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RESUMEN

A partir de un examen global de la bibliografia sobre cariologia aviaria, se seleccionaron 5
especies de la clase Aves, pertenecientes a cinco ordenes aviarios diferentes, incluyendo una especie
del grupo primitivo Ratitae, y cuatro especies del grupo mas evolucionado de las aves carinadas, para
realizar un analisis citolégico y ultraestructural del cariotipo, y en especial de los cromosomas
sexuales Z y W. Se estudio la estructura y comportamiento de los cromosomas, tanto mitdticos como
meidticos. Se describen las caracteristicas morfologicas de los macrocromosomas y las variaciones
especificas de los cromosomas Z y W, en Rhea americana (Reiformes, Ratitae), Anas platyrhynchos
(Anseriformes), Numida meleagris (Galliformes), Columba livia (Columbiformes) y Poephila guttata
(Paseriformes). El cromosoma W esta compuesto predominantemente por heterocromatina C+, con
amplia heterogeneidad de distribucion y morfologia en cada especie de las aves carinadas; en R
americana el W es predominantemente eucromatico, con bandas C+ solo en el centromero y brazo
corto.

La conducta del par ZW en la profase meidtica 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 igualizacion de los ejes, estan presentes en todas las
especies analizadas. Asimismo, en todas las aves del grupo de las carinadas, se observa un unico
nodulo de recombinacion, que tipifica a la zona recombinante. En R. americana, en cambio, existe
libre recombinacion 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 analisis de la frecuencia y distribucion de los nédulos de recombinacion en los complejos
sinaptonémicos de machos y hembras de C. livia, demuestra que existen tasas de recombinacion
similares en ambos sexos en esta especie. Se propone que esta caracteristica puede ser propia de la
clase Aves.

El estudio de las células mitéticas y meidticas de P. guttata permitié descubnir la presencia de
un cromosoma B restringido a la linea germinal. La conducta de este cromosoma B, se analizod
mediante microscopia Optica y electronica en las gonadas masculina y femenina. Se propone una
hipotesis para explicar su mantenimiento, y su transmision de una generacion a la siguiente.

En base a las evidencias aportadas por esta Tesis, y de acuerdo con la interpretacion de los
datos disponibles en la literatura, se propone el primer modelo para la evolucion del par ZW awviario
desde un estado homomorfico inicial hasta el heteromorfismo que se observa en las aves mas

evolucionadas.



ABSTRACT

After an extensive revision of the literature, five species of birds, belonging to five different
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 (Rheiformes, Ratitae), Anas platyrhynchos (Anseriformes),
Numida meleagris (Galliformes), Columba livia (Columbiformes) and Poephila guttata
(Passeriformes). In 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 arm.

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. In R americana, however, there is free recombination along most of the
extension of Zq and Wq. It 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. It is proposed that this feature may be distinctive of the class Aves.

The presence of a B chromosome restricted to the germ 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
I.1. Antecedentes de la observacion de cromosomas sexuales en las aves

Aunque las primeras observaciones del complemento cromosémico de un ave se remontan a
principios del siglo actual (Loyez, 1906), la formula sexual fue un tema controvertido hasta la década
del '60. La existencia de un heterogametismo femenino fue sugerida por el analisis de progenies
(factores ligados al sexo) ; y los primeros trabajos citologicos propusieron una formula sexual en este
sentido (Guyer, 1916). La formula XX (macho)/X0 (hembra) fue la mas aceptada entre las
propuestas, aunque se identifico erroneamente al par #1 como el cromosoma sexual (X) en Gallus
domesticus. En 1938, Miller reviso la literatura sobre cariologia aviaria y le acredité a Susuki (1930)
la primera identificacion correcta del par cromosomico #5 del pollo como el cromosoma Z. Desde
entonces comenzo a utilizarse la denominacion 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 aun se
encontraba instalada la controversia ZZ/Z0 vs. ZZ/ZW (revisado por Bloom, 1974). Recién en 1961,
Frederic presento la primera evidencia citologica sobre la existencia de un cromosoma W en la gallina.
Estos resultados fueron confirmados posteriormente, mediante estudios radioautograficos en
cromosomas de médula 6sea de pollo (Schmid, 1962) , y por la identificacién de un cromosoma sin
homologo en células de hembras del psitaciforme Melopsitacus undulatus (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
cromosomico de determinacion sexual de tipo ZZ(macho)-ZW(hembra) en las aves, y no se han
descnipto otras formulas gonosomicas ni sistemas de cromosomas sexuales multiples.

El estudio del par ZW durante la meiosis se ve dificultado debido a que la profase meictica en
la hembra, a semejanza de lo que ocurre en las hembras de los mamiferos, esta restringida a un periodo
embrionario previo a la eclosion y al desarrollo del adulto. El estudio del ZW aviario debe realizarse,

por lo tanto, a partir del unico ovario funcional (izquierdo) antes de la eclosion o pocos dias después




de la misma. Ademas, como se demostrara a lo largo de esta Tesis, el reconocimiento y analisis del par
ZW (meidtico) es dificil de realizar mediante los métodos citologicos usuales y utilizando microscopia
de luz, debiendo recurrirse al analisis de los ejes meidticos. Por esta razon, la conducta del par sexual
recién fue establecida a fines de la década del 70 mediante la observacion de los ejes meidticos en
ovocitos de pollo en paquitene (Solari, 1977). En éste y otros estudios posteriores se establecio la
existencia de sinapsis parcial y recombinacion en el par ZW de algunas aves carinadas (resefiado en
Solan, 1989), lo que fue confirmado posteriormente en estudios de cromosomas plumulados (Solovei

et al, 1993).

1.2. Consideraciones generales sobre el cariotipo aviario

En contraste con las descripciones relativamente completas sobre su historia natural, los
estudios cariologicos 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 mamiferos. Estas
diferencias pueden atribuirse en parte a la dificultad que impone el gran numero de microcromosomas,
y también a la aparente monotonia del cariotipo aviario que surgio de los primeros estudios. A partir
de la década del ’70 se registra un gran crecimiento de los estudios citogenéticos, que puso en
evidencia vanantes respecto del patron cariotipico usual. En la actualidad 27 de los 28 ordenes de la
clase Aves tienen, al menos, una especie caniotipada (Capanna et al., 1987). Teniendo en cuenta estos
estudios, se pueden establecer ciertas regularidades del cariotipo aviario :
o Numeros cromosomicos elevados : en el 85% de las especies cariotipadas el nimero cromosémico
supera los 70 cromosomas, llegando a un maximo de 126 en Upupa epops (Coraciformes) (Capanna
et al., 1987). Con pocas excepciones, hay un numero elevado de microcromosomas, que representan
alrededor de un 40 % del genoma (Tegelstrom y Ryttman, 1981).

e Patron morfologico casi constante en algunos macrocromosomas : en una muestra de de 112



especies el cromosoma #1 es metacéntrico o casi metacéntrico en el 90% de los casos, y en esa misma
muestra, el cromosoma #3 es acrocéntrico en el 80% (Shoffner, 1974).
e Los microcromosomas son en general, acrocéntricos, como fue inicialmente demostrado mediante
microscopia electronica (Solari, 1977), y confirmado posteriormente.
e El cromosoma Z es, en la mayoria de los casos, el cuarto o quinto en tamaiio, y representa
aproximadamente un 7 % del genoma (lo cual fue establecido primeramente por Begak et al , 1964).
e El cromosoma W esta constituido principalmente por heterocromatina constitutiva, excepto en las
Ratitae (ver Seccion 1.3.1).

La homogeneidad en el cariotipo puede relacionarse con el tamaiio relativamente constante del
genoma aviario : el contenido de ADN promedio es 2.82 + 0.33 pg, con un rango entre 2.0 y 3.8 pg, en
135 especies de 17 ordenes (Tiersch y Wachtel, 1991). Este valor representa, aproximadamente la

mitad del valor promedio de los mamiferos, 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 esta altamente diferenciado: el Z es un
macrocromosoma mediano, el W es mas pequeiio y, en general, su tamaio se aproxima al de los
microcromosomas. En la subclase Ratitae, de aves mas primitivas, los cromosomas Z y W son casi
homomorficos, y solo pueden distinguirse por diferencias de grado variable en su tamafio (Takagi et

al,, 1972 ; De Boer, 1980).

1.3.1. El par ZW en las ratites

Las ratites, incluyen solo diez especies de aves muy primitivas : el nandu comun (Rhea
americana), la rhea darwiniana (Pterocnemia pennata), el avestruz ( Struthio camelus), tres especies
de kiwi (Aprerix), tres especies de casuario (Casuarius) y el emu (Dromaius novaehollandiae).

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



conservado en todas ellas, y los cromosomas Z y W son acrocéntricos y muy similares en tamario
(Takagi et al. , 1972 ; De Boer, 1980) (Figura 1).

Ansari et al. (1988), estudiaron en detalle el patron de bandas G y de replicacion de los pares
ZW de las dos especies de fiandu 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 region
distal del brazo largo del Z (Figura 1). Los mismos autores describen al cromosoma W como
eucromatico y de replicacion sincronica con el Z y los macroautosomas. Todas estas caracteristicas

senalan el estado primitivo de diferenciacion del par sexual en este grupo.

1.3.2. El par ZW en las aves carinadas

El par sexual heteromorfico del resto de las aves (carinadas) contrasta con el homomorfismo
anteriormente descripto para las ratites. Este dimorfismo se mantiene casi siempre, aunque la
morfologia del Z y el W puede variar en diferentes taxones.

En general, el cromosoma Z ocupa el cuarto o quinto lugar por orden de tamafio. Segun
Belterman y de Boer (1984), el tipo primitivo de cromosoma Z habria sido acrocéntrico y del mismo
tamario que el par #4, como se observa en los Anseriformes. Esta hipdtesis esta sustentada por la
similitud del patron de bandas G entre el Z del pato Pekin y el de las ratites (Ansari et al., 1988)
(Figura 1), 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 unicamente
en la familia Megapodidae ; en los demas 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 estain menos claras o no han podido podido
establecerse en otros ordenes, porque se encuentran estudiados de manera incompleta.

Aunque la morfologia del Z varia entre ordenes y dentro de ellos, puede suponerse que el



Rhea americana Anas platyriynchos

Z W Z

Figura 1. Patron de bandas G del par sexual de Rhea americana (Ratitae) y comparacion con el

cromosoma Z del pato Pekin (Anas platyrhynchos) (Datos de Ansari et al., 1988).
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cromosoma Z se ha conservado durante la evolucion de la clase aves (Ohno, 1967). Esta hipdtesis esta
sustentada por la constancia del tamario relativo del Z en distintas especies (Begak et al., 1964), y el
mapeo conservado de genes como ¢l IREBP y el ZOV3 en 6 especies de 5 ordenes diferentes (Saitoh et
al., 1993). Sin embargo, debe hacerse notar que si bien el cromosoma Z aparece conservado entre las
aves, la suposicion de Ohno (1967) de que el Z aviario y el X de mamiferos son homologos, ha
demostrado ser incorrecta (Solari, 1994). Esta diferencia entre el X de los mamiferos y el Z aviario ya
fue sugerida por la observacion de la ausencia de replicacion tardia del Z (Bianchi y Molina, 1964).

El cromosoma W de las carinadas esta constituido casi en su totalidad por heterocromatina
constitutiva y se replica tardiamente durante la fase S (de sintesis de ADN) del ciclo celular (Stephos y
Arrighi, 1971). Sin embargo, se han descripto algunas variantes a este esquema general : en Gyps
Sulvus (Falconiformes) el brazo corto del W es completamente eucromatico ; en el pollo el brazo corto
del W se replica mas tempranamente que el brazo largo (Schmid et al., 1989) ; y el W de Pandion
halietus (Falconiformes) solo tiene una banda C pericentromérica (Kohler et al., 1989).

La heterocromatina del W ha sido caracterizada unicamente en Gallus domesticus. Esta
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 X#ol 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 esta formada
por unidades repetitivas internas de 23 nucledtidos con grupos de (A)s.s y (T)s.s (Kodama et al., 1987).
La familia EcoRI tiene una unidad principal de 1.2 kb, que también contiene unidades repetitivas
internas de unos 21 pb. La altemancia de grupos AT en cada periodo 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 homologia
del 68% y estan restringidas al género Gallus (Tone et al., 1984 ; Saitoh y Mizuno, 1992). Mediante
hibridacion in situ y fluorescencia (FISH) sobre los cromosomas mitéticos (Saitoh y Mizuno, 1992) y

el bivalente ZW en paquitene (Solari y Dresser, 1995) se establecidé 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 morfolégicas 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 varia la proporcion del genoma que representa. Esta
ubicacion se debe a una redistribucion de material genético, desde los macrocromosomas mas grandes
hacia los de menor tamafio, puesto que es caracteristico el escaso numero de microcromosomas,
aunque el numero cromosomico total es relativamente alto (el numero modal para la familia es 2n =
66).

En Tyto alba (Tytonidae, Strigiformes) el cromosoma Z es el mas grande, y probablemente
también lo sea en Phodilus badius, perteneciente a la misma familia (Belterman y De Boer, 1984).
Esta familia posee altos numeros diploides, con gran numero de microcromosomas, por lo que esta
variacion no podria explicarse como en los accipitridos, aunque no hay mediciones cariotipicas que lo
confirmen.

En las Columbiformes Claravis pretiosa 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, Paseriformes) : Melanocoripha bimaculata 'y Calandrella cinerea (Bulatova, 1973).

Por cuanto estas variantes se presentan en taxones que no estan estrechamente relacionados,
no se puede descartar que el nimero de variantes aumente a medida que se amplien los estudios

citogenéticos.

1.4. El estudio de la profase meiética y la recombinacion al microscopio electronico

El estudio de la meiosis al microscopio Optico nos permite caracterizar la homologia



(observando el apareamiento cigoténico), la recombinaciéon (numero y distribucién de quiasmas) y la
segregacion (por el analisis de los productos meiéticos) en un determinado organismo. Sin embargo, no
todos los materiales son igualmente favorables para proveer resultados. Asi, las etapas mas tempranas
de la meiosis son dificiles de visualizar en la mayoria 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 maiz, entre las plantas.

El descubrimiento de los complejos sinaptonémicos (Moses, 1956) y el advenimiento de
técnicas que permiten visualizar los ejes meidticos y sus estructuras asociadas, durante la profase
meiética temprana, permitieron salvar las dificultades mencionadas, por cuanto la conducta de los ejes
meicticos refleja con fidelidad la de los cromosomas correspondientes. Particularmente, en el estudio
de los cromosomas sexuales, ha sido de gran utilidad poder disponer de marcadores morfologicos para

el apareamiento (complejos sinaptonémicos) y la recombinacion (nédulos de recombinacion).

1.4.1. Descripcion de la profase meidtica temprana desde el punto de vista de los ejes meidticos

El apareamiento de los cromosomas homologos durante la profase meictica esta facilitado por
un aparato proteinico que los mantiene yuxtapuestos : el complejo sinaptonémico (Moses, 1956). La
primera manifestacion de su formacion es la aparicion, 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 nucleo, uniéndose a la carioteca mediante placas de adhesion. Los extremos estan
separados entre si, lo que indica que los telomeros homologos no estan sinapsados antes de la
formacion del complejo sinaptonémico (Moses, 1977a). El inicio del cigotene esta marcado por la
aparicion de segmentos apareados de ejes simples, que constituyen el inicio de un complejo
sinaptonémico, como consecuencia del alineamiento de los cromosomas homoélogos. El paquitene
comienza cuando se ha completado el apareamiento de los ejes simples. Cada complejo sinaptonémico

corresponde entonces a un bivalente meidtico, y esta 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 posicién de los
centromeros homologos. En el diplotene los complejos sinaptonémicos se disocian, los elementos
laterales de hacen discontinuos, quedando remanentes axiales y del elemento central, unicamente en las

regiones centromeéricas y quiasmaticas (Solari, 1970a ; Solari, 1981).

1.4.2. El cariotipo de complejos sinaptonémicos

A cada bivalente meiético le corresponde un complejo sinaptonémico, es decir, n = numero de
complejos sinaptonémicos, como fue demostrado por primera vez por Wettstein y Sotelo (1967) a
partir de reconstrucciones tridimensionales de nucleos de espermatocitos de Grillus argentinus. Las
longitudes relativas de los ejes guardan una relacion con las respectivas de los cromosomas mitéticos,
como fue demostrado primero en el par XY del raton (Solari, 1970b), y esto fue 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 razon
fueron rapidamente sustituidas por las preparaciones de microextendidos de células meidticas sobre
una superficie acuosa (Counce y Meyer, 1973). Mediante este procedimiento el complemento de
complejos sinaptonémicos de cada nucleo puede observarse en una preparacion donde esta el nucleo
completo (whole-mount). La técnica original se ha modificado en varias oportunidades (Solari, 1980a)
y actualmente los procedimientos de sedimentacion y secado (Speed, 1982 ; Croft y Jones, 1986) son
ampliamente utilizados, ya que permiten obtener mayor cantidad de material para el analisis.

El procedimiento estandar para la realizacion del cariotipado de complejos sinaptonémicos se
establecio utilizando espermatocitos de hamster chino (Cricetulus griseus) como material experimental
(Moses, 1977b y c; Moses et al, 1977). Esta serie de trabajos establecio la constancia de las

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



ausencia de distorsion fisica debida a la preparacion. Se comprobo, ademas, la proporcionalidad 1 :1
entre las longitudes relativas de cada complejo sinaptonémico y cada par cromosomico del cariotipo
mitético.

El cariotipado de complejos sinaptonémicos a partir de microextendidos se ha realizado sobre
diversos materiales : espermatocitos de insectos (Solari y Counce, 1977 ; Solari y Agopian, 1987), de
mamifero (Solari, 1980a), de pollo (Kaelbling y Fechheimer, 1983) y microesporocitos de plantas
(Sherman y Stack, 1992 ; Jones y d’Azkue, 1993), permitiendo su comparacion con el cariotipo
mitatico y los bivalentes meidticos.

En algunos casos, la relacion entre el carictipo de complejos sinaptonémicos y el cariotipo
somatico se aparta en grado variable de la relacion directa antes mencionada. Una de las razones
propuestas para explicar esta divergencia es la contraccion diferencial de los bivalentes en las zonas de
heterocromatina, de manera que ésta queda subrepresentada en los complejos sinaptonémicos (Moses,
1977b ; Stack, 1984 ; Solari y Agopian, 1987). En los espermatocitos humanos la elongacion de
algunos bivalentes meidticos esta correlacionada con la escasez de material de bandas G (cromémeros)
en los bivalentes paquiténicos (Solari, 1980a).

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 cromosomicos o
mapeo de nodulos de recombinacion, siempre y cuando sean establecidas y comprendidas las
relaciones con el cariotipo mitético y otras fuentes de variabilidad cromosomico (Jones y d’Azkue,

1993).

1.4.3 Los nédulos de recombinacién
Los nodulos de recombinacion fueron descriptos por Carpenter (1975) en ovocitos de
Drosophila melanogaster, como estructuras fuertemente tefiidas, y asociadas al espacio central de los

complejos sinaponémicos. La relacion entre su presencia y los eventos de recombinacion reciproca



esta sostenida por evidencias amplias y variadas :
¢ Los nodulos de recombinacion, al igual que los quiasmas, ocurren en la eucromatina, como esta
demostrado en Drosophila melanogaster (Carpenter, 1979a), Lycopersicon esculentum (Stack y
Anderson, 1986), y Triatoma infestans (Solari y Agopian, 1987).
e Su presencia puede alterarse por mutaciones que afectan el entrecruzamiento, como se demostro en
mutantes de Drosophila melanogaster (Carpenter, 1979b).
e Como los quiasmas, su frecuencia es menor cerca de los centromeros y otros bloques de
heterocromatina. En los extendidos de complejos sinaptonémicos, la ausencia de noddulos de
recombinacion cerca del centromero ha sido sefialada en varias especies : humana (Solari, 1980), Zea
mays (Gillies, 1983), Bombix mori (Holm y Rasmussen, 1980), Gallus domesticus (Rahn y Solan,
1986) y Lycopersicon esculentum (Sherman y Stack, 1995), entre otras.
e Como los quiasmas, muestran interferencia (tema revisado en von Wettstein et al., 1984) : los
nodulos de recombinaciéon no se distribuyen al azar en las zonas de eucromatina, debido a la
interferencia entre eventos de recombinacion adyacentes. Asi, los nédulos pueden estar altamente
localizados, como en So.rdaria macrospora (Zickler, 1977), y Allium fistulosum (Albini y Jones,
1988) ; o pueden distribuirse de manera mas homogénea, pero apartandose sustancialmente de una
distribucion aleatoria, como en Neurospora crassa (Gillies, 1979), el hombre (Solarn, 1980), Gallus
domesticus (Rahn y Solari, 1986), el raton (Glamann, 1986) , y otros.
e En mayoria de los organismos estudiados (mas de 20 especies) las frecuencias de nodulos de
recombinacion y quiasmas son similares (revisado en Stack et al., 1989).

En vista de que el numero y localizacion de nodulos de recombinacion y quiasmas estan bien
correlacionados, puede concluirse que la descripcion de su frecuencia y distribucion equivale a un

mapa fisico de la recombinacion.
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L.5. La meiosis en las aves y su estudio a través de los ejes meiéticos
1.5.1. La meiosis masculina en Gallus domesticus

La meiosis masculina del pollo fue estudiada tempranamente por varios citologos mediante
secciones de tejido gonadal de Gallus domesticus (Hance, 1926 ; Miller, 1938). La calidad de estos
trabajos permitio establecer un numero cercano a 78 para el complemento del pollo, e identificar al
cromosoma Z como el quinto en tamaiio. El uso de soluciones hipoténicas y de extendidos secados al
aire permitio confirmar los datos anteriores y demostrar que no se observa ningun bivalente
heteropicnético, indicando que el par ZZ es eucromatico durante la meiosis (Ohno, 1961 ; Pollock y
Fechheimer, 1978). El namero promedio de quiasmas en los seis primeros bivalentes es 28.1 £ 0.16, y
el numero total de quiasmas esta entre 56 y 66 (Pollock y Fechheimer, 1978).

El cariotipo de complejos sinaptonémicos para los primeros 9 bivalentes del pollo muestra una
muy buena correlacion con el idiograma de los cromosomas mitdticos y los bivalentes meidticos

(Kaelbling y Fechheimer, 1983).

1.5.2. La meiosis femenina y el par ZW
1.5.2.1 Estudios histologicos de la ovogénesis aviaria

La ovogenesis del pollo fue estudiada por D’Hollander (1904) mediante secciones de la
gonada funcional (izquierda). Este trabajo establecio que el proceso de ovogeénesis ya se ha completado
en el momento de la eclosion y que, a semejanza de lo que ocurre en los mamiferos, la produccién de
nuevas células germinales se interrumpe luego del desarrollo embrionario. Los primeros ovocitos en
leptotene se observan alrededor del dia 16 de incubacion, y los ovocitos en paquitene alcanzan un pico
maximo al dia 1 después de la eclosion. Una semana después de la eclosion 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 plumulados a partir de la tercera semana post-eclosion

(D’Hollander, 1904 ; Hughes, 1963).
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L.5.2.2. Microextendidos de ovocitos : sinapsis y recombinacion en el par ZW . Observaciones
previas y su continuidad con este estudio
a) El par ZW en la meiosis de Gallus domesticus

La observacién de microextendidos de ovocitos al microscopio electronico permite seguir la
conducta de los ejes meidticos con gran detalle. Durante el paquitene se observan 38 complejos
sinaptonémicos (CSs) correspondientes a los bivalentes autosomicos y un bivalente asimétrico,
constituido por dos ejes de distinto tamario, pertenecientes al par ZW (Solari, 1977). La cromatina
asociada al par sexual no esta condensada, a diferencia de lo observado en relacion al par sexual de los
mamiferos (tema revisado en Solari, 1974 y 1994). La sinapsis de los ejes del par sexual comienza por
un extremo (extremo sinaptico) y prosigue hasta completar un complejo sinaptonémico con la longitud
aproximada del eje W. La porcion remanente del Z se acorta en un proceso de ajuste sinaptico
(igualizacion), 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 caracteristico (Solari, 1977 ; Solari,1992).

Durante el proceso de igualizacion pueden distinguirse los siguientes tipos de pares ZW, de
acuerdo a las longitudes relativas del segmento libre (asinaptico) del eje Z, y del segmento de complejo
sinaptonémico formado entre el Z y el W (segun Solan, 1992) (Figura 2) :

1. Tipo de segmento asinaptico largo (LAS): la porcion libre del eje Z es mayor que el 50% de la
longitud del complejo sinaptonémico.

2. Tipo de segmento asinaptico medio (MAS) : la longitud del eje no sinapsado del Z esta entre el
10% y el 50% de la longitud del complejos sinaptonémico.

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

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

son : ejes desinapticos, en los que solo queda un segmento pequefio de CS terminal, y los ejes estan
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Figura 2. Cambios morfologicos en los ejes Z y W del pollo (Gallus domesticus) durante la profase
meictica : a) ejes Z y W separados (subtipo temprano) ; b) segmento asinaptico largo ; c) segmento
asinaptico medio ; d) igualizado ; e) desinaptico ; f) separados (subtipo tardio) ; g) ejes diploténicos.
La punta de flecha sefiala el nodulo de recombinacion (Tomado de Solari, 1992).
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cercanos entre si en casi toda su longitud, aunque sin formar un CS ; ejes diploténicos : los ejes son
discontinuos, y tienen segmentos mas gruesos que los de los ejes simples del leptotene y cigotene ; y
ejes separados : pueden ser tempranos o tardios (ver mas adelante).

En la Figura 2 se esquematiza el proceso de igualizacion 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-Igualizados, como
se demostro observando la variacion de sus frecuencias en ovocitos de distintos grupos de edad : entre
1 dia antes de la eclosion y 3 dias post-eclosion (Figura 3). El grupo de ejes separados disminuye hacia
el dia de la eclosion, desaparece el dia +1 y reaparece al dia +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 observacion de un nodulo de recombinacion localizado en el extremo sinaptico del par ZW
del pollo constituyo la primera evidencia de recombinacion en el par sexual de las aves (Rahn y Solar,
1986). El nodulo de recombinacion se encuentra a una distancia promedio de 0.31 um del extremo y
nunca a mas de 0.65 um del mismo, sefialando un evento de recombinacion obligatorio y la existencia
de una region de homologia proxima a los telomeros de ambos gonosomas (Rahn y Solari, 1986).

El estudio de los ejes meidticos en dos traslocaciones que involucran al cromosoma Z, y que
tienen puntos de ruptura en brazos opuestos, permitio identificar los telomeros que inician el
apareamiento y proporcioné evidencia en favor de la existencia de una extensa zona de sinapsis no
homologa entre el Z y el W (Solari et al., 1988). En ambos rearreglos el W se sinapsa unicamente con
uno de los productos de traslocacion, 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, segun se comprobo por la ubicacion
del cinetocoro, es decir, que el apareamiento de los gonosomas es especifico de brazos. La naturaleza
predominantemente heterdloga del apareamiento ZW, como se puede suponer por el predominio de

heterocromatina en el cromosoma W, se refleja en la conducta sinaptica en los ejes traslocados : a
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Frecuencia de los tipos de pares ZW
(antes y después de la eclosion)

Sep. Sep.
16% 7.4% MAS
2.2%
MAS
8%
LAS LAS
76% 70.4%
A: Dia 20 B: Dia 21

LAS e :
55.5% 21%

C: Eclosion + 1 D: Eclosion + 3

Figura 3. Frecuencia de los tipos principales de pares ZW en ovocitos de pollo pertenecientes a cuatro

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

Ig.=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 porcion equivalente de Zp, en las traslocaciones mencionadas la sinapsis esta
restringida, en promedio, al 23.5% del W y al 56% de Zp. Ademas, 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 nédulo de recombinacién, donde la porcion recta de complejo sinaptonémico no se extiende por
mas de 1 um desde los telomeros sinapticos, sefialando lo que constituiria la Unica porcién homéloga

de los gonosomas (Solari, 1994).

b) Sinapsis y recombinacion en el par sexual de otros Galliformes

El estudio de los ejes sexuales se ha realizado también en otros Galliformes : dos especies de
codomices, Coturnix coturnix (Solan, 1992) y Colinus virginianus (Hogan et al., 1992) y en la
gallina de Guinea, Numida meleagris (Solari y Pigozzi, 1993) ; el analisis 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 porcion de CS de posicion terminal en el extremo sinaptico donde se registra la
presencia constante de un NR de localizacion restringida .

Ademas, el brazo del W correspondiente al extremo sinaptico es siempre Wp en Colinus
virginianus (Hogan et al.,1992) y también en Numida meleagris, lo cual apoya la hipétesis de la

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

c) El par ZW en Anas platyrhynchos (Anseriformes)

El orden Anseriformes constituye un grupo filogenéticamente alejado de los Galliformes, y el
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cromosoma Z del pato Pekin (Anas platyrhynchos) es similar al de las Ratitae (Seccion 1.3.1). El
estudio del par ZW a partir de microextendidos de ovocitos en paquitene (Solari y Pigozzi, 1993),
mostro que la secuencia LAS-MAS-Igualizados, esta presente también en esta especie. El eje Z del
pato Pekin mide 18.6 um en los pares LAS, o sea al inicio del paquitene, y disminuye a 14.5 um en el
tipo igualizado. En tanto, hay un cambio inverso en el eje W : su longitud aumenta desde un promedio
de 8.5 pm en el tipo LAS hasta 13.3 um en estadio igualizado (Solari y Pigozzi, 1993). Esta

caracteristica 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 telomero del brazo
largo de ambos gonosomas (facilmente identificables por la posicion de los cinetocoros en el Z
subacrocéntrico y el W acrocéntrico). Cerca del extremo sinaptico se observa un nodulo de
recombinacion a una distancia promedio de 0.69 um del extremo (Solari y Pigozzi, 1993). Esta
localizacion es estadisticamente diferente de la registrada en Gallus domesticus, aunque en el pato
Pekin hay una regiéon de 0.4 um desde el extremo sinaptico, donde no se observan nédulos de
recombinacion, con lo cual la region donde ocurre la recombinacion no seria en realidad mayor (ver

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

1.5.2.3. El par ZW durante el diplotene : los cromosomas plumulados

La existencia de cromosomas plumulados en el pollo ya habia sido sefialada 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 descriptos en reptiles y anfibios, y que corresponden a los
macrocromosomas. Los microcromosomas aparecen como cromosomas plumulados en miniatura,
unidos por un unico quiasma de posicion variable. Finalmente, el par sexual se distingue como un

elemento asimétrico, que aparenta ser un univalente con la organizacién tipica de lazos laterales
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(Solovei et al., 1993). En las 6 especies analizadas por Solovei et al. (1993) (pertenecientes a 3
ordenes distintos), la porcion terminal de este elemento muestra un segmento muy condensado, con
unos pocos lazos laterales pequefios. En este par, el elemento con organizacién plumulada tipica
representa al cromosoma Z, y el cromosoma W es el segmento condensado ; ambos estan unidos por

un quiasma en la region terminal. En la region quiasmatica aparecen unos lazos gigantes que

constituyen una unidad de transcripcion situada exactamente en el extremo de los gonosomas y cuya
significacion se ignora hasta el momento (Solovei et al., 1993). Estos estudios son coincidentes con la
presencia de un nédulo de recombinacion en posicion terminal en los cromosomas sexuales durante el

paquitene, como se explicod en las secciones previas.

L.6. Origen de los cromosomas sexuales heteromorficos

Los organismos con mecanismos genéticos de determinacion sexual a menudo muestran
cromosomas sexuales distinguibles entre si y de los autosomas. El par heteromorfico se encuentra en
uno de los dos sexos (heterogametico), que puede ser el masculino (sistemas XX/XY o XX/X0) o el

femenino (sistemas ZZ/ZW). Este esquema basico se verifica en la mayoria de las especies en los
grupos taxonomicos mas 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 citologicamente, lo que condujo a la hipdtesis de la existencia de cromosomas sexuales
altamente diferenciados por especializacion a partir de un estado homomérfico inicial. El estado
dimorfico se alcanzaria mediante dos fendmenos sucesivos: la supresion de la recombinacién
reciproca entre el X yel Y (0 Z y W), y la pérdida de funcion de la mayoria de los genes ligados al Y
(Bull, 1983 ; Solari, 1994).

A continuacion se consideran las evidencias citologicas y genéticas del proceso de
diferenciacion de los cromosomas sexuales en las distintas clases de vertebrados, y en las secciones

siguientes se describen los modelos tedricos que permitirian explicar el modo en que se alcanza el
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estado diferenciado.

L1.6.1. Caracteristicas generales de los heteromorfismos extremos en los vertebrados

El término heteromorfismo se refiere a la existencia de diferencias morfologicas, 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 contraposicion a las regiones de
homologia, donde puede verificarse recombinacion.
a) Morfologia

En general, el cromosoma X (o el Z) tiene el tamaiio de un autosoma mediano, mientras que el
Y (o el W), es mas pequefio y puede distinguirse por técnicas especiales de bandeo, que ponen en
evidencia su naturaleza heterocromatica. Este rasgo heterocromatico esta presente entre los mamiferos
y las aves (Stephos y Arrighi, 1971 ; Schmid et al., 1989) ; encontrandose también en algunos reptiles
(Mengden, 1981), anfibios (Schmid et al., 1988) y peces (Park y Grimm, 1981). Esta heterocromatina
esta formada por distintas familias de ADN repetitivo, que se han encontrado ocasionalmente en los
autosomas ; esto indicaria un evento de invasion del Y por parte del ADN repetitivo, mas que la
transformacion progresiva del ADN original en heterocromatina (Kunkel y Smith, 1982).

b) Contenido génico

La ausencia de combinaciones gonosomicas como YO o YY entre los organismos con
gonosomas heteromorficos es el reflejo de la escasa actividad génica el cromosoma Y cuando ha
alcanzado un cierto grado de diferenciacion. Otra evidencia mas 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 sélo lleva una docena de genes y
pseudogenes (Wolf et al.,, 1992). Este desbalance de dosis génica, por el cual el sexo heterogamético

resulta casi monosomico para el X (o el Z), es afrontado de manera diferente en los mamiferos
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placentados con respecto a los demas vertebrados. Hasta el momento, solamente se ha descripto la
existencia de compensacion 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, 1992). El mismo mecanismo génico que desencadena la inactivacion del X en las células
somaticas femeninas se pone en marcha en los espermatocitos, donde el cuerpo XY heteropicnético, es
la expresion citologica de este fenomeno (revision en Solari, 1974 y 1994). En las aves, el
heterogametismo femenino no implica compensacion de dosis en el macho. Baverstock et al. (1982)
estudiaron la expresion de distintas variantes alélicas de la enzima aconitasa citoplasmatica (ligada al
Z), en 5 especies de aves de tres ordenes diferentes. En los hibridos entre gallina de Guinea y pollo, los
machos eran heterocigotas para ambos alelos y las hembras eran hemicigdticas (expresaban uno u otro
tipo enzimatico). Ademas, la actividad de la enzima era aproximadamente el doble en el macho que el
la hembra. Por lo tanto las diferencias de expresion, con respecto al sexo heterogamético, de los genes
localizados en el Z no afectarian a las células masculinas en las aves. En los anfibios no hay indicios
de que exista una inactivacion génica que conduzca a una compensacion de dosis, como lo sugiere la
replicacion sincronica del par XY en Gastroteca 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¢) Patron de recombinacion

Los cromosomas sexuales heteromorficos de los vertebrados tienen caracteristicas especiales
de recombinacion en el sexo heterogamético : pueden mostrar restriccion de la recombinacién o un
incremento localizado de la recombinacion (en distintas regiones), o ausencia total de recombinacion.
En las distintas clases de vertebrados se dispone de evidencias citologicas o genéticas al respecto :

e Peces: los estudios de complejos sinaptonémicos demostraron la existencia de sinapsis e
igualizacion en el par XY heteromorfico de la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) (Oliveira et al.,
1995). Esta conducta, similar a la del par ZW de las aves, permitiria suponer la existencia de

homologia parcial y recombinacion restringida, también en este caso.
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e Anfibios : en la salamandra Oedipina uniformis el apareamiento del par sexual esta limitado a a
una region distal de Xp e Yp, y durante el diplotene se observa claramente un quiasma subterminal
(Kezer et al., 1989). El par sexual de Gastroteca walkeri (Anura) forma un bivalente en anillo con un
quiasma en cada brazo, quedando una amplia region intersticial libre de quiasmas ; y en G. riobambae
hay una asociacion extremo a extremo durante la metafase I (Schmid et al., 1988).

e Reptiles : en los reptiles no existen datos acerca de la restriccion de quiasmas en las especies con
cromosomas sexuales bien diferenciados, y la tincion de plata utilizada en los estudios de complejos
sinaptonémicos no permite visualizar nédulos de recombinacion. Sin embargo, en Bothrops 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 (Begak y Begak, 1981) ; y en el saurio Scincella
lateralis el Y se sinapsa completamente con una parte del X (que es mas largo) durante el paquitene
(Hedin et al, 1990).

e Aves : la recombinacion esta muy restringida : solo ocurre en un extremo del par ZW en todas las
aves carinadas estudiadas, de acuerdo con la evidencia de localizacion quiasmatica en los cromosomas
plumulados, y la localizacion del nédulo de recombinacion en los bivalentes en paquitene (Secciones
52y5.3).

e Mamiferos : la evidencia de restriccion de la recombinacion en los mamiferos es muy amplia,
especialmente en los euterianos. El intercambio del par sexual esta restringido a una zona con alta
incidencia de recombinacion en el sexo masculino, denominada region de recombinacién o regién
pseudoautosomica (revision en Solari, 1994). Entre los datos que han permitido determinar vy
caractenizar esta zona se encuentran los siguientes : los estudios de los productos de la recombinacién
en la metafase I de ratones XYsxr (Evans et al.,, 1982) y los estudios de progenie correspondientes
(Cattanach et al,, 1982); la sinapsis parcial y localizacion de un NR en el par sexual de raton
(Glamann, 1986), varias especies de hamster (Moses, 1977a ; Solari, 1974b) y el ser humano (Solari,

1980a) ; y la presencia de un quiasma, o la asociacion extremo a extremo en esas y otras especies.
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Los estudios moleculares han permitido comprobar la existencia de recombinantes para
secuencias estrictamente homologas 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 raton (Keitges et al., 1985),

y en tres especies de musaraiias arboricolas (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 si 0 no se distinguen morfologicamente. En algunas casos el patron de herencia de
rasgos ligados al sexo, como la coloracion en los peces poecilidos, y la conducta meidtica, como la
restriccion quiasmatica en algunas salamandras, han puesto en evidencia heterologias en gonosomas
completamente homomorficos. 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 multiples veces en varios taxones de
vertebrados, y en forma independiente unas de otras.
e Reptiles : en el lagarto Cnemidophorus tigris (Teiidae), el X y el Y son casi idénticos en tamaiio,
pero difieren ligeramente por la posicion del centromero y por la presencia de una banda C+
pericentromérica 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 recombinacion esta inhibida en esta region (Bull,
1978).
¢ Anfibios : en las salamandras Triturus a. alpestris y T. v. vulgaris, el X y el Y difieren solo por la
presencia de una banda C terminal en el Y. En la metafase I de 7. v. vuigaris 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. helveticus, en tanto, no hay heteromorfismo de banda C, pero durante la diacinesis el
par #5 (que muy probablemente corresponda al par sexual) muestra restriccion quiasmatica en el

brazo largo (Schmid et al., 1979). En otro urodelo, Hydromantes italicus, los cromosomas X e Y
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difieren por una inversion pericéntrica : el cromosoma X es subtelocéntrico y el Y es submetacéntirco.
Durante la meiosis los quiasmas estan restringidos al brazo largo (Nardi et al., 1986).

e Peces: la existencia de recombinacion retringida en los peces con cromosomas sexuales
homomorficos provienen del estudio de 1a herencia de factores para el color ligados al sexo en Oryzias
latipes y Lebistes reticulatus (revisado en Bull, 1983). En estas especies el cromosoma Y lleva el alelo
dominante para la coloracion y esta condicion raramente varia, indicando una restriccion de la
recombinacion en el sexo heterogameético. La viabilidad del genotipo YY (macho) en O. latipes
(Yamamoto, 1963), verifica el estado pnmitivo de diferenciacion en el contenido génico de los
cromosomas sexuales, y la existencia de restriccion de recombinacion previa a la diferenciacion

morfologica.

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

La secuencia de diferenciacion mas completa de los cromosomas sexuales ha sido descripta en
los ofidios por Begak et al., 1964 ; Ohno, 1967 ; y Olmo, 1986, entre otros. Dentro de este taxon se
reconocen tres infraordenes (o superfamilias) : Henophidia (boidos primitivos), Scolecophidia (también
considerados primitivos) y el mas evolucionado, Cenophidia.

Las serpientes primitivas de los dos primeros infradrdenes tienen cromosomas homomorficos,
con una excepcion, Acrantophis dumereli, un boido en el que los cromosomas Z y W difieren por una
inversion pericéntrica (Mengden y Stock, 1980). En las serpientes mas evolucionadas
(Colubridae,Viperidae y Elapidae), hay 124 especies que muestran cromosomas sexuales
diferenciados, todas con heterogametismo femenino.

La posible diferenciacion de los cromosomas sexuales en los ofidios ha sido descripta por
Begak et al. (1964) y por Ohno (1967). En todas las especies de este taxon el par sexual es el par #4,
por lo que se presume que el tipo primitivo de par ZW habria sido un par #4, con centrémero mediano,

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

Un paso inicial en la diferenciaciéon 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 homdlogos ,
de igual tamafio, difieren en la posicion del centromero. Mientras que el cromosoma Z retiene la
morfologia metacéntrica “primitiva”, el W es submetacéntrico (o subacrocéntrico). Este cambio se
atribuye a una inversion pericéntrica en el cromosoma W.

Esta inversion contribuiria a aislar una region del cromosoma W de la recombinacion con la
region homologa del cromosoma Z, puesto que un entrecruzamiento en la region invertida produciria
gametas con deleciones y duplicaciones, con una aptitud disminuida. Por lo tanto una inversion
favoreceria el proceso de diferenciacion del W.

Un segundo paso en el proceso de diferenciacion 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 pequefio, acrocéntrico y heterocromatico. Para alcanzar
esta morfologia debieron ocurrir dos eventos: un enriquecimiento en heterocromatina y una
disminucion en tamaiio. Si bien ambos fendmenos pueden estar relacionados, Ohno sugirié que la
adquisicion de heterocromatina es el resultado de un “deterioro génico”, que a su vez se debe al
aislamiento de la recombinacion, mientras que el acortameinto se deberia a un entrecruzamieinto
accidental entre el Z metacéntrico y el W invertido. Sin embargo, no hay evidencias de que éste sea el

mecanismo de disminucion de tamario del W.

L.8. La diferenciacion de los cromosomas sexuales : modelos tedricos

Como se explico en las secciones anteriores, los cromosomas sexuales carecen de
recombinacion a nivel de la region diferencial en el sexo heterogamético. Una de las primeras hipétesis
para explicar la diferenciacion 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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alelico relacionado al sexo, pero que la recombinacién entre los cromosomas sexuales estaba total o
parcialmente ausente. La region sin recombinacion en el Y se veria en permanente estado de
heterocigosis, y tenderia 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 numero de mutaciones que escaparan a la
eliminacion por seleccion, y luego de un periodo evolutivo lo suficientemente largo, se habria fijado un
cromosoma Y constituido mayormente por loci ocupados por alelos no funcionales. Este modelo
recibio numerosas criticas, 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 mas alta que en
el X o los autosomas. Por lo tanto, seria probable que mutaciones medianamente deletéreas entraran en
homocigosis y fueran eliminadas por seleccion (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 disefiado por Muller (1964)
para explicar la evolucion de la recombinacion genética. La idea original de Muller explicaba que el
mecanismo de fijacion de mutaciones ventajosas actuaria con mayor celeridad en una poblacion con
reproduccion sexual que en una poblacion en que no hubiera recombinacion. Adicionalmente, el mismo
autor sefialo un fenomeno que causaria la acumulacion de mutaciones desventajosas en una poblacion
sin recombinacion. Este ultimo mecanismo fue descripto por Felsenstein (1974) quien le dio el nombre
de trinquete de Muller (Muller’s ratchet), y fue desarrollado matematicamente por Haigh (1978).

Muller (1964) establecio que en una poblacion finita con reproduccion asexual, cada individuo
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hereda la carga completa de mutaciones (moderadamente) deletéreas presente en su progenitor,
siempre que no exista retromutacion o ésta sea insignificante (como usualmente lo es). Por efecto
moderadamente deletéreo se entiende que el coeficiente de seleccion es relativamente pequeiio (s< 0.1).

Si consideramos que las mutaciones ejercen un efecto negativo creciente sobre la aptitud
individual a medida que se acumulan, en una poblacion en equilibrio, la entrada de nuevas mutaciones
deletéreas esta balanceada por la eliminacion selectiva de los portadores, por lo que se espera que la
distribucion de clases (clones) con 0, 1, 2..., etc. mutaciones permanezca constante. Sin embargo, en
presencia de deriva genética, en una poblacion relativamente grande pero finita, habra un riesgo
relativamente alto de que la clase con el numero minimo (m) de mutaciones (clase “‘6ptima’) muera o
no se reproduzca. Este riesgo aumenta si la clase optima esta formada por un numero bajo de
individuos. Como en la poblacion no hay recombinacion, esta clase no puede volver a generarse, por lo
tanto la nueva clase optima sera aquella con (m+1) mutaciones, y el trinquete habra avanzado un
punto, irreversiblemente. Este proceso continua eliminando la clase con menor cantidad de mutaciones,
y por lo tanto incrementando la carga promedio de las mismas dentro de la poblacion. El
funcionamiento del trinquete depende del tamaiio de la clase optima (n,) : segun Maynard Smith
(1978) si ny 2 1000 el trinquete no funciona, si ny = 100 se movera lentamente, y si 79 = 10 se movera
con bastante rapidez. La tasa de movimiento puede ser simulada en computadoras, para determinados
valores de U (tasa de mutacion por genoma), y de s (coeficiente de seleccion) ; y siempre que el
tamaiio de la poblacion, y por extension el tamaifio de 7, no sea muy grande.

En la aplicacion de este mecanismo a la inactivacion del cromosoma Y, Charlesworth presume
que el Y original es completamente activo y homélogo del X, pero no recombina con ¢él, al menos
parcialmente. Asi, los loci contenidos en esta porcion del Y resultan equivalentes a una poblacion con
reproduccion asexual. La poblacion de interés esta constituida por los individuos que llevan el
cromosoma Y (N), o sea, la mitad del tamaiio total de la poblacion ; la tasa de mutacion (U) es la

correspondiente al segmento diferencial del cromosoma Y, y el coeficiente de seleccion (s) es el de las
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mutaciones ligadas al Y (o sea, las que estan en heterocigosis en los individuos XY). Con estos
parametros la ecuacion para la clase 6ptima de los cromosomas Y es
Ny, = Nue™"*

y este nimero deberia ser menor que 1000 para que la clase optima de cromosomas Y se pierda y el
trinquete funcione, esto es, la tasa de mutacion 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 relacion del trinquete de Muller y
la diferenciacion del cromosoma Y provienen de simulaciones en computadoras.

El funcionamiento del trinquete es, por lo tanto, muy sensible a parametros propios de las
poblaciones naturales (U y s). Rice (1987) presenté un modelo sobre el deterioro del contenido génico
del Y que podria actuar simultaneamente con el trinquete de Muller, o aiun funcionar cuando no se

dieran las condiciones para este ultimo.

1.8.2. Modelo del transporte gratuito de genes

Este mecanismo presupone las mismas condiciones que el trinquete para funcionar : una
poblacion finita, en la que la mitad de los individuos llevan el cromosoma Y, U es la tasa de mutacion
por cromosoma Y, y s es la desventaja selectiva de una mutacion expresada en el estado
heterocigético.

En estas condiciones, la aparicion de un alelo favorable sobre el Y ocurriria solamente en baja
proporcion, y raramente coincidiria con la clase 6ptima (con el minimo numero de mutaciones
moderadamente deletéreas). Si este alelo favorable surge dentro de una clase no optima, su frecuencia
se incrementaria rapidamente porque la seleccion sobre los cromosomas Y es equivalente a la seleccion
en una poblacion haploide. De esta manera se favoreceria la fijacion de un tipo particular de
cromosoma Y que, muy probablemente, no sera el de la clase optima. Hay dos consecuencias

asociadas a este proceso : 1) produce un incremento en la frecuencia de cromosomas Y cargados con
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un numero mayor de mutaciones y, 2) provoca la fijacion de un determinado conjunto de mutaciones
dentro de la diversidad presente en la poblacion de cromosomas Y. Este grupo de mutaciones de efecto
moderadamente deletéreo ha recibido un impulso (hitch) en su acumulacion como consecuencia del
aumento en la frecuencia y la fijacion del alelo beneficioso. El alelo beneficioso, de cierta manera,
“transporta”consigo las mutaciones deletéreas adyacentes, de donde proviene el nombre de “transporte
gratuito” (hitchhiking) (Rice, 1987).

Como el mismo Rice (1987) destaca, el principal mecanismo de acumulacion de genes
deletéreos sobre el Y es probablemente el trinquete de Muller. E! transporte de genes acelera la tasa de
acumulacion en presencia del trinquete, facilita la fijacion de mutaciones ligadas al Y y, finalmente,
permite explicar el deterioro en los cromosomas Y con segmentos no recombinantes demasiado

pequenos como para que actue el trinquete.

1.9. Origen de los mecanismos de restriccion de la recombinacién

El trinquete de Muller y el transporte de genes propuestos para explicar la inactivacion del
cromosoma Y suponen la ausencia previa de recombinacion, total o parcial, entre los cromosomas
sexuales. La recombinacion 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 fijacion 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 restriccion de la
recombinacion. Experimentaimente, resulta problematico determinar el grado de intercambio en los
cromosomas sexuales homomorficos, puesto que ya de por si es dificil de identificar al par sexual. Las
observaciones en las salamandras del género Triturus (Schmid et al., 1979), apoyan la idea de que la
supresion de la recombinacion puede desarrollarse en ausencia de rearreglos cromosomicos. Aunque la
evidencia experimental es escasa, se reconocen dos situaciones en las que la seleccion promoveria la

restriccion de la recombinacion : 1) La aparicion de genes sexualmente antagonicos sobre los
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cromosomas sexuales, y 2) la existencia de mas de un gen determinante de sexo en los gonosomas.

En los modelos teoricos formulados al respecto, los cromosomas sexuales, por definicion,
difieren solamente para un tunico locus determinante del sexo (x , y), donde x e y son alelos diferentes
para la determinacion sexual, que se mantienen en heterocigosis en el sexo heterogamético (XY) y en

homocigosis en el sexo homogamético (XX).

1.9.1. Genes sexualmente antagonistas

Los genes sexualmente antagonistas son aquellos que en su expresion 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 predacién.
Sin embargo, en los machos esta desventaja esta 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 seleccion favoreceria el ligamiento estrecho de los genes para el color al
alelo y, asegurando con ello la transmision a la descendencia masculina.

El estudio formal de la supresion del entrecruzamiento en el par sexual por la incorporacion de
genes antagonistas fue realizado por Rice (1987). El autor considera una poblacién con reproduccion
sexual y heterogametismo masculino, con cromosomas sexuales no diferenciados excepto en el locus
de determinacion del sexo (x, ¥). En un segundo locus (A), inicialmente monomérfico para el alelo A,
con igual influencia en ambos sexos, surge por mutacion otro alelo (A;) que produce un incremento S
en la aptitud de los machos cuando esta en homocigosis y un incremento hS cuando esta en
heterocigosis. En la hembra el alelo A; disminuye la aptitud en una cantidad T (homocigosis) o AT
(heterocigosis). Cuando 7" = 1 (es letal) en las hembras, y el locus considerado es completamente
dominante y esta a una distancia R (en unidades de recombinacion) del locus de determinacion sexual,

la frecuencia en el equilibrio de los cromosomas Y que llevan la combinacion y-A, se calcula segun la
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siguiente ecuacion :

fiy-A;) = 1 - R/ S(1-R)

Es decir, que el alelo A,, 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 sera el ligamiento requerido entre A2 y el
alelo y.

Segun Rice (1987), con una ventaja selectiva de 0.1 a 0.05, una parte significativa del
cromosoma sexual podria incorporar nuevas mutaciones antagonistas dominantes. Si la reduccion de
la recombinacion en la zona adyacente al locus de determinacion del sexo fuera favorecida por la
seleccion natural, esto reduciria la tasa de recombinacion entre este locus y genes mas distantes. Esta
reduccion en la tasa de recombinacion promoveria la acumulacion de genes sexualmente antagonistas
que, a su vez, producirian seleccion hacia una restriccion de recombinacion mayor en una ‘“‘reaccion en
cadena”, que ampliaria esta restriccion al resto de la longitud del par sexual, o hasta que la longitud
que todavia recombina no sea lo suficientemente grande como para generar variacion genética

suficiente para rasgos antagonistas.

1.9.2. Factores multiples de determinacién del sexo

Este modelo fue propuesto por Charlesworth como un primer paso en la evolucién de los
cromosomas sexuales en plantas dioicas. Partiendo de un estado cosexual, la evolucion 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 aparicion de hembras primitivas en una poblacion de
individuos cosexuales seria el aumento del valor de los machos. Sin embargo, si ocurriera una
mutacion hacia el sexo masculino (esterilidad femenina) en una hembra primitiva, provocaria

esterilidad individual, o seria eliminada por seleccion si el alelo mutante fuera transfenido por
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recombinacion a un genoma femenino. Por lo tanto, la mutacion que provoque esterilidad femenina
seria favorecida solo si estuviera estrechamente ligada al locus de masculinidad normal. Una vez que
ambas mutaciones estuvieran presentes en la poblacion, la seleccion favoreceria la restriccion de la
recombinacion entre estos loci. Este modelo implica que el primer paso en la evolucion de los
cromosomas sexuales involucra la restriccion de la recombinacion entre los genes que controlan
funciones sexuales opuestas, mas que una restriccion amplia a lo largo de todo el par sexual.
Adicionalmente, con la diversificacion que se produce en el proceso evolutivo podrian agregarse
nuevos factores involucrados con las funciones sexuales, lo que conduciria a una ampliacion de la

zona de restriccion de la recombinacion.

1.9.3. Genes modificadores de la recombinacion

Otro modelo relacionado con el origen de la reduccion de la recombinacion el el par sexual fue
propuesto por Nei (1969). Este modelo esta 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 recombinacion 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 tnica anula la recombinacion entre A, By M, y que
las frecuencias iniciales de estos genes en la poblacion son igualmente bajas, entonces el genotipo
gameético A-B-M aumenta mucho mas rapido que el genotipo a-b-M, y el reductor de la recombinacion
M permanecera predominantemente ligado a los genes A y B (masculinos) mientras que el alelo
recesivo m permanecera ligado preferencialmente a los alelos a y b. En el caso extremo de que el alelo
M sélo esté desde el inicio ligado a la combinacio A-B, la restriccion de la recombinacion estara
presente exclusivamente en el sexo heterogamético. Nei concluye que siempre que existe restriccion de
la recombinacion en el par sexual hay mas de dos genes determinantes del sexo. Esta observacion

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

1.9.4. Aplicabilidad de los modelos teéricos

Todos los modelos descriptos mas arriba han sido construidos mediante los métodos de la
genetica de poblaciones. Varios de estos modelos han sido repetidamente probados en programas de
computacion, 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, 1991 ;
1994). Mas alla de su plausibilidad, estos mecanismos tedricos no son mutuamente incompatibles sino
que pueden operar simultanea o coordinadamente, por lo cual todos ellos son posibles de ser aplicados

al proceso de diferenciacion de los cromosomas sexuales.
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II. MATERIALES Y METODOS
IL.1. El material de estudio

Para realizar el presente trabajo de Tesis se estudiaron citologicamente 5 especies de la clase
Aves : fandu, Rhea americana (Reiformes) ; pato Pekin, Anas platyrhynchos (Anscriformes) ; gallina
de Guinca, Numida meleagris (Galliformes) ; paloma, Columba livia (Columbiformes) y pinzon cebra
Pocphila (= Taceniopygia) guttata (Paseriformes). Todas las especies estudiadas provenian de
criadcros, cxcepto los ejemplares de R. americana, procedentes de poblaciones naturales de Gral.
Campos, provincia de Entre Rios.

En todos los casos se estudio el cariotipo somatico al microscopio optico y la meiosis femenina
al microscopio electronico, y también con microscopia de luz. Los cromosomas mitdticos se
obtuvieron a partir de cultivo de linfocitos de ejemplares adultos (Seccion 2.1) o mediante cultivos
cortos de médula osea (Scccion 2.2) de los ejemplares utilizados para estudiar la meiosis. El analisis
de la meciosis al microscopio electronico se realizo mediante el procedimiento de extendidos en
superficie (Seccion 3.1) en A. platyrhynchos y N. meleagris , en las otras especies se uso,
principalmente, la técnica de sedimentacion y secado (Seccion 3.2). Las preparaciones obtenidas con
cualquicra de las dos mctodologias pueden colorearse con nitrato de plata, que permite ver los
complcjos sinaptonémicos y los cinetocoros, o con acido fosfotunsgtico, que ademas muestra los
nodulos dc recombinacion.

El inicio de la meiosis en el sexo femenino no es sincronico en todos los ovocitos (Hughes,
1963) por lo cual existe un momento del desarrollo en que se encuentra la frecuencia maxima de
ovocitos cn paquitene. Para estudiar la sinapsis de los ejes y los nodulos de recombinacion es necesario
determinar cste periodo, y esto es especialmente critico cuando se utiliza la técnica de extendidos en
superficic, ya que gran parte del material se pierde al realizar las preparaciones.

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

en cada caso.
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o Rhea americana

Los huevos se retiraron de nidadas naturales una semana antes del dia de la eclosion, y se
mantuvicron a 37°C, con un 80-90 % de humedad. Las micrografias electronicas analizadas
corresponden a 9 hembras entre el dia 7 y el dia 1 antes de la eclosion, encontrandose el pico maximo
de paquitencs cntre los dias 6 y 7 antes de la eclosion. El ovario de una hembra en el dia de la eclosion
se analizo al microscopio optico, en preparaciones coloreadas con Giemsa (Seccion 2.3). Los
especimencs que fueron analizados en profundidad con microscopia electronica y microscopia de luz, y

que sc describen cn csta Tesis, corresponden a un total de mas de 100 embriones analizados a lo largo

de los anos 1993-1996.

o  Anas platyriwynchos

Para encontrar el momento de mayor frecuencia de ovocitos en paquitene se estudiaron 10
hembras cntre 48 horas antes de la eclosion y tres dias después de ella, ubicandose el pico maximo 48

horas antes de la eclosion.

e  Numida meleagriys

Sc estudiaron 10 hembras en el dia de la eclosion que coincide con el pico maximo de
paquitcnes, y el ovario se proceso segun la técnica de extendidos en superficie. Los cromosomas
mitoticos se obtuvieron mediante cultivo de linfocitos de un ejemplar adulto.

o Columba livia

La mciosis femenina en la paloma se analizo en profundidad en dos ejemplares de entre cuatro
y siete dias después de la eclosion, seleccionados entre cuatro ejemplares. En ambos casos se
encontraron numerosos ovocitos en paquitene, acompaiiados de estadios tempranos de la profase
(cigotenes) cn el cjemplar mas joven y de estadios tardios (diplotenes) en el segundo ejemplar. En esta
especic tambicn se estudio la meiosis masculina al microscopio optico (Seccion 2.3) y al microscopio
electronico cn tres ejemplares adultos, a fin de comparar la recombinacién en ambos sexos mediante la

observacion de los nodulos de recombinacion en machos y hembras, y de los quiasmas en el macho.
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o [locphila guttata

La meiosis femenina se estudid en cinco hembras entre los dias 4 y 10 después de la eclosion,
encontrandosc numerosos ovocitos en paquitene en todos los casos. En dos hembras se estudio la
meiosis femenina al microscopio optico. A fin de comparar la conducta de un cromosoma accesorio en
las lincas germinales dc ambos sexos (ver Resultados) se analizo también la meiosis masculina al
microscopio optico y al microscopio electronico en tres ejemplares adultos. La gonada masculina fue

estudiada, ademas, en cortes semifinos con el microscopio optico (Seccion 2.5).

I1.2. Microscopia dptica
Los estudios de microscopio optico estan divididos en : estudio de los cromosomas mitéticos 'y
de la division meiotica femenina (profase [) y masculina (meiosis 1 y II), segun se detallo por especie

en la scccion anterior.

I1.2.1. Cultivo de linfocitos

Se rcalizaron siguiendo la técnica descripta por Belterman y De Boer (1984), con algunas

modificacioncs.

Medio de cultivo

RPMI 1640 5ml

Sucro fetal bovino 1 ml

Fitohemaglutinina M

(Sigma) 0.2 ml (concentracion final = 8 pg/mli)

Solucion hipoténica

Cloruro de potasio 0.075 M

Fijador
Alcohol metilico (3 partes) : acido acético glacial (1 parte). Preparar en el momento y usarlo

frio.

e Entrc | y 2 ml de sangre se extrajeron de la vena del ala utilizando jeringas heparinizadas, estériles.
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La jeringa se dejo en posicion vertical entre 5 y 24 horas y el plasma con los leucocitos fue transferido
al medio de cultivo evitando el paso de los gldbulos rojos.
e El cultivo se realizo a 38-39°C durante 72 horas, en frascos de vidrio de 50 ml de capacidad.
e Dos horas antes del sacrificio del cultivo se adicionaron 0.05 ml de coichicina (Sigma), a una
conccentracion final de 0.01 pg/ml. Los cromosomas aviarios son muy sensibles a la colchicina, y se
contracn facilmente imposibilitando el estudio de los macrocromosomas. Por esta razon las dosis de
colchicina utilizadas son unas 10 veces menores que las recomendadas en los mamiferos.
e El material se transfirio a tubos conicos de centrifuga y se centrifugd a 700 rpm, en una centrifuga
de mcsa (diametro del rotor = 15 cm).
e Luego dec descartar el sobrenadante se adicionaron entre 5 y 7 ml de solucion hipotonica a 37°C,
dejandosc actuar durante 10 minutos.
e Sc repitio la centrifugacion y luego de descartar el sobrenadante, el material se fij6 dejando caer el
fijador gota a gota, mezclando suavemente con una pipeta para evitar que los eritrocitos formen
grumos.
e Decspues de un cambio de fijador las preparaciones se hicieron goteando el material sobre
portaobjctos cnfriados en hielo, y secando al calor del mechero, sin flamear.

Las preparaciones asi obtenidas se colorearon durante 5 minutos con solucion de Giemsa al
3%, (cn 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).

11.2.2. Cultivos cortos de médula dseca

La médula osca se extrajo del fémur o los huesos del ala, inyectando solucion de Hanks con
colchicina (0.01 pg/ml) a través de la cavidad medular. Luego de resuspender el material para
desagregar cl tejido, se incubd a 37°C durante una hora. Los pasos siguientes, desde la hipotonia, se

realizaron como en el cultivo de linfocitos.
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I1.2.3. Bandeo Gy C
Bandas G

Sc rcalizaron sobre cromosomas obtenidos por los procediemiento antes descriptos, dejando
secar las prcparaciones a temperatura ambiente durante al menos dos semanas. Las bandas se
obtuvicron sumergiendo los preparados en una solucion de tripsina (Gibco) al 0.1 % en PBS sin Ca™”

ni Mg'' (pH 7) durante 11 a 15 segundos y coloreando con Giemsa al 3 % en buffer fosfato, pH = 7.

Bandas C

Las bandas C se obtuvieron utilizando el método de Sumner (1972) con algunas
modificacioncs. Las preparaciones de trataron con HCl 0.2 N por 20-30 minutos, y luego con
hidroxido de bario (solucion saturada en agua bidestilada), a 50°C, durante |1 a 2 minutos. Los
portaobjctos se lavaron con un pasaje rapido en HCI 0.2 N, y luego con abundante agua destilada.
Seguidamente sc incubaron durante una hora en SSC 2 x, y lucgo de lavar rapidamente con agua
destilada, se colorcaron con Giemsa al 4 % durante 15 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 contrastc.

11.2.4. Extendidos secados al aire para la observacion de células meioticas (Técnica de Evans)
Las preparaciones de ovario y de testiculo para microscopia optica se realizaron utilizando la

técnica descripta por Evans et al. (1964), para la observacion de espermatocitos de raton. A

continuacion se describe el procedimiento empleado con el testiculo de ave :

e Disccar la gonada removiendo la tunica albuginea y colocar parte de los tubulos seminiferos (entre

0.5 y | cm3) cn una placa de Petri con solucion isotonica (2.2 %) de citrato de sodio a temperatura

ambiente.
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e Cortar los tubulos seminiferos con tijeras finas para liberar las células del epitelio, pipetear
suavemente y dejar sedimentar inclinando la placa. Con una pipcta tomar la suspension celular,
descartando el sedimento que contiene los restos mas grandes de tejido testicular, y transferir a un tubo
conico de centrifuga.

e Centrifugar durantc S minutos a 700 rpm, descartar el sobranadante y agregar 7-10 ml de solucion
hipotonica (citrato de sodio 1 %). Dejar durante 20 minutos a temperatura ambiente (20°C)

e (entrifugar, retirar cl sobrenadante y fijar cuidadosamente con metanol : acido acético glacial (3 :

1), frio, rccién preparado.

11.2.5. Cortes semifinos

Para cortes finos y semifinos (para microscopia electronica y de luz), el material se fijo en
glutaraldchido al 2.5 % (Pelco Scientific) en buffer cacodilato de sodio 0.1 N (pH 7) durante 2 horas,
y lucgo fuc postfijado cn tetroxido de osmio al | % por | hora, lavado, incluido en Maraglas y cortado
en un ultramicrotomo Porter-Blum. Los cortes semifinos (de 0.5 a 1 um de espesor), preparados de
esta mancra, sc colorcan con azul de toluidina al | % alcalino (en carbonato de sodio al 1 %), a 50°C
durante 20 a 30 segundos, se lavan y se examinan con objetivo de inmersion.

Los cortes finos (0.08 a 0.06 pm de espesor) se colorean primero con acetato de uranilo en
solucion saturada en metanol por 5 minutos, se lava con etanol y luego se tificn con citrato de plomo

(técnica de Reynolds).

I1.3. Microscopia electronica
I1.3.1. Técnica de extendidos en superficies liquidas

Esta técnica, desarrollada inicialmente por Counce y Meyer (1973), esta basada en la ruptura
celular mediantc un choque hipotonico sobre la superficie de una solucion salina diluida. Al

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

Solari, 1986).

Portaobjctos con membrana plastica

e Disolver 0.5 gr. de plastico Falcon Optilux en 100 ml de cloroformo puro, al menos durante 12
horas.

e Sumergir portaobjetos limpios, previamente examinados 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.

e Antes de ser utilizados, los portaobjetos deben ser ionizados sometiéndolos a una descarga de 2000
voltios, al vacio (1-2 Torr), durante unos 40 segundos. Este procedimiento es imprescindible para
lograr la cxtension de los nucleos en las técnicas de sedimentacion y sccado.

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 (100 pg/l).

- Solucion hipotonica : NaCl 0.5 % p/v.

- Fijador : paraformaldehido, 4 % a pH 8, ajustado con buffer de borato de sodio. Inmediatamente
antes de usar agregar dodectilsulfato de sodio (concentracion final 0.03 % p/v).

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

Extendidos

e Disecar cl ovario y colocarlo en solucion de Hanks a temperatura ambiente. Bajo lupa eliminar el
tejido graso que lo acompana y cortar el ovario en tres partes.

e Macerar con suavidad una de las partes entre los extremos de dos portaobjetos esmertlados con una
gota dc solucion de Hanks.

e Con la punta de los portaobjetos tocar la superficie de solucion hipotonica colocada en una placa de

teflon con cavidades (Pelco #14501). Previamente limpiar cuidadosamente la superficie acuosa con
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papel para lentes.
e Decjar dispersar aproximadamente un minuto y luego apoyar un portaobjetos con membrana sobre
la superficie que contiene el material.

e Retirar ¢l portaobjctos verticalmente, y colocarlo en un frasco de Coplin con la solucién fijadora

durantc 5 minutos.

e (olocar cl preparado, sin secar, en otro frasco de Coplin con Photoflo durante 1-2 minutos, retirar
y dejar sccar. El detergente es esencial para preservar las estructuras, por su efecto de disminucion de

la tension superficial durante el secado.

Tincion con nitrato de plata (Howell y Black, 1980)

Colocar 2 gotas una solucton de nitrato de plata (al 50 % en agua bidestilada), agregar una
gota de gelatina (gelatina al 2 % = acido formico 1 %), y cubrir con un cubreobjetos. Colocar sobre
una placa térmica a 40°C hasta que la preparacion se vuelva color marron dorado. Quitar el
cubreobjctos sumergiendo la preparacion en agua destilada y lavar cuidadosamente.

Tincion con acido fosfotungstico (PTA) : coloracion de los nodulos de recombinacion

Esta coloracion debe realizarse inmediadamente después del secado para obtener buen
contrastc de los complcjos sinaptonémicos y los nodulos de recombinacion. Solucion de PTA : acido
fosfotunsgtico al 4 % en agua bidestilada, filtrar y guardar en heladera. Antes de usar agregar 3 partes
de alcohol ctilico absoluto a una parte de solucion de PTA. Colorear durante 10 minutos y hacer dos
pasajes dc lavado de 5 minutos en alcohol etilico absoluto.

Transfcrencia del material a las grillas de microscopia electronica

Las preparaciones secas deben examinarse con microscopio de contraste de fase a 400 x para
verificar la calidad dec los extendidos. Para despegar la membrana plastica se raspa el borde del
portaobjetos con una hoja de afeitar, y se apoya un extremo en la superficie de un reciptente lleno con

agua destilada. En las preparaciones recientes la membrana se despega con relativa facilidad y queda
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flotando en el agua. Las grillas (Pelco GC100), se tratan con una solucién adhcsiva (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 dcjar 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 nucleos mas adecuados para el examen al
microscopio electronico pueden entonces seleccionarse al microscopio optico, sefialando su ubicacion
con ayuda de la marca central de las grillas.

Altemativamente, pueden realizarse preparaciones en portaobjetos sin membrana y colorearlas
con nitrato dec plata ; luego se cubren con la membrana plastica como ya se describio. El material
queda cntonces cntre el vidrio y la capa plastica. La recuperacion del material obtenido de esta
manera, se realiza despegando la membrana plastica que se lleva los nicleos celulares depositados
sobre cl vidrio. El proceso se facilita utilizando una solucion de acido fluorhidrico al | % para separar
la membrana, pasando luego al agua para hacerla flotar. El procedimeinto continua con la colocacion

de gnllas, como se describio antes.

11.3.2. Técnica de sedimentacion y secado

Esta técnica consiste en la sedimentacion del material celular sobre portaobjetos cubiertos o no
con membrana plastica, luego del tratamiento del tejido gonadal con un buffer de extraccion (Speed,
1982 ; Croft y Jones, 1986). Las condiciones que se describen a continuacion son las estandar para el
material de ovario de ave, y se aplicaron también a material testicular con algunas modificaciones que
se detallan al final.
Soluciones
- Fijador : paraformaldehido (PFA) 4 % en agua desionizada, a pH 8.5, ajustado con buffer borato +

Triton X-100 (concentracion final 0.13 %)
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- Buffer dc extraccion e hipotonia :

I ml Tns-HCl 600 mM pH 8.2
2ml sacarosa 500 mM pH 8.2
2ml citrato de sodio 170mM  pH 8.2
0238 ml EDTA (acido
ctilendiaminotetraacético) pH 8.2
14,56 ml  agua desionizada
- Sacarosa 100 mM, pH 8.2 ajustado con buffer borato.
Extendidos
e Disccar cl ovario y colocarlo en solucon de Hanks a temperatura ambiente, luego de quitar el tejido
circundante cortarlo en tres partes y pasarlos al buffer de extraccion durante 30 minutos.
e Macerar cada trozo entre dos vidrios esmerilados anadiendo una gota de sacarosa 100 mM, agregar
mas sacarosa hasta que la suspension celular sea apenas opalescente.
e Colocar los portaobjctos ionizados en posicion horizontal en una camara humeda y cubrirlos con
fijador.
e Dcjar cacr 2 o 3 gotas de la suspension que deberan esparcirse inmediatamente e el fijador.
e Dgcjar sccar cn la camara semicerrada durante 2 a 3 horas.
e Una vez sccas las preparaciones se pasan por Photoflo 0.4 %, y pueden colorearse con PTA o
nitrato de plata.
Para la aplicacion de la técnica al material testicular se aumento la concentracion del Triton
X-100 del fijador, a 0.2 %, y las preparaciones se dcjaron secar durante 5-6 horas.

Las grillas se observaron en un microscopio electronico Siemens Elmiskop I, y los nucleos se

fotografiaron con aumentos entre 500 x y 5000 x, utilizando pelicula plana Scientia (Agfa-Gevaert).

I1.4. Mediciones y tratamiento estadistico de los datos

Medicién de los cromosomas mitdticos

Las mcdiciones de los cromosomas mitoticos se rcalizaron sobre fotografias de placas
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metafasicas a una ampliacion final de aproximadamente 3.000 x. Se escogieron placas metafasicas con
cromosomas bien dispersos y en los que se observara la posicion del centromero. Las longitudes
relativas sc calcularon dividiendo la longitud de cada par cromosomico por la longitud total del lote
haploide. Estas mediciones se efectuaron unicamente para los cromosomas #1 a #7 y el par ZW
porque los cromosomas de menor tamariio, en general, no pueden agruparse por pares en las metafases
mitoticas. De esta manera, la division entre macrocromosomas y microcromosomas se establecio, en
este trabajo, a partir de la posibilidad de distinguir a los primeros en pares individuales, en un
ordenamiento por tamaiio decreciente.

Medicion de los ejes meidticos y distribucion de los nodulos de recombinacion

Los ejes meidticos se midieron sobre micrografias con aumentos finales variables entre 6000 y
12000 X, utihzando un curvimetro HCHB o mediante una placa de digitalizacion (Sigma Scan, Jandecl
Sci. Co.). El analisis estadistico de los datos, y los graficos 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 cromosomico por la longitud total del complemento de CSs. Las
longitudes relativas de los ejes Z y W utilizadas para realizar los idiogramas de complejos
sinaptonémicos, fueron las de los ejes separados o de pares ZW en estadio de segmento asinaptico
largo (ver Introduccion seccion 1.5.2), ya que representan las longitudes originales de los cromosomas
meioticos, antcs dc que progrese la igualizacion.

El rccuento y analisis de la distribucion de los NRs en los CSs autosomicos se realizo sobre
micrografias electronicas con aumentos finales entre 6.000 x y 9.000 x coloreadas con PTA. Los
histogramas dec distribucion de los NRs en cada CS se construyeron midiendo la distancia entre cada
NR vy el cinetrocoro del bivalente. Cada histograma representa un bivalente cuya longitud normalizada
se ha dividido en intervalos de | pm para los cuales se registra ¢l nimero de NRs observados en el
total de nucleos analizados. La normalizacién de la longitud promedio de los bivalentes es nccesaria,

porque hay una variacion de la longitud absoluta de los CSs entre los distintos nucleos en paquitene, y
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se calcula multiplicando la longitud relativa promedio de cada bivalente por la longitud absoluta

promcdio (en pum) del complemento de complejos sinaptonémicos.

42



II1. RESULTADOS
1.1, Rhea americana

El analisis citogenctico en esta especie comprendié el estudio del cariotipo somatico y la
meiosis femenina (al microscopio ptico y al microscopio electronico) ; los resultados correspondientes
se trataran cn cl siguiente orden :
a) Analisis dcl cariotipo mitotico : mediciones, identificacion del par sexual, bandeo C.
b) La profasc meidtica al microscopio optico : identificacion y cuantificacion de los distintos
estadios en cl momento de la eclosion.
¢) Analisis de los ovocitos en paquitene al microscopio electronico : cariotipado de complejos
sinaptoncmicos (CSs).
d) Conducta del par ZW durante el paquitene : sinapsis y recombinacion.

e) Distribucion de nodulos de recombinacion.

I11.1.1. El cariotipo somatico
II1.1.1.1. Medicioncs del cariotipo somatico

El analisis de los cromosomas mitoticos se realizo sobre 65 microfotografias de preparaciones
colorcadas con Giemsa (Figura 4). La metodologia de medicion se explica en la seccion I1.4 de
Matcnales y Métodos. En ningin caso se encontro un numero diploide superior a 80, aunque los
recuentos inferiores fueron frecuentes. Estas variaciones son comunes en la determinacion de los
numcros cromosomicos de las aves, lo que exige escoger unicamente placas metafasicas con
cromosomas bien extendidos para asegurar un minimo de superposiciones (que suelcn ocultar a los
microcromosomas). El nimero cromosomico determinado mediante el recuento de cromosomas
mitoticos fue 2n = 80, lo cual se confirmo a partir del estudio de los CSs al microscopio electronico
(ver mas adelante).

La Tabla | resume las medidas obtenidas a partir de 12 microfotografias escogidas por
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Figura 4. Metafase mitotica de Rhea americana. Se sefialan los 6 primeros pares autosomicos 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.
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mostrar ¢l complemento completo y permitir la identificacion del par ZW y la ubicacion de los
centromeros en los macrocromosomas. Las longitudes relativas y los indices centromericos se
calcularon para los pares #1 a #7 y el par ZW; los restantes elementos se consideraron
microcromosomas, porque los homologos no pueden ser identificados de manera inequivoca, ya que
casi todos son acrocéntricos y sus longitudes disminuyen en forma muy gradual. Cerca del 50% del

genoma (48.1%), esta contenido en los pares #8 a #39.

Tabla 1. Longitudes relativas e indices centroméricos de los macroautosomas y el par ZW en las

metafascs somaticas de Rhea americana.

Cromosoma # | 2 3 4 5 6 7 Z w
1r. (%) 137 99 8.5 55 47 3.2 3.0 58 44
DS 096 059 048 042 027 028 027 049 039
1C 038 044  0.05 0 038 0.10 010 016 O0.14

L.r.=longitud rclativa ) ; DS=desviacidn cstandar ;. [C=indicc ccntromérico

El cromosoma Z ticne un tamaiio muy semejante al #4, pero tiene un brazo corto pequefio,
aunque bicn visible, que lo distingue. El cromosoma W es casi una cuarta parte menor que el Z, y
tambien ticnec un brazo corto pequeiio. En ambos cromosomas el brazo corto se colorea mas
debilmente que cl resto, por lo que resulta dificil de apreciar si los cromosomas estan algo contraidos,

de mancra similar a lo que ocurre con el brazo corto del par #3.

I11.1.1.2, Bandeo G
Los cromosomas Z y W muestran el mismo patron de bandas a nivel del brazo largo : en
ambos cromosomas hay una banda tclomérica y otras 4 bandas regularmente espaciadas hasta el

centromero. En el brazo corto del W hay una banda telomérica ausente en el Z (Figura 5).

II1.1.1.3. Bandeco C
El bandco C se realizo en 3 hembras analizandose las microfotografias de unas 40 metafases

(Figura 6). En los macroautosomas la heterocromatina C+ mas notable sc cncuentra a nivel
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Figura 6. Bandeo C en Rhea americana. Los cromosomas sexuales tienen una banda C+ en posicion

centromgcrica, y el brazo corto del W también es heterocromatico. 2600 x.



Figura 7. Idiograma de bandas C en los macrocromosomas de Rhea americana. El bandeo C+ del

brazo corto de! W (punteado) es mas débil que la banda centromérica.
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centromérico, aunque en algunos pares se pueden identificar bandas intersticiales de menor tamaiio. El
par #3 tiene una banda pericentromérica grande en el brazo largo y otra, menor, en el extremo del
brazo corto.

Tanto cl cromosoma Z como el W tienen heterocromatina centromérica C+, y esto se observod
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 Discusion), especialmente

en lo referente a los cromosomas sexuales (Figura 7).

I11.1.2. La profasc meidtica femenina al microscopio Optico

La profase meidtica de los ovocitos de Rhea americana se observo en preparaciones secadas
al airc y colorcadas con Giemsa, obtenidas del ovario de una hembra al término del periodo de
incubacion. De un total de 136 nucleos, un 28.7 % correspondio a los estadios mas tempranos de
leptotene y cigotene, donde se observan filamentos cromatinicos delgados, y sin un obvio
ordenamicnto dentro del nucleo. En el cigotene tardio los microcromosomas se localizan en la periferia
y su grosor es cl doble de los correspondientes a los macrocromosomas, indicando que los homologos
mas pcquefios ya estan apareados. Durante el paquitene, los bivalentes estan mas separados y se
observan cromomeros a lo largo de los filamentos gruesos, aunque no es posible individualizar cada
elemento. Sélo cl 2.2 % de los niicleos observados correspondieron al estadio de diplotene, reconocible
por la formacion de “ojales™ caracteristicos (debido a la separacion de los bivalentes), que permanecen
unidos unicamente a nivel de los quiasmas.

La principal informacion proveniente de estas preparaciones es la homogeneidad del grado de
condensacion de todos los bivalentes, corroborandose la ausencia de heteropicnosis asociada a los

cromosomas sexuales.
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II1.1.3. El cariotipo de complejos sinaptonémicos y su comparacion con el cariotipo mitético

La Figura 8 ejemplifica el complemento de CSs a partir de los cuales se realizaron las
mediciones como se explico en la seccion 11.4 de Materiales y Métodos. Los nucleos en paquitene
muestran 39 CSs autosomicos y el bivalente sexual, lo que confirma el nimero diploide de 80. Los
resultados que se muestran en la Tabla 2 se obtuvieron promediando las mediciones de 41 nucleos

tefildos 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 autosomicos en 41 nucleos de ovocitos en paquitene de Rhca

americana.
SCH# ] 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Lr.(%) 11.6 88 75 53 43 31 2.8 27 25 23
DS 065 045 046 029 020 037 016 012 012 0.07
La. (um) 247 187 159 113 92 67 6.1 5.8 5.2 +.9
DS 319 254 205 137 120 097 076 071 0.66 0.58
1C 038 045 0.04 0 03 014 0.13 0.12 0 0

L.r.=longitud rclativa promedio; l.a.=longitud absoluta; DS=dcsviacién cstandar ;
IC=indicc centromérico.

La longitud promedio total del complemento de CSs en los ovocitos de R. amcericana es 211.2 ym *
26.05, y aproximadamente el 50 % corresponde a los microbivalentes (#11-39).

Las longitudes absolutas de los CSs en distintos nucleos tiene una variacion mayor que la de
las longitudes relativas, que permanecen casi constantes. Esta fluctuacion es un proceso comun
durante el paquitene, y afecta en la misma proporcion a todos los CSs dentro de un mismo nucleo ; por
esta razon las medidas relativas se mantienen.

En la Figura 9 se muestran los idiogramas de los cromosomas mitéticos y de CSs contruidos a
partir de las longitudes relativas y los indices centroméricos respectivos. La prueba de regresion que
compara las longitudes relativas de los primeros 7 macroautosomas y los CSs respectivos muestra la

proporcionalidad | : 1 entre ambos cariotipos. La ecuacion de regresion 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

autosomicos y el par ZW (flecha). 3600 x. Barra = 10 um.
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Comparacion del cariotipo mitético y los complejos sinaptonémicos en Rhea americana
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Figura 9. Comparacion del idiograma de los macrocromosomas mitdticos (CM) vy los complejos
stnaptonémicos (CSs) correspondientes en Rhea americana. Las longitudes relativas estan expresadas

en porcentaje del lote haploide.
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Figura 10. Grafico de regresion que muestra la proporcionalidad | : | de las longitudes relativas de los
cromosomas mitdticos (CM) y los complejos sinaptonémicos (CSs) en Rhea americana. El coeficiente

de regresiones r  0.998 y la ecuacion de la recta de regresion es y = 0.83x + 0.47.
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coeficientc de regresion (r) es 0.998 (Figura 10).

I11.1.4. El bivalente ZW
II1.1.4.1. Morfologia

El par sexual forma un CS asimétrico, con un elemento lateral algo mas largo y otro mas
corto, que corresponden, respectivamente, a los cromosomas Z y W. En este bivalente se observa el
mismo proccso de ajuste de longitudes durante el paquitene (“igualizacion”) descripto en varias
especics de aves carinadas (Introduccion Seccion 5.2). En R. amcericana, como en todas las ratites, la
diferencia de tamaiio entre el Z y el W no es tan pronunciada como en las aves carinadas, y esto
también ocurrc en los ejes meidticos.

La smapsis del par ZW comienza por los extremos del brazo largo de ambos ejes,
identificados por la ubicacion de los cinetocoros, y se extiende en un 85-100 % de la longitud del W.
La porcion 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, ho interviene en la sinapsis. El brazo corto del eje Z permanece libre en toda su longitud,
y tambien esta cngrosado. Los pares ZW con la morfologia recién descripta, ilustrada en la Figura
11a, seran referidos como “‘pares con segmento diferencial libre”, pues la porcion asinaptica del eje Z
es la que no tienc contraparte homologa en el W. En esta etapa, el porcentaje del complemento de CSs
represcntado por cada unode losejes Zy Wes 5.1 £ 0.28 y 4.3 + 0.2, respectivamente, siendo esta
proporcion muy semejante a la proporcion de cada cromosoma en el cariotipo mitotico.

En etapas posteriores de la igualizacion, el segmento asinaptico 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
igualizacion, el CS ticne un aspecto regular en casi toda su extension y los cinetocoros de ambos

gonosomas estan alineados (Figura 11b).

47



Figura 11. El par ZW en Rhea americana.a) Par ZW con segmento diferencial libre : las flechas

pequeiias marcan los segmentos diferenciales de los ejes, no sinapsados. La flecha larga sefiala el
extremo del inicio de la sinapsis. ¢ : cinetocoro del eje Z ; ¢’ : cinetocoro del eje W. 9000 x. b) Par ZW
igualizado : los cinetocoros del eje Z (c) y del eje W (c’) estan alineados. Las puntas de flecha sefialan
los nodulos de recombinacion en el brazo largo. 9000 x. ¢) Par ZW igualizado, con tres nodulos de
recombinacion (puntas de flecha) ; el eje Z da vueltas en el segmento correspondiente al brazo corto.

11000 x. Barras = 1 pum.
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En la Tabla 3 se resumen las variaciones de las longitudes de los ejes sexuales durante el
ajuste sinaptico. 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 scgmento Igualizados  Valor P
Longitud (Z) 18.7 14.07 <0.0001
DS 2.86 1.74
n 16 59
Longitud (W) 14.69 13.36 NS
DS 1.97 1,62
n 16 59
IC (2) 0.159 0.163 NS
DS 0.027 0.027
n 11 14
S. dif. Libre + Igualizados
1IC (W) 0.142
DS 0.026

n . 18

1C= indicc centromérico . Longitudes cn um.

I11.1.4.2. El par ZW y los nédulos de recombinacién en R. americana

En ¢l CS formado entre el Z y el W se observan 1 a 3 nodulos de recombinacion (NRs),
distribuidos en el brazo largo (Figura 11b y c). Las posiciones de los nodulos de recombinacion en
cada par ZW, se establecicron midiendo la distancia desde los telomeros que inician la sinapsis hasta
cada NR, y sc expresan como fracciones de la longitud total del eje W en ese par. En ningun caso se
observaron NRs cn el brazo corto del CS ; el nodulo de recombinacion mas alejado del telomero
sinaptico sc encuentra a 0.8 unidades de la longitud del eje W. Teniendo en cuenta la constancia del
indicc centromérico del W (0.14), el NR mas proximal esta 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 region
proximal de Wq. La Figura 12 muestra la distribucion del total de NRs (n = 134) en los 63 pares ZW
analizados. La distribucion se aparta claramente de una distribucion normal, asemejadose a una
distribucion bimodal, con un pico mas pronunciado hacia el extremo del brazo largo. Esta
acumulacion hacia el telomero se debe a que en los pares ZW con un unico NR (n = 9), éste se ubica
preferencialmente en el tercio distal del brazo largo (distancia promedio al telomero = 0.16 £ 0.09).

En los pares ZW con dos NRs, el nodulo mas cercano al telomero (NR 1) y el nodulo mas
alejado (NR 2), muestran distribuciones distintas (Figura 13), y la prueba estadistica t demuestra que
la diferencia entre sus medias es altamente significativa (p < 0.0001). Las distancias promedio al
telomero del NR | y el NR 2 son 0.16 + 0.08 y 0.52 + 0.11, respectivamente. A fin de evaluar la
influencia de un evento de recombinacion sobre otro evento similar dentro del mismo brazo
cromosomico (es decir, la interferencia), se midieron las distancias de separacion entre NR 1 y NR 2
(en cada par ZW con dos nodulos), y su distribucion se comparé con la distribucion de las distancias
esperadas, suponiendo una localizacion independiente y al azar de cada par de nodulos (Figura 14).
Los parcs de NRs observados se agruparon segun la distancia de separacion, expresada en fraccion de
la longitud total del W. La frecuencia esperada de los pares de NRs dentro de cada intervalo de
distancia, se calculo utilizando la formula 1- (1-d)%, donde d es la distancia maxima entre nodulos en
cada mntervalo (Sherman y Stack, 1995). Las frecuencias esperadas de pares (NR 1;NR 2) dentro de
cada intervalo dc separacion se detallan en la Tabla 4.

El grafico comparativo de las frecuencias de pares de nodulos esperadas y observadas (Figura
14), muestra que el nimero 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 separacion esta en el intervalo 0.25-0.50, las
frecucncias observadas son mayores que las esperadas. Esto puede interpretarse como interferencia
positiva (interferencia quiasmatica usual) en el intervalo 0-0.25, e interferencia negativa

(“facilitacion™) en el intervalo 0.25-0.5.
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Figura 12. Distribucion de los nédulos de recombinacion totales (n = 134) en 63 pares ZW de Rhea
americana. El histograma muestra la distribucion de frecuencias de las distancias entre el telomero del
brazo largo del par ZW y cada nodulo de recombinacion, expresadas en fracciones de la longitud total del
eje W. El cinetocoro del W se encuentra en 0.86 (indice centromérico promedio = 0.14). La flecha senala

la posicion del cinetocoro del W.
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Figura 13. Distribucion de los nodulos de recombinacion en los pares ZW de Rhea americana con dos
nodulos. El grafico muestra el rango de distribucion y la frecuencia del nodulo de recombinacion mas
cercano (NR 1) y el nodulo mas alejado (NR 2) del telomero del brazo largo del par sexual. Las
distancias desde el telomero (Wt) estan expresadas en fracciones de la longitud total del W.
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—— Esperados - +- Observados
Numero de pares

~
, +---—4+_
] 1 1 1 1 | 1 | L W |

0-0.1 0.102 0203 0304 0405 0506 0607 0708 0809

Intervalos de separacion

Figura 14. Distribuciones observada y esperada de los intervalos de separacion entre los nodulos de
recombinacion en 37 pares ZW con dos nodulos en Rhea americana. Los intervalos estan expresados
en fracciones de la longitud total del eje W. La distribucion esperada esta basada en la ubicacion al

azar ¢ independiente de ambos nodulos (ver el texto).
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Tabla 4. Frecuencias esperadas de los intervalos de separacion entre NR 1 y NR 2 en los pares ZW
con dos NRs. Los intervalos estan expresados como fracciones de la longitud del eje W. Frecuencias

esperadas, calculadas segiun F = 1-(1-d)* (Sherman y Stack, 1995).

Intervalo cntre Frecucncia esperada
NR 1 yNR2 dc parcs dc NRs/intcrvalo
0-0.1 0.19
0.1-0.2 0.17
0.2-0.3 0.15
0304 0.13
0.4-0.5 0.11
0.5-0.6 0.09
0.6-0.7 0.07
0.7-0.8 0.05
0.8-0.9 0.03
L0910, R

HII.1.S. Los nédulos de recombinacion en los complejos sinaptonémicos autosomicos de R.
americana

El numero promedio de NRs por ovocito es 57.8 4 5, de los cuales un 50.6 % se encuentran en
los bivalentes #1 a #10. Se analizo la asociacion entre NRs y la longitud de cada CS. La prueba de
regresion muestra que el nimero de NRs esta directamente relacionado con la longitud de los CSs en
los macrobivalentes mas largos, siendo ¢l coeficiente de regresion » = 0.96 (Tabla 5 ; Figura 15). Esta

relacion no sc mantiene en los microbivalentes que, casi siempre, tienen un unico NR.

Tabla 5. Distribucién de los nédulos de recombinacion en los complejos sinaptonémicos #1 a #5 en
Rhea americana, calculada a partir de 16 ovocitos en paquitene.

NRs () 71 60 45 3.1 3 1.8
DS L3 1 0.82 07 053 058

nt-valor promedio . DS=desviacién estandar
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Figura 15. Grafico de correlacion entre la longitud del CS (en um) y el numero de nddulos de
recombinacion. El coeficiente de regresion (r) es 0.96, y la ecuacion de la recta de regresion es y =
0.307x - 0.147. Los numeros sobre la recta de regresion identifican a los primeros seis CSs

autosomicos.

Esta relacion entre longitud de CS y numero de nodulos queda ilustrada por el numero de NRs
en los brazos cromosomicos de distinto tamaiio : por ejemplo, en el CS #1, el brazo corto muestra, en
general, entre | y 3 NRs, mientras que en el brazo largo hay entre 3 y 4 (Figura 16).

La longitud de CS entre dos NRs, considerando todos los bivalentes (también interpretada
como la distancia media de CS correspondiente a un NR), es, en promedio, 3.65 um, y no se observan
diferencias significativas con respecto a esta distancia media constderada en los bivalentes #1-#10
(3.74 pm) y la misma distancia media considerada en los microbivalentes (3.58 um). Sin embargo, los
NRs no estan regularmente espaciados a lo largo de los CSs: su frecuencia es menor cerca del
cinetocoro, y aumenta hacia los telomeros. Esta distribucion puede observarse en los histogramas
construidos para los macrobivalentes #1 a #5, en los que el eje horizontal representa la longitud del

bivalente dividida en segmentos de | um, y el eje vertical representa el numero de NRs (Figura 17).
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Figura 16. Detalle del complejo sinaptonémico del par autosomico #1 de Rhea americana en el que se
observan tres nodulos de recombinacién (puntas de flecha) en el brazo corto y cuatro en el brazo largo.

¢ : cinetocoro. 8000 x. Barra = 1 um.
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Distribucion de los nodulos de recombinacion en los macrobivalentes de Rhea americana
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Figura 17. Histogramas de la distribucion 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 1 pum. La escala del eje vertical representa el numero de nodulos de
recombinacion. El segmento hacia la derecha del cinetocoro (c) corresponde al brazo largo. La
frecuencia de los nodulos de recombinacion es muy baja en la zona centromérica y aumenta cerca de

los telomeros.
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111.2. Anas Platyrhynchos
I111.2.1. El cariotipo mitético de A. platyriynchos

El numero diploide de Anas platyrhynchos es 2n = 80 : los pares #1 y #2 son bibraquiados y
los demas autosomas son telocéntricos (Figura 18). El cromosoma Z es subacrocéntrico y el cuarto en
tamaiio, mientras que el W es acrocéntrico, con un brazo corto que no se manifiesta claramente en
todas las mctafascs, y su tamaino se aproxima al de los microcromosomas. El cromosoma W se
identifico mediante bandeo C, ya que es fuertemente heterocromatico (Figura 19). Es decir que , a
diferencia dc lo observado en Rhea americana, el Z y el W son obviamente desiguales en tamaiio, y el
W es muy rico en heterocromatina constitutiva, aun cuando hay una gran similitud en el patron de

bandas G del cromosoma Z de nandu y el cromosoma Z del pato Pekin (ver Introduccion).

I11.2.2. Los complejos sinaptonémicos y la relacion con el cariotipo mitético

El cariotipo de CSs del pato Pekin se construyo a partir de las mediciones realizadas sobre 10
nucleos scleccionados, obtenidos mediante la técnica de microextendidos en superficie. Al igual que en
Rhea amcericana, se observo una excelente correspondencia entre las longitudes relativas e indices
centromeéricos del cariotipo mitdtico y los complejos sinaptonémicos (Figuras 20 y 21). Para evaluar
cuantitativamente esta similitud se realizo una prueba de regresion utilizando las longitudes relativas
de los 7 primeros elementos mitdticos y sus correspondientes CSs, confirmandose una

proporcionalidad directa entre ambos cariotipos (coeficiente de regresion r = 0.99) (Figura 21).

111.2.3. El par ZW : el proceso de igualizacion y la localizacion del nédulo de recombinacion en
A. platyrhynchos

El analisis del par ZW de A. platyrhynchos al microscopio electronico muestra que la sinapsis
se inicia por el extremo del brazo largo de ambos gonosomas, que puede identificarse por la posicion

de los cinetocoros (Figura 22). Al comienzo del paquitene, cuando los ejes Z y W estan separados o
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Figura 18. Metafase de Anas platyrhynchos (hembra). Se indican los seis primeros pares autosomicos

y el cromosoma Z. La identificacion del W se verifica por bandeo C. 3000 x.
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Figura 19. Bandeo C en Anas platyrhynchos. El cromosoma W es fuertemente heterocromatico, y

también hay un par de microcromosomas C+.
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Comparacion del cariotipo mitético y los complejos sinaptonémicos en Anas platyrhynchos
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Figura 20. Comparacion del idiograma de los macrocromosomas mitéticos (CM) y los complejos
sinaptonemicos (CSs) correspondientes en Anas platyrhynchos. Las longitudes relativas estan

expresadas en porcentaje del lote haploide.
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Figura 21. Grafico de regresion que muestra la proporcionalidad 1 : 1 de las longitudes relativas de los
cromosomas mitéticos (CM) y los complejos sinaptonémicos (CSs) en Anas platyrhynchos. El

coeficiente de regresion es r - 0.99 y la ecuacion de la recta de regresion es y = 1.12x - 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 cje Z (7.3 %) ; estas longitudes relativas se corresponden con las del cariotipo
mitdtico, y sc utilizaron para construir el idiograma de CSs de la Figura 20. La reduccion progresiva
de esta difercncia de longitudes de los ejes luego de la sinapsis da lugar a distintas morfologias del par
ZW, dcpendiendo de la longitud del segmento libre (no sinapsado) del eje Z, como fue descripto
wnicialmente en el pollo (Introduccion, Seccion 5.2). En A. platyrhynchos el proceso de ajuste de
longitudes (igualizacion) se produce por el acortamiento del eje Z, y simultaneamente, por el

alargamicnto del ejc W. La longitud media del eje Z es 18.6 pm, cuando cl segmento no sinapsado de

este cjc cs mayor que ¢l el 50 % de la longitud del CSs formado entre el Z y el W (par ZW de tipo
LAS) ; cn tanto que en los pares ZW igualizados el eje Z tiene una longitud de 14.5 pm. Al mismo
tiempo, el eje W se alarga, y las longitudes promedio van de 8.5 pum, en el tipo LAS, a 13.3 pm en los
pares ZW igualizados. Este proceso hace que las longitudes tengan un amplio rango de variacion
dentro de cada tipo morfologico, aunque las longitudes promedio sean caracteristicas para cada tipo

(Figura 23).
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Distancla al telémero

Figura 24. Distribucion de las distancias entre los telomeros del par ZW y el nodulo de recombinacion

en 20 ovocitos de Anas platyrhynchos. La flecha sefiala la media de la distribucion (0.69 pm).

Como se menciond previamente, los telomeros del brazo largo inician la sinapsis, y cerca del

extrcmo sinaptico se encuentra un NR, de presencia constante (Figura 22). La distancia promedio
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Figura 22. Par ZW de Anas platyrhynchos en estadio de segmento asinaptico largo (LAS). Las flechas
sefialan el segmento diferencial no sinapsado del eje Z. Cerca del extremo del brazo largo se observa
un nodulo de recombinacion (punta de flecha). En el espacio central de los complejos sinaptonémicos

se observa el elemento central. ¢ : cinetocoro del eje Z. 11000 x. Barra = lpm.

53i



Variaciones de longitud
enlosepes Zy W

HM
251
CEpZ
— & Eo W
201
15F L H» i
0r I
5 1 1 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 lineas horizontales en cada barrra marcan la longitud promedio (en pum) de los

ejes y la altura de las barras indica el rango de vanacion de la longitud del eje en cada grupo.
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entre ¢l NR y cl extremo sinaptico es 0.69 um, con un rango de 0.49 um a 1.06 um, quedando una
zona terminal de alrededor de 0.4 um 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.

platyrhynchos estudiados pudo observarse mas de un nodulo de recombinacion a lo largo de todo el

par ZW.



1.3. Numida meleagris
I11.3.1. El cariotipo mitdtico de N. meleagris

El numero diploide de N. melcagris es 2n = 76. Los pares #1, #2 y #4 son submetacéntricos ;
el par /5 cs casi metacéntrico y los restantes autosomas son telocéntricos, registrandose una marcada
diferencia de tamaiio a partir del par #7 (Figura 25). El cromosoma Z es submetacéntrico, es el cuarto
en tamaiio 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).

111.3.2. El cariotipo de complejos sinaptonémicos : comparacion con el cariotipo mitético

Las mediciones de los CSs en 6 nucleos de ovocitos en paquitene permitieron comparar las
longitudes relativas e indices centroméricos de los CSs autosomicos con los cromosomas mitdticos. En
general, se observa una buena correpondencia entre ambos cariotipos, excepto para el par #3
(telocentrico), que aparece subrepresentado en los ejes meidticos, 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 posicion submediana del cinetocoro (Figuras 27 y 28).

Como se explico en la Seccion 11.4 de Materiales y Métodos, las mediciones de los ejes
sexuales (en especial cl eje Z) utilizadas para construir los idiogramas, deben realizarse en estadios
tempranos, cuando no se ha iniciado el proceso de igualizacion y se conserva la proporcionalidad con
los cromosomas sexuales mitédticos. En los nucleos utilizados para obtener las longitudes relativas de
los CSs en N. meleagris, los pares ZW estaban igualizados, o el eje Z se presentaba distorsionado por
estiramiento, impidiendo registrar la proporcion del eje Z con respecto al lote haploide. La longitud

relativa del eje W (2.4 %) es muy similar a la del cromosoma mitético (2.5 %).
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Figura 25. Metafase de Numida meleagris (hembra). Se sefialan los seis primeros pares autosomicos y

el par ZW. 2500 x.
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Figura 26. Bandas C en Numida meleagris. El cromosoma W es un microcromosoma acrocéntrico

fuertemente heterocromatico. 2500 x.
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Comparacion del cariotipo mitdtico y los complejos sinaptonémicos en Numida meleagris
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Figura 27. Comparacion del idiograma de los macrocromosomas mitéticos (CM) y los complejos
sinaptonémicos (CSs) correspondientes en Numida melecagris. Las longitudes relativas estan

expresadas en porcentaje del lote haploide.
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Figura 28. Grafico de regresion que muestra la proporcionalidad 1 : 1 de las longitudes relativas de los
cromosomas mitdticos (CM) y los complejos sinaptonémicos (CSs) en Numida meleeagris. El

coeficiente de regresion es » = 0.95 y la ecuacion de la recta de regresion es y = 1.14x - 2.08.
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Figura 29. Par ZW de Numida meleagris en estadio de segmento asinaptico medio (MAS). Las flechas
sefialan el segmento no sinapsado del eje Z. ¢ : cinetocoro del eje Z. La punta de flecha sefiala en

nodulo de recombinacion cercano al extremo que inicia la sinapsis. 8500 x . Barra = | pm.
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111.3.3. El par ZW de N. meleagris : presencia de un tnico NR cercano al extremo sinaptico

El par ZW de N. meleagris forma un CSs asimétrico, y se verifica el mismo proceso de
igualizacion, encontrandose la secuencia LAS-MAS-Igualizados descripta en otras aves carinadas. El
eje Z muestra el cinetocoro en posicion submediana (indice centromérico 0.41), lo que permitio
identificar al brazo corto como el responsable del inicio de la sinapsis con el brazo corto del W (Figura
29). Como consecuencia de la igualizacion, el indice centromérico del eje Z varia sustancialmente en
los distintos tipos de pares ZW, porque la disminucion 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 solo 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 telomero 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 ningun par ZW se observa mas de un NR (Figura 29). La distribucion del NR se
analizo en 18 pares ZW coloreados con PTA : la distancia promedio al telomero que inicia la sinapsis

es 0.4 um, y la posicion del nodulo varia en un rango de 0.15 pm a 0.66 pm del extremo.
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Figura 30. Distribucién de las distancias entre el nodulo de recombinacion y el telomero sinaptico en

18 pares ZW de Numida meleagris. La flecha sefiala la media de la distribucion (0.4 um).
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La comparacion entre la distribucion de localizaciones del NR en el par ZW de N. meleagris
es significativamente diferente de la distribucion observada en el pato Pekin (Figuras 24 y 30), siendo
la primera de estas distribuciones mas cercana al telomero de iniciacion sinaptica, mientras que la de

Anas platyrhynchos es claramente intersticial.
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HLA4. Columba livia
HL.4.1. El cariotipo mitético y el par ZW

El analisis de los cromosomas mitdticos se realiz a partir de metafases obtenidas a partir de
cultivo de linfocitos y de la médula 6sea de los ejemplares utilizados para los estudios meidticos ; el
numero cromosomico modal es 2n = 80, lo que posteriormente se confirmé en los estudios de CSs. Los
pares #1 a #5 son bibraquiados ; los microcromosomas son telocéntricos y representan un 48.8 % del
genoma (Figura 31). El cromosoma Z es un cromosoma metacéntrico (indice centromérico = 0.47), el
cuarto en orden de tamaiio, y su longitud relativa es el 5.7 % del lote haploide. El cromosoma W de C.
livia también es metacéntrico, es el sexto par en longitud y la relacion de tamaiio entre el Z y el W es
1.5 : 1, es decir que el W es relativamente grande cuando se lo compara con el W de N. meleagris o el
de A. platyrhynchos. Aunque el indice centomérico de ambos cromosomas sexuales esta cercano a 0.5,
el brazo corto del W puede distinguirse casi siempre, mientras que el Z es con mas frecuencia
exactamente metacéntrico. Con bandeo C, el W aparece heterocromatico, aunque no por
completo (Figura 32) : hay una banda C+ centromérica intensamente coloreada, similar pero de un
tamaio significativamente mayor que la de los centromeros autosomicos ; en el brazo corto hay un
bloque hetcrocromatico menos coloreado que el centromérico y una banda eucromatica de posicion
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

terminal mas marcada (Figura 33).

Figura 33. Representacion esquematica del bandeo C del cromosoma W de C. livia. Las zonas en
blanco corresponden a eucromatina ; las zonas sombreadas son heterocromaticas y se colorean con

distinta intensidad. La region centromeérica tiene una banda muy marcada.
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Figura 31. Metafase de Columba livia (hembra). Se indican los cinco primeros pares autosomicos y el
par ZW. 2600 x.

Figura 32. Bandeo C en Columba livia. El cromosoma W tiene una banda centromérica de
heterocromatina muy marcada. El telomero del brazo corto es eucromatico y hay una zona intersticial
eucromatica 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 autosémicos y el par
ZW (flecha). Las flechas pequefias seiialan algunos nédulos de recombinacion y las lineas marcan los

cinetocoros de algunos bivalentes. 3600 x. Barra = 10 ym.

58ii



111.4.2. El par ZW de C. livia durante la meiosis
111.4.2.1. Sinapsis e igualizacion

El analisis ultraestructural de la meiosis femenina en C. livia se realizo sobre una muestra de
mas de 80 micrografias electronicas de ovocitos en paquitene, coloreados con nitrato de plata o PTA
(Figura 34). En los ovocitos en paquitene, el par ZW aparece como el unico bivalente que forma un
CS dec elementos laterales desiguales (Figura35), comprobandose la existencia del mismo proceso de
ajuste de longitudes descripto en otros pares ZW awviarios (ver Introduccion y Secciones 1111, 2 y 3).
La longitud del eje Z disminuye en promedio un 30 %, al tiempo que da vueltas alrededor del eje W,
que permanece lineal, y las porciones no apareadas de los ejes estan engrosadas (Figura 36). La
variacion de longitud del eje Z permite identificar la secuencia de los tipos morfologicos LAS-MAS-
lgualizados (ver definiciones previas), mientras la longitud del eje W no varia 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 tardios.

Tabla 6. Longitudes absolutas (en pum) de los ejes Z y W de (. livia durante el proceso de
igualizacion.

LASMASlgudhdeos Vi

Longitud (Z) 22.8° 18.8 15.7" 0.0001
DS 1.97 1.52 2.10

n 13 9 12

Longitud (W) 14.9 14.6 14.1 NS
DS 1.57 1,17 1.70

n 14 9 12

IC () 0.41 0.41 0.43 NS
DS 0.03 0.04 0.02

n 10 7 10

IC (W) 0.41 0.43 0.42 NS
DS 0.04 0.02 0.03

n 6 6 8

1C = indice centromérico.

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 mitoticos. Esto puede
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Figura 35. Par ZW de la célula de la Figura 32, en estadio de segmento asinaptico medio (MAS). Las
flechas seiialan las regiones diferenciales no apareadas de los ejes Z y W. Las puntas de flecha marcan
los nodulos de recombinacion particulados en los complejos sinaptonémicos autosomicos y en el

extremo sinaptico del par ZW. c y ¢’: cinetocoros del Z y del W. 9000 x. Barra = 1 pum.
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co se observa el unico nédulo de

59ii

Figura 36. Par ZW de Columba livia en estado intermedio entre MAS e igualizado. El eje Z sigue un
recombinacion del par sexual. ¢ y ¢’; cinetocoros del Z y del W. 11000 x. Barra =1 pm.

trayecto sinuoso alrededor del eje W. Cerca del extremo sinapti



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 distorsion no fue
muy pronunciada, puesto que el diametro del eje no esta afectado (es sabido que el diametro se
adelgaza cuando el estiramiento es muy violento). Ademas, 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 mitotico (ver Seccion 4.3), apoyando la idea de que, al menos en el eje Z, la
desviacion 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 mas corto en ambos
gonosomas el que inicia la sinapsis. Este brazo podria corresponder efectivamente al brazo corto del
cromosoma W, que frecuentemente puede identificarse en las metafases mitoticas ; ademas la longitud
del eje W es relativamente constante durante el proceso de igualizacion, y tambien lo es su indice

centromeérico (Tabla 6).

111.4.2.2. El par ZW de C. livia y el nédulo de recombinacién

En los pares ZW teiiidos con PTA, se observa un unico nédulo de recombinacion cerca del
telomero que nicia la sinapsis (Figuras 35 y 36). Los NRs en los ovocitos de (. livia son muy
notables, tanto en el par sexual como en los CSs autosomicos, y tienen una morfologia muy particular
que se describira en la seccion 111.4.4. En el par ZW las distancias entre el NR y el telomero sinaptico
varian entre 0.42 um y 1.17 ym, con una media de 0.82 pm (Figura 37).

Los nodulos de recombinacion en el par ZW de la paloma se distribuyen exclusivamente en
una zona intersticial subterminal, y en ningun caso se observa mas de un NR. La distribucion de los
NRs en una zona intersticial es similar a la observada en el pato Pekin (Figura 24), y en ambas
especics hay una distancia de aproximadamente 0.4 pm entre el extremo distal del segmento que lleva

los NRs y el telomero sinaptico, que esta libre de nodulos.
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Figura 37. Distribucion de las distancias entre el nodulo de recombinacion y el telomero sinaptico en

33 pares ZW de Columba livia. La flecha senala la distancia media al telomero sinaptico (0.82 um).

111.4.3. El cariotipo de complejos sinaptonémicos y el par ZZ en el macho de C. livia

El estudio de meictico en C. l/ivia incluyo también el analisis de la meiosis masculina mediante
microscopia electronica y de luz. En los nucleos de espermatocitos en paquitene examinados al
microscopio electronico (Figura 38), se observan los CSs de los 39 autosomas y el CS del par ZZ ,
este ultimo es el cuarto en longitud (5.9 % del conjunto de CSs), y tiene el cinetocoro en posicion
mediana (1C = 0.49), siendo estos valores muy similares a los registrados en el Z mitético.

La longitud media del conjunto de los CSs autosomicos en los espermatocitos es 248 + 21.2
pum, mientras que en los ovocitos esta longitud es en promedio 227 + 21.8 pm, y esta diferencia es
estadisticamente significativa (P < 0.005), aunque no representaria la existencia de una disparidad real
entre los complementos de CSs sino que podria atribuirse a causas técnicas. En los espermatocitos de
paloma, la cromatina no se dispersa tan facilmente como en los ovocitos, por lo cual fue necesario
aumentar la concentracion del detergente (ver Seccion 11.3.2). Esta variacion puede haber provocado
una elongacion mas pronunciada en los bivalentes de los espermatocitos, afectando en mayor medida a
los CSs mas largos. Esto explicaria que mas del 90 % de la diferencia de longitudes entre los CSs del

macho y de la hembra se concentra en los tres primeros bivalentes. Ademas, esta diferencia no se
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Figura 38. Espermatocito en paquitene de Columba livia. Se observan los 39 bivalentes autosomicos y

el par ZZ (flecha). Tincion : PTA. 3600 x. Barra = 10 um.




Comparacion del cariotipo mitético y los complejos sinaptonémicos en Columba livia
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Figura 39. Comparacion del idiograma de los macrocromosomas mitéticos (CM) y los complejos
sinaptonémicos (CSs) correspondientes en Columba livia. Las longitudes relativas estan expresadas en

porcentaje del lote haploide.
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Figura 40. Grafico de regresion que muestra la proporcionalidad 1 : 1 de las longitudes relativas de los
cromosomas mitdticos (CM) y los complejos sinaptonémicos (CSs) en Columba livia. El coeficiente

de regresion es - 0.99 y la ecuacion de la recta de regresion es y = 1.19x - 0.9.
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traduce en modificaciones de fenomenos biologicos, como la recombinacion, que estan relacionados
con la longitud de los CSs (ver Seccién 4.4).

El cariotipo de complejos sinaptonémicos de C. livia se construyo 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 nucleos
de espermatocitos, por su excelente correspondencia con el Z mitético, como se explico al comienzo de
esta seccion (Figura 39).

Cuando se comparan, mediante una prueba de regresion las longitudes relativas de los 7
primeros autosomas en el cariotipo mitdtico con la longitudes relativas de los CSs correspondientes, se
observa una relacion | :1 entre ambas, siendo en coeficiente de correlacion » = 0.99 (Figura 40), a

semejanza de lo descripto previamente en las otras tres especies de aves en estos Resultados.

HL4.4. La distribucion de los nodulos de recombinacion en machos y hembras de C. livia

Los nodulos de recombinacion 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 diferencia de los nodulos de recombinacion observado en otras aves, que son clipsoides y no
revelan ninguna subestructura, en (. livia cada NR esta constituido por una o mas particulas muy
electrodensas 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 analisis comparativo del numero y
distribucion de los NRs en ambos sexos, a partir de micrografias de ovocitos y espermatocitos teiiidos
con acido fosfotungstico (Figuras 34 y 38). El recuento de nodulos de recombinacion revela que no
existen diferencias significativas en el nimero promedio total de NRs en machos (64.7) y hembras (63)

de C'. livia (P = 0.22) (Tabla 7).
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Tabla 7. Numero de nodulos de recombinacion y longitudes promedio del complemento de complejos
sinaptonémicos en 20 ovocitos y 22 espermatocitos de C. livia.

CSs LonguudtotalNRs totales £ DS Longitud de CS/NR CSs (1-10) NRs (CSs 1-10)

+ DS (um) (um) Longitud £ DS + DS
Hembra 2275218 63.0+49 3.6+0.35 137.5 €129 31.8+43
_Macho 2480£212 647+48 3.8 £0.30 164.2+ 14.7 35.1 £3.7

La distancia media entre NRs en los bivalentes #1 a #10, es 4.4 pm en los ovocitos y 4.7 um
en los espermatocitos, mientras que en los bivalentes #11 a # 39 es de solo 2.9 pm en los ovocitos y
2.8 um en los espermatocitos. Esto significa que, en promedio, se producen mas eventos de
recombinacion en los bivalentes mas cortos, y esto es asi en ambos sexos.

Cuando se grafica el nimero promedio de NRs en los diez primeros CSs contra las longitudes
absolutas promedio de los bivalentes se observa una relacion lineal entre ambos, tanto en la hembra

(Figura 41), como en el macho (Figura 42).
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Figura 41. Relacion entre la longitud promedio de los diez primeros CSs (um) y el nimero promedio
de nodulos de recombinacion en 20 ovocitos de C. livia. La ecuacion de la recta de regresion es y =
0.21x + 0.19, y el coeficiente de regresion » = 0.98. Los numeros sobre la recta de regresion identifican

alos CS 1 al #10.
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Figura 42. Relacion entre la longitud promedio de los diez primeros CSs (um) y el numero promedio
de nodulos de recombinacion en 22 espermatocitos de C. /ivia. La ecuacion de la recta es y = 0.18x +
057, yr=0098.

En los microcromosomas esta relacion cambia: el numero promedio de NRs por
microcromosoma (CSs #11 a # 39) es 1.02 en el macho y 1.07 en la hembra, lo que refleja la presencia
de un solo NR en la mayoria de los microcromosomas, y que solo ocasionalmente se observan dos
NRs cn los microbivalentes mas 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 esta representado por un histograma en el que el eje
horizontal constituye la longitud normalizada del bivalente (ver Seccion 11.4), dividida en segmentos de
| pm desde el cinetocoro hasta los telomeros ; el valor se redondeo al entero mas cercano al llegar al
telomero. En cada histograma se marca la posicion del cinetocoro, de manera que hacia la derecha del
mismo se situa el brazo largo del bivalente. La posicion de cada NR fue definida dentro de los
bivalentes individuales en 20 ovocitos y 22 espermatocitos, y posteriormente se representaron las
frecuencias totales en los histogramas. En ambos sexos se observa un numero relativamente bajo de
NRs cerca de los cinctocoros, en tanto que su frecuencia crece hacia los telomeros. El bivalente ZZ del

macho tiene, en promedio 3.8 NRs, observandose casi siempre dos NRs en cada brazo.

64



Comparacion de la distribucion de nddulos de recombinacion en machos y hembras de Columba livia
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Figura 43 (1* parte). Histogramas de la distribucion de los NRs en machos y hembras de Columba
livia (continua en la pagina siguiente).
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Comparacion de la distribucion de nodulos de recombinacion en machos y hembras de Columba livia
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Figura 43 (2° parte). Histogramas de la distribucion de los NRs en machos y hembras de Columba
livia. El eje horizontal de cada histograma representa la longitud absoluta del bivalente dividida en
segmentos de | um. La escala del eje vertical representa el nimero de nddulos de recombinacion. El
segmento hacia la derecha del cinetocoro (c) corresponde al brazo largo. La frecuencia de los nodulos

de rccombinacion es muy baja en la zona centromerica y aumenta cerca de los telomeros.
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I11.4.5. Relacion entre el nimero de NRs y el nimero de quiasmas en los espermatocitos de C.
livia

Los quiasmas de los diez primeros bivalentes autosomicos se contabilizaron a partir de
microfotografias de 40 espermatocitos en diacinesis - metafase 1 (Figura 44). El numero promedio de
quiasmas en los diez primeros bivalentes es 34.8 + 3.3. Este numero no difiere significativamente del
numero promedio de NRs en los diez primeros CSs (P = 0.65) (Tabla 8).

Tabla 8. Numero promedio de quiasmas observados en 40 espermatocitos en diacinesis, comparado
con cl numero promedio de nodulos de recombinacion en 22 espermatocitos en paquitene de C. livia.

Par# 1.2 .3 4. .5.6..7..8.9.1.2Z
Quiasmas 8.0 64 45 34 30 23 19 19 16 12
DS 12 09 07 07 07 05 07 05 06 04
NRs 77 62 46 37 36 21 21 21 16 15 3.8
DS L1 09 07 06 07 03 05 04 07 05 04

En las metafases 1, la configuracion quiasmatica de los microbivalentes sélo se reconoce en los
de mayor tamaiio, debido a que la mayoria de estos microbivalentes son puntiformes. Sin embargo, de
los recuentos se deduce que todos estan apareados, y considerando la igualdad del nimero de quiasmas
y el numero de NRs en los macrobivalentes, puede generalizarse esta relacion de igualdad a los

microcromosomas, y por lo tanto, habra un quiasma por cada microbivalente.
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Figura 44. Espermatocito de (‘o/lumba livia en diacinesis. Se observan 39 bivalentes autosémicos y el

par ZZ (flecha) que no muestra restriccion quiasmatica. 2500 x.
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IILS. Poephila guttata

HLS.1. Los cromosomas mitéticos de P. guttata

El analisis del cariotipo mitotico de I’. guttata se realizd a partir de metafases obtenidas por
cultivos cortos de médula 6sea, extraida de ejemplares machos y hembras utilizados en los estudios
meioticos (Figura 45 a y b). En los recuentos de estas metafases el numero cromosomico modal fue 2n
= 80, y en ningun caso se encontro un numero superior. El cromosoma Z se identifico por
comparacion de los cariotipos de machos y hembras como el cuarto par, con un indice centromérico
promedio de 0.36, y con una constriccion secundaria en el tercio distal del brazo largo. El bandeo C
pone en evidencia un bloque heterocromatico terminal en el brazo largo del cromosoma Z, y también
en el centromero, mientras que el W aparece como un microcromosoma acrocéntrico, muy
heterocromatico (Figura 46).

Las longitudes relativas e indices centroméricos promedio de los siete primeros pares
autosomicos 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 6.1 % del lote haploide y el
W un 2.5 %, de manera que la relacion de tamario de los gonosomas es semejante a la encontrada en A.

platyrhynchos y N. meleagris.

HLS5.2. Analisis ultraestructural de la profase meidtica femenina en P. guttata

E! analisis de 1a meisois femenina de P. guftata al microscopio electronico se realizo
utilizando la misma técnica de sedimentacion y secado para procesar el ovario de cuatro hembras de
entre tres y siete dias de edad (posterior a la eclosion). En los ovocitos en paquitene, se observan los
CSs de los bivalentes mas largos completamente sinapsados, el par ZW que forma un CS asimétrico y,
sorprendentemente, un eje adicional muy largo, sin contraparte homologa ; ademas se observa un
nimero variable de ejes no apareados correspondientes a microbivalentes (Figura 47). La conducta de

este cje adicional y su relacion con la sinapsis de los microbivalentes se describen en detalle en la
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Figura 45 Metafases somaticas de Pocphila guttata hembra (arriba) y macho (abajo). Se reconocen

los parcs autosomicos y el par sexual ; el cromosoma B esta ausente. 3300 x.

66i



Figura 46. Bandeo C en Pocphila guttata (hembra). El cromosoma W es fuertemente heterocromatico

y el cromosoma Z tiene un bloque de heterocromatina en el telomero del brazo largo. 3200 x.
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Figura 47. Ovocito de P. guttata en paquitene donde se observa el par ZW en estadio de segmento
asinaptico largo (flecha). El eje accesorio (centro) estd enganchado con los CSs #1 y #3. Varios

microbivalentes aun no se han sinapsado. 3600 x. Barra = 10 um.
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seccion 5.2.3.

I11L.5.2.1. El par ZW en P. guttata

El par sexual de . guttata 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 porcion asinaptica del eje Z esta a menudo engrosada
y desdoblada como ocurre comunmente con los ejes no apareados, mientras que el eje es simple en la
extension que forma el CS con el eje W. La longitud del eje Z disminuye marcadamente desde el
estadio de segmento asinaptico largo (LAS) hasta completar la igualizacion, y su indice centromeérico
aumenta por cl acortamiento del brazo largo, que es mas 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 de los cinetocoros tiene una excelente correspondencia con la ubicacion del centromero en
los cromosomas mitéticos.

Tabla. 9. Longitudes absolutas (en um) de los ejes Z y W de P. guttata durante el proceso de
igualizacion.

LAS lgualizados  Valor P

Longitud (Z) 15.0 11.8 <0.0005
DS 1.82 2.22

n 11 22

Longitud (W) 9.0 10.4 <0.05
DS 1.38 2.15

n 11 22

IC (Z) 0.35 0.42 <0.005
DS 291 42

n 6 21

IC(W) 0.15

DS 3.00

n 24

IC = indicc ccntromérico

Teniendo en cuenta la posicion de los cinetocoros, puede determinarse que la sinapsis de los

ejes sexuales comienza por el brazo corto de ambos gonosomas. Cerca del extremo siaptico, se
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Figura 48. Par ZW de P. guttata perteneciente al nucleo de la figura 47. El eje Z ha iniciado su
acortamiento y muestra un trayecto sinuoso en parte de su extension. Tincion : nitrato de plata. 9000

x. Barra= 1 um.
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Figura 49. Par ZW igualizado de P. guttata. El extremo que inicia la sinapsis pertenece al brazo corto
de ambos ejes. La punta de flecha sefiala el NR. ¢ y ¢’ : cinetocoros de los ejes Z y W. 9000 x. Barra =

Ium.
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observa invariablemente un nodulo de recombinacion, y como en las otras especies de aves carinadas
ya descriptas, no hay NRs en ningun otro segmento del CSs (Figura 49). La distancia promedio al
telomero sinaptico es 0.87 um, y el rango de la distribucion de posiciones del NR es 0.5 ym a 1.75 pm

(Figura 50).
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Figura 50. Distribucion de las distancias (en um) desde el NR al telomero que inicia la sinapsis en 16

pares ZW dc /. gutiara. La flecha sefiala la distancia media al telomero sinaptico.

En P. guttata la posicion subterminal del segmento donde se localiza el NR, es similar a lo
observado en A. platyrhynchos y C. livia, aunque en el pato Pekin esta zona se encuentra en el brazo

largo de los gonosomas.

111.5.2.2. El cariotipo de complejos sinaptonémicos

El cariotipo de CSs se construyo a partir de las longitudes relativas promedio de los siete
primeros complejos sinaptonémicos autosomicos ; 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 mitdticos (Figura 51). Cuando estas longitudes relativas se comparan mediante una

prueba de regresion, se observa una excelente relacion entre ambos cariotipos (r = 0.99) (Figura 52).
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Comparacién del cariotipo mitético y los complejos sinaptonémicos en Poephila guttata
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Figura 51. Comparacion del idiograma de los macrocromosomas mitéticos (CM) y los complejos

sinaptonémicos (CSs) correspondientes en Poephila guttata. Las longitudes relativas estan expresadas

en porcentaje del lote haploide.

Longitud relativa CSs

12 1

10 -

84

4

2 4 6 8 10 12
Longitud relativa CM

Figura 52. Grafico de regresion que muestra la proporcionalidad 1 : | de las longitudes relativas de los

cromosomas mitéticos (CM) y los complejos sinaptonémicos (CSs) en Poephila guttata. El coeficiente

de regresion es r

0.99 y la ecuacion de la recta de regresion es y = 0.82x - 1.24.
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La longitud relativa del eje Z medida en los ovocitos, es algo mayor que la del Z mitético,
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 ultimo valor fue el utilizado para construir el idiograma. La longitud relativa
del eje W también es mayor que la del W mitético, aunque esto podria 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 + 21.8

um, una longitud que resulta excepcionalmente pequeiia 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

(2212 ym) y C. livia (227.5 um).

I11.5.2.3. La presencia de un eje accesorio y su conducta en los ovocitos de P. guttata

La observacion de los ovocitos en paquitene al microscopio electronico revelo la presencia de
un eje meidtico sin homologo, en todas las células examinadas (Figura 47). La caracterizacion de la
conducta de este eje surge de la observacion al microscopio electronico de mas de un centenar de
ovocitos procedentes de tres hembras, y del analisis detallado del eje en 35 micrografias electronicas
seleccionadas.

La comparacion del cariotipo de CSs y los cromosomas mitéticos pone en evidencia que este
elemento no esta presente en las células somaticas de hembras o machos. De la comparacion adicional
de los CSs y los cromosomas meidticos con microscopia 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 asinaptico,
autosinapsado por completo o, mas raramente, parcialmente autosinapsado. Cuando se encuentra en
estado asinaptico se involucra frecuentemente en enganches con los CSs mas largos, y el eje aparece
engrosado o desdoblado (Figura 53). En ninguno de los nucleos de ovocitos pudo determinarse

fehacientemente la ubicacion de un cinetocoro a lo largo del eje.
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La longitud absoluta del eje accesorio varia segin esté asinaptico o autosinapsado; sin
embargo, la variacion principal se registré entre hembras de dos nidadas diferentes. En una de las
hembras la longitud promedio del eje accesorio fue 18.0 + 3.6 um, mientras que en las otras dos,
procedentes de una misma nidada, la longitud media fue 29.3 + 2.5 um. El resumen de las longitudes
absolutas del eje y las variaciones entre los individuos se presenta en la Tabla 10. En la hembras 2 y 3
el eje aparecio casi siempre autosinapsado, por lo que no se incluye la morfologia asinaptica 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 10. Longitudes absolutas (en um) del eje accesorio en los ovocitos de tres hembras de P.
guttala.

Ejc autosinapsado Eje asindptico Autosinapsados + asindpticos
(longitud absoluta + DS) (longitud absoluta £ DS)
Hcmbra 1 14.7+2.0 190+34 180+3.6
n 3 10 13
Hembras 2 v 3 29325 - -

En tanto la presencia del eje representa la existencia de un cromosoma accesorio, las
variaciones de tamaio del eje en distintos individuos pueden interpretarse como la existencia de
variantes del mismo cromosoma.

El estado asinaptico del eje se relaciona de manera directa con la presencia de un numero
variablc (entrc 3 y 7 pares) de microbivalentes autosomicos asinapticos (Figura 47). Asimismo, la
autosinapsis completa del eje accesorio se observa en etapas tardias del estadio de paquitene, como se
deducc de la presencia de pares ZW igualizados en los ovocitos con el eje autosinapsado, y en este
momento los microbivalentes estan 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

mas pequenos.
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Figura 53. Detalle del eje accesorio de P. gutfata en un ovocito en paquitene. El eje

desdoblado en parte de su trayecto. 10000 x. Barra =1 pum.
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111.5.3. La meiosis masculina de P. guttata
IIL.5.3.1. Analisis de la meiosis al microscopio optico

El analisis de la meiosis masculina se llevd a cabo en tres machos adultos, procesando el
material testicular para la observacion de los distintos estadios meidticos en preparaciones secadas al
aire y coloreadas con Giemsa. También se realizaron cortes semifinos de la gonada masculina para su
observacion al microscopio optico.

En las metafases espermatogoniales de todos los ejemplares, se encontré un cromosoma sin
homologo, de mayor tamaiio que el par #l, que se distingue inconfundiblemente de los
macrocromosomas, los cuales pudieron ordenarse por pares en todas las metafases espermatogoniales
analizadas. El cromosoma accesorio en general se muestra heteropicnotico y la posicion del
centromero no surge claramente de la observacion de las metafases espermatogoniales; solo
excepcionalmente se pudo ver una constricion en posicion submediana (Figura 54).

Al mismo tiempo, en todos los ejemplares se observo un cuerpo cromatinico denso en la
periferia de los nucleos de espermatocitos en etapas tempranas de la profase meiotica. En el leptotene
puede observarse un filamento cromatinico delgado mas coloreado que el resto, aunque de grosor
similar, que forma un ovillo en uno de sus extremos. El grado de enrollamiento del filamento aumenta
a medida que avanza la profase meidtica, y durante el paquitene el grosor del mismo es comparable al
de los bivalentes, aunque su coloracion mas intensa indica un grado mayor de condensacion. En este
momento el filamento esta muy condensado y forma un cuerpo ovoide describiendo un trayecto curvo
que deja en su interior una zona estrecha mas clara (Figura 55). Este bloque periférico, caracteristico
de los espermatocitos, tiene una gran semejanza con el cuerpo XY (o vesicula sexual) que forma el par
sexual en los espermatocitos de mamiferos durante el paquitene. Este bloque periférico no se observo
en ningun ovocito en preparaciones secadas al aire y realizadas con parte del material de los ovarios
utilizados para las preparaciones de sedimentacion y secado de microscopia electronica. Es de

subrayar que en los ovocitos observados al microscopio electronico tampoco existe condensacion de la
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Figura 54. Metafase espermatogonial de P. guttata. El cromosoma accesorio es heteropicnético y es el

elemento mas grande del complemento (flecha). 2600 x.

Figura 55. Espermatocito en paquitene coloreado con Giemsa. El cromosoma accesorio forma un
bloque cromatinico denso ubicado en la periferia del nucleo, que simula ser una “vesicula sexual”
(flecha). 3200 x.
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Figura 56. Espermatocito de P. guttata en metafase 1. En este estadio el cromosoma B (flecha) es

1sopicnotico y su cromatina esta muy espiralada. 3200 x.

Figura 57. Metafases Il de P. guttata donde se observa el cuerpo cromatinico denso atribuido a la

condensacion del cromosoma B. 3200 x.
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Figura 58. Tubulo seminifero de P. guttata en el que se observan espermatides tempranas con un
cuerpo denso en sus citoplasmas (flechas). La flecha abierta sefiala un espermatocito [ en paquitene

con el bloque de heterocromatina adosado a la carioteca. 3200 x. Barra = 10 ym.
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cromatina adyacente al gran eje accesorio.

En las metafases I no se observa ningun cuerpo denso, pero siempre esta presente un elemento
no apareado y de gran tamaiio, junto a los 40 bivalentes meioticos, como se esperaria como
consecuencia de la existencia del cromosoma accesorio observado en las metafases espermatogoniales.
Este cromosoma es isopicnotico, o mas cominmente heteropicnotico negativo, con respecto a los
bivalentes meioticos, y a menudo su contomno es difuso (Figura 56).

En las metafases II la morfologia cromosomica no permitié individualizar definidamente a
todos los macrocromosomas, pero en 8 de 20 metafases Il observadas, se encontré un bloque de
cromatina esférico, intensamente coloreado, y muy homogéneo (Figura 57 ay b).

Las muestras de material testicular de dos individuos adultos se procesaron para obtener
cortes semifinos para analizar al microscopio dptico, y cortes finos para microcopia electronica, como
se describio en la seccion 2.5 de Materiales y Métodos.

En los nucleos de los espermatocitos I, cercanos a la periferia de los tubulos seminiferos, se
observo un cuerpo heterocromatico denso adosado a la membrana nuclear, que es, precisamente, el
bloque periférico de heterocromatina, observado en los espermatocitos en paquitene en los
preparaciones secadas al aire. La extrema densidad de la cromatina no permite reconocer otros detalles
ultraestructurales al microscopio electronico.

Este mismo cuerpo heterocromatico se observo en relacion con algunas divisiones de

espermatocitos, y nuevamente en el citoplasma de un numero significativo de espermatides tempranas

(Figura 58).

I11.5.3.2. La profase meibtica masculina de P. guttata observada al microscopio electrénico.
Presencia de un cromosoma accesorio condensado
El analisis al microscopio electronico de los espermatocitos en paquitene de P. guttata

demuestra la existencia de un bloque heterocromatico denso de ubicacion periférica, en cuyo interior se
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Figura 59. Espermatocito de P. gutfata en paquitene. En la periferia del nucleo se observa el eje
accesorio rodeado por su cromatina densamente empaquetada (flecha). Tincion : nitrato de plata. 3600

x. Barra = 10 pm.

72i



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 autosomicos) en los ovocitos de
la misma especie. Adicionalmente, la visualizacion del eje accesorio es extremadamente dificultosa en
los espermatocitos, ya que la cromatina asociada al eje no se dispersa con facilidad, aunque si lo hace
la cromatina asociada a los CSs autosomicos y la del par ZZ. El eje accesorio, incluido en este bloque
heterocromatico, solo pudo observarse claramente, en su recorrido completo en 11 espermatocitos (en
preparaciones con un tiempo prolongado de secado) ; en una cantidad similar, el eje se evidencia solo
parciaimente, y en la mayoria de los espermatocitos observados al microscopio electronico y
fotografiados para el analisis de los CSs, solo se observa el bloque de heterocromatina densamente
empaquetado, que enmascara la tincion 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 sinaptonémicos autosomicos son comparables en longitudes relativas e indices
centromeéricos con las observadas en los ovocitos, aunque la longitud total del complemento de
complejos sinaptonémicos, calculada a partir de seis espermatocitos en paquitene, es 143.8 + 23.0 ,
significativamente mayor que en las hembras. El par ZZ mostr6 una mejor relacién con el Z mitético
que el eje Z de los ovocitos, por lo cual su longitud relativa (7.1 %) e indice centromérico (0.37) se

utilizaron en la construccion del idiograma de CSs.
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DISCUSION
IV.1. Caracteristicas generales del complemento cromosémico en la clase Aves

El cariotipo aviario se caracteriza por la presencia de nimeros cromosomicos altos y una gran
cantidad de microcromosomas. Aunque los nimeros diploides varian entre 40 (Burhinus oedicnemus)
y 126 (Upupa epops), el analisis de las frecuencias de los numeros cromosomicos de 484 especies
cariotipadas muestra una distribucion bimodal, con un pico principal alrededor de 80-82 y otro menor
cerca de 66-68 (Capanna et al., 1987). Mientras que el pico mas grande, de numeros cromosomicos
mas elevados, concentra representantes de casi todos los ordenes, el pico menor esta casi
exclusivamente constituido por los ordenes Falconiformes y Ciconiiformes. Practicamente todas las
variaciones del numero diploide se deben a las diferencias en la cantidad de microcromosomas, en
tanto que el numero de los macrocromosomas permanece relativamente conservado. El unico grupo
que se aparta notablemente de este esquema conservado, es la familia Accipitridae (Falconiformes), en
la que han sido cariotipadas 41 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 drastica disminucion de los
microcroinosomas en este taxon, entran en un terreno meramente especulativo, ya que no hay estudios
de bandeo cromosomico que permitan comparar el cariotipo de los accipitridos con el de otros
Falconiformes que tienen un numero 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 mas corto en el par #2, y los cariotipos de las dos especies de fiandu se
distinguen por la posicion submediana del centromero en el par #5 (Takagi et al., 1972 ; 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 afios, si se considera un origen

monofilético para el grupo. La morfologia metacéntrica o submetacéntrica del par #1, y la morfologia
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acroceéntrica del par #3 estan ampliamente extendida en ordenes muy diferentes. Adicionalmente el
patron de bandas G de los tres primeros macrocromosomas es muy similar en especies de 9 ordenes
aviarios distintos incluyendo una Ratitae (Takagi y Sasaki, 1974).

La identidad del patron de bandas G de los macrocromosomas de las ratites y los de una
especie mucho mas distante en la filogenia aviaria como el pato Pekin, Anas platyrhynchos
(Anseniformes) (Ansari et al., 1988), es otra muestra del grado de conservacion del cariotipo aviario,
que no tiene comparacion con lo que ocurre en otras clases de vertebrados, en las que no es posible o
no tiene significado realizar comparaciones cariotipicas entre categorias taxonomicas tan elevadas.

Esta conservacion del genoma aviario es coincidente con una escasa variacion del contenido de
ADN en toda la clase (Wagenmann et al., 1981 ; Venturini et al., 1988). El valor 2C promedio
calculado a partir de un extenso muestreo de 135 especies de 17 ordenes diferentes resulto 2.8 + 0.33
pg, siendo estos valores los mas bajos entre los vertebrados (Tiersch y Wachtel, 1991). En los reptiles,
los vertebrados mas cercanos evolutivamente a las aves, el contenido de ADN por nucleo diploide
varia entre 3.5 y 10 pg, y este rasgo esta acompaiiado por una amplia variabilidad del cariotipo (Olmo,
1986).

La conservacion del tamano 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 proporcion baja con respecto a
las secuencias unicas,, ya que los genomas aviarios mas grandes estan asociados al aumento de ADN
de copia unica mas que al incremento de secuencias repetitivas (que son proporcionalmente mas
escasas que en otros vertebrados) (Stephos y Arrighi, 1974 ; Olmo et al., 1989).

La existencia de una estructura cariotipica conservada, con la diferenciacion 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 conclusion general.
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IV.2. Presencia de un unico sistema cromosomico sexual en la clase Aves

Desde la certificacion 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 cromosomicos en las
aves han confirmado la existencia de un mecanismo de cromosomas sexuales de tipo ZZ/ZW, con
heterogametismo femenino. Las revisiones mas recientes contabilizan entre 484 y 521 especies de aves
cariotipadas, y en ningun caso se han encontrado discrepancias en el sistema de los cromosomas
sexuales (De Boer, 1984 ; Capanna et al., 1987). Aunque el nimero de especies cariotipadas no
supera el 6% de las casi 9000 especies de aves conocidas, 25 de los 26 ordenes tienen al menos una
especic cariotipada, por lo cual el muestreo puede considerarse extenso, teniendo en cuenta la
uniformidad 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 citogenetica aviaria hasta 1984, menos de 50 publicaciones acompaiiaban el cariotipo de tincion
solida con bandeo C o, altemativamente, un analisis de la replicacion (por incorporacion de BrdU) (De
Boer, 1984). En la mayoria de los casos la identificacion 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 sefala.

Aunque los estudios detallados de los cromosomas sexuales en la mitosis aviaria son
relativamente escasos, se puede identificar una serie de variantes morfologicas en el cromosoma W,
(que comprende una disminucion de su tamafio y la adquisicion de heterocromatina) desde las aves
mas prinitivas (Ratitae) hasta las aves carinadas mas evolucionadas. Entre las ratitae, el par ZW
presenta un alto grado de homomorfismo pero la diferencia de tamaiio en el par sexual no es la misma
en cada especie : es muy escasa en el emu (Dromaius novaehollandiae) y el kiwi (Apterix australis),

mientras que el Z y el W de R. americana y, especialmente, la rhea darwiniana (. pennata), muestran
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una mayor diferencia de tamaiio (Takagi et al., 1972 ; De Boer, 1980 ; Ansari et al., 1988).

En el presente trabajo de Tesis se comprobo la presencia de heterocromatina constitutiva en
posicion centromeérica en el par sexual de R. americana. Adicionalmente se observod que el pequenio
brazo corto del cromosoma W también es heterocromatico, aunque se colorea mas débilmente que la
region centromérica (Seccion 111.1.1 ; 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
replicacion tardia en el par ZW (Ansari et al,, 1988). Esta diferencia puede deberse a que estos
segmentos de heterocromatina son pequefios y puden pasar inadvertidos si no se estudia un numero
significativo de células ; y el trabajo citado (Ansari et al., 1988), comprende un relevamiento general
en varias especies, mientras que en el presente trabajo de Tesis, la atencion se focalizdo en los
cromosomas sexuales en cada especie analizada.

A diferencia del cromosoma W principalmente eucromatico de las Ratitae, en las aves mas
modemas, el cromosoma W es casi completamente heterocromatico y su tamaifio es semejante a los
microcromosomas. Esta caracteristica se observo en 3 de las especies de aves carinadas estudiadas en
esta Tesis : N. meleagris, A. platyrhynchos y P. guttata. El cromosoma W de (. livia, aunque es
mayormente heterocromatico, tiene dos bandas de eucromatina y un tamaiio comparativamente mayor
que el de las otras especies mencionadas (Figuras 32). Los estudios citogenéticos en otros
Columbiformes revelan que la presencia de eucromatina y el tamaiio 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, 1984). Esta cantidad inusual de eucromatina en el W de un grupo
evolutivamente modemo, como las Columbiformes, no puede interpretarse como un estadio temprano
de diferenciacion del cromosoma ; sera tratado en la siguiente seccion.

Como se explico anteriormente la aplicacion sistematica de bandeo C permite asegurar la
identificacion de los cromosomas sexuales y descubrir sus variantes morfoldgicas. Sin embargo, los

estudios de los cromosomas mitoticos de las aves encuentran limitaciones en el tamaro relativamente
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pequeiio de los mismos, que imposibilita la identificaciéon de la mayoria de los pares cromosoémicos y
con ello la deteccion de polimorfismos que afecten a los cromosomas de menor tamano. Por el
contrario, la identificacion de cada par autosomico y la deteccion de variantes morfologicas en
heterocigosis, puede realizarse de manera irrefutable mediante el analisis de los CSs en extendidos
para microscopia electronica. Las alteraciones morfologicas de los cromosomas tienen su expresion en
los ejes meioticos, como ser los lazos originados por las longitudes desiguales de los ejes de
cromosomas homologos que difieren por una duplicacion o inversion (Moses y Poorman, 1981 ;
Moses et al., 1982a y b), o los multivalentes que se observan en casos de traslocaciones reciprocas en
el pollo (Solari et al., 1988), raton (Solari, 1971 ; Johanisson y Winking, 1994) y en otras especies.
Por estas razones, la identificacion del par ZW como el tnico complejo sinaptonémico de elementos
laterales desiguales en los ovocitos de S ordenes aviarios, como se presentan en esta Tesis, constituyen,
junto a los estudios similares ya publicados por nuestro grupo de trabajo, la corroboracion mas solida

acerca de la existencia de un unico sistema cromosomico de determinacion sexual en la clase Aves.

La conservacion del sistema cromosomico sexual en las aves se destaca entre los vertebrados,
ya que los reptiles son ampliamente variables en este sentido, encontrandose sistemas cromosomicos de
tipo XX/XY, ZZ/ZW, y sistemas de cromosomas sexuales multiples derivados de ambos (Bull, 1983 ;
Olmo, 1986). Esta aparente rigidez del sistema de cromosomas sexuales en las aves, puede ser
interpretada como una consecuencia del origen unico de la clase. Sin embargo, la amplia variedad de
especies aun no estudiadas cariologicamente, no permite excluir la existencia de variantes de este
sistema, lo que reafirma la necesidad de ampliar las investigaciones de los cromosomas mitéticos y

extender los estudios ultraestructurales de Ia meiosis aviaria.

IV.3. Caracteristicas basicas y caracteristicas variables del par ZW en la meiosis aviaria

IV.3.1.A. Caracteristicas generales de los ejes meioticos

En el estadio de leptotene de la profase meidtica en la mayoria de los eucariontes, cada
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cromosoma homélogo desarrolla un eje proteico en toda su longitud, que luego forma el elemento
lateral de un complejo sinaptonémico, cuando los cromosomas homologos se sinapsan durante el
paquitene (Moses, 1977a). Durante el diplotene, como consecuencia de la separacion de los
cromosomas homologos, los elementos axiales se apartan, permaneciendo proximos unicamente en el
sitio de los quiasmas (Solari, 1970b ; Solari, 1981 ; Moens y Spyropoulos, 1995). Durante toda la
profase meiodtica, cada elemento axial ocupa el intersticio entre las cromatidas 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 meioticos 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 evolucién, y muy
probablemente también lo sean los polipéptidos que lo constituyen, lo cual explica su afinidad por las
coloraciones con acido fosfotungstico y nitrato de plata.

Se conocen varias proteinas 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 expresion de ADN
copia de hamster y son las mejor caracterizadas hasta el momento : la proteina Cor 1, componente de
los elementos laterales ; y la proteina Syn 1, que se localiza en el espacio central (Meuwissen et al.,
1992 ; Dobson ct al., 1994). La proteina Syn 1 (homologa de la proteina SCP | identificada en el CS
de la rata) tiene un peso molecular de 111 kDa, y presenta tres dominios : uno grande, central que
formaria una espiral enrollada (“‘coiled-coil”’) ; uno amino terminal de tipo acidico ; y uno carboxi-
terminal con subdominios basicos, y que tiene afinidad por el ADN, sin especificidad de secuencia. El
dominio central de la proteina Syn | presenta cicrta 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 anfipaticas. 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 1 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 nucleo, sino que éstos se sintetizan especificamente durante
la meiosis, y la cromatina se reorganiza sobre estos elementos, adoptando una estructura espacial
nueva. El uso anticuerpos especificos contra la proteina Syn 1, conjugados con un fluorocromo, en
preparaciones para microscopia optica permitié determinar que la proteina Syn | es componente del
elemento central, pues la sefial de localizacion es discontinua en los espermatocitos en cigotene y
diplotene (cuando los ejes solo estan parcialmente sinapsados), mientras que durante el paquitene la
sefial forma una linea continua en toda la longitud del CS (Moens y Spyropoulos, 1995).
Adicionalmente, hay evidencias que indican que la proteina Syn 1 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 | se localiza en los
elementos laterales, tendria un peso molecular aproximado de 30 kDa, y su secuencia de aminoacidos,
deducida de la secuencia del gen, muestra similitudes con pM1, miembro de una familia de proteina
reguladas por linfocitos. Cor | también tiene similitudes con las proteinas que forman filamentos
intermedios y tiene repeticiones en héptadas, de manera que podria adoptar la conformacion espiralada
y dimeérica de estos filamentos. La proteina Cor 1 ha sido localizada en los elementos axiales del raton
desdc cl Icptotene, y se acumula en las regiones centroméricas de los bivalentes en estadios
postpaquiténicos, segregando reduccionalmente con los centromeros hermanos en la anafase I (Dobson
et al., 1994 ; Moens y Spyropoulos, 1995).

Las evidencias que confirman la idea de que los elementos axiales son simples, y que se ubican
entre las cromatidas hermanas formando el eje del cromosoma y no el eje de una cromatida durante
toda la profase meiotica, surgieron de la observacion de los ejes meidticos en estadios
postpaquiténicos. El analisis de espermatocitos de raton en diplotene a partir de reconstrucciones
tridimensionales y extendidos de CSs, muestra que los ejes meidticos continuan siendo simples en este

estadio (aun cuando la duplicidad del cromosoma ya es evidente al microscopio 6ptico), y que se
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separan, siguiendo un trayecto levemente curvo, reflejando de la conducta de los cromosomas
homologos (Solari, 1970b ; Solari, 1981). Los ejes sélo permanecen proximos y nunca se cruzan, ni en
ciertos segmentos (regiones de convergencia), que en un estadio temprano estan ocupados por una
porcion de CS y en un estadio posterior estan ocupados por fibras de cromatina que van de uno a otro
homologo a manera de un puente (Solari, 1970b ; Westergaard y von Wettstein, 1972). Estas regiones
de convergencia han sido interpretadas como quiasmas en base a su numero y distribucion en los
bivalentes autosomicos del raton ; también por su localizacion en el par XY del hamster armenio
(Solari, 1974b). El hecho de que los ejes meidticos nunca se cruzan en estos sitios indica que los
elementos axiales no pertenecen a una sola cromatida, puesto que si asi fuera, los elementos laterales
(o al menos una parte de ellos) cruzaria al otro lado en el lugar del quiasma, lo cual confirma la idea
de quc los ejes meidticos se ubican entre las cromatidas hermanas (Solari, 1973 ; Solari, 1981). Estas
observaciones realizadas sobre los ejes meidticos al microscopio electronico, han sido confirmadas
posteriormente por obscrvaciones al microscopio optico de los ejes meidticos del raton, utilizando
inmunofluorescencia para evidenciar la proteina Cor 1 de los clementos laterales. En estas
preparaciones, la proteina Cor | se localiza a cada lado de los quiasmas intersticiales y el espacio entre
los cjes convergentes muestra un puente de cromatina que se tifie con DAPI (Moens y Spyropoulos,
1995).

Evidencias adicionales en favor de la posicion intersticial de los elementos axiales provienen
del analisis del cuerpo XY del hamster armenio al microscopio dptico y electronico. En el par XY del
hamster armenio (Cricetulus migratorius), los ejes de los cromosomas sexuales son muy gruesos, y al
mismo tiempo, en las preparaciones para microscopia optica, se observa una brecha no coloreada entre
las cromatidas hermanas de los cromosomas X e Y durante el paquitene. La comparacion de las
imagenes del cuerpo XY al microscopio optico y electronico permite inferir que los ejes, ubicados
intersticialmente, aparecen en imagen negativa (no coloreados) entre las cromatidas hermanas de los

cromosomas sexuales al microscopio optico (Solari, 1974b).
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Ocasionalmente, los elementos laterales pueden aparecer como dos hebras, en secciones finas,
pero el componente principal del elemento lateral esta formado solo por el elemento extemo, mas
grueso, en vista frontal, al cual se unen los lazos de ADN (Moses, 1968). Las variantes morfologicas
de los elementos laterales son comunes en el par XY (muy heteromorfico) de los mamiferos,
especialmente a nivel de las regiones diferenciales y luego dcl paquitene medio, lo cual ha llevado a
suponer que las diferencias se presentan cuando hay una constitucion asimétrica del bivalente, y como
consecuencia de la acumulacion de un exceso de material axial luego de que la sinapsis homoéloga se
ha completado (Solari, 1970b ; Solari y Rahn, 1985 ; Solari et al., 1993). Aunque se ha propuesto que
los elementos laterales estan formados por tres elementos (Dietrich et al., 1992), o por multiples
filamentos (Del Mazo y Gil-Alberdi, 1986), estas variantes morfologicas 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 meioticos como elemento de union entre cromatidas, es de
fundamental importancia en el comportamiento diferencial de las cromatidas hermanas en la mitosis y
la meiosis, como se explica mas adelante, y es el fundamento de la organizacion de la cromatina de los
cromosomas meioticos en un patron de lazos que preanuncian la organizacion de los cromosomas
diploténicos, especialmente descripta en los vertebrados con cromosomas plumulados.

Los lazos de cromatina que se unen a los ejes meidticos tienen una longitud muy variable en
diferentes organismos ; por ejemplo en el raton, los lazos miden alrededor de 3 um, mientras que en
Sacharomyces cerevisiae miden apenas 0.5 um. El mecanismo que regula el tamafio de los lazos no ha
sido aclarado, aunque se ha propuesto que algunas secuencias o sefales especificas de especie regulan
la potencialidad del ADN de formar los lazos, mientras que el tamaiio de los mismos estaria controlado
por la posicion a lo largo del cromosoma (Heng et al., 1996). Esta idea esta sustentada porque el ADN
procariotico intercalado en cromosomas de raton no es empaquetado de la misma manera que el ADN

hospedador (Heng et al., 1994), sugiriendo asi la necesidad de sefales o secuencias especificas en el
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ADN que potencien la formacion de los lazos. En espermatocitos de raton, rata y hamster, el tamaiio
de los lazos teloméricos es menor que el de los lazos intersticiales. En dos especies de hamster estas
secuencias se encuentran en posicion intersticial en algunos cromosomas, como consecuencia de un
proceso de fusion cromosomica natural, y en esta posicion las secuencias teloméricas forman lazos
largos, del mismo tamaiio que el ADN adyacente, por lo cual la secuencia no seria responsable del
tamaro de los lazos, sino que este tamano dependeria de su posicion dentro del genoma (Heng et al,,
1996).

Aunque las evidencias descriptas sefialan la posibilidad de la existencia de mecanismos
comunes de organizacion en los cromosomas meioticos, no permiten explicar cual es el que regula el
tamaiio 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
recombinacion cn genomas de tamarios similares. La escasa cantidad de ADN asociado a los elementos
laterales, y la debilidad de las seiiales fluorescentes en pruebas de hibridacion in situ y fluorescencia,
no han permitido caracterizar claramente las secuencias de ADN unido a los ejes meicticos.

En los extendidos de CSs para microscopia electronica, los cinetocoros se observan como
espesamientos de los elementos laterales. La posicion de estas diferenciaciones de los ejes en las
técnicas de microextendidos permitieron establecer su correspondencia con los cinetocoros descriptos
en sccciones finas de células meidticas (Counce y Meyer, 1973). Esto fue posteriormente confirmado
por la utilizacion de marcacion inmunohistoquimica especifica para los componentes proteicos
centromericos (Moses et al., 1984). Es necesario distinguir entre el centromero, que es parte integral
del cromosoma, y el cinetocoro, que es una estructura proteica asociada a la region centromeérica
durante las divisiones mitdtica y meidtica. En secciones finas, el cinetocoro se observa como una
estructura trilaminar, con una placa densa en relacion con la cromatina centromeérica, y otra placa
similar que interactia con los microtubulos, separadas por un espacio de escasa densidad. Esta

estructura es esencialmente similar en los cromosomas mitéticos y meiéticos, aunque la mayoria de los
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estudios ultraestructurales se han realizado en cromosomas mitéticos.

El ADN de la region centromérica en los vertebrados esta formado por secuencias repetidas
cortas de ADN satélite, que divergen notablemente entre especies y aun entre los cromosomas del
mismo complemento. Estas repeticiones tienen una secuencia fundamental de 171 pb en el ADN
satélite a (o alfoide) del ser humano , y de ~ 120 pb en el satélite menor del raton (revisado en Willard,
1990). En cstos centromeros aun no se ha podido identificar una secuencia responsable de la direccion
del ensamblaje del cinetocoro. La unica secuencia comun en el ADN satélite de primates y roedores es
la secuencia de 17 pb denominada ‘“caja CENP-B” (Muro et al., 1992), aunque no esta 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 centromérico esta 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
esclerodermia (Moroi et al,, 1980). Entre estas proteinas, la CENP-B se encuentra tanto en los
centromeros activos como en los inactivos, y se asocia especificamente a la secuencia centromérica
“caja CENP-B”. Otra proteina estrechamente relacionada con el ADN centomérico es la CENP-A,
considerada una histona especifica de la region centromérica. La proteina CENP-C, en tanto , se
encuentra formando el cinetocoro propiamente dicho, y esta unicamente en los centromeros activos
(revision en Willard, 1990). La proteina CENP-C seria el principal constituyente de la placa intema
del cinetocoro, evidenciada en los estudios al microscopio electronico. La placa densa externa estaria
constituida por otras proteina de tipo CENPs, que serian responsables de la interaccion con la dineina
citoplasmatica y los microtubulos (Pluta et al., 1995).

En los cromosomas meiéticos los cinetocoros hermanos estan orientados y migran hacia el
mismo polo en la metafase I, mientras que en la mitosis se orientan y migran hacia polos opuestos. Los
bivalentes meidticos presentan cuatro cinetocoros funcionales (Luykx, 1974 ; Solar1 y Counce, 1977),

por lo cual la migracion conjunta de ambas cromatidas hermanas durante la anafase I no se debe a la
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ausencia de cinetocoros individuales para el movimiento de cada cromatida.

Mientras los quiasmas serian responsables de la correcta orientacion de los cinetocoros de
cada homologo en la primera metafase meiética, la migracion conjunta de las cromatidas hermanas en
la anafase | fue atribuida a la existencia de una “‘adhesividad” que persistia entre ellas hasta pasada la
anafase | en las células meicticas (Maguire, 1974 ; revisado en Maguire, 1990 y 1995). Esta hipétesis
esta sustentada por la permanencia de un material electrodenso, idéntico al que forma los elementos
laterales, en la region centromérica durante la metafase I y la anafase I 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 | (de los elementos laterales), que persiste en
los centromeros luego de la metafase I, y segrega reduccionalmente en la anafase I (Moens y
Spyropoulos, 1995). La funcion del material axial en relacion con la segregacion también puede
inferirse a partir de la observacion de algunas variantes meidticas. En el ortoptero Melanoplus
differentialis, el unico cromosoma X del macho segrega regularmente hacia uno de los polos (Nicklas,
1961). Este cromosoma forma regularmente un eje simple en los espermatocitos en paquitene, y en
estadios posteriores se observan remanentes axiales entre las cromatidas hermanas (Solari y Counce,
1977). La orientacion hacia el mismo polo de los cinetocoros de ambas cromatidas hermanas es la
conducta esperada si las cromatidas permanecen unidas por material axial, especialmente en el
centromero.

Una conducta inversa se observa en los cromosomas sexuales de los hemipteros : las
cromatidas hermanas de los cromosomas X e Y se dividen ecuacionalmente durante la anafase 1. Los
cromosomas X e Y de Triatoma infestans no forman ejes durante la profase meidtica, mientras que los
autosomas forman CSs regulares (Solari, 1979). De esta menera no existe en esta especie, un material
adhesivo que impida la division ecuacional de las cromatidas hermanas de los cromosomas sexuales.

Adicionalmente, en los machos de Drosophila melanogaster, que no forman CSs, las

cromatidas hermanas estan asociadas con la proteina MEI-S322 desde la prometafase [ hasta la
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metafase Il (Orr-Weaver, en prensa, citado por Moens y Spyropoulos, 1995). En resumen, el
comportamiento usual de las cromatidas hermanas de los bivalentes meidticos, se atribuye actualmente

a un material cohesivo presente entre ambas cromatidas, y que posiblemente, es un constituyente de los

ejes meioticos paquiténicos.

IV.3.1.B. Los ejes meidticos en el material aviario

La organizacion regular de los bivalentes meidticos, y su relacion con los elementos axiales,
resultan en longitudes relativas constantes y distintivas de los CSs en las células en paquitene, ain
cuando las longitudes absolutas varien de célula en célula (Moses, 1977b). El mantenimiento de estas
longitudes en los ovocitos y espermatocitos en paquitene en las 5 especies analizadas en esta Tesis. ha
permitido confeccionar el cariotipo de los CSs mas largos, a fin de compararlos con los cromosomas
mitoticos. En general, se registro una excelente correspondencia entre ambos cariotipos, con
coeficientes de regresion entre 0.95 y 0.99, cuando se compararon las longitudes relativas de los
primeros sietc autosomas y los CSs correspondientes.

La comparacion de las longitudes relativas de los ejes sexuales y los cromosomas Z y W
mitoticos, se realizo en todas las especies analizadas, excepto en N. meleagris, por las razones
expuestas en la seccion [11.3.2. Las medidas de los ejes Z y W de R. amcericana y A. platyrhynchos
muestran una excelente correspondencia con los cromosomas mitoticos, mientras que en C. livia y P.
gutiata las longitudes relativas de los ejes meidticos son algo mayores. Como se menciond en las
secciones 111.4.2 y 111.5.2 de los Resultados, esta diferencia podria 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 determiné la posicion de los cinetocoros en los ejes
sexuales, verificandose una muy buena correspondencia con los cromosmas mitoticos, y permitiendo

determinar en cada caso cual es el telomero de inicio de la sinapsis de los gonosomas. En C. livia el
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cromosoma Z es casi exactamente metacéntrico, mientras que en el eje Z siempre pudo identificarse

un brazo mas corto, que es, consistentemente, el que inicia la sinapsis con el cromosoma W.

IV.3.2. Sinapsis parcial de los ejes Zy W

En las cinco especies analizadas, la sinapsis del par ZW es siempre especifica de brazos ; es
decir que, en cada caso, el telomero que inicia la sinapsis pertenece siempre al mismo brazo del
gonosoma. En R. americana y A. platyrhynchos, los extremos involucrados en la sinapsis inicicial
corresponden al brazo largo del Z y del W, mientras que, en N. meleagris, C. livia y P. guttata, 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 excepcion de C. livia), indicando que luego del
reconocimiento inicial, la formacion del CS continia con rapidez, involucrando la mayor parte del
cromosoma W. El amplio muestreo realizado en la poblacion de ovocitos en cigotene y paquitene,
demuestra que la sinapsis de los ejes sexuales esta demorada con respecto a la de los bivalentes
autosomicos, pues se encuentran pares ZW separados o parcialmente sinapsados en ovocitos donde los
CSs autosomicos estan completamente formados ; esto coincide con las observaciones previas en G.
domesticus y C. coturnix (Solari, 1977 ; Solari, 1992).

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 aun no ha
iniciado su acortamiento, muestran al eje W completamente incluido en el CS.

En A. platyrhynchos y N. meleagris, el CS formado por el par ZW incluye casi toda la
longitud del eje W, excepto un pequeiio segmento terminal del brazo opuesto al del inicio de la
sinapsis, que no forma parte del CS, y que se presenta como una porcion engrosada no alineada con el

resto del eje. En etapas posteriores del paquitene, cuando el proceso de igualizacion 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 patron algo diferente de la progresion 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 mas corto (en
promedio 56 % de la longitud del eje W), es decir, que en todos los pares ZW con un segmento
asinaptico largo (LAS) el eje W mostro un segmento no apareado mucho mayor que el las las restantes
especies con cromosomas Z y W muy heteromorficos. Recién cuando el proceso de igualizacion ya
esta avanzado, y los pares ZW pertenecen al tipo de segmento asinaptico medio (MAS), el eje W es
incluido en toda su longitud en el CS (Figura 35). En comparacion con las otras aves carinadas
analizadas, en las cuales la relacion de tamafio de los cromosomas Z y W es aproximadamente 2.5, el
W de la paloma es significativamente mas grande, y la relacion de longitudes Z : W en esta especie es
1.5. Ademas, luego del bandeo C, el cromosoma W de C. livia muestra segmentos alternantes de
heterocomatina y eucromatina (Figuras 30 y 31). Estas diferencias de tamaiio y de organizacion de la
cromatina, en comparacion con los cromosomas W casi completamente heterocromaticos y mas
pequeios de las demas especies de carinadas analizadas, podrian ser responsables de la menor
extension de la sinapsis inicial, porque implicarian una mayor heterogeneidad del W de C. livia.

Entre las especies analizadas, unicamente 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 heterocromatico, 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 extension de sinapsis no homologa en el
par ZW (Solari, 1977 ; Rahn y Solari, 1986 ; Solari et al., 1988 ; Solari, 1994).

La estricta correspondencia entre ejes Z y W con los cromosomas mitéticos respectivos (tanto
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las longitudes relativas como la ubicacion de los cinetocoros se corresponden) en todas las especies
estudiadas aqui, permiten afirmar que dichos ejes estan formados todo a lo largo de los cromosomas Z
y W, de la misma manera que en los bivalentes autosomicos. Pero a diferencia de los autosomas, los
cromosomas Z y W son mayormente no-homologos, por lo tanto es logico suponer que (excepto en R.
americana), la mayor parte del CS del ZW se forma entre regiones no homologas.

La existencia de sinapsis no homologa fue reconocida tempranamente en bivalentes del maiz
por McClintock (1933), y existen actualmente numerosas evidencias de la formacion de CS entre
regiones no homologas, tales como la presencia de un CS en regiones autosinapsadas en univalentes
del maiz (Gillies, 1974) y B. mori (von Wettstein et al., 1984) ; o también, los CSs en bivalentes
heterocigotas para rearreglos cromosomicos (Poorman et al., 1981a y b ; Moses et al., 1982).

E! analisis de la progresion de la sinapsis en los bivalentes de ratones heterocigotas, ya sea
para una duplicacion en tandem, o heterocigotas para inversiones paracéntricas, mostré que los
requerimientos de homologia para la sinapsis (y en consecuencia para la formacion del CS) varian
durante el cigotene y el paquitene medio (Moses y Poorman, 1981). En los extendidos de CS de
ratones heterocigotas para una duplicacion en tandem de un segmento cromosomico intersticial, se
observa un “bucle”, formado por el elemento lateral del homologo que lleva la duplicacion ; 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 tamaiio
progresivamentea partir del paquitene medio hasta desaparecer por completo en paquitene avanzado.
De csta manera, sc forma un CS continuo de aspecto normal, luego de un proceso de *‘reajuste
sinaptico” (Moses y Poorman, 1981 ; Poorman et al., 1981a). En heterocigotas para inversiones
paricéntricas, se forman lazos de inversion como consecuencia de la sinapsis de las regiones
homologas durante el cigotene, mientras que el lazo es progresivamente reemplazado por un CS lineal,
desde el paquitene medio (Poorman et al., 1981b, Moses et al., 1982). Estas observaciones indican que

durante el cigotene la sinapsis se realiza entre regiones de homologia, y que este reconocimiento
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homologo es independiente del registro que se logra por la adhesion de los cromosomas homologos a la
membrana nuclear, pues la formacion de un lazo de inversion requiere necesariamente la sinapsis de
regioncs intersticiales. Se ha propuesto que durante esta fase temprana, el ensamblaje del CS esta
nhibido, excepto en los sitios donde existe reconocimiento homoélogo, lo cual conduciria a la sinapsis y
liberacion de la inhibicion permitiendo asi la formacion del CS (Moses et al., 1982 ; Moses et al.,
1984). En las regiones donde no hay homologia, la formacion del CS es interrumpida y los ejes
permanecen no apareados. La fase temprana dependiente de la “homosinapsis”™ (sinapsis homologa)
terminaria como consecuencia de un ‘“‘relajamiento” de estas restricciones, permitiendo que la sinapsis
proceda entre regiones no homologas (heterosinapsis) por eliminacion de los lazos u otras estructuras
formandose un CS lineal, que probablemente proporciona una configuracion mas estable del bivalente
en las etapas postertores de la meiosis (Moses et al., 1982).

La sinapsis regular entre cromosomas Z y W aviarios muy heteromorficos, inicialmente
demostrada en Gallus domesticus (Solari, 1977), y la sinapsis especifica de brazos observada en todas
las especies analizadas hasta el momento, han conducido a la hipétesis de la existencia de una pequefia
zona de homologia terminal, responsable del inicio de la sinapsis de los gonosomas (Rahn y Solari,
1986 ; Solari et al., 1988 ; Solan y Pigozzi, 1993 ; Solan, 1994). Esta conducta es similar a la de la
region pseudoautosomica o de homologia, existente en el par XY de los mamiferos (Solari, 1980a ;
Burgoyne, 1982 ; Ellis y Goodfellow, 1989).

Mientras que en el cigotene los bivalentes autosomicos pueden iniciar la sinapsis por
cualquiera de los dos pares de extremos homologos unidos a la carioteca, e inclusive por segmentos
intersticiales, un par sexual heteromorfico (ain el par mayormente homoélogo de R. americana) solo
cuenta con un par de extremos homologos y por lo tanto se reducen sus posibilidades de encuentro. Por
esta razon la sinapsis de los ejes Z y W se encuentra retrasada con respecto a la de los bivalentes
autosomicos, de manera similar a lo observado en en el par XY de los mamiferos (revision por Solari,

1974a y 1994). La relacion directa entre la menor probabilidad de encuentro y el retraso de la sinapsis
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en el par sexual, esta confirmada por el predominio de la sinapsis ZZ sobre la sinapsis ZW en
individuos triploides de . domesticus que poseen la constitucion gonosomica ZZW (Solari et al.,
1991).

Luego del establecimiento de la sinapsis por el encuentro de las regiones terminales de
homologia, la formacién 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 homologas, y esto se
traduce cn la gran extension inicial del CS (que aun antes del inicio del proceso de igualizacion ya

incluye la totalidad del eje W), y en la simetria del CS en la mayor parte de su extension.

1V.3.3. El proceso de igualizacion en el par ZW

La longitud de los ejes Z y W refleja inicialmente la longitud de los cromosomas mitéticos, y
como consecuencia de la sinapsis se forma un CS con elementos laterales que se continian con ejes
separados o no, segun el estadio, y cuyo tamafio es desigual ; a medida que progresa el paquitene, la
diferencia de longitudes se reduce como consecuencia del acortamiento del eje Z y, en A.
platyrhynchos. también por el alargamiento simultaneo del eje W. Los cambios graduales en los ejes
del par sexual muy heteromorfico de las aves carinadas, permiten distinguir una serie de tipos
morfologicos clasificados segun la longitud del segmento no sinapsado del eje Z (Solari, 1992) : par
ZW con segmento asinaptico 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 asinaptico medio (MAS), cuando la porcion
libre del eje Z esta entre el 10 % y el 50 % del CS ; y par ZW igualizados, cuando la porcion libre es
menor que el 10 % 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 morfologicos LAS, MAS e
igualizados, mientras que en el par ZW de R. americana la diferencia de longitudes es relativamente

pequeiia, por lo cual esta clasificacion no es aplicable.
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La cronologia de los tipos morfologicos mencionados fue descripta detalladamente en
ejemplares de (;. domesticus de cuatro grupos de edad : desde | dia antes de la eclosion hasta tres dias
después de la misma (Solari, 1992). En esta especie la meiosis se inicia de manera asincronica hacia
los dias 16-17 de incubacidn, y la maxima frecuencia de paquitenes se observa un dia despues de la
eclosion ; unos 5 dias después de ella muchos ovocitos han alcanzado el estadio de diplotene (Hughes,
1963). En (i. domesticus, el grupo LAS disminuye de manera continua desde el dia | antes de la
eclosion hasta tres dias después, mientras que el tipo igualizado aumenta en el mismo sentido, lo cual
permitid deducir que la secuencia temporal de los cambios morfologicos es LAS-MAS-Igualizados
(Solari, 1992) (ver Introduccion, Figura 3).

En el estudio de las cinco especies realizado en el presente trabajo no se tuvo como objetivo el
analisis de la cronologia detallada de los cambios morfologicos de! par ZW. Sin embargo, se
estudiaron ejemplares de diferentes edades (excepto en N. meleagris), lo que permite comparar las
frecuencias aunque solo 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. meleagris, como sucede en otras Galliformes, se encontraron
todos los tipos morfologicos de pares ZW en los ejemplares de un dia de edad que fueron analizados.
En C. livia y P. guttata, el inicio de la meiosis esta retrasado cuando se lo compara con las
Galliformes. 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 dias de edad los pares
ZW estan igualizados, y en C. livia aparecen algunos ovocitos en diplotene (en G. domesticus los
diplotenes aparecen al dia 5 después de la eclosion). En A. platyrhynchos, la maxima frecuencia de
paquitenes se encuentra 48 horas antes de la eclosion, encontrandose en ese momento todos los tipos de
pares ZW, mientras que 3 dias después de la eclosion 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 eclosion, hasta el dia de la eclosion ; es decir,

92



que la profase meidtica en R. americana es mas precoz que en G. domesticus. La baja frecuencia de
pares ZW con una porcion libre del eje Z, y la ausencia de ejes sexuales separados indican que la
mayoria de los ovocitos se encontraban en un subestadio avanzado del paquitene. En el momento de la
eclosion, algunos ovocitos ya han alcanzado el estadio de diplotene (ver seccion 111.1.2), a diferencia
de lo observado en ;. domesticus (Solari, 1992).

Estas observaciones confirman la presencia de una secuencia temporal, de los tipos LAS-
MAS-Igualizados, en los pares ZW de distintos ordenes aviarios. Se demuestra, ademas, que el
proceso de igualizacion se verifica a partir del paquitene medio o tardio, luego de la sinapsis parcial de
los ejes sexuales en el paquitene temprano (cuando los ejes autosomicos ya han completado la
sinapsis).

El proceso de igualizacion 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 formacion 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 solo 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 simeétrico en la mayor parte de su
extension, y solo 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
igualizacion 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 11b). La extensa regularidad del CS del par
ZW en R. americana (Ratitae), y la asimetria del CS en las aves carinadas, se relaciona directamente
con la extension de la homologia entre los cromosomas Z y W en cada grupo awviario : extensa

homologia Z-W en R. amaericana, escasa homologia Z-W en las aves carinadas.
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El proceso de igualizacion de las longitudes de los ejes Z y W es similar a la igualizacion de
las longitudes de los ejes autosémicos en ratones heterocigotas para una aberracion estructural tal
como una duplicacion en tandem (Moses y Poorman, 1981), como se menciono en la seccion previa.
Es decir, que la igualizacion es un tipo particular de “reajuste sinaptico”, e implicaria un proceso de
desinapsis en pequefios intervalos, reorganizacion del material axial y acortamiento, seguido de la
resinapsis de los ejes. La igualizacion involucra tanto a los ejes autosomicos como a los sexuales, por
lo que se puede suponer que es una tendencia inherente a los ejes meidticos no apareados,
heterosinapsados o afectados por rearreglos cromosomicos, y que esta presente en muchos otros
taxones de vertebrados. Esta suposicion esta apoyada por la observacion del mismo proceso en
reptiles ; este proceso fue ilustrado en el par XY heteromorfico de dos especies de lagartos del género
Sceloporus. En los espermatocitos en paquitene de ambas especies el eje X se acorta, e iguala la
longitud del eje Y, formando un CS con una ondulacion asimétrica del eje X (Reed et al., 1990). El
proceso de igualizacion no es exclusivo de los ejes meioticos de los vertebrados, pues un fenomeno
esencialmente idéntico ha sido ilustrado (y luego descripto) en relacion al par ZW heteromorfico del
lepidoptero Lphestia kuchniella (Weith y Traut, 1980).

La presencia de igualizacion en los pares sexuales heteromorficos de aves y reptiles, marca
una diferencia sustancial con el par XY de los mamiferos. Este par XY so6lo forma un CS incompleto,
mayormente en la region 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 revision actualizada ver Solari, 1994). La ausencia de igualizacion en el par
XY de los mamiferos puede deberse al empaquetamiento especial de la cromatina asociada a los ejes
sexuales, que se observa durante todo el paquitene y que no permitiria la reorganizacion de los lazos

cromosomicos requerida en el proceso de reajuste (ver la seccion 1V.2.5).
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1V.3.4. Los nédulos de recombinacién en el par ZW

En todas las aves carinadas analizadas hasta el momento se encuentra un tnico nodulo de
recombinacion localizado cerca del extremo sinaptico del par ZW, en una region de CS que no es
alcanzada por los giros que realiza el eje Z durante la igualizacion. Contrariamente, en R. americana
(Ratitae) el par ZW muestra entre 1 y 3 NRs en la porcion 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 diametro, asociadas al espacio central de los CSs en ovocitos paquiténicos de D. melanogaster.
Analizando su numero y su distribucion a lo largo de los CSs, y comparandolos con los datos
geneticos, estos nodulos fueron relacionados con los eventos de recombinacion reciproca (Carpenter,
1975). Esta suposicion fue apoyada por estudios en mutantes de Drosophila con baja frecuencia de
entrecruzamientos (Carpenter, 1979b) y por numerosos trabajos posteriores en otros organismos (von
Wetsttein et al., 1984). Estos trabajos revelaron la existencia de variantes morfologicas de los NRs
entre especies, y tambien en distintas etapas de la profase meidtica, dentro de una misma especie
(revisiones en von Wettstein et al.,, 1984 y Stack et al., 1989). En . melanogaster se distinguen dos
poblaciones de NRs : los denominados NRs “tempranos” que son mas pequefios y se observan en
cigotene; y los NRs “tardios”, elipsoidales y tipicos del paquitene ; los nédulos “tardios” son aquellos
cuyo numero se corresponde con los eventos de recombinacion reciproca (Carpenter, 1979a). Los NRs
se encuentran desde el cigotene en varias especies, aunque no siempre se observan diferencias
morfologicas con los NRs del paquitene (von Wettstein et al., 1984 ; Sherman et al., 1992). Los NRs
“tempranos” se encuentran en mayor numero que los “tardios” ; esta relacion numeérica es a menudo
1.5-2 :1, como en el ser humano, en B. mori (von Wettstein et al., 1984) y en Drosophila (Carpenter,
1979a) ; esta relacion puede llegar a ser 15 :1 como en el tomate (Stack y Anderson, 1986). Por su
elevada frecuencia y su distribucion aleatoria a lo largo de los CSs, los NRs “tempranos” han sido

relacionados con los eventos de conversion génica y con el proceso de busqueda de homologia durante

95



la sinapsis de los cromosomas homélogos (Carpenter, 1987). También se ha propuesto que los NRs se
forman en exceso durante etapas tempranas de la profase meidtica, y que una parte de ellos se pierde
como consecuencia de la influencia ejercida por NRs cercanos que logran estabilizar primero un
evento de recombinacion reciproca, y luego ejercen una interferencia positiva sobre otros NRs
cercanos ; estos ultimos solo podrian intervenir en procesos de conversion génica (que no esta sujeta a
interferencia) (Stack y Anderson, 1986). Sin embargo, aun no existen evidencias experimentales de
que los nodulos de recombinacion “tempranos” cumplan alguna funcion en la recombinacion.

La mayor parte de las evidencias en favor de la relacion de los NRs ‘“tardios” con la
recombinacion reciproca reside en la correspondencia entre la frecuencia y distribucion de los NRs
tardios y los quiasmas o las frecuencias de intercambio genético (revisado en Stack et al., 1989). El
recuento de los NRs “tardios” y su diferenciacion de aquellos no relacionados con los intercambios
reciprocos se verifica con mayor precision en aquéllos organismos que muestran diferencias
morfoldgicas entre los NRs “tempranos” y “tardios”. También es posible esta diferenciacion cuando se
puede establecer una cronologia precisa de los estadios y cuando pueden establecerse subestadios
paquiténicos, como en los ovocitos de Drosophila, los microesporocitos de L. esculentum (Stack y
Anderson, 1986) y Lilium (Stack et al., 1989) o los espermatocitos de mamiferos (Solari, 1980a y b ;
Glamann, 1986).

La presencia de un NR en el segmento de CS formado por la sinapsis parcial del par XY de
los mamiferos, es indicativa del evento de recombinacion obligatorio que se produce a nivel de la
region de homologia de ambos cromosomas. La expresion citologica de este evento de recombinacion
es la asociacion termino-terminal de los gonosomas, que se observa en los espermatocitos en diacinests
de la mayoria de los mamiferos ; solo en unas pocas especies, como varios hamsters, se observa un
quiasma subterminal, (para una revision actualizada ver Solari, 1994). Por otra parte, este evento
unico de recombinacion ha sido sélidamente comprobado por pruebas moleculares (revisado en

Rappold, 1993 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 ordenes aviarios), se obseva un unico NR cerca del extremo del inicio de
la sinapsis de los gonosomas. La caracteristica mas notable del NR es su localizacion dentro de un
segmento terminal del CS, que no es alcanzado por las vueitas del eje Z luego del proceso de
igualizacion. La longitud de dicho segmento es relativamente constante en 5 de las 6 aves carinadas
analizadas hasta el momento (Tabla 11), con un rango de 0.5-0.75 um de extension. Solamente en C.
coturnix, el segmento donde se localiza el NR es significativamente mas pequeiio (0.2 pum) y de
posicion casi estrictamente terminal (Solari, 1992). Esta localizacion extrema puede considerarse
propia de la especie, y podria relacionarse con la ausencia, en esta especie, de los lazos gigantes
teloméricos que caracterizan la asociacion de los cromosomas Z y W en las restantes aves carinadas

analizadas (Solover et al., 1993).

Tabla 11. Localizacion del NR en el extremo sinaptico del par ZW de las aves carinadas. Las

distancias estan expresadas en pum desde el telomero sinaptico.

Espccic _ Distancia promedio al tclémcro  Rango
Gallus domesticus (a) 0.31 0.13-0.64
Coturnix coturnix (b) 0.14 0.05-0.20
Numida meleagris (c) 0.40 0.15-0.66
Anas platyrhynchos (c) 0.68 0.49-1.06
Columba livia 0.83 0.42-1.17
Poephila guttata 0.87 Ll N

a. Rahn y Solari. 1986 . b. Solari, 1992 ; c. Solari y Pigozzi. 1993.

En todas las especies de Galliformes, el segmento que lleva el NR se encuentra cerca del
telomero sinaptico, mientras que en los representantes de otros ordenes, dicho segmento es subterminal
y esta scparado del telomero sinaptico por una porcion de 0.4-0.5 um donde no se observan nddulos.
El tamaiio de la region involucrada es demasiado pequefio como para detectar diferencias mediante
bandeos sobre los cromosomas mitéticos ; sin embargo, en C. livia la posicion subterminal del NR se

traduce en la presencia de un quiasma bien visible en el estadio de cromosomas plumulados.
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En C. livia, el cromosoma W mitético tiene una banda eucromatica terminal en su brazo corto
que representa entre un 25%-35% de Wp ; esta banda en el cromosoma W meidtico ocuparia una
longitud aproximada de 1.5 a 2.1 um (calculado a partir de los datos de la Tabla 6). En C. livia el NR
no se encuentra mas alla de un segmento subterminal de 1.17 um ; por consiguiente la mayor parte del
segmento cucromatico terminal del W corresponde a eucromatina que no recombina con el cromosoma
Z, muy probablemente por falta de homologia. Asimismo, el bandeo C pone en evidencia otro
segmento cucromatico en Wq, que tampoco esta involucrado en intercambios con el Z. La presencia de
segmentos eucromaticos en el W y su tamafio relativamente grande, han sido observados también en
otras especies de Columbiformes (De Lucca, 1984), y podrian indicar la adicion de material genético
por la fusion de un microcromosoma al cromosoma W, antes de la diversificacion del orden
Columbiformes. De acuerdo con esta hipétesis el par ZW actual de C. /ivia representaria el vestigio de
un sistema de cromosomas sexuales multiples, y seria necesario profundizar los estudios dentro del
orden Columbiformes para verificar esta hipotesis, en caso de que el sistema se hubiera conservado en
alguna de las especies vivientes del orden.

La precsencia de |1 a 3 NRs en la extension del CS correspondiente a casi todo el brazo largo
del par ZW de R. amcricana difiere notablemente de la localizacion del NR en las aves carinadas, y es
consistente con el alto grado de homologia que se observa en esta region en los cromosomas mitoticos
Z y W de esta especie (Ansari et al., 1988). 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 autosomicos de la misma especie (ver seccion I11.1.5). Dentro de este segmento
no existe ninguna restriccion para la recombinacion, como queda demostrado a partir de las siguientes
evidencias :

a) La frecuencia promedio de NRs en el par ZW (2.1) es semejante a la del CS #6 (1.8) (ver
Tabla 5), cuya longitud absoluta es solo 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 quiasmatica positiva usual), cuando estan separados por una distancia menor al 20% de
la longitud del eje W, pues el numero 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 14). El nimero 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 critica de
separacion entre ambos NRs, aumentan las posibilidades de que se produzca un tercer intercambio en
una posicion intermedia, y en consecuencia, el par ZW mostrara tres NRs. Este grafico de
representacion de la interferencia en el par sexual de R. americana es muy similar al obtenido por
Sherman y Stack (1995) para los pares de NRs en los CS correspondientes a los brazos largos de los
bivalentes de /.. esculentu ; 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 “pseudoautosomico” , o mas exactamente, “‘region_de homologia”, a
semejanza del segmento reducido que lleva el NR en los ZW de las aves carinadas, y de la region de

homologia del par XY de los mamiferos.

IV.3.5. Cromatina asociada al par ZW y su relacion con la ausencia de compensacion de dosis
génica

En los ovocitos aviarios en profase meictica la cromatina asociada al par ZW tiene un aspecto
homogéneo, idéntico a la cromatina dispersa que rodea a los CSs autosomicos. Esto marca una
diferencia notable con el estado altamente condensado de la cromatina del par XY de los mamiferos
que forma el cuerpo XY (vesicula sexual) en los espermatocitos en paquitene (Sachs, 1955 ; revision
por Solari, 1974a). Los estudios autorradiograficos realizados en extendidos para microscopia optica y

en secciones finas para microscopia electronica, han demostrado la ausencia de actividad
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transcripcional a nivel del cuerpo XY (Monesi, 1965 ; Kierszenbaum y Tres, 1974). Esta inactividad
de la cromatina es consecuencia de la activacion del mismo gen que provoca el silenciamiento casi
completo de uno de los cromosomas X en las hembras de los mamiferos placentados (lyonizacion), 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, 1961 ; revision por Lyon, 1992). El gen responsable de
la lyonizacion (XIST en el ser humano y Xist en el raton) esta activo exclusivamente en el X inactivado
de las células somaticas femeninas (Brown et al., 1991 ; Brockorffet al., 1991 ; 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 Xiss esta inactivo en el unico X de las células
somaticas masculinas, pero en la linea germinal se activa en los espermatocitos que inician la meiosis,
provocando la condensacion de la cromatina del X, y secundariamente del Y (McCarrey y Dilworth,
1992).

La inactivacion provocada por el gen XIST tiene la propiedad de extenderse a segmentos
cromosomicos traslocados al cromosoma X, lo cual tiene como consecuencia el efecto variegado en las
hembras (interpretado por Lyon 1961). En los machos esta extension de la inactivacion a regiones
autosomicas, provoca la detencion de la meiosis y la muerte de los espermatocitos luego del estadio de
paquitenc, como ha sido estudiado en detalle en la traslocacion de Searle (Reader y Solari, 1969
Jafaar et al, 1989).

Como fue correctamente propuesto por Ohno (1967), el fenomeno de lyonizacion tiene como
consecuencia la conservacion del contenido génico del cromosoma X, ya que en la mayoria de los
casos las combinaciones nuevas originadas por traslocaciones resultarian deletéreas para la especie y
serian eliminadas por seleccion. Sin embargo, en algunos taxones esto no ocurre, y el segmento
autosomico traslocado logra escapar a la extension de la inactivacion del X ; de esta manera el
rearreglo puede fijarse en las poblaciones, constituyendo un sistema de cromosomas sexuales multiples

(Solari y Pigozzi, 1994 ; Pigozzi y Solan, 1994).
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La ausencia de condensacion del par sexual en los ovocitos, junto con la falta de condensacion
de uno de los cromosomas Z en las células somaticas masculinas, indican que en las aves no opera un
mecanismo de compensacion de dosis como en los mamiferos, lo cual esta apoyado por estudios
bioquimicos de mediciones de actividad enzimatica (Baverstock et al., 1982). La enzima aconitasa
citoplasmatica esta codificada por el gen Acon,, el cual es polimorfico en cinco especies especies de
aves : dos psitaciformes, un paseriforme y dos galliformes (gallina de Guinea y pollo). El gen Acon,
esta ligado al Z, como lo demuestra el fenotipo de los hibridos de hembras de gallina de Guinea y
machos de (5. domesticus (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 enzimaticas de esta enzima fueron
significativamente diferentes en machos y hembras, siendo esta actividad aproximadamente el doble en
los machos (Baverstock et al., 1982).

Aunque las evidencias mencionadas indican la falta de compensacion de dosis en las aves, el
cromosoma Z parece conservarse en los distintos ordenes aviarios ya que representa una proporcion
relativamente constante del genoma y se ha verificado el ligamiento al Z de la mencionada enzima
aconitasa en varios ordenes aviarios. Dado que no hay pruebas de la presencia de un mecanismo de
inactivacion que elimine selectivamente las traslocaciones o inserciones de material genético en el
cromosoma Z, no estan claros hasta el momento los mecanismos que pueden operar en el
mantenimiento del Z como grupo de ligamiento.

La conservacion del cromosoma Z en las aves y del X entre los mamiferos llevo a Ohno
(1967) a postular un origen comun para ambos cromosomas, a partir del mismo grupo de ligamiento
ancestral. Sin embargo, cinco de seis genes ligados al X en los mamiferos han demostrado ser
autosomicos en las aves, y por otro lado, varios genes localizados en el Z aviario (aconitasa

citoplasmatica y creatinina kinasa) son autosomicos en los mamiferos (Dominguez-Steglich y Schmid,

101



1993). La ausencia de compensacion de dosis en las aves y las diferencias en la constitucion génica de
los cromosomas Z y X, sefialan una diferencia fundamental entre el par ZW y el par XY, y no
concuerdan con la hipétesis de un origen comun para el cromosoma Z awviario y el X de los

mamiferos.

1V.4. Comparacion de la meiosis masculina y femenina en las aves: los NRs en C. livia
IV.4.1. Diferencias generales entre la meiosis masculina y femenina

Uno de los objetivos de este estudio fue la observacion comparada de la profase meidtica
masculina y femenina en una misma especie aviaria. El interés de esta comparacion reside en las
considerables diferencias morfologicas y funcionales que presenta la meiosis en los dos sexos, y
ademas, en ¢l conocimiento, ya establecido, de la diferencia notable en la tasa de recombinacion en
ambos sexos en algunos mamiferos (ver seccion 1V.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) duracion de la profase (dias en los machos, meses en las hembras) ; y d) la
presencia del par sexual heteromorfico en la meiosis femenina.

Este estudio se centro principalmente en dilucidar si existen diferencias significativas en el

numero total y la distribucion de los NRs en los dos sexos de (. livia.

1V.4.2. Ultracstructura de los nédulos de recombinacion en C. livia

Las primeras descripciones de los NRs se realizaron sobre secciones finas de meiocitos tefiidos
con acetato de uranilo y citrato de plomo (revision por Carpenter, 1979a). Los NRs también son
visibles en los extendidos de células meidticas enteras, y en este caso la tincion de los NRs se realiza
comunmente con acido fosfotungstico o acetato de uranilo-citrato de plomo (Solari, 1980a ; Stack y

Anderson, 1986 ; Albini y Jones, 1988) ; la tincion de los NRs con nitrato de plata solo ha sido
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descripta en células meidticas 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 espermatocitos humanos
los NRs tardios adoptan una morfologia cilindrica, con su eje mayor transversal u oblicuo con respecto
a los elementos laterales, por lo cual son denominados comunmente “barras” (Solari, 1980a 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 espermatocitos humanos, mientras que se tifien
con dificultad en el raton.

En todas las aves analizadas, los NRs son relativamente pequeiios, pero pueden observarse
con claridad en las preparaciones coloreadas con acido fosfotungstico. Con excepcion de C. livia,
todas las aves estudiadas muestran NRs elipsoidales, que en . domesticus tienen un diametro mayor
de 142 nm (Rahn y Solari, 1986). En C. livia los NRs estan formados por un grupo de | a 5 particulas
esféricas que se tifien mas intensamente que los elementos laterales del CS. Las particulas tienen, en
promedio, 66 + 12.6 nm de diametro, y los grupos constan frecuentemente 3 o 4 particulas. Esta
estructura particulada de los nodulos se analizo en detalle en los ovocitos, aunque también esta
presente cn los espermatocitos de esta especie, por lo que puede descartarse la naturaleza artificial de
esta morfologia (ya que los espermatocitos fueron procesados por una técnica diferente ; ver seccion
11.4.3).

Se ha propuesto que los NRs reunen todos las enzimas necesarias para dirigir el proceso de la
recombinacion meiodtica (Carpenter, 1993), pero hasta el momento no se ha logrado purificar una
fraccion que que contenga los nodulos y permita aclarar su composicion. En este sentido, la variacion
del numero de particulas en C. livia (que se describe por primera vez en la literatura) podria
representar la reunion progresiva de dichos componentes enzimaticos en el sitio de un evento de
recombinacion. Alternativamente, cada particula podria llevar todas las enzimas necesarias para la

formacion y resolucion de un intermediario de recombinacion, mientras que la disposicion espacial de

103



las particulas garantizaria la disponibilidad de sus componentes.

1V.4.3. Frecuencias de recombinacion en machos y hembras de aves

Las diferencias en las frecuencias de recombinacion entre sexos se conocen desde hace mucho
tiempo, y las evidencias al respecto provienen de analisis genéticos (por comparacion de recombinantes
producidos por machos y hembras) y de analisis citogenéticos (por comparacion de la frecuencia de
quiasmas en meiocitos masculinos o femeninos). Haldane (1922) fue el primero en sugerir que, cuando
existen diferencias de recombinacion dentre ambos sexos, el valor menor de la tasa de recombinacion
se observa en el sexo heterogametico. Aunque en la mayoria de las comparaciones realizadas esto ha
resultado ser asi, se conocen algunas excepciones (Callan y Perry, 1977). En las situaciones mas
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 (resefiado en John y Lewis,
1965). Entre los vertebrados no se conocen casos de meiosis aquiasmatica, aunque si se han registrado
diferencias de recombinacion entre sexos. Las evidencias mas completas al respecto provienen de la
comparacion de los mapas genéticos masculino y femenino, y del analisis de los quiasmas en el raton y
en el ser humano. En ambos casos el sexo heterogamético muestra una tasa menor de
entrecruzamientos. Asi, el mapa de ligamiento autosomico en el ser humano mide 2832 cM en el sexo
masculino y 4348 cM en el sexo femenino (Collins et al., 1996 : calculado a partir de mas de 23,000
loci). En los espermatocitos humanos en diacinesis el nimero promedio de quiasmas es 52.3 (Laurie y
Hulten, 1985) ; este numero de entrecruzamientos corresponden a una longitud de 2615 cM para los
autosomas en el varon (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 numero de quiasmas no resulta tan apropiada en la mujer, puesto que el nimero de quiasmas
resulta subestimado cn la meiosis femenina, debido a las dificultades tecnicas para el recuento de

quiasmas a partir de ovocitos cultivados in vitro.
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En el raton, 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 mas elevada en el sexo femenino ha sido sefialada a partir de su analisis en
distintas cepas de M. musculus (Polani, 1972 ; Speed, 1977). También se ha seiialado la existencia de
diferencias en la localizacion de los quiasmas entre sexos: por ejemplo en los espermatocitos, los
quiasmas se localizan preferentemente en posicion proximal y (sobre todo) distal, mientras que en los
bivalentes del ovocito hay una preferencia por la formacion de quiasmas intersticiales (Polani, 1972 ;
Gorlov et al., 1994 ; Lawrie et al., 1995).

Entre las aves, la primera comparacion de las frecuencias de recombinacion en machos y
hembras se realizo a partir marcadores citologicos de la recombinacion y mostro una coincidencia
aproximada entre el numero de quiasmas en la meiosis masculina (Pollock y Fechheimer, 1978) y el
numero de NRs tardios en los ovocitos de la misma especic (Rahn y Solari, 1986). Estas apreciaciones
fueron confirmadas mediante la comparacion del numero de quiasmas en los espermatocitos y el
numero de quiasmas observados en ovocitos de G. domesticus en diplotene (etapa de cromosomas
plumulados) (Rodionov et al., 1993).

Los analisis de ligamiento en (. domesticus aun 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., 1994 ; Burt et al., 1995).
A partir de estos estudios de ligamiento se ha calculado la longitud genética minima del cromosoma Z
en unos 200 cM (Levin et al., 1993) ; considerando que este cromosoma representa alrededor del 7-8
% del genoma, la longitud genética total del genoma del pollo seria aproximadamente 2600-3000 cM.
Esta distancia es similar a la calculada a partir del nimero 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 al., 1993).

En (5. domesticus, el nuimero de NRs observados en los ovocitos en paquitene (Rahn y Solari,
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1986) muestra una buena relacion con el numero de quiasmas en los cromosomas plumulados, es
decir, a partir de esta comparacion, se establece una equivalencia entre ambos indicadores de la
recombinacion reciproca en el mismo sexo y especie (Rodionov et al., 1993).

Con respecto al presente estudio, de una manera similar a lo descripto en el parrafo anterior, el
numero de NRs en los espermatocitos de C. livia se corresponde de manera directa con el numero de
quiasmas observados en diacinesis-metafase I en el macho (Tabla 8), confirmando l1a validez de los
NRs como marcadores citologicos de la recombinacion reciproca en estas especies en particular, y en
las aves en general. Otras evidencias que demuestran la identidad de los NRs tardios y los quiasmas,
estan relacionadas con la distribucion de los mismos en los bivalentes : tanto el nimero de NRs como
el nimero de quiasmas aumenta en los bivalentes mas largos. Los graficos de correlacion entre NRs y
longitud del CS en ovocitos y espermatocitos (Figuras 41 y 42) son muy similares al grafico
generalizado de la relacion entre quiasmas y longitud de los bivalentes, confeccionado para el ortoptero
Schistocerca  gregaria (Henderson, 1963 ; reproducido por Sybenga, 1975). Estos graficos
demuestran que siempre hay un minimo de un quiasma (o NR), independientemente de la longitud del
bivalente ; en (. livia esto implica una inflexion de la linea de regresion hacia el eje de las ordenadas
en la zona de longitudes correspondientes a los microcromosomas, ya que éstos siempre muestran un
NR. Como se ha demostrado en diversas especies, un incremento al doble en la longitud de un
bivalente, no implica el mismo incremento en el numero de quiasmas (Sybenga, 1975) ; la misma
situacion se observa con los NRs en (. /ivia, lo cual es una demostracion indirecta de la existencia de
intereferencia quiasmatica 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. livia (ver seccion 111.4.4) indican la

similitud de las tasas de recombinacion en ambos sexos en esta especie, a semejanza de lo propuesto

para ;. domesticus. Ademas, la distribucion de los NRs en los macrobivalentes parece ser similar en

ambos scxos. Cuando se compara el namero de NRs en los tercios proximal, intersticial y distal de los
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Comparacion de la distribucion de nddulos de recombinacion en machos y hembras de Columba livia
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Figura 60 (1* parte). Histogramas de la distribucion de los NRs en machos y hembras de Columba
livia (continua en la pagina siguiente).
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Comparacion de la distribucion de nédulos de recombinacion en machos y hembras de Columba livia
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Figura 60 (2* parte). Histogramas de la distribucion de los NRs en machos y hembras de Columba
livia. El eje horizontal de cada histograma representa la longitud absoluta del bivalente dividida en
segmentos de | um. La escala del eje vertical representa el numero de nodulos de recombinacion. El
segmento hacia la derecha del cinetocoro (c) corresponde al brazo largo. La frecuencia de los nédulos

de recombinacion es muy baja en la zona centromérica y aumenta cerca de los telomeros.
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brazos largos de los CS #1, #2 y #3 (Figura 60) no se observan diferencias significativas entre
ovocitos y espermatocitos (x’= 0.86 ; p = 0.65).

Esta scmejanza de las frecuencias de recombinacion en machos y hembras de (;. domesticus y
C. livia difiere notablemente de lo observado en los mamiferos, como se sefialo previamente. Se
desconocen cuales son las causas que determinan las diferencias de recombinacion entre sexos, aunque
es interesante sefalar 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, 1980a ; Bojko, 1985).
Se ha sugerido que la tasa de empaquetamiento del ADN en los bivalentes paquiténicos esta
negativamente correlacionada con las frecuencias de recombinacion, lo cual permitiria explicar las
diferencias de recombinacion en la meiosis masculina y femenina observada algunos organismos
(Peterson et al., 1994). De acuerdo con esta hipdtesis : la tasa longitud del CS/cantidad de ADN, esta
directamente relacionada con la frecuencia de entrecruzamientos dentro del genoma. Esta hipodtesis
resulta atractiva ya que se corresponde con las observaciones de la recombinacion en las meiosis
masculina y femenina en el ser humano, en el gusano hermafrodita Dendrocoelum lacteum (Jones y
Croft, 1989) y en Xcnopus laevis (revisado por Wallace y Wallace, 1995), en los cuales el sexo con
mayor indice de recombinacion muestra una mayor longitud de CS (lo cual implica un
empaquetaniento con mas cantidad de lazos mas cortos unidos a los CSs).

El analisis de los quiasmas (o NRs) permite comparar las frecuencias de recombinacion en las
aves con la observada en otros organismos, y su relacion con el tamaiio del genoma. Como ya se
menciono, la longitud total del mapa genético del pollo calculado a partir del nimero de quiasmas en
los ovocitos (59-64), comprende entre 2900 y 3200 cM ; el mapa genético humano, calculado a partir
de los quiasmas en los espermatocitos (52.3), tiene una longitud de 2615 cM. Sin embargo, el genoma
haploide del pollo tiene aproximadamente 1.25 x 10° pb de ADN, siendo unas unas tres veces menor
que el del ser humano (3.7 x 10° pb), de lo que resulta que en G. domesticus hay un entrecruzamiento

cada 19,000 kpb, mientras que en el ser humano hay uno cada 64,000 kpb. Es decir, que la tasa de
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recombinacion por nucleétido es casi tres veces mayor en la meiosis aviaria, lo cual coincide con las
observaciones en (. livia aqui presentadas, ya que en esta especie la frecuencia de recombinacion
(NRs) y el tamaio genomico 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 (. livia, y se propone que esta tasa uniforme en ambos sexos es caracteristica de la meiosis en las

aves.

IV.5. La meiosis en Poephila guttata

El analisis de la meiosis masculina y femenina de P. gustata 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 Seccion 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 /. guttata se considera como tal
por su limitacion a una linea celular (la linea germinal), su aislamiento de los cromosomas del
complemento normal durante la meiosis, y su prescindibilidad en la linea somatica de ambos sexos, y
en partc dc la linea germinal masculina.

Pocphila guttata es un paseriforme de la famiha Fringilidae, originario de Australia ; es muy
utilizado en experimentos de fisiologia del sistema nervioso y de endocrinologia aviaria, debido a su
excelente adaptacion al cautiverio. En cuanto a su citologia cromosomica en la meiosis, el unico
antecedente es una observacion preliminar, en extendidos para microscopia electronica realizados a
partir de ejemplares de esta especie, y de hibridos entre /”. guttata y otra especie relacionada. En esta
observacion (C.B. Gillies, comunicacion personal, 1990), se distinguio un cuerpo cromatinico denso,
con un eje en su interior, semejante al descripto en el presente trabajo. Sin embargo, dicha observacion
prelininar no permitio revelar la naturaleza de ese cuerpo, no habiendo surgido tampoco publicaciones

o comunicaciones al respecto.
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Aunque /. guttata es un paseriforme de cria extendida, el cariotipo de la especie no esta
disponible en las revisiones mas recientes de cariologia aviaria (Belterman y De Boer, 1984 ; Capanna
et al,, 1987) ; esto constituye una muestra del nimero limitado de estudios en citogenética aviaria. Sin
embargo, los estudios de la linea somatica (de haberse hecho) no hubieran revelado la existencia de un
cromosoma B, puesto que esta restringido en este caso a la linea germinal. Este caso particular pone de
manificsto la nccesidad de realizar sistematicamente el analisis meidtico en citologia awiaria
(comenzando por la citologia clasica), ya que este enfoque se realiza actualmente solo en unos pocos

grupos de trabajo en todo el mundo.

IV.S.1. Caracteristicas generales de los cromosomas B y su presencia en distintos organismos

Los cromosomas accesorios (Miintzig, 1974) o cromosomas B (Randolph, 1928) son
cromosomas adicionales al complemento normal de la especie, que no son requeridos para el desarrollo
normal de los individuos portadores, es decir, son prescindibles (Jones y Rees, 1982). El caracter
dispensable, su variabilidad numérica, y su aislamiento meidtico con respecto a los cromosomas
normales, constituyen caracteristicas citologicas dsitintivas de los cromosomas B. Su presencia ha sido
descripta en mas 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 Crepis capillaris
(Compositae, Angiospermas) entre las plantas, y los de los ortopteros (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 ortoptcros, coleopteros y dipteros (Hewit, 1979). Entre los vertebrados se han encontrado
cromosomas B en peces (Foresti et al., 1995 ; Fenocchio et al., 1995), anfibios, reptiles y mamiferos
(citados por Jones y Rees, 1982). El seguimiento de la conducta meidtica de los Bs en los vertebrados
esta limitado a algunos anfibios (Stephenson et al., 1972 ; Green, 1987); y en el zorro plateado

(Vulpes vulpes) se han realizado estudios de complejos sinaptonémicos, en espermatocitos de
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individuos con distintos numeros de Bs (Switonski et al., 1985). Los cromosomas B también se han
descripto en primates : en Alouarta seniculus sara se han observado variaciones cromosomicas
numéricas intra e interindividuales (Yunis et al., 1976 ;Minezawa et al., 1985).

En las aves, la escasa proporcion de especies estudiadas, ademas de la dificultad que acarrean
los microcromosomas en la realizacion de recuentos precisos, puede ocultar la presencia de
Cromosomas accesorios, ya que estos ultimos suelen ser mas pequefios que los del cariotipo normal.

El origen de los cromosomas B ha producido un debate que aun permanece sin resolverse. En
términos generales se han propuesto dos posibles origenes de los cromosomas accesorios : a) un origen
intragenomico, como resultado de fragmentacion cromosomica, o por trisomias originadas en
deleciones o traslocaciones (Jones y Rees, 1982) ; o b) un origen extemo como consecuencia de un
evento de hibridacion interespecifica (Sapre y Deshpande, 1987). Hasta el momento no se ha podido
reconstruir detalladamente el origen y la evolucion de ningin cromosoma B en particular, aunque se
han realizados analisis de la composicion 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
especic (Wilkes et al., 1995).

En numerosos casos, los cromosomas B son heterocromaticos y no llevan genes que
provoquen efectos importantes en el fenotipo de los individuos portadores. Por esta razon se ha
sugerido la existencia de una vinculacion entre los cromosomas B y los cromosomas sexuales, ya que
los rasgos mencionados son también caracteristicos de las regiones diferenciales de los cromosomas Y
o W, en pares sexuales heteromorficos. Por otra parte, las trisomias de los cromosomas sexuales son
menos deletéreas que las autosomicas, por lo cual un segmento trisomico 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, 1082). 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 (resefiado por Green, 1990).

Sea cual sea su origen, los cromosomas B no pueden adquirir su caracter heterocromatico
repentinamente, especialmente aquéllos que tienen un tamaiio similar o aun mayor que los cromosomas
del complemento normal. Segun Green (1990), la adquisicion gradual de las secuencias repetitivas que
forman a la mayoria de los Bs podria explicarse mediante el mecanismo del trinquete de Muller
(Felsenstein, 1974 ; Charlesworth, 1978), propuesto para explicar la evolucion de los cromosomas

sexuales heteromorficos (ver la Introduccion y la seccion IV.6.1 de esta discusion).

1V.5.2. Repercusion 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 formacion 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
permite la comparacion de plantas con diferente cantidad de Bs, y sin Bs. En el centeno, el aumento del
numero de cromosomas accesorios disminuye el vigor de las plantas (Miintzig, 1963), y la fertilidad es
nula cuando su numero llega a 8 (Jones y Rees, 1982). Adicionalmente, en el saltamontes
Myrmeleotettix maculatus los cromosomas accesorios provocan una retraso en el desarrolio, de
manera tal que no son tolerados en un numero 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
localizacion de los quiasmas, las observaciones son contradictorias, aun 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 niumero de quiasmas, ya sea su disminucion; o con diferencias en la
localizacion, sin cambios en la frecuencia quiasmatica (resumido en Lacadena, 1996). Otros resultados
dispares (unefecto supresor o un efecto promotor) se refieren a la relacion de los cromosomas B y el
apareamiento de cromosomas homeologos en hibridos interespecificos de plantas. Las discrepancias
mencionadas se han explicado como el resultado de las variaciones del fondo genético en que estan

actuando los cromosomas B (Lacadena, 1996).

IV.5.3. Transmision de los cromosomas B. Una hipdtesis para el caso de P. guttata

La inestabilidad numérica que caracteriza a la mayoria de los cromosomas B, es consecuencia
de ciertos mecanismos de acumulacion de los Bs que actuan en las células somaticas o en las células
germinales. En general, la transmision de los Bs durante el desarrollo es regular, de manera que su
namero en similar en las distintas células de un mismo individuo. Sin embargo, se han descripto
variaciones en el numero de Bs en distintas lineas celulares en varias especies de plantas y animales.
Por ejemplo, en Poa alpina los Bs se encuentran en la raices primarias y faitan en las raices
adventicias, y en Acgilops speltoides estan ausentes en el sistema radicular, y presente en los organos
aéreos, incluyendo la linea germinal (resumido en Lacadena, 1996). La causa de la variacion numeérica
de los cromosomas B es, en todos los casos, la no-disyucion en la anafase mitdtica ; esto conduce a la
acumulacion de los Bs en una linea celular, y a su exclusion de otra.

En la linea germinal, en tanto, la acumulacion de los Bs puede producirse por varios
mecanismos : 1) por no disyuncion en las divisiones mitéticas previas a la meiosis ; 2) por segregacion
preferencial en la meiosis femenina ; 0 3) por no disyuncién posmeiotica. La acumulacion de los Bs en
las divisiones mitdticas de las células germinales masculinas se considera un mecanismo comun entre
los animales, y ha sido descripta en Locusta migratoria (Hewitt, 1976) y Helix pomatia (Kayano,
1971), entre otros organismos. La no disyunciéon postmieidtica se da exclusivamente en plantas,

especialmente en la microesporogénesis, y ha sido estudiada en profundidad en Secale cereale y Zea
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mays. Este mecanismo implica la no disyunciéon de las cromatidas hermanas durante la primera o
segunda anafase de la division mitdtica del polen (para un resumen ver Lacadena, 1996). El restante
mecanismo de acumulacion en la linea germinal se refiere a la segregacion preferencial de los Bs hacia
el polo que formara el nucleo de la megaspora (en las plantas) o del ovocito (en los animales)., durante
la anafase I de la meiosis femenina. En el saltamontes M. maculatus, el B segrega preferencialmente
con la mitad del complemento que formara en nucleo del ovocito (Hewitt, 1976). La frecuencia de la
segregacion preferencial esta en estrecha relacion con el grado de acumulacion del B de una generacion
a otra. Este comportameinto de los Bs también se ha observado en en otras especies de ortopteros, y ha
sido relacionado con la simetria del huso que se forma en la anafase I en estos insectos (Hewitt, 1976),
aunque se ha sugerido que se requeriria algun elemento funcional en el propio B, que asegurara esta
conducta (Jones y Rees, 1982).

Como se explico en Resultados, el unico cromosoma B de P’. guttata, se encuentra de manera
regular en las lineas germinales maculina y femenina. Por el contrario el B no se observo en ninguna
de las metafases obtenidas a partir de médula 6sea de individuos de ambos sexos, y probablemente,
dada la variedad de tipos celulares que se originan en la médula 6sea, no se encuentre en las otras
lineas celulares somaticas.

La presencia constante de un solo cromosoma B en la linea germinal, es indicativa de su
conducta estable durante las divisiones mitdticas 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 transmision de una generacion a otra. Si el cromosoma B segregara al azar en las
meiosis masculina y femenina, deberian producirse gametas con y sin B en cantidades iguales en cada
sexo, de lo cual se podria esperar la formacion frecuente de cigotos con dos B. Ahora bien, en todas
las células germinales analizadas solo se encontré un B, por lo cual puede suponerse que las células

germinales de /. guttata no toleran la presencia de mas de uno de estos elementos. Por lo tanto, debe
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haberse desarrollado algin mecanismo que asegure la trasmision del B sin causar mortalidad
embrionaria, ya que esta provocaria la rapida eliminacion del B en las poblaciones.

A partir de las observaciones citologicas al microscopio optico y electronico, se propone un
mecanismo que aseguraria el mantenimiento del B en la linea germinal dentro de cada individuo y su
transmision de una a otra generacion en P. guttata. Esta hipétesis involucra mecanismos de
segregacion preferencial y de exclusion del B, e implicaria los siguientes pasos :

e Inactivacion y eliminacion del cromosoma B en la linea germinal masculina (Figura 61).

e Segregacion preferencial en la anafase I durante la ovogénesis (Figura 62).

e Eliminacion del B en las células somaticas y conservacion en la linea germinal en los embriones de
ambos sexos.

La inactivacion del cromosoma B en la linea germinal masculina estd indicada por el estado
condensado de la cromatina, que forma un cuerpo heterocromatico periférico en los espermatocitos
durante la profase meidtica. La formacion de un eje en relacion al B permite suponer la segregacion
conjunta de las dos cromatidas del B durante la anafase I (véase la cohesion de las cromatidas
hermanas en la Seccion 1V.1.1); asi se formaran espermatocitos 11 con y sin B en proporciones iguales.

Esta segregacion podria controlarse verificando la presencia del B en aproximadamente la
mitad de las metafases Ii. Sin embargo, en ninguna metafase Il aparece un elemento heteropicnético de
gran tamaio que pudiera corresponder al B aunque si se observo un cuerpo esférico denso asociado
frecuentemente a las metafases II. El cuerpo denso se atribuye a un producto de la degeneracion del B
por las siguientes razones : a) nunca se encontrd mas de uno por cada metafase II ; b) falta en una
parte de las metafases Il analizadas, como podria esperarse luego de la anafase | por la segregacion del
B a un polo; y ¢) un cuerpo denso de caracteristicas idénticas se encontro en el citoplasma de las
espermatides tempranas (el estadio inmediato de diferenciacion luego de la division de los
espermatocitos Il durante la espermatogénesis). El momento de la exclusion nuclear del B, y su paso

hacia cl citoplasma, es dificil de precisar, aunque probablemente se produzca durante la anafase II,
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debido a la mcapacidad del B (ya reducido a un cuerpo cromatinico), de migrar con las cromatidas

segregantces.

Lspcnmatogonia

Espcrmatocito |

¥ N
@ @ Lispermatocito 11
'

Lispermatides sin I3 Espermatides con 13
en ¢l citoplasma

\ '/\_/ * lixpulsion del B
- N~ e

Espenmatozoides sin B

172 division
meiotica

24 division
mciotica

Figura 61. Esquema que muestra la eliminacion del cromosoma B de /. guttata en la espermatogénesis

masculina. Ver el texto para la explicacion.

La hipotesis formulada, aunque se basa directamente en los datos citologicos, esta sujeta a una
serie de comprobaciones que escapan a los objetivos del presente trabajo de tesis. La eliminacion del B
en la linea germinal masculina podria verificarse con algunas de las siguientes pruebas :

l. Un estudio de citoespectrofotometria que mida el contenido de ADN en los
espermatozoides : el gran tamaiio del B de P. gurrata permitiria distinguir los espermatozoides con y
sin B. Dc acuerdo con la hipotesis planteada anteriormente, el B deberia ser eliminado antes de la
finalizacion de la espermiogénesis, y por lo tanto, se formarian espermatozoides de un solo tipo, esto
es, sin B. Esta hipotesis esta apoyada también por la uniformidad morfologica y estructural de la
cabeza dc los espermatozoides de /. guttata (observaciones preliminares).

2. La determinacion fehaciente de que el cuerpo cromatinico denso esta formado por ADN,
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utilizando la reaccion de Feulgen o la coloracion con fluorocromos con afinidad por el ADN, como el
DAPI.
3. Un analisis estereologico del tejido testicular a partir de secciones semifinas para

microscopia optica permitiria comprobar que el cuerpo denso se encuentra en el citoplasma de

aproximadamente la mitad de los espermatides.

4. La manera mas contundente de demostrar la eliminacion del B en la linea germinal
masculina seria construir una sonda de ADN especifica para el cromosoma accesorio que permita
seguir su conducta durante la espermatogénesis. La hibridacion de dicha sonda marcada con un
fluorocromo sobre extendidos o cortes de testiculo permitiria confirmar la identidad entre el
cromosoma B y el cuerpo esférico denso de las metafases Il y espermatides ; asimisimo permitiria
demostrar la supuesta ausencia del B en los espermatozoides.

La conducta del cromosoma B en los ovocitos en paquitene demostro ser totalmente diferente
de la observada en los espermatocitos : la cromatina asociada al eje accesorio esta totalmente dispersa,
a semcjanza de la cromatina de los autosomas y del par ZW, lo cual permite suponer un estado activo
del cromosoma accesorio (ver la siguiente seccion). La segregacion reduccional del cromosoma B en la
anafase | puede predecirse como consecuencia de la formacion de un eje entre las cromatidas hermanas
(ver Scccion 1V.1.1). Los siguientes pasos en la distribucion del B en los ovocitos se deducen de la
invarniabilidad de la presencia del B en dosis unica en todas las células germinales (Figura 62).

Como sc menciono anteriormente, la segregacion preferencial de los cromosomas B hacia el
polo que formara el nucleo del ovocito ha sido observada en diferentes organismos. En /°. guttata la
segregacion preferencial del B durante la anafase | de la ovogénesis es propuesta como una forma de
mantener el B en dosis unica, ante su eliminacion en la linea germinal masculina, y con el objeto de
evitar las presumibles consecuencias deletéreas que acarrearia la presencia de mas de un B en los

cigotos resultantes de la fecundacion de dos gametos portadores del cromosoma B.
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Segregacion del cromosoma B en la linea germinal femenina

Ovocito primario

/ " Anafasc |

I cuerpo @ Ovocito sccundario

polar
¥ o\
29° cuerpo @
polar

(sin B)
Anafasc 11

Figura 62. Segregacion preferencial del cromosoma B en la meiosis femenina de /. guitata

Para la comprobacion de esta segregacion preferencial seria necesario examinar ovocitos en
metafase | en el ave adulta, en los que deberia encontrarse al B siempre entre los cromosomas de la
“vesicula germmal” y nunca en el primer cuerpo polar. Este estadio sélo se observa desde el momento
de la ovulacion hasta antes la fecundacion, 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
nucleo del ovocito. Si el cromosoma B mostrara variantes morfologicas, podria mostrarse (mediante
un cruzamicnto) que ¢l 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.

1V.5.4. Efectos del cromosoma B en la meiosis de P. guttata

La presencia del cromosoma B condensado en los espermatocitos no parece repercutir en el
desarrollo normal de la profase meidtica masculina, ya que todos los elementos del complemento
normal aparecen sinapsados durante el paquitene. En los ovocitos, por el contrario, la presencia del eje

accesorio no sinapsado durante el paquitene temprano, esta siempre asociada con la presencia de un
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numero variable de microbivalentes asinapticos. La influencia del estado asinaptico 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 repercusion 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 solo podria confrmarse examinando: a) los ovocitos en fase
plumulada, a fin de comparar los lazos del cromosoma B con los de los bivalentes autosémicos o, b) la
captacion 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 : 1) en los cromosomas B
univalentes de V. vulpes (Switonski et al., 1985) ; 2) en el inico cromosoma X en ratones X0 (Speed,
1977) ; y 3) en la porcién del eje no sinapsado del X en hembras de Akodon azarae con cromosomas
sexuales heteromorficos (Solari et al., 1989), y en otros casos.

El apareamiento normal de los bivalentes en los espermatocitos se puede atribuir al estado no
transcripcional del cromosoma B, debido a la condensacion de su cromatina, lo cual promoveria su
eliminacion posterior. De acuerdo con la hipdtesis propuesta para su transmision, en machos y
hembras el cromosoma B proviene siempre de un ovocito, por lo cual la causa mas probable de la
inactivacion del B en el macho es la influencia del ambiente testicular.

La influencia del cromosoma B sobre la recombinacion en los cromosomas A de P. guttata no
puede senalarse inequivocamente, ya que todos los individuos presentaban el cromosoma B, y éste se
encontro en todas las células germinales analizadas, lo cual impide realizar comparaciones intra o
interindividuales. Sin embargo, es interesante sefialar que en los ovocitos coloreados con acido
fosfotungstico los NRs tienen una localizacion predominantemente distal, particularmente en los
macrobivalentes bibraquiados. Por ejemplo, en el CS #1 se observa un NR en cada brazo, en posicion

distal ; este nimero es muy inferior al promedio cercano a 7 NRs para el mismo CS en G. domesticus,
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C. livia o R.. americana. Sin embargo, esta observacién no deberia tomarse como una reduccion de la
recombinacion debida a la presencia del B sino como una localizacion peculiar de los quiasmas en esta
especie, ya que en los‘ espermatocitos en metafase I, los quiasmas se localizan distalmente y se
encuentran en un numero reducido (ver Figura 56). Es importante destacar que en /. guttata, la
longitud del complemento de CSs en ambos sexos es significativamente mas pequefia que en otras aves
analizadas, lo cual podria relacionarse con el indice menor de recombinacion en esta especie (ver la

seccion 1V .4.3).

IV.S.S. El par ZW en P. guttata

La conducta sinaptica de los ejes sexuales no se ve afectada por la presencia del cromosoma
B : los cromosomas Z y W de P. guttata forman un CS con caracteristicas similares a las descriptas en
otras aves con cromosomas Z y W heteromorficos. La sinapsis siempre comienza por el brazo corto de
ambos gonosomas, que son facilmente identificables por la posicion de los cinetocoros sobre los ejes

meidticos (Figura 48). Cerca del extremo de inicio de la sinapsis se localiza un unico NR, lo cual

sefiala la presencia de un evento de recombinacion obligatoria, también en esta especie.

La existencia de sinapsis y recombinacion en P guttata permite extender la hipdtesis de la
existencia dc una conducta conservada del par ZW aviario desde las aves mas primitivas con
cromosomas sexuales casi homomoérficos (Ratitae) hasta los paseriformes, el grupo considerado de

manera unanime como el mas evolucionado en la clase aves.

1V. Modelo de 1a evolucion del par sexual ZW en la clase aves
IV.6.1. Los modelos de evolucion de los cromosomas sexuales

Los cromosomas sexuales son los componentes del cariotipo que llevan los genes
determinantes 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 facilmente identificables
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por su heteromorfismo, en muchos organismos no existen diferencias morfolégicas aparentes, ain
cuando puede deducirse el heterogametismo por pruebas de reversion 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 transicion del homomorfismo hacia el heteromorfismo, los fenémenos que
provocan la diferenciacion morfologica y la inactividad genética de uno de los cromosomas sexuales
(Y o W), y su relacion con los factores sexuales, aun no estan completamente aclarados.

A continuacion se exponen dos modelos de evolucion de los cromosomas sexuales : en ambos
casos se parte de un estado homomorfico 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 recombimnacion, conducirian a la esterilidad del individuo portador. El primer modelo es la
interpretacion clasica de Ohno (1967) acerca de la formacion de cromosomas sexuales heteromorficos
en los ofidios ; el segundo modelo fue desarrollado por Charlesworth (1991), y es un modelo mas
general y abarcador, que puede aplicarse a la diferenciacion de los cromosomas sexuales observada en
varios taxones.

En el grupo de los ofidios, las evidencias taxonomicas favorecen la vision de que la direccion
de los cambios en la transformacion de los cromosmas sexuales (Z y W) sigue el sentido de la
evolucion de los representantes de este taxon. El suborden Serpentes comprende cuatro famulias :
Boidae, Colubridae, Viperidae y Elapidae. Los integrantes de la familia Boidae retienen los caracteres
morfologicos de las serpientes primitivas, los colubridos tienen rasgos morfologicos intermedios y los
elapidos y vipéndos son los mas modemos y diversificados. Los cromosomas ZW son indistinguibles
morfologicamente en los boidos; en los colubridos difieren unicamente para una inversion
pericentrica en ¢l W ; y en elapidos y vipéridos el W es mas pequeiio y completamente heterocromatico
(Figura 63). Ohno (1967) interpretd que los distintos grados de diferenciacion de los cromosomas
sexuales observados en los distintos grupos de ofidios, representaban la transformacion real ocurrida

durante la transicion del homomorfismo al heteromorfismo. De acuerdo con esta hipatesis el primer
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Evolucion de los cromosomas sexuales en los ofidios
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Figura 63. Esquema de las variaciones morfologicas del par ZW de los ofidios durante su paso del

estado homomorfico inicial hasta el heteromorfismo marcado en las serpientes mas evolucionadas.
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paso cn la diferenciacion de los cromosomas sexuales en los ofidios fue una inversion pericéntrica en el
cromosoma W, como se observa en los colubridos. Este rearreglo proporcionaria estabilidad al
aislamiento meiotico, imprescindible para mantener un grupo de ligamiento de los factores sexuales en
uno dc los sexos. La inversion pericéntrica no suprimiria el entrecruzamiento per se pero crearia una
fuerte necesidad para que se estableciera un mecanismo de aislamiento permanente, ya que si se
produjera un entrecruzamiento en la region invertida surgirian productos meidticos desbalanceados. La
creacion de este aislamiento permanente facilitaria el proceso posterior de diferenciacion de los
cromosomas sexuales. El deterioro uno a uno de los genes del W daria tiempo para que los genes del Z
se ‘“‘adaptasen”a su nueva condicion hemicigotica en el sexo heterogamético. Una vez completado el
deteriorio el W se encontraria casi completamente libre de genes, exceptuando aquéllos relacionados
con la determinacion sexual, y los que se localizaran en la zona recombinante necesaria para una
segregacion regular. Aplicado a la evidencia citoldgica de los ofidios, el W invertido de la familia
Colubridac representaria este estado de deterioro avanzado. A partir de este momento surgirian las
diferencias morfologicas marcadas entre el Z y el W. Segun Ohno el siguiente paso logico en el
proceso de diferenciacion seria la eliminacion de aproximadamente la mitad del material genético del
W por un cntrecruzamiento accidental, lo que originaria el pequefio cromosoma W de los elapidos y
vipeéridos.

Como se menciond previamente, la restriccion del entrecruzamiento entre los cromosomas
sexuales ¢s un punto critico en el proceso de su evolucion. En el modelo de Ohno este aislamiento es
consecuencia de una inversion pericéntrica, y la existencia de pares ZW que difieren por la presencia
de este tipo de rearreglo es la evidencia que apoya esta conclusion. Sin embargo, debe tenerse en
cuenta que este tipo de rearreglos estructurales tienen comunmente efectos deletéreos, ya que dificuitan
el desarrollo normal de la meiosis y pueden llevar a la produccion de productos con deleciones o
duplicaciones si se produce un entrecruzamiento en el segmento invertido. En consecuencia, el destino

mas probable de este rearreglo es su eliminacion por seleccion, por lo cual resultaria altamente
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improbable la adquisicion simultanea de un mecanismo de aislamiento meidtico junto con la inversion.

Mas recientemente se ha postulado que el aislamiento de los cromosomas sexuales durante la
meiosis s¢ debe a la actividad de un mecanismo génico, y que los rearreglos estructurales son una
consccucncia, mas que la causa, de la supresion del entrecruzamiento (Charlesworth, 1978 ; Bull,
1983 ; Charlesworth, 1991). Segun este modelo el primer paso en la evolucion de los cromosomas
sexuales involucra la restriccion del entrecruzamiento entre los genes que controlan las funciones de
determinacion sexual, mas que la restriccion amplia a todo lo largo de los cromosomas X e Y
primitivos. La necesidad de una mayor restriccion de la recombinacion podria surgir por la aparicion
en el Y de genes sexualmente antagonistas (Rice, 1987), es decir, genes cuya actividad es ventajosa
para el sexo heterogametico, 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 Poecilia y
Xiphophorus. En las poblaciones naturales, el color rojo brillante representa una desventaja, ya que
aumenta las tasas de predacion. 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 predacion (Kalman, 1970 ; Endler, 1980). Como consecuencia, la seleccion
promoveria el ligamiento estrecho de los genes para el color rojo (genes antagonistas) a los factores
sexuales, asegurando su transmision a la descendencia masculina ; de esta manera se habria ampliado
la zona de restriccion de la recombinacion. Otra razon que podria conducir a la ampliacién de la zona
no recombinante en el par sexual, es la aparicion de mas factores involucrados en la determinacion
sexual (ver Introduccion Seccion 1.9.2). Como consecuencia de la elaboracion de mecanismos
fisiologicos, morfologicos y de conducta diferentes en cada sexo, aumentarian las diferencias entre el
X y el Y primitivos, y por esta razon, la restriccion de la recombinacion entre los cromosomas
sexuales debe extenderse aun mas. En un determinado momento la zona de restriccion de la
recombinacion seria lo suficientemente amplia como para poder distinguirse citologicamente como una

region libre de quiasmas o nodulos de recombinacion, aun cuando los gonosomas no sean
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diferenciables morfologicamente. Cuando esta situacion se ha establecido, el cromosoma X recombina
regularmente en el sexo homogamético, mientras que una parte del Y (su region diferencial) no
recombina en el sexo heterogamético ; por este motivo los loci en ella contenidos estan expuestos al
deterioro progresivo que puede explicarse por el mecanismo de trinquete de Muller o por el tmasporte
“gratuito’de genes (ver Seccion [.8). Una vez establecido el aislamiento meidtico y debido a la
inactividad genética del Y, la introduccién de rearreglos estructurales (o aun la pérdida de material
genético) en la region 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 variacion de la
constitucion de su cromatina aun en taxones tan proximos entre si como los géneros de una misma
familia. Esto se debe a que su region diferencial esta expuesta a la invasion de secuencias parasitas,
variantes durante la filogenia. De la misma manera el segmento homélogo de los cromosomas sexuales
(region “pseudoautosomica’”) no representa el remanente del X y el Y primitivos y se espera que esté
sujeto a cambios (por ejemplo a través de la adicion de material genético) como lo estan los segmentos
autosomicos.

Las evidencias experimentales acerca de algunas postulaciones de este modelo no son
sencillas de obtencr, especialmente en lo referente a los mecanismos de deterioro del Y, ya que estos
cambios solo son evidentes en tiempos evolutivos sumamente largos. El analisis de la heterocromatina
del Y podria proveer evidencias indirectas de este proceso ya que se esperaria encontrar una amplia
varicdad dc secuencias repetivas, como se explico anteriormente. La existencia de pares sexuales no
diferenciados en los que hay restriccion parcial de la recombinacion sin cambios estructurales, son una
evidencia en favor del establecimiento de la restriccion como un paso previo a la transformacion de los

cromosomas sexuales.

1V.6.2. La situacion en la clase Aves

En la clase Aves, como en los ofidios, también ocurren variaciones morfologicas en los
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Figura 64. Variaciones morfologicas de los pares ZW en las Ratitae (arriba) y en las aves carinadas
(abajo). Los esquemas estan hechos a escala, guardando las proporciones relativas entre los
cromosomas Z y W. El tamano relativo del cromosoma Z es aproximadamente constante entre las

distintas especies.

1231



cromosomas sexuales, que podrian representar los cambios evolutivos que han llevado a los
cromosomas Z y W altamente diferenciados que se observan en la mayoria de las especies de aves con
cariotipo conocido. Entre las aves mas primitivas (Ratitae) encontramos pares ZW de tamaio y
morfologia muy similar, aunque en algunas especies la diferencia de tamano 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). Ademas de la similaridad
morfologica superficial, en R. americana, D. novaehollandiae y P. pennata, el patron de bandas G
demuestra que el W corresponde a la region distal del cromosoma Z (Ansari et al.,, 1988). Por
consiguiente, es posible ordenar los pares ZW de las Ratitae, desde el maximo de homomorfismo, en
D. novachollandiae hasta el menor de /. pennata (Figura 64).

En las aves no ratites (carinadas) el heteromorfismo del par sexual es ain mas marcado y la
diversidad morfologica del W es evidente, aun cuando se toma solo una muestra de los taxones
analizados. Esta diversidad se observa no sélo en la relacion de brazos del W, sino en su tamaiio
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 esta de acuerdo con la constancia del tamano relativo del Z en

la mayoria de las especies de aves cariotipadas.

1V.6.3. Distribucion de la heterocromatina en el par ZW aviario

Dc acucrdo con el modelo tedrico de evolucion de los cromosomas sexuales expuesto al
comicnzo, una de las formas de expresion del deterioro génico subsiguiente a la restriccion de la
recombinacion cs la aparicion de heterocromatina en el segmento diferencial de los cromosomas X o Y
(Z o W). Por esta razon, el analisis de la localizacion y composicion de la heterocromatina por medios
citologicos y moleculares es esencial para demostrar las variaciones graduales en un sistema

cromosomico sexual (Figura 65).
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En el presente trabajo se ha demostrado por primera vez la existencia de heterocromatina en el
par sexual de una ratite. Ambos gonosomas de R. americana muestran heterocromatina centromerica,
y adicionalmente, el brazo corto del cromosoma W es heterocromatico, aunque se colorea mas
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 composicion con respecto a la
heterocromatina centromérica (esta ultima probablemente sea similar en composicion a las secuencias
satélites centromeéricas de los mamiferos).

En los estudios de cariotipado de aves carinadas que incluyen accesoriamente el bandeo C, el
cromosoma W se indica simplemente como “‘fuertemente heterocromatico”. Sin embargo, cuando se
realizan analisis especialmente dirigidos a localizar la heterocromatina o caracterizar su replicacion en
los cromosomas mitoticos, se han encontrado variaciones con respecto a este patron simplificado.
Entre dichas variaciones se ha sefialado la replicacion relativamente temprana del brazo corto del W de
G. domesticus 'y de parte del W de Gyps fulvus (Falconiformes) (Schmid et al., 1989). En otros casos,
despucs del bandeo C han podido observarse segmentos eucromaticos en el W de dos especies de
gaviotas del género Larus (Ryttman et al, 1975), en el falconiforme Gypaetus barbatus (Mayr y
Aucr, 1088) y cn varias especies de Columbiformes (De Lucca, 1983). Estas descripciones previas son
muy someras, pueto que los autores no han destacado su significado biologico 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 C. livia y se han analizado comparativamente los patrones de
bandeo C de los cromsomas W. La presencia de eucromatina en el cromsoma W de . livia tiene un
correlato muy significativo en los cromosomas plumulados de esta especie, descriptos por Solovei et
al. (1993), puesto que este W es el que posee lazos con indudable actividad transcripcional.

El cromosoma Z es mayormente eucromatico, aunque en algunos casos se ha descripto la
presencia de un bloque heterocromatico terminal en el brazo largo. Este es el caso de G. domesticus

(Poliock y Feccheimer, 1980) y C. coturnix (Stock y Bunch, 1982), y de P. guttata y C. livia, en los
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Figura 65. Distribucion de la heterocromatina constitutiva en los cromosomas Z y W aviarios. El
puntcado en ¢l W de R amcricana y de (. livia indican una menor intensidad de coloracion en el
bandco C. La cucromatina se representa en blanco. En el brazo corto del W del pollo hay una region

eucromatica (s secuencias repetitivas) que no es aparente al microscopio optico.
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que se observa coincidentemente un bloque de heterocromatina telomérica. Con toda seguridad la
composicion de dicha heterocromatina difiere en las distintas especies, ya que la familia de
macrosatélites que compone la heterocromatina telomérica de G. domesticus esta restringida al género
Gallus, por lo cual debe haber surgido en su antecesor directo (Hori et al., 1996). De la misma manera

la hetcrocromatina del Z en las otras especies mencionadas debe haberse adquirido separadamente.

1V.6.4. Las dimensiones de la zona recombinante en el par ZW aviario

La existencia de sinapsis y recombinacion 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
apareamiento del ZW heteromorfico es completo hacia el paquitene tardio; sin embargo la
recombinacion esta restringida a un pequefio segmento en la region de inicio de la sinapsis, como lo
indica la presencia invariable de un nodulo de recombinacion en esta zona. Se ha sefialado que el CS
del par ZW donde se encuentra el NR no esta afectado por los giros del eje Z, y esto ha sido
interpretado como consecuencia de la existencia de una region de homologia o region
“pseudoautosomica” a este nivel (Solari et al,, 1988 ; resefiado por Solari, 1994). Ademas de la
evidencia provista por los estudios del par ZW awviario durante el paquitene, la recombinacion en el par
ZW ha sido descripta en seis especies de aves carinadas en el estadio de cromosomas plumulados : tres
Galliformes ((i. domesticus, C. coturnix y Meleagris gallopavo), una Columbiforme (C. livia) y dos
Paseriformes (Passer domesticus y Fringilla coelebs) (Solovei et al. , 1993). En (5. domesticus y C.
coturnix se observa un unico quiasma en posicion terminal, en correspondencia con la posicion del NR
muy cercana al telomero ; mientras que en C. livia el quiasma es subtelomérico, lo cual esta de
acuerdo con la posicion del nédulo de recombinacion (mas alejada del extremo cuando se la compara
con los Galliformes) (Figura 66).

La comparacion 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. Comparacion de la longitud de la zona recombinante en los pares ZW. El nodulo de
recombinacion se representa en la posicion promedio en cada especie. Los segmentos debajo de cada par

ZW marcan el rango de las distancias desde el NR al extremo sinaptico.
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medida de la extension de la region recombinante (Figura 66, Tabla 12). 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 filogenéticamente distinto del par ZW de R. americana. Ain en especies muy proximas entre
si, como (5. domesticus y C. coturnix (familia Phasianidae) la extension del segmento recombinante es
muy diferente, ya que en la tltima especie solo mide 0.14pm, menos de la mitad que en G. domesticus.
Esta variacion de la longitud de la zona recombinante en las aves carinadas es una medida de la

variabilidad de dicha region, lo que permite sugerir su falta de conservacion en los distintos taxones.

1V.6.5. Composicion del cromosoma W

El cromosoma W de las aves carinadas esta formado principalmente, pero no completamente,
por hcterocromatina constitutiva. La composicion de dicha heterocromatina ha sido analizada en tres
especies de Galliformes, encontrandose cuatro familias de secuencias repetitivas : Xho [ y EcoRlI en el
pollo, Pst I en los pavos y Taq | en los faisanes (revisado por Mizuno et al.,, 1993). Todas estas
familias tienen un patron de organizacion similar :a) consisten en secuencias de unos 21 pb repetidas
en tandem ; y b) en la mayoria de estas unidades repetitivas hay segmentos (A;.s) y (Ts.5), que aparecen
altemadamente casi en cada periodo de la hélice de ADN (Saitoh et al., 1992). Debido a esta ultima
caracteristica, estas secuencias tienen la particularidad de adoptar configuraciones fuertemente
incurvadas, como es comun en las secuencia repetitivas que componen la heterocromatina. Mas alla de
estos caracteres estructurales comunes, la homologia de las secuencias de las diferentes familias es
relativamente baja, por lo cual solo hibridan de manera cruzada en condiciones de muy baja estrictez.
Esta disparidad en las secuencias repetitivas en especies del mismo orden, y aun de la misma familia
(pollo y faisanes), reflejan la amplia variacion de secuencias que no estan sujetas a la seleccion natural
debido a su falta de significado transcripcional.

La sccuencia de bases, propiedades de curvatura y localizacion sobre el W, han sido

caracterizadas en detalle para las secuencias lsco Rl y Xho 1 de (5. domesticus. Alrededor del 65 % del
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W del pollo csta ocupado por estas secuencias, que se ubican en dominios parcialmente superpuestos a
lo largo del cromosoma. Mediante hibridacién in sifu y fluorescencia (FISH) sobre los cromosomas
mitéticos (Saitoh y Mizuno, 1992) y sobre el bivalente ZW en paquitene (Solari y Dresser, 1995), se
establecio que la familia Xhol es pericentromerica, en tanto que la familia £coRI ocupa la mayor parte
del brazo largo y una parte del brazo corto. La hibridacion sobre los pares ZW en paquitene ha
demostrado que el extremo recombinante del par ZW del pollo no contiene repeticiones de Fco Rl y
Xho 1, lo cual esta de acuerdo con la comprobacion, en general, de la escasez de secuencias repetitivas
en las regiones que muestran recombinacion.

Los unicos genes del W aviario han sido aislados de los cromosomas W del pavo y del pollo, y
del paseriforme Parus major. El gen DZWM 1 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, 1993). El segundo gen fue aislado a partir de una genoteca de
ADN genomico de /. major, y su ligamiento al cromosoma W ha sido verificado en otras 14 especies
de aves carinadas. Este gen ha sido denominado CHD-W (cromodominio-helicasa, ligada al W) por su
relacion con un gen similar descripto en el raton, y de su secuencia de nucleotidos pudo determinarse
que conticne tres dominios : un modificador de la organizacion de la cromatina, una helicasa-ATPasa y
una region de union al ADN. Los dos primeros dominios han sido descriptos en genes separados que
regulan funcioncs opuestas durante el desarrollo en Drosophila, por lo cual resultaria interesante saber
como interactuan dos regiones con efectos antagonistas dentro de un mismo producto génico (Griffiths

et al., 1996).

IV.6.6. Conservacion del cromosoma Z aviario
Aunque la morfologia del cromosoma Z aviario es variable, su tamafo 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 hipétesis de la conservacion
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del Z como grupo de ligamiento durante la filogenia aviaria (Begak et al., 1964 ; Ohno, 1967).
Ademas, en (;. domesticus, el ligamiento al Z del gen de la enzima de la aconitasa (citoplasmatica), ha
sido demostrado mediante cruzamiento entre hembras de gallina de Guinea y machos de G. domesticus
como se explico en la Introduccion, p. 18). Este gen esta también probablemente ligado al sexo en un
psitaciforme 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 (Baverstock et al., 1982 ; Lacson y Morizot, 1988).

Tambien se han localizado dos genes sobre el Z del pollo, mediante hibridacion in situ y
fluorescencia : el gen ZOV3, ubicado en el medio del brazo corto y el gen IREBP cerca del bloque de
heterocromatina telomérico del brazo largo (Saitoh et al., 1993). La realizacion de improntas de
Southem con ADN genémico de machos y hembras en cinco géneros aviarios distintos muestra que la
sefial de hibridacion en los machos es aproximadamente el doble de intensa que en las hembras,
apoyando firmemente la hipotesis del ligamiento al sexo de estos genes en todas las especies analizadas

(Saitoh et al., 1993).

1V.6.7. Ubicacion de los taxones analizados en la filogenia aviaria

Como ocurre con muchas clasificaciones, el ordenamiento taxonomico de las aves es objeto de
numcrosas itcrpretaciones, a menudo contradictorias. A fin de comprender la propuesta de las
transformacioncs sucesivas del par ZW que se propone cn la siguiente seccion es necesario ubicar a las
especies analizadas dentro del arbol filogenético de la clase Aves.

Recientemente se ha presentado un arbol filogenético que representa el momento y el
ordenamiento de divergencia de varios ordenes aviarios, que representa un consenso relativamente
amplio cntre los especialistas en el tema (Figura 67). Este arbol establece la divergencia de un numero
de ordenes aviarios, desde antes del limite Cretacico-Terciario, comparando las variaciones en las
secuencias de un protooncogen (c-mos) y de una subunidad de ARN mitocondnial, en 15 ordenes 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 comun. El ordenamiento resultante muestra
que las Ratitae y los Galliformes divergen tempranamente del tronco aviario mas primitivo, seguidos
de los psitaciformes 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 limite cretacico terciario (hace mas de 65 millones de
afios). La condicion ancestral de las ratites y la divergencia temprana de los Galliformes también han
sido sostenidas en otras filogenias moleculares construidas a partir de datos de hibridacion de ADN
(Sibley y Alhquist, 1990). Desafortunadamente, entre los taxones ordenados por Cooper y Penny no se
encuentran rcpresentantes de Anseriformes y Columbiformes (analizados en el presente trabajo), por lo
cual la posicion de dichos taxones debe realizarse de acuerdo con criterios taxonomicos diferentes.
Sibley y Alhquist (1990) situan la divergencia de los Anseriformes muy tempranamente, junto con los
Galliformes. Las evidencias citotaxonomicas apoyan esta relacion, ya que las Galliformes mas
primitivas (Megapodidae) tienen un cariotipo similar al cariotipo modal de los Anseriformes, con una
mayoria de macrocromosomas acrocéntricos (Stock y Bunch, 1982 ;Belterman y De Boer, 1984). Sin
embargo, las Galliformes mas evolucionadas (Numididae y Phasianidae), muestran un cariotipo
diferente en los macrocromosomas derivado del supuesto cariotipo ancestral de los galliformes a través
de inversiones y deleciones (Belterman y De Boer, 1984). Asi, mientras las Anseriformes y
Galliformes mas primitivas retienen el cariotipo supuestamente ancestral (semejante al de las Ratitae),
la mayoria de las Galliformes muestran un patron diversificado (Stock y Bunch, 1974 ; Belterman y de
Boer, 1984 ; Ansari et al, 1988). Estas variaciones en el cariotipo estan relacionadas con las
progresivas variaciones del par ZW segun se discute mas adelante.

Finalmente, los Columbiformes (representados en este estudio por C. livia), constituyen un
taxon monofilético, sin relaciones reconocibles entre las aves actuales. De acuerdo a los estudios de

hibridacion de ADN el origen de los Columbiformes es relativamente reciente en la filogenia aviaria,
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Figura 67. Arbol filogenético aviario que muestra las relaciones entre 15 ordenes aviarios que tienen
representantes vivientes en la actualidad. Los numeros corresponden a una o mas especies analizadas
dentro de cada orden: 1) G. domesticus'y 2) N. meleagris (Galliformes), 3) C. casuarius, 4) D.
novachollandiae, 5) A. australis, 6) S. camelus y T) P. pennata (Reiformes, Ratitae); 8)
Psitaciformes ; 9) Pelecaniformes ; 10) Charadriiformes ; 11) Paseriformes ; 12) Strigiformes ; 13)

Sphenisciformes ; 14) y 15) Procelariformes y Gaviiformes. Redibujado de Cooper y Penny (1997).
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junto con el de los Paseriformes (Sibley y Alhquist, 1990).
1V.6.8. Un modelo para la emergencia del par ZW aviario

En la hipotesis que presenta esta Tesis, el par sexual primitivo de la clase Aves seria
probablcmente un par acrocéntrico homomérfico, con un cromosoma W, mayormente homologo del Z
y activo. Este cromosoma W primitivo deberia diferir del Z por la presencia de (al menos) dos genes
relacionados con la determinacion del sexo femenino. Estos genes deberian localizarse en un segmento
con baja probabilidad de recombinacion (por ejemplo cerca del centromero) 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 supresion de la
recombinacion a nivel pericentromerico y del brazo corto del proto-cromosoma W. Este mecanismo
podria cstar representado por una inversion en esa region cromosomica, o podria consistir en la
actividad de genes “modificadores” de la tasa local de recombinacion. Como consecuencia del
aislamiento recombinacional, este segmento cromosomico se encuentra ahora expuesto al deterioro
mediantc ¢l mecanismo del trinquete de Muller, que conduce a la inactividad (y posteriormente a la
formacion de heterocromatina constitutiva) del segmento no recombinante o region diferencial del W
(ver Introduccion, seccion 1.8). La manifestacion citologica de este estadio de diferenciacion del par
ZW sc encuentra en los pares casi homomoérficos de algunas especies de Ratitae, como el kiwi (4.
ausiralis) y el emu (1. novachollandiae) (Figura 64), lo que concuerda con su ubicacion taxonomica
en un clado divergente del de las reiformes (Cooper y Penny, 1997). En R. americana la primitividad
de estado de diferenciacion del par ZW se manifiesta en la extensa region de homologia donde se
produce libre recombinacion (Figura 56, Seccion 1V.3.4) y la region diferencial se manifiesta por el
estado heterocromatico de la porcion pericentromérica del W y su brazo corto (Figura 65). La
diferencia de tamafio mas marcada que se observa en /. pennata puede considerarse un grado mas
avanzado de diferenciacion, aunque no existen bases taxonomicas para considerar a esta especie como

evolutivamente mas avanzada que Rhea americana. Esta diferencia podria representar simplemente
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una amphacion del tamaiio inicial del segmento no recombinante en el W del tronco conducente a la
rhea darwiniana.

Durante la diversificacion de la clase Aves habrian surgido nuevos genes involucrados en la
determinacion sexual o la fertilidad, o genes sexualmente antagonistas; y como consecuencia, la
seleccion favoreccria la extension del aislamiento recombinacional , progresivamente, hasta cubrir casi
toda la extension del W. Como resultado, la mayor parte del W quedaria expuesto a la inactivacion y
la heterocromatinizacion y la region recombinante quedaria reducida a un segmento terminal de los
gonosomas (Figura 66). Ambas caracteristicas han sido demostradas en todas las especies de aves
carinadas analizadas en el presente trabajo: la constitucion predominantemente C+ del W y la
localizacion restringida de un unico NR cerca del extremo sinaptico (Figuras 65 y 66). Esta
variaciones morfologicas del W son acompaiiadas también por variaciones der forma del Z que, sin
embargo, mantiene su proporcion relativa dentro del genoma. En A. platyrhynchos el Z es acrocéntrico
y su patron 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 carictipo de
los Anscriformes (Ver seccion anterior). La morfologia submetacéntrica o metacéntrica del Z de
Galliformes (N. meleagris y G. domesticus), puede interpretarse como derivada, ya que ambas
especies pertenecen a familias relativamente modemas dentro de los Galliformes. Finalmente, en los
pares ZW mas modificados, aparecen como variantes ciertos bloques de heterocromatina telomérica
(G. domesticus, C. livia) ; y a esto se le afiade la aparicion de una constriccion secundaria en el
cromosoma Z de . gutfata (Paseriformes).

Aun en los pares ZW mas diferenciados, se mantiene un segmento recombinante pequeiio,
donde se obscrva invariablemente un NR. El propdsito de la conservacion del segmento recombinante
es asegurar la formacion de un quiasma, que permita la correcta segregacion de los gonosomas durante
la anafase |, y de esta manera asegurar el mantenimiento del sistema cromosomico sexual.

Entre las aves vivientes no se encuentra ya el par completamente homomorfico ancestral, y
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dada la conservacion del sistema cromosoémico sexual ZW de la clase Aves, podria 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 homomorficos en otros grupos de vertebrados
y en algunos de ellos se ha probado la existencia de recombinacion restringida, aun cuando se mantiene
una extensa homologia. La existencia de aislamiento recombinacional ha sido verificada en el par XY
de los peces (). latipes y L. reticulatus, aun cuando los cromosomas sexuales son indistinguibles
citologicamente y la determinacion del sexo heterogamético se realiza por pruebas de reversion sexual
(Yamamoto, 1947). En la salamandra Triturus h. helveticus el par sexual no se distingue
citologicamente, pero el par #4 ha sido identificado como el par XY, por la restriccion quiasmatica
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., 1979). Entre los anuros se han descripto
pares sexuales escasamente diferenciados, cuya homologia puede ser observada detalladamente por el
patron de lazos de los cromosomas plumulados. Por ejemplo, en R rugosa los cromosomas Z y W
difieren para una inversion pericéntrica, pero mantienen la homologia y no recombinan en el segmento
invertido, aun cuando éste es lo suficientemente extenso como para formar un lazo de inversion que
posibilite el intercambio (Miura et al.,, 1996). Los casos mencionados constituyen la evidencia de la
existencia de un mecanismo de control de la recombinacion previo a las transformaciones morfologicas
de los gonosomas, en la evolucion de los pares sexuales heteromorficos. Es decir, que la restriccion de
la recombinacion es un fenomeno extendido en el proceso de diferenciacion de los cromosomas
sexuales, y constituye el factor desencadenante de este proceso cuando hay un sistema de

determinacion sexual que exija la reduccion del intercambio en el sexo heterogameético.

IV.7. Comparacion de los sistemas cromosomicos sexuales de aves y mamiferos

La existencia de un par ZW altamente diferenciado y que posee una region recombinante en

las aves carinadas, se asemeja a lo observado en el par XY de los mamiferos. Al igual que en las aves,
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la smapsis parcial del par XY de los mamiferos fue demostrada por la observacion de los ejes sexuales
durante el paquitene. La reconstruccion tridimensional de espermatocitos en el raton (Solari, 1970a y
b), el ser humano (Solari y Tres, 1970) y el hamster armenio (Solari, 1974), entre otras especies,
demostro la formacion de un complejo sinaptonémico corto entre el X y el Y ; posteriormente , esta
misma situacion se describio en numerosas especies a partir de extendidos de CSs. La existencia de
recombinacion reciproca en el par XY ha sido firmemente establecida mediante pruebas genéticas,
citologicas y moleculares en distintas especies de mamiferos euterianos (ver Introduccion).

El presente trabajo ha provisto evidencias solidas acerca de la existencia de un segmento
recombinante, de longitud variable, en el par sexual aviario, el cual se encuentra ain en los pares
sexuales mas diferenciados de las aves carinadas. Es decir, que en el par ZW existe una region de
recombinacion, equivalente a la denominada region_pseudoautosomica de los mamiferos euterianos
(Burgoyne, 1982). Como ya se explico, la region recombinante del par ZW heteromorfico de las aves
carinadas tiene una longitud variable, que se evidencia por el rango de localizacion del NR en cada
especie analizada (Figura 56), lo cual es una indicacion de la variabilidad de dicho segmento. En el par
XY de los mamiferos la variacion del contenido genético de la region de recombinacion ha sido
demostrada entre varias especies, como lemures (prosimios), el ser humano y el raton (Disteche et al.,
1992 ;Toder 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 mamiferos han desarrollado separadamente sistemas cromosomicos sexuales que se
mantienen conscrvados en ambas clases. Sin embargo, la amplitud de esta conservacion 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 mamiferos, los marsupiales no muestran sinapsis en el par XY,
aunque si forman un cuerpo XY y aseguran una segregacion regular por un mecanismo particular
(Solari y Bianchi, 1979 ; Sharp, 1982) ; es decir, probablemente en el par XY de los marsupiales no

hay region pseudoautosomica. En la meiosis masculina de los Monotremas (P’latypus y equidna) se ha

134



descripto un sistema gonosémico multiple que forma un multivalente en cadena (Murtagh, 1977 ;
Bick, 1990). Aunque la meiosis femenina no ha sido estudiada aun, se ha sugerido que el sistema
cromosomico sexual de los Monotremas podria ser similar al descripto en algunas aranas, que esta
basado cn la heterocigosis permanente de la traslocacion multiple en uno de los sexos (masculino).

De esta manera, mientras en las aves la presente evidencia muestra un unico sistema
cromosomico sexual conservado a lo largo de toda la filogenia, en los mamiferos, el sistema de
cromosomas sexuales no parece haberse mantenido tan invariable. Sin embargo, debido al namero
relativamente escaso de especies de aves examinadas citologicamente, no puede descartarse la
existencia de cromosomas sexuales multiples derivados del sistema ZZ/ZW por traslocaciones de
segmentos autosomicos a los cromosomas sexuales (como ocurre en otras clases de vertebrados y en
numerosos invertebrados). La existencia de bandas eucromaticas en el W de C. livia puede
interpretarse como la adicion secundaria de cromatina a partir de un par de microcromosomas en el
tronco original de las Columbiformes, ya que este rasgo esta presente en otras especies de este orden.
El caracter derivado de los segmentos eucromaticos es una interpretacion mas probable que la
hipétcsis altemativa de una conservacion de segmentos del primitivo W, ya que las Columbiformes
constituyen un grupo relativamente evolucionado dentro de la filogenia aviaria. La ausencia de
lyonizacion en el Z aviario evita las restricciones que ejerce la inactivacion del X sobre los segmentos
traslocados ; en el pollo sélo se han descripto efectos fenotipicos leves de tales translocaciones, tales
como una disminucion en la produccion de huevos y retraso en la madurez sexual en portadores de
traslocaciones X-autosoma. En cambio, en los mamiferos, las traslocaciones X-autosoma usualmente

causan csterilidad (De Boer, 1989).

VL.8. Arecas para futuras investigaciones
En todas las filogenias aviarias modemas las especies pertenecientes al orden Tinamiformes

son incluidas con las Ratitae en un grupo que ha recibido diferentes nombres segun el ordenamiento



considerado (Cracraft, 1981, Sibley y Alhquist, 1991 ; 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
ilioisquiatica grande (Cracraft, 1981). Las pruebas de hibridacion de ADN también indican que las
ratites y las tinamiformes se encuentran filogenéticamente muy cercanos, y que ambos taxones
constituyen un grupo hermana de todas las demas aves vivientes (Sibley y Ahlquist, 1990).

Desafortunadamente, los estudios cariotipicos publicados sobre tinamiformes se reducen a la
observacion del cariotipo de una hembra de Nothura maculosa y de Crypturellus parvirrostris, sin
que se hayan realizado bandeos que permitan caracterizar a este grupo desde el punto de vista
citotaxonomico. Por su ubicacion entre las aves mas primitivas, las tinamiformes constituyen un grupo
muy interesante hacia el cual dirigir las investigaciones del par ZW awiario.

Otro grupo importante a ser incluido en los estudios de la meiosis femenina, es el de los
Falconiformes, especialmente los accipitridos. Este grupo esta caracterizado por la reduccion del
numero de microcromosomas y porque el cromosma Z es uno de los mas grandes del cariotipo.

Finalmente, debe subrayarse el retraso en el estudio de los cariotipos aviarios con respecto a
las observacioncs 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 formuladas en los siguientes cinco
puntos :
A. Conservacion del sistema cromosomico sexual ZW / ZZ en las aves.
B. Conscrvacion de un patron basico de conducta meidtica del par ZW aviario.
C. Equiparacion de las tasas de recombinacion en los dos sexos en las Aves.
D. Descubrimiento y caracterizacion del cromosoma B en un ave.

E. Propuesta del primer modelo de evolucion del par ZW awiario.

A. A partir del analisis citologico y ultraestructural realizado en esta Tesis, y del analisis de la
bibliografia sobrc cariologia aviaria, se concluye que el sistema cromosomico sexual se ha conservado
durante la filogenia de la clase Aves ; pudiendo solamente preverse la posible existencia de sistemas
sexuales multiples, derivados de este sistema fundamental por la traslocacion de segmentos
autosomicos a un gonosoma.

B. Se concluye también la presencia conservada de un patron de comportamiento de los
cromosomas Z y W en la meiosis aviaria, cuyas caracteristicas invariables son :

1. Smapsis parcial de los cromosomas Z y W durante la profase meidtica (paquitenc).

2. lgualizacion dec las longitudes axiales de los gonosomas a medida que avanza el paquitene, a
difercncia del par XY de los mamiferos, y de manera analoga a los procesos de *‘reajuste sinaptico” en
bivalentcs heteromorficos de varios taxones.

3. Ausencia de condensacion cromatinica en el Z y el W durante la meiosis ovariva y del par ZZ en la
meiosis testicular, a diferencia del par XY de los mamiferos (evidenciando la ausencia de un gen de
tipo Xist).

4. Existencia de recombinacion obligatoria, aun en los pares ZW altamente diferenciados de las aves

carinadas, a semejanza de la zona recombinante o “pseudoautosomica” del par XY de los mamiferos.
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C. La comparacion de la frecuencia y distribucion de los nédulos de ecombinacion en machos
y hembras de (. /ivia, permite concluir que no hay diferencias en las tasas de recombinacion entre
ambos sexos en la mencionada especie. Se propone que esta similaridad en las tasas de recombinacion
entre sexos, es caracteristica de la clase Aves. Este rasgo establece una diferencia fundamental entre la
meiosis aviaria y la de los mamiferos, ya que en estos ultimos se ha comprobado la existencia tasas de
recombinacion sutancialmente distintas entre sexos.

D. En la presente Tesis se demostro por primera vez la existencia de cromosomas B en las
aves (Onica clase de vertebrados en la que no se habian descripto cromosomas B). El analisis de
células somaticas y germinales de ambos sexos en varios indivuduos de P. guttata, revelo la restriccion
del cromosoma B a la linea germinal en ambos sexos. Se propone una hipétesis sobre la transmision
del cromosoma B, que aseguraria 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 evolucion de los cromosomas Z y W en la clase Aves ha sido
monofilética y lineal. En relacion con ello se propone un modelo para explicar la transformacion del
par ZW, desde un estado inicialmente homomorfico al estado altamente heteromorfico que se observa
en la mayoria de las aves vivientes. Este modelo de evolucion del par ZW, es el primero que se
prescnta en la literatura para la clase Aves, de manera similar al modelo de evolucion del par ZW de
los ofidios propuesto por Ohno tres décadas atras. El modelo de evolucion del par ZW awiario
propucsto en esta Tesis esta basado en :

1. El analisis de los cromosomas sexuales en la mitosis, y de su conducta el la meiosis en cinco
especies, pertenecientes a cinco ordenes aviarios, las cuales representan de manera significativa la
filogenia 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 revision bibliografica sobre las carcteristicas
morfologicas basicas, y las variantes morfologicas de los cromsomas Z y W mitéticos ; dichas
evidencias han sido vinculadas por primera vez a un modelo de la evolucion del par ZW awviario.

5. Las teorias generales sobre la evolucion 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 amplificacion de un fragmento de un
unico cromosoma W de esa especie. La secuencia, denominada EE0.6, esta ampliamente conservada
en varias especies de aves carinadas lo cual la convierte en un recurso muy util para el sexado. La
secuencia EEQ.6 mapea en el brazo largo del W del pollo, es decir, en el brazo opuesto al que lleva la
zona recombinante (segun se refirid anteriormente en la Introduccion y Discusion). La mencionada
secuencia no es funcional, puesto que en cada marco de lectura posible hay, al menos, un codon de
paro. En algunas de las especies analizadas también se ha localizado una secuencia relacionada sobre
el cromosoma Z, aunque se desconoce si €sta tiene alguna funcion génica. Los autores también refieren
la presencia de secuencias relacionadas con EE0.6 en dos especies de ratites (avestruz y emu), pero

todavia no se ha probado su ligamiento a los cromosomas sexuales.
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