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RESUMEN

A partir de un examen global de la bibliografia sobre cariología aviaria, se seleccionaron 5

especies de la clase Aves, pertenecientes a cinco órdenes aviarios diferentes, incluyendo una especie

del grupo primitivo Ratitae, y cuatro especies del grupo mas evolucionado de las aves carinadas, para

realizar un análisis citológico y ultraestructural del cariotipo, y en especial de los cromosomas

sexuales Z y W. Se estudió la estructura y comportamiento de los cromosomas, tanto mitóticos como

meióticos. Se describen las características morfológicas de los macrocromosomas y las variaciones

especificas de los cromosomas Z y W, en Rhea americana (Reiformes, Ratitae), Anas platyrhynchos

(Anserifonnes), Numida meleagris (Galliformes), Columba livia (Columbifonnes) y Poephila gulrata

(Pasen'formes). El cromosoma W está compuesto predominantemente por heterocromatina C+, con

amplia heterogeneidad de distribución y morfología en cada especie de las aves carinadas; en R.

americana el W es predominantemente eucromático, con bandas C+ sólo en el centrómero y brazo

corto.

La conducta del par ZW en la profase meiótica femenina y el par ZZ en la masculina se

analizaron en microextendidos de meiocitos para el estudio de complejos sinaptonémicos. En el par

ZW, el proceso de sinapsis parcial, y el proceso de igualización de los ejes, están presentes en todas las

especies analizadas. Asimismo, en todas las aves del grupo de las carinadas, se observa un único

nódulo de recombinación, que tipiflca a la zona recombinante. En R. americana, en cambio, existe

libre recombinación a nivel de casi todo el brazo largo de ambos gonosomas. Se concluye que la

conducta del par ZW se ha conservado durante la filogenia aviaria.

El análisis de la frecuencia y distribución de los nódulos de recombinación en los complejos

sinaptonémicos de machos y hembras de C. livia, demuestra que existen tasas de recombinación

similares en ambos sexos en esta especie. Se propone que esta característica puede ser propia de la

clase Aves.

El estudio de las células mitóticas y meióticas de P. gurlata permitió descubrir la presencia de

un cromosoma B restringido a la línea germinal. La conducta de este cromosoma B, se analizó

mediante microscopía óptica y electrónica en las gonadas masculina y femenina. Se propone una

hipótesis para explicar su mantenimiento, y su transmisión de una generación a la siguiente.

En base a las evidencias aportadas por esta Tesis, y de acuerdo con la interpretación de los

datos disponibles en la literatura, se propone el primer modelo para la evolución del par ZW aviario

desde un estado homomórflco inicial hasta el heteromorfismo que se observa en las aves más

evolucionadas.



ABSTRACT

After an extensive revision of the literature, five species of birds, belonging to five difl'erent

orders, were chosen to perform a cytological and ultraestructural analysis of the karyotype, specially

on the features of the Z and W chromosomes. One of these species belongs to the primitive group of

ratite birds, while the other four species belong to the more evolved group of carinate birds.

Morphological features of macrochromosomes and the specific variations of Z and W chromosomes

are described in : Rhea americana (Rheifonnes, Ratitae), Anas platyrhynchos (Anseriformes),

Numida meleagris (Gallifonnes), Columba livía (Columbiformes) and Poephila gunata

(Passeriformes). ln all carinate birds the C+ heterochromatin is the main component of the W

chromosome, showing large variations in morphology and distribution of the C banding material. In R.

americana the W chromosome is mainly euchromatic, with C+ bands only at the centromere and the

short ann.

The behavior of the ZW pair during female meiotic prophase and that of the ZZ pair during

male meiosis, were analized using microspreads for synaptonemal complex studies. Both partial

synapsis and axial equalization processes are present in the ZW pairs of all the examined species. In

all carinate birds a single recombination nodule is observed, which is strictly located in a

recombinating region. ln R. americana, however, there is free recombination along most of the

extension of Zq and Wq. lt is concluded that the ZW pair behaviour is conserved throughout avian

phylogeny.

The analysis of the recombination nodule distribution and frequency in the synaptonemal

complexes in males and females of C. livia, shows the existence of similar recombination rates in both

sexes of this species. lt is proposed that this feature may be distinctive of the class Aves.

The presence of a B chromosome restricted to the genn line was discovered in P. guttata, after

the analysis of mitotic and meiotic cells in both sexes of this species. The behaviour of this B

chromosome was analyzed in male and female gonads, using light and electron microscopy. A

hipothesis is proposed to explain the maintenance of this B chromosome, and its transmission from one

generation to another.

Finally, the first model for the evolution of the avian ZW pair is proposed, based on the

evidence presented in this Thesis and according to the interpretation of related data from the literature.

The model explains the transformation of the ZW pair from an homomorphic state to the highly

differentianted state observed in the more evolved, living birds.
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INTRODUCCION

l.l. Antecedentes de la observación de cromosomas sexuales en las aves

Aunque las primeras observaciones del complemento cromosómico de un ave se remontan a

principios del siglo actual (Loyez, 1906), la fórmula sexual fue un tema controvertido hasta la década

del ’60. La existencia de un heterogametismo femenino fue sugerida por el análisis de progenies

(factores ligados al sexo) ; y los primeros trabajos citológicos propusieron una fórmula sexual en este

sentido (Guyer, 1916). La fórmula XX (macho)/X0 (hembra) fue la más aceptada entre las

propuestas, aunque se identificó erróneamente al par #l como el cromosoma sexual (X) en Gallus

domesticas. En 1938, Miller revisó la literatura sobre cariología aviaria y le acreditó a Susuki (1930)

la primera identificación correcta del par cromosómico #5 del pollo como el cromosoma Z. Desde

entonces comenzó a utilizarse la denominación Z para el cromosoma sexual en estado doble en los

machos, y W para un supuesto cromosoma especifico de las hembras (junto con el Z), aunque aún se

encontraba instalada la controversia ZZ/ZO vs. ZZ/ZW (revisado por Bloom, 1974). Recién en 1961,

Frederic presentó la primera evidencia citológica sobre la existencia de un cromosoma W en la gallina.

Estos resultados fueron confirmados posteriormente, mediante estudios radioautográficos en

cromosomas de médula ósea de pollo (Schmid, 1962) , y por la identificación de un cromosoma sin

homólogo en células de hembras del psitacifonne Melopsitacus undulams (Rothfels et al., 1963).

Adicionalmente, Ohno et al. (1964) demostraron un cromosoma W en hembras de canarios y palomas.

Desde estos primeros trabajos todas las observaciones han confirmado la existencia de un mecanismo

cromosómico de determinación sexual de tipo ZZ(macho)-ZW(hembra) en las aves, y no se han

descripto otras fórmulas gonosómicas ni sistemas de cromosomas sexuales múltiples.

El estudio del par ZW durante la meiosis se ve dificultado debido a que la profase meiótica en

la hembra, a semejanza de lo que ocurre en las hembras de los mamíferos, está restringida a un período

embrionario previo a la eclosión y al desarrollo del adulto. El estudio del ZW aviario debe realizarse,

por lo tanto, a partir del único ovario fimcional (izquierdo) antes de la eclosión o pocos días después



de la misma. Además, como se demostrará a lo largo de esta Tesis, el reconocimiento y análisis del par

ZW (meiótico) es dificil de realizar mediante los métodos citológicos usuales y utilizando microscopía

de luz, debiendo recurrirse al análisis de los ejes meióticos. Por esta razón, la conducta del par sexual

recién fue establecida a fines de la década del '70 mediante la observación de los ejes meióticos en

ovocitos de pollo en paquitene (Solari, 1977). En éste y otros estudios posteriores se estableció la

existencia de sinapsis parcial y recombinación en el par ZW de algunas aves can'nadas (reseñado en

Solari, 1989), lo que fue confirmado posteriormente en estudios de cromosomas plumulados (Solovei

et al, l993).

1.2. Consideraciones generales sobre el cariotipo aviario

En contraste con las descripciones relativamente completas sobre su historia natural, los

estudios cariológicos en las aves se encuentran notablemente retrasados. Menos del 6% de las 9000

especies de aves han sido cariotipadas (Capanna et al., 1987), un porcentaje exiguo cuando se

compara con el 18% registrado para los reptiles (Olmo, 1986) y el 40% de los mamíferos. Estas

diferencias pueden atribuirse en parte a la dificultad que impone el gran número de microcromosomas,

y también a la am monotoníadel cariotipo aviario que surgió de los primeros estudios. A partir

de la década del ’70 se registra un gran crecimiento de los estudios citogenéticos, que puso en

evidencia variantes respecto del patrón cariotípico usual. En la actualidad 27 de los 28 órdenes de la

clase Aves tienen, al menos, una especie cariotipada (Capanna et al, 1987). Teniendo en cuenta estos

estudios, se pueden establecer ciertas regularidades del cariotipo aviario :

o Números cromosómicos elevados : en el 85% de las especies cariotipadas el número cromosómico

supera los 70 cromosomas, llegando a un máximo de 126 en Upupa epops (Coraciformes) (Capanna

et al., 1987). Con pocas excepciones, hay un número elevado de microcromosomas, que representan

alrededor de un 40 % del genoma (Tegelstróm y Ryttman, 1981).

o Patrón morfológico casi constante en algunos macrocromosomas: en una muestra de de 112



especies el cromosoma #l es metacéntrico o casi metacéntrico en el 90% de los casos, y en esa misma

muestra, el cromosoma #3 es acrocéntrico a1 el 80% (Shofiher, 1974).

o Los microcromosomas son en general, acrocéntricos, como fue inicialmente demostrado mediante

microscopía electrónica (Solari, l977), y confirmado posteriormente.

o El cromosoma Z es, en la mayoría de los casos, el cuarto o quinto en tamaño, y representa

aproximadamente un 7 % del genoma (lo cual fue establecido primeramente por Becak et al , 1964).

o El cromosoma W está constituido principalmente por heterocromatina constitutiva, excepto en las

Ratitae (ver Sección l.3. l).

La homogeneidad en el cariotipo puede relacionarse con el tamaño relativamente constante del

genoma aviario : el contenido de ADN promedio es 2.82 i: 0.33 pg, con un rango entre 2.0 y 3.8 pg, en

135 especies de l7 órdenes (Tiersch y Wachtel, 1991). Este valor representa, aproximadamente la

mitad del valor promedio de los mamíferos, y es el menor entre los vertebrados.

1.3. El par ZW en la mitosis aviaria

En las aves carinadas (no ratites), el par sexual está altamente diferenciado: el Z es un

macrocromosoma mediano, el W es más pequeño y, en general, su tamaño se aproxima al de los

microcromosomas. En la subclase Ratitae, de aves más primitivas, los cromosomas Z y W son casi

homomórficos, y sólo pueden distinguirse por diferencias de grado variable en su tamaño (Takagi et

al., 1972 ; De Boer, 1930).

1.3.1. El par ZW en las ratites

Las ratites, incluyen sólo diez especies de aves muy primitivas: el ñandú común (Rhea

americana), la rhea darwiniana (Pierocnemi'a permata), el avestruz ( Struthio camelus), tres especies

de kiwi (Apterix), tres especies de casuario (Casuari'us) y el emu (Dromaius novaehollandíae).

Aunque la monofilia del grupo se ha discutido, el cariotipo de los macrocromosomas está muy



conservado en todas ellas, y los cromosomas Z y W son acrocéntricos y muy similares en tamaño

(Takagi et al. , 1972 ',De Boer, 1980) (Figura l).

Ansari et al. (1988), estudiaron en detalle el patrón de bandas G y de replicación de los pares

ZW de las dos especies de ñandú y del emu. El bandeo pone en evidencia una gran homologia en los

cromosomas sexuales en las tres especies, siendo casi todo el cromosoma W equivalente a la región

distal del brazo largo del Z (Figura l). Los mismos autores describen al cromosoma W como

eucromático y de replicación sincrónica con el Z y los macroautosomas. Todas estas características

señalan el estado primitivo de diferenciación del par sexual en este grupo.

1.3.2. El par ZW en las aves carinadas

El par sexual heteromórfioo del resto de las aves (carinadas) contrasta con el homomorfismo

anteriormente descripto para las ratites. Este dimorfismo se mantiene casi siempre, aunque la

morfología del Z y el W puede variar en diferentes taxones.

En general, el cromosoma Z ocupa el cuarto o quinto lugar por orden de tamaño. Según

Belterman y de Boer (1984), el tipo primitivo de cromosoma Z habria sido acrocéntrioo y del mismo

tamaño que el par #4, como se observa en los Anseriformes. Esta hipótesis está sustentada por la

similitud del patrón de bandas G entre el Z del pato Pekin y el de las ratites (Ansari et al., 1988)

(Figura l), al tiempo que la gran homogeneidad cariotipica en ambos grupos sugiere que el cariotipo

primitivo de las aves carinadas seria similar al de los Anseriformes (Belterman y De Boer, 1984).

Este (propuesto) tipo primitivo de cromosoma Z se repite en los Galliformes, pero únicamente

en la familia Megapodidae ; en los demás representantes de este orden el Z es metacéntrico o

submetacéntrico, y en el género Gallus adquiere una banda C+ en el extremo del brazo largo (Stock y

Bunch, 1982). Las derivaciones del cromosoma Z están menos claras o no han podido podido

establecerse en otros órdenes, porque se encuentran estudiados de manera incompleta.

Aunque la morfología del Z varia entre órdenes y dentro de ellos, puede suponerse que el



Rhea amn'cana Ana: platyrhynclws

Z W Z

Figura l. Patrón de bandas G del par sexual de Rhea americana (Ratitae) y comparación con el

cromosoma Z del pato Pekin (Anas plan/rhynchos) (Datos de Ansan' et al., 1988).



cromosoma Z se ha conservado durante la evolución de la clase aves (Ohno, 1967). Esta hipótesis está

sustentada por la constancia del tamaño relativo del Z en distintas especies (Becak et al., 1964), y el

mapeo conservado de genes como el IREBP y el ZOV3 en 6 especies de S órdenes diferentes (Saitoh et

al., 1993). Sin embargo, debe hacerse notar que si bien el cromosoma Z aparece conservado entre las

aves, la suposición de Ohno (1967) de que el Z aviario y el X de mamíferos son homólogos, ha

demostrado ser incorrecta (Solari, 1994). Esta diferencia entre el X de los mamíferos y el Z aviario ya

fue sugerida por la observación de la ausencia de replicación tardía del Z (Bianchi y Molina, 1964).

El cromosoma W de las carinadas está constituido casi en su totalidad por heterocromatina

constitutiva y se replica tardiamente durante la fase S (de síntesis de ADN) del ciclo celular (Stephos y

Arrighi, l97l). Sin embargo, se han descripto algunas variantes a este esquema general : en Gyps

fillvus (Falconiformes) el brazo corto del W es completamente eucromático ; en el pollo el brazo corto

del W se replica más tempranamente que el brazo largo (Schmid et al., 1989) ; y el W de Pandion

halietus (Falconiformes) sólo tiene una banda C pen'centrome'rica (Kohler et al., 1989).

La heterocromatina del W ha sido caracterizada únicamente en Gallus domesticus. Está

formada por dos familias de ADN altamente repetitivo : la familia Xhol y la familia EcoRI (Tone et al.

1984 ; Kodama et al., 1987). La familia Xhol tiene dos unidades repetitivas principales , de 0.7 y 1.1

kb, definidas por los sitios de cortes de la enzima. Cada una de estas unidades mayores está formada

por unidades repetitivas intemas de 23 nucleótidos con grupos de (A)3.5y (T)3., (Kodama et al., 1987).

La familia EcoRl tiene una unidad principal de 1.2 kb, que también contiene unidades repetitivas

internas de unos 21 pb. La alternancia de grupos AT en cada período de la doble hélice provoca una

curvatura pronunciada del ADN, de manera similar a lo registrado en otras familias de secuencias

repetitivas (Suka et al., 1993). Ambas familias ocupan alrededor del 65% del W, tienen una homología

del 68% y están restringidas al género Gallus (Tone et al., 1984 ; Saitoh y Mizuno, 1992). Mediante

hibridación in situ y fluorescencia (FISH) sobre los cromosomas mitóticos (Saitoh y Mizuno, 1992) y

el bivalente ZW en paquitene (Solari y Dresser, 1995) se estableció que la familia Xhol es



pericentromérica, en tanto que la familia EcoRI ocupa la mayor parte del brazo largo y una parte del

brazo corto.

1.3.3. Variantes morfológicas del par ZW

En la familia Accipitridae (Falconiformes) , el cromosoma Z es el mayor del complemento (De

Boer, 1976 ; De Boer y Sinoo, 1984), aunque no varía la proporción del genoma que representa. Esta

ubicación se debe a una redistribución de material genético, desde los macrocromosomas más grandes

hacia los de menor tamaño, puesto que es característico el escaso número de microcromosomas,

aunque el número cromosómico total es relativamente alto (el número modal para la familia es Zn =

66).

En Tyto alba (Tytonidae, Strigiformes) el cromosoma Z es el más grande, y probablemente

también lo sea en Phodilus badius, perteneciente a la misma familia (Belterman y De Boer, l984).

Esta familia posee altos números diploides, con gran número de microcromosomas, por lo que esta

variación no podría explicarse como en los accipítridos, aunque no hay mediciones cariotípicas que lo

confirmen.

En las Columbiformes Claravis prctiosa y Scardafella squamata el cromosoma W es tan

grande como el Z (De Lucca, 1984).

También se han registrado pares ZW inusualmente grandes en dos especies de alondras

(Alaudidae, Paserífonnes) : Melanocoripha bimaculata y Calandrella cinerea (Bulatova, 1973).

Por cuanto estas variantes se presentan en taxones que no están estrechamente relacionados,

no se puede descartar que el número de variantes aumente a medida que se amplíen los estudios

citogenéticos.

1.4. El estudio de la profase meiótica y la recombinación al microscopio electrónico

El estudio de la meiosis al microscopio óptico nos permite caracterizar la homología



(observando el aparcamiento cigoténico), la recombinación (número y distribución de quiasmas) y la

segregación (por cl análisis de los productos meióticos) en un determinado organismo. Sin embargo, no

todos los materiales son igualmente favorables para proveer resultados. Asi, las etapas más tempranas

de la meiosis son dificiles de visualizar en la mayoría de los organismos, excepto en algunas especies

con genomas muy grandes o en los que el material genético se distribuye en pocos cromosomas, como

algunos insectos y anfibios o Lilium y el maíz, entre las plantas.

El descubrimiento de los complejos sinaptonémicos (Moses, 1956) y el advenimiento dc

técnicas que pcmiiten visualizar los ejes meióticos y sus estructuras asociadas, durante la profase

meiótica temprana, pemiitieron salvar las dificultades mencionadas, por cuanto la conducta de los ejes

meióticos refleja con fidelidad la de los cromosomas correspondientes. Particularmente, en el estudio

dc los cromosomas sexuales, ha sido de gran utilidad poder disponer de marcadores morfológicos para

el aparcamiento (complejos sinaptonémicos) y la recombinación (nódulos de recombinación).

1.4.1. Descripción de la profase meiótica temprana desde cl punto de vista delos ejes meióticos

El aparcamiento dc los cromosomas homólogos durante la profasc meiótica está facilitado por

un aparato proteínico que los mantiene yuxtapuestos : el complejo sinaptonémico (Moses, 1956). La

primera manifestación de su formación es la aparición, durante el leptotene, de ejes filamentosos

delgados a lo largo de cada cromosoma. Estos ejes son simples y sus extremos se orientan hacia la

periferia del núcleo, uniéndose a la cariotcca mediante placas de adhesión. Los extremos están

separados entre si, lo que indica que los telómeros homólogos no están sinapsados antes de la

formación del complejo sinaptonémico (Moses, l977a). El inicio del cigotene está marcado por la

aparición de segmentos apareados de ejes simples, que constituyen el inicio de un complejo

sinaptonémico, como consecuencia del alineamiento de los cromosomas homólogos. El paquitene

comienza cuando se ha completado el aparcamiento de los ejes simples. Cada complejo sinaptonémico

corresponde entonces a un bivalentc meiótico, y está formado por dos elementos laterales



(correspondientes a los ejes simples del lepto-cigotene) y un elemento central. Sobre los elementos

laterales, como engrosamientos de los mismos, aparecen los cinetocoros, indicando la posición de los

centrómeros homólogos. En el diplotene los complejos sinaptonémicos se disocian, los elemmtos

laterales de hacen discontinuos, quedando remanentes axiales y del elemento central, únicamente en las

regiones centroméricas y quiasmáticas (Solari, l970a ; Solari, 1981).

1.4.2. El cariotipo de complejos sinaptonémicos

A cada bivalente meiótico le corresponde un complejo sinaptonémico, es decir, n = número de

complejos sinaptonémicos, como fue demostrado por primera vez por Wettstein y Sotelo (1967) a

partir de reconstrucciones tridimensionales de núcleos de esperrnatocitos de Grillus argentinus. Las

longitudes relativas de los ejes guardan una relación con las respectivas de los cromosomas mitóticos,

como fue demostrado primero en el par XY del ratón (Solari, l970b), y esto fiie confirmado para

todos los cromosomas en numerosos trabajos posteriores, siendo Gillies (1972) el primer autor que

produjo un cariotipo de complejos sinaptonémicos (en Neurospora crassa). Las reconstrucciones de

cortes, aunque son sumamente informativas, son extremadamente laboriosas y lentas. Por esta razón

fueron rápidamente sustituidas por las preparaciones de microextendidos de células meióticas sobre

una superficie acuosa (Counce y Meyer, 1973). Mediante este procedimiento el complemento de

complejos sinaptonémicos de cada núcleo puede observarse en una preparación donde está el núcleo

completo (whole-mount). La técnica on'ginal se ha modificado en varias oportunidades (Solari, l980a)

y actualmente los procedimientos de sedimentación y secado (Speed, 1982 ; Croft y Jones, 1986) son

ampliamente utilizados, ya que permiten obtener mayor cantidad de material para el análisis.

El procedimiento estándar para la realización del cariotipado de complejos sinaptonémicos se

estableció utilizando espen'natocitos de hamster chino (Cricetulus griseus) como maten'al experimental

(Moses, 1977 b y c; Moses et al., 1977). Esta serie de trabajos estableció la constancia de las

longitudes relativas y las relaciones de brazos de los complejos sinaptonémicos, indicando así la



ausencia de distorsión fisica debida a la preparación. Se comprobó, además, la proporcionalidad l :l

entre las longitudes relativas de cada complejo sinaptonémico y cada par cromosómico del cariotipo

mitótico.

El cariotipado de complejos sinaptonémicos a partir de microextendidos se ha realizado sobre

diversos materiales : espennatocitos de insectos (Solari y Counce, 1977 ; Solari y Agopian, 1987), de

mamífero (Solari, l980a), de pollo (Kaelbling y Fechheimer, 1983) y microesporocitos de plantas

(Sherman y Stack, 1992; Jones y d’Azkue, 1993), permitiendo su comparación con el cariotipo

mitótico y los bivalentes meióticos.

En algunos casos, la relación entre el can'otipo de complejos sinaptonémicos y el can'otipo

somático se aparta en grado variable de la relación directa antes mencionada. Una de las razones

propuestas para explicar esta divergencia es la contracción diferencial de los bivalentes en las zonas de

heterocromatina, de manera que ésta queda subrgpresentada en los complejos sinaptonémicos (Moses,

l977b; Stack, 1984; Solari y Agopian, 1987). En los espermatocitos humanos la elongación de

algunos bivalentes meióticos está correlacionada con la escasez de material de bandas G (cromómeros)

en los bivalentes paquiténicos (Solari, l980a).

La falta de proporcionalidad entre ambos cariotipos en casos particulares, no invalida el uso

de los complejos sinaptonémicos con fines de cariotipado, estudios de rearreglos cromosómicos o

mapeo de nódulos de recombinación, siempre y cuando sean establecidas y comprendidas las

relaciones con el cariotipo mitótico y otras fuentes de variabilidad cromosómico (Jones y d’Azkue,

1993).

1.4.3 Los nódulos de recombinación

Los nódulos de recombinación fueron descriptos por Carpenter (1975) en ovocitos de

Drosophila melanogaster, como estructuras fuertemente teñidas, y asociadas al espacio central de los

complejos sinaponémicos. La relación entre su presencia y los eventos de recombinación recíproca



está sostenida por evidencias amplias y variadas :

o Los nódulos de recombinación, al igual que los quiasmas, ocurren en la eucromatina, como está

demostrado en Drosophila melanogaster (Carpenter, l979a), Lycopersicon esculentum (Stack y

Anderson, 1986), y Triatoma infeslans (Solari y Agopian, 1987).

o Su presencia puede alterarse por mutaciones que afectan el entrecruzamiento, como se demostró en

mutantes de Drosophila melanogasler (Carpenter, l979b).

o Como los quiasmas, su frecuencia es menor cerca de los centrómeros y otros bloques de

heterocromatina. En los extendidos de complejos sinaptonémicos, la ausencia de nódulos de

recombinación cerca del centrómero ha sido señalada en varias especies : humana (Solari, 1980), Zea

mays (Gillies, 1983), Bombix mori (Holm y Rasmussen, 1980), Gallus domesticas (Rahn y Solari,

1986) y Lycopersicon esculemum (Sherman y Stack, 1995), entre otras.

o Como los quiasmas, muestran interferencia (tema revisado en von Wettstein et al., 1984) : los

nódulos de recombinación no se distribuyen al azar en las zonas de eucromatina, debido a la

interferencia entre eventos de recombinación adyacentes. Así, los nódulos pueden estar altamente

localizados, como en Sordaria macrospora (Zickler, 1977), y Allium fístulosum (Albini y Jones,

1988); o pueden distribuirse de manera más homogénea, pero apartándose sustancialmente de una

distribución aleatoria, como en Neurospora crassa (Gillies, 1979), el hombre (Solari, 1980), Gallus

domeslícus (Kahn y Solari, 1986), el ratón (Glamann, 1986) , y otros.

o En mayoría de los organismos estudiados (más de 20 especies) las frecuencias de nódulos de

recombinación y quiasmas son similares (revisado en Stack et al., 1989).

En vista de que el número y localización de nódulos de recombinación y quiasmas están bien

correlacionados, puede concluirse que la descripción de su frecuencia y distribución equivale a un

mapa fisico de la recombinación.



LS. La meiosis en las aves y su estudio através de los ejes meióticos

l.5.l. La meiosis masculina en Gallus domesticas

La meiosis masculina del pollo fue estudiada tempranamente por varios citólogos mediante

secciones de tejido gonadal de Gallus domesricus (Hance, l926 ; Miller, 1938). La calidad de estos

trabajos permitió establecer un número cercano a 78 para el complemento del pollo, e identificar al

cromosoma Z corno el quinto en tamaño. El uso de soluciones hipotónicas y de extendidos secados al

aire permitió confirmar los datos anteriores y demostrar que no se observa ningún bivalente

heteropicnótico, indicando que el par ZZ es eucromático durante la meiosis (Ohno, 1961 ; Pollock y

Fechheimer, l978). El número promedio de quiasmas en los seis primeros bivalentes es 28.1 i 0.16, y

el número total de quiasmas está entre 56 y 66 (Pollock y Fechheimer, 1978).

El cariotipo de complejos sinaptonémioos para los primeros 9 bivalentes del pollo muestra una

muy buena correlación con el idiograma de los cromosomas mitóticos y los bivalentes meióticos

(Kaelbling y Fechheimer, 1983).

1.5.2. La meiosis femenina y el par ZW

I.5.2.l Estudios histológicos de la ovogénesis aviaria

La ovogénesis del pollo fue estudiada por D’Hollander (l904) mediante secciones de la

gonada fimcional (izquierda). Este trabajo estableció que el proceso de ovogénesis ya se ha completado

en el momento de la eclosión y que, a semejanza de lo que ocurre en los mamíferos, la producción de

nuevas células germinales se inten'umpe luego del desarrollo embrionario. Los primeros ovocitos en

leptotene se observan alrededor del dia ló de incubación, y los ovocitos en paquitene alcanzan un pico

máximo al día l después de la eclosión. Una semana después de la eclosión casi todos los ovocitos han

alcanzado el periodo de diplotene. Como ocurre en otras especies con ovocitos muy ricos en vitelo, en

las aves se desarrollan cromosomas plumulgdos a partir de la tercera semana post-eclosión

(D’Hollander, l904 ; Hughes, 1963).



1.5.2.2. Microextendidos de ovocitos : sinapsis y recombinación en el par ZW . Observaciones

previas y su continuidad con este estudio

a) El par ZW en la meiosis de Gallus domesticas

La observación de microextendidos de ovocitos al microscopio electrónico permite seguir la

conducta de los ejes meióticos con gran detalle. Durante el paquitene se observan 38 complejos

sinaptonémicos (CSs) correspondientes a los bivalentes autosómicos y un bivalente asimétrico,

constituido por dos ejes de distinto tamaño, pertenecientes al par ZW (Solari, l977). La cromatina

asociada al par sexual no está condensada, a diferencia de lo observado en relación al par sexual de los

mamíferos (tema revisado en Solari, 1974 y 1994). La sinapsis de los ejes del par sexual comienza por

un extremo (extremo sináptioo) y prosigue hasta completar un complejo sinaptonémico con la longitud

aproximada del eje W. La porción remanente del Z se acorta en un prooeso de ajuste sináptico

(igualización), al tiempo que da vueltas alrededor del W, que permanece lineal. Al final del paquitene

la diferencia de longitud de ambos ejes se ha reducido notablemente y el complejo sinaptonémico

formado tiene un aspecto ondulante característico (Solari, 1977 ; Solari, 1992).

Durante el proceso de igualización pueden distinguirse los siguientes tipos de pares ZW, de

acuerdo a las longitudes relativas del segmento libre (asináptico) del eje Z, y del segmento de complejo

sinaptonémico formado entre el Z y el W (según Solari, ¡992) (Figura 2) :

l. Tipo de segmento asináptico largo (LAS): la porción libre del eje Z es mayor que el 50% de la

longitud del complejo sinaptonémico.

2. Tipo de segmento asináptico medio (MAS) : la longitud del eje no sinapsado del Z está entre el

10% y el 50% de la longitud del complejos sinaptonémico.

3. Tipo igualizado (l): el segmento libre es es menos que el 10% del complejo sinaptonémico, o no hay

segmento libre.

Otros tipos morfológicos de pares ZW que aparecen antes o después del pico de paquitenes,

son : ejes desinápticos, en los que sólo queda un segmento pequeño de CS terminal, y los ejes están



Figura 2. Cambios morfológicos en los ejes Z y W del pollo (Gallus domesticas) durante la profase

meiótjca : a) ejes Z y W separados (subtipo temprano) ; b) segmento asínáptico largo ', c) segmento

asináptico medio ; d) igualizado ; e) desináptico ; t) separados (subtipo tardío) ; g) ejes diploténicos.

La punta de flecha señala el nódulo de recombinación (Tomado de Solari, 1992).



cercanos entre sí en casi toda su longitud, aunque sin formar un CS ; ejes diploténicos : los ejes son

discontinuos, y tienen segmentos más gruesos que los de los ejes simples del leptotene y cigotene ; y

ejes separados : pueden ser tempranos o tardíos (ver más adelante).

En la Figura 2 se esquematiza el proceso de igualización del par ZW del pollo y los distintos

tipos de pares ZW.

La secuencia temporal de los distintos tipos de pares ZW es : LAS-MAS-lgualizados, como

se demostró observando la variación de sus frecuencias en ovocitos de distintos grupos de edad : entre

l día antes de la eclosión y 3 días post-eclosión (Figura 3). El grupo de ejes separados disminuye hacia

el día de la eclosión, desaparece el día +l y reaparece al día +3, es decir, la frecuencia disminuye a

medida que los ejes ZW se sinapsan y vuelve a aumentar cuando la desinapsis marca el final del

paquitene (Solari, 1992).

La observación de un nódulo de recombinación localizado en el extremo sináptico del par ZW

del pollo constituyó la primera evidencia de recombinación en el par sexual de las aves (Rahn y Solari,

1986). El nódulo de recombinación se encuentra a una distancia promedio de 0.31 um del extremo y

nunca a más de 0.65 um del mismo, señalando un evento de recombinación obligatorio y la existencia

de una región de homologia próxima a los telómeros de ambos gonosomas (Rahn y Solari, 1986).

El estudio de los ejes meióticos en dos traslocaciones que involucran al cromosoma Z, y que

tienen puntos de ruptura en brazos opuestos, pemiitió identificar los telómeros que inician el

apareamiento y proporcionó evidencia en favor de la existencia de una extensa zona de sinapsis no

homóloga entre el Z y el W (Solari et al., 1988). En ambos rearreglos el W se sinapsa únicamente con

uno de los productos de traslocación, por el brazo del Z que no lleva la banda C+ terminal, esto es, por

el brazo corto. El brazo del W involucrado en la sinapsis es Wp, según se comprobó por la ubicación

del cinetocoro, es decir, que el aparcamiento de los gonosomas es específico de brazos. La naturaleza

predominantemente heteróloga del aparcamiento ZW, como se puede suponer por el predominio de

heterocromatina en el cromosoma W, se refleja en la conducta sináptica en los ejes traslocados : a



Frecuencia de los tipos de pares ZW
(antes y después de la eclosión)
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Figura 3. Frecuencia de los tipos principales de pares ZW en ovocitos de pollo pertenecientes a cuatro

grupos de edad. LAS=Segmento asináptico largo ', MAS=Segmento asináptico medio ;

lg.=lgualizados ',Sep.=Separados.
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diferencia de los pares ZW normales, donde el complejo sinaptonémico se extiende en un 95% de la

longitud el eje W y una porción equivalente de Zp, en las traslocaciones mencionadas la sinapsis está

restringida, en promedio, al 23.5% del W y al 56% de Zp. Además, en los pares ZW normales el eje Z

sigue un trayecto sinuoso en la mayor parte del complejo sinaptonémico, excepto en el extremo que

lleva el nódulo de recombinación, donde la porción recta de complejo sinaptonémico no se extiende por

más de l um desde los telómeros sinápticos, señalando lo que constituiría la única porción homóloga

de los gonosomas (Solari, 1994).

b) Sinapsis y recombinación en el par sexual de otros Gallifonnes

El estudio de los ejes sexuales se ha realizado también en otros Galliformes : dos especies de

codomices, Colurm'x comrnix (Solari, 1992) y Colinas virginianus (Hogan et al., 1992) y m la

gallina de Guinea, Numida meleagris (Solari y Pigozzi, 1993); el análisis de N. meleagris se

completa en la presente Tesis.

Estos estudios, y los anteriormente descriptos en el pollo, permitieron establecer un

comportamiento conservado del par sexual de los Galliformes consistente en :

a. Sinapsis parcial de los ejes sexuales como un evento breve durante el paquitene temprano.

b. Ajuste de las longitudes de los ejes hasta alcanzar un estado igualizado.

c. Existencia de una porción de CS de posición terminal en el extremo sináptico donde se registra la

presencia constante de un NR de localización restringida .

Además, el brazo del W correspondiente al extremo sináptico es siempre Wp en Colinus

virginianus (Hogan et al.,l992) y también en Numida mcleagn‘s, lo cual apoya la hipótesis de la

existencia de un apareamiento específico de brazos, también en estas especies (ver Resultados, p. 56).

c) El par ZW en Anas glalyrhynchos ¡Anseriformesl

El orden Anserifomies constituye un grupo filogenéticamente alejado de los Galliformes, y el



cromosoma Z del pato Pekín (Arias plalyrhynchos) es similar al de las Ratitae (Sección 1.3.1). El

estudio del par ZW a partir de microextendidos de ovocitos en paquitene (Solari y Pigozzi, 1993),

mostró que la secuencia LAS-MAS-Igualizados, está presente también en esta especie. El eje Z del

pato Pekín mide l8.6 um en los pares LAS, o sea al inicio del paquitene, y disminuye a 14.5 pm en el

tipo igualizado. En tanto, hay un cambio inverso en el eje W : su longitud aumenta desde un promedio

de 8.5 um en el tipo LAS hasta 13.3 um en estadio igualizado (Solari y Pigozzi, 1993). Esta

característica del W no puede considerarse un rasgo primitivo pues también se observa en C. coturnix

(Solari, 1992).

La sinapsis en el par ZW de Anas platyrhynchos comienza siempre por el telómero del brazo

largo de ambos gonosomas (fácilmente identificables por la posición de los cinetocoros en el Z

subacroce'ntrico y el W acrocéntrico). Cerca del extremo sináptico se observa un nódulo de

recombinación a una distancia promedio de 0.69 um del extremo (Solari y Pigozzi, 1993). Esta

localización es estadísticamente diferente de la registrada en Gallus domesticas, aunque en el pato

Pekin hay una región de 0.4 um desde el extremo sináptico, donde no se observan nódulos de

recombinación, con lo cual la región donde ocurre la recombinación no sería en realidad mayor (ver

Resultados p. 53) ; el estudio de Solari y Pigozzi (1993) fue completado en la presente Tesis.

l.5.2.3. El par ZW durante el diplotene : los cromosomas plumulados

La existencia de cromosomas plumulados en el pollo ya había sido señalada a partir de

secciones de tejido gonadal (D’Hollander, 1904; Hughes, 1963); pero el estudio de bivalentes

aislados es relativamente reciente (Hutchison, 1987). En estas preparaciones se observan cromosomas

plumulados semejantes en estructura a los descn'ptos en reptiles y anfibios, y que corresponden a los

macrocromosomas. Los microcromosomas aparecen como cromosomas plumulados en miniatura,

unidos por un único quiasma de posición variable. Finalmente, el par sexual se distingue como un

elemento asimétrico, que aparenta ser un univalente con la organización típica de lazos laterales



(Solovei et al., 1993). En las 6 especies analizadas por Solovei et al. (1993) (pertenecientes a 3

órdenes distintos), la porción terminal de este elemento muestra un segmento muy condensado, con

unos pocos lazos laterales pequeños. En este par, el elemento con organización plumulada típica

representa al cromosoma Z, y el cromosoma W es el segmento condensado ', ambos están unidos por

un guiasma en la región terminal. En la región quiasmática aparecen unos lazos gigantes que

constituyen una unidad de transcripción situada exactamente en el extremo de los gonosomas y cuya

significación se ignora hasta el momento (Solovei et al., 1993). Estos estudios son coincidentes con la

presencia de un nódulo de recombinación en posición terminal en los cromosomas sexuales durante el

paquitene, como se explicó en las secciones previas.

L6. Origen de los cromosomas sexuales heteromórficos

Los organismos con mecanismos genéticos de determinación sexual a menudo muestran

cromosomas sexuales distinguibles entre si y de los autosomas. El par heteromórfico se encuentra en

uno de los dos sexos (heterogamético), que puede ser el masculino (sistemas XX/XY o XX/XO) o el

femenino (sistemas ZZ/ZW). Este esquema básico se verifica en la mayoria de las especies en los

grupos taxonómicos más estudiados, como los insectos y los vertebrados superiores (White, 1973). Sin

embargo, existen casos en los que la diferencia entre los cromosomas sexuales es muy escasa o no

aparente citológicamente, lo que condujo a la hipótesis de la existencia de cromosomas sexuales

altamente diferenciados por especialización a partir de un estado homomórfico inicial. El estado

dimórflco se alcanzaría mediante dos fenómenos sucesivos : la supresión de la recombinación

recíproca entre el X y el Y (o Z y W), y la pérdida de función de la mayoria de los genes ligados al Y

(Bull, 1983 ; Solari, 1994).

A continuación se consideran las evidencias citológicas y genéticas del proceso de

diferenciación de los cromosomas sexuales en las distintas clases de vertebrados, y en las secciones

siguientes se describen los modelos teóricos que pennitin'an explicar el modo en que se alcanza el



estado diferenciado.

I.6.l. Características generales de los heteromorfismos extremos en los vertebrados

El término heteromorfismo se refiere a la existencia de diferencias morfológicas, de contenido

génico o de contenido de ADN o cromatina entre los cromosomas sexuales. Las porciones de los

cromosomas sexuales que difieren en alguno de los sentidos mencionados, constituyen las regiones

diferenciales ; y estas regiones no muestran intercambio genético, en contraposición a las regiones de

homologia, donde puede verificarse recombinación.

a) Morfología

En general, el cromosoma X (o el Z) tiene el tamaño de un autosoma mediano, mientras que el

Y (o el W), es más pequeño y puede distinguirse por técnicas especiales de bandeo, que ponen en

evidencia su naturaleza heterocromática. Este rasgo heterocromático está presente entre los mamíferos

y las aves (Stephos y Arrighi, 1971 ; Schmid et al., 1989) ; encontrándose también en algunos reptiles

(Mengden, 1981), anfibios (Schmid et al., 1988) y peces (Park y Grimm, l981). Esta heterocromatina

está formada por distintas familias de ADN repetitivo, que se han encontrado ocasionalmente en los

autosomas; esto indicaría un evento de invasión del Y por parte del ADN repetitivo, más que la

transformación progresiva del ADN original en heterocromatina (Kunkel y Smith, 1982).

b) Contenido génico

La ausencia de combinaciones gonosómicas como YO o YY entre los organismos con

gonosomas heteromórficos es el reflejo de la escasa actividad génica el cromosoma Y cuando ha

alcanzado un cierto grado de diferenciación. Otra evidencia más directa, pero limitada a pocas

especies, proviene de los mapas de rasgos ligados al sexo : por ejemplo, en el cromosoma X humano se

han descripto unos 1000 loci (Wang et al., 1994), mientras que el Y sólo lleva una docena de genes y

pseudogenes (Wolf et al., 1992). Este desbalance de dosis génica, por el cual el sexo heterogamético

resulta casi monosómico para el X (o el Z), es afrontado de manera diferente en los mamíferos



z

placentados con respecto a los demás vertebrados. Hasta el momento, solamente se ha descripto la

existencia de compensación de dosis génica en los primeros : uno de los X es inactivado

facultativamente en el sexo femenino, donde forma el cuerpo de Barr o cromatina sexual (revisado por

Lyon, l992). El mismo mecanismo génico que desencadena la inactivación del X en las células

somáticas femeninas se pone en marcha en los esperrnatocitos, donde el cuerpo XY heteropicnótico, es

la expresión citológica de este fenómeno (revisión en Solari, 1974 y 1994). En las aves, el

heterogametismo femenino no implica compensación de dosis en el macho. Baverstock et al. (1982)

estudiaron la expresión de distintas variantes alélicas de la enzima aconitasa citoplasmática (ligada al

Z), en 5 especies de aves de tres órdenes diferentes. En los híbridos entre gallina de Guinea y pollo, los

machos eran heterocigotas para ambos alelos y las hembras eran hemicigóticas (expresaban uno u otro

tipo enzimático). Además, la actividad de la enzima era aproximadamente el doble en el macho que el

la hembra. Por lo tanto las diferencias de expresión, con respecto al sexo heterogamético, de los genes

localizados en el Z no afectarían a las células masculinas en las aves. En los anfibios no hay indicios

de que exista una inactivación génica que conduzca a una compensación de dosis, como lo sugiere la

replicación sincrónica del par XY en Gasrroleca riobambae (Schmid et al., 1983) y la ausencia de

heteropicnosis asociada al par sexual durante la meiosis en Oedipina uniformis (Kezer et al., 1989).

c) Patrón de recombinación

Los cromosomas sexuales heteromórficos de los vertebrados tienen características especiales

de recombinación en el sexo heterogamético: pueden mostrar restricción de la recombinación o un

incremento localizado de la recombinación (en distintas regiones), o ausencia total de recombinación.

En las distintas clases de vertebrados se dispone de evidencias citológicas o genéticas al respecto :

o Peces: los estudios de complejos sinaptonémicos demostraron la existencia de sinapsis e

igualización en el par XY heteromórfico de la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) (Oliveira et al.,

1995). Esta conducta, similar a la del par ZW de las aves, permitiría suponer la existencia de

homologia parcial y recombinación restringida, también en este caso.



o Anfibios : en la salamandra Oedipina uniformis el apareamiento del par sexual está limitado a a

una región distal de Xp e Yp, y durante el diplotene se observa claramente un quiasma subtenninal

(Kezer et al., 1989). El par sexual de Gasrroteca walkeri (Anura) forma un bivalente en anillo con un

quiasma en cada brazo, quedando una amplia región intersticial libre de quiasmas ; y en G. riobambae

hay una asociación extremo a extremo durante la metafase l (Schmid et al., 1988).

o Reptiles : en los reptiles no existen datos acerca de la restricción de quiasmas en las especies con

cromosomas sexuales bien diferenciados, y la tinción de plata utilizada en los estudios de complejos

sinaptonémicos no permite visualizar nódulos de recombinación. Sin embargo, en Borhrops jararaca

(Ophidia) los cromosomas Z y W se sinapsan en un extremo, probablemente por el brazo largo de

ambos cromosomas y segregan en la primera anafase (Becak y Becak, 1981) ; y en el saurio Scincella

lateralis el Y se sinapsa completamente con una parte del X (que es más largo) durante el paquitene

(Hedin et al, 1990).

o Aves : la recombinación está muy restringida : sólo ocurre en un extremo del par ZW en todas las

aves carinadas estudiadas, de acuerdo con la evidencia de localización quiasmática en los cromosomas

plumulados, y la localización del nódulo de recombinación en los bivalentes en paquitene (Secciones

5.2 y 5.3).

o Mamíferos: la evidencia de restricción de la recombinación en los mamíferos es muy amplia,

especialmente en los euterianos. El intercambio del par sexual está restringido a una zona con alta

incidencia de recombinación en el sexo masculino, denominada región de recombinación o región

pseudoautosómica (revisión en Solari, 1994). Entre los datos que han pemtitido determinar y

caracterizar esta zona se encuentran los siguientes : los estudios de los productos de la recombinación

en la metafase l de ratones Xstr (Evans et al., 1982) y los estudios de progenie correspondientes

(Cattanach et al., 1982); la sinapsis parcial y localiución de un NR en el par sexual de ratón

(Glamann, 1986), varias especies de hamster (Moses, l977a ; Solari, l974b) y el ser humano (Solari,

19803) ; y la presencia de un quiasma, o la asociación extremo a extremo en esas y otras especies.



Los estudios moleculares han permitido comprobar la existencia de recombinantes para

secuencias estrictamente homólogas en el par XY humano (Cooke et al., 1985 ; Weissembach, 1987)

y otros primates (Weber et al., 1988 ; Ellis et al., 1990), en el par XY del ratón (Keitges et al., 1985),

y en tres especies de musarañas arborícolas (Toder et al., 1993).

1.6.2. Los cromosomas sexuales menos diferenciados

Entre los vertebrados se conocen muchas especies cuyos cromosomas sexuales son muy

similares entre sí o no se distinguen morfológicamente. En algunas casos el patrón de hermcia de

rasgos ligados al sexo, como la coloración en los peces poecílidos, y la conducta meiótica, como la

restricción quiasmática en algunas salamandras, han puesto en evidencia heterologías en gonosomas

completamente homomórficos. Los ejemplos de cromosomas sexuales con heteromorfismos poco

marcados se encuentran especialmente entre los peces, anfibios y algunos reptiles ; y pueden

considerarse evidencia de transiciones que han ocurrido múltiples veces en varios taxones de

vertebrados, y en forma independiente unas de otras.

o Reptiles : en el lagarto Cnemídophorus tigris (Teiidae), el X y el Y son casi idénticos en tamaño,

pero difieren ligeramente por la posición del centrómero y por la presencia de una banda C+

pericentromén'ca en el X . Durante la meiosis se observan quiasmas a ambos lados de la banda C pero

no alrededor de la misma o dentro de ella, es decir, la recombinación está inhibida en esta región (Bull,

1978).

o Anfibios : en las salamandras Trirurus a. alpesrris y T. v. vulgaris", el X y el Y difieren sólo por la

presencia de una banda C terminal en el Y. En la metafase I de T. v. vulgaris no se observan quiasmas

en el brazo que lleva la banda C, y en T. alpestris el 33% de las células carecen de quiasmas en ese

brazo. En T. h. helvelicus, en tanto, no hay heteromorfismo de banda C, pero durante la diacinesis el

par #5 (que muy probablemente corresponda al par sexual) muestra restricción quiasmática en el

brazo largo (Schmid et al., 1979). En otro urodelo, Hydromames italicus, los cromosomas X e Y
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difieren por una inversión pericéntrica : el cromosoma X es subtelocéntrico y el Y es submetacéntirco.

Durante la meiosis los quiasmas están restringidos al brazo largo (Nardi et al., 1986).

o Peces: la existencia de recombinación retringida en los peces con cromosomas sexuales

homomórficos provienen del estudio de la herencia de factores para el color ligados al sexo en Oryzias

latipes y Lebisres reticulatus (revisado en Bull, 1983). En estas especies el cromosoma Y lleva el alelo

dominante para la coloración y esta condición raramente varía, indicando una restricción de la

recombinación en el sexo heterogamético. La viabilidad del genotipo YY (macho) en O. lan'pes

(Yamamoto, 1963), verifica el estado primitivo de diferenciación en el contenido génico de los

cromosomas sexuales, y la existencia de restricción de recombinación previa a la diferenciación

morfológica.

1.7. Del homomorfismo al heteromorfismo : la evidencia citológica en los ofidios

La secuencia de diferenciación más completa de los cromosomas sexuales ha sido descripta en

los ofidios por Becak et al., 1964 ; Ohno, 1967 ; y Olmo, 1986, entre otros. Dentro de este taxón se

reconocen tres infraórdenes (o superfamilias) : Henophidia (boidos primitivos), Scolecophidia (también

considerados primitivos) y el más evolucionado, Cenophidia.

Las serpientes primitivas de los dos primeros infraórdenes tienen cromosomas homomórficos,

con una excepción, Acramophis dumereli, un boido en el que los cromosomas Z y W difieren por una

inversión perice'ntrica (Mengden y Stock, 1980). En las serpientes más evolucionadas

(Colubridae,Viperidae y Elapidae), hay 124 especies que muestran cromosomas sexuales

diferenciados, todas con heterogametismo femenino.

La posible diferenciación de los cromosomas sexuales en los ofidios ha sido descripta por

Becak et al. (1964) y por Ohno (1967). En todas las especies de este taxón el par sexual es el par #4,

por lo que se presume que el tipo primitivo de par ZW habn'a sido un par #4, con centrómero mediano,

presente con esa morfología en ambos sexos. De hecho, en la familia Boidae, de serpientes primitivas,
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el par #4 es homomórfico en ambos sexos.

Un paso inicial en la diferenciación de los cromosomas sexuales se encuentra en en la familia

Colubridae. En varias especies de esta familia, las hembras tienen un par #4 en el que los homólogos ,

de igual tamaño, difieren en la posición del centrómero. Mientras que el cromosoma Z retiene la

morfología metacéntn'ca “primitiva”, el W es submetacéntrico (o subacrocéntrico). Este cambio se

atribuye a una inversión pericéntrica en el cromosoma W.

Esta inversión contribuiria a aislar una región del cromosoma W de la recombinación con la

región homóloga del cromosoma Z, puesto que un entrecruzamiento en la región invertida produciría

gametas con deleciones y duplicaciones, con una aptitud disminuida. Por lo tanto una inversión

favoreceria el proceso de diferenciación del W.

Un segundo paso en el proceso de diferenciación del cromosoma W se encuentra en las

serpientes venenosas de las familias Crotalidae, Viperidae y Elapidae (Ohno, 1967). En estas

serpientes el cromosoma W es un elemento pequeño, acrocéntrico y heterocromático. Para alcanzar

esta morfología debieron ocurrir dos eventos : un enriquecimiento en heterocromatina y una

disminución en tamaño. Si bien ambos fenómenos pueden estar relacionados, Ohno sugirió que la

adquisición de heterocromatina es el resultado de un “deterioro génico”, que a su vez se debe al

aislamiento de la recombinación, mientras que el acortameinto se debería a un entrecruzarnieinto

accidental entre el Z metacéntrico y el W invertido. Sin embargo, no hay evidencias de que éste sea el

mecanismo de disminución de tamaño del W.

LB. La diferenciación de los cromosomas sexuales : modelos teóricos

Como se explicó en las secciones anteriores, los cromosomas sexuales carecen de

recombinación a nivel de la región diferencial en el sexo heterogamético. Una de las primeras hipótesis

para explicar la diferenciación de los cromosomas sexuales fue propuesta por Muller (1918). Muller

supuso que inicialmente los cromosomas X e Y tenian el mismo contenido genético, excepto por un par
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alélico relacionado al sexo, pero que la recombinación entre los cromosomas sexuales estaba total o

parcialmente ausente. La región sin recombinación en el Y se vería en permanente estado de

heterocigosis, y tendería a acumular letales recesivos o mutaciones deletéreas. Dichas mutaciones

serian protegidas por los alelos funcionales en el X, los cuales recombinan en el sexo homogamético.

De esta manera podria producirse un aumento continuo del número de mutaciones que escaparan a la

eliminación por selección, y luego de un periodo evolutivo lo suficientemente largo, se habn'a fijado un

cromosoma Y constituido mayormente por loci ocupados por alelos no fimcionales. Este modelo

recibió numerosas críticas, entre ellas el no prever que el X primitivo estaba expuesto también a sufrir

mutaciones deletéreas, y que la tasa de mutaciones sobre el Y no es significativamente más alta que en

el X o los autosomas. Por lo tanto, sería probable que mutaciones medianamente deletéreas entraran en

homocigosis y fueran eliminadas por selección (Fisher, 1935 ; Nei, 1975).

En consecuencia se desarrollaron otros modelos tendientes a explicar la existencia de un Y

genéticamente inerte, como el trinquete de Muller (Felsenstein, 1974, Charlesworth, 1978) y el

transporte “gratuito"de genes (Rice, 1987).

1.8.1. El trinquete de Muller

Este mecanismo, propuesto en forma general por Felsenstein (1974) y aplicado a los

cromosomas sexuales por Charlesworth (1978), se basa en un modelo diseñado por Muller (1964)

para explicar la evolución de la recombinación genética. La idea original de Muller explicaba que el

mecanismo de fijación de mutaciones ventajosas actuaría con mayor celeridad en una población con

reproducción sexual que en una población en que no hubiera recombinación. Adicionalmente, el mismo

autor señaló un fenómeno que causaría la acumulación de mutaciones desventajosas en una población

sin recombinación. Este último mecanismo fue descripto por Felsenstein (1974) quien le dio el nombre

de trinquete de Muller (Muller’s ratchet), y fue desarrollado matemáticamente por Haigh (1978).

Muller (1964) estableció que en una población finita con reproducción asexual, cada individuo
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hereda la carga completa de mutaciones (moderadamente) deletéreas presente en su progenitor,

siempre que no exista retromutación o ésta sea insignificante (como usualmente lo es). Por efecto

moderadamente deletéreo se entiende que el coeficiente de selección es relativamente pequeño (s< 0.1).

Si consideramos que las mutaciones ejercen un efecto negativo creciente sobre la aptitud

individual a medida que se acumulan, en una población en equilibrio, la entrada de nuevas mutaciones

deletéreas está balanceada por la eliminación selectiva de los portadores, por lo que se espera que la

distribución de clases (clones) con 0, l, 2..., etc. mutaciones permanezca constante. Sin embargo, en

presencia de deriva genética, en una población relativamente grande pero finita, habrá un riesgo

relativamente alto de que la clase con el número mínimo (m) de mutaciones (clase “óptima") muera o

no se reproduzca. Este riesgo aumenta si la clase óptima está formada por un número bajo de

individuos. Como en la población no hay recombinación, esta clase no puede volver a generarse, por lo

tanto la nueva clase óptima será aquella con (m+l) mutaciones, y el trinquete habrá avanzado un

punto, irreversiblemente. Este proceso continúa eliminando la clase con menor cantidad de mutaciones,

y por lo tanto incrementando la ' carga promedio de las mismas dentro de la población. El

fimcionamiento del trinquete depende del tamaño de la clase óptima (no): según Maynard Smith

(1978) si no 2 1000 el trinquete no funciona, si noz 100 se moverá lentamente, y si no z lO se moverá

con bastante rapidez. La tasa de movimiento puede ser simulada en computadoras, para determinados

valores de U (tasa de mutación por genoma), y de s (coeficiente de selección); y siempre que el

tamaño de la población, y por extensión el tamaño de no, no sea muy grande.

En la aplicación de este mecanismo a la inactivación del cromosoma Y, Charlesworth presume

que el Y original es completamente activo y homólogo del X, pero no recombina con él, al menos

parcialmente. Así, los loci contenidos en esta porción del Y resultan equivalentes a una población con

reproducción asexual. La población de interés está constituida por los individuos que llevan el

cromosoma Y (Nm), o sea, la mitad del tamaño total de la población ; la tasa de mutación (U) es la

correspondiente al segmento diferencial del cromosoma Y, y el coeficiente de selección (s) es el de las
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mutaciones ligadas al Y (o sea, las que están en heterocigosis en los individuos XY). Con estos

parámetros la ecuación para la clase óptima de los cromosomas Y es

“Yo = Nme-U/I

y este número deberia ser menor que 1000 para que la clase óptima de cromosomas Y se pierda y el

trinquete funcione, esto es, la tasa de mutación sobre el Y debe ser grande con respecto a la desventaja

selectiva de los individuos mutados. Las estimaciones de U y s en las poblaciones reales son dificiles

de obtener, por lo que la mayor parte de las evidencias en favor de la relación del trinquete de Muller y

la diferenciación del cromosoma Y provienen de simulaciones en computadoras.

El funcionamiento del trinquete es, por lo tanto, muy sensible a parámetros propios de las

poblaciones naturales (U y s). Rice (1987) presentó un modelo sobre el deterioro del contenido génico

del Y que podria actuar simultáneamente con el tn'nquete de Muller, o aún funcionar cuando no se

dieran las condiciones para este últimoi

I.8.2. Modelo del transporte gratuito de genes

Este mecanismo presupone las mismas condiciones que el trinquete para funcionar: una

población finita, en la que la mitad de los individuos llevan el cromosoma Y, U es la tasa de mutación

por cromosoma Y, y s es la desventaja selectiva de una mutación expresada en el estado

heterocigótico.

En estas condiciones, la aparición de un alelo favorable sobre el Y ocurriría solamente en baja

proporción, y raramente coincidiría con la clase gp'tima (con el minimo número de mutaciones

moderadamente deletéreas). Si este alelo favorable surge dentro de una clase no óptima, su frecuaicia

se incrementar-íarápidamente porque la selección sobre los cromosomas Y es equivalente a la selección

en una población haploide. De esta manera se favoreceria la fijación de un tipo particular de

cromosoma Y que, muy probablemente, no será el de la clase óptima. Hay dos consecuencias

asociadas a este proceso : l) produce un incremento en la frecuencia de cromosomas Y cargados con
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un número mayor de mutaciones y, 2) provoca la fijación de un determinado conjunto de mutaciones

dentro de la diversidad presente en la población de cromosomas Y. Este grupo de mutaciones de efecto

moderadamente deletéreo ha recibido un impulso (hitch) en su acumulación como consecuencia del

aumento en la frecuencia y la fijación del alelo beneficioso. El alelo beneficioso, de cierta manera,

“transporta"consigo las mutaciones delete'reasadyacentes, de donde proviene el nombre de “transporte

gratuito" (hitchhiking) (Rice, 1987).

Como el mismo Rice (1987) destaca, el principal mecanismo de acumulación de genes

deletéreos sobre el Y es probablemente el trinquete de Muller. El transporte de genes acelera la tasa de

acumulación en presencia del trinquete, facilita la fijación de mutaciones ligadas al Y y, finalmente,

pemiite explicar el deterioro en los cromosomas Y con segmentos no recombinantes demasiado

pequeños como para que actúe el trinquete.

1.9. Origen de los mecanismos de restricción dela recombinación

El trinquete de Muller y el transporte de genes propuestos para explicar la inactivación del

cromosoma Y suponen la ausencia previa de recombinación, total o parcial, entre los cromosomas

sexuales. La recombinación podria ser restringida por factores genéticos o por rearreglos estructurales,

y resulta dificil evaluar la importancia o el orden de precedencia de estos dos mecanismos. Por

ejemplo, la fijación de una diferencia estructural en el par sexual significa que el intercambio ha sido

suprimido, pero el rearreglo podria ser la consecuencia y no la causa de la restricción de la

recombinación. Experimentalmente, resulta problemático determinar el grado de intercambio en los

cromosomas sexuales homomórficos, puesto que ya de por sí es dificil de identificar al par sexual. Las

observaciones en las salamandras del género Trilurus (Schmid et al., 1979), apoyan la idea de que la

supresión de la recombinación puede desarrollarse en ausencia de rearreglos cromosómicos. Aunque la

evidencia experimental es escasa, se reconocen dos situaciones en las que la selección promover-ía la

restricción de la recombinación: l) La aparición de genes sexualmente antagónicos sobre los
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cromosomas sexuales, y 2) la existencia de más de un gen determinante de sexo en los gonosomas.

En los modelos teóricos formulados al respecto, los cromosomas sexuales, por definición,

difieren solamente para un único locus determinante del sexo (x , y), donde x e y son alelos diferentes

para la determinación sexual, que se mantienen en heterocigosis en el sexo heterogamético (XY) y en

homocigosis en el sexo homogamético (XX)

l.9.l. Genes sexualmente antagonistas

Los genes sexualmente antagonistas son aquellos que en su expresión resultan ventajosos en

un sexo pero perjudiciales en el otro. El ejemplo mejor documentado es el de los genes para el color,

ligados al sexo en los peces poecilidos. (Kallman, 1970 ; Endler, 1980). En las poblaciones naturales,

las coloraciones brillantes en estos peces resultan desventajosas pues aumentan la tasa de predación.

Sin embargo, en los machos esta desventaja está balanceada por el aumento del éxito reproductivo de

los individuos con colores brillantes y, en consecuencia, por la mayor probabilidad de dejar

descendencia. En este caso la selección favorecería el ligamiento estrecho de los genes para el color al

alelo y, asegurando con ello la transmisión a la descendencia masculina.

El estudio formal de la supresión del entrecmzamiento en el par sexual por la incorporación de

genes antagonistas fue realizado por Rice (1987). El autor considera una población con reproducción

sexual y heterogametismo masculino, con cromosomas sexuales no diferenciados excepto en el locus

de determinación del sexo (x , y). En un segundo locus (A), inicialmente monomórfico para el alelo Al

con igual influencia en ambos sexos, surge por mutación otro alelo (A2) que produce un incremento S

en la aptitud de los machos cuando está en homocigosis y un incremento hS cuando está en

heterocigosis. En la hembra el alelo A2 disminuye la aptitud en una cantidad T (homocigosis) o hT

(heterocigosis). Cuando T = l (es letal) en las hembras, y el locus cOnsiderado es completamente

dominante y está a una distancia R (en unidades de recombinación) del locus de determinación sexual,

la frecuencia en el equilibrio de los cromosomas Y que llevan la combinación y-Az se calcula según la
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siguiente ecuación :

f(y-A2) = 1 —R / S(l-R)

Es decir, que el alelo A2, cuando es letal en las hembras, puede acumularse, aunque la ventaja

conferida a los machos no sea muy grande (S = 0.2 a 0.02) (Rice, 1987). Cuanto mayor sea la ventaja

que proporcione el nuevo alelo a los machos, tanto menor será el ligamiento requerido entre A2 y el

alelo y.

Según Rice (1987), con una ventaja selectiva de 0.] a 0.05, una parte significativa del

cromosoma sexual podría incorporar nuevas mutaciones antagonistas dominantes Si la reducción de

la recombinación en la zona adyacente al locus de determinación del sexo fuera favorecida por la

selección natural, esto reduciría la tasa de recombinación entre este locus y genes más distantes. Esta

reducción en la tasa de recombinación promovería la acumulación de genes sexualmente antagonistas

que, a su vez, producirían selección hacia una restricción de recombinación mayor en una “reacción en

cadena”, que ampliaría esta restricción al resto de la longitud del par sexual, o hasta que la longitud

que todavia recombina no sea lo suficientemente grande como para generar variación genética

suficiente para rasgos antagonistas.

1.9.2. Factores múltiples de determinación del sexo

Este modelo fue propuesto por Charlesworth como un primer paso en la evolución de los

cromosomas sexuales en plantas dioicas. Partiendo de un estado cosexual, la evolución hacia el

dioicismo requiere al menos dos mutaciones : una que provoque el paso hacia el sexo femenino, y otra

hacia el sexo masculino. Una consecuencia de la aparición de hembras primitivas en una población de

individuos cosexuales sería el aumento del valor de los machos. Sin embargo, si ocurriera una

mutación hacia el sexo masculino (esterilidad femenina) en una hembra primitiva, provocaría

esterilidad individual, o sería eliminada por selección si el alelo mutante fuera transferido por
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recombinación a un genoma femenino. Por lo tanto, la mutación que provoque esterilidad femenina

sería favorecida sólo si estuviera estrechamente ligada al locus de masculinidad normal. Una vez que

ambas mutaciones estuvieran presentes en la población, la selección favorecería la restricción de la

recombinación entre estos loci. Este modelo implica que el primer paso en la evolución de los

cromosomas sexuales involucra la restricción de la recombinación entre los genes que controlan

funciones sexuales opuestas, más que una restricción amplia a lo largo de todo el par sexual.

Adicionalmente, con la diversificación que se produce en el proceso evolutivo podn'an agregarse

nuevos factores involucrados con las funciones sexuales, lo que conduciría a una ampliación de la

zona de restricción de la recombinación.

1.9.3. Genes modificadores de la recombinación

Otro modelo relacionado con el origen de la reducción de la recombinación el el par sexual fire

propuesto por Nei (1969). Este modelo está basado en dos genes (A y B, con los alelos recesivos a y

b), que determinan el sexo de un individuo, y un factor “modificador” (M, con el alelo recesivo no

funcional m), que regula (disminuye) la recombinación entre los dos genes determinantes de sexo. Si se

considera que los individuos homocigotas para uno de los factores sexuales y heterocigota para el otro

son intersexos estériles, que el alelo M en dosis única anula la recombinación entre A, B y M, y que

las frecuencias iniciales de estos genes en la población son igualmente bajas, entonces el genotipo

gamético A-B-M aumenta mucho más rápido que el genotipo a-b-M, y el reductor de la recombinación

M permanecerá predominantemente ligado a los genes A y B (masculinos) mientras que el alelo

recesivo m permanecerá ligado preferencialmente a los alelos a y b. En el caso extremo de que el alelo

M sólo esté desde el inicio ligado a la combinació A-B, la restricción de la recombinación estará

presente exclusivamente en el sexo heterogamétioo. Nei concluye que siempre que existe restricción de

la recombinación en el par sexual hay más de dos genes determinantes del sexo. Esta observación

puede extenderse al caso en que existan varios genes involucrados en la fertilidad de un sexo, y
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localizados en el mismo cromosoma portador del (o los) genes determinantes del sexo.

l.9.4. Aplicnbilidad de los modelos teóricos

Todos los modelos descriptos más arriba han sido construidos mediante los métodos de la

genética de poblaciones. Varios de estos modelos han sido repetidamente probados en programas de

computación, resultando ser efectivos, en especial el trinquete de Muller. En algunos casos, se han

logrado evidencias experimentales en poblaciones naturales, que apoyan un modelo (Rice, l99l ;

1994). Más allá de su plausibilidad, estos mecanismos teóricos no son mutuamente incompatibles sino

que pueden operar simultánea o coordinadamente, por lo cual todos ellos son posibles de ser aplicados

al proceso de diferenciación de los cromosomas sexuales.



ll. MATERIALES Y METODOS

".1. El material de estudio

Para realizar el presente trabajo de Tesis se estudiaron citológicamente 5 especies de la clase

Aves : ñandú, Rhua americana (Reiformes) ; pato Pekin, Anax plalyrhynchos (Anseriformes) ',gallina

de Guinea, Numida maleagrix (Gallifomies) ; paloma, (‘olumba livia (Columbifomtes) y pinzón cebra

Pacphi/u (= 'I'acniopygia) gutlata (Paseriformes). Todas las especies estudiadas provenían de

criaderos, excepto los ejemplares de R.. americana, procedentes de poblaciones naturales de Gral.

Campos, provincia de Entre Ríos.

En todos los casos se estudió el cariotipo somático al microscopio óptico y la meiosis femenina

al microscopio electrónico, y también con microscopía de luz. Los cromosomas mitóticos se

obtuvieron a partir de cultivo de linfocitos de ejemplares adultos (Sección 2.1) o mediante cultivos

cortos de médula ósea (Sección 2.2) de los ejemplares utilizados para estudiar la meiosis. El análisis

de la meiosis al microscopio electrónico se realizó mediante el procedimiento de extendidos en

superficie (Sección 3.1) en A. platyrhynchos y N. melcagrix ', en las otras especies se usó,

principalmente, la técnica de sedimentación y secado (Sección 3.2). Las preparaciones obtenidas con

cualquiera de las dos metodologías pueden colorearse con nitrato de plata, que permite ver los

complejos sinaptonémicos y los cinetocoros, o con ácido fosfotúnsgtico, que además muestra los

nódulos de recombinación.

El inicio de la meiosis en el sexo femenino no es sincrónico en todos los ovocitos (Hughes,

1963) por lo cual existe un momento del desarrollo en que se encuentra la frecuencia máxima de

ovocitos en paquitene. Para estudiar la sinapsis de los ejes y los nódulos de recombinación es necesario

determinar este período, y esto es especialmente critico cuando se utiliza la técnica de extendidos en

superficie, ya que gran parte del material se pierde al realizar las preparaciones.

A continuación se resumen los estudios realizados en cada especie y la metodologia utilizada

en cada caso.



o It’hcamm'ricana

Los huevos se retiraron de nidadas naturales una semana antes del dia de la eclosión, y se

mantuvieron a 37°C, con un 80-90 % de humedad. Las micrografias electrónicas analizadas

corresponden a 9 hembras entre el día 7 y el dia l antes de la eclosión, encontrándose el pioo máximo

de paquitenes entre los dias 6 y 7 gti; de la eclosión. El ovario de una hembra en el dia de la eclosión

se analizó al microscopio óptico, en preparaciones coloreadas con Giemsa (Sección 2.3). Los

especímenes que fueron analizados en profundidad con microscopía electrónica y microscopía de luz, y

que se describen en esta Tesis, corresponden a un total de más de 100 embriones analizados a lo largo

de los años l993-l996.

o Anas p/aryrhjgnchox

Para encontrar el momento de mayor frecuencia de ovocitos en paquitene se estudiaron lO

hembras entre 48 horas antes de la eclosión y tres dias después de ella, ubicándose el pico máximo 48

horas Ltes de la eclosión.

o Num/damclcagu‘Ls'

Se estudiaron lO hembras en el día de la eclosión que coincide con el pico máximo de

paquitenes, y el ovario se procesó según la técnica de extendidos en superficie. Los cromosomas

mitóticos se obtuvieron mediante cultivo de linfocitos de un ejemplar adulto.

o ( 'nlmnha liwu

La meiosis femenina en la paloma se analizó en profundidad en dos ejemplares de entre cuatro

y siete dias después de la eclosión, seleccionados entre cuatro ejemplares. En ambos casos se

encontraron numerosos ovocitos en paquitene, acompañados de estadios tempranos de la profase

(cigotenes) en el ejemplar más joven y de estadios tardios (diplotenes) en el segundo ejemplar. En esta

especie también se estudió la meiosis masculina al microscopio óptico (Sección 2.3) y al microscopio

electrónico en tres ejemplares adultos, a fin de comparar la recombinaeión en ambos sexos mediante la

observación de los nódulos de recombinaeión en machos y hembras, y de los quiasmas en el macho.



o I’ncphi/a guillala

La meiosis femeninase estudió en cinco hembras entre los días 4 y lO m de la eclosión,

encontrándose numerosos ovocitos en paquitene en todos los casos. En dos hembras se estudió la

meiosis femenina al microscopio óptico. A fin de comparar la conducta de un cromosoma accesorio en

las lincas gemiinales de ambos sexos (ver Resultados) se analizó también la meiosis masculina al

microscopio óptico y al microscopio electrónico en tres ejemplares adultos. La gonada masculina fue

estudiada, además, en cortes semifinos con el microscopio óptico (Sección 2.5).

".2. Microscopía óptica

Los estudios de microscopio óptico están divididos en :7estudio de los cromosomas mitóticos y

de la división meiótica femenina (profase l) y masculina (meiosis l y ll), según se detalló por especie

en la sección anterior.

ll.2.l . Cultivo de linfocitos

Sc realizaron siguiendo la técnica descripta por Belterman y De Boer (l984), con algunas

modificaciones.

Medio dc cultivo

RPMI l640 5 ml
Suero fetal bovino l ml

Fitohcmaglutinina M
(Sigma) 0.2 ml (concentración final = 8 ug/ml)

Solucion hipotónica

Cloruro de potasio 0.075 M

Elm

Alcohol metílico (3 partes) : ácido acético glacial (l parte). Preparar en el momento y usarlo

frío.

o Entre l y 2 ml de sangre se extrajeron de la vena del ala utilizando jeringas heparinizadas, estériles.
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La jeringa se dejó en posición vertical entre 5 y 24 horas y el plasma con los leucocitos fue transferido

al medio de cultivo evitando el paso de los glóbulos rojos.

o El cultivo se realizó a 38-39°C durante 72 horas, en frascos de vidrio de 50 ml de capacidad.

o Dos horas antes del sacrificio del cultivo se adicionaron 0.05 ml de colchicina (Sigma), a una

concentración final de 0.01 ugjml. Los cromosomas aviarios son muy sensibles a la colchicina, y se

contraen fácilmente imposibilitando el estudio de los macrocromosomas. Por esta razón las dosis de

colchicina utilizadas son unas lO veces menores que las recomendadas en los mamíferos.

o El material se transfirió a tubos cónicos de centrífiiga y se centrifugó a 700 rpm, en una centrífuga

de mesa (diámetro del rotor = l5 cm).

o Luego de descartar el sobrenadante se adicionaron entre 5 y 7 ml de solución hipotónica a 37°C,

dejándose actuar durante lO minutos.

o Se repitió la centrifugación y luego de descartar el sobrenadante, el material se fijó dejando caer el

fijador gota a gota, mezclando suavemente con una pipeta para evitar que los eritrocitos formen

grumos.

o Después de un cambio de fijador las preparaciones se hicieron goteando el material sobre

portaobjetos enfriados en hielo, y secando al calor del mechero, sin flamear.

Las preparaciones así obtenidas se colorearon durante 5 minutos con solución de Giemsa al

3%, (en buffer fosfato pH = 7), o se guardaron sin colorear, a temperatura ambiente, durante una

semana (para hacer bandas C) o al menos dos semanas (para bandas G).

[1.2.2. Cultivos cortos de médula ósea

La médula ósea se extrajo del fémur o los huesos del ala, inyectando solución de Hanks con

colchicina (0.0| ug/ml) a través de la cavidad medular. Luego de resuspender el material para

desagregar el tejido, se incubó a 37°C durante una hora. Los pasos siguientes, desde la hipotonía, se

realizaron como en el cultivo de linfocitos.



[1.2.3. Bandeo G y C

Bandas G

Sc realizaron sobre cromosomas obtenidos por los procediemiento antes descriptos, dejando

secar las preparaciones a temperatura ambiente durante al menos dos semanas. Las bandas se

obtuvieron sumergiendo los preparados en una solución de tripsina (Gibco) al O.l % en PBS sin Ca"

ni Mg“ (pH 7) durante l l a 15 segundos y coloreando con Giemsa al 3 % en bufl'er fosfato, pH = 7.

Bandas C

Las bandas C se obtuvieron utilizando el método de Sumner (1972) con algunas

modificaciones. Las preparaciones de trataron con HCl 0.2 N por 20-30 minutos, y luego con

hidróxido de bario (solución saturada en agua bidestilada), a 50°C, durante l a 2 minutos. Los

portaobjctos sc lavaron con un pasaje rápido en HCl 0.2 N, y luego con abundante agua destilada.

Seguidamente se incubaron durante una hora en SSC 2 x, y luego de lavar rápidamente con agua

destilada, se colorearon con Giemsa al 4 % durante lS minutos.

Las metafases apropiadas, con los cromosomas bien dispersos y elongados se fotografiaron en

un fotomicroscopio Leica DMRB, utilizando pelicula Kodalith (25 ASA), y filtro verde para aumentar

el contraste.

ll.2.4. Extendidos secados al aire para la observación de células meióticas (Técnica de Evans)

Las preparaciones de ovario y de testículo para microscopía óptica se realizaron utilizando la

técnica descripta por Evans et al. (1964), para la observación de espennatocitos de ratón. A

continuación se describe el procedimiento empleado con el testículo de ave :

o Disecar la gonada removiendo la túnica albugínea y colocar parte de los túbulos seminíferos (entre

0.5 y I cm3) cn una placa de Petri con solución isotónica (2.2 %) de citrato de sodio a temperatura

ambiente.



o Cortar los tubulos seminiferos con tijeras finas para liberar las células del epitelio, pipetear

suavemente y dejar sedimentar inclinando la placa. Con una pipeta tomar la suspensión celular,

descartando el sedimento que contiene los restos más grandes de tejido testicular, y transferir a un tubo

cónico de centrífuga.

o CentriFugar durante 5 minutos a 700 rpm, descartar el sobranadante y agregar 7-10 ml de solución

hipotónica (citrato de sodio l %). Dejar durante 20 minutos a temperatura ambiente (20°C)

o Centrifugar, retirar el sobrenadante y fijar cuidadosamente con metanol : ácido acético glacial (3 :

l), frío, recien preparado.

".25. Cortes semifinos

Para cortes finos y semifinos (para microscopía electrónica y de luz), el material se fijó en

glutaraldehido al 2.5 % (Pelco Scientific) en buffer cacodilato de sodio 0.l N (pH 7) durante 2 horas,

y luego Fuepostfijado en tetróxido de osmio al l % por l hora, lavado, incluído en Maraglas y cortado

en un ultramicrótomo Porter-Blum. Los cortes semifinos (de 0.5 a l um de espesor), preparados de

esta manera, se colorean con azul de toluidina al l % alcalino (en carbonato de sodio al l %), a 50°C

durante 20 a 30 segundos, se lavan y se examinan con objetivo de inmersión.

Los cortes finos (0.08 a 0.06 um de espesor) se colorean primero con acetato de uranilo en

solución saturada en metanol por 5 minutos, se lava con etanol y luego se tiñcn con citrato de plomo

(técnica de Reynolds).

".3. Microscopía electrónica

I|.3.l . Técnica de extendidos en superficies líquidas

Esta técnica, desarrollada inicialmente por Counce y Meyer (l973), está basada en la ruptura

celular mediante un choque hipotónico sobre la superficie de una solución salina diluida. Al

procedimiento original le siguieron varias modificaciones, que mejoraron sustancialmete la calidad de
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las preparaciones ; la descripción que sigue es el procedimiento estándar para ovocitos de ave (Rahn y

Solari, l986).

. ' con plástica

o Disolver 0.5 gr. de plástico Falcon Optilux en lOOml de clorofonno puro, al menos durante l2

horas.

o Sumergir portaobjetos limpios, previamenteexaminados con microscopio de contraste de fase a

400 x para descartar los que tengan superficie irregular, retirar en seguida y dejar secar en estufa a

60°C durante unos minutos. Evitar la humedad en todo momento.

o Antes de ser utilizados, los portaobjetos deben ser ionizados sometiéndolos a una descarga de 2000

voltios, al vacio (l-2 Torr), durante unos 40 segundos. Este procedimiento es imprescindible para

lograr la extensión de los núcleos en las técnicas de sedimentación y secado.

Soluciones

En todas las soluciones se emplea agua destilada, preferentemnte de destilador de vidrio y cuyo pH no

sea < 5. Como indicador de pH para todas las soluciones se utiliza rojo fenol (l00 pg/l).

- Solución hipotónica : NaCl 0.5 % p/v.

- Fijador : parafonnaldehido, 4 % a pH 8, ajustado con buffer de borato de sodio. Inmediatamente

antes de usar agregar dodecilsulfato de sodio (concentración final 0.03 % p/v).

- Solución de detergente : Photoflo 0.4 % a pH 8, ajustado con buffer de borato.

Extendidos

o Disecar el ovario y colocarlo en solución de Hanks a temperatura ambiente. Bajo lupa eliminar el

tejido graso que lo acompaña y cortar el ovario en tres partes.

o Macerar con suavidad una de las partes entre los extremos de dos portaobjetos esmerilados con una

gota de solución de Hanks.

o Con la punta de los portaobjetos tocar la superficie de solución hipotónica colocada en una placa de

teflon con cavidades (Pelco #14501). Previamente limpiar cuidadosamente la superficie acuosa con
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papel para lentes.

o Dejar dispersar aproximadamente un minuto y luego apoyar un portaobjetos con membrana sobre

la superficie que contiene el material.

o Retirar el portaobjetos verticalmente, y colocarlo en un frasco de Coplin con la solución fijadora

durante 5 minutos.

0 Colocar el preparado, sin secar, en otro frasco de Coplin con Photoflo durante l-2 minutos, retirar

y dejar secar. El detergente es esencial para preservar las estructuras, por su efecto de disminución de

la tensión superficial durante el secado.

Tinción con nitrato de plata (Howell y Black, l980)

Colocar 2 gotas una solución de nitrato de plata (al 50 % en agua bidestilada), agregar una

gota de gelatina (gelatina al 2 % = ácido fónnieo l %), y cubrir con un cubreebjetos. Colocar sobre

una placa térmica a 40°C hasta que la preparación se vuelva color marrón dorado. Quitar el

cubreobjetos sumcrgiendo la preparación en agua destilada y lavar cuidadosamente.

Esta coloración debe realizarse inmediadamente después del secado para obtener buen

contraste de los complejos sinaptonémicos y los nódulos de recombinación. Solución de PTA : ácido

fosfotunsgtico al 4 % en agua bidestilada, filtrar y guardar en heladera. Antes de usar agregar 3 partes

de alcohol etílico absoluto a una parte de solución de PTA. Colorear durante l0 minutos y hacer dos

pasajes de lavado de 5 minutos en alcohol etílico absoluto.

Transferencia del material a las grillas de microscopía electrónica

Las preparaciones secas deben examinarse con microscopio de contraste de fase a 400 x para

verificar Ia calidad de los extendidos. Para despegar la membrana plástica se raspa el borde del

portaobjetos con una hoja de afeitar, y se apoya un extremo en la superficie de un recipiente lleno con

agua destilada. En las preparaciones recientes la membrana se despega con relativa facilidad y queda



flotando en el agua. Las grillas (Pelco GClOO), se tratan con una solución adhesiva (poliestireno 0.01

% en benceno) y se colocan sobre la membrana utilizando pinzas finas. Cubrir las grillas con un trozo

de Parafilm, cuidando que no se formen burbujas, retirar el Parafilm con la membrana y las grillas

adheridas y dejar secar. Marcar el contomo de las grillas con la punta de una pinza fina, retirar una a

una las grillas y colocar sobre un portaobjetos. Los núcleos más adecuados para el examen al

microscopio electrónico pueden entonces seleccionarse al microscopio óptico, señalando su ubicación

con ayuda de la marca central de las grillas.

Altcmativamente, pueden realizarse preparaciones en portaobjetos sin membrana y colorearlas

con nitrato de plata ; luego se cubren con la membrana plástica como ya se describió. El material

queda entonces entre el vidrio y la capa plástica. La recuperación del material obtenido de esta

manera, se realiza despegando la membrana plástica que se lleva los núcleos celulares depositados

sobre el vidrio. El proceso se facilita utilizando una solución de ácido fluorhídrico al l % para separar

la membrana, pasando luego al agua para hacerla flotar. El procedimeinto continúa con la colocación

de grillas, como se describió antes.

[1.3.2. Técnica de sedimentación y secado

Esta técnica consiste en la sedimentación del material celular sobre portaobjetos cubiertos o no

con membrana plástica, luego del tratamiento del tejido gonadal con un buffer de extracción (Speed,

1982 ',Croft y Jones, 1986). Las condiciones que se describen a continuación son las estándar para el

material de ovario de ave, y se aplicaron también a material testicular con algunas modificaciones que

se detallan al final.

Soluciones

- Fijador : parafonnaldehido (PFA) 4 % en agua desionizada, a pH 8.5, ajustado con buffer borato +

Triton X-IOO (concentración final 0.13 %)
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- BuFFerde extracción e hipotonía :

l ml Tris-HCI 600 mM pH 8.2
2 ml sacarosa 500 mM pH 8.2
2 ml citrato de sodio 170 mM pH 8.2

0.238 ml EDTA (ácido
etilendiaminotetraacético) pH 8.2

l4,56 ml agua desionizada

—Sacarosa l00 mM, pH 8.2 ajustado con buffer borato.

Extendidos

o Disecar el ovario y colocarlo en solucón de Hanks a temperatura ambiente, luego de quitar el tejido

circundante cortarlo en tres partes y pasarlos al buffer de extracción durante 30 minutos.

o Macerar cada trozo entre dos vidrios esmerilados añadiendo una gota de sacarosa lOOmM, agregar

más sacarosa hasta que la suspensión celular sea apenas opalescente.

o Colocar los portaobjetos ionizados en posición horizontal en una cámara húmeda y cubrirlos con

fijador.

o Dejar caer 2 o 3 gotas de la suspensión que deberán esparcirse inmediatamente e el fijador.

o Dejar secar cn la cámara semicerrada durante 2 a 3 horas.

o Una vez secas las preparaciones se pasan por Photoflo 0.4 %, y pueden colorearse con PTA o

nitrato de plata.

Para la aplicación de la técnica al material testicular se aumentó la concentración del Triton

X-lOOdel fijador, a 0.2 %, y las preparaciones se dejaron secar durante 5-6 horas.

Las grillas se observaron en un microscopio electrónico Siemens Elmiskop l, y los núcleos se

fotografiaron con aumentos entre 500 x y 5000 x, utilizando pelicula plana Scientia (Agfa-Gevaert).

“.4. Mediciones y tratamiento estadístico de los datos

de los mitótirnc

Las mediciones de los cromosomas mitóticos se realizaron sobre fotografias de placas
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metafásicas a una ampliación final de aproximadamente 3.000 x. Se escogieron placas metafásicas con

cromosomas bien dispersos y en los que se observara la posición del centrómero. Las longitudes

relativas se calcularon dividiendo la longitud de cada par cromosómico por la longitud total del lote

haploide. Estas mediciones se efectuaron únicamente para los cromosomas #l a #7 y el par ZW

porque los cromosomas de menor tamaño, en general, no pueden agruparse por pares en las metafases

mitóticas. De esta manera, la división entre macrocromosomas y microcromosomas se estableció, en

este trabajo, a partir de la posibilidad de distinguir a los primeros en pares individuales, en un

ordenamiento por tamaño decreciente.

‘ ‘ J' ' ' de los ejes meióticos v distribución de los nódulos de L'

Los ejes meióticos se midieron sobre micrografias con aumentos finales variables entre 6000 y

l2000 X, utilizando un curvimctro HCHB o mediante una placa de digitalización (Sigma Scan, Jandcl

Sci. C0.). El análisis estadístico de los datos, y los gráficos se realizaron utilizando los programas

Stata (Computing Resource Center, Ca) o Microsoft Excel 4.0. Las longitudes relativas se calcularon

dividiendo la longitud de cada par cromosómico por la longitud total del complemento de CSS. Las

longitudes relativas de los ejes Z y W utilizadas para realizar los idiogramas de complejos

sinaptonemicos, fueron las de los ejes separados o de pares ZW en estadio de segmento asináptico

largo (ver Introducción sección l.5.2), ya que representan las longitudes originales de los cromosomas

meióticos, antes de que progrese la igualización.

El recuento y análisis de la distribución de los NRs en los CSs autosómicos se realizó sobre

micrografias electrónicas con aumentos finales entre 6.000 x y 9.000 x coloreadas con PTA. Los

histogramas de distribución de los NRs en cada CS se construyeron midiendo la distancia entre cada

NR y el cinetrocoro del bivalente. Cada histograma representa un bivalente cuya longitud normalizada

se ha dividido en intervalos de l um para los cuales se registra cl número de NRs observados en el

total dc núcleos analizados. La normalización de la longitud promedio de los bivalentes es necesaria,

porque hay una variación de la longitud absoluta de los CSs entre los distintos núcleos en paquitene, y
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se calcula multiplicando la longitud relativa promedio de cada bivalente por la longitud absoluta

promedio (cn pm) del complemento de complejos sinaptonémícos.
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lll. RESULTADOS

lll.l . Rhcu americana

El análisis citogenético en esta especie comprendió el estudio del cariotipo somático y la

meiosis femenina (al microscopio óptico y al microscopio electrónico) ; los resultados correspondientes

se tratarán en el siguiente orden :

a) Análisis del cariotipo mitótico : mediciones, identificación del par sexual, bandeo C.

b) La profase meiótica al microscopio óptico : identificación y cuantificación de los distintos

estadios en el momento de la eclosión.

c) Análisis de los ovocitos en paquitene al microscopio electrónico : cariotipado de complejos

sinaptonómicos (CSs).

d) Conducta del par ZW durante el paquitene : sinapsis y recombinación.

e) Distribución de nódulos de recombinación.

lll.l.l. El cariotipo somático

lll.l .l .l. Mediciones del cariotipo somático

El análisis de los cromosomas mitóticos se realizó sobre 65 microfotografias de preparaciones

coloreadas con Giemsa (Figura 4). La metodologia de medición se explica en la sección ll.4 de

Materiales y Métodos. En ningún caso se encontró un número diploide superior a 80, aunque los

recuentos inferiores fueron frecuentes. Estas variaciones son comunes en la determinación de los

números cromosómicos de las aves, lo que exige escoger únicamente placas metafásicas con

cromosomas bien extendidos para asegurar un mínimo de superposiciones (que suelen ocultar a los

microcromosomas). El número cromosómico determinado mediante el recuento de cromosomas

mitóticos fue 2n = 80, lo cual se confirmó a partir del estudio de los CSs al microscopio electrónico

(ver más adelante).

La Tabla l resume las medidas obtenidas a partir de 12 microfotografias escogidas por
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Figura 4. Metafase mitótica de Rhea americana. Se señalan los 6 primeros pares autosómicos y el par

ZW. 2600 x.

Figura 5. Bandeo G en Rhea americana. En el brazo corto del W se observa una banda terminal

ausente en el Z. 2200 x.

43i



mostrar el complemento completo y permitir la identificación del par ZW y la ubicación de los

centrómeros en los macrocromosomas. Las longitudes relativas y los indices centroméricos se

calcularon para los pares #l a #7 y el par ZW ; los restantes elementos se consideraron

microcromosomas, porque los homólogos no pueden ser identificados de manera inequívoca, ya que

casi todos son acrocéntricos y sus longitudes disminuyen en forma muy gradual. Cerca del 50% del

genoma (48.1%), está contenido en los pares #8 a #39.

Tabla l. Longitudes relativas e indices centroméricos de los macroautosomas y el par ZW en las

metafascs somáticas de Rhea americana.

Cromosomu fl l 2 3 4 5 6 7 Z W

l.r. (%) 13.7 9.9 8.5 5.5 4.7 3.2 3.0 5.8 4.4
DS 0.96 0.59 0.48 0.42 0.27 0.28 0.27 0.49 0.39
IC 0.38 0.44 0.05 0 0.38 0.l0 0.10 0.l6 0.l4

l.r.=|ongitud relativa ) ',DS=dcsviación estandar ; lC=índicc ccntromérico

EI cromosoma Z tiene un tamaño muy semejante al #4, pero tiene un brazo corto pequeño,

aunque bien visible, que lo distingue. El cromosoma W es casi una cuarta parte menor que el Z, y

también tiene un brazo corto pequeño. En ambos cromosomas el brazo corto se colorea más

débilmcntc que cl resto, por lo que resulta dificil de apreciar si los cromosomas están algo contraídos,

de manera similar a lo que ocurre con el brazo corto del par #3.

lll.l.l.2. BandcoC

Los cromosomas Z y W muestran el mismo patrón de bandas a nivel del brazo largo: en

ambos cromosomas hay una banda telomérica y otras 4 bandas regularmente espaciadas hasta el

centrómcro. En el brazo corto del W hay una banda telomérica ausente en el Z (Figura 5).

lll.l.l.3. BandcoC

El bandeo C se realizó en 3 hembras analizándose las microfotografias de unas 40 metafases

(Figura 6). En los macroautosomas la heterocromatina C-I- más notable se encuentra a nivel
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Figura 6. Bandeo C en Rhca americana. Los cromosomas sexuales tienen una banda C+ en posición

centromérica, y el brazo corto del W también es heterocromático. 2600 x.



Figura 7. ldiograma de bandas C en los macrocromosomas de Rhea americana. El bandeo C+ del

brazo corto del W (punteado) es más débil que la banda centromérica.
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centromérico, aunque en algunos pares se pueden identificar bandas intersticiales de menor tamaño. El

par #3 tiene una banda pericentromérica grande en el brazo largo y otra, menor, en el extremo del

brazo corto.

Tanto el cromosoma Z como el W tienen heterocromatina centromérica C+, y esto se observó

consistentcmente en todas las metafases analizadas. El brazo corto del W, que se colorea débilmente en

las preparaciones convencionales, es también C+ .

Estos resultados permiten realizar un idiograma de bandas C para los cromosomas #1 a #5 y

el par ZW que difiere significativamente del publicado en la literatura (ver Discusión), especialmente

en lo referente a los cromosomas sexuales (Figura 7).

"1.1.2. La profase meiótica femenina al microscopio óptico

La profase meiótica de los ovocitos de Rhca americana se observó en preparaciones secadas

al aire y coloreadas con Giemsa, obtenidas del ovario de una hembra al término del periodo de

incubación. De un total de 136 núcleos, un 28.7 % correspondió a los estadios más tempranos de

leptotene y cigotene, donde se observan filamentos cromatinicos delgados, y sin un obvio

ordenamiento dentro del núcleo. En el cigotene tardío los microcromosomas se localizan en la periferia

y su grosor es el doble de los correspondientes a los macrocromosomas, indicando que los homólogos

más pequeños ya están apareados. Durante el paquitene, los bivalentes están más separados y se

observan cromómeros a lo largo de los filamentos gruesos, aunque no es posible individualiur cada

elemento. Sólo el 2.2 % de los núcleos observados correspondieron al estadío de diplotene, reconocible

por la formación de “ojales” característicos (debido a la separación de los bivalentes), que permanecen

unidos únicamente a nivel de los quiasmas.

La principal información proveniente de estas preparaciones es la homogeneidad del grado de

condensación de todos los bivalentes, corroborándose la ausencia de heteropicnosis asociada a los

cromosomas sexuales.
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lll.l.3. El cariotipo de complejos sinaptonémicos y su comparación con el cariotipo mitótico

La Figura 8 ejemplifica el complemento de CSs a partir de los cuales se realizaron las

mediciones como se explicó en la sección ll.4 de Materiales y Métodos. Los núcleos en paquitene

muestran 39 CSs autosómicos y el bivalente sexual, lo que confirma el número diploide de 80. Los

resultados que se muestran en la Tabla 2 se obtuvieron promediando las mediciones de 41 núcleos

teñidos con AgNO; o con PTA, en los que los cinetocoros se distinguen como espesamientos de los

elementos laterales.

Tabla 2. Longitudes relativas de los SCs autosómicos en 41 núcleos de ovocitos en paquitene de Rhca

americana.

SC fl l 2 3 4 S 6 7 8 9 lO

l.r.(%) ll.6 8.8 7.5 5.3 4.3 3.1 2.8 2.7 2.5 2.3
DS 0.65 0.45 0.46 0.29 0.20 0.37 0.16 0.12 0.12 0.07
l.;i. (um) 24.7 |8.7 l5.9 ll.3 9.2 6.7 6.] 5.8 5.2 4.9
DS 3.19 2.54 2.05 l.37 l.20 0.97 0.76 0.7| 0.66 0.58

IC 0.38 0.45 0.04 0 0.36 0. l4 0. l3 0.12 0 0
I.r.=longilud relativa promcdio; l.a.=longilud absoluta; DS=dcsviación estandar ;
lC=índicc ccntromérico.

La longitud promedio total del complemento de CSs en los ovocitos de R. americana es 2l 1.2 um i

26.05, y aproximadamente el 50 % corresponde a los microbivalentes (#l 1-39).

Las longitudes absolutas de los CSs en distintos núcleos tiene una variación mayor que la de

las longitudes relativas, que permanecen casi constantes. Esta fluctuación es un proceso común

durante el paquitene, y afecta en la misma proporción a todos los CSs dentro de un mismo núcleo ; por

esta razón las medidas relativas se mantienen.

En la Figura 9 se muestran los idiogramas de los cromosomas mitóticos y de CSs contruidos a

partir de las longitudes relativas y los indices centroméricos respectivos. La prueba de regresión que

compara las longitudes relativas de los primeros 7 macroautosomas y los CSs respectivos muestra la

proporcionalidad l : l entre ambos cariotipos. La ecuación de regresión es y = 0.475 + 0.83 x y el
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Figura 8. Ovocito en paquitene de Rhea americana que muestra los 39 complejos sinaptonémicos

autosómicos y el par ZW (flecha). 3600 x. Barra = 10 pm.
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Comparación del cariotipo mitótico y los complejos sinaptonémicos en Rhea americana
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Figura 9. Comparación del idiograma de los macrocromosomas mitóticos (CM) y los complejos

sinaptonémicos (CSs) correspondientes en Rhea americana. Las longitudes relativas están expresadas

en porcentaje del lote haploide.
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Figura lO. Gráfico de regresión que muestra la proporcionalidad l : l de las longitudes relativas de los

cromosomas mitóticos (CM) y los complejos sinaptonémicos (CSS) en Rhca americana. El coeficiente

de regresión es r 0.998 y la ecuación de la recta de regresión esy = 0.83x + 0.47.
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coeficiente de regresión (r) es 0.998 (Figura lO).

Ill.l.4. El bivalcntc ZW

lll.l.4.l. Morfología

El par sexual forma un CS asimétrico, con un elemento lateral algo más largo y otro más

corto, que corresponden, respectivamente, a los cromosomas Z y W. En este bivalente se observa el

mismo proceso de ajuste de longitudes durante el paquitene (“igualización”) descripto en varias

especies de aves earinadas (Introducción Sección 5.2). En R. americana, como en todas las ratites, la

diferencia de tamaño entre el Z y el W no es tan pronunciada como en las aves carinadas, y esto

también ocurre en los ejes meióticos.

La sinapsis del par ZW comienza por los extremos del brazo largo de ambos ejes,

identificados por la ubicación de los cinetocoros, y se extiende en un 85-100 % de la longitud del W.

La porción correspondiente al brazo largo del W forma un CS de aspecto normal con el segmento

respectivo de Zq, en tanto que el segmento del eje W perteneciente al brazo corto, aparece engrosado y,

en ocasiones, no interviene en la sinapsis. El brazo corto del eje Z permanece libre en toda su longitud,

y también está engrosado. Los pares ZW con la morfología recién descripta, ilustrada en la Figura

l la, serán referidos como “pares con segmento diferencial libre", pues la porción asináptica del eje Z

es la que no tiene contraparte homóloga en el W. En esta etapa, el porcentaje del complemento de CSs

representado por cada uno de los ejes Z y W es 5.1 i 0.28 y 4.3 i 0.2, respectivamente, siendo esta

proporción muy semejante a la proporción de cada cromosoma en el cariotipo mitótico.

En etapas posteriores de la igualización, el segmento asináptico del eje Z se acorta y se vuelve

sinuoso, girando alrededor del W, en especial en el extremo opuesto al del inicio de la sinapsis.

Cuando la diferencia de longitudes de los ejes es minima, esto es, cuando ha finalizado el proceso de

igualización, el CS tiene un aspecto regular en casi toda su extensión y los cinetocoros de ambos

gonosomas están alineados (Figura l lb).
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Figura ll. El par ZW en Rhea americanaa) Par ZW con segmento diferencial libre: las flechas

pequeñas marcan los segmentos diferenciales de los ejes, no sinapsados. La flecha larga señala el

extremo del inicio de la sinapsis. c : cinetocoro del eje Z ; c’ : cinetocoro del eje W. 9000 x. b) Par ZW

igualizado : los cinetocoros del eje Z (c) y del eje W (c’) están alineados. Las puntas de flecha señalan

los nódulos de recombinación en el brazo largo. 9000 x. c) Par ZW igualizado, con tres nódulos de

recombinación (puntas de flecha) ; el eje Z da vueltas en el segmento correspondiente al brazo corto.

ll000 x. Barras = l pm.
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En la Tabla 3 se resumen las variaciones de las longitudes de los ejes sexuales durante el

ajuste sináptico. La longitud inicial del eje Z, en los pares ZW con segmento diferencial libre, es

significativamente diferente de la longitud del eje en los pares ZW igualizados, mientras que la del eje

W no varia sustancialmente.

Tabla 3. Longitudes absolutas en de los ejes Z y W en los ovocitos en paquitene de R. americana.

Con segmento lgualizados Valor P
,. ...._._di[9r99_9ia!__lihr9 _. . ..._ ..

Longitud (Z) ¡8.7 l4.07 < 0.000!
DS 2.86 1.74
n ¡6 59

Longitud (W) 14.69 “.36 NS
DS ¡.97 I,62
n l() 5‘)

lC (Z) 0.l59 0. l63 NS
DS 0.027 0.027
n l l l4

S. dir. Libre + Igualizados
lC (W) 0. ¡42

DS 0.026
n ¡8

lC= índice ccnlromérico . Longitudes cn um.

lll.l.4.2. El par ZW y los nódulos de recombinación en R. americana

En el CS formado entre el Z y el W se observan l a 3 nódulos de recombinación (NRs),

distribuidos en el brazo largo (Figura llb y c). Las posiciones de los nódulos de recombinación en

cada par ZW, se establecieron midiendo la distancia desde los telómeros que inician la sinapsis hasta

cada NR, y se expresan como fracciones de la longitud total del eje W en ese par. En ningún caso se

observaron NRs en el brazo corto del CS; el nódulo de recombinación más alejado del telómero

sináptico se encuentra a 0.8 unidades de la longitud del eje W. Teniendo en cuenta la constancia del

indice ccntromérico del W (0.14), el NR más proximal está ubicado a 0.06 unidades (de longitud del

W) del cinetocoro, lo que constituye un segmento libre de NRs en el brazo largo, que mide
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aproximadamente un 5 % de Wq. De esta manera hay dos segmentos libres de NRs : Wp y la región

proximal de Wq. La Figura 12 muestra la distribución del total de NRs (n = 134) en los 63 pares ZW

analizados. La distribución se aparta claramente de una distribución normal, asemejádose a una

distribución bimodal, con un pico más pronunciado hacia el extremo del brazo largo. Esta

acumulación hacia el telómero se debe a que en los pares ZW con un único NR (n = 9), éste se ubica

preferencialinente en el tercio distal del brazo largo (distancia promedio al telómero = 0. l6 i 0.09).

En los pares ZW con dos NRs, el nódulo más cercano al telómero (NR l) y el nódulo más

alejado (NR 2), muestran distribuciones distintas (Figura l3), y la prueba estadistica t demuestra que

la diferencia entre sus medias es altamente significativa (p < 0.0001). Las distancias promedio al

telómero del NR l y el NR 2 son 0.16 i 0.08 y 0.52 i 0.l l, respectivamente. A fin de evaluar la

influencia de lll] evento de recombinación sobre otro evento similar dentro del mismo brazo

cromosómico (es decir, la interferencia), se midieron las distancias de separación entre NR l y NR 2

(en cada par ZW con dos nódulos), y su distribución se comparó con la distribución de las distancias

esperadas, suponiendo una localización independiente y al azar de cada par de nódulos (Figura 14).

Los pares dc NRs observados se agruparon según la distancia de separación, expresada en fracción de

la longitud total del W. La frecuencia esperada de los pares de NRs dentro de cada intervalo de

distancia, se calculó utilizando la fónnula l- (l-cOz, donde d es la distancia máxima entre nódulos en

cada intervalo (Sherman y Stack, 1995). Las frecuencias esperadas de pares (NR l;NR 2) dentro de

cada intervalo de separación se detallan en la Tabla 4.

El gráfico comparativo de las frecuencias de pares de nódulos esperadas y observadas (Figura

14), muestra que el número de pares de NRs separados por un intervalo < 0.25 de la longitud del W,

es mucho menor que el esperado ; mientras que cuando la separación está en el intervalo 0.25-0.50, las

frecuencias observadas son mayores que las esperadas. Esto puede interpretarse como interferencia

positiva (interferencia quiasmática usual) en el intervalo 0-025, e interferencia negativa

(“facilitación”) en el intervalo 0.25-0.5.
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custmcis al telanem

Figura |2. Distribución de los nódulos de recombinación totales (n = 134) en 63 pares ZW de Rhea

americana. El histograma muestra la distribución de frecuencias de las distancias entre el telómero del

brazo largo del par ZW y cada nódulo de recombinación, expresadas en fracciones de la longitud total del

eje W. El cinetocoro del W se encuentra en 0.86 (índice centromérico promedio = 0. 14). La flecha señala

la posición dcl cinetocoro del W.
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NúmerodeNRs

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.6

Figura l3. Distribución de los nódulos de reoombinación en los pares ZW de Rhea americana con dos

nódulos. El gráfico muestra el rango de distribución y la frecuencia del nódulo de recombinación mas

cercano (NR l) y el nódulo más alejado (NR 2) del telómero del brazo largo del par sexual. Las

distancias desde el telómero (Wt) están expresadas en fracciones de la longitud total del W.
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* Esperados '+' Observados

o Numero de pares

, ‘ +- - - +s
l l l l 4 l l N .1

0.0.1 0.l-O.2 0.2.0.3 0.30.4 0.4.0.5 0.5-0.6 0.6-0.7 0.7413 0.30.9

Intervalos de separacion

Figura l4. Distribuciones observada y esperada de los intervalos de separación entre los nódulos de

recombinación en 37 pares ZW con dos nódulos en Rhea americana. Los intervalos están expresados

en fracciones de la longitud total del eje W. La distribución esperada está basada en la ubicación al

azar e independiente de ambos nódulos (ver el texto).
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Tabla 4. Frecuencias esperadas de los intervalos de separación entre NR l y NR 2 en los pares ZW

con dos NRs. Los intervalos están expresados como fracciones de la longitud del eje W. Frecuencias

esperadas, calculadas según F = l-(l-d)2 (Shemian y Stack, 1995).

lnlen'alo entre Frecuencia esperada
NR l y NR 2 de pares de NRs/inlcn'alo

0-().l 0.19
().l-0.2 0.17
0.2-0.3 0.15
(13-04 0. l3
0.4-05 0.ll
().5-0.6 0.09
0.6-0.7 0.07
().7-().8 0.05
(HG-0.9 0.03
0.9-“) 0.0]

lll.l.5. Los nódulos de recombinación en los complejos sinaptonémicos autosómicos de R.

americana

El número promedio de NRs por ovocito es 57.8 :L-5, de los cuales un 50.6 % se encuentran en

los bivalcntes #l a #IO. Se analizó la asociación entre NRs y la longitud de cada CS. La prueba de

regresión muestra que el número de NRs está directamente relacionado con la longitud de los CSs en

los macrobivalentcs más largos, siendo el coeficiente de regresión r = 0.96 (Tabla 5 ; Figura l5). Esta

relación no se mantiene en los microbivalentes que, casi siempre, tienen un único NR.

Tabla 5. Distribución de los nódulos de recombinación en los complejos sinaptonémicos #1 a #5 en

Rhca ("nuria-mia, calculada a partir de l6 ovocitos en paquitene.

Bivalenle # l 2 3 4 5 6 " "

NRs (m) 7.1 6.0 4.5 3.i 3 ¡.3

"pg ¡.3 l 0.82 0.7 0.53 0.58
nÏ'vzior promedio ; DS=desviación estándar
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Longitud del CS

Figura l5. Gráfico de correlación entre la longitud del CS (en um) y el número de nódulos de

recombinación. El coeficiente de regresión (r) es 0.96, y la ecuación de la recta de regresión es y =

0.307x - 0.147. Los números sobre la recta de regresión identifican a los primeros seis CSs

autosómicos.

Esta relación entre longitud de CS y número de nódulos queda ilustrada por el número de NRs

en los brazos cromosómicos de distinto tamaño : por ejemplo, en el CS #l, el brazo corto muestra, en

general, entre l y 3 NRs, mientras que en el brazo largo hay entre 3 y 4 (Figura l6).

La longitud de CS entre dos NRs, considerando todos los bivalentes (también interpretada

como la distancia mcdia de CS correspondiente a un NR), es, en promedio, 3.65 um, y no se observan

diferencias significativas con respecto a esta distancia media considerada en los bivalentes #l-#l0

(3.74 um) y la misma distancia media considerada en los microbivalentes (3.58 um). Sin embargo, los

NRs no están regulamiente espaciados a lo largo de los CSs: su frecuencia es menor cerca del

cinetocoro, y aumenta hacia los telómeros. Esta distribución puede observarse en los histogramas

construidos para los macrobivalentes #l a #5, en los que el eje horizontal representa la longitud del

bivalentc dividida en segmentos de l um, y el eje vertical representa el número de NRs (Figura 17).



Figura |6. Detalle del complejo sinaptonémico del par autosómico #l de Rhea americana en el que se

observan tres nódulos de recombinación (puntas de flecha) en el brazo corto y cuatro en el brazo largo.

c : cinetocoro. 8000 x. Barra = l pm.
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Distribución de los nódulos de recombinación en los macrobivalentes de Rhea americana

Bivalente 1 7 Bivalente 2

6 ¡ 6

5 l 5 .

.. 4 .2 4
5 3 z 3

2 2

1 1

o c o

7 ._ Bivalente 3 Bivalente 4 Bivalente 5
eL s
s 5 5

É 4 2 4
z 31' 6‘: É 3

2 z 2 2
1 i 1 1

o lc o 0 c

Figura l7. Histogramas de la distribución de los NRs en los cinco primeros complejos sinaptonémicos

de Rhea americana. El eje horizontal de cada histograma representa la longitud absoluta del bivalente

dividida en segmentos de l um. La escala del eje vertical representa el número de nódulos de

recombinación. El segmento hacia la derecha del cinetocoro (c) corresponde al brazo largo. La

frecuencia de los nódulos de recombinación es muy baja en la zona centromérica y aumenta cerca de

los telómeros.
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"1.2. Anus Plaíyrhynclws

“1.2.1. El cariotipo mitótico de A. platyrhynchos

El número diploide de Anas platyrhynchos es 2n = 80 : los pares #l y #2 son bibraquiados y

los demás autosomas son telocéntricos (Figura l8). El cromosoma Z es subacrocéntrico y el cuarto en

tamaño, mientras que el W es acrocéntrico, con un brazo corto que no se manifiesta claramente en

todas las inetafascs, y su tamaño se aproxima al de los microcromosomas. El cromosoma W se

identificó mediante bandeo C, ya que es fuertemente heterocromático (Figura l9). Es decir que , a

diferencia dc lo observado en Rhea americana, el Z y el W son obviamente desiguales en tamaño, y el

W es muy rico en heterocromatina constitutiva, aún cuando hay una gran similitud en el patrón de

bandas G del cromosoma Z de ñandú y el cromosoma Z del pato Pekin (ver Introducción).

lll.2.2. Los complejos sinaptonémicos y la relación con el cariotipo mitótico

El cariotipo de CSs del pato Pekin se construyó a partir de las mediciones realizadas sobre 10

núcleos seleccionados, obtenidos mediante la técnica de microextendidos en superficie. Al igual que en

Rhea americana, se observó una excelente correspondencia entre las longitudes relativas e indices

centroméricos del cariotipo mitótico y los complejos sinaptonémicos (Figuras 20 y 2l). Para evaluar

cuantitativamente esta similitud se realizó una prueba de regresión utilizando las longitudes relativas

de los 7 primeros elementos mitóticos y sus correspondientes CSs, confinnándose una

proporcionalidad directa entre ambos cariotipos (coeficiente de regresión r = 0.99) (Figura 2 l).

"1.2.3. El par ZW : el proceso de igualización y la localización del nódulo de recombinación en

A. plurvr/rynclms

El análisis del par ZW de A. platyrhynchos al microscopio electrónico muestra que la sinapsis

se inicia por el extremo del brazo largo de ambos gonosomas, que puede identificarse por la posición

de los cinetocoros (Figura 22). Al comienzo del paquitene, cuando los ejes Z y W estan separados o
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Figura [8. Metafase de Ana: plaryrhynchos (hembra). Se indican los seis primeros pares autosómicos

y el cromosoma Z. La identificación del W se verifica por bandeo C. 3000 x.

a o

a) a . r

d” a. O ü

‘ J ‘ . z

Figura l9, Bandeo C en Anas plalyrhynchos. El cromosoma W es fuertemente heterocromático, y

también hay un par de microcromosomas C+.
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Comparación del cariotipo mitótico y los complejos sinaptonémicos en Anas plalyrhynchos

6- —°—CSS

g "= 2'2
8 o

2' H H ÏÏ
E’ 4
O
-' 6

a

10’_VV__V L A l ¡‘41

1 2 3 4 5 6 7 Z w

ParI

Figura 20. Comparación del idiograma de los macrocromosomas mitóticos (CM) y los complejos

sinaptonémicos (CSs) correspondientes en Arias plalyrhynchos. Las longitudes relativas están

expresadas en porcentaje del lote haploide.

20W­

_. U'l

LongitudCS:

6

0 5 10 15 20

Longltud CM

Figura 2|. Gráfico de regresión que muestra la proporcionalidad l : l de las longitudes relativas de los

cromosomas mitóticos (CM) y los complejos sinaptonémicos (CSS) en Anas platyrhynchos. El

coeficiente de regresión es r 0.99 y la ecuación de la recta de regresión es y = l.le - 0.09.
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cuando la sinapsis es muy temprana, la longitud del eje W es una 3 veces menor (2.4 % del lote

haploide) que la del eje Z (7.3 %) ; estas longitudes relativas se corresponden con las del cariotipo

mitótico, y se utilizaron para construir el idiograma de CSs de la Figura 20. La reducción progresiva

de esta diferencia de longitudes de los ejes luego de la sinapsis da lugar a distintas morfologías del par

ZW, dependiendo de la longitud del segmento libre (no sinapsado) del eje Z, como fue descripto

inicialmente en el pollo (Introducción, Sección 5.2). En A. platyrhynchos el proceso de ajuste de

longitudes (igualización) se produce por el acortamiento del eje Z, y simultáneamente, por el

alargamiento del eje W. La longitud media del eje Z es l8.6 um, cuando el segmento no sinapsado de

este eje es mayor que el el 50 % de la longitud del CSs formado entre el Z y el W (par ZW de tipo

LAS) ', en tanto que en los pares ZW igualizados el eje Z tiene una longitud de 14.5 um. Al mismo

tiempo, el eje W se alarga, y las longitudes promedio van de 8.5 um, en el tipo LAS, a 13.3 pm en los

pares ZW igualizados. Este proceso hace que las longitudes tengan un amplio rango de variación

dentro de cada tipo morfológico, aunque las longitudes promedio sean características para cada tipo

(Figura 23).

0.4 -.

0,3

0,2

0.1

FracclóndeltotaldeNRs

0.5
Distancia al telómero

Figura 24. Distribución de las distancias entre los telómeros del par ZW y el nódulo de recombinación

en 20 ovocitos de Anax plalyrhynchox. La flecha señala la media de la distribución (0.69 pm).

Como se mencionó previamente, los telómeros del brazo largo inician la sinapsis, y cerca del

extremo sináptico se encuentra un NR. de presencia constante (Figura 22). La distancia promedio



Figura 22. Par ZW de Armsplatyrhynchos en estadío de segmento asináptico largo (LAS). Las flechas

señalan el segmento diferencial no sinapsado del eje Z. Cerca del extremo del brazo largo se observa

un nódulo de recomb'mación (punta de flecha). En el espacio central de los complejos sinaptonémicos

se observa el elemento central. c : cinetocoro del eje Z. ll000 x. Barra = 1pm.
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Variaciones de longitud
en los ejes Z y W

m
26 ­

Cl E19 Z
- E39W

20 ­

lb" H» ‘Hb i

10" I

6 1 l 1

LAS MAS Ig

Figura 23. Variaciones en las longitudes de los ejes Z y W de Anas platyrhynchos durante el proceso

de igualizacion. Las líneas horizontales en cada barrra marcan la longitud promedio (en pm) de los

ejes y la altura de las barras indica el rango de variación de la longitud del eje en cada grupo.
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entre cl NR y cl extremo sináptico es 0.69 pm, con un rango de 0.49 pm a l.06 pm, quedando una

zona tcmlínal de alrededor de 0.4 pm donde no se observan NRs (Figura 24).

A diferencia de lo observado en el par ZW de R. americana, en ninguno de los pares ZW de A.

platyrhyncho.\' estudiados pudo observarse más de un nódulo de recombinación a lo largo de todo el

par ZW.



lll.3. Numitlu mclcugrís

lll.3.l. El cariotipo mitótico de N. meleagris

El número diploide de N. mclcagris es 2n = 76. Los pares #l, #2 y #4 son submetacéntricos ;

el par HScs casi metacéntrico y los restantes autosomas son telocéntricos, registrándose una marcada

diferencia de tamaño a partir del par #7 (Figura 25). El cromosoma Z es submetacéntrico, es el cuarto

en tamaño y representa un 6.7 % del lote haploide. El cromosoma W puede individualizarse como un

microcromosoma acrocéntrico, casi 2.7 veces menor que el Z, que aparece fuertemente

heterocromatico con bandco C (Figura 26).

"1.3.2. El cariotipo de complejos sinaptonémicos : comparación con el cariotipo mitótico

Las mediciones de los CSs en 6 núcleos de ovocitos en paquitene permitieron comparar las

longitudes relativas e indices centroméricos de los CSs autosómicos con los cromosomas mitóticos. En

general, se observa una buena correpondencia entre ambos cariotipos, excepto para el par #3

(telocéntrico), que aparece subrepresentado en los ejes meióticos, de manera que la longitud relativa

del CS #3 (7.7 %) resulta menor que la longitud relativa del CS #4 (9.4 %), que se reconoce como tal

por la posición submediana del cinetocoro (Figuras 27 y 28).

Como se explicó en la Sección ll.4 de Materiales y Métodos, las mediciones de los ejes

sexuales (cn especial el eje Z) utilizadas para construir los idiogramas, deben realizarse en estadios

tempranos, cuando no se ha iniciado el proceso de igualización y se conserva la proporcionalidad con

los cromosomas sexuales mitóticos. En los núcleos utilizados para obtener las longitudes relativas de

los CSs cn N. Inc/cagrix, los pares ZW estaban igualizados, o el eje Z se presentaba distorsionado por

estiramiento, impidiendo registrar la proporción del eje Z con respecto al lote haploide. La longitud

relativa del eje W (2.4 %) es muy similar a la del cromosoma mitótico (2.5 %).



\6

Figura 25. Metafase de Numida meleagris (hembra). Se señalan los seis primeros pares autosómícos y

el par ZW. 2500 x.
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Figura 26. Bandas C en Numida meleagris. El cromosoma W es un microcromosoma acrocéntríco

fuertemente heterocromático. 2500 x.
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Comparación del cariotipo mitótico y los complejos sinaptonémicos en Numida meleagn's

-O- CM
6 ’ -°- CSs
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Figura 27. Comparación del idiograma de los macrocromosomas mitóticos (CM) y los complejos

sinaptonemicos (CSs) correspondientes en Numida mcleeagris. Las longitudes relativas están

expresadas en porcentaje del lote haploide.
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Figura 28. Gráfico de regresión que muestra la proporcionalidad l : l de las longitudes relativas de los

cromosomas mitóticos (CM) y los complejos sinaptonémicos (CSs) en Numida meleeagris. El

coeficiente de regresión es r L 0.95 y la ecuación de la recta de regresión es y = l.l4x - 2.03.
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Figura 29. Par ZW de Numida meleagris en estadío de segmento asináptico medio (MAS). Las flechas

señalan el segmento no sinapsado del eje Z. c: c'metocoro del eje Z. La punta de flecha señala en

nódulo de recombinación cercano al extremo que inicia la sinapsis. 8500 x . Barra = l pm.
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"1.3.3. El par ZW de N. meleagris : presencia de un único NR cercano al extremo sináptico

El par ZW de N. meleagris forma un CSs asimétrico, y se verifica el mismo proceso de

igualización, encontrándose la secuencia LAS-MAS-lgualizados descripta en otras aves carinadas. El

eje Z muestra el cinetocoro en posición submediana (índice centromérico 0.4|), lo que permitió

identificar al brazo corto como el responsable del inicio de la sinapsis con el brazo corto del W (Figura

29). Como consecuencia de la igualización, el índice centromérico del eje Z varia sustancialmente en

los distintos tipos de pares ZW, porque la disminución de la longitud se realiza principalmente a

expensas del brazo largo, que se reduce en un 60 % de su longitud original, mientras que el brazo

corto sólo disminuye un 10 % en su longitud absoluta. En los pares ZW igualizados, la longitud del

brazo largo es menor que Zp y el indice centromérico promedio es ahora 0.55.

Cerca del extremo que inicia la sinapsis, es decir, el telómero de Zp y el de Wp, se observa de

manera constante un NR, y al igual que en el par ZW del pato Pekin (y en contraste con R.

americana), en ningún par ZW se observa más de un NR (Figura 29). La distribución del NR se

analizó en l8 pares ZW coloreados con PTA : la distancia promedio al telómero que inicia la sinapsis

es 0.4 um, y la posición del nódulo varia en un rango de 0.15 um a 0.66 pm del extremo.

.0.0.0 rouA

FraccióndeltotaldeNRs

.0

O 0.5 1 um
Dlstancla al telómero

Figura 30. Distribución de las distancias entre el nódulo de recombinación y el telómero sináptico en

18 pares ZW de Numida meleagris. La flecha señala la media de la distribución (0.4 pm).



La comparación entre la distribución de localizaciones del NR en el par ZW de N. melcagris

es significativamente diferente de la distribución observada en el pato Pekin (Figuras 24 y 30), siendo

la primera de estas distribuciones más cercana al telómero de iniciación sináptica, mientras que la de

Arias pla/ri'rhynclmx es claramente intersticial.
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"1.4. Columbu Iivia

"1.4.1. El cariotipo mitótico y el par ZW

El analisis de los cromosomas mitóticos se realizó a partir de metafases obtenidas a partir de

cultivo de linfocitos y de la médula ósea de los ejemplares utilizados para los estudios meióticos ; el

número cromosomico modal es 2n = 80, lo que posteriormente se confirmó en los estudios de CSs. Los

pares #l a #5 son bibraquiados ; los microcromosomas son telocéntricos y representan un 48.8 % del

genoma (Figura 3l). El cromosoma Z es un cromosoma metacéntrico (indice centromérico = 0.47), el

cuarto en orden de tamaño, y su longitud relativa es el 5.7 % del lote haploide. El cromosoma W de C.

Iivia también es metacéntrico, es el sexto par en longitud y la relación de tamaño entre el Z y el W es

1.5 : l, cs decir que el W es relativamente gm; cuando se lo compara con el W de N. mclcagrix o el

de A. pla!)'rhynchox. Aunque el índice centomérico de ambos cromosomas sexuales está cercano a 0.5,

el brazo corto del W puede distinguirse casi siempre, mientras que el Z es con más frecuencia

exactamente metacéntrico. Con bandeo C, el W aparece heterocromático, aunque no por

completo (Figura 32) : hay una banda C+ centromérica intensamente coloreada, similar pero de un

tamaño significativamente mayor que la de los centrómeros autosómicos ; en el brazo corto hay un

bloque hctcrocromático menos coloreado que el centromérico y una banda eucromática de posición

terminal, y en el brazo largo hay una banda de eucromatina proximal ',y la heterocromatina, que ocupa

el resto del brazo, se colorea menos intensamente que la del brazo corto, excepto por una banda

temiinal mas marcada (Figura 33).

Figura 33. Representación esquemática del bandeo C del cromosoma W de C. livia. Las zonas en

blanco corresponden a eucromatina ', las zonas sombreadas son heterocromáticas y se colorean con

distinta intensidad. La región centromérica tiene una banda muy marcada.
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Figura 3 l. Metafase de Columba livia (hembra). Se indican los cinco primeros pares autosómicos y el

par ZW. 2600 x.

Figura 32. Bandeo C en (‘olumba Iiw’a. El cromosoma W tiene una banda centromérica de

heterocromatína muy marcada. El telómero del brazo corto es eucromático y hay una zona intersticial

eucromática en el brazo largo (ver el esquema de la Figura 33). El cromosoma Z muestra una banda C

telomérica. 2700 x.
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Figura 34. Ovocito en paquitene de Columba livia. Se observan los 39 bivalentes autosómicos y el par

ZW (flecha). Las flechas pequeñas señalan algunos nódulos de recombinación y las líneas marcan los

cinetocoros de algunos bivalentes. 3600 x. Barra = lO nm.
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lll.4.2. El par ZW de C. lívia durante la meiosis

lll.4.2.l. Sinapsis e igualización

El análisis ultraestructural de la meiosis femenina en C. livia se realizó sobre una muestra de

más de 80 micrografias electrónicas de ovocitos en paquitene, coloreados con nitrato de plata o PTA

(Figura 34). En los ovocitos en paquitene, el par ZW aparece como el único bivalente que forma un

CS de elementos laterales desiguales (Figura35), comprobándose la existencia del mismo proceso de

ajuste de longitudes descripto en otros pares ZW aviarios (ver Introducción y Secciones lll. l, 2 y 3).

La longitud del eje Z disminuye en promedio un 30 %, al tiempo que da vueltas alrededor del eje W,

que pemianece lineal, y las porciones no apareadas de los ejes están engrosadas (Figura 36). La

variación de longitud del eje Z permite identificar la secuencia de los tipos morfológicos LAS-MAS­

lgualizados (ver definiciones previas), mientras la longitud del eje W no varía de manera significativa

(Tabla 6). En etapas muy avanzadas del paquitene el eje Z no muestra ya un trayecto sinuoso y su

longitud es casi idéntica a la del W, por lo cual en ocasiones resulta dificil identificar al par sexual

dentro del complemento, en estos estadios tardíos.

Tabla 6. Longitudes absolutas (en um) de los ejes Z y W de (Í Iivia durante el proceso de
igualización.

LAS MAS lgualizados Valor P "d"
Longitud (Z) 22.8“ 18.8 ¡5.7h 0.0001
DS ¡.97 ¡.52 2. ¡o
n ¡3 9 12

Longitud (W) 14.9 l-l.6 ¡4.1 NS
DS ¡.57 ¡.17 ¡.70
n l-l 9 l2

lC (Z) 0.4| 0.4| 0.43 NS
DS 0.03 0.04 0.02
n lO 7 lO

lC (W) 0.4i 0.43 0.42 NS
DS 0.04 0.02 0.03
n 6 6 8

IC = indice ccntromérico.

La longitud relativa del eje Z (7.8 % del total del complemento de CSS) y la del eje W (5 %)

son algo mayores que las longitudes relativas respectivas en los cromosomas mitóticos. Esto puede
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Figura 35. Par ZW de la célula dela Figura 32, en estadío de segmento asináptico medio (MAS). Las

flechas señalan las regiones diferenciales no apareadas de los ejes Z y W. Las puntas de flecha marcan

los nódulos de recombinación particulados en los complejos sinaptonémicos autosómicos y en el

extremo sináptico del par ZW. c y c’: cinetoeoros del Z y del W. 9000 x. Barra = l um.
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Figura 36. Par ZW de Columba livia m estado intermedio entre MAS e igualizado. El eje Z sigue un

recombinación del par sexual. c y c’: cinetocoros del Z y del W. l 1000 x. Bam = l um.

trayecto sinuoso alrededor del eje W. Cerca del extremo sinápti



deberse a que en el material analizado de paloma, la mayoria de los pares ZW de tipo LAS estaban

incompletamente apareados, es decir, se encontraban en etapas tempranas de la sinapsis, quedando

sometidos a estiramiento los segmentos libres de los ejes Sexuales. Sin embargo, esta distorsión no fiJe

muy pronunciada, puesto que el diámetro del eje no está afectado (es sabido que el diámetro se

adelgaza cuando el estiramiento es muy violento). Además, la longitud y el indice centromérico

correspondientes al bivalente ZZ en el macho de la paloma tiene una correspondencia muy buena con

las medidas del Z mitótico (ver Sección 4.3), apoyando la idea de que, al menos en el eje Z, la

desviación en las medidas se debe al estiramiento de los segmentos no sinapsados. En ambos ejes

sexuales hay una diferencia clara de longitud entre los brazos, siendo siempre el más corto en ambos

gonosomas el que inicia la sinapsis. Este brazo podría corresponder efectivamente al brazo corto del

cromosoma W, que frecuentemente puede identificarse en las metafases mitóticas ; además la longitud

del eje W es relativamente constante durante el proceso de igualización, y también lo es su indice

centromérico (Tabla 6).

Ill.4.2.2. El par ZW de C. livia y el nódulo de recombinación

En los pares ZW teñidos con PTA, se observa un único nódulo de recombinación cerca del

telómero que inicia Ia sinapsis (Figuras 35 y 36). Los NRs en los ovocitos de (.'. Iivia son muy

notables, tanto en el par sexual como en los CSS autosómicos, y tienen una morfología muy particular

que se dcscribirá en la sección lll.4.4. En el par ZW las distancias entre el NR y el telómero sináptico

varian entre 0.42 pm y l.l7 um, con una media de 0.82 um (Figura 37).

Los nódulos de recombinación en el par ZW de la paloma se distribuyen exclusivamente en

una zona intersticial subtemiinal, y en ningún caso se observa más de un NR. La distribución de los

NRs en una zona intersticial es similar a la observada en el pato Pekín (Figura 24), y en ambas

especies hay una distancia de aproximadamente 0.4 um entre el extremo distal del segmento que lleva

los NRs y el telómero sináptico, que está libre de nódulos.
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Figura 37. Distribución de las distancias entre el nódulo de recombinación y el telómero sináptico en

33 pares ZW de (‘olumba livia. La flecha señala la distancia media al telómero sínáptíco (0.82 um).

“1.4.3. El caríotipo de complejos sinaptonémicos y el par ZZ en el macho de C. livia

El estudio de meiótico en C. livia incluyó también el análisis de la meiosis masculina mediante

microscopía electrónica y de luz. En los núcleos de espennatocitos en paquítene examinados al

microscopio electrónico (Figura 38), se observan los CSs de los 39 autosomas y el CS del par ZZ ',

este último es el cuarto en longitud (5.9 % del conjunto de CSs), y tiene el cinetocoro en posición

mediana (IC = 0.49), siendo estos valores muy similares a los registrados en el Z mitótico.

La longitud medía del conjunto de los CSs autosómicos en los espennatocitos es 248 :i: 21.2

um, mientras que en los ovocitos esta longitud es en promedio 227 i 21.8 um, y esta diferencia es

estadísticamente significativa (P < 0.005), aunque no representaría la existencia de una disparidad real

entre los complementos de CSs sino que podría atribuirse a causas técnicas. En los espennatocitos de

paloma, la cromatina no se dispersa tan fácilmente como en los ovocitos, por lo cual fue necesario

aumentar la concentración del detergente (ver Sección 11.3.2). Esta variación puede haber provocado

una elongación más pronunciada en los bívalentes de los espennatocitos, afectando en mayor medida a

los CSs más largos. Esto explicaría que más del 90 % de la diferencia de longitudes entre los CSs del

macho y de la hembra se concentra en los tres primeros bívalentes. Además, esta diferencia no se
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Comparación del cariotipo mitótico y los complejos sinaptonémicos en Columba livia
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Figura 39. Comparación del idiograma de los macrocromosomas mitóticos (CM) y los complejos

sinaptonémicos (CSS) correspondientes en Columba Iivía. Las longitudes relativas están expresadas en

porcentaje del lote haploide.
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Figura 40. Gráfico de regresión que muestra la proporcionalidad l : l de las longitudes relativas de los

cromosomas mitóticos (CM) y los complejos sinaptonémicos (CSs) en Columba livia. El coeficiente

de regresión es r 0.99 y la ecuación de la recta de regresión es y = l.l9x - 0.9.
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traduce en modificaciones de fenómenos biológicos, como la recombinación, que están relacionados

con la longitud de los CSs (ver Sección 4.4).

El cariotipo de complejos sinaptone'micos de C. Iivia se construyó a partir de las longitudes

relativas de los siete primeros CSs y del eje W, medidos en 20 ovocitos seleccionados, mientras que la

longitud relativa promedio del Z corresponde a la longitud promedio del CS del par ZZ en los núcleos

de espemiatocitos, por su excelente correspondencia con el Z mitótico, como se explicó al comienzo de

esta sección (Figura 39).

Cuando se comparan, mediante una prueba de regresión las longitudes relativas de los 7

primeros autosomas en el cariotipo mitótico con la longitudes relativas de los CSs correspondientes, se

observa una relación l :l entre ambas, siendo en coeficiente de correlación r = 0.99 (Figura 40), a

semejanza de lo descripto previamente en las otras tres especies de aves en estos Resultados.

lll.4.4. La distribución de los nódulos de recombinación en machos y hembras de C. livia

Los nódulos de recombinación de la paloma, son muy conspicuos y se observan claramente en

las preparaciones de ovocitos en paquitene inclusive en microfotografias a bajo aumento (Figuras 34 y

38). A diferencna dc los nódulos de recombinación observado cn otras aves, que son clipsoides y no

revelan ninguna subestructura, en (‘. livia cada NR está constituido por una o más particulas muy

electrodcnsas que en general se agrupan en forma de “rosetas“ constituidas por 3 a cinco de estas

particulas (Figura 35).

Esta circunstancia hace especialmente favorable el análisis comparativo del número y

distribución dc los NRs en ambos sexos, a partir de micrografias de ovocitos y esperrnatocitos teñidos

con ácido fosfotúngstico (Figuras 34 y 38). El recuento de nódulos de recombinación revela que no

existen diferencias significativas en el número promedio total de NRs en machos (64.7) y hembras (63)

de ('. liwa (P = 0.22) (Tabla 7).
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Tabla 7. Número de nódulos de recombinación y longitudes promedio del complemento de complejos
sinaptonémicos en 20 ovocitos y 22 esperrnatocitos de C. Iivia.

CSs :Lóhgnudtotal NRslolnlesiDS Longituddc CS/NR CSs(l-l0) NRs(CSsl-l0)
i DS (pm) (um) Longitud :l:DS i DS

Hembra 227.5i 21.8 63.014!) 3.6i0.35 l37.5 i129 3l.8:!:4.3
__l)_/l__aclio 248.01: 21.2 64.7 i 4.8 3.8 :h 0.30 ¡64.2 :l: ¡4.7 35.] ¿3.7

La distancia media entre NRs en los bivalentes #l a #10, es 4.4 um en los ovocitos y 4.7 um

en los espemiatocitos, mientras que en los bivalentes #ll a # 39 es de sólo 2.9 pm en los ovocitos y

2.8 um en los espemiatocitos. Esto significa que, en promedio, se producen más eventos de

recombinación en los bivalentes más cortos, y esto es asi en ambos sexos.

Cuando se grafica el número promedio de NRs en los diez primeros CSs contra las longitudes

absolutas promedio de los bivalentes se observa una relación lineal entre ambos, tanto en la hembra

(Figura 41), como en el macho (Figura 42).

NúmerodeNRs

O
\A

0 Ir I I I l l l0 5101520253035
Longltud CS

Figura 4 l. Relación entre la longitud promedio de los diez primeros CSs (pm) y el número promedio

de nódulos de recombinación en 20 ovocitos de C‘. Iivia. La ecuación de la recta de regresión es y =

0.2 lx + O.l9, y el coeficiente de regresión r = 0.98. Los números sobre la recta de regresión identifican

a los CS HI al #lO.
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Figura 42. Relación entre la longitud promedio de los diez primeros CSs (um) y el número promedio

de nódulos de recombinación en 22 esperrnatocitos de C. livia. La ecuación de la recta es y = 0.18x +

0.57, y r r—-0.98.

En los microcromosomas esta relación cambia : el número promedio de NRs por

microcromosoma (CSS #l l a # 39) es 1.02 en el macho y 1.07 en la hembra, lo que refleja la presencia

de un sólo NR en la mayoria de los microcromosomas, y que sólo ocasionalmente se observan dos

NRs cn los microbivalentes más largos.

Las distribuciones de los NRs en los macrobivalentes del macho y la hembra se representan en

los histogramas de la Figura 43. Cada bivalente está representado por un histograma en el que el eje

horizontal constituye la longitud nomializada del bivalente (ver Sección ll.4), dividida en segmentos de

l um desde el cinetocoro hasta los telómeros ; el valor se redondeo al entero más cercano al llegar al

telómcro. En cada histograma se marca la posición del cinetocoro, de manera que hacia la derecha del

mismo se sitúa el brazo largo del bivalente. La posición de cada NR fue definida dentro de los

bivalentcs individuales en 20 ovocitos y 22 espennatocitos, y posteriormente se representaron las

frecuencias totales en los histogramas. En ambos sexos se observa un número relativamente bajo de

NRs cerca dc los cinetocoros, en tanto que su frecuencia crece hacia los telómeros. El bivalente ZZ del

macho tiene, en promedio 3.8 NRs, observándose casi siempre dos NRs en cada brazo.
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Comparación dc la distribución de nódulos de recombinación en machos y hembras de (‘olumba Iivia
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Figura 43 (l' parte). Histogramas de la distribución de los NRs en machos y hembras de Columba
Iiw'a (continúa en la página siguiente).
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Comparación de la distribución de nódulos de recombinación en machos y hembras de Columba livia
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Figura 43 (2' parte). Histogramas de la distribución de los NRs en machos y hembras de (.‘olumba

livia. El eje horizontal de cada histograma representa la longitud absoluta del bivalente dividida en

segmentos de l um. La escala del eje vertical representa el número de nódulos de recombinación. El

segmento hacia la derecha del cinetocoro (c) corresponde al brazo largo. La frecuencia de los nódulos

de rccomblnacrón es muy baja en la 20na centromérica y aumenta cerca de los telómeros.
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lll.4.5. Relación entre el número de NRs y el número de quiasmas en los espermatocitos de C.

(¡via

Los quiasmas de los diez primeros bivalentes autosómicos se contabilizaron a partir de

microfotografias de 40 espemiatocitos en diacinesis - metafase l (Figura 44). El número promedio de

quiasmas en los diez primeros bivalentes es 34.8 i 3.3. Este número no difiere significativamente del

número promedio de NRs en los diez primeros CSs (P = 0.65) (Tabla 8).

Tabla 8. Número promedio de quiasmas observados en 40 espennatocitos en diacinesis, comparado
con el número promedio de nódulos de recombinación en 22 espennatocitos en paquitene de C. Iivia.

Par#_ _‘ l 2 4 5 7 8 ?_._W__l0ZZ
Quiasmas 8.0 6.4 4.5 3.4 3.0 2.3 l.9 .9 1.6 l.2

1.2 0.9 0.7 0.7 0.7 0.5 0.7 0.5 0.6 0.4
NRs 7.7 6.2 4.6 3.7 3.6 2.l 2.l 2.l l.() l.5 3.8

DS_ l.l 0.9 0.7 0.6 0.7 0.3 0.5 0.4 0.7 0.5 0.4

.­

En las metafases l, la configuración quiasmática de los microbivalentes sólo se reconoce en los

de mayor tamaño, debido a que la mayoria de estos microbivalentes son puntifonnes. Sin embargo, de

los recuentos se deduce que todos están apareados, y considerando la igualdad del número de quiasmas

y el número de NRs en los macrobivalentes, puede generalizarse esta relación de igualdad a los

microcromosomas, y por lo tanto, habrá un quiasma por cada microbivalente.



Figura 44. Espermatocito de ('olumba Iivia en diacinesis. Se observan 39 bivalentes autosómicos y el

par ZZ (flecha) que no muestra restricción quiasmática. 2500 x.
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HLS. Poephilu guttata

lll.5.l. Los cromosomas mitóticos de P. guttata

El análisis del cariotipo mitótico de 1’. guru-¡Ia se realizó a partir de metafases obtenidas por

cultivos cortos de médula ósea, extraída de ejemplares machos y hembras utilizados en los estudios

meióticos (Figura 45 a y b). En los recuentos de estas metafases el número cromosómico modal fue 2n

= 80, y en ningún caso se encontró un número superior. El cromosoma Z se identificó por

comparación de los cariotipos de machos y hembras como el cuarto par, con un indice centromérico

promedio de 0.36, y con una constricción secundaria en el tercio distal del brazo largo. El bandeo C

pone en evidencia un bloque heterocromático terminal en el brazo largo del cromosoma Z, y también

en el centrómero, mientras que el W aparece como un microcromosoma acrocéntrico, muy

heterocromático (Figura 46).

Las longitudes relativas e índices centroméricos promedio de los siete primeros pares

autosómicos y de los cromosomas Z y W se calcularon en 12 metafases seleccionadas, a fin de

compararlos con los CSs correspondientes. El cromosoma Z representa el 6.l % del lote haploide y el

W un 2.5 %, de manera que la relación de tamaño de los gonosomas es semejante a la encontrada en A.

pla/yrhynclws y N. meleagris.

lll.5.2. Análisis ultraestructural de la profase meiótica femenina en P. ganara

El análisis de la meisois femenina de P. gurtala al microscopio electrónico se realizó

utilizando la misma técnica de sedimentación y secado para procesar el ovario de cuatro hembras de

entre tres y siete días de edad (posterior a la eclosión). En los ovocitos en paquitene, se observan los

CSs de los bivalentes más largos completamente sinapsados, el par ZW que forma un CS asimétrica y,

sorprendentemente, un eje adicional muy largo, sin contraparte homóloga; además se observa un

número variable de ejes no apareados correspondientes a microbivalentes (Figura 47). La conducta de

este eje adicional y su relación con la sinapsis de los microbivalentes se describen en detalle en la
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Figura 45. Metafases somáticas de I’oaphila gullala hembra (arriba) y macho (abajo). Se reconocen

los pares autosómicos y el par sexual ',el cromosoma B está ausente. 3300 x.
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Figura 46. Bandeo C en l’ocphila gutlala (hembra). El cromosoma W es fuertemente heterocromático

y el cromosoma Z tiene un bloque de heterocromatina en el telómero del brazo largo. 3200 x.
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Figura 47. Ovocito de P. gutrata en paquitene donde se observa el par ZW en estadío de segmento

asináptico largo (flecha). El eje accesorio (centro) está enganchado con los CSs #l y #3. Varios

microbivalentes aún no se han sinapsado. 3600 x. Barra = l0 pm.
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seccion 5.2.3.

lll.5.2.l. El par ZW en P. guttata

El par sexual de l’. guitala forma un CS con elementos laterales desiguales, cuyas longitudes

se igualan progresivamente, como se ha descripto en otras especies en estos Resultados. La sinapsis de

los ejes sexuales comienza por el brazo corto de ambos gonosomas, y se extiende hasta alcanzar la

totalidad de la longitud del eje W ', al mismo tiempo el eje Z inicia su acortamiento, que se evidencia

por el trayecto ondulado del eje (Figura 48). La porción asináptica del eje Z está a menudo engrosada

y desdoblada como ocurre comúnmente con los ejes no apareados, mientras que el eje es simple en la

extensión que forma el CS con el eje W. La longitud del eje Z disminuye marcadamente desde el

estadio de segmento asináptico largo (LAS) hasta completar la igualización, y su índice centromérico

aumenta por el acortamiento del brazo largo, que es más pronunciado que el del brazo corto (Figura

49). La longitud del eje W muestra un aumento leve pero significativo durante este proceso (Tabla 9).

La posicion dc los cinetocoros tiene una excelente correspondencia con la ubicación del centrómero en

los cromosomas mitóticos.

Tabla. 9. Longitudes absolutas (en um) de los ejes Z y W de l’. guitala durante el proceso de
igualización.

LAS lgualizados Valor P
Longitud (Z) ¡5.0 l |.8 < 0.0005
DS l.82 2.22
n l l 22

Longilud (W) 9.0 ¡0.4 < 0.05
DS ¡.38 2. IS
n ll 22

lC (Z) 0.35 0.42 < 0.005
DS 2.9| 4.2
n 6 2|
lC(W) 0. 15
DS 3.00
n 24

lC = índice centromérico

Teniendo en cuenta la posición de los cinetocoros, puede detemiinarse que la sinapsis de los

ejes sexuales comienza por el brazo corto de ambos gonosomas. Cerca del extremo sináptico, se
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Figura 48. Par ZW de P. gutrata perteneciente al núcleo de la figura 47. El eje Z ha iniciado su

acortamiento y muestra un trayecto sinuoso al parte de su extensión. Tincíón : nitrato de plata. 9000

x. Barra = l pm.
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Figura 49. Par ZW igualizado de P. gullala. El extremo que inicia la sinapsis pertenece al brazo corto

de ambos ejes. La punta de flecha señala el NR. c y c' : cínetocoros de los ejes Z y W. 9000 x. Barra =

1pm.
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observa invariablemente un nódulo de recombinación, y como en las otras especies de aves carinadas

ya descriptas, no hay NRs en ningún otro segmento del CSs (Figura 49). La distancia promedio al

telómero sináptico es 0.87 um, y el rango de la distribución de posiciones del NR es 0.5 pm a 1.75 um

(Figura 50).

O ¿s 4

.0u

FraccióndeltotaldeNRs

_oo -N

o. a . . . . . . El a
0 0.4 0.8 1.2 1.6 2.0 um

Dlstancla al telómero

Figura 50. Distribución de las distancias (en um) desde el NR al telómero que inicia la sinapsis en 16

pares ZW de l’. ganara. La flecha señala la distancia media al telómero sináptico.

En l’. gutiata la posición subtenninal del segmento donde se localiza el NR, es similar a lo

observado en A. pla!yrhynchos y C. Iivia, aunque en el pato Pekín esta zona se encuentra en el brazo

largo de los gonosomas.

"1.5.2.2. El cariotipo de complejos sinaptonémicos

El cariotipo de CSs se construyó a partir de las longitudes relativas promedio de los siete

primeros complejos sinaptonémicos autosómicos; las longitudes fueron calculadas a partir de 20

ovocitos en paquitene, y se compararon en un idiograma junto con las longitudes relativas promedio de

los cromosomas mitóticos (Figura 51). Cuando estas longitudes relativas se comparan mediante una

prueba de regresión, se observa una excelente relación entre ambos cariotipos (r = 0.99) (Figura 52).
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Comparación del cariotipo mitótico y los complejos sinaptonémicos en Poephila ganara

I -o-CM
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Figura 5|. Comparación del idiograma de los macrocromosomas mitóticos (CM) y los complejos

sinaptonémicos (CSs) correspondientes en Poephila gullata. Las longitudes relativas están expresadas

en porcentaje del lote haploide.

LongitudrelatlvaCS.
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Figura 52. Gráfico de regresión que muestra la proporcionalidad l : l de las longitudes relativas de los

cromosomas mitóticos (CM) y los complejos sinaptonémicos (CSs) en Poephila gutlata. El coeficiente

de regresión es r 0.99 y la ecuación de la recta de regresión es y = 0.821:- 1.24.
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La longitud relativa del eje Z medida en los ovocitos, es algo mayor que la del Z mitótico,

aunque esta diferencia es menor cuando se mide el CS del par ZZ en el macho (7.1 % del complemento

de CSs) ; por lo cual este último valor fue el utilizado para construir el idiograma. La longitud relativa

del eje W también es mayor que la del W mitótico, aunque esto podría atribuirse al alargamiento del

eje W desde etapas tempranas del paquitene.

La longitud absoluta promedio del complemento de CSs en los ovocitos es de 104.9 i 21.8

pm, una longitud que resulta excepcionalmente pgueña cuando se la compara con la de los CSs en los

ovocitos de otras especies de aves, como las calculadas en este mismo trabajo para R. americana

(221.2 um) y (‘. livia (227.5 um).

¡[1.5.2.3. La presencia de un eje accesorio y su conducta en los ovocitos de P. ganara

La observación de los ovocitos en paquitene al microscopio electrónico reveló la presencia de

un eje meiótico sin homólogo, en todas las células examinadas (Figura 47). La caracterización de la

conducta de este eje surge de la observación al microscopio electrónico de más de un centenar de

ovocitos procedentes de tres hembras, y del análisis detallado del eje en 35 micrografias electrónicas

seleccionadas.

La comparación del cariotipo de CSs y los cromosomas mitóticos pone en evidencia que este

elemento no está presente en las células somáticas de hembras o machos. De la comparación adicional

de los CSs y los cromosomas meióticos con microscopía de luz, se deduce que el eje representa un

cromosoma accesorio que se encuentra en la linea germinal. El eje accesorio es, claramente, el

elemento mas grande en los ovocitos en paquitene, y puede presentarse totalmente asináptico,

autosinapsado por completo o, más raramente, parcialmente autosinapsado. Cuando se encuentra en

estado asináptico se involucra frecuentemente en enganches con los CSs más largos, y el eje aparece

engrosado o desdoblado (Figura 53). En ninguno de los núcleos de ovocitos pudo determinarse

fehacientemente la ubicación de un cinetocoro a lo largo del eje.
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La longitud absoluta del eje accesorio varía según esté asináptico o autosinapsado, sin

embargo, la variación principal se registró entre hembras de dos nidadas diferentes. En una de las

hembras la longitud promedio del eje accesorio fue l8.0 i 3.6 um, mientras que en las otras dos,

procedentes de una misma nidada, la longitud media fue 29.3 i 2.5 um. El resumen de las longitudes

absolutas del eje y las variaciones entre los individuos se presenta en la Tabla lO. En la hembras 2 y 3

el eje apareció casi siempre autosinapsado, por lo que no se incluye la morfología asináptica en las

mediciones, y entre estos dos individuos (pertenecientes a la misma nidada) no hay diferencias en las

longitudes de los ejes accesorios respectivos.

Tabla lO. Longitudes absolutas (en um) del eje accesorio en los ovocitos de tres hembras de P.
gin/gra.

Eje autosinapsado Eje asináptico Autosinapsados + asináplicos
(longitud absoluta :t DS) (longitud absoluta i DS)

Hcmbra l 14.7 :t 2.0 l9.0 :l:3.4 ¡8.0 i 3.6
n 3 lO 13

Hembras 2 _\'3 29.3 i 2.5 - ­
_n 7

En tanto la presencia del eje representa la existencia de un cromosoma accesorio, las

variaciones de tamaño del eje en distintos individuos pueden interpretarse como la existencia de

variantes del mismo cromosoma.

El estado asináptico del eje se relaciona de manera directa con la presencia de un número

variable (entre 3 y 7 pares) de microbivalentes autosómicos asinápticos (Figura 47). Asimismo, la

autosinapsis completa del eje accesorio se observa en etapas tardias del estadio de paquitene, como se

deducc dc Ia presencia de pares ZW igualizados en los ovocitos con el eje autosinapsado, y en este

momento los microbivalentes están apareados. Por lo tanto, se deduce que una consecuencia inmediata

de la presencia del cromosoma accesorio es el retraso en la sinapsis de varios de los microbivalentes

más pequeños.
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Figura 53. Detalle del eje accesorio de P. gutlala en un ovocito en paquitene. El eje aparece

desdoblado en parte de su trayecto. 10000 x. Barra = l pm.



lll.5.3. La meiosis masculina de P. guttata

"1.5.3.1. Análisis de la meiosis al microscopio óptico

El análisis de la meiosis masculina se llevó a cabo en tres machos adultos, procesando el

material testicular para la observación de los distintos estadios meióticos en preparaciones secadas al

aire y coloreadas con Giemsa. También se realizaron cortes semifinos de la gonada masculina para su

observación al microscopio óptico.

En las metafases espennatogoniales de todos los ejemplares, se encontró un cromosoma sin

homólogo, de mayor tamaño que el par #l, que se distingue inconfundiblemente de los

macrocromosomas, los cuales pudieron ordenarse por pares en todas las metafases espennatogoniales

analizadas. El cromosoma accesorio en general se muestra heteropicnótico y la posición del

centrómero no surge claramente de la observación de las metafases espennatogoniales ; sólo

excepcionalmente se pudo ver una constrición en posición submediana (Figura 54).

Al mismo tiempo, en todos los ejemplares se observó un cuerpo cromatinico denso en la

periferia de los núcleos de espennatocitos en etapas tempranas de la profase meiótica. En el leptotene

puede observarse un filamento cromatinico delgado más coloreado que el resto, aunque de grosor

similar, que fomia un ovillo en uno de sus extremos. El grado de enrollamiento del filamento aumenta

a medida que avanza la profase meiótica, y durante el paquitene el grosor del mismo es comparable al

de los bivalentes, aunque su coloración más intensa indica un grado mayor de condensación. En este

momento el filamento está muy condensado y forma un cuerpo ovoide describiendo un trayecto curvo

que deja en su interior una zona estrecha más clara (Figura 55). Este bloque periférico, característico

de los espermatocitos, tiene una gran semejanza con el cuerpo XY (o vesícula sexual) que forma el par

sexual en los espennatocitos de mamíferos durante el paquitene. Este bloque periférico no se observó

en ningún ovocito en preparaciones secadas al aire y realizadas con parte del material de los ovarios

utilizados para las preparaciones de sedimentación y secado de microscopía electrónica. Es de

subrayar que en los ovocitos observados al microscopio electrónico tampoco existe condensación de la
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Figura 54. Metafase espermatogonial de P. gullala. El cromosoma accesorio es heteropicnótico y es el

elemento más grande del complemento (flecha). 2600 x.

Figura 55. Espermatocito en paquitene coloreado con Giemsa. El cromosoma accesorio forma un

bloque cromatínico denso ubicado en la periferia del núcleo, que simula ser una “vesícula sexual"

(flecha). 3200 x.
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Figura 56. Espermatocito de l’. gurtala en metafase l. En este estadío el cromosoma B (flecha) es

isopicnótico y su cromatina está muy espíralada. 3200 x.

Figura 57. Metafases Il de l’. gunata donde se observa el cuerpo cromatínico denso atribuido a la

condensación del cromosoma B. 3200 x.
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Figura 58. Túbulo seminífero de P. gutiala en el que se observan espermátidas tempranas con un

cuerpo denso en sus citoplasmas (flechas). La flecha abierta señala un espennatocito l en paquitene

cen el bloque de heterocromatina adosado a la carioteca. 3200 x. Barra = lO pm.
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cromatina adyacente al gran eje accesorio.

En las metafases l no se observa ningún cuerpo denso, pero siempre está presente un elemento

no apareado y de gran tamaño, junto a los 40 bivalentes meióticos, como se esperaría como

consecuencia de la existencia del cromosoma accesorio observado en las metafases espermatogoniales.

Este cromosoma es isopicnótico, o más comúnmente heteropicnótico negativo, con respecto a los

bivalentes meióticos, y a menudo su contorno es difuso (Figura 56).

En las metafases ll la morfología cromosómica no pennitió individualizar definidamente a

todos los macrocromosomas, pero en 8 de 20 metafases ll observadas, se encontró un bloque de

cromatina esférico, intensamente coloreado, y muy homogéneo (Figura 57 a y b).

Las muestras de material testicular de dos individuos adultos se procesaron para obtener

cortes semifinos para analizar al microscopio óptico, y cortes finos para microcopía electrónica, como

se describió en la sección 2.5 de Materiales y Métodos.

En los núcleos de los espennatocitos I, cercanos a la periferia de los túbulos seminiferos, se

observo un cuerpo heterocromático denso adosado a la membrana nuclear, que es, precisamente, el

bloque periférico de lieterocromatina, observado en los espennatocitos en paquitene en los

preparaciones secadas al aire. La extrema densidad de la cromatina no permite reconocer otros detalles

ultraestructurales al microscopio electrónico.

Este mismo cuerpo heterocromático se observó en relación con algunas divisiones de

espennatocitos, y nuevamente en el citoplasma de un número significativo de espennátides tempranas

(Figura 58).

lll.5.3.2. La profase meiótica masculina de P. gutiata observada al microscopio electrónico.

Presencia de un cromosoma accesorio condensado

El análisis al microscopio electrónico de los espennatocitos en paquitene de P. grruata

demuestra la existencia de un bloque heterocromático denso de ubicación periférica, en cuyo interior se
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Figura 59. Espermatocito de 1’. gullara en paquitene. En la periferia del núcleo se observa el eje

accesorio rodeado por su cromatina densamente empaquetada (flecha). Tínción : nitrato de plata. 3600

x. Barra = lO pm.
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observa un eje simple (Figura 59). Esta imagen del eje accesorio con la cromatina asociada

densamente empaquetada a su alrededor, contrasta claramente con el eje rodeado por la cromatina

homogénemente dispersa (e idéntica a la cromatina asociada a los CSs autosómicos) en los ovocitos de

la misma especie. Adicionalmente, la visualización del eje accesorio es extremadamente dificultosa en

los espennatocitos, ya que la cromatina asociada al eje no se dispersa con facilidad, aunque si lo hace

la cromatina asociada a los CSs autosómicos y la del par ZZ. El eje accesorio, incluido en este bloque

heterocromatico, solo pudo observarse claramente, en su recorrido completo en l l espennatocitos (en

preparaciones con un tiempo prolongado de secado) ', en una cantidad similar, el eje se evidencia sólo

parcialmente, y en la mayoría de los espennatocitos observados al microscopio electrónico y

fotografiados para el análisis de los CSs, sólo se observa el bloque de heterocromatina densamente

empaquetado, que enmascara la tinción del eje.

Las mediciones de los ejes accesorios completamente visibles, pertenecientes a un mismo

ejemplar, dan una longitud media de 14.9 um.

Los complejos sinaptone'micos autosómicos son comparables en longitudes relativas e indices

centromericos con las observadas en los ovocitos, aunque la longitud total del complemento de

complejos sinaptonémicos, calculada a partir de seis espennatocitos en paquitene, es 143.8 d: 23.0 ,

significativamente mayor que en las hembras. El par ZZ mostró una mejor relación con el Z rnitótico

que el eje Z de los ovocitos, por lo cual su longitud relativa (7.1 %) e índice centromérico (0.37) se

utilizaron en la construcción del idiograma de CSs.
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DISCUSION

lV.1. Características generales del complemento cromosómico en la clase Aves

El cariotipo aviario se caracteriza por la presencia de números cromosómicos altos y una gran

cantidad de microcromosomas. Aunque los números diploides varian entre 40 (Burhinus oedicnemus)

y 126 ((lpupu cpopx), el análisis de las frecuencias de los números cromosómicos de 484 especies

cariotipadas muestra una distribución bimodal, con un pico principal alrededor de 80-82 y otro menor

cerca de 66-68 (Capanna et al., 1987). Mientras que el pico más grande, de números cromosómicos

más elevados, concentra representantes de casi todos los órdenes, el pico menor está casi

exclusivamente constituido por los órdenes Falconiforrnes y Ciconiifonnes. Prácticamente todas las

variaciones del número diploide se deben a las diferencias en la cantidad de microcromosomas, en

tanto que el número de los macrocromosomas permanece relativamente conservado. El único grupo

que se aparta notablemente de este esquema conservado, es la familia Accipitridae (Falconiformes), en

la que han sido cariotipadas 4l especies, de las cuales 37 tienen un 2n entre 66 y 68 y solamente 8 a

10 microcromosomas. Las explicaciones acerca de la causa de esta drástica disminución de los

microcromosomas en este taxón, entran en un terreno meramente especulativo, ya que no hay estudios

de bandeo cromosómico que permitan comparar el cariotipo de los accipitridos con el de otros

Falconiformes que tienen un número elevado de microcromosomas, para identificar los rearreglos

involucrados en el reordenamiento del cariotipo.

Un grupo especialmente homogéneo en su cariotipo es el de las Ratitae : los cromosomas del

kiwi, son idénticos a los del emu y el casuario; el cariotipo del avestruz difiere solamente por la

presencia de un brazo algo más corto en el par #2, y los cariotipos de las dos especies de ñandú se

distinguen por Ia posición submediana del centrómero en el par #5 (Takagi et al., l972 ; De Boer,

1980). Esta estructura cariotipica se considera ancestral en la clase aves y podria haber permanecido

sin cambios durante un periodo de aproximadamente 100 millones de años, si se considera un origen

monofiletico para el grupo. La morfología metacéntrica o submetacéntrica del par #1, y la morfología
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acrocéntrica del par #3 están ampliamente extendida en órdenes muy diferentes. Adicionalmente el

patrón de bandas G de los tres primeros macrocromosomas es muy similar en especies de 9 órdenes

aviarios distintos incluyendo una Ratitae (Takagi y Sasaki, 1974).

La identidad del patrón de bandas G de los macrocromosomas de las ratites y los de una

especie mucho más distante en la filogenia aviaria como el pato Pekín, Anas platyrhynchos

(Anserifonnes) (Ansari et al., l988), es otra muestra del grado de conservación del cariotipo aviario,

que no tiene comparación con lo que ocurre en otras clases de vertebrados, en las que no es posible o

no tiene significado realizar comparaciones cariotípicas entre categorias taxonómicas tan elevadas.

Esta conservación del genoma aviario es coincidente con una escasa variación del contenido de

ADN en toda la clase (Wagenmann et al., l98l ; Venturini et al., 1988). El valor 2C promedio

calculado a partir de un extenso muestreo de 135 especies de l7 órdenes diferentes resultó 2.8 :t 0.33

pg, siendo estos valores los más bajos entre los vertebrados (Tiersch y Wachtel, 1991). En los reptiles,

los vertebrados más cercanos evolutivamente a las aves, el contenido de ADN por núcleo diploide

varia entre 3.5 y lO pg, y este rasgo está acompañado por una amplia variabilidad del cariotipo (Olmo,

1986).

La conservación del tamaño del genoma aviario puede reflejar el origen monofilético de la

clase aves a partir de un precursor reptiliano con un genoma reducido. El valor C puede haberse

conservado por el mantenimento de las secuencias repetitivas en una proporción baja con respecto a

las secuencias únicas,, ya que los genomas aviarios más grandes están asociados al aumento de ADN

de copia unica más que al incremento de secuencias repetitivas (que son proporcionalmente más

escasas que en otros vertebrados) (Stephos y Arrighi, l974 ; Olmo et al., 1989).

La existencia de una estructura cariotípica conservada, con la diferenciación de

macrocromosomas y microcromosomas en taxones muy distantes en la filogenia, también constituyen

importantes evidencias en favor del origen monofilético de la clase Aves. Nuestra evidencia en esta

Tesis apoya esta conclusión general.
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lV.2. Presencia de un único sistema cromosómico sexual en la clase Aves

Desde la certificación de la existencia de un cromosoma W en la gallina (Frederic, 1961), y

luego del advenimieto de las técnicas modemas de citogenética, todos los estudios cromosómicos en las

aves han confirmado la existencia de un mecanismo de cromosomas sexuales de tipo ZZ/ZW, con

heterogametismo femenino. Las revisiones más recientes contabilizan entre 484 y 521 especies de aves

cariotipadas, y en ningún caso se han encontrado discrepancias en el sistema de los cromosomas

sexuales (De Boer, l984; Capanna et al., 1987). Aunque el número de especies cariotipadas no

supera el 6% de las casi 9000 especies de aves conocidas, 25 de los 26 órdenes tienen al menos una

especie cariotipada, por lo cual el muestreo puede considerarse extenso, teniendo en Cuenta la

unifomiidad del cariotipo aviario.

Sin embargo, son pocas las especies en las que se han empleado técnicas de bandeo,

especialmente bandeo C, el cual seria imprescindible, en la mayoria de los casos, para identificar al

cromosoma W entre los numerosos microcromosomas. De los varios centenares de trabajos dedicados

a la citogenética aviaria hasta l984, menos de 50 publicaciones acompañaban el cariotipo de tinción

sólida con bandeo C o, alternativamente, un análisis de la replicación (por incorporación de BrdU) (De

Boer, ¡084). En la mayoria de los casos la identificación del par sexual se realiza estudiando

comparativamente los dos sexos o, simplemente, el sexo femenino, con lo cual el cromosoma W se

identifica de manera tentativa ; o directamente no se señala.

Aunque los estudios detallados de los cromosomas sexuales en la mitosis aviaria son

relativamente escasos, se puede identificar una serie de variantes morfológicas en el cromosoma W,

(que comprende una disminución de su tamaño y la adquisición de heterocromatina) desde las aves

más primitivas (Ratitae) hasta las aves carinadas más evolucionadas. Entre las ratitae, el par ZW

presenta un alto grado de homomorfismo pero la diferencia de tamaño en el par sexual no es la misma

en cada especie : es muy escasa en el emu (Dromaius novaehollandiae) y el kiwi (Aplerix australis),

mientras que el Z y el W de R. americana y, especialmente, la rhea darwiniana (P. permuta), muestran
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una mayor diferencia de tamaño (Takagi et al., 1972 ; De Boer, 1980 ',Ansari et al., l988).

En el presente trabajo de Tesis se comprobó la presencia de heterocromatina constitutiva en

posición centromérica en el par sexual de R. americana. Adicionalmente se observó que el pequeño

brazo corto del cromosoma W también es heterocromático, aunque se colorea más débilmente que la

región centromérica (Sección lll. l .l ; Figuras 6 y 7). Por el contrario, estudios previos en esta especie

describen al par sexual de R. americana libre de heterocromatina; y no detectan segmentos de

replicación tardía en el par ZW (Ansari et al., 1988). Esta diferencia puede deberse a que estos

segmentos de heterocromatina son pequeños y puden pasar inadvertidos si no se estudia un número

significativo de células ; y el trabajo citado (Ansari et al., l988), comprende un relevamiento general

en varias especies, mientras que en el presente trabajo de Tesis, la atención se focalizó en los

cromosomas sexuales en cada especie analizada.

A diferencia del cromosoma W principalmente eucromático de las Ratitae, en las aves más

modemas, el cromosoma W es casi completamente heterocromático y su tamaño es semejante a los

microcromosomas. Esta característica se observó en 3 de las especies de aves carinadas estudiadas en

esta Tesis : N. mclcagrix, A. plalyrhynchos y l’. ganara. El cromosoma W de (Í livia, aunque es

mayormente heterocromático, tiene dos bandas de eucromatina y un tamaño comparativamente mayor

que el de las otras especies mencionadas (Figuras 32). Los estudios citogenéticos en otros

Columbiforrnes revelan que la presencia de eucromatina y el tamaño mayor del cromosomas W es

relativamente frecuente en este grupo, y en C. picazuro la eucromatina llega a constituir un 23 % del

cromosoma (De Lucca, l984). Esta cantidad inusual de eucromatina en el W de un grupo

evolutivamente modemo, como las Columbiformes, no puede interpretarse como un estadio temprano

de diferenciación del cromosoma ; será tratado en la siguiente sección.

Como se explicó anteriormente la aplicación sistemática de bandeo C permite asegurar la

identificación de los cromosomas sexuales y descubrir sus variantes morfológicas. Sin embargo, los

estudios de los cromosomas mitóticos de las aves encuentran limitaciones en el tamaño relativamente
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pequeño de los mismos, que imposibilita la identificación de la mayoria de los pares cromosómicos y

con ello la detección de polimorfismos que afecten a los cromosomas de menor tamaño. Por el

contrario, la identificación de cada par autosómico y la detección de variantes morfológicas en

heterocigosis, puede realizarse de manera irrefutable mediante el análisis de los CSs en extendidos

para microscopía electrónica. Las alteraciones morfológicas de los cromosomas tienen su expresión en

los ejes meióticos, como ser los lazos originados por las longitudes desiguales de los ejes de

cromosomas homólogos que difieren por una duplicación o inversión (Moses y Poorrnan, 1981 ;

Moses et aI., ¡9823 y b), o los multivalentes que se observan en casos de traslocaciones recíprocas en

el pollo (Solari et al., 1988), ratón (Solari, l97l ', Johanisson y Winking, 1994) y en otras especies.

Por estas razones, la identificación del par ZW como el único complejo sinaptonémico de elementos

laterales desiguales en los ovocitos de 5 órdenes aviarios, como se presentan en esta Tesis, constituyen,

junto a los estudios similares ya publicados por nuestro grupo de trabajo, la un L " más solida

acerca de la existencia de un único sistema ' ' de ¡Jn-tr- sexual en la clase Aves.

La conservación del sistema cromosómico sexual en las aves se destaca entre los vertebrados,

ya que los reptiles son ampliamente variables en este sentido, encontrándose sistemas cromosómicos de

tipo XX/XY, ZZ/ZW, y sistemas de cromosomas sexuales múltiples derivados de ambos (Bull, 1983 ',

Olmo, ¡986). Esta aparente rigidez del sistema de cromosomas sexuales en las aves, puede ser

interpretada como una consecuencia del origen único de la clase. Sin embargo, la amplia variedad de

especies aún no estudiadas cariológicamente, no permite excluir la existencia de variantes de este

sistema, lo que reafirma la necesidad de ampliar las investigaciones de los cromosomas mitóticos y

extender los estudios ultraestructurales de la meiosis aviaria.

IV.3. Características básicas y características variables del par ZW en la meiosis aviaria

lV.3.l.A. Características generales de los ejes meióticos

En el estadio de leptotene de la profase meiótica en la mayoria de los eucariontes, cada
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cromosoma homólogo desarrolla un eje proteico en toda su longitud, que luego fomia el elemento

lateral de un complejo sinaptonémico, cuando los cromosomas homólogos se sinapsan durante el

paquitene (Moses, l977a). Durante el diplotene, como consecuencia de la separación de los

cromosomas homólogos, los elementos axiales se apartan, permaneciendo próximos únicamente en el

sitio de los quiasmas (Solari, l970b; Solari, l98l ; Moens y Spyropoulos, l995). Durante toda la

profase meiótica, cada elemento axial ocupa el intersticio entre las cromátidas hermanas y la

cromatina se une al eje formando lazos regulares, y de longitud variable en distintos organismos.

Los CSs formados a lo largo de los bivalentes meióticos estan constituidos por un elemento

central y dos elementos laterales separados por un espacio central de aproximadamente 100 nm. Esta

estructura tripartita del CS se ha mantenido relativamente conservada durante la evolución, y muy

probablemente también lo sean los polipéptidos que lo constituyen, lo cual explica su afinidad por las

coloraciones con ácido fosfotúngstico y nitrato de plata.

Se conocen varias proteínas que forman los elementos laterales y el elemento central del CS.

Dos de estas proteinas han sido identificadas mediante el uso de una genoteca de expresión de ADN

copia de hamster y son las mejor caracterizadas hasta el momento : la proteína Cor l, componente de

los elementos laterales ; y la proteína Syn l, que se localiza en el espacio central (Meuwissen et al.,

1992 ; Dobson ct al., ¡994). La proteina Syn l (homóloga de la proteína SCP l identificada en el CS

de la rata) tiene un peso molecular de lll kDa, y presenta tres dominios : uno grande, central que

formaría una espiral enrollada (“coiled-coil"); uno amino terminal de tipo acidico; y uno carboxi­

terminal con subdominios básicos, y que tiene afinidad por el ADN, sin especificidad de secuencia. El

dominio central dc Ia proteína Syn l presenta cierta homologia con el dominio fibrilar de la cadena de

miosina y otras proteinas capaces de formar filamentos intermedios ', es decir que es capaz de formar

asociaciones diméricas de dos a-hélices anfipáticas. El extremo carboxilo presenta el motivo S/T-P­

X-X (serina/treonina-prolina-X-X) que es tipico de proteinas ligantes al ADN. El gen de Syn l se

transcribe como un ARN de 4.4 kb exclusivamente durante los estadios de cigotene a diplotene
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(Meuwissen et al., 1994), sin que se acumule ARNm. Esto significa que los CSs no se ensamblan a

partir de componentes preexistentes en el núcleo, sino que éstos se sintetizan específicamente durante

la meiosis, y la cromatina se reorganiza sobre estos elementos, adoptando una estructura espacial

nueva. El uso anticuerpos especificos contra la proteína Syn l, conjugados con un fluorocromo, en

preparaciones para microscopía óptica permitió determinar que la proteina Syn l es componente del

elemento central, pues la señal de localización es discontinua en los espennatocitos en cigotene y

diplotene (cuando los ejes sólo están parcialmente sinapsados), mientras que durante el paquitene la

señal forma una línea continua en toda la longitud del CS (Moens y Spyropoulos, l995).

Adicionalmente, hay evidencias que indican que la proteína Syn l se orienta con su extremo carboxilo

hacia los elementos laterales, de manera que este extremo puede interactuar con la cromatina, mientras

que el dominio amino-terminal se orienta hacia el centro del CS. La proteina Cor l se localiza en los

elementos laterales, tendria un peso molecular aproximado de 30 kDa, y su secuencia de aminoácidos,

deducida de la secuencia del gen, muestra similitudes con le, miembro de una familia de proteina

reguladas por linfocitos. Cor l también tiene similitudes con las proteinas que forman filamentos

intermedios y tiene repeticiones en héptadas, de manera que podría adoptar la conformación espiralada

y dimérica de estos filamentos. La proteina Cor l ha sido localizada en los elementos axiales del ratón

desde el lcptotene, y se acumula en las regiones centroméricas de los bivalentes en estadios

postpaquiténicos, segregando reduccionalmente con los centrómeros hermanos en la anafase l (Dobson

et al, ¡994 ; Moens y Spyropoulos, 1995).

Las evidencias que confirman la idea de que los elementos axiales son simples, y que se ubican

entre las cromátidas hermanas formando el eje del cromosoma y no el eje de una cromátida durante

toda la profase meiótica, surgieron de la observación de los ejes meióticos en estadios

postpaquiténicos. El análisis de espennatocitos de ratón en diplotene a partir de reconstrucciones

tridimensionales y extendidos de CSs, muestra que los ejes meióticos continúan siendo simples en este

estadio (aún cuando la duplicidad del cromosoma ya es evidente al microscopio óptico), y que se
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separan, siguiendo un trayecto levemente curvo, reflejando de la conducta de los cromosomas

homólogos (Solari, l970b ; Solari, 1981). Los ejes sólo permanecen próximos y nunca se cruzan, ni en

ciertos segmentos (regiones de convergencia), que en un estadío temprano están ocupados por una

porción de CS y en un estadío posterior están ocupados por fibras de cromatina que van de uno a otro

homólogo a manera de un puente (Solari, l970b ; Westergaard y von Wettstein, 1972). Estas regiones

de convergencia han sido interpretadas como quiasmas en base a su número y distribución en los

bivalentes autosómicos del ratón; también por su localización en el par XY del hamster armenio

(Solari, l974b). El hecho de que los ejes meióticos nunca se cruzan en estos sitios indica que los

elementos axiales no pertenecen a una sola cromátida, puesto que si así fuera, los elementos laterales

(o al menos una parte de ellos) cruzaría al otro lado en el lugar del quiasma, lo cual confirma la idea

de que los ejes meióticos se ubican entre las cromátidas hermanas (Solari, 1973 ', Solari, 1981). Estas

observaciones realizadas sobre los ejes meióticos al microscopio electrónico, han sido confirmadas

posteriomiente por observaciones al microscopio óptico de los ejes meióticos del ratón, utilizando

inmunofluorescencia para evidenciar la proteina Cor l de los elementos laterales. En estas

preparaciones, Ia proteina Cor l se localiza a cada lado de los quiasmas intersticiales y el espacio entre

los ejes convergcntes muestra un puente de cromatina que se tiñe con DAP] (Moens y Spyropoulos,

1995).

Evidencias adicionales en favor de la posición intersticial de los elementos axiales provienen

del análisis del cuerpo XY del hamster armenio al microscopio óptico y electrónico. En el par XY del

hamster armenio ((‘ricelulus migratorius), los ejes de los cromosomas sexuales son muy gruesos, y al

mismo tiempo, en las preparaciones para microscopía óptica, se observa una brecha no coloreada entre

las cromatidas hemianas de los cromosomas X e Y durante el paquitene. La comparación de las

imágenes del cuerpo XY al microscopio óptico y electrónico permite inferir que los ejes, ubicados

intersticialmente, aparecen en imagen negativa (no coloreados) entre las cromátidas hermanas de los

cromosomas sexuales al microscopio óptico (Solari, l974b).
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Ocasionalmente, los elementos laterales pueden aparecer como dos hebras, en secciones finas,

pero el componente principal del elemento lateral está formado sólo por el elemento externo, más

grueso, en vista frontal, al cual se unen los lazos de ADN (Moses, 1968). Las variantes morfológicas

de los elementos laterales son comunes en el par XY (muy heteromórfico) de los mamíferos,

especialmente a nivel de las regiones diferenciales y luego del paquitene medio, lo cual ha llevado a

suponer que las diferencias se presentan cuando hay una constitución asimétrica del bivalente, y como

consecuencia de la acumulación de un exceso de material axial luego de que la sinapsis homóloga se

ha completado (Solari, l970b ; Solari y Rahn, 1985 ; Solari et al., 1993). Aunque se ha propuesto que

los elementos laterales están formados por tres elementos (Dietrich et al., 1992), o por múltiples

filamentos (Del Mazo y Gil-Alberdi, 1986), estas variantes morfológicas no se muestran

consistentemente entre preparaciones de un mismo material, por lo que esta suposiciones aun no han

sido comprobadas.

La naturaleza indivisa de los ejes meióticos como elemento de unión entre cromátidas, es de

fundamental importancia en el comportamiento diferencial de las cromátidas hermanas en la mitosis y

la meiosis, como se explica más adelante, y es el fundamento de la organiución de la cromatina de los

cromosomas meióticos en un patrón de lazos que preanuncian la organización de los cromosomas

diploténicos, especialmente descripta en los vertebrados con cromosomas plumulados.

Los lazos de cromatina que se unen a los ejes meióticos tienen una longitud muy variable en

diferentes organismos ; por ejemplo en el ratón, los lazos miden alrededor de 3 pm, mientras que en

Sacharomycex cerevisiac miden apenas 0.5 um. El mecanismo que regula el tamaño de los lazos no ha

sido aclarado, aunque se ha propuesto que algunas secuencias o señales especificas de especie regulan

la potencialidad del ADN de formar los lazos, mientras que el tamaño de los mismos estaría controlado

por la posición a lo largo del cromosoma (Heng et al., 1996). Esta idea está sustentada porque el ADN

procariótico intercalado en cromosomas de ratón no es empaquetado de la misma manera que el ADN

hospedador (Heng et al, 1994), sugiriendo así la necesidad de señales o secuencias especificas en el
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ADN que potencien la formación de los lazos. En espermatocitos de ratón, rata y hamster, el tamaño

de los lazos teloméricos es menor que el de los lazos intersticiales. En dos especies de hamster estas

secuencias se encuentran en posición intersticial en algunos cromosomas, como consecuencia de un

proceso de fusión cromosómica natural, y en esta posición las secuencias teloméricas forman lazos

largos, del mismo tamaño que el ADN adyacente, por lo cual la secuencia no sería responsable del

tamaño de los lazos, sino que este tamano dependeria de su posición dentro del genoma (Heng et al.,

1996).

Aunque las evidencias descriptas señalan la posibilidad de la existencia de mecanismos

comunes de organización en los cromosomas meióticos, no permiten explicar cuál es el que regula el

tamaño especifico de especie de los lazos de ADN en los distintos organismos. Esta especificidad es

una caracteristica que podria relacionarse estrechamente con las diferencias en las tasas de

recombinación cn genomas de tamaños similares. La escasa cantidad de ADN asociado a los elementos

laterales, y la debilidad de las señales fluorescentes en pruebas de hibridación in situ y fluorescencia,

no han permitido caracterizar claramente las secuencias de ADN unido a los ejes meióticos.

En los extendidos de CSs para microscopía electrónica, los cinetocoros se observan como

espesamientos de los elementos laterales. La posición de estas diferenciaciones de los ejes en las

técnicas de microextendidos permitieron establecer su correspondencia con los cinetocoros descriptos

en secciones finas de células meióticas (Counce y Meyer, l973). Esto fiie posteriormente confirmado

por la utilización de marcación inmunohistoquimica especifica para los componentes proteicos

centroméricos (Moses et al, l984). Es necesario distinguir entre el centrómero, que es parte integral

del cromosoma, y el cinetocoro, que es una estructura proteica asociada a la región centromérica

durante las divisiones mitótica y meiótica. En secciones finas, el cinetocoro se observa como una

estructura trilaminar, con una placa densa en relación con la cromatina centromérica, y otra placa

similar que interactúa con los microtúbulos, separadas por un espacio de escasa densidad. Esta

estructura es esencialmente similar en los cromosomas mitóticos y meióticos, aunque la mayoria de los
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estudios ultraestmcturales se han realizado en cromosomas mitóticos.

El ADN de la región centromérica en los vertebrados está formado por secuencias repetidas

cortas de ADN satélite, que divergen notablemente entre especies y aún entre los cromosomas del

mismo complemento. Estas repeticiones tienen una secuencia fundamental de l7l pb en el ADN

satélite a (o alfoide) del ser humano , y de A-120 pb en el satélite menor del ratón (revisado en Willard,

1990). En estos centrómeros aún no se ha podido identificar una secuencia responsable de la dirección

del ensamblaje del cinetocoro. La única secuencia común en el ADN satélite de primates y roedores es

la secuencia de l7 pb denominada “caja CENP-B" (Muro et al., 1992), aunque no está claro si

constituye el verdadero organizador del cinetocoro puesto que no ha sido detectada en el cromosoma Y

humano, y se encuentra con escasa frecuencia en al menos una especie de primate (Pluta et al., 1995).

El ADN contromérico está asociado a proteinas especificas (CENPs), que han sido localizadas

mediante el uso de anticuerpos presentes en el suero de pacientes con el sindrome CREST de la

esclerodennia (Moroi et al., 1980). Entre estas proteinas, la CENP-B se encuentra tanto en los

centrómeros activos como en los inactivos, y se asocia especificamente a la secuencia centromérica

“caja CENP-B". Otra proteína estrechamente relacionada con el ADN centomérico es la CENP-A,

considerada una histona específica de la región centromérica. La proteína CENP-C, en tanto , se

encuentra formando el cinetocoro propiamente dicho, y está únicamente en los centrómeros activos

(revision en Willard, 1990). La proteína CENP-C sería el principal constituyente de la placa interna

del cinetocoro, evidenciada en los estudios al microscopio electrónico. La placa densa externa estaria

constituida por otras proteina de tipo CENPs, que serian responsables de la interacción con la dineina

citoplasmatica y los microtúbulos (Pluta et al, 1995).

En los cromosomas meióticos los cinetocoros hermanos están orientados y migran hacia el

mismo polo cn la metafase l, mientras que en la mitosis se orientan y migran hacia polos opuestos. Los

bivalentes meióticos presentan cuatro cinetocoros funcionales (Luykx, l974 ; Solari y Counce, l977),

por lo cual la migración conjunta de ambas cromatidas hermanas durante la anafase l no se debe a la
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ausencia de cinetocoros individuales para el movimiento de cada cromátida.

Mientras los quiasmas serian responsables de la correcta orientación de los cinetocoros de

cada homólogo en la primera metafase meiótica, la migración conjunta de las cromátidas hermanas en

la anafase l fue atribuida a la existencia de una “adhesividad” que persistía entre ellas hasta pasada la

anafase l en las células meióticas (Maguire, l974 ; revisado en Maguire, l990 y l995). Esta hipótesis

está sustentada por la permanencia de un material electrodenso, idéntico al que forma los elementos

laterales, en la región centromérica durante la metafase l y la anafase l en espermatocitos humanos, de

rata, hamster dorado, toro y pollo (Solari y Tandler, 1991 ; Tandler y Solari, 1991). Este material

axial podria corresponder a la mencionada proteina Cor l (de los elementos laterales), que persiste en

los centrómeros luego de la metafase l, y segrega reduccionalmente en la anafase l (Moens y

Spyropoulos, l995). La función del material axial en relación con la segregación también puede

inferirse a partir de la observación de algunas variantes meióticas. En el ortóptero Melanoplus

differentialr's, el único cromosoma X del macho segrega regularmente hacia uno de los polos (Nicklas,

1961). Este cromosoma forma regularmente un eje simple en los espennatocitos en paquitene, y en

estadios posteriores se observan remanentes axiales entre las cromátidas hermanas (Solari y Counce,

1977). La orientación hacia el mismo polo de los cinetocoros de ambas cromátidas hermanas es la

conducta esperada si las cromátidas permanecen unidas por material axial, especialmente en el

centrómero.

Una conducta inversa se observa en los cromosomas sexuales de los hemípteros : las

cromátidas hermanas de los cromosomas X e Y se dividen ecuacionalmente durante la anafase l. Los

cromosomas X e Y de 'I'riaroma infesrans no forman ejes durante la profase meiótica, mientras que los

autosornas fomian CSs regulares (Solari, 1979). De esta menera no existe en esta especie, un material

adhesivo que impida la división ecuacional de las cromátidas hermanas de los cromosomas sexuales.

Adicionalmente, en los machos de Drosophila melanogaster, que no forman CSs, las

cromátidas hermanas están asociadas con la proteina MEl-S322 desde la prometafase l hasta la
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metafase ll (Orr-Weaver, en prensa, citado por Moens y Spyropoulos, l995). En resumen, el

comportamiento usual de las cromátidas hermanas de los bivalentes meióticos, se atribuye actualmente

a un material cohesivo presente entre ambas cromátidas, y que posiblemente, es un constituyente de los

ejes meióticos paquiténicos.

lV.3.l.B. Los ejes meióticos en el material aviario

La organización regular de los bivalentes meióticos, y su relación con los elementos axiales,

resultan en longitudes relativas constantes y distintivas de los CSs en las células en paquitene, aún

cuando las longitudes absolutas varien de célula en célula (Moses, l977b). El mantenimiento de estas

longitudes en los ovocitos y espermatocitos en paquitene en las 5 especies analizadas en esta Tesis. ha

pemiitido confeccionar el cariotipo de los CSs más largos, a fin de compararlos con los cromosomas

mitóticos. En general, se registró una excelente correspondencia entre ambos cariotipos, con

coeficientes de regresión entre 0.95 y 0.99, cuando se compararon las longitudes relativas de los

primeros siete autosomas y los CSs correspondientes.

La comparación de las longitudes relativas de los ejes sexuales y los cromosomas Z y W

mitóticos, se realizó en todas las especies analizadas, excepto en N. melcagris, por las razones

expuestas en la sección lll.3.2. Las medidas de los ejes Z y W de R. americana y A. plalyrhynchos

muestran una excelente correspondencia con los cromosomas mitóticos, mientras que en C. Iiw‘a y l’.

guita/n las longitudes relativas de los ejes meióticos son algo mayores. Como se mencionó en las

secciones lll.4.2 y lll.5.2 de los Resultados, esta diferencia podría deberse a un estiramiento leve de

los ejes sexuales (especialmente en el caso del eje Z no sinapsado), que no es detectable como un

afinamiento de dicho eje.

En todas las especies analizadas se determinó la posición de los cinetocoros en los ejes

sexuales, verificandose una muy buena correspondencia con los cromosmas mitóticos, y permitiendo

detemiinar en cada caso cuál es el telómero de inicio de la sinapsis de los gonosomas. En C. Iivia el
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cromosoma Z es casi exactamente metacéntrico, mientras que en el eje Z siempre pudo identificarse

un brazo más corto, que es, consistentemente, el que inicia la sinapsis con el cromosoma W.

lV.3.2. Sinapsis parcial de los ejes Z y W

En las cinco especies analizadas, la sinapsis del par ZW es siempre especifica de brazos ', es

decir que, en cada caso, el telómero que inicia la sinapsis pertenece siempre al mismo brazo del

gonosoma. En R. americana y A. plaryrhynchos, los extremos involucrados en la sinapsis inicicial

corresponden al brazo largo del Z y del W, mientras que, en N. melcagris, (Í Iivia y P. gutlata, los

extremos que intervienen en la sinapsis inicial corresponden al brazo corto de ambos cromosomas.

Los pares ZW parcialmente sinapsados, o sea con segmentos libres de ambos ejes, fueron

observados con escasa frecuencia (con la excepción de C. livia), indicando que luego del

reconocimiento inicial, la formación del CS continúa con rapidez, involucrando la mayor parte del

cromosoma W. El amplio muestreo realizado en la población de ovocitos en cigotene y paquitene,

demuestra que la sinapsis de los ejes sexuales está demorada con respecto a la de los bivalentes

autosomicos, pues se encuentran pares ZW separados o parcialmente sinapsados en ovocitos donde los

CSs autosomicos están completamente formados ', esto coincide con las observaciones previas en G.

domcsI/cux y ( '. columix (Solari, 1977 ', Solari, ¡992).

En R. americana, el CS formado entre los ejes Z y W en etapas tempranas del paquitene, tiene

una longitud promedio del 96.7 % del eje W, con una frecuencia muy baja de pares ZW

incompletamente sinapsados (5 %). La mayor parte de los pares ZW en los que el eje Z aún no ha

iniciado su acortamiento, muestran al eje W completamente incluido en el CS.

En A. plaryrhynchos y N. meleagris, el CS formado por el par ZW incluye casi toda la

longitud del eje W, excepto un pequeño segmento terminal del brazo opuesto al del inicio de la

sinapsis, que no forma parte del CS, y que se presenta como una porción engrosada no alineada con el

resto del eje. En etapas posteriores del paquitene, cuando el proceso de igualización ya se ha iniciado,
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el eje W queda incluido por completo en el CS (Figuras 22 y 29).

La sinapsis inicial del par ZW de C. livia muestra un patrón algo diferente de la progresión de

la sinapsis, cuando se lo compara con el de las otras especies de aves carinadas. Aunque el inicio de la

sinapsis es especifico de brazos, el CS formado en fases tempranas del paquitene es más corto (en

promedio 56 °/o de la longitud del eje W), es decir, que en todos los pares ZW con un segmento

asináptico largo (LAS) el eje W mostró un segmento no apareado mucho mayor que el las las restantes

especies con cromosomas Z y W muy heteromórficos. Recién cuando el proceso de igualización ya

está avanzado, y los pares ZW pertenecen al tipo de segmento asináptico medio (MAS), el eje W es

incluido en toda su longitud en el CS (Figura 35). En comparación con las otras aves carinadas

analizadas, en las cuales la relación de tamaño de los cromosomas Z y W es aproximadamente 2.5, el

W de la paloma es significativamente más grande, y la relación de longitudes Z : W en esta especie es

1.5. Además, luego del bandeo C, el cromosoma W de (7. Iivia muestra segmentos altemantes de

heterocomatina y eucromatina (Figuras 30 y 3 l). Estas diferencias de tamaño y de organización de la

cromatina, en comparación con los cromosomas W casi completamente heterocromáticos y más

pequeños de las demás especies de carinadas analizadas, podrian ser responsables de la menor

extensión de la sinapsis inicial, porque implicarian una mayor heterogeneidad del W de C. Iivia.

Entre las especies analizadas, únicamente R. americana (Ratitae) muestra una homologia

extensa a nivel del par ZW, mientras que en las otras especies (carinadas), el W es marcadamente

menor que que el Z, fuertemente heterocromático, y con alto contenido de cromatina C+. Sin embargo,

en todas las especies analizadas se forma regularmente un CS entre ambos gonosomas cuya longitud

es aproximadamante la del eje W en el estadio de paquitene medio. Esta conducta es similar a la

registrada en las observaciones previas realizadas en otras aves con cromosomas Z y W muy

heteromorficos, y que comprobaron la existencia de una gran extensión de sinapsis no homóloga en el

par ZW (Solari, l977 ', Rahn y Solari, l986 ; Solari et al., l988 ; Solari, 1994).

La estricta correspondencia entre ejes Z y W con los cromosomas mitóticos respectivos (tanto
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las longitudes relativas como la ubicación de los cinetocoros se corresponden) en todas las especies

estudiadas aqui, permiten afirmar que dichos ejes están formados todo a lo largo de los cromosomas Z

y W, de la misma manera que en los bivalentes autosómicos. Pero a diferencia de los autosomas, los

cromosomas Z y W son mayormente no-homólogos, por lo tanto es lógico suponer que (excepto en R.

americana), la mayor parte del CS del ZW se forma entre regiones no homólogas.

La existencia de sinapsis no homóloga fue reconocida tempranamente en bivalentes del maiz

por McClintock (1933), y existen actualmente numerosas evidencias de la formación de CS entre

regiones no homólogas, tales como la presencia de un CS en regiones autosinapsadas en univalentes

del maiz (Gillies, ¡974) y B. mori (von Wettstein et al., 1984); o también, los CSs en bivalentes

heterocigotas para rearreglos cromosómicos (Poorman et al., 198la y b ; Moses et al., l982).

El análisis de la progresión de la sinapsis en los bivalentes de ratones heterocigotas, ya sea

para una duplicación en tandem, o heterocigotas para inversiones paracéntricas, mostró que los

requerimientos de homologia para la sinapsis (y en consecuencia para la formación del CS) varían

durante el cigotene y el paquitene medio (Moses y Poorman, 1981). En los extendidos de CS de

ratones heterocigotas para una duplicación en tandem de un segmento cromosómico intersticial, se

observa un “bucle”, formado por el elemento lateral del homólogo que lleva la duplicación ; este bucle

tiene una longitud equivalente al segmento duplicado y se encuentra en el sitio correspondiente a la

misma. El bucle se observa durante el cigotene y el paquitene temprano, y se reduce en tamaño

progresivamentea partir del paquitene medio hasta desaparecer por completo en paquitene avanzado.

De esta manera, se fomia un CS continuo de aspecto normal, luego de un proceso de “reajuste

sináptico” (Moses y Poonnan, l98l ; Poorman et al., ¡9813). En heterocigotas para inversiones

paricéntricas, se forman lazos de inversión como consecuencia de la sinapsis de las regiones

homólogas durante el cigotene, mientras que el lazo es progresivamente reemplazado por un CS lineal,

desde el paquitene medio (Poorman et al., l981b, Moses et al, 1932). Estas observaciones indican que

durante el cigotene la sinapsis se realiza entre regiones de homologia, y que este reconocimiento
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homólogo es independiente del registro que se logra por la adhesión de los cromosomas homólogos a la

membrana nuclear, pues la formación de un lazo de inversión requiere necesariamente la sinapsis de

regiones intersticiales. Se ha propuesto que durante esta fase temprana, el ensamblaje del CS está

inhibido, excepto en los sitios donde existe reconocimiento homólogo, lo cual conduciria a la sinapsis y

liberación de la inhibición permitiendo asi la formación del CS (Moses et al., ¡982 ', Moses et al.,

1984). En las regiones donde no hay homologia, la formación del CS es interrumpida y los ejes

permanecen no apareados. La fase temprana dependiente de la “homosinapsis” (sinapsis homóloga)

terminaría como consecuencia de un “relajamiento” de estas restricciones, pemútiendo que la sinapsis

proceda entre regiones no homólogas (heterosinapsis) por eliminación de los lazos u otras estructuras

formándose un CS lineal, que probablemente proporciona una configuración más estable del bivalente

en las etapas posteriores de la meiosis (Moses et al., ¡982).

La sinapsis regular entre cromosomas Z y W aviarios muy heteromórficos, inicialmente

demostrada en (¡allus domesticus (Solari, l977), y la sinapsis especifica de brazos observada en todas

las especies analizadas hasta el momento, han conducido a la hipótesis de la existencia de una pequeña

zona de homologia terminal, responsable del inicio de la sinapsis de los gonosomas (Rahn y Solari,

1986 ; Solari et al., [988 ; Solari y Pigozzi, 1993 ; Solari, 1994). Esta conducta es similar a la de la

región pseudoautosómica o de homologia, existente en el par XY de los mamíferos (Solari, l980a ;

Burgoyne, l982 ; Ellis y Goodfellow, 1989).

Mientras que en el cigotene los bivalentes autosómicos pueden iniciar la sinapsis por

cualquiera de los dos pares de extremos homólogos unidos a la carioteca, e inclusive por segmentos

intersticiales, un par sexual heteromórfico (aún el par mayormente homólogo de R. americana) sólo

cuenta con un par de extremos homólogos y por lo tanto se reducen sus posibilidades de encuentro. Por

esta razón la sinapsis de los ejes Z y W se encuentra retrasada con respecto a la de los bivalentes

autosómicos, de manera similar a lo observado en en el par XY de los mamíferos (revisión por Solari,

l974a y l994). La relación directa entre la menor probabilidad de encuentro y el retraso de la sinapsis
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en el par sexual, está confirmada por el predominio de la sinapsis ZZ sobre la sinapsis ZW en

individuos triploides de (i. domesticus que poseen la constitución gonosómica ZZW (Solari et al.,

l99l).

Luego del establecimiento de la sinapsis por el encuentro de las regiones temiinales de

homologia, la formación del CS (en el par ZW altamente diferenciado de las aves carinadas) se

extiende en condiciones de heterosinapsis, una vez superado el requerimiento inicial de homosinapsis.

En R. americana, en cambio, la mayor parte del CS se forma entre regiones homólogas, y esto se

traduce en la gran extensión inicial del CS (que aún antes del inicio del proceso de igualización ya

incluye la totalidad del eje W), y en la simetría del CS en la mayor parte de su extensión.

lV.3.3. El proceso de igualización en el par ZW

La longitud de los ejes Z y W refleja inicialmente la longitud de los cromosomas mitóticos, y

como consecuencia de la sinapsis se forma un CS con elementos laterales que se continúan con ejes

separados o no, según el estadío, y cuyo tamaño es desigual ; a medida que progresa el paquitene, la

diferencia de longitudes se reduce como consecuencia del acortamiento del eje Z y, en A.

platyrhynchox. también por el alargamiento simultáneo del eje W. Los cambios graduales en los ejes

del par sexual muy heteromórfico de las aves carinadas, permiten distinguir una serie de tipos

morfológicos clasificados según la longitud del segmento no sinapsado del eje Z (Solari, ¡992) : par

ZW con segmento asináptico largo (LAS), cuando la longitud del segmento libre del eje Z es mayor

que el 50 % de la longitud del CS ; par ZW con segmento asináptico medio (MAS), cuando la porción

libre del eje Z está entre el lO % y el 50 % del CS ; y par ZW igualizados, cuando la porción libre es

menor que el lO % de la longitud del CS, o no hay segmento libre. Los pares ZW de las cuatro

especies de aves carinadas analizadas en este trabajo mostraron los tipos morfológicos LAS, MAS e

igualizados, mientras que en el par ZW de R. americana la diferencia de longitudes es relativamente

pequeña, por lo cual esta clasificación no es aplicable.
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La cronologia de los tipos morfológicos mencionados fue descripta detalladamente en

ejemplares de (i. domesticas de cuatro grupos de edad : desde l dia antes de la eclosión hasta tres dias

después de la misma (Solari, ¡992). En esta especie la meiosis se inicia de manera asincrónica hacia

los dias l6-l7 de incubación, y la máxima frecuencia de paquitenes se observa un dia después de la

eclosión ; unos 5 días después de ella muchos ovocitos han alcanzado el estadio de diplotene (Hughes,

1963). En (1‘.domesticus, el grupo LAS disminuye de manera continua desde el día l antes de la

eclosión hasta tres dias después, mientras que el tipo igualizado aumenta en el mismo sentido, lo cual

pemiitió deducir que la secuencia temporal de los cambios morfológicos es LAS-MAS-lgualizados

(Solari, l992) (ver Introducción, Figura 3).

En el estudio de las cinco especies realizado en el presente trabajo no se tuvo como objetivo el

análisis de la cronologia detallada de los cambios morfológicos del par ZW. Sin embargo, se

estudiaron ejemplares de diferentes edades (excepto en N. meleagris), lo que permite comparar las

frecuencias aunque sólo para ciertas edades del ave. En esos casos fue necesario examinar ejemplares

de distintas edades debido a la falta de datos en la literatura acerca del desarrollo de la ovogénesis en

los grupos aviarios estudiados. En N. melcagris, como sucede en otras Galliformes, se encontraron

todos los tipos morfológicos de pares ZW en los ejemplares de un dia de edad que fueron analizados.

En (‘. livia y I’. gutlala, el inicio de la meiosis está retrasado cuando se lo compara con las

Gallifonnes. En ejemplares de cuatro dias de edad, de ambas especies, los ovocitos muestran

predominantemente pares ZW de tipo LAS, mientras que en ejemplares de 6-7 días de edad los pares

ZW están igualizados, y en C. Iivia aparecen algunos ovocitos en diplotene (en G. domesticas los

diplotenes aparecen al dia 5 después de la eclosión). En A. plaryrhynchos, la máxima frecuencia de

paquitenes se encuentra 48 horas Ltes de la eclosión, encontrándose en ese momento todos los tipos de

pares ZW, mientras que 3 días después de la eclosión ya no se observan ovocitos en paquitene. En R.

americana las preparaciones mostraron una gran cantidad de ovocitos en paquitene en todos los

ejemplares examinados, desde una semana antes de la eclosión, hasta el dia de la eclosión ; es decir,
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que la profase meiótica en R. americana es más precoz que en G. domesticus. La baja frecuencia de

pares ZW con una porción libre del eje Z, y la ausencia de ejes sexuales separados indican que la

mayoria de los ovocitos se encontraban en un subestadío avanzado del paquitene. En el momento de la

eclosión, algunos ovocitos ya han alcanzado el estadio de diplotene (ver sección lll. 1.2), a diferencia

de lo observado en G. domesticas (Solari, l992).

Estas observaciones confirman la presencia de una secuencia temporal, de los tipos LAS­

MAS-lgualizados, en los pares ZW de distintos órdenes aviarios. Se demuestra, además, que el

proceso de igualización se verifica a partir del paquitene medio o tardío, luego de la sinapsis parcial de

los ejes sexuales en el paquitene temprano (cuando los ejes autosómicos ya han completado la

sinapsis).

El proceso de igualización de longitudes de los ejes Z y W, que se ha observado en todas las

aves analizadas hasta el momento, implica cambios de longitud significativos en uno o ambos ejes, y

lleva a la formación de un CS asimétrico en el que el eje Z da vueltas alrededor del eje W, el cual

permanece lineal. En los pares ZW igualizados de las aves carinadas el trayecto sinuoso del eje Z

ocupa casi todo el CS, y este eje sólo sigue un trayecto rectilineo en un segmento terminal corto,

correspondiente al extremo que inicia la sinapsis (y que es el lugar donde se observa el NR). En los

pares ZW igualizados de R. americana, en cambio, el CS es simétrico en la mayor parte de su

extensión, y sólo se muestra asimétrico en un segmento terminal correpondiente al brazo corto, y en

una parte proximal del brazo largo de los gonosomas. En esta especie, cuando el proceso de

igualización finaliza, el trayecto sinuoso del eje Z ha desaparecido, los cinetocoros quedan en registro,

y la diferencia de longitudes de los ejes Z y W (0.7 um) es la menor registrada en los pares ZW

igualizados de las distintas especies analizadas (Figura llb). La extensa regularidad del CS del par

ZW en R. americana (Ratitae), y la asimetría del CS en las aves carinadas, se relaciona directamente

con la extensión de la homologia entre los cromosomas Z y W en cada grupo aviario: extensa

homologia Z-W en R. amaericana, escasa homologia Z-W en las aves carinadas.
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El proceso de igualización de las longitudes de los ejes Z y W es similar a la igualización de

las longitudes de los ejes autosómicos en ratones heterocigotas para una aberración estructural tal

como una duplicación en tandem (Moses y Poorman, [981), como se mencionó en la sección previa.

Es decir, que la igualización es un tipo particular de “reajuste sináptico", e implicaría un proceso de

desinapsis en pequeños intervalos, reorganización del material axial y acortamiento, seguido de la

resinapsis de los ejes. La igualización involucra tanto a los ejes autosómicos como a los sexuales, por

lo que se puede suponer que es una tendencia inherente a los ejes meióticos no apareados,

heterosinapsados o afectados por rearreglos cromosómicos, y que está presente en muchos otros

taxones de vertebrados. Esta suposición está apoyada por la observación del mismo proceso en

reptiles ; este proceso fue ilustrado en el par XY heteromórfico de dos especies de lagartos del género

.S'celoporux. En los esperrnatocitos en paquitene de ambas especies el eje X se acorta, e iguala la

longitud del eje Y, formando un CS con una ondulación asimétrica del eje X (Reed et al., 1990). El

proceso de igualización no es exclusivo de los ejes meióticos de los vertebrados, pues un fenómeno

esencialmente idéntico ha sido ilustrado (y luego descripto) en relación al par ZW heteromórfico del

lepidóptero It'phcxtia kuahniella (Weith y Traut, 1980).

La presencia de igualización en los pares sexuales heteromórficos de aves y reptiles, marca

una diferencia sustancial con el par XY de los mamíferos. Este par XY sólo forma un CS incompleto,

mayormente en la región terminal de ambos gonosomas, mientras las regiones diferenciales de los ejes

no se igualizan durante todo el paquitene, aunque sufren diferenciaciones tales como engrosamientos y

ramificaciones (para una revisión actualizada ver Solari, 1994). La ausencia de igualización en el par

XY de los mamíferos puede deberse al empaquetamiento especial de la cromatina asociada a los ejes

sexuales, que se observa durante todo el paquitene y que no permitiría la reorganización de los lazos

cromosómicos requerida en el proceso de reajuste (ver la sección lV.2.5).
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lV.3.4. Los nódulos de recombinación en el par ZW

En todas las aves carinadas analizadas hasta el momento se encuentra un único nódulo de

recombinación localizado cerca del extremo sináptico del par ZW, en una región de CS que no es

alcanzada por los giros que realiza el eje Z durante la igualización. Contrariamente, en R, americana

(Ratitae) el par ZW muestra entre l y 3 NRs en la porción del CS correspondiente a casi todo el brazo

largo de los gonosomas.

Los NRs fueron descriptos por Carpenter (1975) como estructuras esféricas, de unos 100 nm

de diámetro, asociadas al espacio central de los CSs en ovocitos paquiténicos de D. melanogaster.

Analizando su número y su distribución a lo largo de los CSs, y comparándolos con los datos

genéticos, estos nódulos fueron relacionados con los eventos de recombinación recíproca (Carpenter,

1975). Esta suposición fue apoyada por estudios en mutantes de Drosophila con baja frecuencia de

entrecruzamientos (Carpenter, l979b) y por numerosos trabajos posteriores en otros organismos (von

Wetsttein et al., 1984). Estos trabajos revelaron la existencia de variantes morfológicas de los NRs

entre especies, y también en distintas etapas de la profase meiótica, dentro de una misma especie

(revisiones en von Wettstein et al., 1984 y Stack et al., 1989). En l). melanogasler se distinguen dos

poblaciones de NRs : los denominados NRs “tempranos” que son más pequeños y se observan en

cigotene; y los NRs “tardíos”, elipsoidales y típicos del paquitene ‘,los nódulos “tardíos” son aquellos

cuyo número se corresponde con los eventos de recombinación recíproca (Carpenter, l979a). Los NRs

se encuentran desde el cigotene en varias especies, aunque no siempre se observan diferencias

morfológicas con los NRs del paquitene (von Wettstein et al., 1984 ; Sherman et al., l992). Los NRs

“tempranos” se encuentran en mayor número que los “tardios” ; esta relación numérica es a menudo

1.5-2 :l, como en el ser humano, en B. mori (von Wettstein et al., 1984) y en Drosophila (Carpenter,

l979a) ; esta relación puede llegar a ser 15 :l como en el tomate (Stack y Anderson, 1986). Por su

elevada frecuencia y su distribución aleatoria a lo largo de los CSs, los NRs "tempranos" han sido

relacionados con los eventos de conversión génica y con el proceso de búsqueda de homologia durante
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la sinapsis de los cromosomas homólogos (Carpenter, 1987). También se ha propuesto que los NRs se

fomian en exceso durante etapas tempranas de la profase meiótica, y que una parte de ellos se pierde

como consecuencia de la influencia ejercida por NRs cercanos que logran estabilizar primero un

evento de rccombinación recíproca, y luego ejercen una interferencia positiva sobre otros NRs

cercanos ; estos últimos sólo podrían intervenir en procesos de conversión génica (que no esta sujeta a

interferencia) (Stack y Anderson, 1986). Sin embargo, aún no existen evidencias experimentales de

que los nódulos de rccombinación “tempranos” cumplan alguna función en la recombinación.

La mayor parte de las evidencias en favor de la relación de los NRs “tardíos” con la

recombinación recíproca reside en la correspondencia entre la frecuencia y distribución de los NRs

tardíos y los quiasmas o las frecuencias de intercambio genético (revisado en Stack et al., 1989). El

recuento de los NRs “tardíos” y su diferenciación de aquellos no relacionados con los intercambios

recíprocos se verifica con mayor precisión en aquéllos organismos que muestran diferencias

morfológicas entre los NRs “tempranos” y “tardíos”. También es posible esta diferenciación cuando se

puede establecer una cronología precisa de los estadios y cuando pueden establecerse subestadios

paquiténicos, como en los ovocitos de Drosophila, los microesporocitos de L. esculemum (Stack y

Anderson, 1986) y Lilium (Stack et al., 1939) o los espennatocitos de mamíferos (Solari, l980a y b ;

Glamann, 1986).

La presencia de un NR en el segmento de CS formado por la sinapsis parcial del par XY de

los mamíferos, es indicativa del evento de rccombinación obligatorio que se produce a nivel de la

región de homologia de ambos cromosomas. La expresión citológica de este evento de rccombinación

es la asociación tennino-tenninal de los gonosomas, que se observa en los esperrnatocitos en diacinesis

de la mayoria de los mamíferos ; sólo en unas pocas especies, como varios hamsters, se observa un

quiasma subtemiinal, (para una revisión actualizada ver Solari, 1994). Por otra parte, este evento

único de rccombinación ha sido sólidamente comprobado por pruebas moleculares (revisado en

Rappold, l993 para la especie humana).
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De manera similar, en el par ZW de las 6 especies de aves carinadas analizadas hasta el

momento (pertenecientes a 5 órdenes aviarios), se obseva un único NR cerca del extremo del inicio de

la sinapsis de los gonosomas. La característica más notable del NR es su localización dentro de un

segmento terminal del CS, que no es alcanzado por las vueltas del eje Z luego del proceso de

igualización. La longitud de dicho segmento es relativamente constante en 5 de las 6 aves carinadas

analizadas hasta el momento (Tabla l l), con un rango de 0.5-0.75 pm de extensión. Solamente en C.

coturmx, el segmento donde se localiza el NR es significativamente más pequeño (0.2 um) y de

posición casi estrictamente terminal (Solari, 1992). Esta localización extrema puede considerarse

propia de la especie, y podría relacionarse con la ausencia, en esta especie, de los lazos gigantes

teloméricos que caracterizan la asooiación de los cromosomas Z y W en las restantes aves carinadas

analizadas (Solovei et al., l993).

Tabla ll. Localización del NR en el extremo sináptico del par ZW de las aves carinadas. Las

distancias están expresadas cu um desde el telómero sináptico.

Especie _ Distancia promedio al telómero 7_ Rango l
(¡u/lux (lomcxticux (n) 0.3 l (l. l3-().6-l
( 'nturnix coturnix (b) 0. l-l ().()5—().2()
.\"um¡danrclcagris (c) 0.40 0. ¡5-066
.r'lnnsplntyrhynchox (c) 0.68 0.49-l .06
('olumba Iivia 0.83 0.42-l . l7

I’nephila grillala 0.87 ().5-l.7l
u. Ralm _vSolari. 1936 ; b. Solari. l992 ; c. Solari _vPigoui. ¡993.

En todas las especies de Gallifonnes, el segmento que lleva el NR se encuentra cerca del

telómero sináptico, mientras que en los representantes de otros órdenes, dicho segmento es subtenninal

y está separado del telómero sináptico por una porción de 0.4-O.5 um donde no se observan nódulos.

El tamaño de la región involucrada es demasiado pequeño como para detectar diferencias mediante

bandeos sobre los cromosomas mitóticos ; sin embargo, en C. livia la posición subtenninal del NR se

traduce en la presencia de un quiasma bien visible en el estadío de cromosomas plumulados.
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En ( ‘. Iivia, el cromosoma W mitótico tiene una banda eucromática terminal en su brazo corto

que representa entre un 25%—35%de Wp ; esta banda en el cromosoma W meiótico ocuparía una

longitud aproximada de l.5 a 2.1 um (calculado a partir de los datos de la Tabla 6). En C. Iivia el NR

no se encuentra más allá de un segmento subtenninal de l.l7 um ; por consiguiente la mayor parte del

segmento eucromático terminal del W corresponde a eucromatina que no recombina con el cromosoma

Z, muy probablemente por falta de homología. Asimismo, el bandeo C pone en evidencia otro

segmento cucromático en Wq, que tampoco está involucrado en intercambios con el Z. La presencia de

segmentos eucromáticos en el W y su tamaño relativamente grande, han sido observados también en

otras especies de Columbiformes (De Lucca, 1984), y podrian indicar la adición de material genético

por la Fusión de un microcromosoma al cromosoma W, antes de la diversificación del orden

Columbifomies. De acuerdo con esta hipótesis el par ZW actual de C. Iiw‘a representaría el vestigio de

un sistema de cromosomas sexuales múltiples, y sería necesario profundizar los estudios dentro del

orden Columbiformes para verificar esta hipótesis, en caso de que el sistema se hubiera conservado en

alguna de las especies vivientes del orden.

La presencia de l a 3 NRs en la extensión del CS correspondiente a casi todo el brazo largo

del par ZW de R. americana difiere notablemente de la localización del NR en las aves carinadas, y es

consistente con el alto grado de homologia que se observa en esta región en los cromosomas mitóticos

Z y W de esta especie (Ansari et al., l988). Los NRs se encuentran siempre en un segmento de CS

correspondinete a un 80 % de la longitud del eje W , y no se distribuyen al azar, a semejanza de lo

observado en los CSs autosómicos de la misma especie (ver sección lll. 1.5). Dentro de este segmento

no existe ninguna restricción para la recombinación, como queda demostrado a partir de las siguientes

evidencias :

a) La frecuencia promedio de NRs en el par ZW (2.l) es semejante a la del CS #6 (1.8) (ver

Tabla 5), cuya longitud absoluta es sólo levemente inferior al segmento que lleva los NRs en el par

ZW (comparar las longitudes del CS #6 y el brazo largo del eje W en la Figura 9).
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b) Los pares de NRs del par ZW muestran interferencia positiva (en el sentido de la

interferencia quiasmática positiva usual), cuando están separados por una distancia menor al 20% de

la longitud del eje W, pues el número de pares ZW con dos NRs separados por una distancia inferior a

la mencionada es mucho menor que el esperado si los NRs se localizaran de manera independiente y al

azar (Figura l4). El número de pares ZW separados por una distancia mayor que el 50 % de la

longitud del eje W también es menor que el esperado, ya que superada una cierta distancia crítica de

separación entre ambos NRs, aumentan las posibilidades de que se produzca un tercer intercambio en

una posición intermedia, y en consecuencia, el par ZW mostrará tres NRs. Este gráfico de

representación de la interferencia en el par sexual de R. americana es muy similar al obtenido por

Shemian y Stack (l995) para los pares de NRs en los CS correspondientes a los brazos largos de los

bivalentes de 1.. esculenlu ; es de destacar la distancia filogenética entre esta planta y R. americana.

Por estas razones puede afirmarse que el segmento que lleva los NRs en el par ZW de R.

americana no tiene cualidades genéticas especiales que lo diferencien de los autosomas, y en este

sentido puede denominarse “pseudoautosómico” , o más exactamente, “región de homologia", a

semejanza del segmento reducido que lleva el NR en los ZW de las aves carinadas, y de la región de

homologia del par XY de los mamíferos.

IV.3.5. (‘romatina asociada al par ZW y su relación con la ausencia de compensación de dosis

génica

En los ovocitos aviarios en profase meiótica la cromatina asociada al par ZW tiene un aspecto

homogéneo, idéntico a la cromatina dispersa que rodea a los CSS autosómicos. Esto marca una

diferencia notable con el estado altamente condensado de la cromatina del par XY de los mamíferos

que forma el cuerpo XY (vesícula sexual) en los espennatocitos en paquitene (Sachs, 1955 ; revisión

por Solari, ¡0743). Los estudios autorradiográficos realizados en extendidos para microscopía óptica y

en secciones finas para microscopía electrónica, han demostrado la ausencia de actividad

99



transcripcional a nivel del cuerpo XY (Monesi, 1965 ; Kierszenbaum y Tres, 1974). Esta inactividad

de la cromatina es consecuencia de la activación del mismo gen que provoca el silenciamiento casi

completo de uno de los cromosomas X en las hembras de los mamíferos placentados (lyonización), y

que tiene como objetivo compensar las diferencias de dosis para los genes ligados al X entre machos y

hembras en este grupo de vertebrados (Lyon, l96l ; revisión por Lyon, 1992). El gen responsable de

la lyonización (XIS'I'en el ser humano y Xis! en el ratón) está activo exclusivamente en el X inactivado

de las células somáticas femeninas (Brown et al., 1991 ', Brockorffet al., l99l ', Borsani et al., 1991),

y su producto es un ARN que se asocia a la cromatina del X y probablemente regule su

empaquetamiento (Clemson et al, 1996). El gen Xisl está inactivo en el único X de las células

somáticas masculinas, pero en la línea genuinal se activa en los esperrnatocitos que inician la meiosis,

provocando la condensación de la cromatina del X, y secundariamente del Y (McCarrey y Dilworth,

1992).

La inactivación provocada por el gen XIST tiene la propiedad de extenderse a segmentos

cromosómicos traslocados al cromosoma X, lo cual tiene como consecuencia el efecto variegado en las

hembras (interpretado por Lyon 1961). En los machos esta extensión de la inactivación a regiones

autosómicas, provoca la detención de la meiosis y la muerte de los esperrnatocitos luego del estadio de

paquitcnc, como ha sido estudiado en detalle en la traslocación de Searle (Reader y Solari, l969;

Jafaar et al, 1989).

Como fue correctamente propuesto por Ohno (1967), el fenómeno de lyonización tiene como

consecuencia la conservación del contenido génico del cromosoma X, ya que en la mayoria de los

casos las combinaciones nuevas originadas por traslocaciones resultarían deletéreas para la especie y

serían eliminadas por selección. Sin embargo, en algunos taxones esto no ocurre, y el segmento

autosómico traslocado logra escapar a la extensión de la inactivación del X; de esta manera el

rearreglo puede fijarse en las poblaciones, constituyendo un sistema de cromosomas sexuales múltiples

(Solari y Pigozzi, l994 ', Pigozzi y Solari, l994).
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La ausencia de condensación del par sexual en los ovocitos, junto con la falta de condensación

de uno de los cromosomas Z en las células somáticas masculinas, indican que en las aves no opera un

mecanismo de compensación de dosis como en los mamíferos, lo cual está apoyado por estudios

bioquímicos de mediciones de actividad enzimática (Baverstock et al, 1982). La enzima aconitasa

citoplasmática está codificada por el gen Acon,, el cual es polimórfico en cinco especies especies de

aves : dos psitaciforrnes, un paseriforrne y dos gallíforrnes (gallina de Guinea y pollo). El gen Acon.

está ligado al Z, como lo demuestra el fenotipo de los híbn'dos de hembras de gallina de Guinea y

machos de (i. clomexlicus (especies que difieren en los tipos de aconitasa) : los machos son

heterocigotas para ambos tipos de aconitasa y las hembras son hemicigotas para el tipo de aconitasa

del pollo. Refiriéndonos a las aves en general, en todas las especies examinadas, las hembras

expresaron siempre un solo tipo de aconitasa y las actividades enzimáticas de esta enzima fiJeron

significativamente diferentes en machos y hembras, siendo esta actividad aproximadamente el doble en

los machos (Baverstock et al., ¡982).

Aunque las evidencias mencionadas indican la falta de compensación de dosis en las aves, el

cromosoma Z parece conservarse en los distintos órdenes aviarios ya que representa una proporción

relativamente constante del genoma y se ha verificado el ligamiento al Z de la mencionada enzima

aconitasa en varios órdenes aviarios. Dado que no hay pruebas de la presencia de un mecanismo de

inactivación que elimine selectivamente las traslocaciones o inserciones de material genético en el

cromosoma Z, no están claros hasta el momento los mecanismos que pueden operar en el

mantenimiento del Z como grupo de ligamiento.

La conservación del cromosoma Z en las aves y del X entre los mamíferos llevó a Ohno

(1967) a postular un origen común para ambos cromosomas, a partir del mismo grupo de ligamiento

ancestral. Sin embargo, cinco de seis genes ligados al X en los mamíferos han demostrado ser

autosómicos en las aves, y por otro lado, varios genes localizados en el Z aviario (aconitasa

citoplasmatica y creatinina kinasa) son autosómicos en los mamíferos (Dominguez-Steglich y Schmid,
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1993). La ausencia de compensación de dosis en las aves y las diferencias en la constitución génica de

los cromosomas Z y X, señalan una diferencia fundamental entre el par ZW y el par XY, y no

concuerdan con la hipótesis de un origen común para el cromosoma Z aviario y el X de los

mamife ros.

IVA. Comparación de la meiosis masculina y femenina en las aves: los NRs en C. lívia

lV.4.l. Diferencias generales entre la meiosis masculina y femenina

Uno de los objetivos de este estudio fue la observación comparada de la profase meiótica

masculina y femenina en una misma especie aviaria. El interés de esta comparación reside en las

considerables diferencias morfológicas y funcionales que presenta la meiosis en los dos sexos, y

además, en el conocimiento, ya establecido, de la diferencia notable en la tasa de recombinación en

ambos sexos en algunos mamíferos (ver sección lV.4.3). En las aves, las diferencias de la meiosis

masculina con la femenina son, entre otras : a) momento del inicio (embrionario en las hembras, adulto

en los machos) ', b) desarrollo conspicuo de cromsomas plumulados exclusivamente en el prolongado

diplotene femenino ', c) duración de la profase (días en los machos, meses en las hembras) ; y d) la

presencia del par sexual heteromórfico en la meiosis femenina.

Este estudio se centró principalmente en dilucidar si existen diferencias significativas en el

número total y Ia distribución de los NRs en los dos sexos de (Í. Iivia.

lV.4.2. Ultraestructura de los nódulos de recombinación en C. Iivía

Las primeras descripciones de los NRs se realizaron sobre secciones finas de meiocitos teñidos

con acetato de uranilo y citrato de plomo (revisión por Carpenter, l979a). Los NRs también son

visibles en los extendidos de células meióticas enteras, y en este caso la tinción de los NRs se realiza

comúnmente con ácido fosfotúngstico o acetato de uranilo-citrato de plomo (Solari, 19803 ; Stack y

Anderson, l986; Albini y Jones, l988); la tinción de los NRs con nitrato de plata sólo ha sido

l02



descripta en celulas meióticas de algunas plantas (Sherman et al., 1992).

En la mayoria de los organismos, los NRs se presentan como estructuras esféricas o

elipsoidales, ubicadas por encima del plano del espacio central del CS. En los espennatocitos humanos

los NRs tardios adoptan una morfología cilindrica, con su eje mayor transversal u oblicuo con respecto

a los elementos laterales, por lo cual son denominados comúnmente “barras” (Solari, l980a y b). Por

razones que se desconocen, la afinidad tintorial de los NRs varia en diferentes especies ; por ejemplo,

los NRs son muy conspicuos en los insectos y en los espennatocitos humanos, mientras que se tiñen

con dificultad en el ratón.

En todas las aves analizadas, los NRs son relativamente pequeños, pero pueden observarse

con claridad en las preparaciones coloreadas con ácido fosfotúngstico. Con excepción de C. livia,

todas las aves estudiadas muestran NRs elipsoidales, que en G. domesticus tienen un diámetro mayor

de 142 nm (Rahn y Solari, l986). En C. Iivia los NRs están formados por un grupo de l a 5 partículas

esféricas que se tiñen más intensamente que los elementos laterales del CS. Las partículas tienen, en

promedio, 66 i 12.6 nm de diámetro, y los grupos constan frecuentemente 3 o 4 partículas. Esta

estructura particulada de los nódulos se analizó en detalle en los ovocitos, aunque también está

presente en los espennatocitos de esta especie, por lo que puede descartarse la naturaleza artificial de

esta morfología (ya que los espennatocitos fiJeron procesados por una técnica diferente ', ver sección

ll.4.3).

Se ha propuesto que los NRs reunen todos las enzimas necesarias para dirigir el proceso de la

recombinación meiótica (Carpenter, 1993), pero hasta el momento no se ha logrado purificar una

fracción que que contenga los nódulos y permita aclarar su composición. En este sentido, la variación

del número de particulas en (Ï. Iivia (que se describe por primera vez en la literatura) podría

representar la reunión progresiva de dichos componentes enzimáticos en el sitio de un evento de

recombinación. Altemativamente, cada partícula podría llevar todas las enzimas necesarias para la

formación y resolución de un intermediario de recombinación, mientras que la disposición espacial de
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las partículas garantizaría la disponibilidad de sus componentes.

lV.4.3. Frecuencias de recombinación en machos y hembras de aves

Las diferencias en las frecuencias de recombinación entre sexos se conocen desde hace mucho

tiempo, y las evidencias al respecto provienen de análisis genéticos (por comparación de recombinantes

producidos por machos y hembras) y de análisis citogenéticos (por comparación de la frecuencia de

quiasmas en meiocitos masculinos o femeninos). Haldane (1922) fue el primero en sugerir que, cuando

existen diferencias de recombinación dentre ambos sexos, el valor menor de la tasa de recombinación

se observa en el sexo heterogamético. Aunque en la mayoria de las comparaciones realizadas esto ha

resultado ser asi, se conocen algunas excepciones (Callan y Perry, 1977). En las situaciones más

extremas, la reduccion del intercambio genético resulta completa, como en los casos bien conocidos de

meiosis aquiasmatica en el macho de Drosophila y la hembra de B. mori (reseñado en John y Lewis,

1965). Entre los vertebrados no se conocen casos de meiosis aquiasmática, aunque si se han registrado

diferencias de recombinación entre sexos. Las evidencias más completas al respecto provienen de la

comparación de los mapas genéticos masculino y femenino, y del análisis de los quiasmas en el ratón y

en el ser humano. En ambos casos el sexo heterogamético muestra una tasa menor de

entrecruzamientos. Asi, el mapa de ligamiento autosómico en el ser humano mide 2832 cM en el sexo

masculino y 4348 cM en el sexo femenino (Collins et al., l996 : calculado a partir de más de 23,000

loci). En los espermatocitos humanos en diacinesis el número promedio de quiasmas es 52.3 (Laurie y

Hultén, l985) ', este número de entrecruzamientos corresponden a una longitud de 26l5 cM para los

autosomas en el varón (52.3 x 50), lo cual se aproxima a la longitud del genoma masculino calculada a

partir de los datos de ligamiento. La correspondencia entre el mapa de ligamiento y el mapa derivado

del número de quiasmas no resulta tan apropiada en la mujer, puesto que el número de quiasmas

resulta subestimado en la meiosis femenina, debido a las dificultades técnicas para el recuento de

quiasmas a partir de ovocitos cultivados in vitro.
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En el ratón, en cambio, el recuento de quiasmas puede realizarse con facilidad en muestras

grandes de meiocitos en ambos sexos, y en preparaciones de calidad comparable. La existencia de una

frecuencia de quiasmas más elevada en el sexo femenino ha sido señalada a partir de su análisis en

distintas cepas de M. muxculus (Polani, l972 ; Speed, 1977). También se ha señalado la existencia de

diferencias en la localización de los quiasmas entre sexos: por ejemplo en los espennatocitos, los

quiasmas se localizan preferentemente en posición proximal y (sobre todo) distal, mientras que en los

bivalentes del ovocito hay una preferencia por la formación de quiasmas intersticiales (Polani, 1972 ;

Gorlov et al., 1994 ',Lawrie et al., 1995).

Entre las aves, la primera comparación de las frecuencias de recombinación en machos y

hembras se realizó a partir marcadores citológicos de la recombinación y mostró una coincidencia

aproximada entre el número de quiasmas en la meiosis masculina (Pollock y Fechheimer, 1978) y el

numero dc NRs tardios cn los ovocitos de la misma espccic (Rahn y Solari, 1986). Estas apreciaciones

fueron confirmadas mediante la comparación del número de quiasmas en los espennatocitos y el

número de quiasmas observados en ovocitos de G. domexlicus en diplotene (etapa de cromosomas

plumulados) (Rodionov et al, l993).

Los análisis de ligamiento en G. domesricus aún son incompletos, pero los mapas de

ligamiento, confeccionados a partir de unos 460 loci marcadores no parecen mostrar diferencias

significativas cn las distancias genéticas en machos y hembras (Levin et al., l994 ; Burt et al., l995).

A partir de cstos estudios de ligamiento se ha calculado la longitud genética minima del cromosoma Z

en unos 200 cM (Levin et al, ¡993) ; considerando que este cromosoma representa alrededor del 7-8

% del genoma, la longitud genética total del genoma del pollo sería aproximadamente 2600-3000 cM.

Esta distancia es similar a la calculada a partir del número de quiasmas en los ovocitos en los

cromosomas plumulados (59-64), que resulta en una longitud del mapa genético entre 2800 y 3200 cM

(Rodionov et aI., 1993).

En (i. domesticus, el número de NRs observados en los ovocitos en paquitene (Rahn y Solari,
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1986) muestra mia buena relación con el número de quiasmas en los cromosomas plumulados, es

decir, a partir de esta comparación, se establece una equivalencia entre ambos indicadores de la

recombinación recíproca en el mismo sexo y especie (Rodionov et al., l993).

Con respecto al presente estudio, de una manera similar a lo descripto en el párrafo anterior, el

número de NRs en los espennatocitos de C livia se corresponde de manera directa con el número de

quiasmas observados en diacinesis-metafase l en el macho (Tabla 8), confirmando la validez de los

NRs como marcadores citológicos de la recombinación recíproca en estas especies en particular, y en

las aves en general. Otras evidencias que demuestran la identidad de los NRs tardíos y los quiasmas,

están relacionadas con la distribución de los mismos en los bivalentes : tanto el número de NRs como

el número de quiasmas aumenta en los bivalentes más largos. Los gráficos de correlación entre NRs y

longitud del CS en ovocitos y espennatocitos (Figuras 4| y 42) son muy similares al gráfico

generalizado de la relación entre quiasmas y longitud de los bivalentes, confeccionado para el ortóptero

Schi.s'l()ccrca gregoria (Henderson, 1963 ; reproducido por Sybenga, 1975). Estos gráficos

demuestran que siempre hay un mínimo de un quiasma (o NR), independientemente de la longitud del

bivaleiite ; en ( '. livia esto implica una inflexión de la línea de regresión hacia el eje de las ordenadas

en la zona de longitudes correspondientes a los microcromosomas, ya que éstos siempre muestran un

NR. Como se lia demostrado en diversas especies, un incremento al doble en la longitud de un

bivalente, no implica el mismo incremento en el número de quiasmas (Sybenga, l975); la misma

situación se observa con los NRs en (Í Iivia, lo cual es una demostración indirecta de la existencia de

intereferencia quiasmática positiva en estos cromosomas.

Esta correspondencia de los NRs y los eventos de entrecruzamiento permite afirmar que la

similaridad de las frecuencias de NRs en machos y hembras de C. Iivia (ver sección lll.4.4) indican l_a

similitud de las tasas de recombinación en ambos sexos en esta especie, a semejanza de lo propuesto

para (i. domexlicus. Además, la distribución de los NRs en los macrobivalentes parece ser similar en

ambos sexos. Cuando se compara el número de NRs en los tercios proximal, intersticial y distal de los
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Comparación de la distribución de nódulos de recomb'mación en machos y hembras de Columba Iivía
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Figura 60 (1‘ parte). Histogramas de la distribución de los NRs en machos y hembras de Columba
Iivia (continúa en la página siguiente).
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Comparación de la distribución de nódulos de recomb'mación en machos y hembras de Columba Iivia
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Figura 60 (2' parte). Histogramas de la distribución de los NRs en machos y hembras de Columba

livia. El eje horizontal de cada histograma representa la longitud absoluta del bívalente dividida en

segmentos de l um. La escala del eje vertical representa el número de nódulos de recombinación. El

segmento hacia la derecha del cínetocoro (c) corresponde al brazo largo. La frecuencia de los nódulos

de recombinación es muy baja en la zona centrome'rica y aumenta cerca de los telómeros.
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brazos largos de los CS #l, #2 y #3 (Figura 60) no se observan diferencias significativas entre

ovocitos y esperrnatocitos (xz = 0.86 ; p = 0.65).

Esta semejanza de las frecuencias de recombinación en machos y hembras de G. domesticus y

C. Iivm difiere notablemente de lo observado en los mamíferos, como se señaló previamente. Se

desconocen cuales son las causas que determinan las diferencias de recombinación entre sexos, aunque

es interesante señalar que en las aves, la longitud del complemento de CSs es similar en ambos sexos,

a diferencia de lo observado en otros organismos, como el ser humano (Solari, l980a ; Bojko, 1985).

Se ha sugerido que la tasa de empaquetamiento del ADN en los bivalentes paquiténicos está

negativamente correlacionada con las frecuencias de recombinación, lo cual permitiría explicar las

diferencias de recombinación en la meiosis masculina y femenina observada algunos organismos

(Peterson et al, l994). De acuerdo con esta hipótesis : la tasa longitud del CS/cantidad de ADN, está

directamente relacionada con la frecuencia de entrecruzamientos dentro del genoma. Esta hipótesis

resulta atractiva ya que se corresponde con las observaciones de la recombinación en las meiosis

masculina y femenina en el ser humano, en el gusano herrnafrodita I)andrococlum lacreum (Jones y

Croft, ¡039) y en chopus Iacvix (revisado por Wallace y Wallace, ¡995), en los cuales el sexo con

mayor indice de recombinación muestra una mayor longitud de CS (lo cual implica un

empaquetamiento con más cantidad de lazos mas cortos unidos a los CSs).

El análisis de los quiasmas (o NRs) permite comparar las frecuencias de recombinación en las

aves con la observada en otros organismos, y su relación con el tamaño del genoma. Como ya se

mencionó, Ia longitud total del mapa genético del pollo calculado a partir del número de quiasmas en

los ovocrtos (59-64), comprende entre 2900 y 3200 cM ; el mapa genético humano, calculado a partir

de los quiasmas en los espennatocitos (52.3), tiene una longitud de 26l5 cM. Sin embargo, el genoma

haploide del pollo tiene aproximadamente 1.25 x 109pb de ADN, siendo unas unas tres veces menor

que el del ser humano (3.7 x lO"pb), de lo que resulta que en G. domesticas hay un entrecruzamiento

cada I9,000 kpb, mientras que en el ser humano hay uno cada 64,000 kpb. Es decir, que la tasa de
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recombinación por nucleótido es casi tres veces mayor en la meiosis aviaria, lo cual coincide con las

observaciones en (‘. livia aquí presentadas, ya que en esta especie la frecuencia de recombinación

(NRs) y el tamaño genómico son semejantes a los de G. domesticus.

En resumen, se ha constatado una tasa igual de NRs en la meiosis femenina y en la masculina

en (‘. {iv/a, y se propone que esta tasa uniforme en ambos sexos es característica de la meiosis en las

aves.

IV.5. La meiosis en Poephila ganara

El análisis de la meiosis masculina y femenina de P. ganara presentado en este trabajo de tesis

ha permitido observar en detalle la conducta del par ZW en un representante de un grupo sumamente

evolucionado dentro de las aves (ver Sección 5.2). Adicionalmente, ha permitido describir el primer

cromosoma accesorio dentro de la clase aves, constituyéndose en uno de los pocos casos bien

documentados entre los vertebrados superiores. El cromosoma B de I’. grillata se considera como tal

por su limitación a una línea celular (la línea germinal), su aislamiento de los cromosomas del

complemento normal durante la meiosis, y su prescindibilidad en la línea somática de ambos sexos, y

en parte de la linea germinal masculina.

I’ucphi‘lugrillata es un paseriforme de la familia Fringilidae, originario de Australia ; es muy

utilizado en experimentos de fisiología del sistema nervioso y de endocrinología aviaria, debido a su

excelente adaptación al cautiverio. En cuanto a su citología cromosómica en la meiosis, el único

antecedente es una observación preliminar, en extendidos para microscopía electrónica realizados a

partir de ejemplares de esta especie, y de híbridos entre 1’.gullata y otra especie relacionada. En esta

observación (C.B. Gillies, comunicación personal, l990), se distinguió un cuerpo cromatínico denso,

con un eje en su interior, semejante al descripto en el presente trabajo. Sin embargo, dicha observación

preliminar no permitió revelar la naturaleza de ese cuerpo, no habiendo surgido tampoco publicaciones

o comunicaciones al respecto.
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Aunque I’. gullala es un paserifonne de cria extendida, el cariotipo de la especie no está

disponible en las revisiones más recientes de cariologia avíaría (Belterman y De Boer, 1984 ; Capanna

et al., l987) ',esto constituye una muestra del número limitado de estudios en citogenética avíaria. Sin

embargo, los estudios de la linea somática (de haberse hecho) no hubieran revelado la existencia de un

cromosoma B, puesto que está restringido en este caso a la linea genninal. Este caso particular pone de

manifiesto la necesidad de realizar sistemáticamente el análisis meiótico en citología aviaría

(comenzando por la citología clásica), ya que este enfoque se realiza actualmente sólo en unos pocos

gmpos de trabajo en todo el mundo.

lV.5.l. Característícas generales de los cromosomas B y su presencia en distintos organismos

Los cromosomas accesorios (Müntzig, 1974) o cromosomas B (Randolph, 1928) son

cromosomas adicionales al complemento normal de la especie, que no son requeridos para el desarrollo

nonnal de los individuos portadores, es decir, son prescindibles (Jones y Rees, 1982). El carácter

díspensable, su variabilidad numérica, y su aislamiento meiótico con respecto a los cromosomas

normales, constituyen características citológicas dsitintivas de los cromosomas B. Su presencia ha sido

descripta en más de 1300 especies de plantas y casi 500 animales (Jones y Puertas, 1995). Entre los

cromosomas B mejor caracterizados se encuentran los del centeno, el maiz y ('repis capillaris

(Compositae, Angiospermas) entre las plantas, y los de los ortópteros (especialmente acrididos) entre

los animales (revisado por Jones y Rees, 1982).

Aproximadamente el 80 % de los cromosomas B del reino animal pertenecen a insectos, sobre

todo ortópteros, coleópteros y dipteros (Hewit, 1979). Entre los vertebrados se han encontrado

cromosomas B en peces (Foresti et al., l995 ; Fenocchio et al., [995), anfibios, reptiles y mamíferos

(citados por Jones y Rees, 1982). El seguimiento de la conducta meiótica de los Bs en los vertebrados

está limitado a algunos anfibios (Stephenson et al., 1972; Green, ¡987), y en el zorro plateado

(Vu/¡m- vulpcx) se han realizado estudios de complejos sinaptonémicos, en espennatocitos de
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individuos con distintos números de Bs (Switonski et al., 1985). Los cromosomas B también se han

descripto en primates: en Aloualta seniculus sara se han observado variaciones cromosómicas

numéricas intra e interindividuales (Yunis et al., l976 ;Minezawa et al., l985).

En las aves, la escasa proporción de especies estudiadas, además de la dificultad que acarrean

los microcromosomas en la realización de recuentos precisos, puede ocultar la presencia de

cromosomas accesorios, ya que estos últimos suelen ser más pequeños que los del cariotipo normal.

El origen de los cromosomas B ha producido un debate que aún permanece sin resolverse. En

términos generales se han propuesto dos posibles orígenes de los cromosomas accesorios : a) un origen

intragenómico, como resultado de fragmentación cromosómica, o por trisomías originadas en

deleciones o traslocaciones (Jones y Rees, 1982) ; o b) un origen externo como consecuencia de un

evento de hibridación interespecifica (Sapre y Deshpande, 1987). Hasta el momento no se ha podido

reconstruir detalladamente el origen y la evolución de ningún cromosoma B en particular, aunque se

han realizados análisis de la composición del ADN de los Bs, los cuales mostraron tanto secuencias

presentes en los cromosomas del complemento normal como secuencias propias de los Bs (Lacadena,

1996). En el centeno, los cromosomas B tienen secuencias repetitivas que se encuentran también en el

complemento normal de la planta, lo cual apoyaria un origen intraespecifico en este caso particular ;

sin embargo, se conocen al menos dos familias de secuencias repetitivas exclusivas de los Bs en esta

especie (Wilkes et al., 1995).

En numerosos casos, los cromosomas B son heterocromáticos y no llevan genes que

provoquen efectos importantes en el fenotipo de los individuos portadores. Por esta razón se ha

sugerido la existencia de una vinculación entre los cromosomas B y los cromosomas sexuales, ya que

los rasgos mencionados son también característicos de las regiones diferenciales de los cromosomas Y

o W, en pares sexuales heteromórficos. Por otra parte, las trisomías de los cromosomas sexuales son

menos deletéreas que las autosómicas, por lo cual un segmento trisómico originado a partir de un

cromosoma sexual podria ser mejor tolerado y permitir el establecimiento de un cromosoma B (Jones y
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Rees, l982).También se ha propuesto el origen de los cromosomas accesorios a partir de los

cromosomas que llevan los organizadores nucleolares, puesto que, en varios casos, los cromosomas B

llevan genes de este tipo (reseñado por Green, 1990).

Sea cual sea su origen, los cromosomas B no pueden adquirir su carácter heterocromático

repentinamente, especialmente aquéllos que tienen un tamaño similar o aún mayor que los cromosomas

del complemento nonnal. Según Green (1990), la adquisición gradual de las secuencias repetitivas que

fomian a la mayoria de los Bs podría explicarse mediante el mecanismo del trinquete de Muller

(Felscnstein, 1074 ; Charlesworth, l978), propuesto para explicar la evolución de los cromosomas

sexuales heteromórficos (ver la Introducción y la sección lV.6.l de esta discusión).

IV.5.2. Repercusión funcional de los cromosomas B en distintos organismos

Los efectos fenotipicos de los cromosomas B son dificiles de detectar, aunque se han

encontrado correlaciones entre la presencia de cromosomas accesorios y variaciones de caracteres

cuantitativos, tales como la formación de quiasmas, la sinapsis, la tasa de desarrollo y la fertilidad

(Jones y Rees, 1982). La influencia de los Bs en el crecimiento y el desarrollo ha sido estudiada

detalladamente en el centeno y el maiz, dada la variabilidad numérica de los Bs en estas especies, y que

pemiite la comparación de plantas con diferente cantidad de Bs, y sin Bs. En el centeno, el aumento del

número de cromosomas accesorios disminuye el vigor de las plantas (Müntzig, 1963), y la fertilidad es

nula cuando su número llega a 8 (Jones y Rees, 1982). Adicionalmente, en el saltamontes

Myrmelcorurrix macularus los cromosomas accesorios provocan una retraso en el desarrollo, de

manera tal que no son tolerados en un número mayor de 3 (Harvey y Hewitt, 1979). También se ha

comprobado la influencia de los Bs sobre la sinapsis y el entrecruzamiento de los cromosomas

“nomales” (o A) durante la meiosis. Con respecto a la influencia de los B sobre la frecuencia y

localización de los quiasmas, las observaciones son contradictorias, aún dentro de la misma especie :

en el centeno, por ejemplo, diferentes datos experimentales han relacionado la presencia de los Bs, ya
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sea con el aumento del número de quiasmas, ya sea su disminución ; o con diferencias en la

localización, sin cambios en la frecuencia quiasmática (resumido en Lacadena, ¡996). Otros resultados

dispares (unefecto supresor o un efecto promotor) se refieren a la relación de los cromosomas B y el

aparcamiento de cromosomas homeólogos en híbridos interespecificos de plantas. Las discrepancias

menciOnadas se han explicado como el resultado de las variaciones del fondo genético en que están

actuando los cromosomas B (Lacadena, 1996).

lV.5.3. Transmisión de los cromosomas B. Una hipótesis para el caso de P. ganara

La inestabilidad numérica que caracteriza a la mayoría de los cromosomas B, es consecuencia

de ciertos mecanismos de acumulación de los Bs que actúan en las células somáticas o en las células

genninales. En general, la transmisión de los Bs durante el desarrollo es regular, de manera que su

número en similar en las distintas células de un mismo individuo. Sin embargo, se han descripto

variaciones cn el número de Bs en distintas líneas celulares en varias especies de plantas y animales.

Por ejemplo, en l’oa alpina los Bs se encuentran en la raices primarias y faltan en las raices

adventicias, y en Acgilops spelloides están ausentes en el sistema radicular, y presente en los órganos

aéreos, incluyendo la línea germinal (resumido en Lacadena, l996). La causa de la variación numérica

de los cromosomas B es, en todos los casos, la no-disyución en la anafase rnitótica ; esto conduce a la

acumulación de los Bs en una linea celular, y a su exclusión de otra.

En la linea germinal, en tanto, la acumulación de los Bs puede producirse por varios

mecanismos : l) por no disyunción en las divisiones mitóticas previas a la meiosis ; 2) por segregación

preferencial en la meiosis femenina ; o 3) por no disyunción posmeiótica. La acumulación de los Bs en

las divisiones mitóticas de las células genninales masculinas se considera un mecanismo común entre

los animales, y lia sido descripta en Locusra migratoria (Hewitt, 1976) y Helix pomatia (Kayano,

|97|), entre otros organismos. La no disyunción postrnieiótica se da exclusivamente en plantas,

especialmente en la microesporogénesis, y ha sido estudiada en profundidad en Seca/c ccrcalc y Zea
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mays. Este mecanismo implica la no disyunción de las cromátidas hermanas durante la primera o

segunda anafase de la división mitótica del polen (para un resumen ver Lacadena, 1996). El restante

mecanismo de acumulación en la línea genninal se refiere a la segregación preferencial de los Bs hacia

el polo que formará el núcleo de la megáspora (en las plantas) o del ovocito (en los animales)., durante

la anafase l de la meiosis femenina. En el saltamontes M. maculams, el B segrega preferencialmente

con la mitad del complemento que formará en núcleo del ovocito (Hewitt, 1976). La frecuencia de la

segregación preferencial está en estrecha relación con el grado de acumulación del B de una generación

a otra. Este comportameinto de los Bs también se ha observado en en otras especies de ortópteros, y ha

sido relacionado con la simetría del huso que se forma en la anafase l en estos insectos (Hewitt, 1976),

aunque se ha sugerido que se requeriría algún elemento funcional en el propio B, que asegurara esta

conducta (Jones y Rees, 1982).

Como se explicó en Resultados, el único cromosoma B del’. guitaia, se encuentra de manera

regular en las lineas genninales maculina y femenina. Por el contrario el B no se observó en ninguna

de las metafases obtenidas a partir de médula ósea de individuos de ambos sexos, y probablemente,

dada la variedad de tipos celulares que se originan en la médula ósea, no se encuentre en las otras

lineas celulares somáticas.

La presencia constante de un solo cromosoma B en la linea genninal, es indicativa de su

conducta estable durante las divisiones mitóticas previas a la meiosis, y su presencia en todos los

individuos examinados (inclusive en los examinados por C. Gillies en Australia, que a partir del

presente estudio pueden ser interpretadas como observaciones idénticas a las aqui descriptas) denota la

regularidad de su transmisión de una generación a otra. Si el cromosoma B segregara al azar en las

meiosis masculina y femenina, deberían producirse gametas con y sin B en cantidades iguales en cada

sexo, de lo cual se podria esperar la formación frecuente de cigotos con dos B. Ahora bien, en todas

las células gemiinales analizadas sólo se encontró un B, por lo cual puede suponerse que las células

gerrninales de I’. griltala no toleran la presencia de más de uno de estos elementos. Por lo tanto, debe
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haberse desarrollado algún mecanismo que asegure la trasmisión del B sin causar mortalidad

embrionaria, ya que esta provocaría la rápida eliminación del B en las poblaciones.

A partir de las observaciones citológicas al microscopio óptico y electrónico, se propone un

mecanismo que aseguraria el mantenimiento del B en la línea germinal dentro de cada individuo y su

transmisión dc una a otra generación en l’. grillala. Esta hipótesis involucra mecanismos de

segregación preferencial y de exclusión del B, e implicaría los siguientes pasos :

o lnactivación y eliminación del cromosoma B en la linea gerTninalmasculina (Figura 6|).

o Segregación preferencial en la anafase I durante la ovogénesis (Figura 62).

o Eliminación del B en las células somáticas y conservación en la línea genninal en los embriones de

ambos sexos.

La inactivación del cromosoma B en la linea genninal masculina está indicada por el estado

condensado de la cromatina, que forma un cuerpo heterocromático periférico en los espermat0citos

durante la profase meiótica. La formación de un eje en relación al B permite suponer la segregación

conjunta de las dos cromátidas del B durante la anafase l(véase la cohesión de las cromátidas

hemianas en la Sección lV. l . l); asi se formarán espennatocitos ll con y sin B en proporciones iguales.

Esta segregación podría controlarse verificando la presencia del B en aproximadamente la

mitad de las metafases ll. Sin embargo, en ninguna metafase ll aparece un elemento heteropicnótico de

gran tamaño que pudiera corresponder al B aunque si se observó un cuerpo esférico denso asociado

frecuentemente a las metafases ll. El cuerpo denso se atribuye a un producto de la degeneración del B

por las siguientes razones : a) nunca se encontró más de uno por cada metafase ll ; b) falta en una

parte de las metafases ll analizadas, como podria esperarse luego de la anafase l por la segregación del

B a un polo ; y c) un cuerpo denso de caracteristicas idénticas se encontró en el citoplasma de las

espermátides tempranas (el estadio inmediato de diferenciación luego de la división de los

espennatocitos ll durante la espermatogénesis). El momento de la exclusión nuclear del B, y su paso

hacia cl citoplasma, es dificil de precisar, aunque probablemente se produzca durante la anafase ll,
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debido a la incapacidad del B (ya reducido a un cuerpo cromatínico), de migrar con las cromátidas

segregantcs.

Espcnnulogoniu

lispcnnalocilo I

/ \
© @ lispcnnalociloll

i
líspcnnálidcs sin l} ¡'-Sl”"“á!'d'=5 Co“ n

' en el crloplasma

\ Á/ ’ lirpulsíándelB.W
lispcnnalozoidcs sin U

l" división
meiótica

2“ división
mciótica

Figura 6 l. Esquema que muestra la eliminación del cromosoma B de 1’.gurlala en la espennatogénesis

masculina. Ver el texto para la explicación.

La hipótesis formulada, aunque se basa directamente en los datos citológicos, está sujeta a una

serie de comprobaciones que escapan a los objetivos del presente trabajo de tesis. La eliminación del B

en Ia linea gemiinal masculina podria verificarse con algunas de las siguientes pruebas :

l. Un estudio de citoespectrofotometria que mida el contenido de ADN en los

espennatozoides : el gran tamaño del B de P. gurrata permitiría distinguir los espermatozoides con y

sin B. De acuerdo con la hipótesis planteada anteriormente, el B deberia ser eliminado antes de la

finalización de la espenniogénesis, y por lo tanto, se formarian espermatozoides de un sólo tipo, esto

es, sin B. Esta hipótesis está apoyada también por la uniformidad morfológica y estructural de la

cabeza de los espermatozoides de P. grutara (observaciones preliminares).

2. La determinación fehaciente de que el cuerpo cromatínico denso está formado por ADN,
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utilizando la reacción de Feulgen o la coloración con fluorocromos con afinidad por el ADN, como el

DAPI.

3. Un análisis estereológico del tejido testicular a partir de secciones semifinas para

microscopía óptica permitiría comprobar que el cuerpo denso se encuentra en el citoplasma de

aproximadamente la mitad de los espermátides.

4. La manera más contundente de demostrar la eliminación del B en la línea genninal

masculina sería construir una sonda de ADN especifica para el cromosoma accesorio que permita

seguir su conducta durante la espennatogénesis. La hibridación de dicha sonda marcada con un

fluorocromo sobre extendidos o cortes de testículo permitiría confirmar la identidad entre el

cromosoma B y el cuerpo esférico denso de las metafases ll y esperrnátides ; asimisimo permitiría

demostrar la supuesta ausencia del B en los espermatozoides.

La conducta del cromosoma B en los ovocitos en paquitene demostró ser totalmente diferente

de la observada en los espemiatocitos : la cromatina asociada al eje accesorio está totalmente dispersa,

a semejanza de la cromatina de los autosomas y del par ZW, lo cual permite suponer un estado activo

del cromosoma accesorio (ver la siguiente sección). La segregación reduccional del cromosoma B en la

anafasc l puede predecirse como consecuencia de la formación de un eje entre las cromátidas hermanas

(ver Sección lV. l . l). Los siguientes pasos en la distribución del B en los ovocitos se deducen de la

invariabilidad de la presencia del B en dosis única en todas las células genninales (Figura 62).

Como se mencionó anteriormente, la segregación preferencial de los cromosomas B hacia el

polo que formará el núcleo del ovocito ha sido observada en diferentes organismos. En I’. gunata la

segregación preferencial del B durante la anafase l de la ovogénesis es propuesta como una forma de

mantener el B en dosis única, ante su eliminación en la linea genninal masculina, y con el objeto de

evitar las presumibles consecuencias deletéreas que acarrearía la presencia de más de un B en los

cigotos resultantes de la fecundación de dos gametos portadores del cromosoma B.
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Segregación del cromosoma B en la línea germinal femenina

()vocilo primario

/ \ AnafascI

l" cuerpo ® Ovocilosecundariopolar

/ \
2‘"cuerpo ®polar

(sin IJ)
Anafase ll

Figura 62. Segregación preferencial del cromosoma B en la meiosis femenina del’. ganara

Para la comprobación de esta segregación preferencial sería necesario examinar ovocitos en

metafase | en el ave adulta, en los que deberia encontrarse al B siempre entre los cromosomas de la

“vesícula germinal” y nunca en el primer cuerpo polar. Este estadio sólo se observa desde el momento

de la ovulación hasta antes la fecundación, cuando el ovocito se encuentra en el oviducto y lleva

consigo una enorme cantidad de vitelo, lo cual toma sumamente complicada la tarea de encontrar el

núcleo del ovocito. Si el cromosoma B mostrara variantes morfológicas, podria mostrarse (mediante

un cruzamicnto) que cl cromosoma B que se encuentra en la descendencia no es del tipo patemo, lo

cual demostraria indirectamente que el B se hereda de la madre.

IV.5.4. Efectos del cromosoma B en la meiosis de P. ganara

La presencia del cromosoma B condensado en los espennatocitos no parece repercutir en el

desarrollo normal de Ia profase meiótica masculina, ya que todos los elementos del complemento

nomial aparecen sinapsados durante el paquitene. En los ovocitos, por el contrario, la presencia del eje

accesorio no smapsado durante el paquitene temprano, está siempre asociada con la presencia de un

|l7



número variable de microbivalentes asinápticos. La influencia del estado asináptico del B en este

retraso de la sinapsis de los microbivalentes, queda confirmada porque en estadios posteriores del

paquitene, cuando el B aparece autosinapsado, todos los microbivalentes han completado la sinapsis.

Esta repercusión del B resulta sorprendente, sobre todo teniendo en cuenta que los microcromosomas

son los primeros en completar la sinapsis.

El estado activo del cromosoma B en la hembra se deduce del estado relajado de su cromatina,

aunque esta presunta actividad sólo podria confimarse examinando : a) los ovocitos en fase

plumulada, a fin de comparar los lazos del cromosoma B con los de los bivalentes autosómicos o, b) la

captación de precursores de ARN durante el paquitene. La tendencia a la autosinapsis es una tendencia

inherente a los elementos no apareados y ha sido observada en varios casos : l) en los cromosomas B

univalentes de V. vulpes (Switonski et al., 1985) ', 2) en el único cromosoma X en ratones X0 (Speed,

l977) ', y 3) en la porción del eje no sinapsado del X en hembras de Akodon azarae con cromosomas

sexuales heteromórficos (Solari et al., ¡989), y en otros casos.

El aparcamiento normal de los bivalentes en los espennatocitos se puede atribuir al estado no

transcripcional del cromosoma B, debido a la condensación de su cromatina, lo cual promovería su

eliminación posterior. De acuerdo con la hipótesis propuesta para su transmisión, en machos y

hembras el cromosoma B proviene siempre de un ovocito, por lo cual la causa más probable de la

inactivación del B en el macho es la influencia del ambiente testicular.

La influencia del cromosoma B sobre la recombinación en los cromosomas A de l’. gultala no

puede señalarse inequivocamente, ya que todos los individuos presentaban el cromosoma B, y éste se

encontró en todas las células genuinales analizadas, lo cual impide realizar comparaciones intra o

interindividuales. Sin embargo, es interesante señalar que en los gLitos coloreados con ácido

fosfotungstico los NRs tienen una localización predominantemente distal, particularmente en los

macrobivalcntes bibraquiados. Por ejemplo, en el CS #l se observa un NR en cada brazo, en posición

distal ; este número es muy inferior al promedio cercano a 7 NRs para el mismo CS en G. domesticas,
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C. [iv/a o R.. americana. Sin embargo, esta observación no deberia tomarse como una reducción de la

recombinación debida a la presencia del B sino como una localización peculiar de los quiasmas en esta

especie, ya que en los. espermatocitos en metafase l, los quiasmas se localizan distalmente y se

encuentran en un numero reducido (ver Figura 56). Es importante destacar que en P. gutlala, la

longitud del complemento de CSs en ambos sexos es significativamente más pequeña que en otras aves

analizadas, lo cual podria relacionarse con el índice menor de recombinación en esta especie (ver la

sección lV.4.3).

lV.5.5. El par ZW en P. guttata

La conducta sináptica de los ejes sexuales no se ve afectada por la presencia del cromosoma

B : los cromosomas Z y W de l’. girl/ala forman un CS con caracteristicas similares a las descriptas en

otras aves con cromosomas Z y W heteromórficos. La sinapsis siempre comienza por el brazo corto de

ambos gonosomas, que son fácilmente identificables por la posición de los cinetocoros sobre los ejes

meióticos (Figura 48). Cerca del extremo de inicio de la sinapsis se localiza un único NR, lo cual

señala la presencia de un evento de recombinación obligatoria, también en esta especie.

La existencia de sinapsis y recombinación en l’. ganara permite extender la hipótesis de la

existencia de una conducta conservada del par ZW aviario desde las aves más primitivas con

cromosomas sexuales casi homomórficos (Ratitae) hasta los paserifonnes, el grupo considerado de

manera unánime como el más evolucionado en la clase aves.

lV. Modelo de la evolución del par sexual ZW en la clase aves

lV.6.l. Los modelos de evolución de los cromosomas sexuales

Los cromosomas sexuales son los componentes del cariotipo que llevan los genes

detemiinantes del sexo, los cuales se localizan en un segmento que no recombina en el sexo

heterogamético. Mientras que en algunos casos los cromosomas sexuales son fácilmente identificables
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por su heteromorfismo, en muchos organismos no existen diferencias morfológicas aparentes, aún

cuando puede deducirse el heterogametismo por pruebas de reversión sexual o de herencia de rasgos

ligados al sexo. Aunque existe un consenso acerca de que el origen de los cromosomas sexuales

diferenciados implica la transición del homomorfismo hacia el heteromorfismo, los fenómenos que

provocan la diferenciación morfológica y la inactividad genética de uno de los cromosomas sexuales

(Y o W), y su relación con los factores sexuales, aún no están completamente aclarados.

A continuación se exponen dos modelos de evolución de los cromosomas sexuales : en ambos

casos se parte de un estado homomórfico y sostienen como rasgo ineludible la necesidad de aislamiento

recombinacional de los factores determinantes del sexo, ya que si estos factores fueran separados entre

si por recombinación, conducirian a la esterilidad del individuo portador. El primer modelo es la

interpretación clasica de Ohno (l967) acerca de la formación de cromosomas sexuales heteromórficos

en los ofidios ; el segundo modelo fue desarrollado por Charlesworth (l99l), y es un modelo más

general y abarcador, que puede aplicarse a la diferenciación de los cromosomas sexuales observada en

varios taxones.

En el gmpo de los ofidios, las evidencias taxonómicas favorecen la visión de que la dirección

de los cambios en la transformación de los cromosmas sexuales (Z y W) sigue el sentido de la

evolución de los representantes de este taxón. El suborden Serpentes comprende cuatro familias:

Boidae, Colubridae, Viperidae y Elapidae. Los integrantes de la familia Boidae retienen los caracteres

morfológicos de las serpientes primitivas, los colúbridos tienen rasgos morfológicos intermedios y los

elápidos y vipéridos son los más modernos y diversificados. Los cromosomas ZW son indistinguibles

morfológicamente en los boidos ; en los colúbridos difieren únicamente para una inversión

pericóntrica en cl W ; y en elápidos y vipéridos el W es más pequeño y completamente heterocromático

(Figura 63). Ohno (l967) interpretó que los distintos grados de diferenciación de los cromosomas

sexuales observados en los distintos grupos de ofidios, representaban la transformación real ocurrida

durante la transición del homomorfismo al heteromorfismo. De acuerdo con esta hipótesis el primer
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Evolución de los cromosomas sexuales en los ofidios
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EE Boidae
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Figura 63. Esquema de las variaciones morfológicas del par ZW de los ofidios durante su paso del

estado homomórfico inicial hasta el heteromorfismo marcado en las serpientes más evolucionadas.
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paso en la diferenciación de los cromosomas sexuales en los ofidios fue una inversión pericéntrica en el

cromosoma W, como se observa en los colúbridos. Este rearreglo proporcionaría estabilidad al

aislamiento meiótico, imprescindible para mantener un grupo de ligamiento de los factores sexuales en

uno de los sexos. La inversión pericéntrica no suprimiria el entrecruzamiento per se pero crearía una

fuerte necesidad para que se estableciera un mecanismo de aislamiento permanente, ya que si se

produjera un entrecruzamiento en la región invertida surgirian productos meióticos desbalanceados. La

creación de este aislamiento permanente facilitaria el proceso posterior de diferenciación de los

cromosomas sexuales. El deterioro uno a uno de los genes del W daría tiempo para que los genes del Z

se “adaptasen”a su nueva condición hemicigótica en el sexo heterogamético. Una vez completado el

deteriorio el W se encontraría casi completamente libre de genes, exceptuando aquéllos relacionados

con la determinación sexual, y los que se localizaran en la zona recombinante necesaria para una

segregación regular. Aplicado a la evidencia citológica de los ofidios, el W invertido de la familia

Cólubridae representaría este estado de deterioro avanzado. A partir de este momento surgirian las

diferencias morfológicas marcadas entre el Z y el W. Según Ohno el siguiente paso lógico en el

proceso de diferenciación seria la eliminación de aproximadamente la mitad del material genético del

W por un entrecruzamiento accidental, lo que originaria el pequeño cromosoma W de los elápidos y

vipéridos.

Como se mencionó previamente, la restricción del entrecruzamiento entre los cromosomas

sexuales cs un punto critico en el proceso de su evolución. En el modelo de Ohno este aislamiento es

consecuencia de una inversión pericéntrica, y la existencia de pares ZW que difieren por la presencia

de este tipo de rearreglo es la evidencia que apoya esta conclusión. Sin embargo, debe tenerse en

cuenta que este tipo de rearreglos estructurales tienen comúnmente efectos deletéreos, ya que dificultan

el desarrollo normal de la meiosis y pueden llevar a la producción de productos con deleciones o

duplicaciones si se produce un entrecruzamiento en el segmento invertido. En consecuencia, el destino

más probable de este rearreglo es su eliminación por selección, por lo cual resultaría altamente
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improbable la adquisición simultánea de un mecanismo de aislamiento meiótico junto con la inversión.

Más recientemente se ha postulado que el aislamiento de los cromosomas sexuales durante la

meiosis se debe a la actividad de un mecanismo génico, y que los rearreglos estructurales son una

consecuencia, más que la causa, de la supresión del entrecruzamiento (Charlesworth, l978; Bull,

l983 ; Charlesworth, |99|). Según este modelo el primer paso en la evolución de los cromosomas

sexuales involucra la restricción del entrecruzamiento entre los genes que controlan las funciones de

detenninación sexual, más que la restricción amplia a todo lo largo de los cromosomas X e Y

primitivos. La necesidad de una mayor restricción de la recombinación podría surgir por la aparición

en el Y de genes sexualmente antagonistas (Rice, 1987), es decir, genes cuya actividad es ventajosa

para el sexo heterogamético, pero desventajosa para el sexo homogamético. Un ejemplo de este tipo de

genes lo constituyen los genes para el color brillante de los machos, en los peces l’oecilia y

Xiphophorm’. En las poblaciones naturales, el color rojo brillante representa una desventaja, ya que

aumenta las tasas de predación. En los machos, sin embargo, los colores brillantes aumentan el éxito

reproductivo, y por lo tanto la probabilidad de dejar descendencia, de manera tal que se supera las

desventaja ligada a la predación (Kalman, l970; Endler, 1980). Como consecuencia, la selección

promoveria el ligamiento estrecho de los genes para el color rojo (genes antagonistas) a los factores

sexuales, asegurando su transmisión a la descendencia masculina ',de esta manera se habría ampliado

la zona de restricción de la recombinación. Otra razón que podría conducir a la ampliación de la zona

no recombinante en el par sexual, es la aparición de más factores involucrados en la determinación

sexual (ver Introducción Sección 1.9.2). Como consecuencia de la elaboración de mecanismos

fisiológicos, morfológicos y de conducta diferentes en cada sexo, aumentarían las diferencias entre el

X y el Y primitivos, y por esta razón, la restricción de la recombinación entre los cromosomas

sexuales debe extenderse aún más. En un determinado momento la zona de restricción de la

recombinación sería lo suficientemente amplia como para poder distinguirse citológicamente como una

región libre de quiasmas o nódulos de recombinación, aún cuando los gonosomas no sean
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diferenciables morfológicamente. Cuando esta situación se ha establecido, el cromosoma X recombina

regularmente en el sexo homogamético, mientras que una parte del Y (su región diferencial) no

recombina en el sexo heterogamético ', por este motivo los loci en ella contenidos están expuestos al

deterioro progresivo que puede explicarse por el mecanismo de trinquete de Muller o por el tmasporte

“gratuito"de genes (ver Sección l.8). Una vez establecido el aislamiento meiótico y debido a la

inactividad genética del Y, la introducción de rearreglos estructurales (o aún la pérdida de material

genético) en la región diferencial de este cromosoma, podrian producirse sin consecuencia deletéreas

para el organismo. Una de las consecuencias de este modelo de deterioro del Y, es la variación de la

constitución de su cromatina aún en taxones tan próximos entre si como los géneros de una misma

familia. Esto se debe a que su región diferencial está expuesta a la invasión de secuencias parásitas,

variantes durante la filogenia. De la misma manera el segmento homólogo de los cromosomas sexuales

(región “pseudoautosómica”) no representa el remanente del X y el Y primitivos y se espera que esté

sujeto a cambios (por ejemplo a través de la adición de material genético) como lo están los segmentos

autosómicos.

Las evidencias experimentales acerca de algunas postulaciones de este modelo no son

sencillas de obtener, especialmente en lo referente a los mecanismos de deterioro del Y, ya que estos

cambios sólo son evidentes en tiempos evolutivos sumamente largos. El análisis de la heterocromatina

del Y podria proveer evidencias indirectas de este proceso ya que se esperaría encontrar una amplia

variedad dc secuencias repetivas, como se explicó anteriomlente. La existencia de pares sexuales no

diferenciados en los que hay restricción parcial de la recombinación sin cambios estructurales, son una

evidencia en favor del establecimiento de la restricción como un paso previo a la transformación de los

cromosomas sexuales.

lV.6.2. La situación en la clase Aves

En la clase Aves, como en los ofidios, también ocurren variaciones morfológicas en los
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Figura 64. Variaciones morfológicas de los pares ZW en las Ratitae (arriba) y en las aves carinadas

(abajo). Los esquemas están hechos a escala, guardando las proporciones relativas entre los

cromosomas Z y W. El tamaño relativo del cromosoma Z es aproximadamente constante entre las

distintas especies.
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cromosomas sexuales, que podrian representar los cambios evolutivos que han llevado a los

cromosomas Z y W altamente diferenciados que se observan en la mayoría de las especies de aves con

cariotipo conocido. Entre las aves más primitivas (Ratitae) encontramos pares ZW de tamaño y

morfología muy similar, aunque en algunas especies la diferencia de tamaño entre los cromosomas

sexuales es mayor que en otras ', esta diferencia es especialmente marcada en P. pennata (rhea

darwiniana) donde el W es un tercio menor que el Z (Figura 62). Además de la similaridad

morfológica superficial, en R. americana, D. navaehollandiac y P. pennata, el patrón de bandas G

demuestra que el W corresponde a la región distal del cromosoma Z (Ansari et al., ¡988). Por

consiguiente, es posible ordenar los pares ZW de las Ratitae, desde el máximo de homomorfismo, en

D. nnvm'ho/lumliac hasta el menor del’. pennala (Figura 64).

En las aves no ratites (carinadas) el heteromorfismo del par sexual es aún más marcado y la

diversidad morfológica del W es evidente, aún cuando se toma sólo una muestra de los taxones

analizados. Esta diversidad se observa no sólo en la relación de brazos del W, sino en su tamaño

absoluto (Figura 64).

En todas las especies analizadas en el presente trabajo de tesis el cromosoma Z representa

alrededor de un 7 % del genoma, lo que está de acuerdo con la constancia del tamaño relativo del Z en

la mayoria de las especies de aves cariotipadas.

lV.6.3. Distribución de la heterocromatina en el par ZW aviario

De acuerdo con el modelo teórico de evolución de los cromosomas sexuales expuesto al

comienzo, una de las formas de expresión del deterioro génico subsiguiente a la restricción de la

recombinación es la aparición de heterocromatina en el segmento diferencial de los cromosomas X o Y

(Z o W). Por esta razón, el análisis de la localización y composición de la heterocromatina por medios

citologicos y moleculares es esencial para demostrar las variaciones graduales en un sistema

cromosómico sexual (Figura 65).
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En el presente trabajo se ha demostrado por primera vez la existencia de heterooromatina en el

par sexual de una ratite. Ambos gonosomas de R. americana muestran heterocromatina centromérica,

y adicionalmente, el brazo corto del cromosoma W es heterocromático, aunque se colorea más

debilmente que la banda centromérica. Esta diferencia en la intensidad del bandeo, que es consistente

en las distintas preparaciones, puede atribuirse a una diferencia de composición con respecto a la

heterocromatina centromérica (esta última probablemente sea similar en composición a las secuencias

satélites centroméricas de los mamíferos).

En los estudios de cariotipado de aves carinadas que incluyen accesoriamente el bandeo C, el

cromosoma W se indica simplemente como “fuertemente heterocromático". Sin embargo, cuando se

realizan análisis especialmente dirigidos a localizar la heterocromatina o caracterizar su replicación en

los cromosomas mitóticos, se han encontrado variaciones con respecto a este patrón simplificado.

Entre dichas variaciones se ha señalado la replicación relativamente temprana del brazo corto del W de

G. damas-11cmy de parte del W de Gypsfiilvus (Falconifonnes) (Schmid et al., 1989). En otros casos,

después del bandeo C han podido observarse segmentos eucromáticos en el W de dos especies de

gaviotas del género Larus (Ryttman et al., 1975), en el falconiforme Gypaerux barbams (Mayr y

Aucr, |088) y en varias especies de Columbiformes (De Lucca, l983). Estas descripciones previas son

muy someras, pueto que los autores no han destacado su significado biológico ni evolutivo, sino que

las han presentado como meras variantes del cromosoma W. En el presente trabajo se ha subrayado la

presencia de eucromatina en el W de (‘. Iivia y se han analizado comparativamente los patrones de

bandeo C de los cromsomas W. La presencia de eucromatina en el cromsoma W de ('. Iivia tiene un

correlato muy significativo en los cromosomas plumulados de esta especie, descriptos por Solovei et

al. (l993), puesto que este W es el que posee lazos con indudable actividad transcripcional.

El cromosoma Z es mayormente eucromático, aunque en algunos casos se ha descripto la

presencia de un bloque heterocromático terminal en el brazo largo. Este es el caso de G. domesricus

(Pollock y Feccheimer, 1980) y (‘. columix (Stock y Bunch, l982), y de l’. gullala y C. Iivia, en los
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Figura 65. Distribución de la heterocromatina constitutiva en los cromosomas Z y W aviarios. El

puntcado en el W de R. americana y de (‘. Iivia indican una menor intensidad de coloración en el

bandco C. La cucromatina se representa en blanco. En el brazo corto del W del pollo hay una región

eucromzitica (sin secuencias repetitivas) que no es aparente al microscopio óptico.



que se observa coincidentemente un bloque de heterocromatina telomérica. Con toda seguridad la

composición de dicha heterocromatina difiere en las distintas especies, ya que la familia de

macrosatélites que compone la heterocromatina telomérica de G. domesticus está restringida al género

(ia/hrs, por lo cual debe haber surgido en su antecesor directo (Hori et al., l996). De la misma manera

la hetcrocromatina del Z en las otras especies mencionadas debe haberse adquirido separadamente.

lV.6.4. Las dimensiones dela zona recombinante en el par ZW aviario

La existencia de sinapsis y recombinación en el par ZW aviario ha sido demostrada, por la

presente Tesis, en varias especies de aves carinadas y en una Ratitae. En las aves carinadas el

aparcamiento del ZW heteromórfico es completo hacia el paquitene tardío ; sin embargo la

recombinación está restringida a un pequeño segmento en la región de inicio de la sinapsis, como lo

indica la presencia invariable de un nódulo de recombinación en esta zona. Se ha señalado que el CS

del par ZW donde se encuentra el NR no está afectado por los giros del eje Z, y esto ha sido

interpretado como consecuencia de la existencia de una región de homologia o región

“pseudoautosómica” a este nivel (Solari et al, 1988; reseñado por Solari, l994). Además de la

evidencia provista por los estudios del par ZW aviario durante el paquitene, la recombinación en el par

ZW ha sido descripta en seis especies de aves carinadas en el estadío de cromosomas plumulados : tres

Galliformes ((i. domesflcus, (‘. coturm'x y Meleagris gallopavo), una Columbiforme (C. Iivia) y dos

Paseriformes (I’asscr domesticus y Fringilla coclebs) (Solovei et al. , 1993). En G. domesticas y C.

corurm'x se observa un único quiasma en posición terminal, en correspondencia con la posición del NR

muy cercana al telómero; mientras que en C. Iivia el quiasma es subtelomérico, lo cual está de

acuerdo con la posición del nódulo de recombinación (más alejada del extremo cuando se la compara

con los Gallifon'nes) (Figura 66).

La comparación de los pares ZW en paquitene nos permite determinar el segmento donde se

localiza el NR (o los varios NRs en el caso de R. americana) en cada especie, lo cual provee una
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Figura 66. Comparación de la longitud de la zona recombinante en los pares ZW. El nódulo de

recombinación se representa en la posición promedio en cada especie. Los segmentos debajo de cada par

ZW marcan el rango de las distancias desde el NR al extremo sináptico.
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medida de la extensión de la región recombinante (Figura 66, Tabla l2). Este segmento mide en

promedio entre 0.14 y 0.87 um en las aves carinadas, pero es considerablemente mayor (10.7 um) en

el caso frlogenéticamente distinto del par ZW de R. americana. Aún en especies muy próximas entre

si, como (i. domestic-us y (Í colurm'x (familia Phasianidae) la extensión del segmento recombinante es

muy diferente, ya que en la última especie sólo mide 0.14um, menos de la mitad que en G. domesticas.

Esta variación de la longitud de la zona recombinante en las aves carinadas es una medida de la

variabilidad de dicha región, lo que permite sugerir su falta de conservación en los distintos taxones.

IV.6.5. Composición del cromosoma W

El cromosoma W de las aves carinadas está formado principalmente, pero no completamente,

por hcterocromatina constitutiva. La composición de dicha hcterocromatina ha sido analizada en tres

especies de Gallifonnes, encontrándose cuatro familias de secuencias repetitivas : Xho l y EcoRl en el

pollo, Pst l en los pavos y Taq l en los faisanes (revisado por Mizuno et al., 1993). Todas estas

familias tienen un patrón de organización similar :a) consisten en secuencias de unos 2] pb repetidas

en tandem ; y b) en la mayoria de estas unidades repetitivas hay segmentos (AM) y (T3.5),que aparecen

altemadamente casi en cada período de la hélice de ADN (Saitoh et al., 1992). Debido a esta última

caracteristica, estas secuencias tienen la particularidad de adoptar configuraciones fuertemente

incurvadas, como es común en las secuencia repetitivas que componen la hcterocromatina. Más allá de

estos caracteres estructurales comunes, la homologia de las secuencias de las diferentes familias es

relativamente baja, por lo cual sólo hibridan de manera cruzada en condiciones de muy baja estrictez.

Esta disparidad en las secuencias repetitivas en especies del mismo orden, y aún de la misma familia

(pollo y faisanes), reflejan la amplia variación de secuencias que no están sujetas a la selección natural

debido a su falta de significado transcripcional.

La secuencia de bases, propiedades de curvatura y localización sobre el W, han sido

caracterizadas en detalle para las secuencias Eco Rl y Xho l de (i. domesticux. Alrededor del 65 % del
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W del pollo está ocupado por estas secuencias, que se ubican en dominios parcialmente superpuestos a

lo largo del cromosoma. Mediante hibridación in situ y fluorescencia (FISH) sobre los cromosomas

mitóticos (Saitoh y Mizuno, l992) y sobre el bivalente ZW en paquitene (Solari y Dresser, 1995), se

estableció que la familia Xhol es pericentromórica, en tanto que la familia EcoRl ocupa la mayor parte

del brazo largo y una parte del brazo corto. La hibridación sobre los pares ZW en paquitene ha

demostrado que el extremo recombinante del par ZW del pollo no contiene repeticiones de Eco RI y

X710l, lo cual está de acuerdo con la comprobación, en general, de la escasez de secuencias repetitivas

en las regiones que muestran recombinación.

Los únicos genes del W aviario han sido aislados de los cromosomas W del pavo y del pollo, y

del paseriforrne l’arus major. El gen DZWMl fue clonado a partir de una genoteca de ADNc de pavo,

se encuentra ligado al W en varias especies de aves pero la naturaleza del gen permanece sin conocerse

(Halverson, 1990 ; Halverson y Dvorak, l993). El segundo gen fue aislado a partir de una genoteca de

ADN genómico de l’. major, y su ligamiento al cromosoma W ha sido verificado en otras l4 especies

de aves carinadas. Este gen ha sido denominado CHD-W (cromodominio-helicasa, ligada al W) por su

relación con un gen similar descripto en el ratón, y de su secuencia de nucleótidos pudo determinarse

que contiene tres dominios : un modificador de la organización de la cromatina, una helicasa-ATPasa y

una región de unión al ADN. Los dos primeros dominios han sido descriptos en genes separados que

regulan funciones opuestas durante el desarrollo en l)r0.v0phila. por lo cual resultaría interesante saber

cómo interactúan dos regiones con efectos antagonistas dentro de un mismo producto génico (Grifliths

etal., ¡996).

IV.6.6. Conservación del cromosoma Z aviario

Aunque la morfología del cromosoma Z aviario es variable, su tamaño relativamente

conservado en diferentes taxones, y, por otra parte, el ligamiento al sexo de factores que controlan las

caracteristicas del plumaje en varias especies distintas han conducido a la hipótesis de la conservación
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del Z como grupo de ligamiento durante la filogenia aviaria (Beeak et al., 1964; Ohno, 1967).

Ademas, en (i. domaslicus, el ligamiento al Z del gen de la enzima de la aconitasa (citoplasmática), ha

sido demostrado mediante cruzamiento entre hembras de gallina de Guinea y machos de G. domesticus

como se explicó en la Introducción, p. l8). Este gen está también probablemente ligado al sexo en un

psitacifonne y dos especies de paseriformes, ya que se ha observado la presencia de isoformas de la

enzima en el macho pero no en la hembra (Baverstoek et al., 1982 ; Lacson y Morizot, ¡988).

Tambien se han localizado dos genes sobre el Z del pollo, mediante hibridación in situ y

fluorescencia : el gen ZOV3, ubicado en el medio del brazo corto y el gen lREBP cerca del bloque de

heterocromatina telomérico del brazo largo (Saitoh et al., 1993). La realización de imprentas de

Southern con ADN genómico de machos y hembras en cinco géneros aviarios distintos muestra que la

señal de hibridación en los machos es aproximadamente el doble de intensa que en las hembras,

apoyando firmemente la hipótesis del ligamiento al sexo de estos genes en todas las especies analizadas

(Saitoh et al, l903).

IV.6.7. Ubicación de los taxones analizados en la filogenia aviaria

Como ocurre con muchas clasificaciones, el ordenamiento taxonómico de las aves es objeto de

numerosas interpretaciones, a menudo contradictorias. A fin de comprender la propuesta de las

transformaciones sucesivas del par ZW que se propone en la siguiente sección es necesario ubicar a las

especies analizadas dentro del árbol filogenético de la clase Aves.

Recientemente se ha presentado un árbol filogenético que representa el momento y el

ordenamiento de divergencia de varios órdenes aviarios, que representa un consenso relativamente

amplio entre los especialistas en el tema (Figura 67). Este árbol establece la divergencia de un número

de órdenes aviarios, desde antes del límite Cretácico-Terciario, comparando las variaciones en las

secuencias de un protooncogen (c-mos) y de una subunidad de ARN mitocondn'al, en 15 órdenes de

aves (Cooper y Penny, 1997). Los autores miden la distancia evolutiva entre los linajes contabilizando
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las diferencias en la secuencia del ADN de dichos genes : a mayor distancia entre dos especies, mayor

tiempo de divergencia evolutiva a partir de un antecesor común. El ordenamiento resultante muestra

que las Ratitae y los Gallifonnes divergen tempranamente del tronco aviario más primitivo, seguidos

de los psitacifomies y otra rama de la que parten numerosos clados diferentes, entre ellos los

Paseriformes (Cooper y Penny, 1997). Dentro de las ratites, el kiwi, el emu y el avestruz forman un

tronco que se separa de las “rheas” antes del límite cretácico terciario (hace más de 65 millones de

años). La condición ancestral de las ratites y la divergencia temprana de los Gallifonnes también han

sido sostenidas en otras filogenias moleculares construidas a partir de datos de hibridación de ADN

(Sibley y Alhquist, 1990). Desafortunadamente, entre los taxones ordenados por Cooper y Penny no se

encuentran representantes de Anserifonnes y Columbifonnes (analizados en el presente trabajo), por lo

cual la posición de dichos taxones debe realizarse de acuerdo con criterios taxonómicos diferentes.

Sibley y Alhquist (l990) sitúan la divergencia de los Anserifonnes muy tempranamente, junto con los

Galliformcs. Las evidencias citotaxonómicas apoyan esta relación, ya que las Gallifonnes más

primitivas (Megapodidae) tienen un cariotipo similar al cariotipo modal de los Anserifonnes, con una

mayoria de macrocromosomas acrocéntricos (Stock y Bunch, 1982 ;Belterman y De Boer, 1984). Sin

embargo, las Gallifonnes más evolucionadas (Numididae y Phasianidae), muestran un cariotipo

diferente en los macrocromosomas derivado del supuesto cariotipo ancestral de los gallifonnes a través

de inversiones y deleciones (Beltennan y De Boer, 1984). Así, mientras las Anserifonnes y

Galliformes más primitivas retienen el cariotipo supuestamente ancestral (semejante al de las Ratitae),

la mayoria de las Gallifonnes muestran un patrón diversificado (Stock y Bunch, 1974 ; Belterman y de

Boer, 1984 ; Ansari et al., l988). Estas variaciones en el cariotipo están relacionadas con las

progresivas variaciones del par ZW según se discute más adelante.

Finalmente, los Columbifonnes (representados en este estudio por C. livia), constituyen un

taxón monofilético, sin relaciones reconocibles entre las aves actuales. De acuerdo a los estudios de

hibridación de ADN el origen de los Columbifonnes es relativamente reciente en la filogenia aviaria,
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Figura 67. Arbol filogene'tico aviario que muestra las relaciones entre 15 órdenes aviarios que tienen

representantes vivientes en la actualidad. Los números corresponden a una o más especies analizadas

dentro de cada orden: l) G. domesticas y 2) N. meleagris (Galliformes); 3) C. casuarius, 4) D.

novachoI/andiac, 5) A. australia; 6) S. camclus y 7) P. pannala (Reifonnes, Ratitae); 8)

Psitaciformes; 9) Pelecanifonnes; 10) Charadriifonnes; ll) Paseriformes; 12) Strigifonnes; 13)

Spheniscifonnes ', 14) y 15) Procelariformes y Gaviifon'nes. Redibujado de Cooper y Penny (1997).
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junto con el de los Paserifonnes (Sibley y Alhquist, 1990).

lV.6.8. Un modelo para la emergencia del par ZW avinrio

En la hipótesis que presenta esta Tesis, el par sexual primitivo de la clase Aves seria

probablemente un par acrocéntrico homomórfico, con un cromosoma W, mayormente homólogo del Z

y activo. Este cromosoma W primitivo debería diferir del Z por la presencia de (al menos) dos genes

relacionados con la determinación del sexo femenino. Estos genes deberían localizarse en un segmento

con baja probabilidad de rccombinación (por ejemplo cerca del centrómero) hasta que se desarrollara

un mecanismo de aislamiento recombinacional efectivo que evitara la ruptura del ligamiento de dichos

genes. El aislamiento permanente estaria proporcionado por un mecanismo de supresión de la

rccombinación a nivel pericentromérico y del brazo corto del preto-cromosoma W. Este mecanismo

podria estar representado por una inversión en esa región cromosómica, o podria consistir en la

actividad de genes “modificadores” de la tasa local de rccombinación. Como consecuencia del

aislamiento recombinacional, este segmento cromosómico se encuentra ahora expuesto al deterioro

mediante el mecanismo del trinquete de Muller, que conduce a la inactividad (y posteriormente a la

formación de heterocromatina constitutiva) del segmento no recombinante o región diferencial del W

(ver Introducción, sección l.8). La manifestación citológica de este estadío de diferenciación del par

ZW se encuentra en los pares casi homomórficos de algunas especies de Ratitae, como el kiwi (A.

austral/x) y el emu (I). novaehollandiae) (Figura 64), lo que concuerda con su ubicación taxonómica

en un cIado divergente del de las reifonnes (Cooper y Penny, 1997). En R. americana la primitividad

de estado de diferenciación del par ZW se manifiesta en la extensa región de homologia donde se

produce libre rccombinación (Figura 56, Sección IV.3.4) y la región diferencial se manifiesta por el

estado heterocromático de la porción pericentromérica del W y su brazo corto (Figura 65). La

diferencia de tamaño más marcada que se observa en l’. pennara puede considerarse un grado más

avanzado de diferenciación, aunque no existen bases taxonómicas para considerar a esta especie como

evolutivamente mas avanzada que Rhca americana. Esta diferencia podria representar simplemente
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una ampliación del tamaño inicial del segmento no recombinante en el W del tronco conducente a la

rhea darwiniana.

Durante la diversificación de la clase Aves habrian surgido nuevos genes involucrados en la

detenninación sexual o la fertilidad, o genes sexualmente antagonistas; y como consecuencia, la

seleccion favoreceria la extensión del aislamiento recombinacional , progresivamente, hasta cubrir casi

toda la extensión del W. Como resultado, la mayor parte del W quedaría expuesto a la inactivación y

la heterocromatinización y la región recombinante quedaría reducida a un segmento terminal de los

gonosomas (Figura 66). Ambas características han sido demostradas en todas las especies de aves

carinadas analizadas en el presente trabajo: la constitución predominantemente C+ del W y la

localización restringida de un único NR Cerca del extremo sináptico (Figuras 65 y 66). Esta

variaciones morfológicas del W son acompañadas también por variaciones der forma del Z que, sin

embargo, mantiene su proporción relativa dentro del genoma. En A. platyrhynchos el Z es acrocentrico

y su patrón de bandas G es similar al de las ratites por lo que puede considerarse al par ZW de esta

especie como un tipo relativamente ancestral entre las carinadas, al igual que el resto del cariotipo de

los Anserifonnes (Ver sección anterior). La morfología submetacéntrica o metacéntrica del Z de

Gallifonnes (N. mclcagris y G. domesticas), puede interpretarse como derivada, ya que ambas

especies pertenecen a familias relativamente modernas dentro de los Gallifonnes. Finalmente, en los

pares ZW más modificados, aparecen como variantes ciertos bloques de heterocromatina teloménca

(G. donlcxlicux, ('. livia); y a esto se le añade la aparición de una constricción secundaria en el

cromosoma Z de 1’.gulrala (Paseriformes).

Aún en los pares ZW más diferenciados, se mantiene un segmento recombinante pequeño,

donde se observa invariablemente un NR. El propósito de la conservación del segmento recombinante

es asegurar la formación de un quiasma, que permita la correcta segregación de los gonosomas durante

la anafase l, y de esta manera asegurar el mantenimiento del sistema cromosómico sexual.

Entre las aves vivientes no se encuentra ya el par completamente homomórfico ancestral, y
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dada la conservación del sistema cromosómico sexual ZW de la clase Aves, podría presumirse que este

sistema ya estaba establecido en el tronco reptiliano que dio origen a las aves. De todas maneras,

pueden encontrarse ejemplos de cromosomas sexuales homomórficos en otros grupos de vertebrados ;

y en algunos de ellos se ha probado la existencia de recombinación restringida, aún cuando se mantiene

una extensa homologia. La existencia de aislamiento recombinacional ha sido verificada en el par XY

de los peces (). lalipcs y L. reliculatus, aún cuando los cromosomas sexuales son indistinguibles

citológicamente y la determinación del sexo heterogamético se realiza por pruebas de reversión sexual

(Yamamoto, l947). En la salamandra Triturus h. hclvcn'cus el par sexual no se distingue

citológicamente, pero el par #4 ha sido identificado como el par XY, por la restricción quiasmática

que muestra este par en la meiosis masculina, y porque en especies relacionadas el par #4 muestra un

heteromorfismo de bandas C en el macho (Schmid et al., l979). Entre los anuros se han descripto

pares sexuales escasamente diferenciados, cuya homología puede ser observada detalladamente por el

patrón de lazos de los cromosomas plumulados. Por ejemplo, en R. rugosa los cromosomas Z y W

difieren para una inversión pericéntrica, pero mantienen la homologia y no recombinan en el segmento

invertido, aún cuando éste es lo suficientemente extenso como para formar un lazo de inversión que

posibilite el intercambio (Miura et al., 1996). Los casos mencionados constituyen la evidencia de la

existencia de un mecanismo de control de la recombinación previo a las transformaciones morfológicas

de los gonosomas, en la evolución de los pares sexuales heteromórficos. Es decir, que la restricción de

la recombinación es un fenómeno extendido en el proceso de diferenciación de los cromosomas

sexuales, y constituye el factor desencadenante de este proceso cuando hay un sistema de

detemiinación sexual que exija la reducción del intercambio en el sexo heterogamético.

IV.7. Comparación de los sistemas cromosómicos sexuales de aves y mamíferos

La existencia de un par ZW altamente diferenciado y que posee una región recombinante en

las aves carinadas, se asemeja a lo observado en el par XY de los mamíferos. Al igual que en las aves,
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la sinapsis parcial del par XY de los mamíferos fue demostrada por la observación de los ejes sexuales

durante el paquitene. La reconstrucción tridimensional de espennatocitos en el ratón (Solari, l970a y

b), el ser humano (Solari y Tres, l970) y el hamster armenio (Solari, 1974), entre otras especies,

demostró la fomiación de un complejo sinaptonémico corto entre el X y el Y ; posteriormente , esta

misma situación se describió en numerosas especies a partir de extendidos de CSs. La existencia de

recombinación recíproca en el par XY ha sido firmemente establecida mediante pruebas genéticas,

citológicas y moleculares en distintas especies de mamíferos euterianos (ver lntroducción).

El presente trabajo ha provisto evidencias sólidas acerca de la existencia de un segmento

recombinante, de longitud variable, en el par sexual aviario, el cual se encuentra aún en los pares

sexuales más diferenciados de las aves carinadas. Es decir, que en el par ZW existe una región de

recombinación, equivalente a la denominada región pseudoautosómica de los mamíferos euterianos

(Burgoyne, 1982). Como ya se explicó, la región recombinante del par ZW heteromórfico de las aves

carinadas tiene una longitud variable, que se evidencia por el rango de localización del NR en cada

especie analizada (Figura 56), lo cual es una indicación de la variabilidad de dicho segmento. En el par

XY de los mamíferos la variación del contenido genético de la región de recombinación ha sido

demostrada entre varias especies, como lemures (prosimios), el ser humano y el ratón (Disteche et al,

1992 ;Todcr et al, 1995; Ellison et al., 1996). Por lo tanto, el segmento recombinante no debe

interpretarse como un segmento remanante del par sexual primitivo.

Aves y mamíferos han desarrollado separadamente sistemas cromosómicos sexuales que se

mantienen conservados en ambas clases. Sin embargo, la amplitud de esta conservación es diferente

dentro de las dos clases de vertebrados : el sistema ZZ/ZW aparece conservado en la filogenia de toda

la clase Aves ; en cambio, entre los mamíferos, los marsupiales no muestran sinapsis en el par XY,

aunque si forman un cuerpo XY y aseguran una segregación regular por un mecanismo particular

(Solari y Bianchi, 1979 ; Sharp, 1982) ; es decir, probablemente en el par XY de los marsupiales no

hay región pseudoautosómica. En la meiosis masculina de los Monotremas (I’lalypus y equidna) se ha
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descripto un sistema gonosómico múltiple que forma un multivalente en cadena (Murtagh, 1977;

Bick, 1990). Aunque la meiosis femenina no ha sido estudiada aún, se ha sugerido que el sistema

cromosómico sexual de los Monotremas podria ser similar al descripto en algunas arañas, que está

basado en la heterocigosis permanente de la traslocación múltiple en uno de los sexos (masculino).

De esta manera, mientras en las aves la presente evidencia muestra un único sistema

cromosómico sexual conservado a lo largo de toda la filogenia, en los mamíferos, el sistema de

cromosomas sexuales no parece haberse mantenido tan invariable. Sin embargo, debido al número

relativamente escaso de especies de aves examinadas citológicamente, no puede descartarse la

existencia de cromosomas sexuales múltiples derivados del sistema ZZ/ZW por traslocaciones de

segmentos autosómicos a los cromosomas sexuales (como ocurre en otras clases de vertebrados y en

numerosos invertebrados). La existencia de bandas eucromáticas en el W de C. Iivia puede

interpretarse como la adición secundaria de cromatina a partir de un par de microcromosomas en el

tronco original de las Columbiformes, ya que este rasgo está presente en otras especies de este orden.

El carácter derivado de los segmentos eucromáticos es una interpretación más probable que la

hipótesis altemativa de una conservación de segmentos del primitivo W, ya que las Columbifonnes

constituyen un grupo relativamente evolucionado dentro de la filogenia aviaria. La ausencia de

lyonización en el Z aviario evita las restricciones que ejerce la inactivación del X sobre los segmentos

traslocados ', en el pollo sólo se han descripto efectos fenotipioos leves de tales translocaciones, tales

como una disminución en la producción de huevos y retraso en la madurez sexual en portadores de

traslocaciones X-autosoma. En cambio, en los mamíferos, las traslocaciones X-autosoma usualmente

causan esterilidad (De Boer, l989).

V1.8. Areas para futuras investigaciones

En todas las filogenias aviarias modernas las especies pertenecientes al orden Tinamifonnes

son incluidas con las Ratitae en un grupo que ha recibido diferentes nombres según el ordenamiento



considerado (Cracraft, l98l ', Sibley y Alhquist, l99l ; Feduccia, 1997). Las tinamiformes

comprenden 42 especies de aves exclusivamente sudamericanas, que formarian un grupo monofilético

junto con las ratites, con las cuales comparten un conjunto de cracteres derivados. Entre estos

caracterse se encuentran : el paladar paleognato, una estructura peculiar de la ranfoteca y una fenestra

ilioisquiática grande (Cracraft, 1981). Las pruebas de hibridación de ADN también indican que las

ratites y las tinamifonnes se encuentran filogenéticamente muy cercanos, y que ambos taxones

constituyen un grupo hermana de todas las demás aves vivientes (Sibley y Ahlquist, 1990).

Desafortunadamente, los estudios cariotipicos publicados sobre tinamiformes se reducen a la

observación del cariotipo de una hembra de Nolhura maculosa y de Cry/¡huellas parvirroxtris, sin

que se hayan realizado bandeos que permitan caracterizar a este grupo desde el punto de vista

citotaxonómico. Por su ubicación entre las aves más primitivas, las tinamifonnes constituyen un grupo

muy interesante hacia el cual dirigir las investigaciones del par ZW avian'o.

Otro grupo importante a ser incluído en los estudios de la meiosis femenina, es el de los

Falconifonnes, especialmente los accipitridos. Este grupo está caracterizado por la reducción del

número de microcromosomas y porque el cromosma Z es uno de los más grandes del cariotipo.

Finalmente, debe subrayarse el retraso en el estudio de los cariotipos aviarios con respecto a

las observaciones Similares en otros vertebrados, hacen de las aves un grupo sumamamente atractivo

para las investigaciones citogenéticas.
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CONCLUSIONES

El presente trabajo de Tesis ha llevado a las conclusiones fomiuladas en los siguientes cinco

puntos :

A. Conservación del sistema cromosómico sexual ZW / ZZ en las aves.

B. Conservación de un patrón básico de conducta meiótica del par ZW aviario.

C. Equiparación de las tasas de recombinación en los dos sexos en las Aves.

D. Descubrimiento y caracterización del cromosoma B en un ave.

E. Propuesta del primer modelo de evolución del par ZW aviario.

A. A partir del análisis citológico y ultraestructural realizado en esta Tesis, y del análisis de la

bibliografia sobre cariologia aviaria, se concluye que el sistema cromosómico sexual se ha conservado

durante la filogenia de la clase Aves ; pudiendo solamente preverse la posible existencia de sistemas

sexuales múltiples, derivados de este sistema fiindamental por la traslocación de segmentos

autosómicos a un gonosoma.

B. Se concluye también la presencia conservada de un patrón de comportamiento de los

cromosomas Z y W en la meiosis aviaria, cuyas características invariables son :

l. Sinapsrs parcial dc los cromosomas Z y W durante la profase meiótica (paquitenc).

2. lgualización de las longitudes axiales de los gonosomas a medida que avanza el paquitene, a

diferencia del par XY de los mamíferos, y de manera análoga a los procesos de “reajuste sináptico" en

bivalcntcs heteromórficos de varios taxones.

3. Ausencia de condensación cromatinica en el Z y el W durante la meiosis ováriva y del par ZZ en la

meiosis testicular, a diferencia del par XY de los mamíferos (evidenciando la ausencia de un gen de

tipo XLvl).

4. Existencia de recombinación obligatoria, aún en los pares ZW altamente diferenciados de las aves

carinadas, a semejanza de la zona recombinante o “pseudoautosómica” del par XY de los mamíferos.
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C. La comparación de la frecuencia y distribución de los nódulos de ecombinación en machos

y hembras de ( '. livia, permite concluir que no hay diferencias en las tasas de recombinación entre

ambos sexos en la mencionada especie. Se propone que esta similaridad en las tasas de recombinación

entre sexos, es característica de la clase Aves. Este rasgo establece una diferencia fundamental entre la

meiosis aviaria y la de los mamíferos, ya que en estos últimos se ha comprobado la existencia tasas de

recombinacion sutancialmente distintas entre sexos.

D. En la presente Tesis se demostró por primera vez la existencia de cromosomas B en las

aves (única clase de vertebrados en la que no se habían descripto cromosomas B). El análisis de

células somaticas y genuinales de ambos sexos en varios indivuduos de P. gunara, reveló la restricción

del cromosoma B a la línea germinal en ambos sexos. Se propone una hipótesis sobre la transmisión

del cromosoma B, que aseguraría su permanencia en una dosis constante en las poblaciones de esta

especie. Ademas, se propuso que el estado de inactividad del cromosoma B en la meiosis masculina, es

una consecuencia del ambiente gonadal.

E. Se concluye que la evolución de los cromosomas Z y W en la clase Aves ha sido

monofile'tica y lineal. En relación con ello se propone un modelo para explicar la transformación del

par ZW, desde un estado inicialmente homomórfico al estado altamente heteromórfico que se observa

en la mayoria de las aves vivientes. Este modelo de evolución del par ZW, es el primero que se

presenta cn Ia literatura para la clase Aves, de manera similar al modelo de evolución del par ZW de

los ofidios propuesto por Ohno tres décadas atrás. El modelo de evolución del par ZW aviario

propuesto en esta Tesis está basado en :

l. El análisis de los cromosomas sexuales en la mitosis, y de su conducta el la meiosis en cinco

especies, pertenecientes a cinco órdenes aviarios, las cuales representan de manera significativa la

filogcnia aviaria. (Esos datos constituyen investigaciones originales presentadas en esta Tesis).

2. Estudios previos del par ZW aviario en la meiosis de otras especies, realizados con la misma

metodologia empleada en esta Tesis.
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3. Los estudios del par ZW en el estadio de cromosomas plumulados.

4. Datos de la literatura recopilados en una amplia revisión bibliográfica sobre las carcteristicas

morfológicas básicas, y las variantes morfológicas de los cromsomas Z y W mitóticos ; dichas

evidencias han sido vinculadas por primera vez a un modelo de la evolución del par ZW aviario.

5. Las teorias generales sobre la evolución de los cromosomas sexuales, elaboradas en el marco de la

genética de poblaciones, y que sirven de base al modelo propuesto.
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Apéndice

Recientemente, Ogawa et al. (1997) han identificado una secuencia no repetitiva en el

cromosoma W del pollo, a partir de una genoteca construida por amplificación de un fragmento de un

único cromosoma W de esa especie. La secuencia, denominada EEO.6, está ampliamente conservada

en varias especies de aves carinadas lo cual la convierte en un recurso muy útil para el sexado. La

secuencia EEO.6 mapea en el brazo largo del W del pollo, es decir, en el brazo opuesto al que lleva la

zona recombinante (según se refirió anteriormente en la Introducción y Discusión). La mencionada

secuencia no es fiincional, puesto que en cada marco de lectura posible hay, al menos, un codón de

paro. En algunas de las especies analizadas también se ha localizado una secuencia relacionada sobre

el cromosoma Z, aunque se desconoce si ésta tiene alguna función génica. Los autores también refieren

la presencia de secuencias relacionadas con EEO.6 en dos especies de ratites (avestruz y emu), pero

todavía no se ha probado su ligamiento a los cromosomas sexuales.
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