EL COMPLEJO SINAPTONEMICO EN CONEJO

CARIOTIPO MEIOTICO OBTENIDO A PARTIR
DE COMPLEJOS SINAPTONEMICOS EN MICROESPARCIDOS
DE ESPERMATOCITOS PAQUITENICOS

RESUMEN

Espermatocitos de conejo, fueron
procesados mediante una técnica
modificada de microesparcidos, que
contribuyé a aumentar el conocimien-
to sobre el Complejo Sinaptonémico
(CS) y la sinapsis meiética de los cro-
mosomas del conejo. Los nicleos
paquiténicos en microesparcidos,
mostraron 22 Complejos Sinaptoné
micos completamente formados que
permitieron clasificarlos de acuerdo a
la posicién del centrémero; en los 22
grupos centroméricos, se determina-
ron las longitudes totales de los
Complejos Sinaptonémicos, asf como
las correspondientes longitudes de los
brazos de los bivalentes, para realizar
un Idiograma. Los Complejos Sinap-
tonémicos (CS), aparecieron con res-
tos de membrana nuclear en sus
extremos y tres bivalentes presen-
taron residuos del nucleolo. El proceso
de microesparcido fue seguido por

* Estudiante de Biologia

** nstructor del Depto. de Ciencias Fisiol6-
gicas

*+* Profesor asistente del Depto. de Bioqui-
mica

Laboratorio de Microscopia. Centro de Equipos

Interfacultades, Universidad Nacional de Co-

lombia.

JUAN JOSE FILGUEIRA D.*
CLAUDIA PATRICIA TINJACA E.*
LUIS CARLOS TRUJILLO F.*

Dr. FERNANDO PALOMINO Q. **

Dr. FABIO ANDRES RODRIGUEZ C.***

microscopia 6ptica y se observé, como
la técnica desarrollada para obtener
los microesparcidos llamada ‘“‘de gota
pendiente”” aumenté la densidad de
CSs por unidad de 4rea. Las observa-
ciones de los microesparcidos en
grillas a través del microscopio elec-
trénico fueron corroboradas por ob-
servaciones de microesparcidos en
placa, tefiidos con plata, para micros-
copia de luz.

INTRODUCCION

La meiosis es el tipo especial de
divisién celular, que se encuentra en
los organismos con reproduccién
sexual, la cual se realiza por medio de
gametas, cada una de ellas con una
dotacién haploide de material genéti-
co; el mecanismo para producir
gametas haploides es dividir consecu-
tivamente dos veces el material here-
ditario, en un proceso llamado game-
togénesis. Durante la primera divisién
meibtica, hacia la profase, los cromo-
somas homélogos se reineu y aparean
por medio de una estructura tripartita
denominada Complejo Sinaptonémico.

En el estudio de la meiosis y el apa-
reamiento de los cromosomas homé-
logos durante la profase, se han utili-
zado varios métodos, tales como la
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observacién del Complejo Sinaptoné-
mico (CS) por microscopia de luz y
electrénica (3) y la reconstruccién
tridimensional de nucleos paquité
nicos por medio de cortes seriados
(12); sin embargo estos métodos no
son précticos en el momento de contar
con biopsias de material humano (10).
El estudio del CS por medio de la téc-
nica de microesparcidos, produce
resultados rapidos y ha sido también
utilizada para describir cariotipos
meibticos de varias especies, entre
ellos el del hombre (6). El uso de
Complejos Sinaptonémicos de ntcleos
paquiténicos para elaborar cariotipos,
tiene asf un gran potencial en el anali-
sis citogenético (7).

La técnica inicialmente desarrollada
por Counce y Meyer (2), ha tenido
miltiples variaciones (4,6,7,8,11); ba-
sicamente, una suspension de células
paquiténicas aisladas en un medio de
sostenimiento minimo es sometida a
una tensién osmética reducida en una
interfase acuosa produciéndose la
ruptura de los nucleos y esparciendo
su contenido sobre una base apropiada
para tal fin, en un 4rea relativamente
reducida (1). Recientemente, una
modificacién de la técnica de microes-
parcidos con dodecil sulfato de sodio
(DSS), que implica la solubilizacién
diferencial de las histonas de la
cromatina y la membrana nuclear
adherida a los CSs (11) ha permitido
una observaci6én més clara del com-
plejo Sinaptonémico.

Para la observacién del CS en prepa-
raciones de microesparcidos para
microscopfa de luz, se han descrito
técnicas basadas en la tincién con
plata (4), pudiéndose identificar me-
diante ésta la vesicula sexual y los
elementos laterales asociados a ella,
junto con la orientacién del par XY.

De igual forma la tincién con plata
para la microscopfa electrénica, ade-
mas de lo anterior permite la clara
observacién de los diversos compo-
nentes estructurales del CS.

Ultraestructuralmente el Complejo
Sinaptonémico en el conejo est4 cons-
tituido por 3 zonas asf distinguibles:
dos elementos laterales de 450 ams-
trongs de espesor, en contacto con los
cromosomas homélogos: una regién
clara de 850 amstrongs de espesor,
constituida por filamentos transver-
sales, que parten de los elementos
laterales y un elemento central elec-
trodenso de 250 amstrongs de espesor
(Fig. 1.). Los elementos laterales se
encuentran asociados a la membranz
nuclear (9).

El propésito de este artfculo, es
describir el cariotipo meidtico en
microesparcidos de Complejos Sinap-
tonémicos de conejo, basados en una
modificacién de la técnica propuesta
por nosotros llamada ‘‘De Gota
Pendiente”’, que permite la obtencién
de esparcidos de nucleos estallados en
una interfase aire-liquido, de una gota
suspendida, que luego se recogen
sobre una grilla para microscopia
electrénica o sobre una ldmina para
microscopia de luz.

MATERIALES Y METODOS

Obtencién de Células por el método de
Moses (7).

Conejos de 6 a 8 meses de edad, fueron
anestesiados con Ketamina y los
testiculos aislados en solucién TIM
(Testicular Isolation Medium) a 36
grados centigrados. Se removié el
tejido conjuntivo y la tanica albugi-
nea; el tejido se disoci6 sobre una pla-
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Figs.1 a-b. En a nacleo paquiténico de conejo, visto en un corte transversal, mostrando los cro-
mosomas homélogos apareados, con CSs unidos a la envoltura nuclear, indicados con las
flechas. b. muestra un CS de conejo y su morfologia caracteristica: elementos laterales
(L), regién central (R) y elemento central (E), la barra en a representa 1 micra y en b 0.2

micras.

ca de parafina, se tomaron entre 0.2 a
0.3 gramos, se cortaron en tajadas
pequefias y se maceraron cuidadosa-
mente los fragmentos con unas pinzas
romas curvas en 2 gotas de TIM a 36
grados centigrados. La suspensién se
coloc en una jeringa de vidrio de 1ml
sin aguja y se complet6 el volumen a
1 ml con solucién TIM. La solucién
que qued6 en la jeringa se utilizé para
expelerla y succionarla varias veces
con la jeringa. La suspensién se
centrifugé a 1500 rpm por 5 min. El
proceso se controlé en un microscopio
deinvestigacion Amplival Pol-U (Carl
Zeiss Jena).

Preparacion de microesparcidos por el
método de gota pendiente.

Con una pipeta Pasteur se colocaron
unas pocas gotas de soluciébn de
esparcido (NaCl 0.5%), a 4 grados
centfgrados sobre una limina hidrofi-
lica. Invirtiendo la ldmina suave
mente, ésta se coloc6 en un microsco-
pio invertido (puede utilizarse un
microscopio convencional, elevando la
l4mina unos pocos mm de la base de la
platina del microscopio). Con una

micropipeta se colocaron 10 microli-
tros de suspensién celular, sobre la
superficie invertida de la gota, se
permitié que el esparcido se estabili-
zara por unos 5 minutos, controlando
el proceso a través del microscopio.
Utilizando unas pinzas finas para
manipular las rejillas para micros-
copia electrénica, previamente trata-
das con pelicula soporte de formvar y
carbonadas: sometidas a una descarga
eléctrica de 1000 voltios, se tocé sua-
vemente con dichas rejillas la superfi-
cie libre de la gota invertida, con el fin
de recoger los microesparcidos, cui-
dando de conservar el derecho de la
rejilla y evitando su contaminacién
por partfculas extrafias. Finalmente,
se permitié el secado al aire.

Fijacién y contraste segin el método
de Counce y Meyer (2) con Modifica-
cién de Solari (10).

Una vez secas las rejillas, se colocaron
en una solucién de paraformaldehido
al 4% maés dodecil sulfato de sodio al
0.03% pH 9 por 6 min, luego se
pasaron a una solucién de fotoflo al
0.4%pH 8 durante 20 seg; el exceso de
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fotoflo se retiré y la rejilla se secé bajo
una lidmpara infrarroja. Los prepa-
rados se contrastaron con &cido
fosfotingstico. Las observaciones se
hicieron en un microscopio electrénico
de transmisién JEOL 100B, a 80 Kv:
las micrografias electrénicas de los
microesparcidos se realizaron con
pelicula Kodalith (Kodak).

Tincién de microesparcidos para mi-
croscopia de luz con nitrato de plata.
De acuerdo con la técnica de Dresser y
Moses (3).

En laminas completamente limpias e
hidréfobas, se colocé un ml de solucién
de esparcidos y con una micropipeta
10 microlitros de suspensiéon celular:
se permiti6 el secado al aire y poste
riormente se lavé la lamina con
tampén borato pH 9 por 15 min y se
cubrié con una solucién de nitrato de
plata al 50% méas 3% de formalina por
6 h, a 65 grados centigrados en una
camara hiimeda. Las observaciones se
realizaron en un microscopio Amplival
de la Carl Zeiss Jena y se tomaron
fotograffias con pelicula Plus-X Pan
(Kodak).

RESULTADOS
I. Obtencién de las Céulas.

El proceso para la preparacién de
suspensiones celulares, produjo una
adecuada separacién del tejido en
células individuales y ntcleos aisla-
dos. La resistencia a los cambios
osméticos de los diferentes tipos
celulares, fue observada a través del
tiempo de elaboracién de los microes-
parcidos. Después de 3 min, se
present6 la ruptura de los nicleos
pertenecientes a espermatocitos pri-
marios y espermatogonias claras tipo

A y B, reconocidas por el tamafio y
morfologia del nicleo (ver fig. 4d.).
Posteriormente entre los 5 y 10 min en
la solucién de esparcido, los ntcleos
pertenecientes a células de Sertoli,
espermatogonias tipo oscuro y esper-
matocitos secundarios pudieron rom-
perse. Un 30% de la poblacién celular
total resisti6 a la presion osmética
negativa. La mayor resistencia se
observé6 en los espermatocitos secun-
darios y espermatides.

I1. Descripciéon general del complejo
sinaptonémico en microesparcidos de
nucleos paquiténicos.

Los microesparcidos de ntcleos pa-
quiténicos, mostraron un ntimero de
Complejos Sinaptonémicos corres-
pondiente al ntmero de pares de
cromosomas de la especie ‘‘Orycto-
lagus cuniculus”, 22 pares; cada par
de homélogos formé un CS, que a
excepcion del par XY, se extendié a lo
largo de los bivalentes (fig. 2.). En el
par XY, solo se formé un CS en la
regién homoéloga de ambos cromo-
somas, como fue demostrado por
Solari anteriormente (11).

En el paquiteno, los CSs estaban
completamente formados y sus ex-
tremos terminales se encontraron
adheridos a la membrana nuclear;
fragmentos de ésta aparecieron fre-
cuentemente unidos a los CSs. De la
misma forma, aquellos bivalentes
relacionados con el nucleolo (fig. 2)
presentaron relacion con fragmentos
grandes del mismo: tal relaci6n
desaparece en los CSs, en microes-
parcidos de ntcleos zigoténicos, como
fue previamente mencionado por
Moses (5). Por otra parte la cromatina
no fue observable, debido a la accién
dispersora del detergente utilizado
en la preparacién de los microespar-
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cidos. En la mayoria de los CSs, es
posible observar el centrémero como
una masa densa un poco mayor que el
ancho del CS (fig. 3).

El conejo presenta 21 pares de
cromosomas autosémicos y 1 par
sexual (XY), que fueron clasificados
de acuerdo con la longitud del
Complejo Sinaptonémico de cada
bivalente (ver tabla 1), al igual que por
la posicion del centrémero; esta
clasificacién estuvo de acuerdo con la
hecha por Weisbroth (13) para cromo-
somas mitéticos de conejo. La relacién
de longitudes entre cromosomas mité-
ticos y meiéticos fue de 1:10 +/- 0.6.
La condicién ‘“‘estirada’’ de los cromo-
somas meiéticos, depende principal-
mente de dos factores: 1. El tamafio
de los homélogos correspondiente al
estado de sinapsis y del mayor o
menor grado de compactaciéon de la
cromatina, que permite la recombina-
ci6n genética y determina la longitud
total del CS y 2. El procesamiento y
los reactivos utilizados en él, afectan
en gran medida las dimensiones de los
CSs, como se deduce de la tabla 2, en
relacion con los espesores de los
elementos laterales y central. La

confirmacion de este dato requeriré la
confrontacién de éstos con la recons-
truccién tridimensional de un ntucleo
paquiténico, posteriormente.

I1. El Cariotipo a partir de CSs.

Solo hasta 1970, M.J. Moses (7),
utiliz6 los microesparcidos por pri-
mera vez para elaborar un cariotipo en
el ratén; los criterios utilizados para
su elaboracion fueron; la longitud
relativa de los CSs y el indice
centromérico (10). Utilizando estos
parametros se clasificaron los cromo-
somas del conejo en pares de tamaiio
decreciente a partir del estudio de 5
nucleos paquiténicos.

PAR 1. Un CS con un Indice Centro-
métrico (IC) de 1.33, que lo clasifica
como submetacéntrico.

PAR 2. Un CS con un Indice Centro-
métrico (IC) de 1.25; su clasificacién
no es muy clara, pero lo hemos
considerado como metacéntrico.

PAR 3. Un CS con un IC de 1.42,
clasificado como submetacéntrico y
con una longitud relativamente gran-
de.

o)
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Figs. 2 a-b. Nicleo paquiténico de un espermatocito primario de conejo, contrastado con AFT.
a. Muestra como los CS se dispersan en una regién mis o menos restringida, quedando
algunos superpuestos. Restos del nucleolo (N), XY =par XY, MN = membrana nuclear.
Magnificacién 6000X. La barra es igual a 3 micras.
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PAR 4. Un CS con un IC de 1.92,
claramente submetacéntrico.

GRUPO 5-8. CSs con un IC promedio
de 2.07; este valor fue utilizado para
clasificar como submetacéntricos a
todos los miembros de este grupo; en
éstos la longitud se reduce significa-
tivamente en relacién con los ante
riores.

GRUPO 9-13. Este grupo es mais
numeroso que el anterior con CSs con

PAR 16. Un CS con un IC de 1.14 y
una disminucién apreciable de ta-
maifio, (clasificados como metacén-
tricos.

GRUPO 17-18. CSs con un IC
promedio de mayor valor que los
anteriores, 4.18 y que los clasifica
como acrocéntricos de tamafio me
diano.

PAR 19. Un CS, con IC de 2.34, clasi-
ficado como submetacéntrico.

un IC promedio de 1.72 (+/- 0.4),
clasificados como submetacéntricos. GRUPO 20-21. CSs con un IC de 3.72,

ifi sy
GRUPO 14-15. CSs con un IC de 1.08, clasificados como telecéntricos

clasificados como metacéntricos.

TABLA No. 1

CLASIFICACION DE LOS CROMOSOMAS EN MICROESPARCIDOS
DE CSs DE CONEJO; (LONGITUDES EN MICRAS).

CLASIFICACION LONG DE INDICE LONGDE LOS

LOS CSs CENTRO CROMOSOMAS

GRUPO CENTROMERICA (+/-) MERICO MITOTICOS*
1 SUBMETACENTRICO 544 0.2 1.33 0.58
2 METACENTRICO 4.7 0.2 1.25 0.47
3 SUBMETACENTRICO 4.26 0.07 1.42 0.44
4 SUBMETACENTRICO 4.06 0.2 1.94 0.42
5-8 SUBMETACENTRICO 344 03 2.07 0.44
9-13 SUBMETACENTRICO 2.66 0.3 1.72 0.34
1415 METACENTRICO 229 03 1.08 0.29
16 METACENTRICO 2.27 0.07 1.14 0.26
17-18 ACROCENTRICO 1.65 0.04 4.18 0.23
19 SUBMETACENTRICO 1.37 0.2 2.34 0.18
20-21 TELOCENTRICO 1.18 0.1 3.72 0.15
X SUBMETACENTRICO 216 0.3 - 0.34
Y TELOCENTRICO 1.41 0.09 0.13

* Segtin Weisbroth et al. (13).



COMPLEJO SINAPTONEMICO

407

Fig. 3.

Cariotipo de CSs de un espermatocito
primario en paquiteno. Centrémero (C),
membrana nuclear (MN), nédulo (N).
La barra representa 4 micras.
Magnificacién 24.000X.

El par XY, no presenta centrémero
durante el proceso de sinapsis, o es
muy poco evidente. Su clasificacién en
el microesparcido, estd dado por la
forma singular de su apareamiento,
observandose figuras en forma de Y,

que corresponden a procesos de
formacion de CS sélo en la regién
homéloga del bivalente.

La modificacién utilizada de ‘“Gota
Pendiente”’ para la preparacién de
microesparcidos en este estudio, de
mostré6 su utilidad en la obtencién de
cariotipos de CSs, al igual que para
estudiar la morfologia del CS y
la sinapsis de los homédlogos, en
contraposicién a otros métodos pre-
viamente informados que utilizan
técnicas mas simples como la de
colocar la suspensién celular en un
pequeiio recipiente formando una gota
convexa, sobre la cual se recogen los
microesparcidos (6); o como en la
técnica de Navarro et al. (8), sobre
peliculas de formvar en una laminilla
de vidrio. Aunque para cada caso se
pueden presentar objeciones o acepta-
ciones, el método de “Gota Pendien-
te”’ aumenta la cantidad de microes-
parcidos presentes por unidad de irea
haciendo mas sencilla la busqueda,
tanto en el microscopio de luz como en
microscopio electrénico.

TABLA No. 2
COMPARACION DE LOS ESPESORES DE LOS CSs

COMPONENTE EN MICROESPARCIDOS EN CORTES
ELEMENTO LATERAL 182 A 150 A
ELEMENTO CENTRAL 121 A 250 A
REGION CENTRAL 738 A 850 A

* Para mayor informacién sobre datos del CS en cortes ultrafinos para micros-
copfa electronica. Ver Rev.Fac.Med.U.N. Vol. 40 No. 2, 143-150, Abril-Junio

de 1986.
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DIAGRAMA:
Idiograma basado en.la medida de los CSs en el micoesparcido
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Al microscopio éptico los CSs tefiidos
con nitrato de plata, aparecieron como
filamentos compactos, con un grosor
de 0.3 micras y extremos abultados,
correspondientes a fragmentos de la
membrana nuclear (ver fig. 4b), el
centréometro no fue visible, o podia
facilmente confundirse con pequefos
artefactos que rodean los elementos
laterales.

DISCUSION

Como fue inicialmente establecido por
Moses (6) y mas tarde reafirmado por
Solari (11), los microesparcidos de
nacleos paquiténicos permiten esta-
blecer la morfologia del Complejo
Sinaptonémico y determinar sus lon-
gitudes totales.

El complejo sinaptonémico del conejo
en microesparcidos presenta una
distribucién normal de los elementos
que lo constituyen; se observan

algunos nédulos como los descritos en
una publicaciéon anterior para cortes
ultrafinos (8) y otras estructuras
propias de los esparcidos como: placas
terminales (membrana nuclear) y
centrdmeros conspicuos, que facilitan
la clasificacion; y por ultimo frag-
mentos de nucleolo, adheridos a los
extremos terminales de algunos cro-
mosomas. Este elemento podria ser
utilizado para determinar la posicién
de las Regiones de Organizadores
Nucleolares (NOR) en los diferentes
cromosomas. Para nuestro caso los
NOR se localizaron en los cromosomas
18, 20 y 21 (ver fig. 2). En la fig. 4b
puede observarse un loop (figura en
lazo) que se forma normalmente en el
proceso de esparcido debido a tor-
siones naturales de los CSs.

Al realizar el cariotipo de CSs de
espermatocitos de conejo, se observé
que el nimero de CSs es igual al
namero de cromosomas haploides; las
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Figs.4 a-b-c-d.ay b Muestran complejos sinaptonémicos en microesparcidos con: regién central
(RC), elemento lateral (EL), elemento central (EC), membrana nuclear (MN), loop (L)
(figura en lazo), cromatina (CR), ¢. muestra un esparcido sobre placa tefiido con nitrato
de plata, fotografiado en un microscopio de luz; se observa CSs, membrana nuclear
(MN), nucleolo (N). d. nficleos en la solucién de esparcido, observados en microscopio de
luz: espermatocitos primarios (E), espermatocitos secundarios (S), espermatogonias (G).
Barras, en a 0.16 micras, en b 0.45 micras en ¢ 10 micras y en d 6 micras.

longitudes de los CSs de los microes-
parcidos, no son comparables con las
longitudes de los CSs encontradas en
los cortes delgados (9), especialmente
debido a las diferencias entre los dos
métodos. Normalmente, la longitud de
CS en cortes ultrafinos es mayor que
la encontrada en los microesparcidos,
debido a un “‘recogimiento” del CS,
que algunos autores adjudican al
proceso de fijacién y deshidratacién
(11). En general, el microesparcido no
da el mismo volumen de informacién
que el corte fino de tejido completo;

pero la rapidez con que se obtiene
permite resultados en poco tiempo. La
eficiencia de la técnica permite su
aplicacién en la deteccién de anoma-
lfas cromosémicas y defectos en la
meiosis, utilizando biopsias pequenas.

El método de microesparcidos (2,11),
es conveniente y puede ser utilizado
para estudios citogenéticos. El es-
parcido por el método de ‘“Gota
Pendiente’’ permite obtener més
nucleos esparcidos por unidad de 4rea,
que con el método convencional antes
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descrito; la dificultad reside en que se
forma un mayor ntimero de artefactos
si no se manipulan las grillas con
cuidado, la metodologia dista de ser
sencilla y cuenta con muchos puntos
de discusién como herramienta para el
estudio de la ultraestructura del CS;
por el contrario los esparcidos prepa-
rados sobre ldmina para microscopia
de luz, son limpios y fAciles de
contrastar con plata; en éstos es
posible determinar lq,s longitudes de
los CSs que se observan como
filamentos delgados; en los que no son
diferenciables los elementos laterales
y central y no se puede reconocer el
centrémero.

El conejo a pesar de ser un animal de
laboratorio ampliamente utilizado, no
ha sido muy estudiado en lo que
concierne a los aspectos citogenéticos
relativos a la meiosis; por ser éstas las
primeras aproximaciones a la ultraes-
tructura citogenética de la meiosis en
el conejo, creemos que es necesario
profundizar posteriormente sobre las
mismas y otros aspectos como la
estructura molecular del CS y su
relacibn con los bivalentes en el
proceso de sinapsis durante la meiosis
I; lo cual puede ser tomado como
modelo de dichos procesos en los
mamiferos.

SUMMARY

Rabbit spermatocytes were treated by
a modified microspread technic, that

contributed to increase the knowledge
about Synaptonemal Complex and
meiotic synapsis of chromosomes in
rabbit. Pachitene nucleus in spreads
showed 22 Synaptonemal Complexes
completely formed, that allowed us to
classify them, according to the
centromeric position in the different
centromeric groups, they were deter-
minated the total lenghts of Synapto-
nemal complexes, and so the corres-
ponding length of each arm of the
bivalent to make an idiogram. The
Synaptonemal Complexes appeared
attached to the nuclear envelope
portions at their terminal ends, and 3
pairs of bivalents had centrioles. The
spread treatment was followed thro-
ugh light microscopy and it was seen,
how the new technic developped for
obtaining microspreads raised the
Synaptonemal Complex density by
unit of area. Our observations through
light microscopy were improved thro-
ugh transmission electron microscopy
and by silver staining technic for light
microscopy.
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