiteno no eran liberados del nicleo hasta el diploteno.
utilizando métodos de autorradiografia se ha detectado sintesis de ARN durante fa profase meidtice
f en diversos organismos (Eddy y O “Brien, 1898). Cuando las células alcanzan la metafase, esta
incorporacion cae a un nivel no detectable (Taylor, 1959; Monesi, 1964)

Algunos estudios que han abordado la sintesis de ARN han demostrado que esta es baja durante
el estado de preleptoteno y casi imperceptible durante el leptoteno, cigoteno y el paquiteno
temprang. A diferencia de o que sucede en el paquiteno medio y tardio, en donde existe un
incremento notorio en la incorporacidn de uridina tritiada; esto ha permitido detectar niveles altos
de sintesis de ARN en [os espermatocitos del ratén en paquiteno (Eddy y O “Brien, 1998). Estudios
de autorradiografia ultraestructural en diversos organismos han confirmado la elevada sintesis de
ARN en espermatocitos en paguiteno, asi como la incorporacién de uridina tritiada en las etapas
tempranas de la profase mei6tica {(Kierzenbaum y Tres, 1974b), ademads de evidenciar gue muchos
de los ARN sintetizados durante el paquiteno son acumulados en el nicleo y posteriormente son
liberados en el citoplasma durante ta primera divisén meidtica (Mongsi, 1954, 1965). La sintesis
de ARN que se ha determinado por medio de autorradiografia ultraestructural en los espermatocitos
del humano y del ratén durante el paquitens, se ha localizado en autosomas, Esta localizacion
sugiere que la sintesis 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 raton se ha registrado la sintesis te ARN nucleolar
que alcanza un pico durante el cigoteno, lo que evidencia la sintesis de ARN ribosémica durante
la meiosis (Kiezenbaum y Tres, 1974a).

Evidencias experimentales sefialan que existe la sintesis de una variedad de moléculas de ARN
de bajo peso molecular, de alrededor de 125 nuctedtidos, se sintetiza durante la profase meiftica.
Estas moléculas parecen inducir cambios en la conformacidn de la cromatina permitiendo el




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

La inhibicidn de la sintesis def ARN, en leptoteno o cigoteno, produce una permanencia de tos
espermatocitos en cigoteno. Si la inhibicidn se realiza en paquiteno, las ¢élulas no pueden seguir
mas alla de la profase |, por lo que se sugiere que el ARN es esencial para el desarrollo meidtico
(Sakaguchi et al., 1983).

En ta meiosis la replicacién det ADN sucede durante |a interfase en el periodo § (fase S premeiética),
como en cualquier interfase previa a la mitosis. Sin embargo, la sintesis premeidtica del ADN tiene
ciertas peculiaridades, es muy larga y ademds no es completa, dado que una cantidad aproximada
al 0.3% del ADN total queda sin replicarse y sélo {0 hace ya iniciada fa meiosis. La sintesis del
ADN durante 1a meiosis se lleva a cabo durante ia etapa del cigoteno y en [a etapa del paquiteno.
En el tirio se demostré que [a replicacién durante la fase S es sélo del 99.8 al 99.9% {Stern,
1993). La sintesis de ADN restante ocurre durante &l cigoteno y el paquiteno, Esta sintesis de ADN
durante el cigoteno (ADNc) es del 0.1 a 0.3 %, v se ha relacionado con el apareamiento
cromosdmico. Estudios en células en cigoteno que incorporaron timidina tritiada, muestran el ADN
marcado en 108 elementos laterales, lo que apunta a que el ADN recién sintetizado funciona como
sitios de unién para la formacién del CS (Kurata e lio, 1978). En el paquiteno la sintesis de!l ADN,
denominado ADN paquiténico {ADNp) se da en un porcentaje del 0.2% y a diferencia del ADNc
no s consecuencia de un retraso en 1a replicacidn, mds bien se le ha relacionado con fendmenos
de replicacién-reparacion involucrados con ! proceso de recombinacién. Cuando se inhibe
parcialmente la sintesis del ADN, se observa la fragmentacién de los cromosomas en cigoteno y
paquiteno, lo que sugiere que la integridad det cromosoma depende exclusivamente del ADN
(Stern, 1993).

EI ADN que se sintetiza en paquiteno estd formado por secuencias moderadamente repetidas y
altamenie conservadas en diferentes plantas (Friedman et al., 1982). &I ADN sintetizado en
cigoteno es mucho menos conocido. Sin embargo, las evidencias autorradiograficas de alta
resolucion indican que el ADN sintetizado en esta etapa se incorpora a |0s ejes axiales y enseguida
pasa a los elementos laterales del CS (Kurata e Ito, 1978).

I1.6 Alineamiento y Apareamiento de los cromosomas meidticos

Ef cémo los homdlogos encuentran su pareja es un misterio hasta el momento y se han propuesto
varios modelos que tratan de explicar como se recenocen los cromosomas homalogos. La meiosis
involucra al menos cuatro diferentes clases de apareamiento (Kleckner, 1996). 1.- Durante la fase
S meidtica, la duplicacién de la doble hélice de ADN genera dos copias que permanecen unidas
hasta la divisidn meitica 1l. Este apareamiento se explica por las proteinas de cohesion {cohesinas)
que mantiene a las cromatidas hermanas unidas durante este periodo (Miyazaki y Orr-Weaver,
1994; Sekelsky y Hawley, 1995). 2.- Durante el leptoteno, cada par duplicado busca su homéiogo,
para que asi al inicio del cigoteno la mayoria de los cromosomas estén organizados en paralelo
con su pareja a una distancia entre 300 a 1000 am; por lo que el término alineamiento puede
ser utiizado para describir el mecanismo que crea esta asociacion a distancia. 3.- Durante el
cigoteno se comienza a ensamblar el CS con la cercania de los homdlogos, hasta que en paquiteno




los homologos se encuentran a una distancia de 100 nm (Loidl, 1994; Hasenkampf, 1996). Por
lo que et término sinapsis puede ser empleado para esta estrecha asociacion de los cromosomas
homdlogos. 4.- La recombinacion tiene fugar entre los dos dipiex de ADN que descansan a unos
nandmetros uno de otro; el apareamiento preciso depende de la complementaridad que exista
gntre 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 et al., 1996).
La mayorfa de los modelos para explicar el alineamiento meidtico plantean la existencia de
movimientos que generan contactos accidentales entre los homdlogos (Loidi, 1990; Kleckner,
1996). En términos generales, el reconocimiento debe involucrar interacciones de largo alcance,
donde los homélogos “toguen o sientan” otros cromosomas. Muchos modelos invoiucran el
apareamiento temprano con proteinas filamentosas {Comings y Riggs, 1971; Holliday, 1977,
Chandiey, 1986).

Existen otras propuestas en las que se ha sugerido gue el alineamiento meiftico puede ser la
continuacion de organizaciones somaticas previas de la cromatina en interfase. En algunos
eucariontes como las levaduras y dipteros, los cromosomas homdlogos son adyacentes en el
niicleo en interfase de célutas soméaticas (Wandall y Svendsen, 1985; Scherthan et al., 1994;
Weiner y Kleckner, 1394). Sin embargo, algunas investigaciones han demostrade que no hay
proximidad de los cromosomas homdlogos en las espermatogonias de hombre y de ratdn (Scherthan
et al., 1996). Aungue existiera alglin tipo de ordenamiento premeibtico en |a organizacidn de los
cromosomas homglogos, parece ser que en la mayoria de los eucariontes la disminucién de la
distancia entre los cromosomas homologos v su alineamiento tiene lugar poco antes del apareamiento
final también llamado sinapsis (Zickler y Kleckner, 1989).

Se ha propuesto que la bisqueda de homologia involucra la participacién de macromoléculas,
probablemente proteinas, ADN y/0 ARN a largas distancias. Dawe (1998) y Cook (1957) han
propuesto a tas proteinas como un sistema que tiene la funeidn de llevar a cabo la atraccidn
inicial. Sin embarge, la atraccion debe Hevarse a cabo después de que el reconocimiento de
homologia se ha dado entre las secuencias o regiones de [os cromosomas. Se ha sugerido que
proteinas semejantes a los priones puedan formar fibrillas semiestables que unan segmentos de
cromosomas homdélogos (Sybenga, 1993). La mayoria de los autores consideran que el ADN estd
irvolucrado en la bdsqueda inicial, reconocimiento y apareamiento de los cromosomas homélogos
(Loidl, 1990; Moens, 1994; Kleckner, 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
recombinacion y la reparacion del ADN, siendo esto un componente de la maquinaria de intercambio
genético (Drapkin et af., 1994}, sin embargp, el estudio de genotipos mutantes en levaduras indica
que tas rupturas de doble cadena no son requeridas para la formacién de conexiones de
apareamiento {Weiner y Kleckner, 1994).

Utilizando histogquimica y microscopia electrénica se ha probado la presencia de ARN en el elemento
fateral del CS {Wolstenholme y Meyer, 1966). E! uso de procedimientos de tincidn preferencial
para ribonucleoproteinas (RNPs) en microscopia electrénica ha evidenciado la presencia de ARN




en el elemento lateral del CS y en los elememos axiales del leptoieno y cigoteno (Esponda y
Stockert, 1971; Vazquez-Nin y Echevenia, 1976), es mas las RNPs han sido también localizadas
en las fibrillas uniendo los elementos axiales en cigoteno (Vazquez-Nin y Echeverria, 1978). A
pesar de que se ha puesto de manifiesto ta presencia de ARN desde la etapa del leptoteng no
se ha establecido de manera concreta su participacién en la profase meiftica.

II. 7 Significado citofisioldgico del Complejo Sinaptonémico

Se ha observado que existe correspondencia entre |a posicién del CS y el apareamiento de fos
homdaiogos en el paquiteno. Ademads, cuando se comparan ias imagenes de {a microscopia dptica
y electronica de la misma célula, se ve cémo el CS se sitGa precisamenie entre 10s homdlogos
apareados en la region en que el apareamiento es més estrecho y donde se supone que tiene
lugar la recombinacion. £n el cigoteno aparece por primera vez el CS, el cual se encuentra durante
todo &l paquiteno y desaparece al iniciarse el diploteno, cuando finaliza el estrecho apareamiento.
Por ello, tanto la localizacion del C8 como la sincronizacién en su aparicién y desaparicién con
el inicio y finalizacidn del apareamiento estrecho, indican una intima relacién con el apareamiento
y recombinacion {Moses, 1968; Gillies, 1975; Moens y Peariman, 1988; Kabak et a!., 1992).
Una serie de investigaciones ha establecido que el CS se encuentra en todas las céiulas que se
dividen por meiosis (Sotelo, 1969; von Wettstein et al., 1984) y existen evidencias de estudios
ultraestructurales cldsicos que demuestran la existencia universat del CS en la profase meidtica.
Debido a este hecho, a su propia marfologia y a sus cambios entre leptoteno y paquiteno, se le
ha relacionado con el apareamiento, la recombinacion y la segregacion entre 1os homdiogos
{Sotelo, 1969).

El CS se ha considerado como representacion de 1a consumacidn del apareamiento ademds de
estar relacionado con algunos aspectos importantes del proceso meidtico como: mantener unidas
a las crométidas hermanas, estabilizar el quiasma hasta la anafase 1, ubicar a l0s nddulos de
recombinacién entre las crométidas homdlogas adecuadamente alineadas, y producir localmente
interferencia en el entrecruzamiento (Moens, 1994; Maguire, 1995; Kieckner, 1996).
Sin embargp, poco se conoce acerca del proceso de recongcimiento temprano que involucra la
bdsqueda y hallazgo de las secuencias homdlogas, la estabilizacion de las conexiones intehomdlogas
y la formacidn del CS.

En todas las células eucariénticas con meiosis normal y recombinacidn, el estrecho apareamiento
de los cromosomas durante la profase (cigoteno-paquitenc) se ha correlacionado con la aparicion
del CS.

El pape! del CS ha provacado controversia, pues existen evidencias que muestran que ef apareamiento
mediado por el CS no asegura la recombinacion (Stack, 1973; Rasmussen, 1977}, esto se ha
interpretado en el sentido de que el CS pudiera ser necesario pero no suficiente para la
recombinacidn. Hay datos experimentales gue han puesto en duda que el CS sea necesario para
el apareamiento y recombinacién de la meiosis. Por ejemplo en levaduras la recombinacidn se
puede llevar cabo sin la formacidn de CS (Bahler et al., 1993), asl como la formacion del CS
puede mediar la asociacién de cromosomas heterdlogos {Jenkins y Okumus, 1892).




A pesar de estas demaostraciones, existen también evidencias experimentales que sugieren fa
relacion del CS con el proceso de apareamiento, recombinacién y eventualmente la segregacién.
Por ejemplo se ha demostrado ia asociacion de cromosomas homdlogos con la exclusion de los
no homéloges durante el cigoteno en mas del 99% de los eucariontes con reproduccién sexual
(von Wettstein et af., 1984}, También se ha comprobado que estas asociaciones son tan especificas,
gue cuando existe una inversidn grande, esto provoca la formacion de un asa (Batanian y Hulten,
1987). La presencia de los nédulos de recombinacién tardios en 1a region central del CS (Carpenter,
1975, Carpenter, 1979a, b} que son probablemente la expresion morfolégica de complejos
enzimaticos en la region donde ocurre la recombinacién génica, pues se ha visto que el ndmero
de nédulos de recombinacién tardia en los €S es muy semejante al de quiasmas, expresiones
citoldgicas de la recombinacién reciproca {Solari, 1999),
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LML JUSTIFICACION DEL TRABAJ(D

o

Los procesos que dan origen al CS involucran la bisqueda de homologia de secuencias o regiones
de cromosomas. Este proceso es muy especifico y puede estar antecedido o seguido por fa
aproximacién inespecifica de los cromosomas mediada por los teldmeras y/4 los centrémeros. La
etapa final de este proceso es la formacién de la estructura proteica del CS entre regiones homdlogas
o no {heteroldgos), que estén cercanas. Esto es un mecanismao inespecifico que explica muchas
de las aparentes excepciones al papel funcional del CS en la mayoria de los eucariontes. Como atin
se desconocen los meganismos especificos que producen el alineamiento, al apareamiento y la
3 sinapsis de los cromosomas homdélogos en el presente proyecto se propuso estudiar a través de
la microscopia electrénica las estructuras que podrian estar relacionadas con estos procesos durante
! la profase meiética 1.

Hipétesis

Consideramos que los dcidos nucleicos median el reconocimiento locus-especifico de los cromosomas
homdélogos y que Ias proteinas intervienen en la generacién de los movimientos de apareamiento,
) para permanecer comao andamiaje una vez que s& ha constituido ei CS. Si esta hipdtesis es cieria,
| podemos hacer una serie de afirmaciones corroborables experimentatmente: Se encontrard ARN
y/0 ADN (o ambos) en la regidn donde se produce ¢l reconocimiento de homologia locus-especifico
i antes que [os ejes axiales se sitlen en paraielo para conformar los brazos [aterales def CS durante
las fases anteriores al paguiteno. La formacién de hebras monocatenarias de acido nucléico es
: indispensable en el reconocimiento de complementariedad de bases. Acabado el reconocimiento
y formado el CS durante ef paquiteno, los dcidos nucleicos podran desaparecer en esas estructuras.




(/ V. OBJETIVOS )
. S

Objetivo general
Localizar Jos dcidos nucleicos ARN y ADN, en los nicleos de las células germinales premeidticas
(espermatogonias tipo B), y durante la profase meibtica | (espermatocitos ).

Objetivos especificos

1. Localizar el ARN y el ADN en espermatogonias tipo B y en 10s espermatocitos primarios de testiculo
de cobayo y rata mediante citoquimica ultraestructural e hibridacidn in situ, en fas etapas de la
profase meidtica clasicamente descritas, asi como también en las transiciones entre etapas de la
profase 1.

2. Realizar reconstrucciones tridimensionales de las regiones de reconocimiento de homologia y
de la zona de apareamiento final y formacién del CS.

3. Determinar por autorradiografia dptica si la sintesis de ARN vy su salida al citoplasma esta
relacionado con el establecimiento del CS y el apareamiento.




C V. MATERIAL Y METODO

+)

Se utilizaron testiculos de adultos jévenes de cobayo y de rata en todos los experimentos.

V.1 Procesamiento de! materlal bioldgico para microscopia electrénica

Las muestras de testicufo de cobayo y de rata se trataron con diferentes procedimientos de fijacion,
deshidratacion e inclusion dependiendo de la metodologia empleada para su andlisis al microscopio
electrénico. Estos distintos procesamientos se describen a continuacidn.

V.1.1 Procesamiento estdndar

Las muestras se fijaron en glutaraldehido al 2.5% en amortiguador de fosfatos pH 7.3 0.2 M por
unia hora a temperatura ambiente, se enjuagaron en gl mismo amortiguador, se deshidrataron con
alcoholes etilicos graduales y se incluyeron en resina epdxica (Glycyde ether 100, Merck, Darmstadt,
Germanyl.

V.1.2 Fijacidn hipotonica y tratamlento con ARNasa

Las muestras se fijaron en condiciones hipotdnicas de acuerdo ai método desarrollado por Puvion-
Dutilleul y Puvion (1980) modificado por VAzquez-Nin y col (1988). Las muestras de tdbulos
seminiferos de testiculos de rata se fijaron en paraformaldehido al 1% con photo-flo 200 (Kodak,
Rochester, NY, USA) disueito en una sofucidn de sacarosa af 0.1M a pH 9 ajustado con una solucion
de borato de sodio al 0.1M. La fijacitn se llevd a cabo durante 45 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente el material se dividié en dos partes. A la primera parte se le dio una postfijacién
en glutaraldehido at 2.5% en amortiguador de fosfatos pH 7.3 0.2 M por una hora a temperatura
ambiente, se enjuagd en el mismo amartiguador y se deshidratd a 4°C para su inclusion en LR
White (Efectron Microscopy Science).

Las muestras restantes se trataron con ARNasa al 2% (Sigma, St. Louis Missouri; USA) disuelta en
amortiguador de Tis-HCI pH 6.5 a diferentes tiempos que fueron desde los 15 minutos & fas cuatro
horas de incubacién 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 tdbulo seminifero de rata como testiges negativos sin el tratamiento de
ARNasa al 2%, incubdndolas con agua destilada de acuerdo & los tiempos y la temperatura
establecidos anteriormente. Subsecuentemente este material se deshidrat en alcoholes graduales
y e incluyd en LR White (Electron Microscopy Science).

V.1.3 Procesamiento para inmunolocalizacién
Las muestras de tiibulos seminiferos de cobayo se fijaron en paraformatdehido al 2% en amortiguador




de fosfatos 0.15 M pH 7.3 a 4°C por una hora. Las muestras se enjuagaron en el amortiguador
de fosfatos y se deshidrataron en metanol graduat (50%, 60%, 70%, 80%. 90%) y se incluyeron
en Lowicry! K4AM (Polysciences Inc). La polimerizacion se llevéd a cabo utilizando fuz ultravioleta a
-20°C,

V.1.4 Procesamiento para hibridaclon /a situ

Muestras de ttibulo seminffero de cobayo y de rata se fijaron en paraformaldehido al 2% en PBS,
asi como con paraformaldehido al 4% + glutaraldehido al 0.2% en PBS a 4°C por una hora.
Posteriormente el material se enjuagé en el mismo amortiguador, se deshidratd en metanol gradual
(50%, 60%, 70%, 80%, 90%) y se incluyd en Lowicryl KAM (Polyscience Inc). La polimerizacion
se llevé a cabo utilizando luz uitravioleta a -20°C.

V.1.5 Corte

De todo el materiat obtenido de acuerdo a los diferentes procedimientos citados anterigrmente,
se procedid a realizar los cortes semifings, obteniéndose de un micrdmetro de espesor, 10s que
se tifieron con azul de toluidina-bdrax. Se estudiaron en el microscopio de luz las asociaciones
celulares presentes en los tibulos seminiferos y se compararon con las descripciones clasicas
del ciclo espermatogénico del cobayo (Clermont, 1960) y de {a rata {Leblond y Clermont, 1952},
Uina vez obtenida la etapa del ciclo espermatogénico de inferés se hicieron cortes ultrafinos de
aproximadamente 60 nm de grosor en un ultramicrotomo Reichert Ultracut R y se montaron en
rejillas de cobre, oro o niguel cubiertas con formvar. Los cortes seriados se recogieron en anillos
de Sjostrand, de acuerdo al método descrito por Wettstein y Graver (1973). Otros cortes fueron
fevantados en rejillas de oro sin membrana.

V.1.6 Métodos de contraste

Se emplearon diferentes métodos de contraste para el material de los tibulos seminiferos de
cobayb v rata. Para determinar la ultraestructura de manera general se aplicé el método de contraste
general de acetato de uranilo y citrato de plomo. Para tefiir el ADN se recurrié al método de tincidn
preferenciat para ADN del PTA o acido fosfotungstico (Vazquez-Nin et al., 1973, Esquivel et al.,
1987). Para contrastar las RNP se utilizaron el métado de tincidn preferencial de Bemhard {1969)
para RNP asf como ¢l método de terbio (Biggiogera y Fakan, 1998).

Los cortes ultraflinos que se recogieron en rejilias de oro sin membrana se usaron para el método
de tincion especifica para ADN de amina de osmio (Cogliati y Gautier, 1373) modificado por
Vézquez-Nin y col. (1995).

V.2 Reconstruccién tridimensional

Las series se tifieron con la tincién de contraste general de acetato de uranilo y citrato de plomo,
con el método de tincidn preferencial para RNP (Bernhard, 1969), y con el método de tincidn
preferencial para ADN del PTA o 4cido fosfotungstico (Vazgquez Nin et al., 1973; Esquivel et al.,
1987),

e
s




H
i
i
!

Las muestras se observaron en un microscopio electronico Carl Zeiss EM10 operando a 80 kV.
Las espermatogonias tipo B y los espermatocitos en las diferentes fases de la profase meidtica
i, fueron fotografiados desde el inicio de la serie hasta ¢l final.

La reconstruccién tridimensional se flevé a cabo en dibujos realizados en papel celofén en los
gue 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 fotografias de las estructuras en el papel celofén se
hicieron coineidir los dibujos para determinar et arreglo y disposicidn de los elementos copiados.

V.3 Inmunolocalizacion

La inmunoiocalizacién se lievd a cabo en condiciones de “post-inclusion” de acuerdo al protocolo
descrito por Biggiogera y col {1989) Vazquez-Nin y col (1995) con los siguientes anticuerpos:
1.- Anti-ARN polimerasa tl, es un anticuerpo policlonal de conejo (Kimm y Dahmus, 1986)
2.- Anti-ADN, es un anticuerpo monoclonal de Progen (Heidelberg, Germany)
3.- Anti-RNPhn (C8Y) Jones et al., 1980.

4.- Anti-8M anticuerpo monoclonal que reconoce un epitope comin a los snURNPs (U1, U2, U5
y U6) que participan en el splicing (Y12, Lemer et al,, 1981; Gerke y Steitz 1986)
5.- Anti-trimetif-guanosin-cap (R1131) Oncogene, New York, USA.

{ver diagrama de flujo 1).

V.4 Hibridacldn In situ

Para Hevar a cabo la hibridacion in situ se utilizé como sonda el ADN gendmico de células de
higado y bazo de cobayo y de rata de acuerdo al protocolo de Ldpez Veldzquez y col (1998).
Mediante el usa de ADN gendmico como sonda marcado con biotina o digoxigenina se pueden
tocalizar Ios ARN en hibridaciones in situ a nivel ultraestructural.

A continuacidn se describe la extraccion del ADN gendmico, fa marcacidn del ADN gendmico y la
hibridacidn in situ ultraestructural.

V.4.1 Extraccion del ADN gendmico

La extraccién de! ADN gendmico se realizd de acuerdo at pratocolo de Lopez Veldzquez v col
(1998). Se obtuvieron el higado y el bazo de cobayo y de rata, los cuales inmediatamente fueron
cortados por congelacién en un criostato American Optical a -179C para obtener cortes de 20
micrémetros de grosor. Se utillzaron aproximadamente 30 cortes por cada extraccion. La extraccidn
del ADN gendmico se Hevo a cabo incubando 08 cortes durante toda la noche en amortiguador
SDS-proteinasa K a 42°C en agitacion constante. Posteriormente se empled fenol-cloroformo. £
ADN se precipitd con NaCl Ny etanol 100% a -20°C. El ADN fue resuspendido en amortiguador
TE. La concentracitn obtenida del ADN fue de 5 mg/mL.

La integridad del ADN fue analizada con geles de agarosa al 1% {Figura 1).
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Flgura 1.

Muesira gel de agarusa al
1% Carrlt (8) marcador e
peso maolecular, {b) ADN
gendmico de higado de
cobayn

La concentracidn det ADN gendmico fue medida por absorbancia a una longitud de onda de 260
nm Se considerd como pureza dptima cuando ia relacidn 00250 /QD 454 dio como resuttado 1.8.
V.4.2 Marcaje de] ADN gendmico de cobayo y de rata

EF ADN gendmico de higado y bazo de cobayo y de rata se marcd con bictina y digoxigenina. E!
marcado inicialmente se realizé con biotina para las hibridaciones in situ, sin embargo posteriorments
se recurrié al marcado con digoxigenina, debido a que se abtuvieron mejores resultados en las
hibridaciones in situ y un menor ruido de fondo.

Para marcar con bictina se empleé el método de nick transiation utilizando el sistema de marcaje
de BioNick (Gibco BRL) para incorporar nucledtidos biotinilados (Langer et af., 1981). En la
reaccién se adicionaron dNTP"s 0.2mM, 0.1mM de bio 14-dATP 0.5 unidades/mi de ADN
polimerasa |1 de Escherichia coli y 0.0075 unidades/ml de ADNasa | de pancreas bovino.
Se marcd aproximadamente 1mg de sonda por cada reaccion, dejando incubar a 16°C durante
2 1/2 horas. El tamafio de la sonda se controld con el tiempo de digestidn en la reaccidn de
marcado por el nick translation, ademds de vetificar el tamafio de la sonda mediante electroforesis
en get de agarosa al 1%. E} tamafio de la sonda de ADN gendmico después de este tiempo de
incubacidn fue de 100 a 500 pb.

EI ADN gendmico marcado con digoxigenina se realizé por el método de nick transfation manejando
el sistema de marcaje de DIG-Nick Translation Mix {(Boehringer Manrtheim, Germany). En fa reaccion
se adicionaron ADN polimerasa |, ADNasa 1; 0.25 mM dATP, 0.25 mM dCTF, 0.25 mM dGTP 0.17
mM dTTP y 0.08 mM de DIG-11-dUTR

Se marcd aproximadamente 1mg de sonda por cada reaccidn, dejando incubar a 16°C durante
2 1/2 horas. El tamafio de la sonda se controld con el tiempo de digestion en la reaccién de
marcado por el nick translation, ademds de verificar el tamanio de la sonda mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1%. El tamafio de la sonda de ADN gendmico después de este tiempo de
incubacion estuve entre los 100y 500 pb.




V.4.3 Hibridacién in situ ultraestructural con ADN gendmico de cobayo y rata

Es muy importante sefiatar que |a hibridacion in situ con el ADN marcado con biotina o digoxigenina
se efectud sin desnaturalizar el ADN de la muestra (cortes en las rejillas de oro) con el proposito
de localizar al ARN de las células en los elementos fibrilares o granuiares.
Cuando se emplad el ADN biotinilado se utilizo el siguiente protocolo: a 2 mi de ADN gendmico
marcado con biotina por el método de nick translation se le agregaron 2 mi de ARNt de E. coli
{Img/mi} y 10 mi de formamida al 100% (mezcla de reaccion 1). La sonda se desnaturalizd
durante 4 minutos a 90°C e inmediatamente se colocd en hielo para evitar la re-naturalizacion
de los fragmentos de ADN. A la mezcla de reaceidn 1 se le agregd la mezcla de reaccion 2 que
contenia: 4 mi de albdmina de suero bovino (BSA) al 5%, 4 mi de sulfato de dextrn al 50% y 2
mi de 20XSSC. La reaccién de hibridacion se realizd en cortes ultrafinos montados en rejilias de
orp cubiertas con formvar que se flalaron sobre Iz mezcla de hibridacién (mezcla 1 + mezcla 2),
La reaccidn de hibridacién se incubd a 42°C toda la noche en una camara hiimeda y se revel6
con una solucidn de estreptavidina acoplada a particulas de oro coloidal de 15 nm de diametro
{ver diagrama de fiujo 2).

Cuando se hizo uso del ADN con digoxigenina se utilizaron 2 mi de ADN gendmico marcado por
el método de nick translation y se les agregd 2 mi de ARNt de £. cofi {(1mg/ml) y 10 ml de
formamida al 100% (mezcla de reaccién 1). La sonda se desnaturalizé durante 4 minutos & 90°C
e inmediatamente se cotocd en hielo para evitar la re-naturalizacién de los fragmentos de ADN.
A la mezcla de reaccién 1 se le adiciond la mezcla de reaccidn 2 que contenia; 4 mi de albimina
de suero bovino (BSA) al 5%, 4 mi de sulfato de dextrdn al 50% y 2 ml de 20XSSC. La reaccidn
de hibridacion se realizé en cortes ultrafinos montados en rejillas de oro cubiertas con formvar
que se fiotaron sobre fa mezcla de hibridacidn (mezcla 1 + mezela 2). La reaccidn de hibridacidn
se incubd a 42°C toda la noche en una cdmara himeda. El revelado de la marca se efectué
empleando una cadena de anticuerpos secundarjos. £l primer anticuerpo secundario utilizado fue
un anticuerpo contra digoxigenina desarrollado en conejo. Posteriormente se usé un anticuerpo
IgG desarroltado en cabra contra conejo. Esta IgG fue reconocida por medio de una proteina A
acoplada a particulas de oro coloidal de 10 nm de didmetro. Para amplificar el marcado se
aplicaron dos anticuerpos més, un GAR IgG acoplado a particulas de oro colpidal de 16 nm de
diametro y un RAG IgG acoplado a particulas de oro coloidal de 10 nm de didmetro (ver diagrama
de flgjo 3).

Para confirmar ia naturaleza de ia sefial de ARN, algunos cortes se trataron con ribonucleasa
2mg/mi (tipo IA, Sigma) en 1 mM de amortiguador trietanolamina-dcido acético, pH 7.3 por 8
horas a 37 °C.

Una vez realizada la hibridacion in situ las preparaciones se confrastaron con acetato de uranilo
al 2.5% por 5 minutos v citrato de plomo al 0.4% por 1 minuto. Finalmente se observaron en un
microscopio electrénico Carl Zeiss EM10.




Autorradiografia éptica.

Pequehas fragmentos de testiculo de rata se incubaron a 37°C en medio minimo esencial de
Eagles suplementado con 100mCi/ml de 5,6 uridina tritiada (Amersham, Piscataway, NJ,USA; 48
Ci/mmol) por 30 & 120 min. Se dieron pulses cortos para determinar el rango de transcripeicn,
y los pulsos largos se emplearon para estimar el rango de marcado del nicteo y del citoplasma.
Todas las muestras se fijaron en glutaraldehido al 2% en amortiguador de fosfatos por 1 hora a
4°C, posteriormente se enjuagaron con el mismo amortiguadaor, se deshidrataron en acetona y
se incluyeron en resina epdxica.

Se realizaron cortes semifinos de un micrdmetro de grosor los cuales se cubrieron con emuision
Hford K2 . Las preparaciones se expusieron por 20 dias a 4°C. E! revelado se realiz6 con revelador
D19 (Kodak) a 20°C por 3 minutos. Las preparaciones se enjuagarcn en agua y se fijaron con
fijador Kodak por 10 minutos; se tifiieron con azul de toluidina-bdrax por 1 minuto a 60°Cy se
observaron en un microscopio Zeiss equipado con una cdmara de TV. Las imdagenes se analizaron
cor el programa Imagenia 5000, el cual nos permitié contar la cantidad de marca en el nicleo
y el citoplasma considerando el drea de cada uno de estos compartimentos. El cociente obtenido
de la cantidad de marca por unidad de drea nos dio 1a densidad numérica en cada uno de los
compartimentos considerados.




( Diagrama de flujo 1 )

En cdmara himeda flotar Ia rejilla en NGS diluido en PBS (1:100) por 3 minutos

Incubar en el anticuerpo primario diluido en PBS-Tween-BSA (PBS-Albumina
de suero bovino {(BSA) 1mg/mi. Tween 20 al 0.05%) por 18 horas a 4°C

\

Enjuague con PBS-BSA-Tween por goteo
Lavados con PBS por goteo
Flotar en PBS por 15 minutos

incubar en NGS diluido en FBS (1:100) por 3 minutos

{

Incubar 30-60 minutos en el anticuerpo secundaric acoplado con oro de 10
nm diluicto en PBS (1:10 a 1:20) a temperatura ambiente

¢

Lavar en PBS por goteo

v

Flotar en PBS por 15 minutos
t
¥

Enjuagar en agua desionizada por 15 minutos

Contraste con acetato de uranilp-citrato de plomo

/)




( Diagrama de flujo 2 )

Hibridacién

Flotar ia rejitia en la mezela de hibridacion a 42°C aprox. 18 horas en camara
hiimeda

Enjutgues
Lavados con PBS
Deteccidn de hibridos
Estreptoavidina-oro de 15 nm (Amersham)/ 4XSSC (1/20) toda la noche a 4°C
Enjuigues
AXS3C 4 X 5 minutos

'

PBS 4 X 5 minutos
Agua desionizada 4 X 5 minutos

Contraste con acetato de uranilo-citrato de plomo




( Diagrama de flujo 3 )

Hibridacidn
Flotar Ia rejilta en la mezcla de hibridacién‘a 42°( aprox. 18 horas en camara himeda
20XSS6 dt: 5 minutos
4X8S€C 3 * 5 minutos
2X58C 3 ?( 5 minutos
TBS por}ﬁ minutos
Blogueo
TBS+Blocking Reagent por una hora a temperatura ambiente
Deteccion de hibridos
TB5+Blocking Reagent+ANTI D‘E'G {1/100) toda la noche a 4°C
TBS 3 X 5 minutos cada uno
GAR 1gG (DAKO) en TBS (1/30) 1 hora a temperatura ambiente
Lavado en PBS+Tween 4 X 5 minutos
Proteina A-oro de 10 nm (Jackson) en P8BS (1/100) 30 minutos a temperatura ambiente
TBS 3 X 5 minutos
Lavados abundantes con PBS
TBS por 5 minutos
GAR 1gG (H+L}-0rq de 10 nm {Jackson) en PBS {1/10) 30 minutos a temperatura ambignte
Lavados abundantes en PBS
TBS por 5 minutos
RAG lgG-oro de 10 nm (whole moiecula Sigma) en PBS 30 minutos a temperatura ambiente
Lavados abundantes en PBS
Lavados abundantes con agua desionizada

Contrastar ¢on acetato de uranilo-citrato de plomo
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j VL1 Ultraestructura de las etapas de la profase meldtica I. |

Espermatogonias tipo B

Los cortes seriados de espermatogonias lipo B contrastados con acetato de uranilo y citrato
; de ptomo, muestran todos los componentes estructurales de los nicleos en interfase
{Figura 2).

> Figura 2

Fspermsioggnis B que muesta sucasivnas de sromating samicompacta ¥ kexa (flacha) que racorian largas axtensionas del volumen nuclear. Ss vbsarvan
samules de cromating compasta (£} adosados & la ervoltura nuclass, asl conio el nuelealo, En o ctoplasma de la sspermategonia tpo B existon escasos
: fiposomas ¥ peoo ratiteln endopidsmice. La espamiatogiia estd descansando sobme B laming basal {mb). Se advlerte una c@lula minde {my Al tibuio
] serinifers del testibuin de cobayo. Contrste gensrml de acsiato de vranfio-citmia e ploms Barra 803




Nuestras observaciones demuestran que existen dos arregios muy particulares de la cromatina.
Uno de ellos esta formado por sucesiones de grumos de cromatina compacta adosada a la
envoltura nuclear, mieniras hacia el interior del niicleo, los ¢cdmulas de cromating son
semicompactos teniendo siempre continuidad con cromatina iaxa, por 10 gue es notoria la
alternancia de cromatina semicompacta y cromatina laxa. Esta alternancia en ta disposicion
de la cromatina se proyecta hacia el interior del niicleo recorriendo largas distancias, ocupando
hasta la mitad del didmetro nuclear (Figura 3).

Figura 3

Ispermatagonia topo 2. 52 observen las afternaneias de cromiating compacta v laxa {flecha) que parten e cimulos de cromating compacta adosads a la
anvaltuea nustear (6), 10 s riota la presencia de granulos percromatinianos $e nota en el ciioplasina de fa espermatogonta fipo B escasa reticulo endoplasmico
¥ pucos riposumias La espermatogenia estd descansando sobre a l[aming basal (mb). Se adviere una céluta miode {ra} dal tGbulo semmifero del testiculo de
cobiaya . Contraste general de acetato de uraniin citrato de plama Sarra 500 nim

Otro de los arregios evidenciados en las espermatogonias tipo B, que constituye una caracteristica
particular, es {a presencia de estrycturas de cromatina laxa alineadas en paralefo. Ef eje
principal y las ramas laterales de los ordenamientos en paralelo de cromatina laxa estan

R
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compuestos por estructuras tipe lampbrush o plumuladas, de las cuales parten asas de
diferentes tamafios. Estas asas dependiendo de su longitud es posible observarias en un
corte, ya que su longitud no rebasa los 60 nm que es el grosor del corte. Sin embargo algunas
de estas asas son de mayor longitud, por lo que se mostraron como filamentos o ramificaciones
targas que parten del gje principal de la estructura plurulada. Los cortes seriados evidenciaron
que ios ordenamientos puaden ocupar dominios del espacio nuclear o pueden estar presentes
en un sélo corte (Figura 4).

Figura 4.

Esparmaiogonia tpo B oue mueslia asituciiios pumdtadas (flachal arganizatas en paralsto de las que parten asas de difzrentes tamafios Fstes ordenamientos
suadan ceupar LT teicio & mds del vluman nyclasr o estar presentes e 1n solo core. Mote que nG S8 Shservan drinwos pericomatinianos en el nucleoplesma
Centraste general acstata de wranifo-citrate de ploma. Barra 250 nm,

Otra caracteristica de las espermatogonias tipo B es la presencia de més de una ramificacin
de ¢romatina laxa saliendo de los grumos de cromatina compacta adosada a la envoltura
nuclear, dichas ramificaciones se dirigen hacia el centro del nicleo. En algunas regiones la
cromatina semicompacta que se altema con la cromatina laxa se puede encontrar agrupada




o

de manera paralela (Figuras 3y 4).
Con la técnica de tincion especifica de amina-osmio para ADN y la ;nmunolocal&zacnén para
ADN, se pudo demostrar que estos arreglos caracteristicos de las espermatogonias de tipo
B se encuentran constituidos por ADN con diferentes grados de compaetacidn, asi como que
los plumulados estdn formados por filamentos de cromatina (Figura 5).

Figura 5.

Espesraatogonia tips B sontrastada con ¢ mdtedo ds tingidn de amina de osnio espacifico para 8DN. Las estructittas plumulades {flecha) ostan confaimadas
por ADN Algunas tle ellas se observan alineadas en paraialo o de manera aistada 2n el niicleo. Barm 260 am

Las estructuras plumuladas estén asociadas con fibrifias y granulos de RNP que se tifien con
el método preferencial de acetato de uranilo-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 §

Fsnstinatognnia tipo B contrastada con el mélodn prefarancial para BNP 32 muestis la distibucion del ARM 2n las estusturas plumnulades flecha), Bisten
cramdos y fibras de RNP asocindas a las estiucturas plurmiladas No 3e apraeia la presencia de grnulos pevicromalinianos (cabeza de flecha) Barra 25 nim.

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

Preleptotenc

Durante la interfase meidtica o preleptoteno, 10s racimos de cromatina compacta en contacto
con la envoltura nuclear son progresivamente més pequenos y el nucleolo migra a ia periferia
del niicleo. La descompactacidn de la cromatina da lugar a estructuras plumuladas largas de
cromatina laxa asociada con fibrillas de RNP y granulos (Figura 7).




Figura

Calula premeidtica o an prefepiotens con estisa comating compacts adosads a la aovoliiia nuciesr v [argas aslructuras plumiiades stineadas on paraielo
{flecha). E nicleola e encusnira desplozado hacla la pertferia. Gama 500 nminserto Se musstran dos slsmeontos piumulados alinezdos en paratalo unidos
por filamenios transversales {eabezs da flecha) farmando una escaleiitla de doble cuerda (flecha). Contraste general de acetato de uranilo citvato de plomoe
Batra 200 am

Los cortes seriados demuestran que las células en preleptotenc contienen estructuras
plumuladas cuyos ejes estén formados generaimente por dos filamentos finos que contienen
ADN situados a una distancia entre 10 a 20 nm. Frecuentemente los pares de las estructuras
plumuladas se encuentran alineadas en paralelo y relacionadas por filamentos constituidos
por ADN. Tanto 103 gjes como los filamentos transversales que l0s unen se asocian con fibrillas
que contienen RNP E! conjunto de estos elementos forma una estructura semejante a una
escalerilla de doble cuerda (Figura 7). La distancia entre ¢ 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 descondensacidn del material nuclear durante
fa interfase meidtica permite una clara visualizacidn de fibras alineadas én paralelo de
cromatina extendida e interrelacionadas pot finos filamentos y estructuras semejantes a



cuentas de rosario que corresponden a fibrillas de RNP
Las estructuras plumuladas se observan en el material que ha sido fijado con detergente en
condiciones hipotdnicas a pH de 9 y tratado con ARNasa al 2% con una disminucion en las
ramificaciones que parten del gje principal. Cuando estas estructuras plumuladas se encuentran
alineadas en paralelo es evidente el vacio que existe entre los dos ejes de la escaferrilla de
doble cuerda. Estos resultados nos indican que la mayor parte de dichos filamentos transversales
estan conformados por ARN, lo que nos sugiere que probablemente estas estructuras constituyan
unidades transcripcionales (Figuras 8 y 9).

Figia 8

Céfula pramaidlica o an prelaptateno, Tjada en condicionas hinotdnicas an presancia de pequeias corcentraclenss de detergente La muesiva se tratd eon
ARMasn al 2% Sz ohseiva que en [a regidn en donde 103 plumuiados s alinean en pemlely (cabeza de fircha), las regiones centrales de alineamianto da
dos pames de astrecturas plumutadas estin menos corastadas va que Ja hidrdlisis del ARM suprmid muchas da los filamentos RNP gue abundan en fa regidn
de reconooimentc Contrasie genaral de wealato de uranilo-citraio de plomno Barra 600 nm
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Célua premeldtica o en praleptotans, Bada en condiciones hipotdiicas 2n presancla da pequeiios concentracionss de detergents La muestra se tratd con
ARMasa al 2% Los plumiliados se encuantran contrustados por ol métada de tincidn de amina de osiniy espectico para ADN. Sg muesiia la ragidn eentral
antre pares de estfucturas plumuledas alineadas en paralele en donde existen pocas fibiillas de cromaima (flecha). Barra 1000 nm

Al final del estado del preleptoteno la cromatina estd completamente descompactada ocupando
gl espacio nuclear casi en sy fotalidad.

Leptoteno

En los cortes seriados de espermatocitos en leptoteno, conirastados con acetato de uranilo
y citrato de plomo, se vio que existe una disminucidn muy notoria de los grumos de cromating,
observandose por o tanto, cromatina laxa en todo et nicleo y unos cuantos grumos de
cromatina semicompacta. Continda la presencia de las estructuras plumuladas, asi como, la
organizacién de éstas en una disposicién en paralelo o aisladas. Cada eje de las estructuras
plumuladas esté compuesto por dos filamentos axiales de cromatina gue se encueniran




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

s

Figura i

Espenvaicsilo en laptofeno gua muesit dos finos ejes paralelos (flecha atrmvasada) rue se enclientran redaados
por nirerosas filamentos lalerales fargos, ios que probablemente corfesponden a asas. Uno de los ajss pane
de 1a envollur nuclear, es posible cbservar algunas asas cortas {cahers de flecha). Entre 10s dos ejes hay
filamentos ransversales gre ataviesan de un lade a olro {fecha). Cortraste gensial de aselato de uranilo-citrato
da plomn. Harra 300 nm

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

Figura 11

Espespaiocho en letoteno que mussira gn filamento
axial constituide por des estruchuras micropiumuladas
{flacha} 5e advierten rumerosos filamenios falewmtes
que e extienden por & nucleoplasma (nabeza de flecha)
Note af 258 de cramatina en forma de st {L) Contraste
general de acetata de vranilo-ciirato fe plamo. Bars
400 am
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Nuestras observacianes muestran que la distancia entre estos filamentos axiales que forman
la estructura plumulada es variable {20-80 nm). En este estadio los filamentos de cromating
gue forman puentes entre las estructuras plumuladas paralelas son mucho més frecuentes
que en los anteriores.

Cuando comienza a formarse el elemento axial se presenta el depdsito de material que provoca
la densificacidn de manera regional en los filamentos axiales de la estructura plumulada
(Figura 12 y 13a).

Figury 12

Esperrnatesits en feptoleno 56 obseivan
dos slementos axjales en formaciin qua
inician sU desanile en la cercanfa de
ta emvoitura nuciear (flecha). La
constitucion del elomento awial se
manifissta por ¢l deposito de material
yue provaea fa densificacidn de 105 efes
cromosfmices lentotdnicos. BSng ejes
estdn conformados por os finos
flamentos (ue se encusantras muy
Cercanos v qua ag tifnen intensemants
(flecha atravesadal. Uno de log
slemantos aiaies en formacion muasta
sanlinuigad con estrueturas plurmuadas
toabesa do fischa). figunas de las dsas
katerales de 10s ejes Henen e grosor ral
corte (L) esto o sabomos pov las
renonstriccionas Bdimensionales Sg
ohsarva &f auckoie (n) ¥ el cusmpo XY
ceieanos a la emoliura nuckar Conrasts
zenaral de acetato de uranilo-citralo de
plama. $astz 5O nm

Figura 13a

Lspermatocita primario on leptotans,
Fiementos axiales parlendo de ia
el nuclear arreglados 9 patalslo
{Hecha) gue muestian continuidad con
sstryeivras plumaladas, Cantraste
general de aciato de wranfo-itrato de
olomo Barta 250 nm
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Ambos filamentos axiales cosntituyen el eje cromosomico leptoténico, Los ejes cromosomicos
leptoténicos muestran una clara continuidad con las estructuras plumuladas cuando ambos
estan contenidos en el grosor del corte. Los ejes cromos$micos leptoténicos son estructuras
cilindricas de 35 a 55 nm de didmetro las cuales contienen dos filamentos finos {Figura 13a).
Los elementos axiales que se encuentran en paralelo en fa proximidad de la envoltura nuclear
$e acercan uno al otro a distancias que varian (180-350 nm) y conforme se alejan hacia el
interior del nicleo 1a distancia entre estos se incrementa (400-800 nmy). Los filamentos radiales
de estos elementos corresponden a asas largas que generalmente no es posible delinear en
un corte, aungue algunas ocasiones estan contenidas en el grosor del corte mostrandose
como asas cortas {(40-200 nm). La frecuencia con la que se presentan estas asas cortas se
incrementa cuando los ejes cromosdmicos leptoténicos comienzan a constituirse en elementos
axiales. Estas asas estan desnamente distribuidas y en forma casi periddica a lo largo det
filamento (Figura 12).

Los elementos axiales en formacién muestran una reaccién fuertemente positiva con las
técnicas citoquimicas para ARN (Figura 13b).

Flgura 13b

Espermatociio en laptotene contrastadn con ol método da Encidn preferancial de Pamhard {19469) para RNE Se observan elemantos axigles cortos carcanos
ala ervoltura nuslear rue 63140 Intensamante tefiides (fecha) Dos de ailes se ancuantran plineados en paralelo Se muestran numemsas Abvas v grdnuus
de REP distribuidos por tudo el nucleoplasma Se evidencia en el citoplasma ef ¢entriole {¢) Barra 650 nm

Cuando el elemento axial se estd formando |as regiones de densificacidn son generalmente
cortas, discontinuas y la mayoria de ellas aparecen como pares en contacto con la envoltura
nuclear, provocando que en ocasiones se observe una depresion en la envoltura nuclear. Los
cortes seriados mostraron la presencia de centriolos durante el desarrollo de los elementos
axiales alineados en paralelo adosados a la envoliura nuclear (Figura 14).
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Fidura 14,

Espermatocito en la transicidn leploteno-rigotena, fres cortas
adyscentes da Lng sefe que evidencla la formaciin de los
elerpentos aalas (flecha) en contzeto ton la givokurg nuclear.
tos slomantas axiales en los diferentas tores musstean
continuidad con astructurss plumuladas Se puede observar
el gentiiulo (¢} cercano al niiclen formando una coneavidad,
Fslas caractoristicas apuntan a que 1a célula estd en la eiaps
del rougiet Contraste general de acelsio da irantin-citrato
de plomo Barra 400G nm
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La presencia de pares de elementos axiales no excluye que se observaran elementos axiales
aislados.

En la etapa de leptoteno avanzado ias regiones de cromatina comienzan a compactarse
alrededor del gje 0 elemento axial y 1as asas radiales del eje se acortan. La reconstruceion
tridimensional demuestra que el elemento axial guarda la disposicion de las estructuras
plumuladas alineadas las que recorren fraceiones de micrémetros dentro del volumen nuclear.
Frecuentemente observamos que 10s pares de elementos axiales se acercan uno def otro en
ia proximidad de la envoltura nuclear (Figuras 12 y 13). Estas caracteristicas que hemos
mencionado coinciden mas con las descripciones morfolGgicas del cigoteno realizadas por
los autores ctésicos (Paniagua et al., 1993; Solari, 1999).

Es importante sehalar que en el citoplasma de las células en leptoteno no se presentaron
abundantes ribosomas o reticulo endoplasmico rugoso como indicadores de sintesis proteica.

Cigoteno

En las reconstrucciones tridimensionales durante la transicidn leptoteno-cigoteno se observan
varios ejes incompletos en forma de bouquet. Asi como la presencia de varios nucleolos hacia
la periferia. En este estadio fue comin observar a los nucleolos como estructuras conspicuas
con centros fibrilares y su regidn fibrilar densa bien desarrofiada. Al seguir las series se observd
que la mayoria 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 elongacidn de los elementos axiales alineados esta frecuentemente acompafiada por el
inicio del apareamiento final, que es la formacion del CS. La aparicidn de una regidn central
con la exclusion de cromatina es una caracteristica inicial de la sinapsis (Figura 15).

Figura 15

Espermuiosito &n
cigoteno Sa observa la
formacion de un C5 E!
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Contraste acetato de
wanilo-ciirto e nlome
Barra 750 nm
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Con 1os métodos de tincidn para ADN se observé que se lievan a cabo cambios importantes
en la distribucién de la cromatina cuando se da la formacién del CS. £l espacio central estd
desprovisto de las fibrillas que contienen ADN, excepto por algunas pocas fibrillas transversas
de cromatina y cortas asas que salen del elemento lateral. En los espematocitos en cigoteno
fas estructuras plumuladas, mantienen las mismas caracteristicas observadas en las etapas
previas.

Durante el inicio del cigoteno se evidenci6 12 aparicion de extensiones cortas de CS con tres
modalidades principalmente: en contacto con la envoltura nuclear; cercanos a la envoltura
nuclear ¢ en fa regién interna del nicleo (Figura 16).

Fignre 16

ta formacidn de CS sa pueda dar parliendo de a envaltura nuciear (flecha gruesa) cercane a la eiwoltura nuslear {Hacha) ¥ en 1a regidn intertisial {vabesa ds
flecha). Durants e formacidn de los 08 sa observa en la regidn centrat una zona de exclusin {echa deigada) Se obsetva enla perifers del nilcleo o cuerpa
# v el nuclaoto Aun no son evidentes los grintlos percromatinianos en el ruseoplisma Contrasts general dz acetate de eranilo-sitrslo de plomn Baya 500
A

Los elementos axiales generalmente se encontraron ya alineados antes de 1a 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
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100 nm entre los elementos laterales del CS. El elemento central y los filamentos transversos
de! CS aparecen de manera progresiva entre los elementos laterales, creando la zona de
exclusion en la que no hay filamentos de cromatina ni estructuras RNP Simuftdneamente a
este proceso, se da la compactacion y reorganizacién espacial de la cromatina, manifestada

| por la disposicion de las asas cortas y su incorporacidn en el interior de los elementos laterales

del CS, asi como de ia aparicion de una capa de cromatina compacta que rodea al CS en
desarrollo. Comienzan a mostrarse en esta stapa pequefios climulos de cromatina compacta

asociados a 1a envoltura nuclear (Figura 17),
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Flaura 17

Ezparmatocito en cigoleno Serfe de tres aorfes advacentes en la que
se obserya un G5 que no nﬁna“ﬁa contimgdad en oiros sorws. E sitio
en & que se ubicaria ef C3, bay fibras ds cromating en proceso da
vompactacidn an diferentes direco u}nrs‘ flacha), asf como estructuras
alumuladas {cabeza de flachal, iertan ademas cimulos de
crpmatina compacta adosacia ala arvoRiG AUl Conlmsie gonaral
da agetate de wranio-citrate da plomo. Barra 400 nm,
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semejantes a “Y griegas” que nos indicaran elementos axiales convergiendo para formar una
stnapsis. Cuando los elementos axiales constituyen el CS se encueniran ya paralelos y cercanos.
Durante el cigoteno se reconocid que los elementos axiales recorren distancias que varfan
entre fracciones de uno a dos micrémetros. La mayoria de los elementos axiales que seguimos
en |as series estan estructurados de manera incompleta, por lo que ia formacidn del CS a
partir de elementos axiales largos rara vez fue observada. Los cortes seriados ademads
evidenciaron gue las extremidades del CS no siempre son continuas con elementos axiales.
Los extremos de los CS en desarrollo en algunas ocasiones fueron continuas con las estructuras
plumuladas o las escalerillas de doble cuerda (Figura 15). Frecuentemente advertimos gue
al final de 1a formacién del CS se presentaba una maya de fibras de cromatina semicompacta
gue se elongaba en diferentes direcciones o ciimulos de cromatina semicompacta que
aparecian varios nandmetros mas adelante (Figura 17).

Paquiteno

En los espermatocitos en paguiteno notamos én el nlicleo |as caracteristicas ultraestructurales
descritas por los clésicos, practicamente es muy raro observar las estructuras plumuladas,
asi coma 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).

Figum 138
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Los complejos sinaptonémicos ya formados recorren largas extensiones en el nicleo.
La vista de lado de los elementos laterales de los CS demuestran la existencia de estriaciones
longitudinales de aproximadamente 0.2 micrémetros de ancho (Figura 19).

figura 19

Elementn lateral ¢ un 03 de
aspermatocito en paguiteno Se advierten
estriaciones tansversaies (e rastian
una perivdicidad. Contraste general de
acetato de urardlo divate de plermo Bars
200 nm

En la cara interna (que da hacia la region central del CS} de los elementos laterales advertimos
con los métodos de tincidn general y especificos para ADN que corren uno o dos filamentos
gue tienen un grosor irregular. Estos filamentos frecuentemente los distinguimos comp hilos
de perlas que muestran un alineamiento (Figuras 20y 21).

Figura 20

Esparmatocito en paquitenc. Se mola un G5 bien formatlo que musstia sus slemnentos laterates. £ 1a cara intama ds los elementos laterales
52 aprecian dos famantos fines {cabera de facha) B G musstra claramants su elamento medial {fecha) y los flamentos transversos yue
seé encuantran atravesando ¢l sspacio central del ©5 Coniraste general ds 2cetato de lanilp-citrate de piomo. Bara 260 am




Figuea 21

Esprarmalucito on pastitenc eontrastado con & método do tincidn espacificn de amina de esmio para ADN, So observa 1 presencia de un lanmenic ivagular
intensaments tedido localizado 2n la cara yue 4 hacia e aspacio centrat (Recha) det CS. Mole que of espaclo de apareamiento estd despravists de cromating
Mo es posible definir &) ffmita externo gal slemento lateral (L) porque sug fibras se contindan con la cromating cercana Barra 200 am

Los métodos de tincion para ADN revelaron la distibucion de 1a cromatina alrededor del CS,
ademds 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},

Viguia 72

Esparmatosito &0 paguileno
contrastado con el método
sspeciiico da aming de osmio
para ADN. La cromating estd
iienaamante contrastada, los
otrds cOMpoRenies estén
cniimonts tafiides Dos OF astén
rodeados par ciomatina que se
BroLoia (reanraca da manere
negutar (o) Escosas fibras de
cramatina atraviesan of espacio
cential {flecha) def 08 Asas de
cromatina corias salen dal
slameanto lateral hach 2l espacio
central {cabeza de acha) Udsten
sambién cumuies de cromatina
COrnpRCta atosados 2 fy eriokur
auciear {flzcha atrwsads) Log
componantas del ciinplasma no
prasattan contraste, Bama 500
nm
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Los cortes oblicuos de los CS indicaron la presencia de numerosas asas cortas que no
rebasan el ancho del elemento lateral (Figura 23).

Haura 23,

Esparmatosito sh paquitenn cantrastado con el métede de
tincidn expaciico te amina de osmio por ADN. 52 obsarvan
Ios clos elementos laterales cortados con diferente Inclinacidn
probablements debido o la trayectatia del 05, Los Mlamentos
que seinejan cuentas sobre un hily estdn claramente
sontrastaces (flecha) en la cara interma def elamento fatemml,
s Rtamentos de cromating imvestran cortinuidad con fa
cromaling gue e ancuentra en los elemsntos laterales, £l
elemento Inleral inferinr eatd cortade & tode lo anche da sy
syperficie semajando un fistdn, En &l se evidencian asas
cnitas que se proyactan haciy e espacio de apareamiento
{flecha gruasal, asi coma 1a presencia de numerosas fibras
y 8835 c0Mlas que se sitfan on torde ¢l 2spesor del elamento
laleral (flecha) Se advierten ejes de sromating que sa
jocalizan en la cara interna del elemento 1ateral y (que estan
constituidos por dus fbras muy deigadas de cromatina
{cabsza de flecha). Los bardes oxternos def elerento fateral
muestraty un arreglo denso de los Alamenios de crorpaiing
Bama 250 nm.

Algunas de ias fibrillas de cromatina que atraviesan el elemento lateral se contindan con
la cromatina que rodea el CS. A lo largo del paquiteno la cromatina que envuelve al CS
progresivamente se hace mas compacta. Las regiones cromosdmicas en contacto con la
envoltura niuclear estan formadas por una densa masa de filamentos con una distribucién
aparentemente no al azar.

Con los métodos de tincion para RNP se pudo observar en el paquiteno temprano que los
elementos laterales de CS tienen un contraste positivo lo que indica que se encuentran
constituidos por ribonucleoproteinas.

En el paquiteno avanzado los elementos laterales pierden su positividad al método de
’ tincién del EDTA para ribonucieoproteinas por fo que se mostraron tenuemente tenidos
(Figura 24). Sin embargo en |a vecindad del CS se presentaron numerosas fibriflas y grénulos
EDTA positivos (Figura 24).

Figur 24.

Fapernatocito en paguiteno, 5 cortodo laterslmente gue muestra et
alerenio late mi contrastade débitments (fachaj. Se chsenen nmerssas
fibras petictomatinianas an las cercanias ol siemenia iaterat {f). los
préntlos rercmmannmnas que sun abundanies estan intensamente tefiidos
{p). Note ei grdnulo penuomatin*ano e afn conssiea tin pedurcuo e
indica su prosase de Tormacidn {oabeza de fieciha). Conlrasle métada de
tinedn preferenciat dal DA para NP Barma 250 nm




Las estructuras que contienen RNP corresponden a fibrillas pericromatinianas y granulos
pericromatiniarios caracterizadas por Moneron y Bermhard (1969). Los grénulos pericromatinianos
s0n claramente mas numerosos en el paquiteno que en ltos estadios previos. El método de
tincion de EDTA contrasté positivamente una hilera de pequefios granulos correspondientes
a los fitamentos en forma de hilos de perlas, en la cara medial de los elementos laterales.

Diploteno

El inicio del diploteno esta caracterizado por un incremento en la densidad de la cromatina
complementadas por zonas de cromatina extendida. Simultdneamente |as caracteristicas
estructurales del CS cambian. Los filamentos transversos y el elemento central se pierden, la
apariencia de los elementos laterales en forma de listdn desaparecs, y sus filamentos axiales
abandonan el borde del espacio de apareamiento migrando hacia dentro de las masas de
cromatina. En las dreas en las que se presentd la cromatina extendida, sélo se observaron
los elementos laterales como dos filamentos paralelos rodeados por pequefias masas de
cromatina separadas por un espacio desprovisto de ADN y en el que quedan restos del CS
(Figura 25).

Flgura 25,

Esparmatocite en diploteno contrastado con of métedo da bnsidn espacifico de eMina de oamio para ADN Se observar cimulos de
cromating compasia {6} asaclados a la anvoltura puclear. Da gstos ctimilos de cromaling sale cramating compacta alineada que
mitestra restos de lo que fuera 2] elemento central (cabeza ric flecha) de un G5, En ol interior de [s cromatina compacts se advisrten
dos finos flamentos alineados an paralelo (Mecha) tunto al camulo de cromatng adosada a la envoltura nuciear s¢ encusntm ef
nuclealo (n} tefiide muy levemente, Bamra 70O nm
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VI.2 Inmunolocatlzacion

En las espermatogonias tipo B, se encaontrd que las estructuras plumuladas dan una reaccin
positiva con el anticuerpo monoclonal anti-ARN-polimerasa 1l localizandose ta marca en fibrillas
gue contienen ARN asociado con las estructuras plumuladas y también sobre fibriltas dispersas
en el nucleoplasma, lo que demuestra una intensa transcripcion de ARN mensajero por parte
de la ARN polimerasa |l Las fibrillas que se encuentran asociadas con los plumulados estan
también marcadas por el anticuerpo anti-hnRNP indicando que Ias estructuras contienen ARN
heterogéneo, el cual podria ser ARN-premensajero 0 ARNm. La inmunolocalizacion con el
anticuerpo anti-Sm que detecta proteinas asociadas a los snURNAs (U1, U2, U5 y UG) y el
anticuerpo contra el trimetil-guanosin cap, indicaron que los componentes del splicing son
menos abundantes que los hnRNP y [a ARN polimerasa i, en las estructuras plumuladas y
en el nucleoplasma en general {Figura 26).

La inmunolocalizacidn sefiala que la ARN polimerasa Il estd ubicada en los elementos axiales
pacientes, en las estructuras plumuladas y fibras de cromatina extendida. Al comparar la
distribucion obtenida para la anti-Sm y del anti-trimetil-guanosin-cap se evidencia que su

Hgum 28

aj Esparmatagonia tipe B maiada con antl-ADN Se obsarva rarca £n 103 ajes centrales, asf coma las asas mdiales do las estructuras plumuladas (lecha)
3e aprecian nenerosas fibias da cromatina laxa dispersas en of nucleoplasma tanibién estdn marcadas (cabeza de flasha) Contraste general de acetato da
uranilo-citratn de plomo, Barra 1mm,

h} S notan las fibras de RNP asocladas a tna estructura plamuiada (flecha) marcadas con of ant-ARN polimerasa i, asi coma mifitipies 8bras dispaisas sa
&l nucleoplasma Contraste genaral da acetate de uranilo-citrats de plomo Barra 500 nim

¢} Los flainentes radiales ta 1as estivcturas plumulades (flecha), los granulos pelctomatiniancs {cabeza de flecha), asi enme fiorilas dispemas en o nucleoplasma
riecha atravesada) estdn Mtensomente mareadss coR & anticte o anti-inftee Coniraste goneral de acetato de urandio-ciuato de plvmo Barra BOO nm
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Figiira 26

d &1 anticuempe anti-Sid que ncaliza proteinas asccladas 2 los snbiRNAS, 3¢ tne a las estrueturas plurmoladas {fecha), asf como 2 fibiffias que se sncueatran
en el nucleoplasma [ notoria 12 baja densidad de 1z marca Contrasta gensral de acetato de uranilo-citrato de plomo. Barra 500 am
2} Se pbsara que & inmunomarcals con 2 antivue o anti-irmetll gancsin cap que lncalizs & os snURME o5 muy escaso AlZunos grenas de oo se apnecian
az0ciados a una estruetura phunulada {flecha) Unas cuantas Sbiiltas en al nuclecnlasma también muestrar marca, Contraste general de acetato de uranile-
citrato de plomo Bara 500 nm

localizacion es similar a la de 1a ARN polimerasa |l, sin embargo es notable que |a densidad
de {a marca es mucho menor (Figura 26).

La inmunolocalizacién para RNPhn mostré la presencia de marca en las finas ramificaciones
que salen de las estructuras nlumuladas (Figura 26).

Durante el leptoteno la inmunolocalizacidn con un anticuerpo anti-ADN detecto la presencia
de cromatina (axa a los [ados de {os elementos axiales en formacidn.

VI, 3 Hibridacldn In ity ultrasstructural
Los resultados obtenidos con la técnica de hibridacién in situ para localizar ARN en los
espermatocitos | del cobayo vy de rata , puso de manifiesto que existe marca en los diferentes
estadios de la profase meidtica, asi como en las espermatogonias tipo B (Figura 27).
! Los datos producidos en esta investigacidn confirma que el sje central asi como las ramas
laterales de los plumulados estdn marcados por la prueba de hibridacién in situ para el ARN
utilizando como sonda ADN gendmico de cobayo y de rata en preparaciones no desnaturalizadas.
5 Cuando pares de estructuras plumuladas se asocian originando estructuras semejantes a
“escalerilias de dobie cuerda”, el ARN se localizé en ambos ejes alingados y en los filamentos
transversos gue se encuentran uniendo a los ejes de las estructuras plumuladas. Se advirti6
un marcado abundante en las asas radiales de los ejes cromosdémicos leptoténicos en
formacion, lo que indica la presencia de transcripcion en dichas asas. Los ejes cromosdmicos
estdn menos marcados que fas asas radiales lo cual se puede deber a la gran cantidad de
3 proteinas presentes en esta estructura (Figura 27). Durante 1a formacidn del CS durante el
cigoteno mostré la presencia de ARN en los elementos lateraies y el elemento central de los
i CS, a diferencia de lo observado durante el paquiteno donde ef CS maduro estd escasamente
marcado o desprovisto de marca (Figura 27).




Figusa 77

a, b, oy @) Hibridacida in sit son sonda de ADN gendmico de cobayo reafizada st desnaturalizacidn del ADN de 1a muestra, I quo asegura que ia senda se
unird al ARM selarnente,

ay b Se aprecia 1o omsencia de ARN en los 2jes de fos plumulados (fechay v en los Blamentos rediales {cabera de flechal Cunitrasto general de acetato de
waailo-citratn de plomo. Rarra 163 am,

&¥ La magifn central de alineamientc de dos astrucloras olumidaras esté intensamente marcada indicandn la prasencia do ARM [aiste un intanso macado en
los flamentas que establecsn uniones anire las dos estisturas plumuladas {cabeza de flecta) Las flechas sefialan s eles de los dos plumlados Contragie
general de acetaw de ate s plomoe Bars 109 nm,

o) e ohsarvan efomanto ates (L), as’ comm A of elerrenty centrad (U] imtensameants marcades durante la formacitn de un G5 en un espematodiio cn
sigoteno. La intensa marca indica la presencia de gran cantidad ce ARN (flacha) Contrasts geaeral de acstato de uranile-citeato de plemo Barg 100 nm

Vi.4 Autorradlografia dptica

Los resuitados obtenidos por este método permitieron cuantificar la cantidad de ARN en el
ndcleo y el citoplasma de las espermatogonias tipe B y espermatocitos en leptoteno y
paquiteno. En las espermatogonias tipo B asi como los espermatocitos se evidencio una
intensa marca después de administrar fa uridina tritiada durante 120 minutos {Figura 28).
Es importante destacar que en este tiempo de incubacidn tos espermatocitos en la etapa de
paguiteno final mostraron una marca menor a las células de los estadios previos, Esto nos
indica que las células durante las etapas iniciales de la profase meidtica junto con las
espermatogonias tipo B tienen una alta actividad transcripcionat a diferencia de los espermatocitos
en paquiteno tardio que muestran una baja actividad transcripcional. Cuando se incrementd
el periodo de incubacion a 120 min en la uridina-3H se aprecid que &l citoplasma de estas
células estd escasamente marcado. Al cuantificar et ARN sintetizado en [as espermatogonias
tipo B y los espermatocitos leptoteno y paquiteno puso de manifiesto que el ARN permanece

R AR




en el nicleo, en una proporcién 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 esta siendo sintetizado, por alguna razén permanece en el interior del

ndcleo (Tabla 1).

Tahla t

Figura 28 Autoradiograila dptica de
thule seminifero da rata mcubade 120
min en eidina tritiada, que muestra los
ficlens de espermatocitos primarios
Intensamente marcados. Los cifaplasmas
astdn desprovistos de pranas de plata
Espermatogonias {(3), asparmaioaios en
feptatent (8. espermatociios en paguficna
{F}, espermatidos (B}, Cenlraste szl de
toluidina-hérax  RBarra 700 nm

Relacion de la marca nuclear ¢on la marca citopiasmica después de un puiso de 120 minutos
de uridina tritiada en [as espermatogonias tipo B, espermatocitos en leptoteno y paguiteno.

__ ([ *Nicleo *Citoplasma N/C ]
Espermatogonia 0.45 0.057 7.9
| Leptoteno 0.77 0.09 8.6
Paquiteno Inicial 0.48 0.056 85
Paquiteno medio 0.33 0.045 7.3

| Paquiteno Final 0.08 0.015 53 ]

*Densidad nimerica de la marca

y3.5.

Los cocientes N/C en las espermatogonias finales y espermatocitos del leptoteno, a paquiteno
medio fluctdan entre 8.6 y 7.3, mientras que en células somaticas normales son de entre 2




VIl. DISCUSION>

Los resuftados obtenidos en esta investigacion demuestran que: 1) £l niieleo de la espermatogonia
tipo B presenta dos distribuciones particulares que no se encuentran en los ndcleos de otros tipos
celulares. Estas estructuras especiates son los ordenamientos de cromatina condensada y extendida
i y las estructuras plumuladas de cromatina extendida en transcripeion. 2) Las estructuras plumuladas
se asocian por medio de filamentos radiales en la interfase meidtica y el preleptoteno, Hevando 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 escalerilias de
doble cuerda. 3) El eje cromosdmico aparece en el leptoteno por la incorporacién de material que
tifie de oscuro al filamento axial de l1as estructuras plumuladas. 4) Los elementos axiales conservan
la apariencia de la estructura plumulada de la que derivan. 5) En algunas regiones 108 elementos
axiales en formacién estén alineados en paralelo a algunos cientos de nm de distancia. 6) Los
; largos filamentos radiales de cromatina laxa se acortan durante el leptoteno sin aiterar tas refaciones
de los elementos axiales. 7) El inicio del apareamiento final (sinapsis), que se manifiesta por la
formacidn del CS puede anticiparse a la formacion completa del elemento axial. 8) Las hibridaciones
in situ ultraestructurales demostraron que las asas radiales, los filamentos axiaies de ia estructura
: plumulada, asi como los filamentos transversales de las escalerillas de dobile cuerda y los elementos
laterales del CS durante el proceso de formacion contienen ARN. 9) La inmunolocalizacidn de fa
| ARN polimerasa H y de los hnRNP demostré que la cromatina laxa en las espermatogonias tipo B
y espermatocitos en las etapas estudiadas estan transcribiendo ARN-premensajero. 10) Ef mismo
tipo de células presenta una débil marca inmunocitoquimica de las RNPs relacionadas con el splicing
y de la frimetil-guanosin cap de los snURNAs. 11) La autorradiografia Optica cuntitativa después
de marcar con la uridina-3H demostrd un alto rango de transcripeién en las espermatogonias tipo
B y espermatacitos en leptoteno, paquiteno temprano, pero una exportacion extremadamente tenta
del ARN al citoplasma.

Estudios recientes en la meiosis sobre aspectos genéticos, bioquimicos y citoldgicos, indican que
el proceso de bdsqueda de homologla opera independientemente de la recombinacion y la sinapsis
(Hawley y Arbel, 1993; Roeder, 1995, 1997; Kleckner, 1996). En pocos organismos 1a busqueda
de homologia y apareamiento se dan previamente a fa meiosis. Por ejemplo, en dipteros se han
descrito algunas asociaciones de cromosomas (Wandall y Svendsen, 1985) asi como en ciertas
ievaduras {Scherthan et al, 1994; Weiner y Kleckner, 1994) en fas que al parecer dichas asociaciones
desaparecen durante la replicacidn del ADN en la fase S mei6tica. De acuerdo con Sybenga (1999)
las asociaciones entre cromosomas homdlogos en etapas anteriores a la meiosis, pueden ser
altteradas por los movimientos relacionados con {a formacidén del bouquet.
Existen numerosos estudios en hongos, plantas y animales que demuestran la presencia de




alineamientos de los cromosomas homdlogos antes de que los telomeros se organicen formando
¢l bouquet (Kleckner y Weiner, 1993; Scherthan et al., 1996; Zickler y Kleckner, 1999). Se piensa
que la bisqueda de homologia y el alineamiento de los cromosomas homaélogos tiene fugar
durante el leptoteno y cigoteno (Cook, 1997; Scherthan et al., 1996, 1998}. Nuestras observaciones
demuestran que el alineamiento realizado por la asociacion 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 resaftar que las espermatogonias tipo B del cobayo que son células premeidticas,
muestran arreglos en paralelo de sucesiones de cromatina compacta y exendida. En esta
organizacién de cromatina extendida que Se encuentra en transcripcién, se localizan las estructuras
plumuladas. El nimero de filamentos que unen a las unidades plumuladas van aumentando
progresivamente, y a la vez la distancia que existe entre elias se va reduciendo durante la interfase
meidtica y et preleptoteno. Investigaciones acerca de la distribucién de los cromosomas homdiogos
en espermatogonias del ratén y en humanos por medio de FISH, indican que 105 cromosomas
homdlogos ocupan territorios separados en etapas previas a la meiosis {Scherthan et af,, 1996,
1998). Sin embargo, nuestros resuitados demuestran el establecimiento de uniones enire estructuras
plumuladas de cromatina laxa a través de las asas radiales en transcripcion. Algunas de esas
estructuras plumuladas recorren hasta la mitad del didmetrg nuclear. Estos filamentos radiales
delgados, son asas que no pueden seguirse en toda su longitud, porque rara vez se extienden en
el ptano del corte. Aun en el caso de que fueran mucho mas delgadas que el grosor del corte, la
superposicién con otras estructuras impediria su completa visualizacion. Las asas radiales de los
plumutados pueden corresponder a pruebas a larga distancia que se reguieren para el recanocirniento
de las secuencias homdlogas y probablemente estén relacionadas con el alineamiento progresivo
de cromosomas a distancia. Este alineamiento puede llevarse a cabo por la estabilizacion del
reconocimiento de secuencias homologas de manera exitosa. Por fo que las estructuras plumuladas
homdlogas van relaciondndose de manera progresiva por numerosas uniones de los filamentos
radiales formando asi las escaleriffas de doble cuerda antes de iniciar la fase del leptoteno. Esta
distribucion de amplio reconocimiento excluye, o al menos disminuye, el entrelazamiento de
cromosomas en estadios posteriores. Esta interpretacion de nuestros resultados esté de acuerdo
con puntos de vista tedricos sabre el papel de interacciones inestables en el apareamientg
(Kleckner y Weiner, 1993). La distribucidn tan amplia de las asociaciones de [os filamentos radiales,
probabiemente corresponden a las uniones de muattiples ioci intersticiales propuestas en estudios
de 1a profase meidtica de levaduras (Weiner y Klecker, 1994), asf comeo a la bisqueda de homologia
general, propuesta por Smithies y Powers (1986) y més desarrollada por Kleckner (1997). Aungque
debemos indicar que las uniones de apareamiento aqui descritas inician su formacién en fa
espermatogonia tipo B, que es un estadio mucho més temprano gue los previamente descritos.
La mayoria de los pares de las estructuras plumuladas gue se encuentran ya alineadas estan a
una distancia menor a los 700 nm cuando se inician los movimientos del bouquet. Es por eso
que debemos resaltar que nuestros resuliados indican que en el cobayo la mayoria de los
cromosomas homdlgos se reconocen y alinean previo a la formacion del bouguet.




En la etapa del leptoteno |a mayoria 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 cromosmicos
leptoténicos intensamente tefidos. Sin embargp, esto no excluye que existan algunos elementos
axiales sin aparearse y sin alinearse.

De acuerdo a nuestras observaciones, encontramos que i0s cambios en [os espermatocitos del
cobayo no permiten hacer una divisién entre el leptoteno y cigoteno como lo describen los clésicos,
sino mds bien considerar un estadio leptoteno-cigeteno por la continuidad entre ios elementos
axiales y las estructuras plumuladas y/o las escalerillas de doble cuerda, que regularmente
observamos alineadas en paralelo previo a la formacién de! bouquet, asl como la presencia de
complejos sinaptonémicos en formacién, por lo que los espermatocitos presentaron tanto
caracteristicas de células en leptoteno y cigoteno a la vez.

Estas observaciones no excluyen que se presentaran algunos elementos axiales aisiados, lo que
interpretamos como un reconocimiento de homologfa y alineamineto durante el pre-leptotene no
exitoso. Por fo que estos elementos axiales transitan por las etapas de leptoteno y cigoteno
clasicamente descritas, caracterizadas por el desarrollo de elementos axiales largos que postenormeme
Se aparean cuando comienza la formacin del bouguet.

La organizacién del bouguet es un proceso altamente conservado y nico de la meiosis, el cual
frecuentemente se ha propuesto que juega un papel en el apareamiento de los homdlogos
{Scherthan, 1995; Zickler y Kleckner, 1998). Los resultados dei presente trabajo indican que la
mayoria de los cromosomas homdiogos se reconocen y alinean antes de la constitucion del
bouguet en el cobayo. Cuando se da el establecimiento del bouquet en los espermatocitos del
cobayo, va exisien uniones bien establecidas entre los cromosomas homalogos manifestadas por
la presencia de fibrillas compuestas por cromatina y RNP en la zona de reconocimiento entre las
regiones de los cromosomas homdlogos, por lo que una posible funcién del bouquet podria ser
¢l asegurar el reconocimiento de todas 10s cromosomas homdlogos llevandolos a un punto en
gl cual puedan estar cercanos (Scherthan, 1995). De hecho es poco probable que cuando se
desarrolia el bouquet se promueva el primer contacto entre los cromosomas homologos. Mas bien,
actualmente se propone que el bouquet debe proveer un mecanismo de backup que congrega a
los cromosomas, para que los que han fallado en encontrar su homd&logo en 10s procesos previos,
lo togren a través de fa cercania proporcionada por el bouquet {Zickler y Kieckner, 1998). Diversas
evidencias experimentales sugieren que los homdlogos han tenido ya un contacto inicial previo
a la formacion del bouquet (Zickler y Kieckner, 19398).

Con la posible excepcitn de la hembra de Drosophila melanogaster (McKee, 1996), el apareamiento
gfectivo estd asociado con secuencias codificantes (McKee, 1998; Sybenga, 1999). Los métodos
de citoquimica ultraestructural utilizados en este estudio demuestran que las uniones entre las
gstructuras plumuladas de cromatina extendida estén constituidas por fibriltas que contienen ARN
y ADN. Las inmunolocalizaciones evidencian Ia presencia de ADN y de la ARN polimerasa ll y de
proteinas RNPhn.

La digestidn de las uniones entre las fibrillas de las estructuras plumuladas por la ARNasa indica
la presencia de fibras de RNP nacientes, las cuales estén frecuentemente localizadas en el espacio
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de apareamiento y que podrian estar involucradas en el proceso de reconocimiento. Los resultados
obtenidos con la hibridacién in situ ultraestructural, confirma 1a presencia de ARN en las estructuras
plumuladas alineadas. Todas estas evidencias experimentales, nos permiten sugerir que las
estructuras plumuladas estdn involucradas en la bisqueda de homologia, el reconocimiento de
homologia v el apareamiento de los homdlogos.

Por medio de autorradiografia optica se ha demostrado que existe transcripcion nucleolar y
extranucleolar durante la profase meidtica 1 en diversas plantas y animales (Taylor, 1959;
Muckenthaler, 1964; Monesi, 1965; Kierszénbaum y Tres, 1974a, b; Tres, 1975; Hartung y Staht,
1976; Soderstrom, 1976; Geremia et al., 1977).

Es de llamar ia atencidn que en ciertos estadios de la profase meidtica | de Lilium (Taylor, 1959)
y de rata (Stderstrdm, 1976), la marca en el nicleo sea mayor que la que se localiza en el
citoplasma. Nuestros resultados de autorradiografia dptica demuestran gue existe una intensa
incorporacion de uridina tritiada y una diferencia significativa entre la marca contenida en el niicleo
con respecto a la del citoplasma, en el caso de las espermatogonias tipe B, y los espermatocitos
en leptoteno y en paquiteno temprano y medio. Esto coincide con observaciones cualitativas
Hlevadas a cabo por otros grupos de investigacion (Taylor, 1959; Muckenthater, 1964; Monest,
1965; Kierszenbaum y Tres, 1974a, b; Tres, 1975; Hartung y Stahl, 1976; Stderstrim, 1976;
Geremia et al., 1977).

La diferencia de marca entre nicleg/citoplasma se puede explicar por la salida muy lenta de ARN
del niicleo. Es sorprendente que nuestros resultados son similares a los obtenidos cuando se
someten células a una supresion hormonal gue provoca una disminucidn en ef transporte de ARN
al citoplasma (Vazquez-Nin et al., 1897).

La inmunolocalizacidn del complejo Sm de ribonucleoproteinas pequefias nucleares y del timetif
guanosin cap demuestran que las pequefias fibras radiales que unen a los plumulados na sufren
splicing cotranscripcional. Ef que haya un bajo rango de spficing puede evitar o retrasar el transporte
del ARNm al citoplasma. Es importante notar que en las espermatogonias tipe B y en los estadios
tempranos de la profase meidtica las fibrillas de RNP y los granulos intercromatinianos son
abundantes, pero los granulos pericromatinianos son escasos. Los grénulos pericromatinianos se
sabe son el almacén de tos ARNm o pre-ARNm de larga vida media nuctear (Vdzquez-Nin y
Echeverrda, 1996). La transcripcidn tan intensa que acontece durante este periodo, ta velocidad
de exportacién tan baja y la escasez de particulas de almacenamiento por largos periodos, apunta
a que el ARN pre-mensajero s sintetizado para una funcion nuclear y que probablemenie es
hidrolizado sin salir del nicleo.

Todos estos resultados son muy atractivos, ya que muestran en las mismas células en las que €l
proceso de reconocimiento de homologia, alineamiento y apareamiento tiene lugar. Por lo gue
sugerimos gue tal vez el ARN pre-mensajero esté involucrado en el reconocimiento de secuencias,
alineamiento y apareamiento de los cromosomas homoélogoes, pues como lo indican nuestros
resultados se localiza en el lugar y tiempo correcto.

La mayoria de las hipdtesis aceptadas para el reconocimiento de las secuencias homdlogas
sefialan la formacién de uniones inestables (paranemicas) entre diplex de ADN intactos (Smithies
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y Powers, 1986; Loidl, 1990; Kleckner et al., 1991; Kleckner y Weiner, 1993; Moens, 1994; Weiner
y Kleckner; 1994; Kleckner, 1996; McKee, 1996). Tales asociaciones son reversibles y pueden
proveer un mecanismo gue permita el inicio del apareamiento en diversos sitios. Estas interacciones
inestables pueden ser suficientes para alinear a los cromosomas (Roeder, 1997).
La participacién del ARN en la blsqueda de homologia pocas veces se ha considerado (Cook,
1997). Sin embargo, existen algunas evidencias acerca de caracteristicas enigméticas de la
transcripcion durante la profase meidtica. Estudios sobre 1a transcripcién en levaduras sugieren
que durante la meiosis y esporulacion hay una pérdida en la regulacién de la expresion génica
{Kaback y Feldberg, 1985). Este proceso puede darse también en meiocitos de otros organismes,
aunque en menor grado que en los hongos (Magee, 1987; Cook, 1997). Recientemente Klenne
{2001) demuestra la sobrexpresién de ARNm, asi como la presencia de una transcripcion alterada
en células meidticas de mamifero. Esto coincide con nuestros resuttados en 10s que aparentemente
gf ARNm no tiene una funcidn especifica en la meiosis. £} que se presenten hebras sencillas de
ARN puede permitir un reconocimiento de secuencias complementarias mas eficientemente que
una doble cadena de ADN, asi como el establecimiento de uniones durante la busqueda de
homologia. Pensamos que la participacion del ARN en el proceso de busqueda y homologia de
secuencias complementarias permite gue el proceso sea menos complejo.
Es interesante sefialar que se detectd ARN por medio de hibridacién in situ en &l elemento lateral
¥ en una proporeidn menor en el elemento central y fas fibrillas transversales de los €S en formacién
durante el cigoteno. En el estadio de paquiteno el ARN no se evidencio en ninguno de 10s
componentes del CS ya formado. Estos resultados son coherentes con ias observacionas previas
realizadas por Vazquez-Nin y Echeverria (1976) en las que utilizaron métodos de tincidn preferencial
para RNP e hidrdlisis enzimaticas. Sin embargo se ignora la funcién que desempeia dicho ARN.
Durante ef desarrolio del CS los elementos laterales estdn en contacto con cromatina compacta
y abundantes hebras de cromatina en proceso de compactacion que parecen rodear et CS en
formacidn y relacionarse con la terminacion en crecimiento. La escasez de continuidad entre el
eje cromosdmico leptoténico y €l elemento lateral del CS en proceso de integracion sugiere que
la transformacién a elemento lateral del CS es simuitanea con ef crecimiento del mismo. Esta fase
de crecimiento probablemente esta centrada en estructuras de doble cuerda o plumuiadas. Este
evento esta acompariado también por un importante rearreglo de la cromatina, 1a cual frecuentemente
aparece como una maya de fibras condensadas alargadas en varias direcciones asociadas con
ei extremo del CS en crecimiento.

E£n cuanto a la constitucién de los elementos laterales del CS, se han descrito como estructuras
dobles en espermatocitos de rata (Sotelo y Trujillo-Cenoz, 1958), de paloma (Nebel y Coulon,
1962), asi como en otros animales y plantas (Moses, 1968). Esta disposicion doble se ha
interpretado como la representacion de las dos crométidas de cada uno de 10s cromosomas
(Nebel y Coulon, 1962; Baker y Franchi, 1967; Moses, 1968). Sin embargo, nuesiros resuitados
indican gque en la rata y en el cobayo los filamentos de ADN son muy delgados y no corresponden
at espesor de los filamentos que se distinguen en la estructura proteica de los elementos laterales.
Coleman y Moses (1964} estudiaron la distribucién del ADN en el CS maduro en paquitena por
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medio de ia tincin de tricloruro de indio complementado con hidrdlisis 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
inmunoiocalizacién de ADN ultraestructural realizados por Vazquez-Nin y col (1993). Nuestros
resultados muestran en cortes frontales de CS paquiténicos que los filamentos que contienen
ADN se encuentran en )a cara interna de los elementos laterales (Figuras 20 y 22), asi como en
fos cortes oblicuos del CS frecuentemente observamos la presencia de dos filamentos paralelos
que contienen ADN. Estas observaciones coinciden con los resuitados 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 localizindose en el espacio central, siendo probablemente estas asas
alargamientos de las croméatidas homélogas que pueden interactuar con los néduios de
recombinacifn y eventuakmente participar en la recombinacién.

A partir de CS puros se ha aislado y secuenciado el ADN (Pearima et a/., 1992). Al estudiar las
caracteristicas de los fragmentos de ADN que se encuentran asociados al CS se ha demostrado
que presentan microsatélites y repeticiones muiitiples de GT/CA, asi como fragmentos de secuencias
LINE y SINE, las cuales se interpretan comao secuencias de unién especializadas (Pearlman et af.,
1962; Moens, 1894, Moens et al,, 1998). Las asas de ADN que descansan dentro de! elemento
lateral probablemente corresponden a estas secuencias asociadas a las proteinas del elemento
iateral.

Con todos los resultados obtenidos en esta investigacién podemos proponer la secuencia de los
eventos que se pueden dar durante Jas etapas premeiGticas e iniciales de Ja meiosis durante la
blsqueda y reconocimiento de secuencias mediado por el ARN:

1. La bisqueda de secuencias homdlogas a larga distancia comienza en |a espermatogonia tipo
B y se manifiesta por los ordenamientos de cromatina compacta y laxa y las estructuras plumuladas
que $e encuentran en transcripcion.

2. Bl reconoeimiento de secuencias homdélogas a distancia en interfase meidtica, se manifiesta
par 1a presencia de filamentos radiales uniendo los gjes de {os plumulados que se encuentran
en transcripeion y que contienen ADN y y gran cantidad de RNPs.

3. Bl alineamiento de secuencias homdélogas en interfase meidtica y leptoteno, puede ser advertida
por [a presencia de escalerflas de doble cuerda y elementos axiales alineados en paralelo al
inicio de su formacién.

4. Bl apareamienio final de regiones homdlogas en leptoteno y cigoteno, corresponde a la formacion
de los ejes cromosOmicos alineados en paralelo y a la constitucion de CS,
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1.~ En el ntcleo de las espermatogonias tipo B se inicia |a inisqueda de homologia de los cromosomas,
manifestada por la presencia de estructuras que no se encuentran en el nicleo de células en
interfase. Estas estructuras son sucesiones de cromatina laxa y compacta, asi como estructuras
plumuladas constituidas por cromatina, fibras y granulos de ribonucleoproteinas. Estos eventos de
biisqueda de homotogia son exclusivos de las células germinales (espermatogonias tipo B, células
en interfase meidtica, leptotenc y cigoteno).

2.- Las escalerillas de doble cuerda que aparecen en la interfase mei6tica son la expresion de la
blsqueda de homologia exitosa, proceso que clasicamente se pensaba sucedfa en el cigoteno de
la profase meidtica.

3.- La hibridacién in situ a nivel de microscopia electrénica demuesira que el ARN se localiza en
la zona de reconocimiento y alineacién de las regiones homdlogas en fas estructuras plumuladas
y en las escalerilfas de doble cuerda.

4.- Las inmunolocalizaciones evidencian que ¢l ARN mensajero es sintetizado en grandes cantidades
en las estructuras plumuladas y que el procesamiento del ARNm es poco frecuente.

5.- La autorradiografia dptica sefiala que e ARN transcrito permanece periodos largos en el niicleo
0 que nunca es exportado al citoplasma en las espermatogonias tipo B, células de la interfase
meidtica, leptoteno, cigoteno y paquiteno temprano.

6.- El eje axial en el leptoteno conserva las estructuras plumuladas 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 simultdneamente en los ejes mas cercanos y alineados, aungue esto no excluye la
presencia de elementos axiales aisltados.

8.- £l C8 comienza a desarrollarse antes de que los elementos axiales estén completamente
formados.




'\\\
J

s

=
K\ IX. PERSPECTIVAS

El que se demuestre que a partir de las espermatogonias tipo B se inicia la bisqueda de homologia
plantea nuevas interrogantes, en cuanto a i es un mecanismo que se pueda presentar en otro tipo
de organismos como un mecanismo de blsqueda mas universal. La sugerencia de que e! reconocimiento
de secuencias pueda estar mediado por el ARNm desde etapas premeicticas y durante la meiosis,
abre la posibitidad de estudiar con mayor detaile la transcripcién durante este periodo, asi como
¢l papel que pudiera estar teniendo el ARN en la blsqueda de homologia. Si efectivamente el ARN
es el que media el reconocimiento de homologia, habria 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 proteinas descritas
como parte de los elementos axiales y laterales como la SCP3 y SCP2 forman parte de las estructuras
plumuladas o de las escalerillas de doble cuerda.

Fs probable que estas proteinas se incorporen hasta que el sje cromosdmico se comienza a formar.
Nuestras observaciones sefialan que en el cigoteno se inicia el desarrollo del CS a partir de los ejes
cromosémicos en crecimiento, Esto plantea la interrogante de cdmo estas proteinas estructurales
del CS se ensamblan a ios elementos axiales o de cémo podrian estar en ias estructuras piumuiadas.
Otro aspecto de interes seria valorar el efecto de los inhibidores de la transcripcién sobre la
ultraestructura y la citofisiologia 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 at
testis. Serial sectioning demonstrates that fre-
quently the formation of the synaptonemal com-
plex (5C) occurs without a previous development
of isolated chromosomal axes. The lateral ¢le-
ments of the forming SC are in continuity with
pairs of DNA-containing thin filaments. These
chromatin filaments fold in numerous short loops
just before 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 formation of the SC one of
the two chromatin filaments incorporates at the
central surface of the forming lateral element (LE)
and the other is located at the external side of the
LE. This unexpected distribution does not corre-
spond to the pair of thick filaments previously dis-
cerned in strncture of the LE. The presence of
RNA associated with the DNA-contaiming thin fil-
aments, as well as with the axial chromatin ele-
ments of the forming SC, may be related with the

Correspondence to: G.H. Vasquez-Nin
E-mail: ghvn@hp.fciecias unam.mx

transcription occurring dwing meiotic prophase,
specially during zygotene stage. We propose that
RNA is involved in a still uncharacterized process
essential for pairing.

INTRODUCTION

The synaptonemal complex (SC) was observed for
the first tirne by Watson (1952) in rat spetmatocytes
as filamentous structures, and described more accu-
rately four years later by Moses (1956) in a crayfish
and by Faweeti (1956) in the pigeon. In few years,
structures corresponding to SCs were found in the
meiotic prophase of protists, fungi, plants and ani-
mals (see review by Westergard and Weltstein,
1972). Three-dimensional reconstructions of com-
plete nuclei of pachytene spermatocytes demonstrat-
ed that the total number of SC per nucleus is egual to
the haploid number of chromosomes of the species,
allowing the conclusion that this structwre corre-
sponds to a bivalent (Wetisteln and Sotelo, 1967).
The classical hypothesis that SC is related with
crossing-over formation was supported by: a) its
constant presence in meiotic prophase and their
absence when pairing does not take place; b) its
extension all along each bivalent; ¢) the regular
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occurrence of the bridging system (see review by
Sotelo, 1969). The presence of shorl stretches of SC
in relation with chiasma in diplotene stage, also sug-
gested a specific role for the SC in homologous
exchanges (Westergaard and Wettstein, 1972), How-
ever, some findings cast some doubts on its relation-
ships with chiasma development: the pairing space
contains little or no DINA, and the SC occurs in cir-
cumstances other than orthodox pairing (Sotelo,
1969}. The finding of recombination nodules provid-
ed support for the notion that SC is involved in chi-
asma formation (Carpenter, 1975, 1979 a, b). Posteri-
or studies on the meiosis of yeast using synchronized
cultures (Kleckner et al., 1991), and [luorescent in
sit hybridization (Scherthan ef af, 1992), demon-
strated that in this group, double strand breaks (DSB)
and recombination occur before 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 prevents the formation of a normal SC (Bishop
et al , 1992; Roeder, 1993; Baker et al., 1993). These
results support the view that in yeast the SC is not
involved in recombination and that its formation
depends on previous DSB and recombination. How-
ever, clectron microscopical studies demonsirated
that in Drosophila females meiotic mutants eliminat-
ing crossing over and gene conversion do not aiter
the formation of the SC (McKim et af., 1998).
Immunocytochemical localization of the DNA at
the level of electron 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 few specific sites: the
recombination nodules and few fibrils not related
to these nodules (Vazquez-Nin ef al., 1993).
However, the precise location of the (wo 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 functions of the SC. Nevertheless, the
presence of RNA in the LEs of the SC was suggest-
ed by Wolstenholme and Meyer (1966) using optical
histochemistry and electron microscopy. The use of
a preferential staining procedure for ribonucleopro-
tein (RNP)-containing structures in electron
microscopy, indicated the presence of RNP in the

LEs of the synaptonemal complex, as well as in lep-
totene and zygolene axial cores (Esponda and
Stocker, 1971; Vizquez-Nin and Echeverria, 1976).
Furthermore, hydrolyses with RiNase were found to
cause profound alterations of the LEs (Vazquez-Nin
and Echeverria, 1976). However, the precise distri-
bution of RNA-containing structures associated
with the forming SC, has not been siudied.

The aim of the present work is to study the dis-
tribution of both nucleic acids during the forma-
tion 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% glutaraldehyde 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, Darmstadt, Germany).

One micrometer thick sections were stained with
toluidine blue. The cellular associations present in
the seminiferous tubules were studied at light micro-
scope and compared with the classical descriptions
of the spermatogenic cycle of the guinea pig (Cler-
mont, 1960) and of the rat (Leblond and Clermont,
19323,

In order to stain RNP structures, the uranyl
acetate-EDTA-lead citrate (Bernhard, 1969) proce-
dare was used. DNA was stained using the osmi-
um-ammine procedure (Cogliati and Gautier, 1973)
modified by Védzquez-Nin and coworkers (1995).

Immunolocalization

Samples of seminiferous tubules were fixed in 2-
49 paraformaldehyde in 0.15 M phosphate buffer
pH 7.3 and embedded in Lowicryl K4M. Polymer-
ization was carried out using UV at -20 °C. The
ultrathin sections were mounted in Formvar coated
nickel grids, and processed for postembedding
immunolocalization as described previously (Big-
giogera et al , 1989; Vazquez-Nin et al., 1990).

Ultrastructural iz sifu 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 nick
translation according with the manufacturer’s pro-
tocol (Boehringer Mannheim, Germany).

The in situ hybridization was performed on the
grids with the denatured probe with or without pre-
annealing for 24-48 h at 37-45 °C. The probe was
nsed at 10 ng/ml final concentration in a hybridiza-
tion solution containing 109 deionized formamide,
10% Dexiran sulfate and 1X saline sodium citrate
buffer (0.15 M Na(l, 0.015 M sodium citrate; pH
7.0). The DNA in the specimen was not denatured.
The hiybrids were detected by incubation of the grids
on a drop of mouse anfi-digoxigenin (Boetuinger,
Mannheim, Germany). The mouse anti-digoxigenin
was detected by a rabbit anti-mouse igG (Aurion,
Wageningen, The Netherfands).

In order to confirm the specificity of the hybridiza-
tion signal, some sections were pre-treated with
2mg/ml ribonuclease {type IA, Sigma} in 1 mM tri-
ethanolamine-acetic acid buffer, pH 7.3 for 8 hr. at
37°C.

All preparations were contrasted with 2.5%
urany! acetate for 5 min and lead citrate for 1 min.

RESULTS

General Morphology

To describe the organization of the 5C it is nee-
essary to situate the sections in relation to the axes
of the compiex. The frontal plane contains laieral

and central elements lengthwise. The ransverse
plane is perpendicular to the main axis of the SC,
Lateral plane is parallel to this axis and perpen-
dicular to the frontal plane. It contains some, but
not all the elements of the SC. This nomenclature
has been used by Moses (1968) and Sotelo (1969).
Serial sectioning of the nuclei of spermatocytes
in early meiotic prophase 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 8C of 10 different nuclei showed
that the ends of the lateral elements of most of
these short SC are not in continuity with converg-
ing axial elements. Continuities of the lateraj ele-
ments of the forming SC with a pair of thin fila-
ments can be seen when both structures are con-
tained in the thickness of one section (Figs. 2, 3).
Frontal sections show that one of these filaments
is incorporated in the extcmal 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
toops of different length and filaments of chro-
matin that correspond to long loops not contained
in the section (Fig. 3). The frequency of short
loops (40 to 200 nm in length, measured from the
ip to the axial filament) increases in the proximi-
ty of the forming chromosomal axis or lateral ele-
ment of the growing SC. These short loops are

Fig. 1 - Serial sections of a synaptonemal complex in the process of formation. The arrows indicate the position of the synap-
tonemal complex. Figure a. No synaptonemal complex can be seen. Figure b. The three elements of the synaptonemal complex
are depicted. The lower tip of the lateral elements are apparently in continuity with aligned structures (arrow head). Figures ¢
and d. No structure related to the forming synaptonemal complex is visible. The complex 1s 530 nm in length, no contact with
the nuclear envelope or continuity with converging axial elements can be seen. X 28,500,
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closely distributed in quasi-periodic form along
the filament {Fig. 3 inset). The petiod is about 22

Fig. 3 - Zygotene. The formation of the chromosome axis is
sirnuitaneous with final pairing. The lateral element (A} is
continuous with two fine filaments (M). The central space of
the forming synaptonemal complex is visible as a chromatin
exclusion zone (arrow). F - filaments of chromatin surround-
ing the complex. X40,000. Inset. Numerous shott loops form
a quasi-periodic structure (arrow head). X26,500,

& Fig. 2 « Forming synaptonemal complex

* (eneral staining. A continuity between the
. fibers of the lateral element (arrow heads)
% and a pair of filaments (arrow), can be
", seen. p - perichromatin granules. X 40,000.
Inset. The external and central filaments of
the forming lateral element (arrow head)
arc clearly continuous with the precursor
fing filaments (ammow). X 53,000,

nm (X=223, SD=3.98, N=87). It was estimated
[rom measures carried out in 24 LEs of § nuclei.

The LEs of mature SCs preseni a transverse stri-
ation (Fig. 4) with a period about 20 nm {X=20.5,
SD=2.39, 36 LEs were measured in 10 nuclei).
The lateral views show that the LEs of pachytene
SC are longitudinal striated ribbons about 0.2 pm
wide, in which some thick irregular bundles of
fibrils can be discerned, but no cross siriafion can
be seen (Fig, 5).

Frontal sections demonstrate the presence of a
dark stained filament of irregnlar thickness in the
border between central space and the LEs. This
filament frequently appears as beads on a string or
aligned beads (Fig. 5 inset).

Fig. 4 - Pachytene. General staining. A lateral element of a
synaptonemal complex showing a periodic transverse stria-
tion. X74,000
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Fig. 5 - Pachytene. General staining. Lateral view of the rib-
bon-like lateral element (L) of a synaptonemal complex. Lon-
gitudinal ill defined bundies of fibiils can be seen. No period-
ic pattern can be discerned. C- centriole. M- nuclear envelope
X34,500. Inset. Frontal section of a synaptonemal complex.
Portions of a datk stained filament (arrow heads) can be seen
in the central side of the lateral elemenis (L) X37,000.

Distribution of RNP

The lateral elements of the mature pachytene SC
are faintly stained with EDTA procedure. A row of
small granules positively contrasted with this
staining method 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 ate frequently darkly stained. The
fine folding 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
intensively labeled by in sizu hybridization of a
genomic probe carried out without denaturation of
the DNA of the sample (Fig. 7). The internal face
of the LE is also labeled. The sections (reated with
RNase before hybridization present few o1 no gold
grains (data not shown).

Distribution of DNA
Osmium-ammine procedure specific for DNA con-
trasts positively the fine filaments aligned in pairs.

Fig. 6 - Advanced pachytene. EDTA staining. The lateral ele-
ments are stained clear gray (L). A row of dark stained gran-
ules can be seen in the central surface of the lateral elernents.
The central space is devoid of RNP structures. Numerous
perichromatin fibrils (f} are located in the vicinity ol the
synaptonemal complex and to a lesser extent in the rest of
nucleoplasm  Perichromatin granules (p) are dark stained
X37,000 Inset. Two forming axial elements aligned in the
vicinity of the nuclear membrane are dark stained (L). The
crossed anow indicates the continuity of a forming axial ele-
ment with a dark stained fibril depicting short folds. X24,000.

These filaments correspond to those found in conti-
nuity with the lateral elements of the SC in prepara-
tions stained with general contrasting method. The
loops of different length surrounding 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 formation ot
the SC. The central space is almost empty of
DNA-containing fibrils, except for few transverse
fibrils of chromatin. A longitudinal fibril located
to the central surface of the LE is positively con-
trasted with osmiwm 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 tor RNP (Fig. 6).
Oblique sections of the LE demonstrate the pres-
ence of numerous short DNA-containing loops
and fibrils inside the LE (Figs. 10, 11). Some of
the fibrils crossing the LE are continuous with the
chromatin surrounding the SC (Figs. 9, 10).
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Fig. 7 - In situ hybridization using a genomic probe to detect
RINA. General staining, Pachytene stage. Nurmerous RNP fibrils
and granules located in the nucleoplasm are fabeled. Gold grains
are also associated with fibrils surrounding a synaptonemal
complex {arrows). The boundary between the lateral element
and the central space is also labeled (arrow heads). X74,000

DISCUSSION

he distribution of DNA in the mature pachytene
SC has been studied by Coleman and Moses
{1964) using of indium trichloride staining com-
plemented with DNase hydrolysis. They conclud-

Fig. 8 - Osmium-ammine staining specific for DNA.
Zygotene stage. Two aligned fine filaments are positively con-
trasted (arrows}. The two filaments composing the forming
lateral clements are clearly depiclted {arrow heads). At this
stage the [ine filaments are folded forming short loops
{crossed arrow). Abundam fibers of extended chromatin arc
present in the nucleaplasm (f}. X75.000.

Fig. 9 - Pachytene. Osmium-ammine staining specific for
DNA. An irregular filament located in the cential side of the
lateral element is dark stained {arrow). The pairing space is
devoid of chromatin. No precise external limit of the lateral
elernent (L} can be seen. X80,000.

ed that there is few or no DNA in the central ele-
ment and that the central space is traversed by
some fibrils containing DNA. These results were
supported by a study using immunolocalization of
DNA at the level of the electron microscope
(Vazquez-Nin er af , 1993).

The use of the osmium-ammine method allowed
us a precise and specific determination of the dis-
tribution of the DNA-containing structutes in
forming and mature SC. The present results
demonstrate that, in rat and guinea-pig spermato-
cytes, each lateral element of the SC in the process

Fig. 19 - Pachytene. Osmium-ammine staining. Both lateral
elements of the synaptonemal complex are sectioned at differ-
ent inclination probably due to a turn of the complex. The
heads on a string aspeet of the filament located in the central
side of the lateral element is clearly depicted (short arrow), The
thicker regions of these filaments are dark stained. The fila-
ments of the surrounding chromatin are continuous with those of
the LE. The upper LE is cut along the wider surface of the rib-
bon. Short loops protiude to the pairng space (crossed arrow)
Numerous fibrils and short loops lay in the thickness of the LE
{long arrow). The external berder of the element indicated by a
denser arrangement of the filaments of chromatin. X70,000.
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Fig. 11 - Pachytcne. Osmium-ammine staining Lateral view
of a LE. Positively contrasted short loops can be seen
immersed in 4 ribbon-like region stained clear gray (arrows).
C- lilaments ol the 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 representing the sister chro-
matids of one of the homologous 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 internal side and the oth-
er at the external side of the LE is an unexpected
distribution, its cytophysiological interpretation is
open to discussion in terms of the opportunities of
cach 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 review by
Hawley and Arbel, 1993), the proximity of cach
chromatid with the recombination nodules located
in 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 oriented loops or by
changing positions with the filament situated at
the internal side of the LE. However, if in mam-
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Fig. 12 - Schematic drawing of a {tontal view of a forming synaptonemal complex showing the distribution of some of its macre-
motccuiar components The Tateral elements (LE) extend to the right of the growing end (GE) of the synaptonemal complex. At
a short distance from the GE the central element {CE) and the transversal filaments appear. The lateral thin DNA-containing fil-
ament (LF), situated to the left of the growing cnd, is contintous with the filament located in the external side of the lateral ele-
ment. The loops of these filaments are associated with RNA-containing structures. The imternal DNA-containing filament (IF) is
continuous with the filament located in the internal border of the lateral clement (2). These filaments are also associated with
RNP. Numerous DNA-containing loops (3) are located inside the protein structure (P) of the lateral clements Proteins form cross
striation in a periodic pattcrn (P) that can be seen in frontal section. The appearance of a zone of exclusion of DNA and RNA
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{1), takes place before the formation of the classical elements of the synaptonemal complex
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mals the recombination is initiated before the SC
formation as in yeast (Padmore ef al,, 1991; Sym
et al., 1993; Borde ef al., 2000}, the association of
the chromatids with the both sides of the LE may
be only relevant to crossover interference and dis-
junction process (Maguire, 1993).

The two DNA-containing thin filaments are pre-
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 Couloen, 1962) and in various other ani-
mals and plants (see review by Moscs, 1968).
These pairs of thick fibers frequently found in lat-
eral sections of the LE, were interpreted as repre-
senting the two chromatids of one chromosome
(Nebel and Coulon, 1962; Baker and Franchi,
1967; Moses, 1968). The results of the present
work indicate that in rat and guinea-pig the DNA-
containing filaments do not correspond to thicker
fibers that can be discerned in the protein structure
of the lateral elements.

The development of the SC is accompanied by an
intense rearrangement of chromatin characterized
by: 1) the formation of a region of almost complete
exclusion of DNA and RNA, the central space, and
2) the folding of the fine filaments to form multi-
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 patterns were described in ani-
mals, fungi and plants (see reviews by Westergaard
and Wetistein, 1972; Zickler and Kleckner, 1999},
When SCP3 is expressed in cultured somatic cells,
cross-striated filaments with a periodicity of about
20 nm are formed (Yoan ef al., 1998). This period
approximately coincides with the spacing of the
bands of the L.LEs found in some animals and in an
Ascomycete (Zickler and Kleckner, 1999). The
periodicity of the numerons short loops contained
in the thickness of the ribbon-like structure of the
LE is also about 20 nm, although there is some dis-
persion of data. The DNA isolated and sequenced
from purified SC was found to be different from
random genomic sequences (Pearlman ef al,
1992). It presents excess of microsatellites, mostly
GT/CA 1epeats, and fragments of LINE and SINE
sequences, which are interpreted as specialized
aitachment sequences (Pearlman ef al., 1992;
Moens, 1994; Moens er al., 1998). The loops of
DNA lying inside the LE probably correspond to

these attachient sequences associated with the
proteins 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 carried out
without the denaturation of the DNA of the sam-
ple. These featuwres demonstrate that RNA is asso-
ciated with the DNA-containing axial filament 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 incorporated in the forming LE, and dis-
appears progressively during the course of
pachytene stage. It is difficult to ascertain the
whether the filament located at the external side of
the LE also contains RNA, due to its numerous
loops and the multiple RNP structures, as
perichromatin fibrils and perichromatin granules
{Monneren and Bernhard, 1969), associated with
it. The appearance of RNA bound to the chromo-
some axes during final pairing may represent the
newly synthesized RNAs previously found using
biochemical procedures and referred to as PsnR-
NA and zygRNA. A small nuclear RNA 125
nucleotides in length (PsnRNA) transcribed by
RNA polymerase 11 was found to be synthesized
during meiotic prophase in Lilium (Hotta and
Stern, 1981). The transcription of a DNA replicat-
ed during chromosome pairing has been reported
in Iily and mouse meiocytes {Hotta et al., 1985).
These transcripts (zygRNA) contain poly(A) and
are found only in meiocytes (Hotta er al , 1985).
Furthermore, autoradiographic experiments at the
light microscope level have demonsirated nucleo-
lar and extranucleolar transcription during meiot-
ic prophase in various animals and plants (Taylor,
1959; Muckenthaler, 1964; Monesi, 1965; Kier-
szenbaum and Tres, 1974; Tres, 1975; Hartung
and Stahl, 1976; Soderstrom, 1976; Geremia ef
al., 1977). The inhibition of transcription during
meiotic prophase results in strong interference
with meiotic process {Sakaguchi er af, 1983).
When the inhibitor was applied in leptotene or
zygotene, meiotic development arrests and synap-
sis does not take place (Sakaguchi er af., 1983).
The authors suggest that late zygonema probably
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 for the achievement of final pairing. The
intensity of the positive contrast of the forming
feptotene and zygotene chromosomal axes with
EDTA procedure for RINP is much higher than that
of the lateral element of the forming SC. During
pachylene stage the specific contrast due to RNA
fades and finally disappears from the lateral ele-
ments of the SC. These observations lead us to
speculate that the RNA is probably rclated to the
assembly of the component of the axial element
and its transformation to lateral element of the SC.

Further work aimed at characterizing morpholog-
ically and cytochemical the structures associated
with homology search and with the formation of
the SCs is in progress. In order to inlerpret the
presence of RNA in the SC it is imporiant to study
the localizattion of the transcriptional activity in
several stages of meiotic prophase.
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