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Resumen.

Los: cromosomas se ual se comportan de manera diferente en las células de

: hembras y machosd mamlferos las ceélulas somaticas de hembras tiene dos

'-ﬁcromosomas sexuales X;: uno de los cuales se inactiva transcripcionalmente por
5 C|on de dosis y se condensa para formar el

las células somaticas se

oS’ cuales_ en

: -_lnactlva transcnpcuonalmente’ este proceso se conoce como inactivacion de los

,.cromosomas sexu IOtICOS formando un cuerpo denso llamado cuerpo XY.
‘Se ha‘est‘Udiado“cdn‘inm’un'ocithL'j‘irhica ultraestructural al cuerpo XY en su forma

madura, pero no e Aa hech studlos de la ultraestructural de este cuerpo

¢durante su formacmn ya que tampoco se sabe cual es la etapa de la profase
melotaca | del inicio de la condensacion de los cromosomas sexuales para la

tformaCIon del cuerpo XY.

' En este trabajo se realiza un estudio a nivel de microscopia electrénica del cuerpo
XY en sus etapas iniciales de formacion, con el fin de conocer el momento de la
profase meiédtica | en la cual se comienza a constituir, asi como la ultraestructra de
su formacion. Para este estudio se emplean ratas de 21 dias de edad que se
encuentran en maduracion sexual y los meiocitos estan en las etapas iniciales de
la profase meidtica |, por lo que se encontraran espermatocitos primarios en
etapas de leptoteno — zigoteno. Las ratas utilizadas, de la raza Wistar, se
sacrifican, se obtienen los testiculos y se seccionan en pequefios fragmentos que
se fijan en glutaraldehido al 2.5% y paraformaldehido al 1% mas photo flo al 0.4%




estas muestras ' pos

en “estos cortes se observa una zona inicial de

,correspondlente a las etapas iniciales de la formacion del

cuerpo XY ‘Dentro de esta zona se observan los ejes cromosomicos, se realiza un
- esquema de la reconstrucmon tridimensional de los cortes seriados en la cual se
observa la disposicion de los ejes cromosdmicos dentro de la zona de
heterocromatizacion, ademas dicha zona se observa dividida en dos regiones y

con continuidades entre estas y con la cromatina laxa.

Los resultados indican que la condensacion de los cromosomas sexuales y la
formacién del cuerpo XY se daen espermatocitos en etapa de leptoteno, asi como
que la condensacién de los cromosomas sexuales es de manera individual para
aparearse posteriormente durante el paquiteno, también se observo la
ultraestructura de la formacion del cuerpo XY y la relacién entre la heterocromatina

de las etapas iniciales del cuerpo XY y el resto de la cromatina laxa del nucleo.




Introduccion.
Reproduccion.

Para la reproduccuon no es imprescindible el sexo. Los orgamsmos unicelulares
pueden reproducnrse medlante una simple lelSlon' mi otlca 'y se conoce como

a ‘cual es simple y dvrecta y la descendencia es

reproduccion asexual "
genéticamente |dent|ca al orgamsmo progenitor. En cambio la reproducciéon sexual

implica la mezcla de Ios genomas procedentes de dos individuos distintos, para
producir descendlentes que se diferencian genéticamente entre si y también de
sus progenitores. La'i'_eproduccic'm sexual puede presentar una ventaja al producir
variabilidad genética y ha sido adoptada por la gran mayoria de las plantas y
animales, incluso muchos procariontes y eucariontes unicelulares han desarrollado
la capacidad de reproducirse sexualmente (Alberts B. et al. 1996).

Las ventajas de la reproduccién sexual.

El ciclo de la reproduccién sexual implica una alternancia ciclica de generaciones
de células haploides (cada una de las cuales contiene una dotacion sencilla de
cromosomas) con generaciones de células diploides (cada una de las cuales
contiene una dotacién doble de cromosomas). Asi al fusionarse dos células
haploides se mezclan los genomas y se forma una célula diploide, posteriormente,
cuando una célula derivada de la multiplicacion mitatica se divide por medio del
proceso de meiosis se generan nuevas células haploides. Durante la meiosis los
cromosomas de la dotacion diploide intercambian ADN mediante el proceso de
recombinacion génica, antes de ser repartidos en conjuntos haploides. De esta
manera, cada célula de nueva generacion haploide recibe un aporte genético
diferente, de manera que cada cromosoma presenta unos genes que provienen de
una célula de la generacion haploide anterior y otros genes de otra. Asi, a través
de ciclos de haploidia, fusidén celular, diploidia y meiosis desaparecen las antiguas

combinaciones de genes y se crean otras nuevas (Alberts B. et al. 1996).




En casi-todos. los-animales- pluricelulares la mayor parte de su ciclo vital se
encuentra en un estadlo d|p|0|de por lo que las células haploides tienen una corta
eX|stenC|a no se d|V|den y estan altamente especializados para realizar la fusidn

celular (Flg. 1).

Fig. 1. Dibujo que
repesenta la fusion de
células haploides, por
medio de la fecundacién,
formando asi células
diploides (Tomado de
Alberts B. et al. 1996}

Eucariontes superiores

Las células haploides que estan especializadas para la fusion sexual reciben el
nombre de gametos. Se forman dos tipos de gametos: uno de los cuales es
llamado évulo (o huevo) y el otro se denomina espermatozoide los cuales son

productos de la meiosis (Alberts B. et al. 1996).
Meiosis.

La meiosis, cuya raiz griega significa disminucion, es el tipo de divisiéon por medio

de la cual las células germinales se forman (Alberts B. et al. 1996).




la mitad de

tlene solo

, _numero >romosomico e srprodumda por dos dwusuones secuenciales celulares y

nucleares ( a as .me|03|s I y meiosis ll) que ocurren después de una simple

d|V|S|on del ADN én la fase S (interfase) del ciclo celular donde los cromosomas

homologos se,han replicado para dar origen a cromatidas hermanas idénticas. E}
patrén de segregacion de los cromosomas durante la meiosis | es muy distinto del
que ocurre en la mitosis. Durante la meiosis | se recombina el material genético y
se separan los cromosomas homologos mientras las cromatidas hermanas ain
permanecen unidas, segregando asi las muchas combinaciones de genes (Alberts
B. et a 1996 Cooper G. 2000). De esta forma al término de la meiosis | se tienen
,dos celulas huas con un solo miembro, de cada par de cromosomas homologos, et

; 'c‘ual c;op a  de dos cromatidas hermanas. La meiosis | es seguida por la meiosis I,
flac,_ual se'éSemeja a la mitosis, en donde las cromatidas hermanas se separan y
$é'éegrégan en diferentes células hijas, al término de la meiosis il se tienen cuatro
geélulas hijas haploides cada una de las cuales contiene Unicamente una copia de

“-cada cromosoma (Cooper G. 2000).

El apareamiento de los cromosomas homologos se lleva a cabo durante una
extensa profase |, la cual se divide en cinco etapas (leptoteno, zigoteno,
paquiteno, diploteno y diacinesis) con base a la estructura de los cromosomas
(Fig. 2). La asociacion inicial de los cromosomas homdlogos se cree es mediada
por el apareamiento de bases entre cadenas complementarias de ADN durante la
etapa leptoteno antes de que la cromatina este altamente condensada. El

acercamiento de los cromosomas homologos haciendo una sinapsis ocurre




durante eI z:goteno En esta etapa se: forma un; e ructura protelca a semejanza

_ , ‘la etapa de paquiteno donde
ocurre la recombunacnon (crdssmg _over”) entre Ios cromosomas homodlogos en
:smos-fllamados quiasmas - ‘de recombmamon El' complejo sinaptonémico
Idesaparece en diploteno, durante esta etapa cada par de cromosomas (llamado
bivalente) consiste de cuatro cromatidas, durante la diacinecis los cromosomas

estan altamente condensados y es una etapa de transicién hacia la metafase |.

Leptoteno Zigoteno
' T Fig. 2: Etapas de la profase
meidtica |. Micrograffas que
ilustran la morfologia de los
cromosomas (Tomado de
Cooper G. 2000)

Paquiteno - Diploteno Diacinecis

En la metafase |, los cromosomas bivalentes se alinean al huso, quedando los
cinetocoros de los cromosomas homoélogos en lados opuestos apuntando hacia
los polos del huso. Durante la anafase | se disocia el quiasma, quedando
separados los cromosomas homélogos y los microtubulos se contraen hacia los
polos del uso y jalan a los homdlogos a través de sus cinetocoros, al final de la
meiosis | cada célula hija contiene un miembro de cada par de cromosomas que
consiste en dos cromatidas hermanas. La meiosis Il inicia después de la

citocinesis, cuando usualmente los cromosomas ya estan descondensados y la




me|05|s II se.llev, ~cabo ‘de :man ;
resultado cuatro celulas hijas.con una cromatlda hermaAna'de cada cromosoma adel

par de homologos quedando como ‘células'haploide (Cooper G 2000)

‘ 'Compléjo sinaptonémico.

Mantiene una estructura general muy conservada a lo largo de la evolucion. La
morfologia basica del complejo en seccidn longitudinal es la misma para todas las
plantas y animales y esta formada por tres elementos paralelos (Schmekel y
Daneholt 1995). El CS se desarrolla por el alineamiento paralelo o sinapsis de los
elementos axiales de los cromosomas homdlogos. La primera manifestacion de
sinapsis entre los cromosomas homoélogos es la conformacidén de un espacio de
exclusién, posteriormente este espacio es ocupado por filamentos transversales
entre los ejes que aun se encuentran a una distancia de 300 nm, tres veces mas

que Ia dlstanCIa fnal Esto sucede en uno o mas lugares a los largo del eje y en

oltura nuclear (Moens et al. 1998).

Corﬁpiejo es de 210 nm con dos elementos laterales de
ente 60 nm de grosor y un espacio central de alrededor de 100 nm
(Solan A 1999)

Los elementos laterales estan constituidos por un material amorfo y muy afin a las
tinciones de plata y al acido fosfotingstico (a pH 5 a 7), caracteristica que
depende de su contenido de proteinas basicas. En algunas especies cada
elemento lateral puede mostrar componentes lineales, sin embargo esta
subdivisiébn en filamentos (2 o mas) no es permanente y, en especial, no se
encuentra durante el diploteno ni durante el zigoteno, cuando los ejes estan
vinculados con los desplazamientos cromosomicos. Los elementos laterales
conforman el espacio donde las dos cromatidas de un cromosoma se asocian y se
abren en amplios lazos de cromatina que se encuentran dispuestos como un halo

alrededor de los elementos laterales. Estos elementos laterales estan constituidos



de proteinas, aunque existe ADN central en
A(Sblé} A.:1999).y finos filamentos de AD I a nedial * de
elemer / forma de ‘asas; oS cuales tienen ARN 'as’d’ciédo;anﬁfes:'de‘su

- Cuando el complejo sinaptonémico se encuentra en formacion, cada elemento

Ié"te'rrély frecuentemente se continua con un par de filamentos finos de ADN que se

~‘encuentran en forma de asas de diferente tamaio, representando a las cromatidas
hermanas de uno de los cromosomas homologos. Uno de estos filamentos esta
localizado en la parte medial del elemento lateral, mientras que el otro se ubica en
la parte exterior del elemento lateral con numerosas asas (Ortiz R. et al. 2002)

La region central del complejo sinaptonémico estd constituida por elementos
fibrilares de muy pequeio diametro (1.6 a 2 nm), los filamentos transversales, los
cuales se ha sugerido que corresponden a dos «a - hélices proteinicas
entrelazadas. Estos filamentos son rectos e insensibles a la ADNasa, pero
digeribles por la tripsina, atraviesan el espacio entre el elemento lateral y el
central, y por lo menos algunos de ellos se superponen con otros filamentos que
provienen del otro elemento lateral. En medio del espacio central estas fibrillas se
asocian con otro material, de tipo globular, y con filamentos del mismo diametro
pero dispuestos longitudinalmente, que son los que componen el elemento central
(Solari A. 1999).

Espermatogénesis.

Es el proceso mediante el cual se producen los espermatozoides en los tabulos
seminiferos de testiculo (Alberts B. et al. 1996).

Las paredes del tibulo seminifero contienen a las células germinales inmaduras,
denominadas espermatogonias, que descansan sobre el borde de los tubulos

seminiferos junto a la membrana basal, son células diploides que proliferan por




: medlo de 'una mite

J , i ; “cuat s,,cada una
{"contemendo un_:nGamero hapIonde de cromosomas Una espermatlda puede

‘—‘contene_f.todos osvcromosomas que heredé de su madre o aquellos: que fueron
”heredados de su padre o la combinacién de ambos. Sin mas divisiones las

'espermat_ldas son transformadas en espermatozoides maduros (Alberts B. et al.
1996) (Fig. 3).

Célula de Seroli i
| Espermatoqnma Fig. 3: Esquema de la

_ (Diploide) .. ) espermatogénesis. La
. espermatogonia sufre una division
;f para formar el espermatocito
. Espermatocito :_1.-: p!'i(n_ario el _gqal sufre la primera
" otimario e division me|_ot|ca para formar
espermatocitos secundarios que
SRR por medio de la meiosis |l forma
las espermatidas que sufren un
; - proceso de maduracion para
; . W Espermétida - ° B formar espermatozoides (Tomado
A P de Hickman C. et al. 1995)
SRR 'l (Haploide) ™ .

S
Espermatucno

secundano o
|

Vi a\ Espermalozmdes ;

. ..__\5
AN [ 37
AN : 8y s ¢ ?
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Ciclos y ondas espermatogénicas.

La espermatogénesis comienza en una célula del tallo germinal o espermatogonia
del tipo A, que proporciona el punto de partida de una serie espermatogeénica. La
cinética de la espermatogénesis se caracteriza por tres fenomenos notables: 1) en
cualquier segmento dado el tubulo seminifero, las células del tallo germinal inician

una serie de divisiones mitoticas que preceden a la meiosis en intervalos



extremadamente regulares(en la rata Sherman este intervalo es de 12 dias, en el

las:células del tallo’ erminal;han:iniciédoiel

rrrraytién de86dias), 2)-una:-vez . qu

transcurre sumultaneamente (Austln C R: y Short R.V ‘ 1982)

Estos tres factores explican la alineacion tipica de las células germinales a lo largo
del epitelio seminifero, en la mayoria de los mamiferos, exceptuando al hombre, el
epitelio seminifero esta compuesto por capas concéntricas de células germinales
que se encuentran en fases de desarrollo progresivamente mas avanzadas
partiendo desde la periferia hacia el centro del tubulo. Cada capa esta compuesta
por células que se encuentran exactamente en la misma fase, y las diferentes
generaciones celulares o fases de desarrollo estan relacionadas entre si en un
orden constante y bien definido. Por lo tanto, cada capa constituye una generaciéon
de células germinales que se desarrollan sincronicamente y en una correlacion fija
con las otras generaciones. En la rata, por ejemplo, las espermatidas maduras (las
que se encuentran en el paso 19 de la espermiogénesis), que se localizan en el
centro del tabulo, siempre se encuentran con los espermatocitos primarios a la
mitad del .paquiteno, con espermatocitos en el preleptoteno y con
espermatogonios del tipo A, en las diferentes capas (Austin C.R. y Short R.V.
1982) (Fig 4).



Fig. 4: Composicion de las catorce
asociacionss celulares que se observan en
el epitelio seminifero de rata. Cada columna
conata de varios tipos de células que
forman una asociacion celular o la fase del
ciclo {que se identifican con numeros
romanos en la base de la figura). Las
diferentes asociaciones celulares se
suceden una a otra desde la fase | ala XIV.
la sucecidn de las catorce asociaciones
celulares constituye el ciclo del epitelio
seminifero. Abreviaciones A, In, B:
espermatogonias tipo A, intermedio y B;
@ [ len Lan e o | as e e G| PL. L. C, P. Di: espermatocitos primarios
T Wy \7} vii Vﬁi X o % xm x'?v durants el preloploteno, leptoteno, cigotena,
" paquiteno y diacinecis respectivamente; 11,
espermatocitos secundarios; del 1 a! 19 las
fases sucesivas de la espermiogénesis.
(Tomado de Austin C.R. y Short R.V. 1982)
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Dimorfismo sexual en meiosis.

El dlmorflsmo sexual en me|OS|s ocurre en el comportamiento de los cromosomas;
en ovocntos los cromosomas sexuales son activos

a ente en espermatocitos son inactivos y la conformacion de la

) transcnpcn

heterocromatlna es diferente en la misma especie (Mckee B. y Handel M. 1993).

| nactlvamon de los cromosomas sexuales meidticos que sufren los
-fcromosomas X e Y en células germinales de machos es distinta a la inactivacién

i .- del X, que ocurre en las hembras de los mamiferos, debido a la compensacion de

dosis (dosage compensation), y que se presenta en células somaticas y
ovogonias, pero no en meiocitos. Los cromosomas homologos de hembras
homogameéticas se aparean y recombinan para asegurar la segregacion del
cromosoma X en anafase | y prevenir las alteraciones cromosdmicas, mientras
que la heteromorfia de los cromosomas X e Y no permite que se recombinen en su
totalidad ya que e! intercambio de informacion podria resultar en un
entrecruzamiento ectopico entre secuencias repetidas de cromosomas no
homologos, o en dafos cromosémicos irreparables, asi como en rupturas de la
doble cadena de ADN en zonas no heterblogas. La conformacion de la

eucromatina de los cromosomas sexuales en ovocitos facilita el apareamiento de

11




los cromosomas mlentras que Ia conformacnonjde heterocromatma de I

cromosomas X: e' Y en espermatomtos evnta Ia recombmacuon (Mckee B y Handel}i‘

Se propone que este ’dlmorﬂsmo en: I comportamlent ‘de los:cromosomas

sexuales ‘en memcuto

organismos” heterogam ' los

La condensacion de

cromosomas sexuales es un ,adaptacuon meidtica para prevenlr la inlClacnon de
dafos potencuales en los eventos de recombinacion de reglones no homologas de
los cromosomas X e Y (Mckee B. y Handel M. 1993; Jablonka E. y Lamb M. 1988,
1990), dicha condensacion también esta involucrada en la inactivacion de los

cromosomas sexuales (Hoyer-Fender S. et al. 2000 b).
Comportamiento de los cromosomas sexuales durante la meiosis.
Meiosis en hembras.

En las ovogonias de hembras mamiferos, asi como en células somaticas, un
. crc)mosoma X sufre compensacion de dosis, debido a que tiene un cromosoma X
activo, permaneciendo en forma de heterocromatina e inactivo
" transcripcionalmente. Sin embargo en las células germinales, durante la profase
meidtica, la cromatina del cromosoma X es reactivada por lo que, a diferencia de
todas las otras células del cuerpo, los ovocitos tienen dos cromosomas X activos
transcripcionalmente y la conformacion de la cromatina se distingue de la
autosomica (Mckee B. y Handel M. 1993, Peters A. et al. 1997).

Meiosis en machos.
El comportamiento de los cromosomas sexuales durante la meiosis se ha

estudiado intensamente En 1891 Henking observa el comportamiento del

cromosoma X, siete afos después Lenhossek observé un cuerpo grande y




Vprofase melotlca en espermatomtos de rata y hace una clara distincion entre el
1'¢'cuerpo de Lenhossek y el verdadero nucleolo. Gutherz (1922) describié este
cuerpo en espermatocitos de ratén y notd la existencia de una regién nucleolar

asociada a la parte cromosémica (S_blari A. 1974)

A pesar de que se ha obtenid!oA U ha informacion de la interrelacion X-Y en la

acuerdo acerca de la’ etapa,

primera metafase melotlca mamiferos, hasta el momento no existe
oyndén“s'a'ci()n de los cromosomas XY en

espermatocitos de mamiferos (Soléfi A. 1',9'74).

- El criterio para definir morfolégicamente la etapa de leptoteno es que contiene
'iv‘rlar‘g'os y delgados filamentos de cromatina, los ejes cromosémicos de los
~.cromosomas homologos se encuentran alineados formando estructuras conocidas
como "escalerillas de doble cuerda” (Ortiz R. 2002) y los cromosomas se aprecian
como estructuras plumuladas (Ortiz R. 2002), los espermatocitos de humanos y de
ratéon no presentan los cromosomas XY condensados. El zigoteno es una etapa
dificil de distinguir claramente, aunque el ntcleo muestra procesos de
apareamiento (Solari A.1974, Moses M. 1977).

Hay un acuerdo general segun el cual en las etapas que siguen del leptoteno los
cromosomas sexuales forman una masa sencilla de heterocromatina, el cuerpo XY
(Solari A.1974). Esta idea es soportada por observaciones de apariciones




S|multaneas de complejos smaptonemtcos y de cuerpos XY en espermatocnos de
, ratones (Solan A. 1974) : O

diploteno.

Se ha advertido que existe una relacion entre el cuerpo XY y el nucleolo de
espermatocitos de ratones, sin embargo estudios estructurales y ultraestructurales
en espermatocitos de humanos, ratas y ratones demuestran que no siempre
existe una relacién entre el cuerpo XY y el nucleolo, dicha relacién, cuando la hay,
puede ser de dos tipos, dependiendo de la localizacion del organizador nucleolar
en los cromosomas sexuales como enb el ratén (Onho 1957 citado por Solari A.
1974), o en Ios autosomas como en el hombre (Ferguson-Smith 1964 citado por

Solari; 74) En el primer caso (organizador nucleolar en los cromosomas

sexuales),‘juna cercana asociacion es siempre desarrollada entre el nucleolo y el
T c‘uerp_o :XY. En el segundo caso (organizador nucleolar en autosomas) el nucleolo
o 'y:fel “cljerpo XY se asocian ocasionalmente en algunas células; la primera
asociacion esta restringida a pocas especies, mientras que la segunda asociacién
se encuentra mas cominmente (Solari A.1974). Sin embargo, cuando existe esta
relacion, ambas estructuras estan separadas por un claro y estrecho espacio
ocasionalmente atravesado por finas fibras, el cuerpo XY y el nucleolo no
comparten estructuras ribonucleoproteicas (RNP) y la cromatina del cuerpo XY no
penetra en el nucleolo (Echeverria O. et al. 2003). Las finas fibras que atraviesan
el espacio entre ambas estructuras son probablemente finos filamentos de

proteinas. Por lo que la relacidn espacial entre el cuerpo XY y el nucleolo es
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vunlcamente una yuxtaposucmn la cual aparece muy frecuentemente en ratas y

cobayos (EcheverrlaO et al 2003)

Cu_er'p‘d‘)‘(Y‘.'\ o

Estudlos C|tqu|m|cos cIasucos revelan que el cuerpo XY-es positivo a la tincibn de - -

o Feulgen especvfca para ADN pero en algunas especies la tincién no es muy
homogenea mostrando una dtferenma en las intensidades de tincién, lo que
corresponde a ‘una condensacion diferencial de los cromosomas XY, el
cromosoma X es periférico en el cuerpo XY, y en algunas etapas el cromosoma X
puede estar menos condensado que el interior del cuerpo XY que es el

cromosoma Y (Solari A.1974).

Las descripciones de la ultraestructura del cuerpo XY muestran que esta formado

de dos componentes: (1) cromatina fibrilar, de menos de 100 /Ox de ancho, la cual
tiene diferentes grados de compactacién en distintas especies; (2) filamentos o
ejes, los que se acomodan en un patron fijo dentro de la masa formada por la
cromatina fibrilar. Invaginaciones en forma de hilo del material granular del
nucleolo pueden aparecer como componentes accesorios dentro del cuerpo XY en
el paquiteno medio o tardio. La masa principal del cuerpo XY, constituida de
cromatina fibrilar, contiene ADN, por otra parte existe evidencia de que el complejo
sinaptonémico y los ejes cromosdmicos contienen ARN (Echeverria O. et al. 2003)
ademas de la sustancia de construccion proteica (Solari A.1974); y se ha sugerido
que los elementos laterales y los ejes (Esponda P. y Jiménez-Martin C. 1973)
estan compuestos de ribonucleoproteinas en espermatocitos de ratas, basados en
resultados de la tincidn de uranilo — EDTA — plomo (Solari A. 1974, Vazquez — Nin
G. y Echeverria O. 1976), que desaparecen con el tratamiento de ARNasas y la
técnica preferencial para ADN corrobora esta evidencia (Vazquez — Nin G. y
Echeverria O. 1976). En etapas tempranas de la profase meidtica pocas
estructuras ribonucleoproteicas (RNPs) se localizan en la periferia del cuerpo
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se'xu‘al‘ ffs'i:h : embafgo en 'paqulten

tardio y. diploteno mcnal‘numerosas"'fbras

'A"~‘cromat|na del cuerpo XY en fofmacuon }"en contacto con fllamentos de cimulos de
" cromatina compacta (Echeverria O. et al. 2003). Durante el paquiteno medio, el
grado de compactacion es semejante en el cuerpo XY y en los autosomas.
Durante el paquiteno tardio y el diploteno temprano, los autosomas se encuentran
descondensados y el cuerpo XY, que se aprecia desde el paquiteno medio, se
observa mas oscuro que los autosomas. Después del diploteno temprano el par
XY y los autosomas tienen un incremento en su compactacién; durante la

metafase es dificil de distinguir uno del otro (Solari A. 1974).

Durante la formacidn del cuerpo XY las fibras de cromatina de los cromosomas X
e Y adquieren formas fibrogranulares o estructuras en forma de cuerda de collar.
Cuando el cuerpo XY es maduro se observan fibras en forma de collares en
continuidad con la cromatina externa y se pueden encontrar en asociacion a
granulos pericromatinianos pendunculados, lo que sugiere que fa cromatina de los
cromosomas sexuales no esta completamente contenida dentro del cuerpo XY y
que no toda la cromatina de estos cromosomas esta transcripcionalmente inactiva
(Echeverria O. et al. 2003).

El cuerpo XY mantiene una muy cercana interrelacion con la envoltura nuclear,

como todos los bivalentes el par XY esta anclado a la envoltura nuclear por sus
extremos finales (Woollam 1966 citado por Solari A. 1974), el anclaje del cuerpo
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, XY a Ia envoltura se da por la union de Ios telo neros de_ Ios ejes cromosom cos' X

o 0 . .
filamentos estrechamente unidos aproximadamente a 400 A en el paquiteno los -

‘ejes:son mas flexibles'y los'dos componentes de cada eje se separan uno de otro,
|mo en el paquiteno medio. Durante el paquiteno

; .Ios dos omponentes de Ios ejes nuevamente se acercan y se vuelven
...rectos (Solari A::1974).

'“iS.,ke;obsevr‘van os’ejes’dentro del cuerpo XY. El tamafio, la morfologia y el patron
' C Je son' constantes en etapas especificas de la profase

5) En el ratén el eje largo corresponde al cromosoma X y

. ‘f:tlene una longltud aprommada de 8.9 um, mientras que el eje corto, corresponde

",k’al cromosoma Y que tlene una longitud aproximada de 3.5 uym. Los dos ejes
;,SIempre muestran cuatro extremos anclados a la envoltura nuclear; dos se
o encuentran muy cercanos debido a que tienen una zona de homologia donde se

: vaparean formando un extremo comun, y los otros dos son los extremos finales

| > (Flg 5) Esta zona de homologia se aparea originando un complejo sinaptonémico
‘(SC) en el cual cada elemento lateral (LE) corresponde a un eje (Fig. 5). En el

,‘;:raton la longitud de este complejo sinaptonémico se va acortando progresivamente

de 1.9 #m en el zigoteno a 0.25 xm en el diploteno. La formacién del complejo
sinaptonémico en la zona de homologia es una caracteristica constante del cuerpo
XY en ratones, en humanos y en ratas (Solari A. 1974); ademas de este
acortamiento ocurre un segundo cambio en el complejo sinaptonémico, el cual
empieza en paquiteno tardio y continua durante el diploteno; este consiste en la
disociacion del elemento central y de las fibras transversales que ocupan el

espacio central de dicho complejo. Entonces se puede observar una zona densa,
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donde antes se encontraba el complejo smaptonemlco Io cual se' asemeja a Ia

prueba morfologlca de: Iak recombmamon en los. autosomas (qunasma~de

recombmacuon) (Solarl A. 1974)

Fig. 5: Esquema de la
ultraestructura del cuerpo XY
en paquiteno medio. Ejes largo
(L) y corto (S), extremo
comun {(CE) con un pequeno
complejo sinaptonémico;
extremos finales de los ejes
largo (FL) y corto (FS),
granulos nucleolares (NG), par
autosomal {AP) (Tomado de
Solari A. 1974).

em e

Formacion del cuerpo XY.

La formacion del cuerpo XY en la transicion leptoteno - paquiteno involucra la
compactacion de la cromatina extendida alrededor de los ejes cromosémicos en
formacion. La compactacion de la cromatina comienza en zigoteno cuando los
ejes cromosdémicos se forman por filamentos finos rodeados de asas de cromatina.
Asi mismo la compactacion comienza en una o dos regiones del cromosoma, los
flamentos de cromatina progresivamente adquieren una forma fibrogranular los
cuales se doblan formando una masa tridimensional no tan compacta como los

cumulos de cromatina compacta (Echeverria O. et al. 2003).

En el leptoteno y parte del zigoteno la cromatina de los cromosomas sexuales,
igual que la de los autosomas, se asocia con fibras ribonucleoproteicas y granulos.
Durante la compactacion de la cromatina las estructuras ribonucleoproteicas vy la
ARN polimerasa Il desaparecen, por lo que el cuerpo sexual maduro carece de
ARN polimerasa ll, hnRNPs y ARNs pequefios nucleares ricos en uridina
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En la parte eucromatica del cromosoma Y humano se Han"'déﬁn'idd“por lo menos
12 genes y pseudogenes, élguhos de los cuales son de gran' importancia,
empezando por el gen SRY o conmutador del sexo. En el cromosoma X humano
se conoce un numero considerable de genes situados en él. Los cuales (excepto

los de la regién pseudoautosomal) presentan ligamiento al sexo (Solari A. 1999).
El apareamiento de los cromosomas sexuales asegura su segregacion.

Los cromosomas homodlogos se aparean durante la profase meidtica | y luego se
ségregan, sin embargo los cromosomas sexuales en machos de mamiferos no
son homélogos en su totalidad. Las hembras tienen dos cromosomas X, que se
aparean y se segregan de la misma forma que los otros homdélogos, pero los
- machos tienen un cromosoma X y un Y, el apareamiento necesario es posible
gracias a una pequeia region de homologia entre los cromosomas X e Y, situada
en uno de sus extremos. En esta zona ambos cromosomas se aparean y se
entrecruzan durante la primera profase meidtica. El quiasma correspondiente a
esta pequefia recombinacion genética es suficiente para mantener apareados a
los cromosomas XY en el huso, de manera que normalmente durante la
espermatogénesis se forman dos tipos de espermatozoides unos conteniendo un

cromosoma X y otros conteniendo un cromosoma Y (Alberts B. et al. 1996)
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ConsecuenCIas de Ia lnactlvamon del cromosoma X de celulas germlnales de

Se ha propuesto que la mactlvacuon de Ios cr mosomas sexuales meIOtICOS no es
una caracterlstlca esenCIaI dela: gametogenesns en,celulas heterogametlcas y que 2

De hecho en las células

' .'productos codufcados normalmente en el cromosoma X. Una de estas estrategias
es la presenma de genes autosdmicos alternativos, los cuales son variantes de los
“codificados por el X pero similares funcionalmente, aunque existen genes
codificados pbr el X que no tienen genes autosomicos alternativos, por lo que los
niveles de estos: productos disminuyen en cuanto el cromosoma X se inactiva.
Estudios en: msecto’ machos sugieren la hiperactivacion compensadora del

é meiosis lo que asegura la disponibilidad de productos

cromosoma _X ante
durante la espermatogénesis; la evidencia del mecanismo

codificados . po

'probable que la inactivacion del cromosoma X involucre la

produccnon de. lnhlbvldores de la espermatogénesis (Mckee B. y Handel M. 1993).

Secuencias pseudoautosomales.

Aunque han divergido mucho, en humanos y ratones, el par de cromosomas Xe Y
han conservado una regién limitada de homologia, la cual es llamada region
pseudoautosémica que se localiza en los extremos distales de los brazos cortos
de los cromosomas X e Y en humanos y en los extremos distales de los brazos
largos de los cromosomas sexuales de ratones (Willis 1989 citado por Mckee B. y
Handel M. 1993) los cuales se aparean en la meiosis, sin embargo no hay
evidencia de la actividad transcripcional de la zona apareada (Mckee B. y Handel
M. 1993).



~Homologia de los cromosomas sexuales.

m |ot|cos se ha documentado

~ La inactivacion ‘de
mo son los: grullos, por otra

 ampliame
'  exis ‘ somas sexuales homomorficos

; xuales meidticos- espemalmente

Sln embargo no todas las especnes con cromosomas sexuales heteromérficos

~ estan caracterizadas por formar un tipico cuerpo XY, la mas notable excepcion en
vertebrados no mamiferos son los reptiles, anfibios y algunas aves (Solari A. 1992
citado por Mckee B. y Handel M. 1993). En el caso de los espermatocitos dé
algunos anfibios los cromosomas sexuales no se organizan en el tipico cuerpo
sexual, estos exhiben un patrén de condensacion diferente al de los autosomas, lo
cual sirve para evitar la recombinacion promiscua de los cromosomas sexuales
(Mckee B. y Handel M. 1993). '

Proteinas asociadas al cuerpo XY.

Estudios posteriores ayudaron a identificar bioguimicamente tres proteinas en
asociacién al cuerpo XY. Proteina XY77 (Movilidad electroforética: Mr 77 000) ha
sido en todo el cuerpo XY (Kralewski M. et al. 1997, Kralewski M. y Benavente R.
1997). Proteina P51 (Mr 51 000) distribuida sobre todo el cuerpo XY, pero también
se localiza en la heterocromatina centromérica de los autosomas de lineas
germinales (Smith A. y Benavente R. 1992), proteina XY40 (MR 40 000) esta
proteina tiene una distribucién mas limitada y se encuentra en los elementos
axiales del cuerpo XY (Smith A. y Benavente R. 1992). La proteina XY40 se
detecta en paquiteno temprano, las proteinas XY77 y P51 fueron descritas en el
cuerpo XY solo durante el paquiteno tardio, pero son evidentes también durante el
diploteno (Kralewski M. y Benavente R. 1997). Debido a que XY77 soélo se localiza
hasta el paquiteno tardio no participa en la formacion del cuerpo XY (Kralewski M.
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et al. 1997)
restrmglda

a XY40 y su- correspondlente ARN se ennquecen en
hb (Smlth A y Benavente R. 1992) refuerza la hipétesis
e Jugar un rol importante en el comportamiento alociclico
sé")’i'yualesdurante la meiosis en machos (Alsheimer M. et al.

La asinaptina ASY (Mr 90 000) fue localizada en la meiosis de machos en
asociaciéon con la cromatina del cromosoma X e Y del cuerpo sexual,
exclusivamente en espermatocitos en paquiteno y diploteno. ASY aparece en
paquiteno medio haciéndose mas abundante en paquiteno tardio y diploteno,
desapareciendo abruptamente en metafase |. Esta proteina no es exclusiva del
cuerpo XY, como lo son XY40 y XY77, ya que también se localiza en la cromatina
autosdmica no apareada. Por lo que ASY aparece en el cuerpo XY como
respuesta a la presencia de ejes que no logran completar la sinapsis (Turner J. et
al. 2000). La proteina del cuerpo XY (XYbp) se localiza principalmente en el
querpo_XY de espermatocitos y en los centrémeros de células somaticas y

gé‘rtﬁinales en todas las fases del ciclo celular (Parraga M. y del Mazo J. 2000).

Es bien sabido por los estudios de microscopia optica y microscopia electronica
que la condensacion de la cromatina de los cromosomas sexuales difiere de la de
los autosomas, asi como el tiempo al cual los cromosomas sexuales se aparean,
particularmente en rata los cromosomas sexuales entran al paquiteno sin sinapsis,

la cual se da parcialmente durante el paquiteno medio.

La transformacién del cromosoma X de la forma activa a la forma inactiva en las
células somaticas femeninas esta mediada por una molécula de ARN, la cual no
traduce en proteina, producida por el gen Xist (transcrito inactivo inespecifico X).
El Xist ARN es requerido para la iniciacion de la inactivacion del cromosoma X

(Ayoub N. et al. 1997), y determina la compactacion de la cromatina de ese eje
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s domlnlo de
B en nucleo

cromosomlco

otra parte se,ha encontrado Xist ARN a lo largo de’ Ios ejes cromosomicos X e Y
k (Ayoub N. et aI 1997) y en el interior del cuerpo XY, asi como U2snRNA en la
periferia del cuerpo XY, que es donde se encuentra el gen Xist ADN del
cromosoma X, que transcribe y procesa por la presencia de U2snRNA (Ayoub N.
et al. 1997). Xist también es expresado durante la condensacidn/inactivacién del
cromosoma X y contribuye a la conformacion heterocromatica del cuerpo XY. El
t,rasl'ad’o, de moléculas de Xist ARN del cromosoma X al Y requiere de un modo de
fu'nc';yién"c;pasi-cis Xist ARN conocido Unicamente en la interrelacion de los
, ;ci';o' iqsﬁ mas X.e Y por lo que el agente de transferencia de la caracteristica de
8 iné' on" es Xist ARN (Ayoub N. et al. 1997). Aunque algunos experimentos,

’ don Je el gen Xist fue suprimido en hembras de ratones produciendo descendencia

ue ‘mkuere en embriogenesis y en machos que producen descendencia fértil y
normal, hacen suponer que Xist ARN es requerido para la compensacion de dosis,

.. pero no para la inactivacién del cromosoma X en la espermatogénesis (Marahrens

= Y. ;etv al. 1997). Sin embargo la fertilidad en machos no requiere necesariamente

‘dé‘lla inactivacion del cromosoma X (Hoyer-Fender S. et al. 2000 b).

Xist ARN preferencialmente se encuentra asociado con histonas hipoacetiladas H3
y H4, por lo que Xist ARN se encuentra asociado a regiones promotoras
hipoacetiladas de los genes inactivos del X, lo cual puede producir complejos
ribonucleoproteicos que poseen actividad modificadora de la cromatina (Gilbert S.
et al. 2000)

La histona macroH2A se encuentra en células germinales de ratones machos en
el cuerpo XY. MacroH2A1.2, subtipo de H2A, se localiza preferencialmente

23




machos® Hoyef—Fender S. et al. 2000 'b). Durante el paquiteno tardio macroH2A1.2

éhc’utehtra distribuida en todo el ndcleo aunque mas concentrada en el cuerpo
XY' Inlcualmente macroH2A1 2 re5|de en el centrosoma del cromosoma X y se
'«':;,vextlende a todo lo largo del cromosoma al tiempo de su inactivacion (Rasmussen
. T. et al. 2000). La presencua de macroH2A en el cuerpo. XY aumenta la posibilidad

I’en la -fconformacmn de la cromatina del

'-‘"‘:de que el gen Xist pued
- ' ion' de macroH2A en el

mecanismos mdependlentes‘ de Xlst para la nactuvacnon de Ios cromosomas
s exuales enel cuerpo XY(Hoyer—FenderS et al. 2000 b, Turner J. et al. 2002).

La proteina M31 isoforma M31(p21), una proteina homodloga a las proteinas
involucradas en el empaquetamiento del DNA con cromodominio HP1 (Proteina
Heterocromatica 1) de los genes homeédticos cromobox en Drosophila, se
encuentra distribuida en el cuerpo XY desde el paquiteno medio hasta el
paquiteno tardio en espermatocitos de ratén, lo cual apoya la idea de que existe
un mecanismo comun para la represion heterocromatica inducida, el
silenciamiento de los genes homedticos y la inactivacion de los cromosomas
sexuales durante la espermatogénesis en mamiferos (Motzkus D. et al. 1999).
M31 también es un componente de la heterocromatina centromérica de los

cromosomas, lo que sugiere que M31 esta involucrada en la alta organizacién de

24




» la cromatma especificamente en espermatocutos y espermatozoudes (Hoyer—
-,FenderS et al 2000/a) : i

normal de Ios cromosomas sexuales durante la metafase | (Tuner J et al 2001)

La protelna XMR (Mr 30 000) se localiza en el nucleo de espermatocitos de
. ratones ‘en etapa de pre — leptoteno, aumenta durante el zigoteno tardio y

"rdlsmlnuye progresivamente al entrar al paquiteno, en el cuerpo XY aparece

"durante el zngoteno y se yconcentra atn mas durante el paquiteno tardio, la
) cuerpo XY se da en los ejes de los cromosomas

locahzac:on de esta

¢ sexuales'(C‘al‘endaA; etal 994) 'y rodeando las asas de cromatina en los
los' ejes, aunque cuando se aparean los extremos finales,

r',l'lk:dtanto XMR tal vez participe en los eventos de

_extremos finales d
XMR desaparece de
inactivacion del crdm som
Garchon H. 2000)

¢’en meiocitos de machos mamiferos (Escalier D. y

También se ha localizado un receptor nuclear, designado GCNF (Factor nuclear
de células germinales), asi como su transcrito y proteina en espermatocitos en
paquiteno tardio, por medio de inmunolocalzacion se observa un intenso marcado
del factor nuclear de células germinales en el cuerpo XY y en espermatidas
redondas, por lo que se piensa que este factor nuclear puede jugar un papel
crucial en los eventos genéticos reguladores de la formacion del cuerpo XY
mediante la represién de la transcripcién ya que interfiere con los procesos de
rearreglo de la cromatina en forma de correpresor o desacetilador de las histonas;
por esto el factor nuclear de células germinales puede participar en el estado de
inactividad transcripcional de los cromosomas sexuales en el cuerpo XY, al
producir una estructura de condensacion heterocromatica del ADN (Bauer U. et al.
1998).

25




Posteriormente se encontraron protemas de recombmacnon Rad 51 /- Dmc 1.en

'nodulos asociados con Ias reglones no apareadas de Ios cro osomas sexuales.

Durante la memsss de machos ‘estas. protemas,se encuentran en los elementos

: reconocumlento

axiales durante ..el desaparecen cuando recomblnan La

- presencia de estas pre el cuerpo XY no se asocian con el proceso de
recombinacién, o bien las’ protelnas aun permanecen debido a que no hay region

de homologia y la recombmacuon no se lleva a cabo (Echeverria O. et al. 2003).

Justificacion.

El cuerpo XY se ha estudiado en su forma madura, pero no existe un acuerdo de
la etapa de la profase meiodtica en la cual se origina y se desconoce la
ultraestructura de ‘su‘ formacion, por lo que este trabajo se enfoca a localizar la
etapa de la profase meidtica | en la cual se empieza a condensar la cromatina de
los cromosomas sexuales X e Y, asi como a conocer la ultraestructura de esta

formacion del cuerpo XY con ayuda del microscopio electronico.

Hipotesis de trabajo: La formacion del cuerpo XY se da en etapas iniciales de la
profase meidtica |I. En leptoteno se empieza a observar el acercamiento de los
ejes cromosomicos autosomicos homologos (alineamiento o escalerilla de doble
cuerda) y la cromatina ain es muy laxa, por lo que en esta etapa esta el inicio de
la condensacién del cuerpo XY o en la etapa de zigoteno que es donde los ejes
cromosomicos homodlogos hacen sinapsis y comienzan a evidenciarse
condensaciones iniciales de cromatina autosémica, por lo que esta etapa también

podria ser el de inicio de la condensacion del cuerpo XY.
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Objetivos.

1. Locallzar Ia 'etapa de Ia formacién del cuerpo XY v(condensacuon de |os

cuerpo XY durante su,formacmn

Material y Métodos.

Se Utiliyzé’n""tééticulos de ratas machos de la raza Wistar de 20, 21, 22, dias de

: edad ya que a estas edades se observa la presencia de espermatocitos primarios
S ';jy;en Ios estados iniciales de la profase meiédtica (Leblond C.P. y Clermont Y. 1952) y

‘ ratas adultas que se sacrifican para obtener los testiculos y procesarios de la

" siguiente forma:

Procesamiento del material biolégico:

Fijacion en glutaraldehido:

Se colocan muestras de testiculos en una gota del fijador sobre una placa de cera
y se seccionan en fragmentos de 1 mm?® los cuales se pasan a los frascos con el
fijador glutaraldehido al 2.5 % en amortiguador de fosfatos pH 7.3 a una

concentracion 0.2 M, permaneciendo en fijacion durante una hora y media a
temperatura ambiente (Vazquez-Nin G. H. y Echeverria O.M. 2000).
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- Fijacion en pa‘rafdvr‘rhéldehiidd"—k'kpr'io“td flo.

Oytvras—;mfués't’r"a “de testiculos' se uan : n ,una mezcla de paraformaldehldo al 1%

’hor X a temperatura amblente (Vazquez-Nm G. et al. 1989, Vazquez-Nin G. et al.
' 1992 Vazquez—NlnG et al. 1994).

La\)ados y deshidratacion:

Despues de fuadas las muestras (ambas fjacmnes) se lavan con amortiguador de
fosfatos tres veces durante 10 minutos cada’ Iavado

Posterlormente las muestras se deshidratan con alcoholes etilicos de diferentes
concentracibnés hasta llegar al alcohol absoluto seguido de éxido de propileno
como paso para preinclusion (Vazquez-Nin G. H. y Echeverria O.M. 2000).

Nota: el oxido de propileno es el agente intermediario que permite una
deshidratacion mas intensa a la vez que es solvente de la resina, lo que permite la
sustitucion del agua por la resina de inclusion en los espacios intermoleculares
(Vazquez-Nin G. H. y Echeverria O.M. 2000).

Preinclusion:
Las muestras se colocan en el agente intermediario, posteriormente se pasan a
una mezcla del agente intermediario con la resina epodxica de inclusion y

posteriormente se cambian las muestras hacia resina pura (Vazquez-Nin G. H. y
Echeverria O.M. 2000).
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Inclusion:

La lnclusmn se reallza en resma epoxrca y es necesarla para dar una consustenma

: ,flrme y proporctonar soporte para lo® cual Ias' muestras se colocan en moldes

. ,Se obtaenen cortes ultrafinos seriados los cuales se recogen en una rejilla de cobre

~con una ranura en el centro, la cual posteriormente se coloca sobre una
mémbrana de formvar; ademas se obtienen cortes aislados que son recogen en

' una rejilla de cobre con multiples barrotes previamente cubierta con membrana de
formvar. Todas las rejillas se llevan al contraste (Vazquez-Nin G. H. y Echeverria
0O.M. 2000).

Contraste:
Después de obtener los cortes ultrafinos colocados sobre las rejillas de cobre se

procede al contraste con compuestos quimicos de elevado numero atémico, como

el acetato de uranilo y el citrato de plomo, para dar contraste en el microscopio
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éléétréﬁiéo Esta tincion-‘es.general y se une a protelnas y amdos nuclelcos

Postenormente e observan a

‘ Las‘fotografia's, Obfenidas de los cortes seriados de una rejilla, se copian en papel
celofan con el fin de superponer todas las copias y obtener una reconstruccion
tridimensional de la zona de interés en la serie, luego se realiza el esquema
general de esta reconstruccién, observando asi la morfologia de los ejes

cromosomicos durante la formacién del cuerpo XY.
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- observan enel

Resultados.

Se reallzan ‘cortes de testlculos de ratas de 20, 21, 22 dlas de edad y: adultas -se

contrastan con la tmcnon general de acetato de uranllo y cvtrato:de"'plomo y se

icroscopio electromco

Ios cuales' tlene

, Iepiotéhoé

: cuerda y. mucho menos complejos smaptonemlcos

Los cortes del material de rata de 21 dias de edad presentan de la misma forma
espermatocitos primarios “en etapas de leptoteno y zigoteno, los cuales ya
presentan indicios de condehsaciones de la cromatina, escalerilla de doble cuerda,
cromosomas plumulados y en algunos cortes se apreciaron complejos

sinaptonémicos y nucleolos periféricos.

El material de rata de 22 dias de edad presenta espermatocitos primarios en
etapas avanzadas de la profase meidtica | (paquitenos y diplotenos), con zonas de
cromatina compacta y con cuerpos XY maduros o zonas de heterocromatizacion

bien definidas, complejos sinaptonémicos maduros y en disociacién.

En los cortes de material de rata adulta se observa toda la onda espermatogénica
con espermatocitos primarios en etapas avanzadas de la profase meidtica |
(paquiteno, diploteno y diacinecis), pero las etapas iniciales de la profase meidtica
| (leptoteno — zigoteno) son muy dificiles de localizar.

Por lo tanto se realizan cortes del material de rata de 21 dias de edad obteniendo

tres series de cortes ultrafinos continuos y cortes aislados de dicho material.
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Serie 1:

La serle 1 tlene 24 cortes senados de un nucleo de espermatocuto en etapa de

n nsa _on‘de la cromatln es
-‘dentro ‘de esta zona se encuentran 4. restos de ejes cromosémicos cortados

x transversalmente (EC). La zona de condensamon (XYb) se hace mas evidente en

g los cortes 2, 3 (plancha 1) y esta en contacto con la envoltura nuclear, los ejes
cromosdmicos siguen observandose en estos cortes; a partir del corte 4 (plancha
‘1), vy hasta el corte 24 (plancha 3), ya se observa una zona de heterocromatizacion
(XYb) con un arreglo nucleosomal mas denso que el resto de la cromatina del
nl]cleo, en este corte se observan los 4 ejes cromosomicos, uno de los cuales se
'encuentra ya en contacto con la envoltura nuclear y permanece hasta el siguiente
corte en el corte 5 (plancha 1) aparece el primer indicio de nucleolo (nl) cerca de

“Ia zona de heterocromatnzacnon (XYb) y de la envoltura nuclear (en), el nucleolo se

hac ma evudente a lo largo de la serie y desaparece en el corte 22 (plancha 3).
Ios cortes 6, 7 y 8 (plancha 1) se observan solo tres ejes cromosémicos dentro
de Ia"zona de heterocromatizacion, uno de estos tres ejes se ancla a la envoltura
nuclear, observable en el corte 9 y 10 (plancha 2), y desaparece en el corte 11,
mientras que los otros dos ejes continlan dentro de la zona de
heterocromatizacién, permaneciendo asi hasta el corte 14 y 15 (plancha 2) donde
otro eje cromosémico se ancla a la envoltura nuclear, en estos cortes también se
aprecia una disminucion en la zona de heterocromatizaciéon; en los cortes 16
(plancha 2) hasta el 20 (plancha 3) ya solo se observa un eje cromosémico el cual
se ancla en la envoltura nuclear en el corte 21 y 22 (plancha 3); la zona de
heterocromatizacion se empieza a perder en el corte 22 y en los cortes 23 y 24
(plancha 3) ya es dificil de distinguir.
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Tamblen se

v e la zona de heterocromahzacmn C vponentes (Esquema
,<1) cada: corte mlde aproximadamente 60 nm de- grosor por lo que al realizar la
fsf,reconstrucmon se tiene una profundidad de 1 440 nm, esta reconstruccion permite
observar los ejes cromosoémicos X e Y, su forma de arco, asi como sus 4 extremos
anclados a la envoltura nuclear, dos de los cuales conforman el extremo de
homologia (extremo comuin) y los otros dos son los extremos finales no homélogos
de los ejes cromosomicos que se encuentran anclados a la envoltura nuclear, muy

separados entre ellos y orlentados en sentldos opuestos

Esquema 1: Reconstruccion tridimensional de

la Serie 1 donde se observa la forma en arco

de los ejes cromosomicos ademas del
Cuerpo XY extremo donde los ejes tienen homologia (E
XY)y que en etapa de paquiteno estaran en
sinapsis. EC X, Eje cromosdmico X; EC Y,
Eje cromosémico Y; Cl, Cromatina laxa; E,
Envoltura nuclear, Cuerpo XY.

| ]

rona reconsiuida 1440 TESIS CON
= FALLA DE ORIGEN
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S'erie 2:

La sene 2 consta de 21 cortes senados de un nucleo de espermatocuto de rata en'

(flechas) entre estos tipos de cromatina. En los cortes 2 y 3 (plancha 5) se siguen
5 aprecuando los ejes cromosdmicos (EC) cortados de forma longitudinal y
',t‘r.:ansversalmente, asi como las continuidades (flechas) entre la zona de
* heterocromatizacién (XYb) y la cromatina laxa. A partir del corte 4 (plancha 5) la
i.ﬁv. zona de heterocromatizacion parece que se empieza a dividir en dos regiones
umdas por continuidades (flecha triangular) y cerca de un eje cromosémico, por
'otra parte las continuidades con la cromatina laxa siguen apreciandose en la
|sma zona de los cortes anteriores; En el corte 5 (plancha 5) ya se observan dos
, g’idr‘)‘e‘éf'de heterocromatina bien definidas (XYb) unidas por una continuidad
(flecha ﬁiangular), las continuidades con la cromatina laxa permanecen, y ya solo
’s;‘:c;ﬁéérva un eje cromosomico cortado transversalmente dentro de la zona de
heterocromatizacion; en los cortes 6, 7 y 8 (plancha 5) se observan las dos
regiones de heterocromatizacion (XYb) unidas por medio de una continuidad
(flecha triangular), el unico eje cromosémico se sigue apreciando y las
continuidades con la cromatina laxa audn permanecen (flechas), dichas
continuidades con la cromatina laxa desaparecen en los siguientes cortes y en los
cortes 9, 10, 11 y 12 (plancha 6) las dos regiones de heterocromatizacion siguen
unidas por la continuidad (flecha triangular); es en el corte 13 (plancha 6) donde
desaparece la continuidad que habia entre las dos regiones de
heterocromatizacién quedando separadas entre si hasta el corte 15 (plancha 6)
donde desaparece la pequefa region de heterocromatizaciéon. Por lo que en el
corte 16 (plancha 6) solo se aprecia una zona de heterocromatizacion con un eje
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: reglones (erchas)

' cromosomlco ‘adentro, en los_siguientes cortes (plancha 7) el eje’cromosomlco e
permanece”‘hasta el ultimo - corte - rodeado. der heterocromatlna que ya no se

observa claram

Cortes aislados:

Se obtuvieron tambien grandes aumentos de -otros nucleos de celulas en etapas
de Ieptoteno (MICTO raflas 5 y 6) (pl cha 9) donde se“observan con mas claridad

cercanla a la zona

Serie 3:

Corresponde al material fijado para dispersiones y consta de 21 cortes seriados de
un nuicleo de espermatocito de rata en etapa de zigoteno. La técnica de fijacion
permite un extendido del material nuclear por lo que no se observa el borde de la
zona de heterocromatizacion (XYDb), las cromatinas se encuentran en contacto y
no se observa diferencia, la caracteristica que permite reconocer la zona de
heterocromatizacion es la presencia de ejes cromosémicos dentro de la zona XYb.
En el corte 1 (plancha 10) se aprecia un eje cromosomico (EC) en forma de arco

rodeado por heterocromatina que apenas es diferente de la cromatina laxa, esta
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jycorte 8 (plancha 10) se:distingue: elfsegundo eje cromosomlco que se anclé a la

envoltura nuclear en el corte anterior. De los cortes 9al 13 {plancha 11) se aprecia

; estos dos restos de ejes ambios y la zona de heterocromatizacion sigue

confusa, es en eI corte ;(plancha 11) cuando el primer eje cromosdémico

comienza a ascende .fglrar y se empieza a distinguir con mayor facilidad la
zona de heterocrom tiza ion;’ en los cortes 15 y 16 (plancha 11) ya se distingue la

zona de héterbgr acuon' y el primer eje cromosomico sigue girando, mientras

que el segundo je.se: observa de forma transversal en la misma posicién que en

",Iojs_ cortes ante s en los cortes 17 y 18 (plancha 12) el primer eje cromosomico
“ : rado;por. completo y se encuentra dirigiéndose hacia la envoltura nuclear y se
ancla a esta' en el corte 19; el otro eje cromosémico permanece igual, el cuerpo
'XY’.enkestos cortes es distinguible. En los cortes 20 y 21 (plancha 12) la zona de
hgte?dcfbmatizacién del cuerpo XY se vuelve difusa y se observa restos de los

ejes cromosomicos.
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Planché 1. k

_Serie 1: Micrografias de los cortes 1 a 24. Niicleo de espermatocito en etapa de leptoteno -
zigoteno., Material de rata de 21 dias de edad f'jado en glutaraldehido al 2 5% e incluido en
resina epéxtca Aumento 23 750 En toda la se PR

/ Corte .1; 'Se observa una zona. de condensacién_hde a’ cromatina (zona punteada XYb)
diferente al.resto de la cromatina |laxa del nucleo'y cerca de la envoltura nuclear (en), no se

“observa‘un: limite‘entre-estas- dos cromatlnas, dentro de*esta’zona de condensacién se
‘encuentran 4 ejes cromosémlcos e almente (EC)

,Corte 2.y:-3: La zona de condensacion de (XYb) es més evidente, se encuentra en contacto
con la‘envoltura nuclear (en),” tamblén se observan los 4 ejes cromosdmicos (EC) cortados
transversalmente ;

‘Corte 4! Zona de heterocromatnzacién (XYb) con un arreglo nucleosomal mas denso que el
“resto de la'cromatina’ del nucleo, se observan’los’4 ejes cromosémicos ((EC) dentro de la
zona XYb.: Uno de estos ejeS' romosémlcos se. encuentra en contacto .con Ia envoltura
nuclear (en) : L R :

Corte 5: Ai’m se distingue el eje cromosémico (EC) anclado a la envoltura nuclear (en) y los
tres ejes cromosdmicos dentro de la zona de heterocromatizacion (XYb); aparece el primer
indicio de nucleolo (nl) cerca de la zona de heterocromatizacién y de la envoltura nuclear.

Corte 6, 7 y 8:-Ya solo se observan tres ejes cromosémicos (EC) dentro de la zona de
heterocromatizacion (XYb), el nucleolo (nl) se hace mas evidente y se encuentra cerca de la
zona ‘de »heterocromatizacién y de la envoltura nuclear (en).
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Plancha 2™ ' ' ’ : ‘ s

Cortes 9 y 10: Uno de los tres ejes cromosémicos (EC), observables dentro.de la zona de

- heterocromatizacién (XYb), se encuentra anclade a la envoltura nuclear:(en): -y es
claramente distinguible de los otros, ya que en este corte (corte:9) se observa de forma
‘longitudinal y los otros dos ejes estan cortados transversalmente.: El nucleolq (nf) se'observa
‘cerca de la zona de heterocromatizacién. En el corte’ 10 apenas si se ‘distingue el eje ..
“cromosémico correspondiente al eje anclado en el corte 9.y Ios dos ‘ejes’ cromosémlcos“

. dentro de la zona de heterocromatizacion. . . S .

Cortes 11, 12 y 13 En estos cortes solo se observan dos ejes cromosémicos (EC) dentro de
la zona de heterocromatizacion (XYb).

Cortes 14 y:15: En el corte 14 uno de los dos ejes cromosémicos (EC) se encuentra anclado’

la. “envoltura’:nucleari(en) y se. observa de forma longltudinal la:~zona::de
heterocromauzacién ‘ocupa’menos ‘area que en los cortes anteriores y atn se observa el
“nucleolo’(nl). cerca’ de la zona de heterocromatizacion (XYb) En el corte 15 se aprecia‘una- . ..
pequefia parte; del: ‘eje’ cromosémlco correspondiente al eje anclado a la envoltura nuclear P
”en eI corte 14 y eI otro e]e cromosémico dentro de la zona de heterocromatizacnén L

Corte 16: Solo se aprecia un eje cromosémico (EC) dentro de la zona de
‘heterocromatizacién (XYb), ademas de que esta zona sigue disminuyendo de area, se
observa el nucleolo cerca de la zona de heterocromatizacion.
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_Plancha 3.

Corte 16, 17 y 18: En estos corte ya solo se observa un eje cromosémico (EC) dentro de la
zona de heterocromatizacion (XYb), la zona de heterocromatizacién pierde area y es dificil
establecer limites entre esta zona y el resto. de la cromatina,” el. nucleolo (nl) comienza a
desaparecer y en el corte 19 ya se observa poca parte del nucleolo,”

V-

Corte 20: el ultlmo eje cromosémico vnsnble (EC) parece que empleza a descender hacia la
envoltura nuclear (en) y el nucleolo (ni) ya se ve poco. - :

Cortes 21 y 22: En el corte 21 el eje cromos6mico (EC) se ancla a la envoltura nuclear (en) y
se observa longitudinalmente, la zona de heterocromatizacion ha disminuido y ya solo se
encuentra rodeando al eje cromosémico. En el corte 22 solo se observa un resto de eje
cromosdmico y la zona de heterocromatizacién se observa poco, el nucleolo en estos cortes

ya casi no se observa.

Cortes 23 y 24: Ya no existen ejes cromosémicos y la zona de heterocromatizacion es difusa
y poco distinguible del resto de la cromatina, el nucleolo ya no se aprecia.
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Plancha 4.

Mlcrogrfla RH Aumento tnpllcado de la formac:én del cuerpo XY correspondlente al corte 4 de
la serie 1 (Plancha’ 1) Las, continuidadés en forma de cuerda de collar (flechas) representan
la transformacién..de’:la: cromatinalaxa .’ en : heterocromatina' del i cuerpo: XY (XYb).
. Abreviaturas: Cuerpo XY (XYb). envoltura- nuclear. (en) Materlal fuado en glu!araldehtdo al
2.5%e Incluido en resma epéxuca Aumento 77 500 : [ CiEL

Mlcrografla 2: Aumento triplicado de Ia formacién de! cuerpo XY correspondiente al corte 7
de la:serie.1. (Plancha ‘1), La transformacion de la cromatina laxa en heterocromatina del
cuerpo XY se observa en forma de continuidades (flechas). Abreviaturas: Cuerpo XY (XYb).
‘Nucleolo (nl),-envoltura nuclear (en). Material fijado en glutaraldehido al 2.5% e incluido en

resma epéxnca Aumento 77 500.
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Plancha 5.

":zigoténo:'Matenal de rata'de 217dias de 'edad fuado en glutaraldehldo al 2.56% e incluido en
resina epéxlca Aumento 30400, En toda la serie.

oltura nuclear (en), se “observan  los 'ejes
“ cromosamicos® (EC)=

heterocromattza ion e aprecian continuidades (flecha)

Cories' 2.y 30 Se suguen apreclando los ejes cromosémicos (EC) cortados ‘de forma
longntudlnal y: transversalmente,” asi- como ' las contlnuldades (flecha) entre la. 'zona de’
heterocromatlzamén (XYb) y la cromatina Iaxa .

Corte 4:.La zona.de heterocromatizacion (XYb) se empieza a dividir en dos regiones unidas
-por: continuidades : (flecha trlangular) y cerca de un eje cromosémico, las. continuidades
(flecha) - conla: cromatlna laxa siguen apreciandose en la misma zona que en los cortes
;antenores

Corte 5. . Se observan dos regiones de heterocromatina bien definidas (XYb) unidas por
continuidades (flecha triangular), las continuidades con la cromatina laxa permanecen, y ya
.solo se observa un eje cromosémico (EC) dentro de la zona de heterocromatizacidn cortado
transversalmente.

Cortes- 6, 7 y 8: Se aprecian las dos zonas de heterocromatizaciéon (XYb) unidas por una
continuidad (flecha triangular), el tnico eje cromosémico (EC) se sigue observando y las
continuidades con la cromatina laxa atn permanecen (flecha)

no%se ‘observa un limite:entre™ la ‘zona de T
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Plancha 6.

Cortes 9, 10, 1 y 12: Las dos fegiones de hetérbcrbmatizacién (XYb) siguen unidas (flecha
triangular) 'y las continuidades con.la cromatina laxa ya:no se aprecian. Eje cromos6mico

Corte 13: Desaparece la continuidad que unia las ‘dos zonas de heteracromatizacion (XYb)
por lo que se aprecian separadas entre si, el eje cromosémico (EC) permanece.

Corte 14 y 15: La pequeiia region de heterocromatizacion (XYb) comienza a desaparecer, a
la vez que la zona de heterocromatizacién (XYb) grande empieza a disminuir de area, pero
el eje cromosdmico (EC) se observa aln dentro de esta.

Corte 16: Solo se aprecia una zona de heterocromatizacién (XYb) con un eje cromosémico
(EC) adentro. . :
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Plancha 7.

Corte 17, .18, 19 y 20 La zona de heterocromatizacnén (XYb) ha dlsmlnmdo de tamarfio. y
parece estar rodeando al e]e cromosémlco (EC) que se aprecna en estos cortes

Corte 21: La heterocromatina que rodea al eje cromosémico (EC) ya no es distinguible.
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Plancha 8.

Micrografia 3: Aumento triplicado de la formacidn del cuerpo XY correspondiente al corte 4
de la serie 2 (Plancha 5). Se observan las continuidades en forma de cuerdas de collar
(flechas) de la heterocromatina-del cuerpo XY hacia la cromatina laxa del nucleo.
Abreviaturas: Cuerpo XY (XYb), envoltura nuclear (en). Material fijado en glutaraldehido al
~ 2.5% e incluido en resina epoxica.'Aumento 59 200

. Mlcrografla 4 Aumento trlpllcado de Ia formacnén del cuerpo XY correspondiente al corte 12
‘de‘la_serie”2 (Plancha 6), con continuidad entre las dos regiones del cuerpo XY (flechas).

-"Abreviaturas::Cuerpo XY: (be). “envoltura’nuclear:(en). Material fijado en glutaraldehido ai
2 5% e incluldo en reslna epéxxca Aumemo 59 200
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~Plancha 9

i Mlcrografla 5 Gran aumento de un nucleo de espermatocnto pnmano en etapa de Ieptoteno -

zigoteno.' Se ‘observan continuidades” en:forma, de cuerda de collar entre:la hetrocromatina
" del cuerpo. XYy la: cromatina: laxa, lo’ que representa la’ transformaclén -de’la" cromatina.’
Abreviaturas: Cuerpo XY (XYb);* envoltura nuclear; (en) Matenal fuado en gl
-2 5% e lncluido en resma epéxnca Aumento 67 500 : 5

Micrografia. 6:-:Gran aumento de un ntcleo de espermatocito en etapa de leptoteno -

zigoteno.- Se observan las continuidades (flechas) que representan la transformacion de la

cromatina laxa en heterocromatina del cuerpo XY. Abreviaturas: Cuerpo XY (XYb), Nucleolo

(nl), .- envoltura nuclear (en). Material fijado en glutaraldehido al 2.5% e incluido en resina
““epoxica:;Aumento 67 500.
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Plancha 10.

" Serie 3: Mlcrografias de los cortes 1:a 21. Ntcleo de. espermatocnto de rata en etapa de
zigoteno. Material de rata de 21 dias de edad fijado para dlspersmnes en paraformaldehldo
al1% e inclundo en resma epéxica Aumento 47500 en toda la serie.

”Corte 1 Se aprecia un eje cromosémlco (EC) en forma de arco rodeado por heterocromatlna
que apenas es diferente del resto de la cromatina laxa, esta zona de heterocromatlzamén
V(XYb) se encuentra en contacto con Ia envoltura nuclear (en) SR

mo:el’ e)e cromosémlco (EC) comlenza a dmglrse por: sus s
a~nuc|ear en) mlentras que la zona de heterocromatlzacnén
,(XYb) aun es dIﬁCIl de’ “distinguir: - : R ; .

Cortes” 2. y

Corte '4: Un extremo del eje cromosémico (EC) se ancla a Ia envoltura nuclear (en) y eI otro
“'continua cortado de-forma’ transversal en: la mlsma posicnén y dnrecmén que en Ios cortes
anterlores . [

- ‘Cortes 5 y 6 Aun se aprecnan “estos dos restos de eje cromosémlco (EC) dentro de la zona
de heterocromatlzamén (XYb)

Corte 7: Un segundo extremo de otro eje cromosémico (EC) se ancla a la envoltura nuclear
(en), mientras que el-otro resto de eje cromosémico continua en la misma posicién y
direccién que en los cortes anteriores.

Corte 8: Comienza a aparecer el segundo eje cromosdmico (EC) que se anclé a la envoltura
nuclear (en) en el corte anterior y el resto del eje cromosémico primero sigue apareciendo
. en este corte dentro de |la zona de heterocromatizacion.
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. Plancha 11

Cortes 9a13: Se apreman los dos restos de ejes cromosémxcos (EC) casi sin camblos yla
'zona de heterocromatlzacién (XYb) sigue confusa : — X

Corte 14: El primer eje cromosémlco (EC) comienza a ascender y a glrar y se empleza a
dlstmgunr con mayor facmdad Ia zona de heterocromatlzacién (be)

‘Cortes 15 y. 16: Ya se distingue la zona de heterocromatizacion (XYb) y el primer. ejé
cromosémico - (EC) sigue girando, mientras que el segundo eje se observa de forma
transversal, en la misma posicién y direccién que en ios cortes anteriores.
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Plancha 12,

;Cortesk17 y 18: El primer e]e' cromosomico (EC) ha girado por completo y se dirige hacia la
" envoltura nuclear (en) y_el segundo eje cromosémico se aprecia igual.:

Corte 19. El primer‘ é]e éromosémlco (EC) ée ancla a |a envoltura nuclear (en), mientras que
el otro eje cromosémico permanece |gual y la zona de heterocromatlzac:én (XYb) en este
corte es dlstlngwble

Corte 20 y 21: La zona de heterocromatnzacnén (XYb) se vuelve dlfusa y se: observa restos i
de ejes cromosémlcos (EC) dentro de esta :
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Discusion.

Enel presente trabajo se observan testiculos de rata de 20, 21 y 22 dlas de edad

los cuales presentan espermatocnos primarios en los’ estadlos mucnales'de la

profase meiotica ’(Leblond C.P. y Clermont Y. 1952), pero esen Ios testlculos de
'bservan espermatocntos en etapa de Ieptoteno -

'nmlal de heterocromatizacion en el nlcleo asi
da" y cromosomas plumulados (Ortiz R. 2002).

~* seriados y aislados:

Los resultados de Ia serle 1 presenta‘ ur nucleo de espermatocito en etapa de
. ; Ieptoteno con presencna de cromatuna ‘laxa, escalerillas de doble cuerda vy

; cromosomas plumulados (Ortiz R. 2002), la cromatina compacta es escasa

"v'(Echeverrla O.M:. et al. 2003) y no se observa el cuerpo XY condensado (Solari A.

{1',974) snn embargo se observa una zona inicial de heterocromatizacion que
- corresponde a las etapas iniciales de la formacidn del cuerpo XY (XYb). Este
cuerpo XY en formacion se encuentra en contacto con la cromatina laxa por medio
de continuidades (plancha, serie y grandes aumentos) lo que representa la
transformacion de la cromatina laxa en heterocromatina del cuerpo XY, algunas de
éstas continuidades permanecen hasta la maduracion del cuerpo XY en forma de
cuerdas de collar (Echeverria O.M. et al. 2003) asi como otras continuidades

estaran transcribiendo fuera del cuerpo sexual (Echeverria O.M. et al. 2003).

En esta etapa de formacién del cuerpo XY los ejes de los cromosomas sexuales

se encuentran anclados por sus extremos finales a la envoltura nuclear al igual
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':que en cuerpo XY maduro’(Woollam 1966 citado por Solari’A.1974). ASm embargo

:en esta etapa de eptotenO' la:disposicion.d Ios jes: cromosomlcos sexuales no

remo de homologla de

individual,

sexuales’ se™ da de forma en etapa de paquiteno el extremo de
omol>og|‘a se une para recombinar (Alberts B. Et al. 1996, Solari A. 1974) y formar
el pequeno complejo sinaptonémico del cuerpo XY maduro (Solari A. 1974), asi
_mlsmo los extremos no homologos se orientan en el mismo sentido (Solari A.

1974).

La condensacion individual de la cromatina de los cromosomas sexuales en etapa
de leptoteno y su futura unién en paquiteno es apoyada por los resultados de las
series 2 y 3. En la serie 2 se aprecia un nucleo en etapa de transicién leptoteno —
zigoteno, la heterocromatina del cuerpo XY es mas evidente que en leptoteno,
ademas se observa el cuerpo XY dividido en dos regiones comunicadas entre si,
estas regiones corresponden a la heterocromatina de cada uno de los
cromosomas sexuales que se estan condensando por separado y durante el
paquiteno se unen para forma el cuerpo XY. En la serie 3 se aprecia a los dos ejes
cromosomicos orientados en sentidos opuestos pero se han acercado uno al otro
por medio de desplazamientos cromosdmicos (Solari A. 1999) para formar el
cuerpo XY maduro en paquiteno.

Durante la formacion del cuerpo XY puede presentarse una relacion con el
nucleolo de la misma forma que cuando esta maduro (Onho 1957 citado por Solari
A. 1974), cuando existe la relacion el cuerpo XY en formacion esta separado del
nucleolo por un espacio estrecho y a veces se observan continuidades

atravesando dicho espacio pero no en relacioén directa con el nucleolo, por lo que
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la relacnon deI cuerpo XY en formacnon y eI nucleolo es'una yuxtapos:cuon ‘al |gua|
que ocurre cuando eI cuerpo XY esta maduro (Echeverrla O.M. et al 2003)

Conclusion.

' .El cuerpo XY se forma como consecuencia de la inactivacion y condensacmn de Ia

cromatina. Durante la etapa de leptoteno de la profase melotlca i se comlenza a .

condensar la cromatina de los cromosomas sexuales de forma |nd|V|duaI

Ia e

condensacion de la cromatina laxa en heterocromatina se aprecna en forma' de_f Lo

continuidades que parecer cuerdas de collar, los ejes cromosomlcos se
encuentran separados, orientados en sentidos opuestos, en forma de arco -
anclados a la envoltura nuclear por sus extremos y rodeados cada uno de su
propia heterocromatina. Los ejes cromosdmicos se unen a medida que avanza la
profase meidtica | y en la etapa de paquiteno se aparea la zona de homologia, los

 extremos no homologos se orientan en el mismo sentido y la cromatina de ambos

"_ejes-cromosomicos se concentra en un area delimitada por la misma para formar
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