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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 cinw ordenes aviarios diferentes, incluyendo una especie 

del grupo primitive Ratitae, y cuatro especies del grupo d s  evolucionado de las aves carinadas, para 

realizar un analisis citologico y ultraestructural del cariutipo, y en especial de 10s cromosomas 

sexuales Z y W. Se estudio la estructura y comportamiento de 10s cromosomas, tanto mit6ticos como 

meiirticos. Se describen las caracteristicas morfologicas de 10s macrocromosomas y las variaciones 

especiticas de 10s cromosomas Z y W, en Rhea americana (Reiformes, Ratitae), Anas platyrhynchos 

(Anserifbrmes), Numida meleagris (Galliformes), Columba livia (Colurnbiformes) y Poephila guttata 

(Paserifbmes). El cromosoma W esth compuesto predominantemente por heterocromatina C+, con 

amplia heterogeneidad de distribucih y morfologia en cada especie de las aves carinadas ; en R 

americana el W es predominantemente e u c r d t i o ,  can bandas C+ solo en el centromero y brau, 

wrto . 
La conducta del par ZW en la profase meiirtica femenina y el par ZZ en la masculina se 

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

ZW, el proceso de sinapsis parcial, y el proceso de igualizacih de 10s ejes, & presentes en todas las 

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

nklulo de recombinacih, que tipifica a la zona recombinante. En R. americana, en cambio, exist0 

libre recombinacih a nivel de casi todo el bram 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 distribucih de 10s n6dulos de recombinacih en 10s cornplejos 

sinapton6micos de machos y hembras de C. livia, demuestra que existen tasas de recombinacih 

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

clase Aves. 

El estudio de las c6lulas mitirticas y mei&icas de P. guttata permitio descubrir la presencia de 

un cromosoma B restringido a la linea germinal. La conduda de este cromosoma B, se analizb 

mediante microscopia optica y electrhica en las gonadas masculina y femenina. Se propone una 

hiphsis para explicar su rnantenimiento, y su transmisih de una generaciiw a la siguiente. 

En base a las evidencias aportadas por esta Tesis, y de acuerdo con la interpretacib de 10s 

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

desde un estado homomorfico inicial hasta el heteromorfismo que se observa en las aves mhs 

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 htures 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 (Anserifbrmes), 

Numida meleagris (Galliformes), Columba livia (Columbifonnes) and Poephila guttata 

(Passeriformes). In all carinate birds the C+ heterochrornatin 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 &male 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 h a r e  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 &male 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 fiom 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 

1.1. Antecedentes de la observacihn de cromosomas sexuales en las aves 

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

principios del siglo actual (Loyez, 1906), la f5rmula sexual f ie un tema cuntrovertido hasta la d k d a  

del '60. La existencia de un heterogametismo femenino f ie sugerida por el analisis de progenies 

(fhctores ligados a1 sexo) ; y 10s primeros trabajos citologicos propusieron una formula sexual en este 

sentido (Guyer, 1916). La formula XX (macho)/XO (hembra) f ie la mAs aceptada entre las 

propuestas, aunque se identifici, errhearnente a1 par #1 como el cromosoma sexual (J9 en Gallus 

domesticus. En 1938, Miller reviso la literatura sobre cariologia aviaria y le acredito a Susuki (1930) 

la primera identificacion wrrecta del par cromosomico #5 del pollo como el cromosoma Z. Desde 

entonces comenz.6 a utilizarse la denominacih Z para el cromosoma sexual en estado doble en 10s 

machos, y W para un supuesto cromosoma especifico de las hembras (junto cun el Z), aunque a h  se 

encontraba instalada la controversia ZZIZO vs. WZW (revisado por Bloom, 1974). Recih en 1961, 

Frederic present0 la primera evidencia citologica sobre la existencia de un cromosoma W en la galha. 

Estos resultados fieron cdirmados posteriormente, mediante estudios radioautograficos en 

cromosomas de mkiula osea de pollo (Schmid, 1962) , y por la identificacih de un cromosoma sin 

homologo en klulas de hembras del psitaciforme Melopsitacus undu1aru.s (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 

cromosbmico de determinacih sexual de tipo ZZ(mach0)-ZW(hembra) en las aves, y no se hau 

descripto otras formulas gonosomicas ni sisternas de cromosomas sexuales multiples. 

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

la hembra, a semejanza de lo que ocurre en las hembras de 10s m d e r o s ,  esth restringida a un period0 

embrionario previo a la eclosih y a1 desarrollo del adulto. El estudio del ZW aviario debe realkane, 

por lo tanto, a partir del linico ovario funcicmal (iuierdo) antes de la eclosih o pocos dias despub 



de la misma. Ademas, como se demostrarii a lo largo de esta Tesis, el reumocirniento y analisis del par 

ZW (meiirtico) es dificil de realizar mediante 10s m&odos citol6gicos usuales y utilizando microscopia 

de luz, debiendo recurrirse a1 analisis de 10s ejes meiirticos. Por esta raz6n, la conducta del par sexual 

recih fie establecida a h e s  de la h d a  del '70 m a  la observacib de 10s ejes meiirticos en 

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

existencia de sinapsis parcial y recombinacih en el par ZW de algunas aves carinadas (reseiiado en 

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

et al., 1993). 

1.2. Consideraciones generales sobre el cariotipo aviario 

En contraste con las descripcimes relativamente completas sobre su historia natural, 10s 

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 

cornpara con el 18% registrado para 10s reptiles (Olmo, 1986) y el 40% de 10s mamifkros. Estas 

diferencias pueden atribuirse en park a la dificultad que impone el gran numero de microcromosomas, 

y tambih a la a~arente mmotonia del cariotipo aviario que surgi6 de 10s primeros estudios. A partir 

de la d k d a  del '70 se registra un gran crecimieslto de 10s estudios citogen&icos, que pus0 en 

evidencia variantes respecto del patrh carioSipico usual. En la actualidad 27 de 10s 28 ordenes de la 

clase Aves tienen, a1 menos, una especie cariotipada (Capanna et al., 1987). Teniendo en cuenta estos 

estudios, se pueden establecer ciertas regularidades del cariotipo aviario : 

Nhneros cromosomicos elevados : en el 85% de las especies cariotipadas el nhnero cromosomico 

supera 10s 70 cromosomas, llegando a un m k h o  de 126 en Upupa epops (Coraciformes) (Capanna 

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

alrededor de un 40 % del genoma ('Tegelstrom y Ryttman, 198 1). 

Patrb morfologico casi constante en algunos macrocromosomas : en una muestra de de 112 



especies el cromosoma #1 es metacbtrico o casi metacbtrico en el 90% de los casos, y en esa misma 

muestra, el cromosoma #3 es acrocktriw en el 80% (Shoflher, 1974). 

Los microcromosomas son en general, acrochtricos, como fbe inicialrnente demostrado mediante 

microscopia electrhica (Solari, 1977), y canfirmado posteriormente. 

El cromosoma Z es, en la mayoria de 10s casos, el cuarto o quinto en tamaiio, y representa 

aproxirnadamente un 7 % del genoma (lo cual h e  establecido prirneramente por Be& et a1 , 1964). 

El cromosoma W estA constituido principalmente por heterocromatina constitutiva, except0 en las 

Ratitae (ver Seccih 1.3.1). 

La homogeneidad en el cariotipo puede relacionarse con el tarnaiio relativamente canstante 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, aproximadamarte la 

mitad del valor promedio de 10s mamiferos, y es el menor entre 10s vertebrados. 

1.3. El par ZW en la mitosis aviaria 

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

macrocromosoma mediano, el W es mihs pequeiio y, en general, su tarn50 se aproxima a1 de los 

microcrornosomas. En la subclase Ratitae, de aves mas primitivas, 10s cromosomas Z y W son casi 

homomorficos, y solo pueden distinguirse por dihrencias de grado variable en su tarnaiio (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 iiandu w m h  (Rhea 

americana), la rhea daNviniana (Pterocnemia pennata), el avestruz ( Struthio camelus), tres especies 

de kiwi (Apterix), tres especies de casuario (Casuarius) y el emu (Dromaius novaehollandiae). 

Aunque la monofilia del grupo se ha discutido, el cariotipo de 10s macrocromosomas esth muy 



conservado en todas ellas, y 10s cromosomas Z y W son acrtxhtricos y muy sirnilares en tamaiio 

(Takagi et al. , 1972 ; De Boer, 1980) (Figura 1). 

Ansari et al. (1988), estudiaron en detalle el patrh de bandas G y de replicacih de 10s pares 

ZW de las dos especies de iiandu y del emu. El b a n k  pone en evidencia una gran homologia epl 10s 

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

distal del brazo largo del Z (Figura 1). Los mismos autores describen a1 cromosoma W como 

eucromhtico y de replicaciim sincrimica con el Z y 10s macroautosomas. Todas estas caracteristicas 

seiialan el estado primitivo de dhrenciacih 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) contrasts 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 di&rentes taxones. 

En general, el cromosoma Z ocupa el cuarto o quinto lugar por orden de tamaiio. S e g h  

Bebnnan y de Boer (1984), el tip0 primitive de cromosoma Z habria sido acrodntrico y del mismo 

tamaiio que el par #4, como se observa en 10s Anserifbrmes. Esta hiphsis esth 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 I), a1 tiempo que la gran homogeneidad caridpica en arnbos grupos sugiere que el cariotipo 

primitivo de las aves carinadas seria similar a1 de 10s Anseriformes pelterman y De Boer, 1984). 

Este (propuesto) tip0 primitivo de cromosoma Z se repite en 10s Gal l ihes,  per0 linicamente 

en la familia Megapodidae ; en 10s demhs representantes de este orden el Z es metaehtrico o 

submetachtrico, y en el gbero Gallus adquiere una banda C+ en el extremo del bra= largo (Stock y 

Bunch, 1982). Las derivaciones del cromosoma Z esth  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 supanerse que el 



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

cromosorna Z del pato Pekh (Anasplatyrhynchos) (Datos de Ansari et al., 1988). 



cromosoma Z se ha conservado durante la evolucih de la clase aves (Ohno, 1967). Esta h i p h i s  esti 

sustentada por la constancia del tamaiio relatiw del Z en distintas especies M k  et al., 1964), y el 

mapeo conservado de genes wmo el 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 suposicih de Ohno (1967) de que el Z aviario y el X de marniferos son homologos, ha 

demostrado ser inwrrecta (Solari, 1994). Esta diferencia entre el X de 10s mamiferos y el Z aviario ya 

fie sugerida por la observacib de la ausencia de replicacih tardia del Z (Bianchi y Molina, 1964). 

El cromosoma W de las carinadas esth constituido casi en su totalidad por heteromatina 

umstitutiva y se replica tardiamente durante la hse 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 

filvus (Falconiformes) el bra= corto del W es completamente eucromitico ; en el pollo el bra= corto 

del W se replica mis ternpranarnente que el bram largo (Schmid et al., 1989) ; y el W de Pandion 

hdietus (Falconiformes) solo tiene una bancia C pericentromerica (Kohler et al., 1989). 

La heteromatina del W ha sido caracterizada linicamente en Gallus domesticus. Esti 

formada por dos farmlias de ADN altamente repetitive : la M i a  XhoI y la familia EcoRI (Tone et al. 

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

kb, definidas por 10s sitios de cortes de la enzima. Cada una de estas unidades mayores esti formada 

por unidades repetitivas intemas de 23 nucleirtidos con grupos de (A)3-5 y (T)J J (Kodarna et al., 1987). 

La M a  EcoRI tiene una unidad principal de 1.2 kb, que tambih contiene unidades repetitivas 

intemas de unos 21 pb. La alternancia de grupos AT en cada period0 de la doble helice provoca una 

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

repetitivas (Suka et al., 1993). Arnbas M a s  ocupan alrededor del65% del W, tienen una homologia 

del 68% y estim restringidas a1 gbero Gallus (Tone et al., 1984 ; Saitoh y Mizuno, 1992). Mediante 

hibridacih in situ y fluorescencia (FISH) sobre 10s cromosomas mit&iws (Saituh y Mizuno, 1992) y 

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



pericentromerica, en tanto que la M a  EcoRI ocupa la mayor parte del brau, largo y una parte del 

bram corto. 

1.3.3. Variantes morfoldgicas del par ZW 

En la farnilia Accipitridae (Falconifomes) , el cromosoma Z es el mayor del cornp1ernent.o (De 

Boer, 1976 ; De Boer y Sinoo, 1984), aunque no varia la proporcih del genoma que represents. Esta 

ubicacih se debe a una redistribucih de material gen&ico, desde 10s macrocromosomas nds grandes 

hacia 10s de menor tamaiio, puesto que es caracteristico el escaso nhero  de microcromosomas, 

aunque el nhero  cromosomico total es relativamente alto (el nhero modal para la familia es 2x1 = 

66). 

En Tyto alba (Tytonidae, Strigiformes) el cromosoma Z es el mis grande, y probablernente 

tambih lo sea en Phodilus badius, pertetleciente a la misma familia (Belterrnan y De Boer, 1984). 

Esta familia posee altos nheros diploides, con gran nhero de microcromosomas, por lo que esta 

variacih no podria explicarse como en 10s accipitridos, aunque no hay mediciones caridpicas que lo 

confirmen. 

En las Columbiibrmes Claravis pretiosa y Scardafella squamata el cromosoma W es tan 

grande como el Z @e Lucca, 1984). 

Tambih 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 estb estrecharnente relacionados, 

no se puede descartar que el nhero de variantes aurnente a medida que se amplien 10s estudios 

citOgen6ticos. 

1.4. El estudio de la profase meidtica y la recombinacidn a1 microscopio electrdnico 

El estudio de la meiosis a1 microscopio irptico nos permite caracterizar la homologia 



(observando el apareamiento cigatinico), la rscombinacih ( n h r o  y distribuciim de quiasmas) y la 

segregacih @or el anaisis de 10s productos mei&.icos) en un determinado organismo. Sin embargo, no 

todos 10s rnateriales son igualmente favorables para proveer resultados. Asi, las etapas mhs tempranas 

de la meiosis son dificiles de visualizar en la mayoria de 10s organismos, except0 en algunas especies 

con genomas muy grandes o en 10s que el material gen4tico se distribuye en pocos cromosomas, wmo 

algunos insectos y anfibios o Lilium y el maiz, eatre las plantas. 

El descubrirniento de 10s cornplejos sinaptonemiws (Moses, 1956) y el advenimiento de 

tknicas que permiten visualizar 10s ejes mei&cos y sus estructuras asociadas, durante la profase 

meiiftica temprana, permitieron salvar las dificultades mencionadas, por cuanto la conduct. de 10s ejes 

mei&cos refleja con fidelidad la de 10s cromosomas correspondientes. Particularmente, en el estudio 

de 10s cromosomas sexuales, ha sido de gran utilidad poder disponer de marcadores morfi,16giws para 

el apareamiento (complejos sinaptonemicos) y la recombinacih (nbdulos de recombinacih). 

1.4.1. Descripcibn de la profase meibtica temprana desde el punto de vista de 10s ejes meibticos 

El apareamiento de 10s cromosomas homologos durante la profase meiirtica esti facilitado por 

un aparato proteiniw que 10s mantiene ywrtapuestos : el cornplejo sinaptonbico (Moses, 1956). La 

primera manikstacih de su formacih ei la aparicih, 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, unihdose a la carioteca mediante placas de adhesib. Los extrernos e s t h  

separados entre si, lo que indica que 10s telomeros homologos no esth sinapsados antes de la 

fonnacih del wmplejo sinaptonemico (Moses, 1977a). El inicio del cigotene esti marcado por la 

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

sinaptonhico, como consecuencia del alineamiento de 10s cromosomas homologos. El paquiteae 

wmienza cuando se ha completado el apareamiento de 10s ejes simples. Cada complejo sinaptonhiw 

corresponde entonces a un bivalente meibtico, y esth h a d o  por dos elementos laterales 



(correspondientes a 10s ejes simples del leptocigotene) y un elemento central. Sobre 10s elementos 

laterals, como engrosamientos de 10s mismos, aparecen 10s cinetocoros, indicando la posicih de 10s 

centromeros homologos. En el diplotene 10s complejos sinaptonhicos se disocian, 10s elementos 

laterales de hacen discontinues, quedando remanentes axiales y del elemento central, hicamate en las 

regiones centrom6ricas y quiasmhticas (Solari, 1970a ; Solari, 198 1). 

1.4.2. El cariotipo de complejos sinaptonhicos 

A cada bivalente meiirtico le corresponde un camplejo sinaptondco, es decir, n = niunero de 

complejos sinaptonhicos, como fue demostrado por primera vez por Wetmein y Sotelo (1967) a 

partir de reconstrucciones tridimensionales de nucleos de espermatocitos de Grillw argentinw. Las 

longitudes relatiws de 10s ejes guardan una relacih con las respectivas de 10s cromosomas rnit&.icos, 

como fie demostrado primer0 en el par XY del rath (Solari, 1970b), y esto fue confirmado para 

todos 10s cromosomas en numerosos trabajos posteriores, siendo Gillies (1972) el primer autor que 

produjo un cariotipo de complejos sinaptonemicos (en Neurospora crassa). Las reamstmcciones de 

cortes, aunque son sumamente infbrmativas, son extremadamente laboriosas y lentas. Por esta r a h  

fueron rapidamente sustituidas por las preparacianes de microextendidos de &lulas meiirticas sobre 

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

complejos sinaptonemicos de cada nucleo puede observarse en una preparacih donde d el nucleo 

wmpleto (whole-mount). La h i c a  original se ha modificado an varias oportunidades (Solari, 1980a) 

y actualrnente 10s procedirnientos de sedirnentacih y secado (Speed, 1982 ; Croft y Jones, 1986) son 

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

El pr-ento eshdar para la realizacih del cariotipado de complejos sinaptonhicos se 

establecio utilizando espermatocitos de hamster chino (Cricehtlus griseus) como material experimental 

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

langitudes relativas y las relaciones de brazos de 10s complejos sinaptonhicos, indicando asi la 



ausencia de distorsih fisica debida a la preparaciim. Se comprob6, ademis, la proporcionalidad 1 :1 

entre las longitudes relativas de cada cornplejo sinaptonbico y cada par cromosomico del caridpo 

mitbtico. 

El cariotipado de complejos sinaptonhicos 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 comparacih con el cariotipo 

mitQico y 10s bivalentes meiirticos. 

En algunos casos, la relacih entre el cariotipo de complejos sinapton6micos y el caridpo 

s o a c o  se aparta en grado variable de la relaciirn directa antes mencionada. Una de las raurns 

propuestas para explicar esta divergencia es la contraccion dibrencial de 10s bivalentes en las zonas de 

heterocromatina, de rnanera que esta queda ~ubmresentada en 10s complejos sinaptmbicos (Moses, 

1977b ; Stack, 1984 ; Solari y Agopian, 1987). En 10s esperrnatocitos humanos la elongaciim de 

algunos bivalentes mei&cos esth correlacionada con la escasez de material de bandas G (cromomeros) 

en 10s bivalentes paqWicos (Solari, 1980a). 

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

de 10s complejos sinaptonbicos con tines de cariotipado, estudios de rearreglos cromosomicos o 

mapeo de nbdulos de recombinacih, siempre y cuando Sean establecidas y comprendidas las 

relacimes con el cariotipo mit&co y mas fieutes de variabilidad cromosomico (Jones y d'Azkue, 

1.4.3 Los n6dulos de recombinaci6n 

Los nirdulos de recombinacih heron descriptos por Carpenter (1975) en ovocitos de 

Drosophila melanogaster, como estructuras fiertemente teiidas, y asociadas a1 espacio central de 10s 

complejos sinaponemicos. La relaciirn entre su presencia y 10s eventos de recombinaciim reciproca 



e& sostenida por evidencias arnplias y variadas : 

Los nirdulos de recombinacih, a1 igual que 10s quiasmas, ocurren en la eucromatina, como esti 

demostrado en Drosophila melanogaster (Carpenter, 1979a), Lycopersicon esculentum (Stack y 

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

Su presencia puede abrarse por mutacianes que a h  el entrecruzamiento, como se demostro en 

mutantes de Drosophila melanogaster (Carpenter, 1979b). 

Como 10s quiasmas, su frecuencia es menor cerca de 10s centrheros y otros bloques de 

heterocromatina. En 10s extendidos de complejos sinaptonemicos, la ausencia de nbdulos de 

recombinaciim cerca del centromero ha sido seiialada en varias especies : humana (Solari, 1980), Zea 

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

1986) y Lycopersicon esculentum (Sherman y Stack, 1995), entre mas. 

Como 10s quiasmas, muestran interfkrencia (tema revisado en von Wettskin et al., 1984) : los 

nirdulos de recombinaciim no se distribuyen a1 azar en las zonas de eucromatina, debido a la 

interfixencia entre eventos de recombinacih adyacentes. Asi, 10s ndulos pueden estar altamente 

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

1988) ; o pueden distribuirse de manera A s  homogbea, per0 apahdose sustancialmente de una 

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

domesticus (Rahn y Solari, 1986), el rath (Glamann, 1986) , y otros. 

En mayoria de 10s organismos estudiados (& de 20 especies) las frecuencias de nirdulos de 

recombinaciim y quiasmas son sirnilares (revisado en Stack et al., 1989). 

En vista de que el niunero y localizacih de nirdulos de recombinacih y quiasrnas es th  bien 

correlacionados, puede concluirse que la descripcih de su frecuencia y distribuciiw equivale a un 

mapa fisico de la recombinaciiw. 



1.5. La meiosis en las aves y su estudio a travb de 10s ejes mei6ticos 

1.5.1. La meiosis masculina en Callus domesticus 

La meiosis masculina del pollo fie 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 niunero cercano a 78 para el complement0 del pollo, e identificar a1 

cromosoma Z como el quinto en tamaiio. El uso de soluciones hipotiwicas y de extendidos secados a1 

aire permitio confirmar 10s dabs anteriores y demostrar que no se observa ningh b i d &  

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

Fedheher, 1978). El niunero promedio de quiasmas en 10s seis primeros bivalentes es 28.1 * 0.16, y 

el niunero total de quiasmas edi  entre 56 y 66 (Pollock y Fechheimer, 1978). 

El cariotipo de complejos sinaptonhicos para 10s primeros 9 bivalentes del pollo muestra una 

muy buena correlaciiw con el idiograma de 10s cromosomas mit&icos y 10s bivalentes mei&icos 

(Kaelbling y Fechheimer, 1983). 

1.5.2. La meiosis femenina y el par ZW 

1.5.2.1 Estudios histol6gicos de la ovoghesis aviaria 

La ovogkesis del pollo fie estudiada por D'Hollander (1904) mediante secciones de la 

gonada funcional (izquierda). Este trabajo establecio que el proceso & ovoghesis ya se ha completado 

en el momento de la eclosiiw y que, a semejanza de lo que ocurre en 10s marnifbros, la produccick de 

nuevas dlulas germinales se interrumpe luego del desarrollo embrionario. Los primeros ovocitos en 

leptotene se observan alrededor del dia 16 de incubaciim, y 10s ovocitos en paquitene alcanzan un pico 

maximo a1 dia 1 despuks de la eclosiim. Una semana despuks de la eclosiiw casi todos 10s ovocitos han 

alcanzado el period0 de diplatene. Como ocurre en otras especies con ovocitos muy rims en vitelo, en 

las aves se desarrollan cromosomas durn- a partir de la tercera sernana post-eclosiim 

@'Hollander, 1904 ; Hughes, 1963). 



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

previas y su continuidad con este estudio 

a) El par ZW en la meiosis de Gallus domesticus 

La observation de microextendidos de ovocitos a1 microscopio electronic0 permite seguir la 

conducta de 10s ejes meiaicos con gran detalle. Durante el paquitene se observan 38 complejos 

sinaptonemicos (CSs) correspondientes a 10s bivalentes autosirmicos y un bivalente a s i m ~ c o ,  

constituido por dos ejes de distinto tarnaiio, pertenecientes a1 par ZW (Solari, 1977). La cromatina 

asociada a1 par sexual no esth condensada, a diferencia de lo observado en relacion a1 par sexual de 10s 

mamiferos (tema revisado en Solari, 1974 y 1994). La sinapsis de 10s ejes del par sexual comienza por 

un extremo (extremo sinaptico) y prosigue hasta completar un complejo sinaptonemico con la longitud 

aproximada del eje W. La porcion remanente del Z se acorta en un proceso de ajuste sinaptico 

(igualizacion), a1 tiempo que da weltas alrededor del W, que permanece lineal. A1 final del paquitene 

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

formado time un aspect0 ondulante caracteristico (Solari, 1977 ; Solari,1992). 

Durante el proceso de igualizacih pueden distinguirse 10s siguientes tipos de pares ZW, de 

acuerdo a las longitudes relativas del segrnento libre (asinaptico) del eje 2, y del segmento de complejo 

sinaptonemico formado entre el Z y el W (segh Solari, 1992) (Figura 2) : 

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

longitud del complejo sinaptonemico. 

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

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

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

segmento libre. 

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

son : ejes desinapticos, en 10s que solo queda un segmento pequeiio de CS terminal, y 10s ejes e&n 



Figura 2. Cambia morfblogicos en 10s ejes Z y W del pollo (Gallus domesticus) durante la profhse 

meiirtica : a) ejes Z y W separados (subtipo tepnprano) ; b) segmento asinaptico largo ; c) segmento 

ashiptic0 medio ; d) igualizado ; e) des-co ; f) separabs (subtipo tardio) ; g) ejes drplduicos. 

La punta de flecha seiiala el n6dulo de recombinacih (Tomado de Solari, 1992). 



cercanos entre si en casi toda su longitud, aunque sin f o m r  un CS ; ejes dipl&cos : 10s ejes son 

disumtinuos, y tienen segmentos d s  gruesos que 10s de 10s ejes simples del leptokne y cigotene ; y 

ejes separados : pueden ser tempranos o h d o s  (ver mhs adelante). 

En la Figura 2 se esquematiza el proceso de igualizacih del par ZW del pollo y 10s distintos 

tipos de pares ZW. 

La secuencia temporal de 10s distintos tipos de pares ZW es : LAS-MAS-Igualizados, como 

se demostrb observando la variacih de sus frecuencias en ovocitos de distintos grupos de edad : eutre 

1 dia antes de la eclosih y 3 dias posteclosi6n (Figura 3). El grupo de ejes separados disminuye hacia 

el dia de la eclosih, desaparece el dia +1 y reaparece a1 dia +3, es decir, la frecuencia disminuye a 

medida que 10s ejes ZW se sinapsan y vuelve a aumentar cuando la desinapsis marca el final del 

paquitene (Solari, 1992). 

La observacih de un ndulo de recombinacih localizado en el extremo sinaptico del par ZW 

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

1986). El n6dulo de recombinacih se encueoltra a una distancia promedio de 0.31 pm del e-o y 

nunca a d s  de 0.65 pm del mismo, seiialando un evento de recombinacih obligatorio y la existeucia 

de una regiirn de homologia proxima a 10s telheros de ambos gonosomas (Rahn y Solari, 1986). 

El estudio de 10s ejes mei&icos en dos traslocaciones que involucran a1 cromosoma Z, y que 

tienen puntos de ruptura en brazos opuestos, pennitio identificar 10s telomeros que inician el 

apareamiento y proporciono evidencia en fivor 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 Gnicameate con 

uno de 10s produdos de traslocacih, por el b r a  del Z que no lleva la ban& C+ terminal, esto es, por 

el brazo corto. El brazo del W involucrado en la sinapsis es Wp, segb se cornprobi, por la ubicaciirn 

del cinetocoro, es decir, que el apareamiento de 10s gonosomas es especifico de brazos. La naturaleza 

predominantemente heterologa del apareamierrto 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 



Frecuencia de 10s tipos de pares ZW 
(antes y despuks de la eclosion) 

Sep. 
16% 

MAS 
8% 

LAS 
76% 

A: Dla 20 

MAS 
27.8% 

Sep. 
7.4% MAS 

70.4% 
B: Dla 21 

MAS 
21.3% 

Figura 3. Frecuencia de 10s tipos principales de pares ZW en ovocitos de pollo pertenecientes a cuatro 

grupos de edad. LAS=Segmento asidptico largo ; MAS=Segmento asinaptiw medio ; 

Ig.=Igualizados ; Sep.=Separados. 



diferencia de 10s pares ZW normales, donde el wmplejo sinaptonbico se extiende en un 95% de la 

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

restringida, en promedio, a1 23.5% del W y a1 56% de Zp. Ademis, en 10s pares ZW normales el eje Z 

sigue un trayecto sinuoso en la mayor parte del wmplejo sinaptonemico, except0 en el extremo que 

lleva el n6dulo de recombinacih, don& la porcibl recta de wmplejo sinaptonemiw no se extiende por 

mis de 1 pm desde 10s telomeros sinaptiws, seiialando lo que constituiria la h i c a  porcih homologa 

de 10s gonosomas (Solari, 1994). 

b) Sina~sis y recombinaciim en el ~ a r  sexual de otros Galliformes 

El estudio de 10s ejes sexuales se ha realizado tambitin en otros Gallifbrmes : dos especies de 

codornices, Coturnix coturnix (Solari, 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 10s anteriormente descriptos en el pollo, pennitieron establecer un 

wmportamiento conservado del par sexual de 10s Gallifbrmes cansistente en : 

a. Sinapsis parcial de 10s ejes sexuales wmo un evento breve durante el paquitene temprano. 

b. Ajuste de las longitudes de 10s ejes hasta alcanzar un estado igualizado. 

c. Existencia de una porcion de CS de posicih terminal en el extremo sinaptiw donde se registra la 

presencia constante de un NR de localizacih restringida . 

Ademiis, el brazo del W wrrespondiente a1 extremo sinaptico es siempre Wp en Colinus 

virginianus (Hogan et a1.,1992) y tambitin en Numida meleagris, lo cud apoya la h i p b i s  de la 

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

c) El par ZW en Anus ~lafvrhynchos (Anseriformes) 

El orden Anseriformes constituye un grupo filogen6ticamente alejado de 10s Gallif'onnes, y el 



cromosoma Z del pato Pekin (Anas platyrhynchos) es similar a1 de las Ratitae (Seccih 1.3.1). El 

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

mostro que la secuencia LAS-MAS-Igualizados, esti presente tambib en esta especie. El eje Z del 

pato Pekin mide 18.6 pm en 10s pares LAS, o sea a1 inicio del paquitene, y disrninuye a 14.5 pm en el 

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

de 8.5 pm en el tip0 LAS hasta 13.3 pn em estadio igualizado (Solari y Pigozzi, 1993). Esta 

caracteristica del W no puede considerarse un rasgo primitive pues tambib se observa en C. coturnix 

(Solari, 1992). 

La sinapsis en el par ZW de Anus platyrhynchos comienza siempre por el telomero del brazo 

de ambos gonosomas (fbcilmente iddcab les  por la posicih de 10s cinetocoros en el Z 

subacrouhtrico y el W acrochtrico). Cerca del extremo sinaptico se observa un nbdulo de 

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

localizacih es estadisticamente difkrente de la registrada en Gallus domesticus, aunque en el pato 

Pekin hay una regih de 0.4 pn desde el extremo sinaptico, donde no se observan nbdulos de 

recombinaciirn, con lo cual la regiirn donde ocurre la recombiinaciirn no seria en realidad mayor (ver 

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

15.23. El par ZW durante el diplotene : 10s cromosomas plumulados 

La existencia de cromosomas plumulados en el pollo ya habia sido seiialada a partir de 

secciones de tejido gonadal @'Hollander, 1904 ; Hughes, 1963) ; per0 el estudio de bivalentes 

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

plumulados semejantes en estructura a 10s descriptos en reptiles y anfibios, y que corresponden a los 

macrocromosomas. Los microcromosomas a p a m  como cromosomas plumulados en miniatura, 

unidos por un irnico quiasrna de posicih variable. Finalrnente, el par sexual se distingue como un 

elemento asim&co, que aparenta ser un univalente con la organizacih tipica de lams laterales 



(Solovei et al., 1993). En las 6 especies analizadas por Solovei d al. (1993) @ertenw:iw a 3 

ordenes distintos), la porcibn terminal de este elemento muestra un segmento muy condensado, con 

unos pocos lazos laterales pequeiios. En este par, el elemento con organizacih plumulada tipica 

representa a1 cromosoma Z, y el cromosoma W es el segmento condensado ; ambos esth unidos por 

un auiasma en la r e ~ h  terminal. Eh la regih q u i a d c a  aparecen unos lazos gigantes que 

constituyen una unidad de transcripciim situada exactamente en el extremo de 10s gonosomas y cuya 

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

presencia de un nbdulo de recombinacih en posicih terminal en 10s cromosomas sexuales durante el 

paquitene, como se explic6 en las secciones previas. 

1.6. Origen de 10s cromosomas sexuales heterom6rficos 

Los organismos con mecanismos gen&icos de determinacih sexual a menudo muestran 

cromosomas sexuales distinguibles entre si y de 10s autosomas. El par heterodrfico se encueutra en 

uno de 10s dos sexos (heterogam&ico), que puede ser el masculine (sistemas XXIXY o XX/XO) o el 

fhenino (sistemas ZUZW). Este esquema bhico se verifica en la mayoria de las especies ea? loo 

grupos taxonomicos mhs estudiados, como los insectos y 10s vertebrados superiores (White, 1973). Sin 

embargo, existen casos en 10s que la difsrencia entre 10s cromosomas sexuales es muy escasa o no 

aparente citologicamente, lo que condujo a la hipbtesis de la existencia de cromosomas sexuales 

altamente diferenciados por especializacih a partir de un estado homomo~co inicial. El estado 

dimorfico se alcanzaria mediante dos h6menos sucesivos : la supresih de la recombinaciirn 

reciproca entre el X y el Y (o Z y W), y la perdida de funcih de la mayoria de 10s genes ligados a1 Y 

(Bull, 1983 ; Solari, 1994). 

A continuacih se consideran las evidencias citolcigicas y gen6ticas del proceso de 

Wrenciacih de 10s cromosomas sexuales en las distintas clases de vertebrados, y en las secciones 

siguientes se describen 10s modelos Wricos que perrmtvran . .  , explicar el modo en que se alcanza el 



estado diferenciado. 

1.6.1. Caracteristicas generales de 10s heteromorfismos extremos en 10s vertebrados 

El terrnino heteromorfismo se refiere a la existencia de difkrencias morfologicas, de contenido 

gb iw o de wntenido de ADN o crornatina entre 10s cromosomas sexuales. Las porcioaes de los 

cromosomas sexuales que difieren en alguno de 10s sentidos mencionados, constituyen las regimes 

diferenciales ; y estas regiones no muestran intercambio genktiw, en contraposicih a las regiones de 

homologia, donde puede verificarse recombinaciim. 

a) Morf'olopja 

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

Y (o el W), es mis pequeiio y puede distinguirse~ por tknicas especiales de bandeo, que ponen en 

evidencia su naturaleza heterocromitica. Este rasgo heterocromhtiw esth presente entre 10s mamiikros 

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

(Mengden, 1981), anfibios (Schrnid et al., 1988) y peces (Park y Grirnm, 1981). Esta heterocromatina 

esti fbrmada por distintas M i a s  de ADN repetitivo, que se han encontrado ocasionalmente en 10s 

autosomas ; esto indicaria un evento de invasih del Y por parte del ADN repetitivo, mhs que la 

transformacih progresiva del ADN original en heterocrornatina (Kunkel y Smith, 1982). 

b) Contenido ahico 

La ausencia de combinaciones gonosomicas wmo YO o YY entre 10s organismos con 

gonosomas heteromorficos es el reflejo de la escasa adividad ghica el crornosoma Y cuando ha 

alcanzado un cierto grado de difkzenciaciim. Otra evidencia mhs directa, per0 limitada a pocas 

especies, proviene de 10s mapas de rasgos ligados a1 sex0 : por ejemplo, en el cromosoma X humano se 

han descripto unos 1000 loci (Wang et al., 1994), mientrms que el Y solo lleva una doema 6 genes y 

pseudogenes (Wolf et al., 1992). Este desbalance de dosis gbica, por el cual el sex0 heterogam&co 

resulta casi monosorniw para el X (o el Z), es afrontado de rnanera difkrente en 10s mamifkms 



placentados con respecto a 10s demis vertebrados. Hasta el momento, solamente se ha descripto la 

existencia de compensacih de dosis Wca en 10s primeros : uno de 10s X es inactivado 

facultativamente en el sex0 femenino, donde hrma el cuerpo de Barr o crornatina sexual (revisado por 

Lyon, 1992). El mismo mecanismo ghico que desencadena la inactivation del X en las dlulas 

somhticas femeninas se pone en marcha en 10s espermatocitos, donde el cuerpo XY heteropicnbtico, es 

la expresih citologica de este fenomeno (revision en Solari, 1974 y 1994). En las aves, el 

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

estudiaron la expresih de distintas variantes alelicas de la enzima awnitasa citoplasmitica (ligada a1 

Z), en 5 especies de aves de tres ordenes cut;emtes. En 10s hibridos entre gallina de Guinea y pollo, 10s 

machos eran heterocigotas para arnbos alelos y las hembras eran hemicigbticas (expresaban uno u otro 

tipo enihitiw). Ademhs, la actividad de la enzima era aproximadamente el doble en el macho que el 

la hembra. Por lo tanto las diferencias de expresib, con respecto a1 sex0 heterogam&co, de 10s genes 

localizados en el Z no afktarian a las dlulas masculinas en las aves. En 10s anfibios no hay indicios 

de que exista una inadivacih gkica que canduzca a una compensacih de dosis, como lo sugiere la 

replicacih sincrhica del par XY en Gastroteca riobambae (Schmid et al., 1983) y la ausencia de 

heteropicnosis asociada a1 par sexual durante la meiosis en Oedipina unformis (Kezer et al., 1989). 

c) Patrh de recombinacih 

Los cromosomas sexuales heteromorficos de 10s vertebrados tienen caracterkticas especiales 

de recombinacih en el sex0 heterogam6tico : pueden mostrar restriccih de la recombinacih o un 

increment0 localizado de la recombinacion (en distintas regimes), o ausencia total de reumbinacib. 

En las distintas clases de vertebrados se dispone de evidencias citologicas o gen6ticas al respecto : 

Peces: 10s estudios de wmplejos sinaptonemiws demostraron la existencia de sinapsis e 

igualizacih en el par XY heteromorfico de la trucha arm iris (Oncorhynchus mykiss) (Oliveira et al., 

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

homologia parcial y recombinacion restringida, tambib en este caso. 



Anfibios : en la salamandra Oedipina unifomis el apareamiento del par sexual esti limitado a a 

una regih 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) fbrma un bivalente en anillo con un 

quiasma en cada brazo, quedando una amplia regih intersticia1 libre de quiasmas ; y en G. riobambae 

hay una asociacih extremo a extremo durarrte la metafhse I (Schmid et al., 1988). 

Reptdes : en 10s reptiles no existen datos acerca de la restriccih de quiasmas en las especis can 

crornosomas semales bien diferenciados, y la tincih de plata utilizada en 10s estudios de complejos 

sinaptonemicos no permite visualizar nixlulos de recombinacih. Sin embargo, en Bothrops jararaca 

(Ophidia) 10s cromosomas Z y W se sinapsan en un extremo, probablemente por el brau, largo de 

ambos cromosomas y segregan en la primera d s e  (Beqak y Beqak, 1981) ; y en el saurio Scincella 

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

(Hedin et al, 1990). 

Aves : la recombinacih esti muy restrhgida : solo owme en un extremo del par ZW en todas las 

aves carinadas estudiadas, de acuerdo con la evidencia de localizacih quiadtica en 10s cromosomas 

plumulados, y la localizacih del nixlulo de recombinacih en 10s bivalentes en paquitene (Seccimes 

5.2 y 5.3). 

Mamiferos : la evidencia de restriccih de la recombinacih en 10s mamifkros es muy amplia, 

especialmente en 10s euterianos. El intercambio del par sexual d restringido a una m a  con alta 

. . incidencia de recombinacih en el sex0 masculine, denominada regih de recombinacih o mcm 

pseudoautosomica (revision en Solari, 1994). Entre 10s datos que han permitido determinar y 

caracterizar esta m a  se encuentran los siguieates : 10s estudios de 10s productos de la recombinacih 

en la metafase I de ratones XYsxr (Evans et al., 1982) y 10s estudios de progenie correspandim 

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

(Glamann, 1986), varias especies de hamster (Moses, 1977a ; Solari, 1974b) y el ser humano (Solari, 

1980a) ; y la presencia de un quiasma, o la asociacih extremo a extremo en esas y otras especies. 



Los estudios moleculares han pennitido comprobar la existencia de recombinantes para 

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

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

y en tres especies de musaraiias arboricolas (Toder et al., 1993). 

1.6.2. Los cromosomas sexuales menos diferenciados 

Entre 10s vertebrados se conocen muchas especies cuyos cromosomas sexuales son muy 

sitnilares entre si o no se distinguen morhlogicamente. En algunas casos el patrim de hemcia de 

rasgos ligados a1 sexo, como la coloracih en 10s peces poecilidos, y la conducta meibtica, como la 

restricciim quiasmatica en algunas salamandras, han puesto en evidencia heterologias en gonosomas 

completarnente homomorficos. Los ejemplos de cromosomas sexuales con heteromorfismos poco 

marcados se encuentran especialmente entre 10s peces, anfibios y algunos m e s  ; y pu& 

considerarse evidencia de transiciones que han ocumdo multiples veces en varios taxones de 

vertebrados, y en forma independiente unas de otras. 

Reptdes : en el lagarto Cnemidophorus tigris (Teii&e), el X y el Y son casi idhticos ea tamaiio, 

per0 difieren ligeramente por la posiciim del centromero y por la presencia de una ban& C+ 

pericentromerica en el X . Durante la meiosis se observan quiasmas a ambos lados de la ban& C per0 

no alrededor de la misma o dentro de ella, es decir, la recombinacih esti inhibi& en esta reg ih  (Bull, 

1978). 

Anfibios : en las salamandras Tritums a. alpestris y T. v. vulgaris, el X y el Y difiem d lo  por la 

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

en el bra= que lleva la ban& C, y en T. alpestris el 33% de las dlulas carecea de quiasmas en ese 

brazo. En T. h. helveticus, en tanto, no hay heteromorfismo de banda C, per0 durante la diacinesis el 

par #5 (que muy probablemente corresponds a1 par sexual) muestra restriccibn q u i d c a  en el 

b r m  largo ( S c h d  et al., 1979). En otro urodelo, Hydromantes italicus, 10s cromosomas X e Y 



difieren por una inversiim perichtrica : el cromosoma X es subtel-co y el Y es submetauktirco. 

Durante la meiosis 10s quiasmas estin restringidos a1 brazo largo (Nardi et al., 1986). 

Peces : la existencia de recornbinaciim retringida en 10s peces con cromosomas sexuales 

homomorficos provienen del estudio de la herencia de fkctores para el color ligados a1 sex0 en Oryzias 

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

dominante para la coloracih y esta candicih raramente varia, indicando una restricciim de la 

recornbinaciim en el sex0 heterogarnktico. La viabilidad del genatipo YY (macho) en 0. latipes 

(Yamarnoto, 1963), ve r i f i~  el estado prirnitivo de difereuciacih en el contenido ghico de los 

cromosomas sexuales, y la existencia de restriccih de recombinacih previa a la difi:mciacih 

morfologica. 

1.7. Del homomorfismo a1 heteromorfismo : la evidencia citol6gica en 10s ofidios 

La secuencia de diferenciacih m4s completa de 10s cromosomas sexuales ha sido descripta en 

10s ofidios por Be& et al., 1964 ; Ohno, 1967 ; y Olmo, 1986, entre otros. Deatro de este taxh  se 

recan- tres infiaordenes (o superf8milias) : Henophidia (boidos prirnitivos), Scolecophidia (tambib 

considerados prirnitivos) y el mhs evolucionado, Cenophidia. 

Las serpientes primitivas de 10s dos primeros infkaordenes tienen cromosomas homomorficos, 

con una excepcih, Acrantophis dumereli, un boido en el que 10s cromosomas Z y W difiereu por una 

inversih perichtrica (Mengden y Stock, 1980). En las serpientes mhs evolucionadas 

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

diferenciados, t&s con heterogametismo henino. 

La posible diferenciacih de 10s crornosomas sexuales en 10s ofidios ha sido descripta por 

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

por lo que se presume que el tipo primitive de par ZW habria sido un par #4, con centromero mediano, 

presente con esa morfblogia en ambos sexos. De hecho, en la familia Boidae, de serpientes primitivas, 



el par #4 es homomorfiw en ambos sexos. 

Un paso inicial en la &renciacih de 10s cromosomas sexuales se encuentra en en la fsmilia 

Colubridae. En varias especies de esta M i a ,  las hembras tienen un par #4 en el que 10s homologos , 

de igual tamaiio, difieren en la posicih del centromero. Mientras que el cromosoma Z retiene la 

morfblogia metacbtrica "primitiva", el W es submeta&triw (o subacrdntrico). Este cambio se 

atribuye a una inversih peridntrica en el cromosoma W. 

Esta inversih contribuiria a aislar una regih del cramosoma W de la recombinacih con la 

regih homologa del cromosoma Z, puesto que un entrecruzamiento en la regih invertida produciria 

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

favoreceria el proceso de difbrenciacih del W. 

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

serpientes venenosas de las familias C r d d a e ,  Viperidae y Elapidae (Ohno, 1967). En estas 

serpientes el cromosoma W es un elemento pequeiio, acrohtrico y heterocromhtico. Para alcanzar 

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

disminucih en tamaiio. Si bien ambos &nomenos pueden estar relacionados, Ohno sugirio que la 

adquisicih de heterocromatina es el resultado de un "deterioro gbiw", que a su vez se &be a1 

aislamiento de la recombinacih, mientras que el awrtameinto se deberia a un entrecruzamieinto 

accidental eatre el Z metauhtriw y el W invertido. Sin embargo, no hay evidencias de que 6st.e sea el 

mecanismo de disminucih de tamaiio del W. 

1.8. La diferenciacihn de 10s cromosomas sexuaies : modelos tebicos 

Como se explicb en las secciones anteriores, 10s cromosomas sexuales carecen de 

recombinacih a nivel de la regih difkrencial en el sex0 heterogam&iw. Una de las primeras h i p h i s  

para explicar la difkrenciacih de 10s cromosomas sexuales h e  propuesta por Muller (1918). Muller 

supuso que inicialmente 10s cromosomas X e Y tenian el mismo contenido gen&ico, except0 por un par 



aleliw relacionado a1 sexo, per0 que la reuxnbinacib entre 10s cromosomas sexuales estaba total o 

parciahente ausente. La regih sin recombinacih en el Y se veria en permanente estado de 

heterocigosis, y tenderia a acumular letales recesivos o mutaciones del&reas. Dichas mutaciones 

serian protegidas por 10s alelos funcionales eu el X, 10s cuales recombinan en el sex0 homogam&co. 

De esta manera podria producirse un aunmto continuo del nbmero de mutaciones que escaparan a la 

eliminacih por seleccih, y luego de un period0 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 primitive estaba expuesto tarnbib a sufrir 

mutaciones deletereas, y que la tasa de mutaciones sobre el Y no es significativamente d s  alta que en 

el X o 10s autosomas. Por lo tanto, seria probable que mutaciones medianamente deletereas entraran en 

homocigosis y fieran eliminadas por seleccih (Fisher, 1935 ; Nei, 1975). 

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

gen&cameate inerte, wmo el trinquete de Muller (Felsenstein, 1974, Charlesworth, 1978) y el 

transporte "gratuito"de genes (RIM, 1987). 

1.8.1. El trinquete de Muller 

Este mecanismo, propuesto en fbrma general por Felsenstein (1974) y aplicado a 10s 

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

para explicar la evoluciiw de la recombinaciiw gen&ca. La idea original de Muller explicaba que el 

mecanismo de fijacih de mutacianes ventajosas actuaria con mayor celeridad en una poblacih can 

reproduccih sexual que en una poblacih en que no hubiera recombinacih. Adicionalmente, el mismo 

autor seiialo un homeno que causaria la acumulacih de mutaciones desventajosas en una poblacih 

sin recombinacih. Este ultimo mecanismo fie descripto por Felsenstein (1974) quien le dio el nombre 

de trinquete de Muller (Muller's ratchet), y fie desarrollado matematicamente por Haigh (1 978). 

Muller (1964) establecio que en una poblacih finita con reproduccih asexual, cada individuo 



hereda la carga completa de mutacianes (moderadamente) delettireas presente en su progenitor, 

siempre que no exista retromutacih o &a sea insignificante (como usualmente lo es). Por efecto 

moderadamente del6reo se entiende que el coeficiente de seleccih es relativamente pequeiio (s< 0.1). 

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

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

deletereas esth balanceada por la elirninacih selectiva de 10s portadores, por lo que se espera que la 

distribucih de clases (clones) con 0, 1, 2..., etc. mutacianes perrnanezca constante. Sin embargo, en 

presencia de deriva gen&ica, en una poblacih relativamente grande per0 finita, habra un riesgo 

relativamente alto de que la clase con el n h r o  minixno (m) de mutaciones (clase "irptima") muera o 

no se reproduzca. Este riesgo aumenta si la clase @tima esth formada por un nbero bajo de 

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

tanto la nueva clase &tima sera aquella con (m+l) mutaciones, y el trinquete habri avanzado un 

punto, irreversiblemente. Este proceso catinha eliminando la clase con menor cantidad de mutacimes, 

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

fimcionarniento del trinquete depende del tamaiio de la clase 6ptima (no) : segh Maynard Smith 

(1978) si no 2 1000 el trinquete no fimciona, si no 100 se movera lentamente, y si no = 10 se mover6 

can bastante rapidez. La tasa de movimiento puede ser simulada en cornputadoras, para determinados 

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

tamaiio de la poblacion, y por extensib el tamaiio de no, no sea muy grande. 

En la aplicacih de este mecanismo a la inactivacih del cromosoma Y, Charlesworth presume 

que el Y original es wmpletarnente activo y homologo del X, per0 no recombina con $ a1 menos 

parcialmente. Asi, 10s loci contenidos en esta porcion del Y resultan equivalentes a una poblacik can 

reproduccih asexual. La poblacih de in tek esth constituida por 10s individuos que llevan el 

cromosoma Y (NJ, o sea, la rnitad del tarnaiio total de la poblacih ; la tasa de mutacih (U) es la 

correspondiente a1 segment0 difbrencial del cromosoma Y, y el coeficiente de seleccih (s) es el de las 



mutaciones ligadas a1 Y (o sea, las que e s h  en heterocigosis en 10s individuos XY). Con estos 

parbetros la ecuacion para la clase @tima de los cromosomas Y es 

ny, = N,,,E-'' " 

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

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

selectiva de 10s 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 Edvor de la relacih del trinquete de Muller y 

la diferenciacih del cromosoma Y provienen de simulaciones en cornputadoras. 

El hcionamiento del trinquete es, por lo tanto, muy sensible a parbetros propios de las 

poblaciones naturales (U y s). Rice (1987) present6 un modelo sobre el deterioro del conteaido g h c o  

del Y que podria actuar simultbeamente con el trinquete de Muller, o alin funcionar cuando no se 

dieran las condiciones para este liltimo. 

1.8.2. Modelo del transporte gratuito de genea 

Este mecanisrno presupone las mismas condiciones que el trinquete para hcionar : una 

poblacib finita, en la que la mitad de 10s individuos llevan el cromosoma Y, U es la tasa de mutacib 

por cromosoma Y, y s es la desmtaja selectiva de una mutacih expresada en el estado 

heterocigbtico. 

En estas condiciones, la aparicih de un alelo favorable sobre el Y ocumria solamente en baja 

proporcih, y raramente coincidiria con la clase outma 
, . 

(con el minim0 niimero de mutaciones 

moderadamente deletkreas). Si este alelo favorable surge dentro de una clase no @tima, su h e n c i a  

se incrementaria rapidamente porque la seleccib sobre 10s cromosomas Y es equivalent. a la seleccih 

en una poblacih haploide. De esta manera se fbvoreceria la fijacih de un tipo particular de 

cromosoma Y que, muy probablemente, no s d  el de la clase bptirna. Hay dos consecuencias 

asociadas a este proceso : 1) produce un increment0 en la frecuencia de cromosomas Y cargados con 



un nhnero mayor de mutaciones y, 2) provoca la fijaciim de un deterrninado conjunto de mutaciones 

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

moderadarnente deletereo ha recibido un impulso (hitch) en su acumulaciim como consecuencia del 

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

''transporta"msigo las mutaciones deletereas adyacentes, de don& proviene el nombre de "transporte 

gratuito" mchhiking) mce, 1987). 

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

del6reos sobre el Y es probablemente el trinquete de Muller. El transporte de genes acelera la tasa de 

acumulacih en presencia del trinquete, facilita la fijacih de mutaciones ligadas a1 Y y, finalmente, 

permite explicar el deterioro en 10s cromosomas Y con segmentos no recombinantes demasiado 

pequeiios como para que achie el trinquete. 

1.9. Origen de 10s mecanismos de restriccihn de la recombinacicin 

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

cromosoma Y supanen la ausencia previa de recombinacih, total o parcial, entre 10s cromosomas 

sexuales. La recombinaciim podria ser restringida por fadores gen&cos o por rearreglos estructudes, 

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

ejernplo, la fijacion de una diferencia estrudural en el par sexual significa que el intercambio ha sido 

suprimido, per0 el rearreglo podria ser la umsecuencia y no la causa de la restriccih de la 

recombinaciim. Experimentalmente, resulta problemhtico determinar el grado de intercambio en 10s 

cromosomas sexuales homomorficos, puesto que ya de por si es diticil de identificar al par sexual. Las 

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

supresih de la recombinacih puede desarrollarse en ausencia de rearreglos cromos~cos.  Aunque la 

evidencia experimental es escasa, se recanocen dos situaciones en las que la seleccih promoveria la 

restriccih de la recombinacih : 1) La aparicih & genes sexualmente antaghicos sobre 10s 



cromosomas sexuales, y 2) la existencia de mis de un gen determinante de sex0 en 10s gonosomas. 

En 10s modelos tei,riws forrnulados a1 respedo, 10s cromosomas sexuales, por definicih, 

difieren solamente para un hico locus determinante del sex0 (x , y), donde x e y son alelos dikr- 

para la determinacih sexual, que se mantienen en heterocigosis en el sex0 heterogam&w QCY) y en 

homocigosis en el sex0 homogam6tiw 0. 

1.9.1. Genes sexualmente antagonistas 

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

un sex0 per0 pejudiciales en el otro. El ejemplo mejor documeatado es el de 10s genes para el wlor, 

ligados a1 sex0 en 10s peces poecilidos. (Kallman, 1970 ; Endler, 1980). En las poblaciones naturales, 

las wloraciones brillantes en estos peces resultan desventajosas pues aumentan la tasa de predation. 

Sin embargo, en 10s machos esta desventaja estA balanceada por el aumento del exito reproductive de 

10s individuos con wlores brillantes y, en comecuencia, por la mayor probabilidad de dejar 

descendencia. En este caso la seleccih fivofeceria el ligamiento estrecho de 10s genes para el wlor a1 

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

El estudio formal de la supresib del eutrecruzamiento en el par sexual por la inwqoracih de 

genes antagonistas fie realizado por Rice (1987). El autor considera una poblacih con reproduccih 

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

de determinacih del sex0 (x , y). En un segundo locus (A), inicialmente monomoriiw para el alelo Al 

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

en la aptitud de 10s machos cuando estA en homocigosis y un incremento hS cuando estA en 

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

(heterocigosis). Cuando T = 1 (es letal) en las hembras, y el locus considerado es completamente 

dominante y est.5 a una distancia R (en unidades de recombinacih) del locus de detenninacih sexual, 

la frecuencia en el equilibria de 10s cromosomas Y que llevan la wmbinacih y-Az se calcula segim la 



siguiente ecuacion : 

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

conferida a 10s machos no sea muy grande (S = 0.2 a 0.02) (Rice, 1987). Cuanto mayor sea la ventaja 

que proporcione el nuevo alelo a 10s machos, tanto menor sera el ligarniento requerido eutre A2 y el 

alelo y. 

Segh 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 reduccih de 

la recombinacih en la m a  adyacente a1 locus de determinacih del sex0 fuera fsvorecida por la 

seleccih natural, esto reduciria la tasa de recombinacih entre este locus y genes mis distantes. Esta 

reduccih en la tasa de recombinacih promoveria la acurnulacih de genes sexualmente antagonistas 

que, a su vez, producirian seleccih hacia una restriccih de recombinacih mayor en una "reaccih en 

cadena", que arnpliaria esta restriccih a1 resto de la longitud del par sexual, o hasta que la lcmgitud 

que todavia recombma no sea lo suficieutemente grande como para generar variacih genktica 

suficiente para rasgos antagonistas. 

1.9.2. Pactores miiltiples de determinacidn del sexo 

Este modelo fue propuesto por Charlesworth como un primer paso en la evolucih de 10s 

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

dioicismo requiere a1 menos dos mutaciones : una que provoque el paso hacia el sexo fernmino, y &a 

hacia el sex0 masculino. Una msecuencia de la aparicih de hembras primitivas en una poblacih de 

individuos cosexuales seria el aumento del valor de 10s machos. Sin embargo, si ocurriera una 

mutacih hacia el sex0 masculino (esterilidad fernenma) en una hembra primitiva, provocaria 

esterilidad individual, o seria eliminada por seleccih si el alelo mutante fuera trandrido por 



recombinacih a un genoma femenino. Por lo tanto, la mutacih que provoque esterilidad femenina 

seria favorecida solo si estuviera estrechamente ligada a1 locus de masculinidad normal. Una vez que 

ambas mutaciones estuvieran presentes en la poblacih, la seleccih fivoreceria la restriccih de la 

recombinacih entre estos loci. Este modelo implica que el primer paso en la evolucih de 10s 

cromosomas sexuales involucra la restriccih de la recornbinacih entre 10s genes que controlan 

bciones sexuales opuestas, mhs que una restriccih amplia a lo largo de todo el par sexual. 

Adicionalmente, con la diversificacih que se produce en el proceso evolutivo podrian agregarse 

nuevos factores involucrados con las bciones sexuales, lo que conduciria a una ampliacih de la 

m a  de restriccih de la recombinacih. 

1.9.3. Genes modificadores de la recombinaci6n 

Otro modelo relacionado con el origen de la reduccih de la recombinacih el el par sexual h e  

propuesto por Nei (1969). Este modelo esth basado en dos genes (A y By con 10s alelos recesivos a y 

b), que determinan el sex0 de un individuo, y un factor "modificador" (M, con el alelo recesivo no 

funcional m), que regula (disminuye) la recombinacih entre 10s dos genes determinantes de sexo. Si se 

considera que 10s individuos homocigotas para uno de 10s factores sexuales y heterocigota para el otro 

son intersexos edriles, que el alelo M en dosis hica anula la recombinacih entre A, B y M, y que 

las frecuencias iniciales de estos genes en la poblacih son iplmente bajas, entonces el genotipo 

gam&ico A-B-M aumenta mucho d s  rapido que el geaotipo a-b-My y el redudor de la recombinacih 

M pennan-rh predominantemente ligado a 10s genes A y B (masculines) mientras que el alelo 

recesivo m pennanecera ligado preferencialmente a 10s alelos a y b. En el caso extremo de que el alelo 

M solo este desde el inicio ligado a la combinacio A-B, la restriction de la recombinacih estara 

presente exclusivamente en el sex0 heterogam&co. Nei concluye que siempre que existe restriccih de 

la recombinacih en el par sexual hay mis de dos genes determinantes del sexo. Esta observacih 

puede extmderse a1 caso en que existan varios genes involucrados en la fixtilidad de un sexo, y 



localizados en el mis~i~o cromosoma portador del (o 10s) genes determinantes del sexo. 

1.9.4. Aplicabilidad de 10s modelos te6ricos 

Todos 10s modelos descriptos mas arriba han sido construidos mediante 10s maodos de la 

gendica 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 tkricos no son mutuamente incompatibles sino 

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

a1 proceso de diferenciacih de 10s cromosomas sexuales. 



11. MATERIALES Y METODOS 

11.1. El material de estudio 

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

Aves : fiandu, lthcn omcricunn (Reiformes) ; pato Pekin, Anus plotyrhynchos (Anseriformes) ; gallina 

de Guinea, Nztn~rda mclcagris (Galliformes) ; paloma, Columba livia (Columbiformes) y pinzbn cebra 

Poephiln (= Tneniopygia) guttata (Paserifbrmes). Todas las especies estudiadas provenian de 

criaderos, except0 10s ejemplares de R.. americana, procedentes de poblaciones naturales de Gral. 

Campos, provincia de Entre Rios. 

En todos 10s casos se estudio el cariotipo somitico a1 microscopio optico y la meiosis femenina 

a1 microscopio electronico, y tambib con microscopia de luz. Los cromosomas rnitirtiws se 

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

cortos de mauls osea (Seccion 2.2) de 10s ejemplares utilizados para estudiar la meiosis. El analisis 

de la meiosis a1 microscopio electronico se realizi, mediante el procedimiento de extendidos en 

superficie (Seccion 3.1) en A. platyrhynchos y N. mekagris ; en las otras especies se uso, 

principalmente, la tecnica de sedimentation y secado (Seccion 3.2). Las preparaciones obtenidas con 

cualquiera de las dos metodologias pueden wlorearse con nitrato de plata, que permite ver 10s 

complejos sinaptonemicos y 10s cinetocoros, o con acido fosfothsgtico, que ademas muestra 10s 

nbdulos de recombinacion. 

El inicio de la meiosis en el sex0 femenino no es sincronico en todos 10s ovocitos (Hughes, 

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

ovocitos en paquitene. Para estudiar la sinapsis de 10s ejes y 10s ndulos de recombinacion es necesario 

detenninar este periodo, y esto es especialmente critico cuando se utiliza la tecnica de extendidos en 

superficie, ya que gran parte del material se pierde a1 realizar las preparaciones. 

A continuacion se resumen 10s estudios realizados en cada especie y la metodologia utilizada 

en cada caso. 



Rhea omcricona 

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

mantuvieron a 37OC, con un 80-90 % de hurnedad. Las micrografias electronicas analizadas 

corresponden a 9 hembras entre el dia 7 y el dia 1 antes de la eclosion, encontrindose el pico dx imo 

de paquitenes entre 10s dias 6 y 7 antes de la eclosih. El ovario de una hembra en el dia de la eclosion 

se analizi, al microswpio optico, en preparaciones coloreadas con Giemsa (Seccih 2.3). Los 

especimenes que heron analizados en profundidad con rnicroscopia electrbnica y microscopia de luz, y 

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

de 10s afios 1 993- 1996. 

Anns platvrhvnchos 

Para encontrar el momento de mayor frecuencia de ovocitos en paquitene se estudiaron 10 

hembras entre 48 horas antes de la eclosion y tres dias despues de ella, ubichdose el pico maximo 48 

horas antes de la eclosion. 

N~lniidn mc1cngri.s 

Se estudiaron 10 hembras en el dia de la eclosion que coincide con el pico maximo de 

paquitenes, y el ovario se proceso segh la t b i c a  de extendidos en superiicie. Los cromosomas 

rnitirticos se obtuvieron mediante cultivo de linkitos de un ejemplar adulto. 

Coltimha liwa 

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

y siete dias des~uk  de la eclosion, seleccionados entre cuatro ejemplares. En ambos casos se 

eacontraron numerosos ovocitos en paquitene, acompaiiados de estadios tempranos de la prohse 

(cigotenes) en el ejemplar mas joven y de estadios tardios (diplotenes) en el s e p d o  ejemplar. En esta 

especie tambien se estudio la meiosis masculina a1 microscopio optico (Seccion 2.3) y a1 microscopio 

electronico en tres ejemplares adultos, a fin de comparar la recombination en ambos sexos mediante la 

observacion de 10s nirdulos de recombinacih en machos y hembras, y de 10s quiasmas en el macho. 



Poel~hila ntrttnta 

La meiosis femenina se estudio en cinco hembras entre 10s dias 4 y 10 des~ues de la eclosion, 

encontrandose numerosos ovocitos en paquitene en todos 10s casos. En dos hembras se estudio la 

meiosis femenina a1 microscopio optico. A fin de comparar la conducta de un cromosoma accesorio en 

las lineas germinales de ambos sexos (ver Resultados) se analin5 tambih la meiosis masculina al 

rnicroscopio optico y a1 microscopio electronico en tres ejemplares adultos. La gonada masculina fue 

estudiada, ademas, en cortes semifinos con el microscopio irptico (SecciQ 2.5). 

11.2. Microscopia dptica 

Los estudios de rnicroscopio optico esth divididos en : estudio de 10s cromosornas mitaicos y 

de la division meiirtica femenina (profase I) y masculina (meiosis I y II), segh se detallo por especie 

en la seccion anterior. 

11.2.1. Cultivo de iinfocitos 

Se realizaron siguiendo la tknica descripta por Belterman y De Boer (1984), con algunas 

modificaciones. 

Medio de cultivo 

RPMI 1640 5 ml 
Suero fetal bovino 1 ml 
Fitohemaglutinina M 
(Sigma) 0.2 ml (concentracih final = 8 pglml) 

Cloruro de potasio 0.075 M 

Fiiador 

Alcohol metilico (3 partes) : acido a&co glacial (1 parte). Preparar en el momento y usarlo 

frio. 

Entre 1 y 2 ml de sangre se extrajeron de la vena del ala utilizando jerhgas heparinizadas, esteriles. 



La jeringa se dejo en posicion vertical entre 5 y 24 horas y el plasma con 10s leucocitos fue transferido 

al medio de cultivo evitando el pasa de 10s globulos rojos. 

El cultivo se realizo a 38-39OC durante 72 horas, en frascos de vidrio de 50 ml de capacidad. 

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

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

contraen facilmente imposibilitando el estudio de 10s macrocromosomas. Por esta razQ las dosis de 

colchicina utilizadas son mas 10 veces menores que las recomendadas en 10s mamiferos. 

El material se transfirio a tubos conicos de centrifuga y se centrifigo a 700 rpm, en una centrifuga 

de mesa (diametro del rotor = 15 cm). 

Luego de descartar el sobrenadante se adicionaron entre 5 y 7 ml de solucion hipotonica a 37OC, 

dejindose actuar durante 10 minutos. 

Se repitio la centrifugacion y luego de descartar el sobrenadante, el material se fijo dejando caer el 

fijador gota a gota, mezclando suavemente con una pipeta para evitar que 10s eritrocitos formen 

grumos. 

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

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

Las preparaciones asi obtenidas se colorearon durante 5 minutos con solucih de Giemsa a1 

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

semana @ara hacer bandas C) o a1 menos dos semanas (para bandas G). 

11.2.2. Cultivos cortos de medula 6sea 

La medula osea se extrajo del femur o 10s huesos del ala, inyectando solucih de Hanks con 

colchicina (0.01 pdml) a traves de la cavidad medular. Luego de resuspender el material para 

desagregar el tejido, se incubo a 37OC durante una hora. Los pasos siguientes, desde la hipotonia, se 

realizaron como en el cultivo de linfocitos. 



11.2.3. Bandeo G y C 

Bandas G 

Se realizaron sobre cromosomas obtenidos por 10s procediemiento antes descriptos, dejando 

secar las preparaciones a temperatura ambiente durante a1 menos dos semanas. Las bandas se 

obtuvieron sumergiendo 10s preparados en una solucion de tripsina (Gibco) a1 0.1 % en PBS sin Ca* 

ni Mgtt (pH 7) durante 1 1 a 15 sebpndos y coloreando con Giemsa a1 3 % en buffer fosfato, pH = 7. 

Bandas C 

Las bandas C se obtuvieron utilizando el m a d o  de Sumner (1972) con algunas 

modificaciones. Las preparaciones de trataron con HCI 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 

portaobjetos se lavaron con un pasaje rapido en HCl 0.2 N, y luego con abundante agua destilada. 

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

destilada, se colorearon con Giemsa a1 4 % durante 15 minutos. 

Las metafases apropiadas, con 10s cromosomas bien disperses y elongados se fotografiaron en 

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

el contraste. 

11.2.4. Extendidos secados al aire para la observacibn de cihlas mei6ticas (Tecnica de Evans) 

Las preparaciones de ovario y de testiculo para rnicroscopia optica se realizaron utilizando la 

tknica descripta por Evans et al. (1964), para la observation de espennatocitos de raton. A 

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

Disecar la gonada removiendo la tlinica albuginea y colocar parte de 10s tubulos seminifkros (entre 

0.5 y I cm3) en una placa de Petri con solucib isotonica (2.2 %) de citrato de sodio a temperatura 

ambiente. 



Cortar 10s tubulos seminiferos con tijeras finas para liberar las celulas del epitelio, pipetear 

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

descartando el sediment0 que contiene 10s restos mas grandes de tejido testicular, y transferir a un tub0 

conico de centrifuga. 

Centrifugar durante 5 minutos a 700 rpm, descartar el sobranadante y agregar 7-10 ml de solucion 

hipotonica (citrato de sodio 1 %). Dejar durante 20 minutos a tem~eratura ambiente (20°C) 

Centrifugar, retirar el sobrenadante y fijar cuidadosamente con metanol : acido acbco glacial (3 : 

I), frio, recien preparado. 

11.2.5. Cortes semifinos 

Para cortes fmos y semi.finos (para microscopia electronics y de luz), el material se fijo en 

glutaraldehido a1 2.5 % (Pelco Scientific) en buffer cacodilato de sodio 0.1 N (pH 7) durante 2 horas, 

y luego fue postfijado en tetroxido de osmio a1 1 % por 1 hora, lavado, incluido en Maraglas y cortado 

en un ultramicr6tomo Porter-Blum. Los cortes semifinos (de 0.5 a 1 pm de espesor), preparados de 

esta manera, se colorean con azul de toluidina a1 1 % alcalino (en carbonato de sodio a1 1 Yo), a 50°C 

durante 20 a 30 segundos, se lavan y se exarninan 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 tiiien con citrato de plomo 

(tknica de Reynolds). 

11.3. Microscopia electrbnica 

11.3.1. Tlitcnica de extendidos en superficies liquidas 

Esta tecnica, desarrollada inicialmente por Counce y Meyer (1973), esti basada en la tuptura 

celular mediante un choque hipotonico sobre la superficie de una solucion salina diluida. A1 

procedimiento original le siguieron varias modificaciones, que mejoraron sustancialmete la calidad de 



las preparaciones ; la descripcion que sigue es el procedimiento esthdar para ovocitos de ave (Rahn y 

Solari, 1986). 

Portaobietos con membrana ~lastica 

Disolver 0.5 gr. de plastico Falcon Optilu en 100 ml de cloroformo puro, a1 menos durante 12 

hora s . 

Sumergir portaobjetos limpios, previamente .examinados con microscopio de contraste de fise a 

400 x para descartar 10s que tengan superficie irregular, retirar en seguida y dejar secar en estufa a 

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

Antes de ser utilizados, 10s portaobjetos deben ser ionizados sometikndolos a una descarga de 2000 

voltios, a1 vacio (1-2 Torr), durante unos 40 segundos. Este procedimiento es imprescindible para 

lograr la extension de 10s nucleos en las t h i cas  de sedimentacion y secado. 

Soluciones 

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

sea < 5. Como indicador de pH para todas las soluciones se utiliza rojo fen01 (100 &I). 

- Solucion hipotonica : NaCl 0.5 % plv. 

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

antes de usar agregar dodecilsulfato de sodio (concentraciim final 0.03 % plv). 

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

Extendidos 

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

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

Macerar con suavidad una de las partes entre 10s extremos de dos portaobjetos esmerilados con una 

gota de solucion de Hanks. 

Con la punta de 10s portaobjetos tocar la superficie de soluciim hipotonica colocada en una placa de 

tdon con cavidades (Pelco #14501). Previamente limpiar cuidadosamente la superficie acuosa con 



papel para lentes. 

Dejar dispersar aproximadarnente un minuto y luego apoyar un portaobjetos con membrana sobre 

la superficie que contiene el material. 

Retirar el portaobjetos verticalmente, y colocarlo en un fiasco de Coplin con la solucion fijadora 

durante 5 minutos. 

Colocar el preparado, sin secar, en otro fiasco de Coplin con Photoflo durante 1-2 minutos, retirar 

y dejar secar. 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 solucih de nitrato de piata (a1 50 % en agua bidestilada), agregar una 

gota de gelatina (gelatina al 2 % = acido formico 1 %), y cubrir con un cubreobjetos. Colocar sobre 

una placa termica a 40°C hasta que la preparacion se vuelva color marron dorado. Quitar el 

cubreobjetos sumergiendo la preparacih en agua destilada y lavar cuidadosamente. 

Tincion con acido fosfothgstico (PTA) : coloracib de 10s ndulos de recombinacion 

Esta coloration debe realizarse inmediadamente despub del secado para obtener buen 

contraste de 10s complejos sinaptonemicos y 10s ndulos de recombinacion. Solucion de PTA : acido 

fosfothsgtico a14 % en agua bidestilada, filtrar y guardar en heladera. Antes de usar agregar 3 partes 

de alcohol etilico absoluto a una parte de solucih de PTA. Colorear durante 10 minutos y hacer dos 

pasajes de lavado de 5 minutos en alcohol etilico absoluto. 

Transferencia del material a las arillas de rnicroscmia electrbica 

Las preparaciones secas deben examinarse con microscopio de contraste de kse a 400 x para 

verificar La calidad de 10s extendidos. Para despegar la membrana plastica se raspa el borde del 

portaobjetos con una hoja de afkitar, y se apoya un extremo en la superficie de un recipiente lleno con 

agua destilada. En las preparaciones recientes la membrana se despega con relativa facilidad y queda 



flotando en el agua. Las grillas (Pelco GCIOO), se tratan con una solucion adhesiva (poliestireno 0.01 

% en benceno) y se colocan sobre la membrana utilizando pinzas'finas. Cubrir las grillas con un trozo 

de Parafilm, cuidando que no se formen burbujas, retirar el Parafilm con la membrana y las grillas 

adheridas y dejar secar. Marcar el wntomo de las grillas con la punta de una pinza h a ,  retirar una a 

una las grillas y colocar sobre un portaobjetos. Los nucleos mas adecuados para el exarnen a1 

rnicroscopio electronico pueden entonces seleccionarse a1 rnicroscopio optico, seiialando su ubicaciim 

con ayuda de la marca central de las grillas. 

Altemativamente, pueden realizarse preparaciones en portaobjetos sin membrana y colorearlas 

con nitrato de plata ; luego se cubren con la membrana plastica como ya se describio. El material 

queda entonces entre el vidrio y la capa plastica. La recuperacion del material obtenido de esta 

rnanera, se realiza despegando la membrana plktica que se lleva 10s nucleos celulares depositados 

sobre el vidrio. El proceso se facilita utilizando una solucion de acido fluorhidrico a1 1 % para separar 

la membrana, pasando luego a1 a y a  para hacerla flotar. El procedimeinto continua con la wlocacion 

de grillas, como se describio antes. 

11.3.2. Thcnica de sedimentaci6n y secado 

Esta tecnica consiste en la sedimentacih del material celular sobre portaobjetos cubiertos o no 

con membrana plastica, luego del tratarniento del tejido gonadal con un buffer de extraccion (Speed, 

1982 ; Croft y Jones, 1986). Las condiciones que se describen a continuacion son las e b d a r  para el 

material de ovario de ave, y se aplicaron tambitin a material testicular con alynas modificaciones que 

se detallan a1 final. 

Soluciones 

- Fijador : paraformaldehido (PFA) 4 % en agua desionizada, a pH 8.5, ajustado con buffer borato + 

Triton X- 100 (wncentracion final 0.13 %) 



- Buffer de extraccion e hipotonia 

1 ml Tris-HC1600 mM pH 8.2 
2 ml sacarosa 500 mM pH 8.2 
2 ml citiato de s d o  170 mM pH 8.2 

0.238 ml EDTA (acido 
etilendiaminotetraa&ico) pH 8.2 

14,56 ml agua desionizada 

- Sacarosa I00 mM, pH 8.2 ajustado con buffer borato. 

Extendidos 

Disecar el ovario y colocarlo en solu& de Hanks a temperatura ambiente, luego de quitar el tejido 

circundante cortarlo en tres partes y pasarlos a1 buffer de extraccion durante 30 minutos. 

Macerar cada trozo entre dos vidrios esmerilados aiiadiendo una gota de sacarosa 100 mM, agregar 

mis sacarosa hasta que la suspension celular sea apenas opalescente. 

Colocar 10s portaobjetos ionizados en posicion horizontal en una camara hiuneda y cubrirlos con 

fijador. 

Dejar caer 2 o 3 gotas de la suspension que deberin esparcirse inmediatamente e el fijador. 

Dejar secar en la dmara semicerrada durante 2 a 3 horas. 

Una vez secas las preparaciones se pasan por Photoflo 0.4 %, y pueden colorearse con PTA o 

nitrato de plata. 

Para la aplicacion de la tecnica a1 material testicular se aurnento la concentration del Triton 

X-100 del fijador, a 0.2 %, y las preparaciones se dejaron secar durante 5-6 horas. 

Las grillas se observaron en un microscopio eledronico Siemens Elmiskop I, y 10s nucleos se 

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

11.4. Mediciones y tratarniento estadistico de 10s datos 

Medicion de 10s cromosomas mit6ticos 

Las mediciones de 10s cromosomas mit6ticos se realizaron sobre fotografias de placas 



metafasicas a una ampliacih final de aproxirnadamente 3.000 x. Se escogieron placas metafisicas con 

cromosomas bien dispersos y en 10s que se observara la posiciim del centromero. Las longitudes 

relativas se calcularon dividiendo la longitud de cada par cromosomico por la longttud total del lote 

haploide. Estas mediciones se efectuaron hicamente para 10s cromosomas #1 a #7 y el par ZW 

porque 10s cromosomas de menor tamaiio, en general, no pueden agruparse por pares en las metafases 

mitbticas. De esta manera, la divisiim entre macrocromosomas y microcromosomas se establecio, en 

este trabajo, a partir de la posibilidad de distinguir a 10s primeros en pares individuales, en un 

ordenarniento por tamaiio decreciente. 

Medicion de 10s e~es mei&icos v distribucih de 10s nklulos de recombinacion 

Los ejes mei6ticos se midieron sobre micrografias con aumentos finales variables entre 6000 y 

12000 X, utilizando un curvimetro HCHB o mediante una placa de digitalizacih (Sigma Scan, Jandel 

Sci. Co.). El analisis estadistico de 10s datos, y 10s graficos se realizaron utilizando 10s programas 

Stata (Computing Resource Center, Ca) o Microsofl Excel 4.0. Las longitudes relativas se calcularon 

dividiendo la longitud de cada par cromosomiw por la longitud total del complement0 de CSs. Las 

longitudes relativas de 10s ejes Z y W utilizadas para realizar 10s idiogramas de complejos 

sinaptonemicos, heron las de 10s ejes separados o de pares ZW en estadio de segment0 asinaptico 

largo (ver Introduction seccion I.5.2), ya que representan las longitudes originales de 10s cromosomas 

meioticos, antes de que progrese la igualizacion. 

El recuento y analisis de la distribucih de 10s NRs en 10s CSs autosomicos se realizir sobre 

micrografias electronicas con aurnentos finales entre 6.000 x y 9.000 x coloreadas con PTA. Los 

histogramas de distribucion de 10s NRs en cada CS se wnstruyeron midiendo la distancia entre cada 

NR y el cinetrocoro del bivalente. Cada histograma representa un bivalente cuya longitud normalizada 

se ha dividido en intervalos de 1 pm para 10s cuales se registra el numero de NRs observados en el 

total de nucleos analizados. La normalization de la longitud promedio de 10s bivalentes es necesaria, 

porque hay una variacih de la longitud absoluta de 10s CSs entre 10s distintos nucleos en paquitene, y 



se calcula multiplicando la longitud relativa promedio de cada bivalente por la longitud absoluta 

promedio (en ym) del complemento de complejos sinaptmemicos. 



111. RESULTADOS 

111.1. Rhea umcricana 

El analisis citogenaico en esta especie comprendio el estudio del cariotipo somatico y la 

meiosis femenina (a1 microscopio optico y al microscopio electronico) ; 10s resultados correspondientes 

se trataran en el siguiente orden : 

a) Analisis del cariotipo mitotic0 : mediciones, identification del par sexual, bandeo C. 

b) La profase meibtica al microscopio bptico : identificacih y cuantificacih de 10s distintos 

estadios en el momento de la eclosion. 

c) Analisis de 10s ovocitos en paquitene a1 microscopio electrhico : cariotipado de complejos 

sinaptonemicos (CSs). 

d) Conducta del par ZW durante el paquitene : sinapsis y recombinacib. 

e) Distribucion de nbdulos de recombinacib. 

111.1 .l. El cariotipo somaitico 

111.1.1 .l. Mediciones del cariotipo somaitico 

El analisis de 10s cromosomas mitbticos se realizo sobre 65 microfotografias de preparaciones 

coloreadas con Giemsa (Figura 4). La metodologia de medicion se explica en la seccion 11.4 de 

Materiales y Mktodos. En nin* caso se encontro un numero diploide superior a 80, aunque 10s 

recuentos inferiores heron frecuentes. Estas variaciones son comunes en la determination de 10s 

numeros cromosomiws de las aves, lo que exige escoger hicamente placas metafhsicas con 

cromosomas bien extendidos para asegurar un rninimo de superposiciones (que suelen ocultar a 10s 

microcromosomas). El niunero cromosomico determinado mediante el recuento de cromosornas 

mitdicos fie 2n = 80, lo cual se confirm6 a partir del estudio de 10s CSs a1 microscopio electrhico 

(ver mas adelante). 

La Tabla 1 resume las medrdas obtenidas a partir de 12 microfdografias escogidas por 



Figura 4. Metafise rnitfica de Rhea americana. Se seiialan 10s 6 primeros pares autosomicos y el par 

ZW. 2600 x. 

Figura 5. Bandeo G en Rhea americana. En el bram corto del W se observa una ban& terminal 

ausente en el 2.2200 x. 



mostrar el co~nplemento completo y perrnitir la identificacion del par ZW y la ubicacih de 10s 

centromeros en 10s macrocromosomas. Las longitudes relativas y 10s indices centromericos se 

calcularon para 10s pares #I a #7 y el par ZW ; 10s restantes elementos se consideraron 

microcromosomas, porque 10s homologos no pueden ser identificados de manera inequivoca, ya que 

casi todos son acroa5ntricos y sus longitudes disminuyen en forma muy gradual. Cerca del 50% del 

genoma (48. I%), esta contenido en 10s pares #8 a #39. 

Tabla I .  Longitudes relativas e indices centromericos de 10s macroautosomas y el par ZW en las 

metafases somaticas de Rhea americana. 

0.38 0.44 0.05 0 0.38 0.10 0.10 0.16 0.14 IC . .. ....... ..-* ".-..."-". P 

l:r.=longitud relativa ) ; DS=desviaci6n estanhr ; IC=indicc ccntromdrico 

El cromosoma Z tiene un tarnaiio muy semejante a1 #4, per0 tiene un brazo corto pequeiio, 

aunque bien visible, que lo distingue. El cromosoma W es casi una cuarta parte menor que el Z, y 

tambien tiene un brazo corto pequeilo. En ambos cromosomas el brazo wrto se colorea mis 

debilmente que el resto, por lo que resulta dificil de apreciar si 10s cromosomas es th  algo contraidos, 

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

111.1.1.2. Bandeo G 

Los cromosomas Z y W muestran el mismo patron de bandas a nivel del brazo largo : en 

ambos cromosomas hay una banda telomerica y otras 4 bandas regulannente espaciadas hasta el 

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

111.1.1.3. Bandeo C 

El bandeo C se realizo en 3 hembras analizindose las rnicrofotografias de mas 40 metafases 

(Figura 6). En 10s macroautosomas la heterocromatina C+ mas notable se encuentra a nivel 



Figura 6. Bandeo C en Rhea americana. Los cromosornas sexuales tienen una ban& C+ en posicih 

centromerica, y el braim corto del W tambib es heterocronxitico. 2600 x. 



Figura 7. Idiograma de bandas C en 10s macrocromosomas de Rhea americana. El bandeo C+ del 

brazo corto del W (punteado) es miis debil que la ban& centromerica. 



centromerico, aunque en algunos pares se pueden identificar bandas intersticiales de menor tarnaiio. El 

par #3 tiene una banda pericentromerica grande en el brazo largo y otra, menor, en el extremo del 

brazo corto. 

Tanto el cromosoma Z wmo el W tienen heterocromatina centromerica C+, y esto se observo 

consistentemente en todas las metaf'ases analizadas. El brazo corto del W, que se colorea debilmente en 

las preparaciones convencionales, es tambitin C+ . 

Estos resultados permiten realizar un idiograma de bandas C para 10s cromosomas #1 a #5 y 

el par ZW que difiere significativamente del publicado en la literatura (ver Discusion), especialrnente 

en lo referente a 10s cromosomas sexuales (Figura 7). 

111.1.2. La profase meicitica femenina a1 microscopio 6ptico 

La profase mei6tica de 10s ovocitos de Rhea amcricana se observi, en preparaciones secadas 

a1 aire y coloreadas con Giemsa, obtenidas del ovario de una hembra a1 termino del period0 de 

incubacion. De un total de 136 nucleos, un 28.7 % wrrespondio a 10s estadios mfis tempranos de 

leptotene y cigotene, donde se observan filamentos cromatinicos delgados, y sin un obvio 

ordenamiento dentro del nucleo. En el cigotene tardio 10s rnicrocromosomas se localizan en la periferia 

y su grosor es el doble de 10s correspondientes a 10s macrocromosomas, indicando que 10s homologos 

miis pequeiios ya esth apareados. Durante el paquitene, 10s bivalentes esth mas separados y se 

observan cromomeros a lo largo de 10s filamentos gruesos, aunque no es posible individualizar cada 

elemento. Solo el 2.2 % de 10s nucleos obsemdos correspondieron a1 estadio de diplotene, reconocible 

por la formacion de "ojales" caracteristicos (debido a la separacibn de 10s bivalentes), que permanecen 

unidos linicamente a nivel de 10s quiasrnas. 

La principal informacion proveniente de estas preparaciones es la homogeneidad del grado de 

condensacion de todos 10s bivalentes, corrobohdose la ausencia de heteropicnosis asociada a 10s 

cromosomas sexuales. 



111.1.3. El cariotipo de complejos sinaptonhicos y su comparaci6n con el cariotipo mit6tico 

La Figura 8 ejemplifica el complemento de CSs a partir de 10s cuales se realizaron las 

mediciones como se explicb en la seccion 11.4 de Materiales y Maodos. Los nucleos en paquitene 

muestran 39 CSs autosomicos y el bivalente sexual, lo que confirma el n h e r o  diploide de 80. Los 

resultados que se muestran en la Tabla 2 se obtuvieron promediando las mediciones de 41 nucleos 

teiiidos con AgN03 o con PTA, en 10s que 10s cinetocoros se distinguen como espesamientos de 10s 

elementos laterales. 

Tabla 2. Longitudes relativas de 10s SCs autosomicos en 41 nucleos de ovocitos en paquitene de Rhea 

IC 0.38 0.45 0.04 0 0.36 0.14 0.13 0.12 0 . . -.- .- 0 
l.r.=longitud relativa promedio; l.a.=longitud absoluta; DS=desviacibn estandar ; 

La longitud promedio total del complemento de CSs en 10s ovocitos de R. amcricana es 21 1.2 pm f 

26.05, y aproximadamente el 50 % corresponde a 10s rnicrobivalentes (#Ill-39). 

Las longitudes absolutas de 10s CSs en distintos nucleos time una variation mayor que la de 

las longitudes relativas, que perrnanecen casi constantes. Esta fluctuation es un proceso comb 

durante el paquitene, y afeda en la misma proportion a todos 10s CSs dentro de un mismo nucleo ; por 

esta raz6n las medidas relativas se mantienen. 

En la Fipra 9 se muestran 10s idiogramas de 10s cromosomas mit6ticos y de CSs contruidos a 

partir de las longitudes relativas y 10s indices centromericos respectivos. La prueba de regresib que 

compara las longitudes relativas de 10s primeros 7 macroautosomas y 10s CSs respectivos muestra la 

proporcionalidad 1 : 1 entre ambos cariotipos. La ecuacib de regresion es y = 0.475 + 0.83 x y el 



Figuta 8. Ovocita en paquitens de Rhea ~merfcam que muegtm 10s 39 camplejns s i n a p t o n f h i ~  

aubbmicos y el par ZW ( f lda).  3600 x. Bam = IQ pm, 



Comparacion del cariotipo mitbtico y 10s complejos sinaptonhicos en Rhea americana 

4- CM - css 

1 2 3 4 5 6 7 Z W 

Par # 

Figura 9. Comparacion del idiograma de 10s macrocromosomas mitbticos (CM) y 10s complejos 

sinaptonemicos (CSs) correspondientes en Rhea americana. Las longitudes relativas esth expresadas 

en porcentaje del lote haploide. 

Figura 10. Grafico de regresion que muestra la proporcionalidad 1 : 1 de las longitudes relativas de 10s 

cromosomas mitcjticos (CM) y 10s complejos sinaptonemicos (CSs) en Rhea americana. El coeficiente 

de regresion es r = 0.998 y la ecuacion de la recta de regresib esy = 0.83~ + 0.47. 



coeficiente de regresion (r) es 0.998 (Figura 10). 

111.1.4. El bivalente ZW 

111.1 A.1. Morfologia 

El par sexual forma un CS asim&co, con un elemento lateral algo mhs largo y atro mis 

corto, que corresponden, respectivamente, a 10s cromosomas Z y W. En este bivalente se observa el 

mismo proceso de ajuste de longitudes durante el paquitene ("igualizacih") descripto en varias 

especies de aves carinadas (Introduction Seccion 5.2). En R. americnna, corno en todas las ratites, la 

diferencia de tamaiio entre el Z y el W no es tan pronunciada corno en las a&s carinadas, y esto 

tambien ocurre en 10s ejes meibticos. 

La sinapsis del par ZW comienza por 10s extremos del brazo largo de ambos ejes, 

identificados por la ubicacih de 10s cinetocoros, y se extiende en un 85-100 % de la longitud del W. 

La porcion correspondiente a1 brazo largo del W forma un CS de aspecto normal con el segmento 

respective de Zq, en tanto que el segmento del eje W perteneciente a1 brazo corto, aparece engrosado y, 

en ocasiones, no in te~ene  en la sinapsis. El bra= corto del eje Z permanece libre en toda su longitud, 

y tambien esti engrosado. Los pares ZW con la morfologia recih descripta, ilustrada en la Fiyra 

1 la, serin referidos corno "pares con segmento diferencial libre", pues la porcion asinaptica del eje Z 

es la que no tiene contraparte homologa en el W. En esta etapa, el porcentaje del complemento de CSs 

representado por cada uno de 10s ejes Z y W es 5.1 * 0.28 y 4.3 & 0.2, respectivamente, siendo esta 

proporcion muy semejante a la proporcion de cada cromosoma en el cariotipo mitbtico. 

En etapas posteriores de la igualizacih, el segmento asinaptico del eje Z se acorta y se vuelve 

sinuoso, girando alrededor del W, en especial en el extremo opuesto a1 del inicio de la sinapsis. 

Cuando la diferencia de longitudes de 10s ejes es minima, esto es, cuando ha finalizado el proceso de 

iyalizacion, el CS tiene un aspecto regular en casi toda su extension y 10s cinetocoros de ambos 

gonosonlas estin alineados (Figura 1 1 b). 



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

pequeiias marcan 10s segmentos difkrenciales de los ejes, no sinapsados. La flecha larga seiiala el 

extremo del inicio de la sinapsis. c : cinetocoro del eje Z ; c' : cinetocoro del eje W. 9000 x. b) Par ZW 

igualizado : 10s cinetocoros del eje Z (c) y del eje W (c') es tb  alineados. Las puntas de flecha seiialan 

10s ndulos de recombinacib en el bra= largo. 9000 x. c) Par ZW igualizado, am tres ndulos de 

recombinacibn (puntas de flecha) ; el eje Z & vueltas en el segmento correspondiente a1 brau, corto. 

1 1000 x. Barras = 1 pm. 



En la Tabla 3 se resumen las variaciones de las longitudes de 10s ejes sexuales durante el 

ajuste sinaptico. La longitud inicial del eje Z, en 10s pares ZW con sepento diferencial libre, es 

sipificativamente diferente de la longitud del eje en 10s pares ZW igualizados, mientras que la del eje 

W no varia sustancialmente. 

Tabla 3. Longitudes absolutas en de 10s ejes Z y W en 10s ovocitos en paquitene de R. americana. 

--- 
Con segment0 Igualizados Valor P 

difcrcncial librc -.. .---.. .--... -.-.- -.-------- -- 
Longitud (Z) 18.7 14.07 < 0.0001 

DS 2.86 I .74 
n 16 59 

Longitud (W) 14.69 13.36 
DS 1.97 1,62 
11 I6 59 

Ic (z) 0.159 0.163 NS 
DS 0.027 0.027 
n 11 14 

S. dif. Libre + Igualizados 
lc (W) 0.142 

DS 0.026 
n 18 -- 

1C= indice ccatron~drico . Longitudes cn ptn. 

111.1.4.2. El par ZW y 10s ncidulos de recombinacicin en R. amcricana 

En el CS formado entre el Z y el W se observan 1 a 3 ncidulos de recombinacion (NRs), 

distribuidos en el brazo largo (Figura 1 lb y c). Las posiciones de 10s ndulos de recombinacih en 

cada par ZW, se establecieron midiendo la distancia desde 10s telomeros que inician la sinapsis hasta 

cada NR, y se expresan como fracciones de la longitud total del eje W en ese par. En nin@ caso se 

observaron NRs en el brazo corto del CS ; el ndulo de recombinacion mas alejado del telomero 

sinaptico se encuentra a 0.8 unidades de la longitud del eje W. Teniendo en cuenta la constancia del 

indice centromnerico del W (0.14), el NR mas proximal esta ubicado a 0.06 unidades (de longitud del 

W) del cinetocoro, lo que constituye un segnento libre de NRs en el brazo largo, que mide 



aproximadamente un 5 % de Wq. De esta manera hay dos segnentos libres de NRs : Wp y la regik 

proximal de Wq. La Figura 12 muestra la distribucik del total de NRs (n = 134) en 10s 63 pares ZW 

analizados. La distribucion se aparta claramente de una distribucion normal, asemejadose a una 

distribucion bimodal, con un pic0 mas pronunciado hacia el extremo del brazo largo. Esta 

acurnulacion hacia el telomero se debe a que en 10s pares ZW con un linico NR (n = 9), este se ubica 

preferencialmente en el tercio distal del brazo largo (distancia promedio a1 telomero = 0.16 * 0.09). 

En 10s pares ZW con dos NRs, el ndulo miis cercano a1 telomero (NR 1) y el ndulo mas 

alejado (NR 2), muestran distribuciones distintas (Figura 13), y la prueba estadistica t demuestra que 

la diferencia entre sus medias es altamente sipificativa @ < 0.0001). Las distancias promedio a1 

telomero del NR 1 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 recombination sobre otro evento similar dentro del mismo bran 

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 comparo con la distribucion de las distancias 

esperadas, suponiendo una localization independiente y a1 azar de cada par de ndulos (Figura 14). 

Los pares de NRs observados se agruparon segh la distancia de separacion, expresada en fiaccion de 

la longitud total del W. La fiecuencia esperada de 10s pares de NRs dentro de cada intervalo de 

distancia, se calculo utilizando la formula 1- ( ~ - c i ) ~ ,  donde d es la distancia mixima entre niKlulos en 

cada intervalo (Sherman y Stack, 1995). Las frecuencias esperadas de pares (NR l;NR 2) dentro de 

cada intervalo de separacion se detallan en la Tabla 4. 

El grafico comparativo de las frecuencias de pares de niKlulos esperadas y observadas (Figura 

14), muestra que el nknero 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 esti en el intervalo 0.25-0.50, las 

frecuencias observadas son mayores que las esperadas. Esto puede interpretarse como interkrencia 

positiva (interferencia quiasmiitica usual) en el intervalo 0-0.25, e interferencia negativa 

(“facilitation") en el intervalo 0.25-0.5. 



Figura 12. Distribucion de 10s niKiulos de recornbinacion totales (n = 134) en 63 pares ZW de Rhea 

americana. El histograms muestra la distribution de fiecuencias de las distancias entre el telomero del 

brazo largo del par ZW y cada niKiulo de recombinacion, expresadas en fiacciones de la longitud total del 

eje W. El cinetocoro del W se encuentra en 0.86 (indice centromerico promdo = 0.14). La flecha seiiala 

la posicion del cinetocoro del W. 



Figura 13. Distribucion de 10s ndulos de recombination en 10s pares ZW de Rhea americana con dos 

ndulos. El grafico muestra el rango de distribucih y la fiecuencia del ndulo de recombinacih mas 

cercano (NR 1) y el ndulo d s  alejado (NR 2) del telomero del brazo largo del par sexual. Las 

distancias desde el telomero (Wt) e s h  expresadas en fracciones de la longitud total del W. 
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Figura 14. Distribuciones observa& y espera& de 10s intervalos de separacih entre 10s n6dulos de 

recombination en 37 pares ZW con dos naulos en Rhea americana. Los intervalos es tb  expresados 

en fiacciones de la longitud total del eje W. La distribucicin esperada esth basada en la ubicacicin a1 

azar e independiente de ambos n6dulos (ver el texto). 



Tabla 4. Frecuencias esperadas de 10s intervalos de separacion entre NR 1 y NR 2 en 10s pares ZW 

can dos NRs. Los intervalos e&n expresados como fiacciones de la longitud del eje W. Frecuencias 

esperadas, calculadas segh F = l-(ld)' (Sherman y Stack, 1995). 
".. --. 
I~itcrvalo cntrc Frccucncia cspcrada 

-- 
NR I y NR 2 dc parcs dc NRsJintcrvalo 

0-0.1 0.19 
0.1-0.2 0.17 
0.2-0.3 0.15 
0.3-0.4 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 
0.9-1.0 ...-.- 0.0 1 ---....."..."" ...... - 

111.1.5. Los n6dulos de recombinaci6n en 10s complejos sinaptondmicos autos6micos de R 

americana 

El numero promedio de NRs por ovocito es 57.8 rt 5, de 10s cuales un 50.6 % se encuentran en 

10s bivalentes #1 a #lo. Se analizi, la asociacih entre NRs y la longitud de cada CS. La pmeba de 

regresion muestra que el niunero de NRs esti directamente relacionado con la longitud de 10s CSs en 

10s macrobivalentes mas largos, siendo el coeficiente de regresih r = 0.96 (Tabla 5 ; Figura 15). Esta 

relacion no se mantiene en 10s microbivalentes que, casi siempre, tienen un h i w  NR. 

Tabla 5. Distribution de 10s nkiulos de recombinacih en 10s complejos sinaptonemicos #I a #5 en 

Rhea americona, calculada a partir de 16 ovocitos en paquitene. 
.............. ---...-...--.----..-----. .................. 
Bivalcnte # - 1 2 3 4 5  .- - 6 
6 (nr) 7.1 6.0 4.5 3.1 3 1.8 
DS 1.3 1 0.82 0.7 0.53 0.58 
m-valor pronlcdio ; DS=dcsviaci6n est4n&r 



Longitud del CS 

Figura 15. Grafico de correlacib entre la longitud del CS (en pm) y el niunero de nbdulos de 

recombination. El coeficiente de regresion (r) es 0.96, y la ecuacib de la recta de regresib es y = 

0.307~ - 0.147. Los nhneros sobre la recta de regresih identifican a 10s primeros seis CSs 

autosomicos . 

Esta relacion entre longitud de CS y numero de nbdulos queda ilustrada por el niunero de NRs 

en 10s brazos cron~osomicos de distinto tamaiio : por ejemplo, en el CS #I, el brazo corto muestra, en 

general, entre 1 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 10s bivalentes (tambih interpretada 

como la distancia media de CS correspondiente a un NR), es, en promdo, 3.65 pm, y no se observan 

diferencias significativas con respecto a esta distancia media considerada en 10s bivalentes #1#10 

(3.74 pm) y la misma distancia media considerada en 10s microbivalentes (3.58 pm). Sin embargo, 10s 

NRs no estin regularmente espaciados a lo largo de 10s CSs : su fiecuencia es menor cerca del 

cinetocoro, y aumenta hacia 10s telomeros. Esta distribucih puede observarse en 10s histogramas 

construidos para 10s macrobivalentes #I a #5, en 10s que el eje horizontal representa la longitud del 

bivalente dividida en sepentos de 1 pm, y el eje vertical represents el nhnero de NRs (Figura 17). 



Figura 16. DetaIle del complejo sinaptonclniw dsl par autoromiw #1 ds Rhro americana en el que se 

observan ttes nW10s de reuxnbinacib (puntas de flecha) eu el brazo wxto y cuatro en el brau, kqo. 

c : cinetocoro. 8000 x, Burs = 1 pm 



Distribucion de 10s ndulos de recombinaciin em 10s macrobivalentes de Rhea americana 
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Figura 17. Histogramas de la distribuciin de los NRs en 10s cinco primeros complejos sinaptont5nicos 

de Rhea americana. El eje horizontal de cada histogram representa la lonwd absoluta del bivalente 

dividida en segmentos de 1 pm. La escala del eje vertical representa el nhero  de ndulos de 

recombinacih. El segment0 hacia la derecha del cinetowro (c) corresponde a1 bram largo. La 

frecuencia de 10s ndulos de recombinacih es muy baja en la zona centromerica y aumenta cerca de 

10s telomeros. 



111.2. Anus Platyrt~ynchos 

111.2.1. El cariotipo mitdtico de A. platyrhynchos 

El numero diploide de Anas platyrhynchos es 2n = 80 : 10s pares #1 y #2 son bibraquiados y 

10s demas autosomas son te ldt r icos (Fiyra 18). El cromosoma Z es subacroc4ntrico y el cuarto en 

tamaiio, mientras que el W es acroubtriw, con un brazo wrto que no se manifiesta claramente en 

todas las metafases, y su tamaiio se aproxima a1 de 10s microcromosomas. El cromosoma W se 

identifici, mediante bandeo C, ya que es fuertemente heterocromatiw (Figura 19). Es decir que , a 

difirencia de lo observado en Rhea americana, el Z y el W son obviarnente desiguales en -0, y el 

W es muy rico en heterocromatina constitutiva, atin cuando hay una pan sirnilitud en el patrh de 

bandas G del cromosoma Z de iiandu y el cromosoma Z del pato Pekin (ver Introduccitm). 

111.2.2. Los complejos sinaptonimicos y la relacidn con el cariotipo mitdtico 

El cariotipo de CSs del pato Pekin se constmy6 a partir de las mediciones realizadas sobre 10 

nucleos seleccionados, obtenidos mediante la t h i c a  de microextendidos en superficie. Al igual que en 

Rhea americonn, se observo una excelente correspondencia entre las longitudes relativas e indices 

centromericos del cariotipo mitchico y 10s wmplejos sinaptonbniws (Figuras 20 y 21). Para evaluar 

cuantitativamente esta sirnilitud se realizi, una prueba cle regresion utilizando las longitudes relativas 

de 10s 7 primeros elementos rnitchiws y sus wrrespondientes CSs, confirmindose una 

proporcionalidad directa entre ambos cariotipos (coeficiente de regresitm r = 0.99) (Fiyra 21). 

UI.2.3. El par ZW : el proceso de igualiicidn y la localiicidn del nddulo de recombinacidn en 

A. platyrhynchos 

El analisis del par ZW de A. platyrhynchos a1 microswpio eledronico muestra que la sinapsis 

se inicia por el extremo del brazo largo de ambos gonosomas, que puede identificarse por la posicion 

de 10s cinetocoros (Fiyra 22). A1 wmienzo del paquitene, cuando 10s ejes Z y W esth  separados o 



- - - - -  

Figura 18. Metafbse de Anus pla~rhynchos (hembra). Se indican 10s seis primeros pares autosomicos 

y el cromosoma 2. La identificacibn del W se verifica por bandeo C. 3000 x. 

- 
I h I I  1 I l l -  

Figura 19. Bandeo C en Anus pla@rhynchos. El cromosoma W es hertemente heterocrdtico, y 

tambikn hay un par de rnicrocromosomas C+. 



Comparacih del cariotipo mit&ico y 10s complejos sinaptonemicos en Anas platyrhynchos 

CM - css 

Figura 20. Comparacih del idiograrna de 10s macrocromosomas rnit6tiws (CM) y 10s wmplejos 

sinaptonemicos (CSs) w~espondientes en Anas platyrhynchos. Las longitudes relativas es th  

expresadas en porcentaje del lots haploide. 

Figura 2 1. Grafico de regresion que muestra la proporcionalidad 1 : 1 de las longitudes relativas de ios 

cromosomas mit6ticos (CM) y 10s complejos sinaptonemicos (CSs) en Anas platyrhynchos. El 

coeficiente de regresion es r = 0.99 y la ecuacibn de la recta de regresih es y = 1 .12~  - 0.09. 



cuando la sinapsis es muy ternprana, la ldngitud bsl eje W UB una 3 veces menor (2.4 % del late 

haploide) que la del eje Z (7.3 %) ; estas lonwdes relativas se corresponden con las del cariotipo 

mitbtico, y se utilizaron para construir el idiograma de CSs de la Figura 20. La reduccih progresiva 

de esta dferencia de longitudes de 10s ejes luego de la sinapsis da lugar a distintas morfologias del par 

ZW, dependiendo de la longitud del segment0 libre (no sinapsado) del eje Z, como fire descripto 

inicialmente en el pollo (Introduccibn, Seccibn 5.2). En A. platyrhynchos el proceso de ajuste de 

longitudes (igualizacion) se produce por el acortarniento del eje 2, y simubeamente, por el 

alar~an~iento del eje W. La longitud media del eje Z es 18.6 pm, cuando el segment0 no sinapsado de 

este eje es mayor que el el 50 % de la longitud del CSs formado entre el Z y el W (par ZW de tip0 

LAS) ; en tanto que en 10s pares ZW igualizados el eje Z tiene una longitud de 14.5 pm. A1 mismo 

tiempo, el eje W se alarga, y las longitudes promedio van de 8.5 pm, en el tip0 LAS, a 13.3 pm en 10s 

pares ZW igualizados. Este proceso hace que las longitudes tengan un arnplio rango de variacion 

dentro de cada tip0 morfologico, aunque las longitudes promedio sean caracteristicas para cada tip0 

(Figura 23). 

Figura 24. Distribucih de las distancias entre 10s telomeros del par ZW y el ngulo de recombinacih 

en 20 ovocitos de Anus platyrhynchos. La flecha seiiala la media de la distribucion (0.69 pm). 

Como se menciono previamente, 10s telomeros del brazo largo inician la sinapsis, y cerca del 

extremo sinaptico se encuentra un NR, de presencia constante (Figura 22). La distancia promedio 



Figura 22. Par ZW de Anos plotyrhynchos en estadio de segment0 asinaptico largo (LAS). Las flechas 

seiialan el segment0 lferencial 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 10s complejos sinaptonemicos 

se observa el elemento central. c : cinetocoro del eje Z. 1 1000 x. Barra = 1 pm. 
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Figura 23. Variaciones en las lonsudes de 10s ejes Z y W de Anas platyrhynchos durante el proceso 

de igualizacion. Las lineas horizontales en cada bama marcan la longitud promdo (en pm) de 10s 

ejes y la altura de las barras indica el rango de variacih de la longitud del eje en cada grupo. 



entre el NR y el extremo sinaptiw es 0.69 pm, con un rango de 0.49 pm a 1.06 pm, quedando una 

zona terminal de alrededor de 0.4 pm donde no se observan NRs (Figura 24). 

A diferencia de lo observado en el par ZW de R. americana, en ninguno de 10s pares ZW de A. 

platyrhynchos estudiados pudo observarse nlirs de un niKtulo de recombination a lo largo de todo el 

par ZW. 



111.3. Numih melcugris 

III.3.1. El cariotipo mit6tico de N. meleagris 

El numero diploide de N. meleagris es 2n = 76. Los pares #1, #2 y #4 son submeta~tricos ; 

el par #5 es casi metacentrico y 10s restantes autosomas son telocentricos, registrindose una marcada 

diferencia de tamaiio a partir del par #7 (Fiyra 25). El cromosoma Z es submetahtrico, es el cuarto 

en tamaiio y representa un 6.7 % del lote haploide. El cromosoma W puede individualizarse como un 

microcromosoma acrocthtrico, casi 2.7 veces menor que el 2, que aparece fuertemente 

heterocromatico con bandeo C (Fib~ra 26). 

111.3.2. El cariotipo de complejos sinapton6micos : comparaci6n con el cariotipo mit6tico 

Las mediciones de 10s CSs en 6 nucleos de ovocitos en paquitene permitieron comparar las 

longitudes relativas e indices centromericos de 10s CSs autosomicos con 10s cromosomas mitirticos. En 

general, se observa una buena correpondencia entre ambos cariotipos, except0 para el par #3 

(telocentrico), que aparece subrepresentado en 10s ejes meiaicos, de rnanera que la longitud relativa 

del CS #3 (7.7 %) resulta menor que la longitud relativa del CS #4 (9.4 YO), 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 Mdodos, las mediciones de 10s ejes 

sexuales (en especial el eje 2) utilizadas para construir 10s idiogramas, deben realizarse en estadios 

tempranos, cuando no se ha iniciado el proceso de igualizaciin y se conserva la proporcionalidad con 

10s cromosomas sexuales mitbicos. En 10s nucleos utilizados para obtener las longtudes relativas de 

10s CSs en N. meleagris, 10s pares ZW estaban igualizados, o el eje Z se presentaba distorsionado por 

estiramiento, impidiendo registrar la proporciin del eje Z con respecto a1 lote haploide. La longitud 

relativa del eje W (2.4 %) es muy similar a la del cromosoma mitotic0 (2.5 %). 



\a 

Figura 25. Metafane de Numida meleagris (hembra). Se sOiiPlan 10s seis primeros pares autosomiws y 

el par ZW. 2500 x. 

Figura 26. Bandas C en Numida meleagris. El cromosoma W es un microcromosoma acr&mico 



Comparacion del cariotipo mitirtico y 10s complejos sinaptonemicos en Numida meleagris 
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Figura 27. Comparacion del idiograma de 10s macrocromosomas mitirticos (CM) y 10s complejos 

sinaptonemicos (CSs) correspondientes en Numida meleeagris. Las longitudes relativas es th  

expresadas en porcentaje del lote haploide. 

Figura 28. Grafico de regresiim que muestra la proporcionalidad 1 : 1 de las longitudes relativas de 10s 

cromosomas mitirticos (CM) y 10s complejos sinaptonernicos (CSs) en Numida meleeagris. El 

weficiente de regresiim es r = 0.95 y la ecuacih de la recta de regresib es y = 1 . 1 4 ~  - 2.08. 



Figura 29. Par ZW de Numida meleagris en estadio de segment0 asinaptico medio (MAS). Las flechas 

seiialan el sepento no sinapsado del eje 2. c : cinetocoro del eje Z. La punta de flecha seiiala en 

nklulo de recombination cercano a1 extremo que inicia la sinapsis. 8500 x . Barra = 1 pm. 



111.3.3. El par ZW de N meleagris : presencia de un Gnico NR cercano a1 extremo sinsiptico 

El par ZW de N. meleagris forma un CSs asirntitrico, y se verifica el mismo proceso de 

iyalizacion, enwntriindose la secuencia LAS-MAS-Iplizados descripta en otras aves carinadas. El 

eje Z muestra el cinetocoro en posicih submediana (indice mtromeriw 0.41), lo que permiti6 

identificar a1 brazo corto como el responsable del inicio de la sinapsis con el brau, corto del W (Figura 

29). Como consecuencia de la igualizacion, el indice centromerico del eje Z varia sustancialmente en 

10s distintos tipos de pares ZW, porque la disminucih de la longitud se realiza principalmente a 

expensas del brazo largo, que se reduce en un 60 % de su longitud original, rnientras que el brazo 

corto solo disminuye un 10 % en su longitud absoluta. En 10s pares ZW igualizados, la longitud del 

brazo largo es menor que Zp y el indice centromerico 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 a1 igual que en el par ZW del pato Pekin (y en contraste con R. 

americana), en ningh par ZW se observa mis de un NR (Fiyra 29). La distribucih del NR se 

analizo en 18 pares ZW wloreados con PTA : la distancia promdo a1 telomero que inicia la sinapsis 

es 0.4 pm, y la posicih del ndulo varia en un rango de 0.15 pm a 0.66 pm del extremo. 

0.5 
Distancla al t e l h r o  

Fiyra 30. Distribution de las distancias entre el ndulo de recombinacih y el telomero sinaptico en 

18 pares ZW de Numida meleagris. La flecha seiiala la media de la distribution (0.4 pm). 



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 mis cercana a1 telomero de iniciacih sinaptica, rnientras que la de 

Anus ploiyrhynchos es claramente interstitial. 



111.4. Columba l iv ia 

111.4.1. El cariotipo mitbtico y el par ZW 

El analisis de 10s cromosomas mitbtiws se realizi, a partir de metafases obtenidas a partir de 

cultivo de linfwitos y de la mkdula osea de 10s ejemplares utilizados para 10s estudios meiClticos ; el 

nhe ro  cromos6mico modal es 2n = 80, lo que posteriormente se confirmi, en 10s estudios de CSs. Los 

pares #I a #5 son bibraquiados ; 10s microcromosomas son telocktricos y representan un 48.8 % del 

genoma (Figura 3 1). El cromosoma Z es un cromosoma metabtriw (indice centromeriw = 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 tambien es metacentrico, es el sexto par en longitud y la relacih de tamaiio entre el Z y el W es 

1.5 : 1, es decir que el W es relativamente grande cuando se lo wmpara con el W de N. meleagris o el 

de A. ylnfyrhynchos. Aunque el indice centomerico de ambos cromosomas sexuales esti cercano a 0.5, 

el brazo corto del W puede distinguirse casi siempre, rnientras que el Z es con mas frecuencia 

exactamente metacentrico. Con bandeo C, el W aparece heterocromatiw, aunque no por 

wmpleto (Figura 32) : hay una ban& C+ centromerica intensamente coloreada, similar per0 de un 

tamaiio significativamente mayor que la de 10s centromeros autosomicos ; en el brazo wrto hay un 

bloque heterocromatico menos coloreado que el centromerico 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, except0 por una ban& 

terminal mas marcada (Figura 33). 

Figura 33. Representation esquematica del bandeo C del cromosoma W de C. livia. Las zonas en 

blanco corresponden a eucromatina ; las zonas sombreadas son heterwrohticas y se wlorean con 

distinta intensidad. La regih centromerica time una ban& muy marcada. 



Figura 3 1. Metafhse de Columba livia (hembra). Se indican 10s cinco primeros pares autosirmicos y el 

par ZW. 2600 x. 

Figura 32. Bandeo C en Columba livia. El cromosoma W tiene una ban& centromhca de 

heterocromatina muy marcada. El telomero dd brazo wrto es eucrom&ico y hay una urns intersticial 

eucromatica en el brazo largo (ver el esquerna de la Figura 33). El cromosoma Z muestra una banda C 

telomeica. 2700 x. 



Figura 34. Ovocito en paquitene de Columba livia. Se observan 10s 39 bivalentes autosmism y el par 

ZW (flecha). Las flechas pequeiias seiialan algunos nMulos de recombinacih y las lineas marcan 10s 

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



111.4.2. El par ZW de C livia durante la meiosis 

111.4.2.1. Sinapsis e igualizacicin 

El analisis ultraestructural de la meiosis femenina en C. livia se realizi, sobre una muestra de 

d s  de 80 micrografias electrhicas de ovocitos en paquitene, wloreados con nitrato de plata o PTA 

(Figura 34). En 10s ovocitos en paquitene, el par ZW aparece wmo el h i w  bivalente que forma un 

CS de elementos laterales desiyales (Fiyra35), wrnprobhdose la existencia del mismo proceso de 

ajuste de longitudes descripto en otros pares ZW aviarios (ver Introduction y Secciones 111.1, 2 y 3). 

La longitud del eje Z disminuye en promedio un 30 %, a1 tiempo que da vueltas alrededor del eje W, 

que permanece lineal, y las porciones no apareadas de 10s ejes estin engrosadas (Figura 36). La 

variation de longitud del eje Z permite identificar la secuencia de 10s tipos morfologicos LAS-MAS- 

Igualizados (ver dehiciones 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 identica a la del W, por lo cual en ocasiones resulta dificil identificar a1 par sexual 

dentro del complemento, en estos estadios tardios. 

Tabla 6. Longitudes absolutas (en pm) de lm ejes Z y W de C. livia durante el proceso de 
iguaIizaci611. .......... * ...... -.-- ........ * ........................ - ........... .. ............... ""..... ...... - .................. -..-.. "... 

. - LAS MAS ~gualizados valor P-T- 
Longitud (Z) 22.8' 18.8 15.7~- 0.0001 
DS 1.97 1.52 2.10 
11 13 9 12 
Longitud(W) 14.9 14.6 14.1 NS 
DS 1.57 1,17 1.70 

La longitud relativa del eje Z (7.8 % del total del wmplemento de CSs) y la del eje W (5 %) 

son algo mayores que las longitudes relativas respectivas en 10s cromosomas mit6ticos. Esto puede 
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Figura 35. Par ZW de la uilula de la Figura 32, en estadio de segment0 asinaptico medio (MAS). Las 

flechas seiialan las regimes diferenciales no apareadas de 10s ejes Z y W. Las puntas de flecha marcan 

10s ndulos de recombinaciim particulados en 10s wmplejos sinaptonernicos autosomicos y en el 

extremo sinaptico del par ZW. c y c': cinetocoros del Z y del W. 9000 x. Barra = 1 p. 



Figura 36. Par ZW de Columba livia en estado intermedio entre MAS e igualizado. El eje Z sigue un 

trayecto sinuoso alrededor del eje W. Cerca &I extremo sinaptico se observa el h ico n6dulo de 

recombinacion del par sexual. c y c': cinetocoros del Z y del W. 11000 x. Barra = 1 pxn. 



deberse a que en el material analizado de paloma, la mayoria de 10s pares ZW de tipo LAS estaban 

incompletamente apareados, es decir, se encontraban en etapas tempranas de la sinapsis, quedando 

sometidos a estiramiento 10s segmentos libres de 10s ejes sexuales. Sin embargo, esta distorsih no h e  

muy pronunciada, puesto que el diametro del eje no esth afedado (es sabido que el diametro se 

adelgaza cuando el estiramiento es muy violento). A d d s ,  la longitud y el indice centromerico 

correspondientes a1 bivalente ZZ en el macho de la paloma time una correspondencia muy buena con 

las medidas del Z mit&ico (ver SecciQ 4.3), apoyando la idea de que, a1 menos en el eje Z, la 

desviacion en las medidas se debe al estiramiento de 10s segmentos no sinapsados. En ambos ejes 

sexuales hay una diferencia clara de longdud entre 10s brazos, siendo siempre el d s  corto en ambos 

gonosomas el que inicia la sinapsis. Este brazo podria corresponder efectivamente a1 brazo corto del 

cromosoma W, que fiecuentemente puede identificarse en las metafases mitdicas ; a d e d s  la longitud 

del eje W es relativamente constante durante el proceso de igualizacion, y tarnbien lo es su indice 

centromerico (Tabla 6). 

111.4.2.2. El par ZW de C. livia y el n6dulo de recombinaci6n 

En 10s pares ZW teiiidos con PTA, se obsema un h ico  naulo de recombination cerca del 

telon~ero que inicia la sinapsis (Figuras 35 y 36). Los NRs en 10s ovocitos de C. livia son muy 

notables, tanto en el par sexual como en 10s 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 pm y 1.17 pm, con una media de 0.82 pm (Figura 37). 

Los nbdulos de recombinacih en el par ZW de la paloma se distribuyen exclusivamente en 

una zona intersticial subterminal, y en n i n e  caso se observa d s  de un NR. La distribuciim de 10s 

NRs en una zona intersticial es similar a la observada en el pato Pekin (Figura 24), y en ambas 

especies hay una distancia de aproximadamente 0.4 pm entre el extremo distal del sebrtnento que lleva 

10s NRs y el telomero sinaptico, que e& libre de ndulos. 



Figura 37. Distribution de las distancias eatre el nbdulo de recombination y el telomero sinaptico en 

33 pares ZW de Columba livia. La flecha seiiala la distancia media a1 telomero sinaptico (0.82 pm). 

111.4.3. El cariotipo de complejos sinaptonhdcos y el par 2Z en el macho de C. livia 

El estudio de mei6tico en C. livia incluyo tambih el analisis de la meiosis rnasculina mediante 

rnicroscopia electronica y de luz. En 10s nucleos de espermatocitos en paquitene exarninados a1 

microscopio electronico (Figura 38), se observan 10s CSs de 10s 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 posici6n 

mediana (IC = 0.49), siendo estos valores muy sirnilares a 10s registrados en el Z rnitirtico. 

La longitud media del conjunto de 10s CSs autosomicos en 10s espermatocitos es 248 21.2 

pm, mientras que en 10s 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 10s complementos de CSs sin0 que podria atribuirse a causas tk icas .  En 10s es~ennatocitos de 

palorna, la cromatina no se dispersa tan ficilrnente como en 10s ovocitos, por lo cual f ie necesario 

aumentar la concentration del detergente (ver Secciirn II.3.2). Esta variation puede haber provocado 

una elongacion mas pronunciada en 10s bivalentes de 10s espermatocitos, afectando en mayor medida a 

10s CSs mas largos. Esto explicaria que miis del90 % de la diferencia de longitudes entre 10s CSs del 

macho y de la hembra se concentra en 10s tres primeros bivalentes. A d d s ,  esta dikencia no se 



F i r a  38. Espermatocito en paquitene de Columba livia. Se observan 10s 39 bivalentes autosomicos y 

el par ZZ (flccha). Tincion : PTA. 3600 x. Barra = 10 pm. 



Comparacih del cariotipo mitirtico y 10s complejos sinaptonhicos en Columba livia 

1 2 3 4 5 6 7 Z W 

Par # 

Figura 39. Comparacih del idiograrna de 10s macrocromosornas rnitirticos (CM) y 10s complejos 

sinaptonemicos (CSs) correspondientes en Columba livia. Las longitudes relativas esth expresadas en 

porcentaje del lote haploide. 

Figura 40. Grafico de regresion que muestra la proporcionalidad 1 : 1 de las longitudes relativas & 10s 

cromosomas mitirticos (CM) y 10s complejos sinaptonemicos (CSs) en Columba livia. El weficiente 

de regresion es r = 0.99 y la ecuacih de la recta de regresib es y = 1 . 1 9 ~  - 0.9. 



traduce en modificaciones de fenomenos biolbicos, como la recombinacion, que e& relacionados 

con la longitud de 10s CSs (ver Seccih 4.4). 

El cariotipo de complejos sinaptonemicos de C. livia se wnstruyo a partir de las longitudes 

relativas de 10s 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 10s nucleos 

de espermatocitos, por su excelente correspondencia con el Z mit6tic0, como se expliw a1 comienm & 

esta seccion (Figura 39). 

Cuando se comparan, mediante una prueba de regresion las longrtudes relativas de 10s 7 

primeros autosonlas en el cariotipo mitirtico con la longitudes relativas de 10s CSs correspondientes, se 

observa una relacion 1 : l  entre ambas, siendo en coeficiente de correlacion r = 0.99 (Figura 40), a 

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

111.4.4. La distribucibn de 10s n6dulos de recombinaci6n en machos y hembras de C. Iivia 

Los ndulos de recombinacion de la palorna, son muy conspicuos y se observan claramente en 

las preparaciones de ovocitos en paquitene inclusive en microfbtografias a bajo aumento (Figuras 34 y 

38). A difercncia de 10s ndulos de recombinacih observado en otras aves, que son elipsoides y no 

revelan ninguna subestructura, en C. livia cada NR e& constituido por una o mis particulas muy 

electrodeilsas 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 cornparativo del numero y 

distribution de 10s NRs en ambos sexos, a partir de micrografias de ovocitos y espennatocitos teiiidos 

con acido fosfotlingstico (Figuras 34 y 38). El recuento de nbdulos de recombinacih revela que no 

existen diferencias sipificativas en el numero promedio total de NRs en machos (64.7) y hembras (63) 

de C. livia (P = 0.22) (Tabla 7). 



Tabla 7. Numero de ndulos de recombinacibn y longitudes promedio del complemento de complejos 
sinaptonemicos en 20 ovocitos y 22 espennatocitos de C. livin. 

.... . ....-... --..-.- ........ ---- ".-----.---.-.""...-.-..-...".".-.-- ........ -..-."- .... ......---.- 
CSs :Longitud total NRs totalcs * DS Longitud dc CS/NR CSs (1-10) NRs (CSs 1-10) 

f DS ( ~ m )  ( ~ m )  Longitud * DS * DS 
Hcmbra 227.5 * 2 1.8 63.0 * 4.9 3.6 i 0.35 137.5 i12.9 31.8 i 4.3 
Macho -. 248.0 * 2 1.2 64.7 4.8 . ... .., ...-.-.---.,..---...-. --- 3.8 * 0.30 -... 164.2 * 14.7 ----. 35.1 i3.7 

La distancia media entre NRs en 10s bivalentes #I a #lo, es 4.4 pm en 10s ovocitos y 4.7 pm 

en 10s espermatocitos, mientras que en 10s bivalentes #I 1 a # 39 es de solo 2.9 pm en 10s ovocitos y 

2.8 pm en 10s espennatocitos. Esto sipfica que, en promedio, se producen mas eventos de 

recombinacion en 10s bivalentes mas cortos, y esto es asi en arnbos sexos. 

Cuando se grafica el nlimero promedio de NRs en 10s diez primeros CSs contra las longrtudes 

absolutas promedio de 10s bivalentes se observa una relacion lineal entre ambos, tanto en la hembra 

(Figura 4 l), como en el macho (Figura 42). 

Figura 4 1. Relacion entre la longitud promedio de 10s diez primeros CSs (pm) y el nlimero promedio 

de ndulos de recombinacion en 20 ovocitos de C. livia. La ecuacion de la recta de regresib es y = 

0.2 1x + 0.19, y el coeficiente de regresion r = 0.98. Los niuneros sobre la recta de regresion identifican 

a 10s CS #1 a1 #lo. 
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Figura 42. Relacion entre la longitud promedio de 10s diez primeros CSs (pm) y el niunero promedio 

de nodulos de recombination en 22 espennatocitos de C. livia. La ecuacih de la recta es y = 0 .18~  + 
0.57, y r = 0.98. 

En 10s microcromosornas esta relacih cambia : el niunero promedio de NRs por 

microcron~oso~na (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 10s microcromosomas, y que solo ocasionalmente se observan dos 

NRs en 10s microbivalentes mas largos. 

Las distribuciones de 10s NRs en 10s macrobivalentes del macho y la hembra se representan en 

10s 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 II.4), dividida en segnentos de 

1 pm desde el cinetocoro hasta 10s telomeros ; el valor se redondei, al errtero mas cercano a1 llegar al 

telon~ero. 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 h e  definida dentro de 10s 

bivalentes individuales en 20 ovocitos y 22 espermatocitos, y posteriormente se representaron las 

fiecuencias totales en 10s histogramas. En ambos sexos se observa un numero relativamente bajo de 

NRs cerca de 10s cinetocoros, en tanto que su frecuencia crece hacia 10s telomeros. El bivalente ZZ del 

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



Comparacion de la distribucion de naulos de mmbinacion en machos y hembras de Columba livia 

Hembra Macho 
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Figura 43 (1' parte). Histogramas de la distribucion de 10s NRs en machos y hembras de Columba 
livia (continua en la pagina siguiente). 



Comparacion de la dstribucion de niKLulos de recombinacion en machos y hembras de Colurnba livia 
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Figura 43 (2' parte). Histogramas de la distribution de 10s NRs en machos y hembras de Colurnba 

livia. El eje horizontal de cada histograms representa la longitud absoluta del bivalente dividicla en 
segmentos de I pm. La escala del eje vertical representa el n h e r o  de ntKiulos de recombinacion. El 

segment0 hacia la derecha del cinetocoro (c) corresponde a1 brazo largo. La frecuencia de 10s ndulos 

de recombinacion es muy baja en la zona centromerica y aumenta eel-ca de 10s telomeros. 
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III.4.5. Relaci6n entre el nrimero de NRs y el nrimero de quiasmas en 10s espermatocitos de C. 

livia 

Los quiasmas de 10s diez primeros bivalentes autosinniws se contabilizaron a partir de 

microfotografias de 40 espermatocitos en diacinesis - metafase I (Fiyra 44). El niunero promedio de 

quiasmas en 10s diez primeros bivalentes es 34.8 * 3.3. Este niunero no difiere significativamente del 

nlimero promedio de NRs en 10s diez prirneros CSs (P = 0.65) (Tabla 8). 

Tabla 8. Numero promedio de quiasmas observados en 40 espermatocitos en diacinesis, comparado 
con el numero promedio de nktulos de recombinaci6n en 22 espermatocitos en paquitene de C. livin. 

Par # 1 2  3 4 5 - 6 ---- 7 8 9 1 0 ~ ~  ----. 
Quiasmas 8.0 6.4 4.5 3.4 3.0 2.3 1.9 1.9 1.6 1.2 
DS 1.2 0.9 0.7 0.7 0.7 0.5 0.7 0.5 0.6 0.4 
NRs 7.7 6.2 4.6 3.7 3.6 2.1 2.1 2.1 1.6 1.5 3.8 
DS . ..-..-"...-"- 1.1 0.9 0.7 0.6 0.7 0.3 0.5 0.4 0.7 0.5 0.4 --- 

En las metafases I, la configuration quiasmatica de 10s microbivalentes solo se reconoce en 10s 

de mayor tamaiio, debido a que la mayoria de estos microbivalentes son puntiformes. Sin embargo, de 

10s recuentos se deduce que todos esth apareados, y considerando la igualdad del niunero de quiasmas 

y el numero de NRs en 10s macrobivalentes, puede generalizarse esta relacih de igualdad a 10s 

microcromosomas, y por lo tanto, habra un quiasma por cada microbivalente. 



Figura 44. Espermatocito de Columba livia en diacinesis. Se observan 39 bivalentes autosomicos y el 

par ZZ (flecha) que no muestra restriction quiasmatica. 2500 x. 



111.5. Poepltila guttata 

111.5.1. Los cromosomas mit6ticos de P. guttata 

El analisis del cariotipo mit6tico de P. bwttata se realizi, a partir de metafases obtenidas por 

cultivos cortos de medula osea, extraida de ejemplares machos y hembras utilizados en 10s estudios 

meibticos (Figura 45 a y b). En 10s recuentos de estas metafases el niunero cromosomico modal f ie 2n 

= 80, y en ningh caso se encontro un n h e r o  superior. El cromosoma Z se identifico por 

comparacion de 10s cariotipos de machos y hembras como el cuarto par, con un indice centromerico 

promedio de 0.36, y con una constriccitk secundaria en el tercio distal del brazo largo. El bandeo C 

pone en evidencia un bloque heterocromatico terminal en el bram largo del cromosoma Z, y tarnbk 

en el centromero, mientras que el W aparece como un microcromosoma acroaktrico, muy 

heterocromatico (Figura 46). 

Las longitudes relativas e indices centromericos promedio de 10s siete prirneros pares 

autosomicos y de 10s cromosomas Z y W se calcularon en 12 metafases seleccionadas, a fin de 

compararlos con 10s CSs correspondientes. El cromosoma Z represents el 6.1 % del late haploide y el 

W un 2.5 %, de manera que la relacion de tamaiio de 10s gonosomas es semejante a la encontrada en A. 

plcrtyrhynchos y N. melengris. 

111.5.2. AnAlisis ultraestructural de la profase mei6tica femenina en P. guftata 

El analisis de la meisois femenina de P. guttata a1 rnicroscopio electronico se realin5 

utilizando la misma tknica de sedimentaciim y secado para procesar el ovario de cuatro hembras de 

entre tres y siete dias de edad (posterior a la eclosih). En 10s ovocitos en paquitene, se observan 10s 

CSs de 10s bivalentes mas largos completamente sinapsados, el par ZW que forma un CS asimarico y, 

so~prendentemente, un eje adicional muy largo, sin contraparte homologa ; adenxis se observa un 

numero variable de ejes no apareados correspondientes a microbivalentes (Figura 47). La conducta de 

este eje adicional y su relaciQ con la sinapsis de 10s microbivalentes se describen en detalle en la 



Figura 45. Metafases somaticas de Poephila guttala hembra (arriba) y macho (abajo). Se reconocen 

10s pares autosomicos y el par sexual ; el cromosoma B est5 ausente. 3300 x. 



Figura 46. Bandeo C en Poephila gutfala (hembra). El cromosoma W es fuertemente heterocromiitico 

y el cromosoma Z time un bloque de heterocromatina en el telomero del bran largo. 3200 x. 



Figura 47. Ovocito de P. guttata en paquitene donde se observa el par ZW en estadio de segment0 

asinaptico largo (flecha). El eje accesorio (centro) est.4 enganchado con 10s CSs #1 y #3. Varios 

microbivalentes aim no se han sinapsado. 3600 x. Barra = 10 pm. 



111.5.2.1. El par ZW en P. gutiata 

El par sexual de P. pttata 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 

10s ejes sexuales comienza por el brazo corto de arnbos gonosomas, y se extiende hasta alcanzar la 

totalidad de la longitud del eje W ; a1 mismo tiernpo el eje Z inicia su acortamiento, que se evidencia 

por el trayecto ondulado del eje (Figura 48). La porcih asinaptica del eje Z esti a menudo engrosada 

y desdoblada como ocurre comhente  con 10s 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 disrninuye rnarcadamente desde el 

estadio de segment0 asinaptico largo (LAS) hasta cornpletar la igualizacion, y su indice centromerico 

aumenta por el 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 significative durante este proceso (Tabla 9). 

La posicion de 10s cinetocoros time una excelente correspondencia con la ubicacih del centromero en 

Tabla. 9. Longitudes absolutas (en pm) de 10s ejes Z y W de P. guttata durante el proceso de 
igualizacion . -"..".-------"---..--."---..--. 

LAS lgualizados Valor P 
~ o n ~ i t u d ( ~ )  - 1 5 0  11.8 < 0.0005 
DS 1.82 2.22 
I1 11 22 
Longitud (W) 9.0 10.4 
DS 1.38 2.15 
n 11 22 
Ic (z) 0.35 0.42 < 0.005 
DS 2.91 4.2 
11 6 2 1 
Ic(w) 0.15 
DS 3.00 
n 24 

IC = indicc ccntron~drico 

Teniendo en cuenta la posicion de 10s cinetocoros, puede deterrninarse que la sinapsis de 10s 

ejes sexuales comienza por el brazo corto de ambos gonosomas. Cerca del extremo sinaptico, se 



Figura 48. Par ZW de P. guttata perteneciente a1 nucleo de la figura 47. El eje Z ha iniciado su 

acortamiento y muestra un trayecto sinuoso en parte de su extensib Tincibn : nitrato de plata. 9000 

x. Barra = 1 pm. 



Figura 49. Par ZW igualizado de P, guttata. El extremo que inicia la sinapsis pertenece a1 brazo corto 

de ambos ejes. La punt. de flecha seiiala el NR. c y c' : cinetocoros de 10s ejes Z y W. 9000 x. Barra = 

lpm. 



observa invariablemente un ndulo de recombinacih, y como en las otras especies de aves carinadas 

ya descriptas, no hay NRs en n i n e  otro segmento del CSs (Figura 49). La distancia promedio a1 

telomero sinaptico es 0.87 pm, y el rango de la distribution de posiciones del NR es 0.5 pm a 1.75 pm 

(Figura 50). 

Figura 50. Distribucih de las distancias (en pm) desde el NR a1 telomero que inicia la sinapsis en 16 

pares ZW de P. guttata. La flecha seiiala la distancia media a1 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 bra= 

largo de 10s gonosomas. 

111.5.2.2. El cariotipo de complejos sinaptonhicos 

El cariotipo de CSs se construyo a partir de las longitudes relativas promedio de 10s siete 

primeros complejos sinaptonemicos autosomicos ; las longitudes heron calculadas a partir de 20 

ovocitos en paquitene, y se wmpararon en un idiograma junto con las longitudes relativas promedio de 

10s cromosomas mitckicos (Figura 51). Cuando estas longitudes relativas se cornparan mediante una 

prueba de regresion, se observa una excelente relacih entre ambos cariotipos (r = 0.99) (Figura 52). 



Comparaciim del cariotipo mitirtico y 10s complejos sinaptonemicos en Poephila guttata 

CM - css 

1 2 3 4 5 6 7 Z W 

Par # 

Figura 5 1. Comparaciim del idiograma de 10s macrocromosomas mitbticos (CM) y 10s complejos 

sinaptonernicos (CSs) correspondientes en Poephila guttata. Las longitudes relativas es tb  expresadas 

en porcentaje del lote haploide. 

Figura 52. Grafiw de regresib que muestra la proporcionalidad 1 : 1 de las longitudes relativas de 10s 

cromosornas rnitoticos (CM) y 10s complejos s i nap ton~ws  (CSs) en Poephila guttata. El coeficiente 

de regresib es r = 0.99 y la ecuacib de la recta de regresib es y = 0.82~ - 1.24. 



La longitud relativa del eje Z medida en 10s ovocitos, es algo mayor que la del Z mitbtico, 

aunque esta dferencia 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 f ie el utilizado para construir el idiograrna. La longitud relativa 

del eje W tambib es mayor que la del W rnitirtico, aunque esto podria atribuirse a1 alargamiento del 

eje W desde etapas tempranas del paquitene. 

La longitud absoluta promedio del complemento de CSs en 10s ovocitos es de 104.9 -+ 21.8 

pm, una longitud que resulta exce~cionalmente ~equeiia cuando se la compara con la de 10s CSs en 10s 

ovocitos de otras especies de aves, como las calculadas en este mismo trabajo para R. americana 

(22 1.2 pm) y C. livia (227.5 pm). 

111.5.2.3. La presencia de un eje accesorio y su conducta en 10s ovocitos de P. guttata 

La observacih de 10s ovocitos en paquitene a1 microscopio electronico revelo la presencia de 

un eje meiotico sin homologo, en todas las dlulas examinadas (Figura 47). La caracterizaciim de la 

conducta de este eje surge de la observaciim a1 microscopio electronico de mis de un centenar de 

ovocitos procedentes de tres hembras, y del analisis detallado del eje en 35 micrografias electrhicas 

seleccionadas . 

La comparacion del cariotipo de CSs y 10s cromosomas mitaicos pone en evidencia que este 

elemento no esta presente en las ailulas sodticas de hembras o machos. De la comparacih adicional 

de 10s CSs y 10s cromosomas meibtiws con microscopia de luz, se deduce que el eje represents un 

cromosoma accesorio que se encuentra en la linea germinal. El eje accesorio es, claramente, el 

elemento mas grande en 10s ovocitos en paquitene, y puede presentarse totalrnente asinaptico, 

autosinapsado por completo o, mas raramente, parcialmente autosinapsado. Cuando se encuentra en 

estado asinaptico se involucra frecuentemente en enganches con 10s CSs mas largos, y el eje aparece 

engrosado o desdoblado (Figura 53). En ninguno de 10s nucleos de ovocitos pudo deterrninarse 

fehacientemente la ubicacion de un cinetocoro a lo largo del eje. 



La longitud absoluta del eje accesorio varia segh  este asinaptico o autosinapsado ; sin 

embargo, la variacion principal se registro entre hembras de dos nidadas diferentes. En una de las 

hembras la longitud promedio del eje accesorio fue 18.0 * 3.6 pm, rnientras que en las otras dos, 

procedentes de una misma nidada, la longitud media fue 29.3 * 2.5 pm. El resurnen de las longitudes 

absolutas del eje y las variaciones entre 10s 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 rnisma nidada) no hay diferencias en las 

longitudes de 10s ejes accesorios respectivos. 

Tabla 10. Longitudes absolutas (en pm) del eje accesorio en 10s ovocitos de tres hembras de P. 
gzttmm ..... ........................................ .... ................................................... " -.-..--"" 

Eje autosinapsado Eje asinhptico Autosinapsados + asinhpticos 
(longitud absoluta * DS) (longitud absoluta * DS) 

Hct~lbra 1 14.7 * 2.0 19.0 * 3.4 18.0 * 3.6 
11 3 10 13 
Hcliibras 2 y 3 29.3 * 2.5 - - 
11 -. 7 ...... .............. .....-.... --"-..- ..-.- -.-.----.------.- .................--... -.--..- ...-- -----...---- 

En tanto la presencia del eje represents la existencia de un cromosoma accesorio, las 

variaciones de tamaiio 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 

variable (entre 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 

deduce de la presencia de pares ZW igualizados en 10s ovocitos con el eje autosinapsado, y en este 

momento 10s microbivalentes es th  a~aE%xiOs. Por lo tanto, se deduce que una consecuencia inrnediata 

de la presencia del cromosoma accesorio es el retraso en la sinapsis de varios de 10s rnicrobivalentes 

mas pequeiios. 





111.5.3. La meiosis masculina de P. guttata 

111.5.3.1. Anilisis de la meiosis a1 microscopio 6ptico 

El analisis de la meiosis masculina se llevo a cab0 en tres machos adultos, procesando el 

material testicular para la observacih de 10s distintos estadios meiirticos en preparaciones secadas a1 

aire y coloreadas con Giemsa. Tambih se realizaron cortes semifinos de la gonada masculina para su 

observacion a1 microscopio ivptico. 

En las metafases esperrnatogoniales de todos 10s ejemplares, se enwntro un cromosoma sin 

homologo, de mayor tamaiio que el par #1, que se distinye inconbdiblemente de 10s 

macrocromosomas, 10s cuales pudieron ordenarse por pares en todas las metafases espermatogoniales 

analizadas. El cromosoma accesorio en general se muestra heteropicnirtico y la posicih del 

centromero no surge claramente de la observation de las metafases espermatogoniales ; solo 

excepcionalmente se pudo ver una constricih en posicion submediana (Figura 54). 

A1 mismo tiempo, en todos 10s ejemplares se observo un cuerpo cromatinico denso en la 

periferia de 10s nucleos de espermatocitos en etapas tempranas de la profase meiirtica. En el leptotene 

puede observarse un filament0 cromatiniw delgado mAs coloreado que el resto, aunque de grosor 

similar, que forma un ovillo en uno de sus extremes. El grado de enrollamiento del filament0 aumenta 

a medida que avanza la profase meiirtica, y durante el paquitene el grosor del mismo es comparable a1 

de 10s bivalentes, aunque su coloracih mAs intensa indica un grado mayor de condensacih. En este 

momento el filament0 esth muy condensado y forma un cuerpo ovoide describiendo un trayecto curvo 

que deja en su interior una zona estrecha mhs clara (Figura 55). Este bloque periferico, caracteristico 

de 10s espermatocitos, time una gran semejanza con el cuerpo XY (o vesicula sexual) que kmm el par 

sexual en 10s espermatocitos de mamiferos durante el paquitene. Este bloque periferico no se observo 

en ningim ovocito en preparaciones secadas a1 aire y realizadas con parte del material de 10s ovarios 

utilizados para las preparaciones de sedirnentacih y secado de microscopia electrhica. Es de 

subrayar que en 10s ovocitos observados a1 microscopio electronico tampoco existe condensacih de la 



Figura 54. Metafase espermatogonial de P. guttata. El cromosoma accesorio es heteropicnirtico y es el 

elemento mis grande del complement0 (flecha). 2600 x. 

Figura 55. Espermatocito en paquitene coloreado con Giemsa. El cromosoma accesorio forma un 

bloque cromatinico denso ubicado en la pedkria del nucleo, que simula ser una "vesicula mxual" 

(flecha). 3200 x. 



Figura 56. Espermatocito de P. guttata ea rnetafise I .  En este estadio el cromosoma B (flecha) es 

isopicnirtico y su cromatina esti muy espiralada. 3200 x. 

Figura 57. Metafises I1 de P. guttata dm& se observa el cuerpo cromatinico denso atribuido a la 

condensacih del cromosoma B. 3200 x. 



Figura 58. Tubulo serninifiro de P. guttata en el que se observan espedtides tempranas con un 

cuerpo denso en sus citoplasmas (flechas). La flecha abierta seiiala un espermatocito I en paquitene 

con el bloque de heterocromatina adosado a la carideca. 3200 x. Barra = 10 pm. 



cromatina adyacente a1 gran eje accesorio. 

En las metafases I no se observa ningh cuerpo denso, per0 siempre esth presente un elemento 

no apareado y de gran tarnaiio, junto a 10s 40 bivalentes meibticos, como se esperaria como 

consecuencia de la existencia del cromosoma accesorio observado en las metafases espermatogoniales. 

Este cromosoma es isopicnbtico, o mirs comimmente heteropicnbtico negatiw, con respecto a 10s 

bivalentes meibticos, y a menudo su contomo es difbso (Figura 56). 

En las metafases I1 la morfologia cromosomica no permitio individualizar definidarnente a 

todos 10s macrocromosomas, per0 en 8 de 20 metafases I1 obsemadas, se encontro un bloque de 

cromatina esferico, intensamente coloreado, y muy homogkeo (Figura 57 a y b). 

Las muestras de material testicular de dos individuos adultos se procesaron para obtener 

cortes sernifinos para analizar a1 microscopio btico, y cortes finos para rnicrocopia eledrhica, como 

se describio en la seccion 2.5 de Materiales y M&odos. 

En 10s nucleos de 10s espermatocitos I, cercanos a la periferia de 10s tubulos seminiferos, se 

observo un cuerpo heterocromatico denso adosado a la membrana nuclear, que es, precisamente, el 

bloque periferico de heterocromatina, obsemado en 10s espermatocitos en paquitene en 10s 

preparaciones secadas a1 aire. La extrema densidad de la cromatina no permite reconocer otros detalles 

ultraestmcturales a1 microscopio electronico. 

Este mismo cuerpo heterocromatico se obsemo en relacibn con algunas divisiones de 

espennatocitos, y nuevamente en el c i to~lasw de un n h e r o  significative de espedtides tempranas 

(Figura 58). 

111.5.3.2. La profase mei6tica masculina de P. guttata obsemada a1 microscopio electr6nico. 

Presencia de un cromosoma accesorio condensado 

El analisis a1 microscopio electronico de 10s espermatocitos en paquitene de P. gurtata 

demuestra la existencia de un bloque heterocrodtico denso de ubicacih periferica, en cuyo interior se 



Figura 59. Espermatocito de P. guttata en paquitme. En la perifkria del nucleo se observa el eje 

accesorio rodeado por su cromatina densamente empaquetada (flecha). Tinciim : nitrato de plata. 3600 

x. Barra = 10 pm. 



observa un eje simple (Figura 59). Esta imagen del eje accesorio con la cromatina asociada 

densamente empaquetada a su alrededor, contrasts claramente con el eje rodeado por la cromatina 

homogenemente dispersa (e idhtica a la crornatina asociada a 10s CSs autosomicos) en 10s ovocitos de 

la misma especie. Adicionalrnente, la visualizacih del eje accesorio es extremadarnente dificultosa en 

10s espermatocitos, ya que la cromatina asociada a1 eje no se dispersa con facilidad, aunque si lo hace 

la cromatina asociada a 10s CSs autosomicos y la del par ZZ. El eje accesorio, incluido en este bloque 

heterocromatico, solo pudo observarse claramente, en su recorrido completo en 1 1 espermatocitos (en 

preparaciones con un tiempo prolongado de secado) ; en una cantidad similar, el eje se evidencia solo 

parcialmente, y en la mayoria de 10s espermatocitos observados a1 microscopio electronico y 

fotografiados para el analisis de 10s CSs, solo se observa el bloque de heterocromatina densamente 

ernpaquetado, que enmascara la tincibn del eje. 

Las mediciones de 10s ejes accesorios completamente visibles, pertenecientes a un rnismo 

ejemplar, dan una longitud media de 14.9 pm. 

Los complejos sinaptonemicos autosomicos son comparables en longitudes relativas e indices 

centromQicos con las observadas en 10s ovocitos, aunque la longitud tutal del complemento de 

complejos sinaptonemicos, calculada a partir de seis espermatocitos en paquitene, es 143.8 * 23.0 , 

significativamente mayor que en las hernbras. El par ZZ mostro una mejor relacibn con el Z mitbtico 

que el eje Z de 10s ovocitos, por lo cual su longitud relativa (7.1 %) e indice centromerico (0.37) se 

utilizaron en la construccion del idiograma de CSs. 



IV.1. Caracteristicas generales del complemento cromos6mico en la clase Aves 

El cariotipo aviario se caracteriza por la presencia de nheros cromosomicos altos y una gran 

cantidad de microcromosomas. Aunque 10s nheros diploides varian entre 40 (Burhinus oedicnemus) 

y 126 (IJpzipa epops), el analisis de las frecuencias de 10s nlimeros cromosomicos de 484 especies 

cariotipadas muestra una distribucih bimodal, con un pico principal alrededor de 80-82 y otro menor 

cerca de 66-68 (Capanna et al., 1987). Mientras que el pico mis grande, de nheros  cromosomicos 

mis elevados, concentra representantes de casi todos 10s ordenes, el pico menor esth casi 

exclusivamente constituido por 10s ordenes Falconiformes y Ciconiiformes. Practicamente todas las 

variaciones del niunero diploide se deben a las diferencias en la cantidad de microcromosomas, en 

tanto que el nlimero de 10s macrocromosomas permanece relativamente conservado. El h i co  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 solarnente 8 a 

10 microcromosomas. Las explicaciones acerca de la causa de esta drastica disminucih de 10s 

microcromosomas en este taxon, entran en un terreno meramente especulativo, ya que no hay estudios 

de bandeo cromosomico que permitan comparar el cariotipo de 10s accipitridos con el de otros 

Falconifonnes que tienen un nlimero elevado de microcromosomas, para identificar 10s rearreglos 

involucrados en el reordenamiento del cariotipo. 

Un grupo especialmente homogeneo en su cariotipo es el de las Ratitae : 10s cromosomas del 

kiwi, son identicos a 10s del emu y el casuario; el cariotipo del avestruz difiere solamente por la 

presencia de un bra= algo mas corto en el par #2, y 10s cariotipos de las dos especies de iiandu se 

distinguen por la posiciim 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 period0 de aproximadamente 100 millones de aiios, si se considera un origen 

monofil6tico para el grupo. La morfologia metaktrica o submetakntrica del par #1, y la morfologia 



acrocentrica del par #3 esth ampliamente extendida en ordenes muy diferentes. Adicionalmente el 

patron de bandas G de 10s tres primeros macrocromosomas es muy similar en especies de 9 ordenes 

aviarios distintos incluyendo una Ratitae (Takagi y Sasalu, 1974). 

La identidad del patron de bandas G de 10s macrocromosomas de las ratites y 10s de una 

especie mucho mas distante en la filogenia aviaria como el pato Pekin, Anus platyrhynchos 

(Anseriformes) (Ansari et al., 1988), es otra muestra del grado de conservacibn 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 caridpicas entre categorias taxon6micas tan elevadas. 

Esta conservacih 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 result6 2.8 * 0.33 

pg, siendo estos valores 10s miis bajos entre 10s vertebrados (Tiersch y Wachtel, 1991). En 10s reptiles, 

10s vertebrados mas cercanos evolutivamente a las aves, el contenido de ADN por nucleo diploide 

varia entre 3.5 y 10 pg, y este rasgo esth acornpaiiado por una amplia variabilidad del cariotipo (Olmo, 

1986). 

La conservation del tamaiio del genoma aviario puede reflejar el origen monofilktico de la 

clase aves a partir de un precursor reptilian0 con un genoma reducido. El valor C puede haberse 

consewado por el mantenimento de las secuencias repetitivas en una proporcibn baja con respecto a 

las secuencias kicas,, ya que 10s genomas aviarios mas grandes esth asociados a1 aumento de ADN 

de copia kica mas que a1 increment0 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 diferenciacih de 

macrocromosomas y rnicrocromosomas en taxones muy distantes en la filogenia, tambien constituyen 

importantes evidencias en favor del origen monofilktico de la clase Aves. Nuestra evidencia en esta 

Tesis apoya esta conclusion general. 



IV.2. Presencia de un iinico sistema cromosdmico sexual en la clase Aves 

Desde la certificacih de la existencia de un cromosorna W en la gallina (Frederic, 1961), y 

luego del advenimieto de las t h i cas  modemas de citogenaica, todos 10s estudios cromosomicos en las 

aves han confirmado la existencia de un mecanismo de cromosomas sexuales de tipo ZWZW, con 

heterogametismo fkmenino. Las revisiones d s  recientes contabilizan entre 484 y 521 especies de aves 

cariotipadas, y en ningim caso se han encontrado discrepancias en el sistema de 10s cromosomas 

sexuales (De Boer, 1984 ; Capanna et al., 1987). Aunque el nhnero de especies cariotipadas no 

supera el 6% de las casi 9000 especies de aves conocidas, 25 de 10s 26 ordenes tienen al menos una 

especie 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 t h i c a s  de bandeo, 

especialmente bandeo C, el cual seria imprescindible, en la mayoria de 10s casos, para identificar a1 

cromosoma W entre 10s numerosos microcromosomas. De 10s varios centenares de trabajos dedicados 

a la citogenktica aviaria hasta 1984, menos de 50 publicaciones acompaiiaban el cariotipo de tinci6n 

solida con bandeo C o, alternativamente, un analisis de la replicacih @or incorporation de BrdU) @e 

Boer, 1984). En la mayoria de 10s casos la identificacion del par sexual se realiza estudiando 

comparativamente 10s dos sexos o, sirnplemente, el sex0 femenino, con lo cual el cromosoma W se 

identifica de manera tentativa ; o diredamente no se seiiala. 

Aunque 10s estudios detallados de 10s 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 tamaiio y la adquisicion de heterocromatina) desde las aves 

mas primitivas (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 d a k i a n a  (P. pennata), muestran 



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 centromerica en el par sexual de R. americana. Adicionalmente se observo que el pequeiio 

brazo corto del cromosoma W tambib es heterocrodtico, aunque se colorea mas debilmente que la 

region centromerica (Seccion 111.1.1 ; Figuras 6 y 7). Por el contrario, estudios previos en esta especie 

describen a1 par sexual de R. americnna libre de heterocromatina ; y no detectan segrnentos de 

replicacion tardia en el par ZW (Ansari et al., 1988). Esta difkrencia puede deberse a que estos 

segmentos de heterocromatina son pequeiios y puden pasar inadvertidos si no se estudia un niunero 

significativo de c6lulas ; y el trabajo citado (Ansari et al., 1988), comprende un relevamiento general 

en varias especies, mientras que en el presente trabajo de Tesis, la atencih se focalizb en 10s 

cromosomas sexuales en cada especie analizada. 

A diferencia del cromosoma W principalmente eucromatico de las Ratitae, en las aves mas 

modernas, el cromosoma W es casi completamente heterocromatico y su tamaiio es semejante a 10s 

microcromosomas. Esta caracteristica se observi, en 3 de las especies de aves carinadas estudiadas en 

esta Tesis : N. meleagris, A. platyrhynchos y P. gtcttata. El cromosoma W de C. livia, aunque es 

mayormente heterocromatico, time dos bandas de eucromatina y un tamaiio comparativamente mayor 

que el de las otras especies mencionadas (Figuras 32). Los estudios citogenkticos 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. p icmro la eucromatina llega a constituir un 23 % del 

cromosoma (De Lucca, 1984). Esta cantidad inusual de eucromatina en el W de un grupo 

evolutivamente moderno, como las Columbiformes, no puede interpretarse como un estadio temprano 

de diferenciacib del cromosoma ; sera tratado en la siguiente seccion. 

Como se explico anteriormente la aplicacion sistemiitica de bandeo C permite asegurar la 

identificacion de 10s cromosomas sexuales y descubrir sus variantes morfologicas. Sin embargo, 10s 

estudios de 10s cromosomas rnitbticos de las aves encuentran limitaciones en el tamaiio relativamente 



pequeiio de 10s mismos, que imposibilita la identificacih de la mayoria de 10s pares crornosomicos y 

con ello la deteccion de polimorfismos que afecten a 10s cromosomas de menor tarnaiio. Por el 

contrario, la identificacion de cada par autosomiw y la deteccion de variantes morfologicas en 

heterocigosis, puede realizarse de manera irrefutable mediante el analisis de 10s CSs en extendidos 

para microscopia electronica. Las alteraciones morfologicas de 10s cromosomas tienen su expresih en 

10s ejes meidicos, como ser 10s lams originados por las longitudes desiguales de 10s ejes de 

cromosomas homologos que difieren por una duplicacion o inversih @loses y Poorman, 1981 ; 

Moses et al., 1982a y b), o 10s multivalentes que se observan en casos de traslocaciones reciprocas en 

el pollo (Solari et al., 1988), ra th  (Solari, 1971 ; Johanisson y Winking, 1994) y en otras especies. 

Por estas razones, la identificacion del par ZW como el h ico  complejo sinaptonemico de elementos 

laterales desiguales en 10s ovocitos de 5 ordenes aviarios, como se presentan en esta Tesis, constituyen, 

. , junto a 10s estudios sirnilares ya publicados por nuestro grupo de trabajo, la corrobo # , .  raclon mas sol& 

acerca de la existencia de un h ico  sistema cromosomico de determination sexual en la clase Aves. 

La conservacion del sistema cromosomico sexual en las aves se destaca entre 10s vertebrados, 

ya que 10s reptiles son ampliamente variables en este sentido, encontrhdose sistemas cromosomicos de 

tipo XXIXY, ZZIZW, 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 h ico  de la clase. Sin embargo, la arnplia variedad de 

especies aim no estudiadas cariologicarnente, no permite excluir la existencia de variantes de este 

sistema, lo que reafirma la necesidad de ampliar las investigaciones de 10s cromosomas mitbticos y 

extender 10s estudios ultraestructurales de la meiosis aviaria. 

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

IV.3.1.A. Caracteristicas generales de 10s ejes mei6ticos 

En el estadio de leptotene de la profase meidica en la mayoria de 10s eucariontes, cada 



cromosoma homologo desarrolla un eje prateico en toda su longitud, que luego forma el elemento 

lateral de un complejo sinaptonemico, cuando 10s cromosomas homologos se sinapsan durante el 

paquitene (Moses, 1977a). Durante el diplotene, como consecuencia de la separacion de 10s 

cromosomas homologos, 10s elementos axiales se apartan, permaneciendo proximos hicamente en el 

sitio de 10s quiasmas (Solari, 1970b ; Solari, 198 1 ; Moens y Spyropoulos, 1995). Durante toda la 

profase meiirtica, cada elemento axial ocupa el intersticio entre las cromhtidas hermanas y la 

cromatina se une a1 eje formando lazos regulares, y de longitud variable en distintos organismos. 

Los CSs formados a lo largo de 10s bivalentes meibticos estan constituidos por un elemento 

central y dos elementos laterales separados por un espacio central de aproxirnadamente 100 nm. Esta 

estructura tripartita del CS se ha mantenido relativamente conservada durante la evolucih, y muy 

probablemente tambien lo Sean 10s polip6ptidos que lo constituyen, lo cual explica su afinidad por las 

coloraciones con acido fosfotlingstico y nitrato de plata. 

Se conocen varias proteinas que forman 10s elernentos laterales y el elemento central del CS. 

Dos de estas proteinas han sido identificadas mdante el uso de una genoteca de expresion de ADN 

copia de hamster y son las mejor caraderizadas hasta el momento : la proteina Cor 1, componente de 

10s elementos laterales ; y la proteina Syn 1, que se localiza en el espacio central (Meuwissen et al., 

1992 ; Dobson et al., 1994). La proteina Syn 1 @omologa de la proteina SCP I identificada en el CS 

de la rata) tiene un peso molecular de 11 1 kDa, y presenta tres dominios : uno grande, central que 

formaria una espiral enrollada ("coiledcoil") ; uno amino terminal de tipo acidico ; y uno carboxi- 

terminal con subdominios basicos, y que time afinidad por el ADN, sin especificidad de secuencia. El 

dominio central de la proteina Syn I presenta cierta homologia con el dominio fibrilar de la cadena de 

miosina y otras proteinas capaces de formar filamentos intermedios ; es decir que es capaz de fonnar 

asociaciones dimericas de dos a-helices anfipaticas. El extremo carboxilo presenta el motivo S/T-P- 

X-X (serinaltreonina-prolina-X-X) que es tipico de proteinas ligantes a1 ADN. El gen de Syn 1 se 

transcribe como un ARN de 4.4 kb exclusivamente durante 10s estadios de cigotene a diplotene 



(Meuwissen et a]., 1994), sin que se acumule ARNm. Esto significa que 10s CSs no se ensamblan a 

partir de componentes preexistentes en el nucleo, sino que estos 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 permitio determinar que la proteina Syn 1 es componente del 

elernento central, pues la seiial de localizacih es discontinua en 10s espermatocitos en cigotene y 

diplotene (cuando 10s ejes solo esth parcialmente sinapsados), mientras que durante el paquitene la 

seiial 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 10s 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 1 se localiza en 10s 

elementos laterales, tendria un peso molecular aproxirnado de 30 kDa, y su secuencia de arninoacidos, 

deducida de la secuencia del gen, muestra similitudes con pM1, miembro de una fh i l ia  de proteina 

reguladas por linfocitos. Cor 1 tambien time similitudes con las proteinas que forrnan filamentos 

intermedios y tiene repeticiones en heptadas, de manera que podria adoptar la conformacih espiralada 

y dimerica de estos filamentos. La proteina Cor 1 ha sido localizada en 10s elementos axiales del rat611 

desde el leptotene, y se acumula en las regiones centromericas de 10s bivalentes en estadios 

postpaquitenicos, segregando reduccionalmente con 10s centromeros hermanos en la anafase I (Dobson 

et al., 1994 ; Moens y Spyropoulos, 1995). 

Las evidencias que confirman la idea de que 10s 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 meibtica, surgieron de la observation de 10s ejes meibticos en estadios 

postpaquithicos. El analisis de espermatocitos de raton en diplotene a partir de reconstrucciones 

tridimensionales y extendidos de CSs, muestra que 10s ejes mei6ticos continuan siendo simples en este 

estadio ( a h  cuando la duplicidad del cromosoma ya es evidente a1 microscopio bptico), y que se 



separan, siguiendo un trayecto levemente curvo, reflejando de la wnducta de 10s cromosomas 

homologos (Solari, 1970b ; Solari, 1981). Los ejes solo permanecen proxirnos y nunca se cruzan, ni en 

ciertos segmentos (regiones de convergencia), que en un estadio temprano esthn ocupados por una 

porcion de CS y en un estadio posterior esth 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 regimes 

de convergencia han sido interpretadas wmo quiasmas en base a su n h e r o  y distribucion en 10s 

bivalentes autodmicos del raton ; tambih por su localizaciim en el par XY del hamster armenio 

(Solari, 1974b). El hecho de que 10s ejes meiirticos nunca se cruzan en estos sitios indica que 10s 

elementos axiales no pertenecen a una sola crohtida, puesto que si asi fuera, 10s elementos laterales 

(o al menos una parte de ellos) cruzaria a1 atro lado en el lugar del quiasma, lo cuai confirma la idea 

de que 10s ejes meibticos se ubican entre las crohtidas hermanas (Solari, 1973 ; Solari, 1981). Estas 

observaciones realizadas sobre 10s ejes mei6ticos al microscopio electronico, han sido confirmadas 

posteriormente por observaciones al microscopio optico de 10s ejes meibticos del rath, utilizando 

inmunofluorescencia para evidenciar la proteina Cor 1 de 10s elementos laterales. En estas 

preparaciones, la proteina Cor 1 se localiza a cada lado de 10s quiasmas intersticiales y el espacio entre 

10s ejes convergentes muestra un puente de cromatina que se tiiie con DAPI (Moens y Spyropoulos, 

1 995). 

Evidencias adicionales en favor de la posicion intersticial de 10s elementos axiales provienen 

del analisis del cuerpo XY del hamster armenio al microscopio optico y electronico. En el par XY del 

hamster armenio (Cricetulus migratorius), 10s ejes de 10s cromosomas sexuales son muy gruesos, y a1 

mismo tiempo, en las preparaciones para microswpia btica, se obsema una brecha no coloreada entre 

las cromatidas hern~anas de 10s cromosomas X e Y durante el paquitene. La comparacion de las 

imagenes del cuerpo XY al microscopio 6ptico y electrhiw pennite inferir que 10s ejes, ubicados 

intersticialmente, aparecen en imagen negativa (no coloreados) entre las crohtidas hermanas de 10s 

cromosomas sexuales a1 rnicroscopio optiw (Solari, 1974b). 



Ocasionalmente, 10s elementos laterales pueden aparecer como dos hebras, en secciones finas, 

per0 el componente principal del elemento lateral estA formado solo por el elemento extemo, mis 

grueso, en vista frontal, a1 cual se unen 10s lams de ADN (Moses, 1968). Las variantes morfolbgicas 

de 10s elementos laterales son comunes en el par XY (muy heteromorfico) de 10s marniferos, 

especialmente a nivel de las regiones diferenciales y luego del paquitene medio, lo cual ha llevado a 

suponer que las diferencias se presentan cuando hay una constitucion asimarica del bivalente, y como 

consecuencia de la acurnulacion de un exceso de material axial luego de que la sinapsis homologa se 

ha completado (Solari, 1970b ; Solari y Rahn, 1985 ; Solari et al., 1993). Aunque se ha propuesto que 

10s elementos laterales esth f'ormados por tres elementos (Dietrich et al., 1992), o por multiples 

filarnentos (Del Mazo y Gil-Alberdi, 1986), estas variantes morfologicas no se muestran 

consistentemente entre preparaciones de un mismo material, por lo que esta suposiciones aim no han 

sido comp robadas. 

La naturaleza indivisa de 10s ejes mei&icos como elemento de unih entre cromitidas, es de 

bdamental 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 10s 

cromosomas mei6ticos en un patrim de lams que preanuncian la organizacih de 10s cromosomas 

diplotenicos, especialmente descripta en 10s vertebrados con cromosomas plurnulados. 

Los lazos de cromatina que se unen a 10s ejes meiirticos tienen una longitud muy variable en 

diferentes organismos ; por ejemplo en el ratbn, 10s lams miden alrededor de 3 pm, mientras que en 

&charomyceu cerevisine miden apenas 0.5 pm. El mecanismo que regula el tamaiio de 10s lazos no ha 

sido aclarado, aunque se ha propuesto que algunas secuencias o seiiales especificas de especie regulan 

la potencialidad del ADN de formar 10s lams, mientras que el tamaiio de 10s mismos estaria controlado 

por la posicion a lo largo del cromosoma (Heng et al., 1996). Esta idea esta sustentada porque el ADN 

procaribtico intercalado en cromosomas de rath no es empaquetado de la misma rnanera que el ADN 

hospedador (Heng et al., 1994), sugiriendo asi la necesidad de seiiales o secuencias especificas en el 



ADN que potencien la formacion de 10s lazos. En espermatocitos de rath, rata y hamster, el tarnaiio 

de 10s lazos telomericos 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 posicih las secuencias telomericas forman lazos 

largos, del mismo tamaiio que el ADN adyacente, por lo cual la secuencia no seria responsable del 

tamaiio de 10s lazos, sino que este tamano dependeria de su posicibn dentro del genorna (Heng et al., 

1996). 

Aunque las evidencias descriptas seiialan la posibilidad de la existencia de mecanismos 

comunes de organization en 10s cromosomas mei&icos, no penniten explicar cual es el que regula el 

tamaiio especifico de especie de 10s lams de ADN en 10s distintos organismos. Esta especificidad es 

una caracteristica que podria relacionarse estrechamente con las diferencias en las tasas de 

recombination en genomas de tamaiios similares. La escasa cantidad de ADN asociado a 10s 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 10s ejes meibticos. 

En 10s extendidos de CSs para microscopia electronics, 10s cinetocoros se observan como 

espesamientos de 10s elementos laterales. La posicion de estas diferenciaciones de 10s ejes en las 

tknicas de microextendidos permitieron establecer su correspondencia con 10s cinetocoros descriptos 

en secciones finas de celulas mei6ticas (Counce y Meyer, 1973). Esto fbe posteriormente confirmado 

por la utilizacion de marcacion inmunohistoquimica especifica para 10s cornponentes 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 regih centromerica 

durante las divisiones mitbtica y meibtica. En secciones finas, el cinetocoro se observa como una 

estructura trilaminar, con una placa densa en relacion con la cromatina centromerica, y otra placa 

similar que interactua con 10s microtubulos, separadas por un espacio de escasa densidad. Esta 

estructura es esencialmente similar en 10s cromosomas mitbticos y meibticos, aunque la mayoria de 10s 



estudios ultraestructurales se han realizado en cromosomas mitcrticos. 

El ADN de la region centromerica en 10s vertebrados eski formado por secuencias repetidas 

cortas de ADN satelite, que divergen notablemente entre especies y a h  entre 10s cromosomas del 

mismo complemento. Estas repeticiones tienen una secuencia hdamental de 171 pb en el ADN 

satelite a (o alfoide) del ser humano , y de - 120 pb en el satelite menor del raton (revisado en Willard, 

1990). En estos centromeros a h  no se ha podido identificar una secuencia responsable de la direccih 

del ensamblaje del cinetocoro. La h ica  secuencia comh en el ADN satelite de primates y roedores es 

la secuencia de 17 pb denominada "caja CENP-B (Muro et al., 1992), aunque no esti claro si 

constituye el verdadero organizador del cinetocoro puesto que no ha sido detectada en el cromosoma Y 

hwnano, y se encuentra con escasa frecuencia en a1 menos una especie de primate (Pluta et al., 1995). 

El ADN centromerico 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 10s 

centromeros activos como en 10s inactivos, y se asocia especificamente a la secuencia centromerica 

"caja CENP-B". Otra proteina estrechamente relacionada con el ADN centomerico es la CENP-A, 

considerada una histona especifica de la regih centromerica. La proteina CENP-C, en tanto , se 

encuentra formando el cinetocoro propiarnente dicho, y eski hicamente en 10s centromeros activos 

(revision en Willard, 1990). La proteina CENP-C seria el principal constituyente de la placa intema 

del cinetocoro, evidenciada en 10s estudios a1 microscopio electronico. La placa densa extema estaria 

constituida por otras proteina de tip0 CENPs, que serian responsables de la interaccih con la dineina 

citoplasmatica y 10s microtubulos (Pluta et al., 1995). 

En 10s cromosomas meibticos 10s cinetocoros hermanos e& 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 meiaicos presentan cuatro cinetocoros funcionales (Luykx, 1974 ; Solari y Counce, 1977), 

por lo cual la rnigracion conjunta de ambas crohtidas hermanas durante la anafase I no se debe a la 



ausencia de cinetocoros individuales para el movirniento de cada cromatida. 

Mientras 10s quiasmas serian responsables de la correcta orientation de 10s cinetocoros de 

cada homologo en la primera metafase meiirtica, la migracih conjunta de las cromitidas hermanas en 

la anafase I f ie atribuida a la existencia de una "adhesividad" que persistia entre ellas hasta pasada la 

anafase 1 en las celulas meitrticas (Maguire, 1974 ; revisado en Maguire, 1990 y 1995). Esta hiphsis 

esth sustentada por la pennanencia de un material electrodenso, idktico a1 que forma 10s elementos 

laterales, en la region centromerica durante la metafase I y la anafhse I en espermatocitos humanos, de 

rata, hamster dorado, tor0 y pollo (Solari y Tandler, 1991 ; Tandler y Solari, 1991). Este material 

axial podria corresponder a la mencionada proteina Cor 1 (de 10s elementos laterales), que persiste en 

los centromeros luego de la metafase I, y segrega reduccionalrnente en la anafise I (Moens y 

Spyropoulos, 1995). La b c i h  del material axial en relaciim con la segregacih tambik puede 

inferirse a partir de la observacih de algunas variantes meitrticas. En el ortoptero Melanoplus 

diDrenfialis, el h ico  cromosoma X del macho segrega regularmente hacia uno de 10s polos (Nicklas, 

1961). Este cromosoma forma regularmente un eje simple en 10s espermatocitos en paquitene, y en 

estadios posteriores se observan remanentes axiales entre las cromiitidas hermanas (Solari y Counce, 

1977). La orientacib hacia el mismo polo de 10s cinetocoros de ambas crodtidas hermanas es la 

conducta esperada si las cromatidas permanecen unidas por material axial, especialmente en el 

centromero. 

Una conducta inversa se observa en 10s cromosomas sexuales de 10s hemipteros : las 

cromatidas hermanas de 10s cromosomas X e Y se dividen ecuacionalmente durante la anafase I. Los 

cromosomas X e Y de Triatoma infestans no forman ejes durante la profase meiuca, mientras que 10s 

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 10s cromosomas sexuales. 

Adicionalmente, en 10s machos de Drosophila melanogaster, que no forman CSs, las 

cromatidas hermanas estin asociadas con la prateina ME14322 desde la prometafase I hasta la 



metafase 11 (Orr-Weaver, en prensa, citado por Moens y Spyropoulos, 1995). En resumen, el 

wmportamiento usual de las cromitidas hermanas de 10s bivalentes meibticos, se atribuye actualmente 

a un material cohesivo presente entre ambas cromitidas, y que posiblemente, es un constituyente de 10s 

ejes meibticos paquithicos. 

IV.3.1.B. Los ejes mei6ticos en el material aviario 

La organization regular de 10s bivalentes meiirtiws, y su relacion con 10s elementos axiales, 

resultan en longitudes relativas constantes y distintivas de 10s CSs en las &lulas en paquitene, atin 

cuando las longitudes absolutas varien de c8ula en ceula (Moses, 1977b). El rnantenimiento de estas 

longitudes en 10s ovocitos y espermatocitos en paquitene en las 5 especies analizadas en esta Tesis. ha 

permitido confeccionar el cariotipo de 10s CSs mis largos, a fin de compararlos con 10s cromosomas 

mitdicos. En general, se registro una excelente wrrespondencia entre ambos cariotipos, con 

coeficientes de regresib entre 0.95 y 0.99, cuando se compararon las longitudes relativas de 10s 

primeros siete autosomas y 10s CSs wrrespondientes. 

La comparacion de las longitudes relativas de 10s ejes sexuales y 10s cromosomas Z y W 

mitirticos, se realizo en todas las especies analizadas, except0 en N meleagris, por las razones 

expuestas en la seccih 111.3.2. Las medidas de 10s ejes Z y W de R. americana y A. platyrhynchos 

muestran una excelente correspondencia con 10s cromosomas mitirticos, mientras que en C. livia y P. 

guttcrtn las longitudes relativas de 10s ejes mei6tiws son also mayores. Como se menciono en las 

secciones 111.4.2 y 111.5.2 de 10s 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 wmo un 

afinamiento de dicho eje. 

En todas las especies analizadas se determino la posicih de 10s cinetocoros en 10s ejes 

sexuales, verificandose una muy buena correspondencia con 10s cromosmas mitbticos, y permitiendo 

determinar en cada caso cual es el telomero de inicio de la sinapsis de 10s gonosomas. En C. livia el 



cromosoma Z es casi exactamente meta&trico, mientras que en el gjg Z siempre pudo identificarse 

un brazo d s  corto, que es, consistentemente, el que inicia la sinapsis wn el cromosoma W. 

IV.3.2. Sinapsis parcial de 10s ejes Z y W 

En las cinco especies analizadas, la sinapsis del par ZW es siernpre especifica de brazos ; es 

decir que, en cada caso, el telomero que inicia la sinapsis pertenece siempre a1 mismo brau, del 

gonosoma. En R. americana y A. platyrhynchos, 10s extrernos involucrados en la sinapsis inicicial 

corresponden a1 brazo largo del Z y del W, mientras que, en N. meleagris, C. livia y P. guttata, 10s 

extremos que intervienen en la sinapsis inicial corresponden a1 bram corto de ambos cromosomas. 

Los pares ZW parcialmente sinapsados, o sea con segmentos libres de ambos ejes, fieron 

observados con escasa frecuencia (con la excepcih de C. livia), indicando que luego del 

reconocimiento inicial, la formacih del CS continua 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 10s ejes sexuales est.4 demorada con respecto a la de los bivalentes 

autosomicos, pues se encuentran pares ZW separados o parcialmente sinapsados en ovocitos donde 10s 

CSs autosomicos estin completamente formados ; esto coincide con las observaciones previas en G. 

domestictis y (1 cohrrnix (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 10s pares ZW en 10s que el eje Z a h  no ha 

iniciado su acortamiento, muestran a1 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, except0 un pequeiio segment0 terminal del bram opuesto a1 del inicio de la 

sinapsis, que no forma parte del CS, y que se presenta como una porciim engrosada no alineada con el 

resto del eje. En etapas posteriores del paquitene, cuando el proceso de igualizacih ya se ha iniciado, 



el eje W queda incluido por completo en el CS (Figuras 22 y 29). 

La sinapsis inicial del par ZW de C. Iivia muestra un patron algo diferente de la progresion de 

la sinapsis, cuando se lo compara con el de las mas 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 10s 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. Recik cuando el proceso de igualizacibn ya 

esth avanzado, y 10s pares ZW pertenecen a1 tip0 de segmento asinaptico medio (MAS), el eje W es 

incluido en toda su longitud en el CS (Figura 35). En comparacion con las atras aves carinadas 

analizadas, en las cuales la relacion de tarnaiio de 10s cromosomas Z y W es aproximadamente 2.5, el 

W de la paloma es significativamente mis grande, y la relacih de longitudes Z : W en esta especie es 

1.5. Ademas, luego del bandeo C, el cromosoma W de C. livin muestra segmentos alkmantes de 

heterocomatina y eucromatina (Figuras 30 y 3 1). Estas diferencias de tamaiio y de organization de la 

cromatina, en comparacih con 10s cromosomas W casi completarnente heterocromiticos y mis 

pequeiios de las demas especies de carinadas analizadas, podrian ser responsables de la menor 

extensih de la sinapsis inicial, porque irnplicarian una mayor heterogeneidad del W de C. livia. 

Entre las especies analizadas, linicamente 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 heterocromitico, y con alto contenido de cromatina C+. Sin embargo, 

en todas las especies analizadas se forma regularmente un CS entre arnbos 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 extensib 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 10s cromosomas rnitbticos respectivos (tanto 



las longitudes relativas como la ubicacih de 10s cinetocoros se corresponden) en todas las especies 

estudiadas aqui, permiten afirmar que dichos ejes esth formados todo a lo largo de 10s cromosomas Z 

y W, de la misma manera que en 10s bivalentes autosomicos. Pero a diferencia de 10s autosomas, 10s 

cromosomas Z y W son mayormente no-homologos, por lo tanto es logico suponer que (except0 en R. 

americnna), 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 nurnerosas evidencias de la formacion de CS entre 

regiones no homologas, tales como la presencia tie un CS en regiones autosinapsadas en univalentes 

del maiz (Gillies, 1974) y B. mori (von Wettstein et al., 1984) ; o tambien, 10s CSs en bivalentes 

heterocigotas para rearreglos cromosomicos (Poorman et al., 198 la y b ; Moses et al., 1982). 

El analisis de la progresion de la sinapsis en 10s bivalentes de ratones heterocigotas, ya sea 

para una duplicacion en tandem, o heterocigotas para inversiones paracentricas, mostro que 10s 

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 10s extendidos de CS & 

ratones heterocigotas para una duplicacion en tandem de un segrnento cromosomico interstitial, se 

observa un "bucle", formado por el elemento lateral del homologo que lleva la duplicacion ; este bucle 

tiene una longitud equivalente al segrnento 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 m d o  hasta desaparecer por completo en paquitene avanzado. 

De esta manera, se forma un CS continuo de aspecto normal, luego de un proceso de "rea~uste 

sina~tico" (Moses y Poorman, 1981 ; Poorman et al., 1981a). En heterocigotas para inversiones 

paricentricas, se forman lazos de inversih 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 



homologo es independiente del registro que se logra por la adhesion de 10s cromosomas homologos a la 

membrana nuclear, pues la formacion de un lam de inversih requiere necesariamente la sinapsis de 

regiones intersticiales. Se ha propuesto que durante esta fase temprana, el ensamblaje del CS esth 

inhibido, except0 en 10s sitios donde existe reconocimiento homologo, lo cual conduciria a la sinapsis y 

liberacion de la inhibition permitiendo asi la formacion del CS (Moses et al., 1982 ; Moses et a]., 

1984). En las regiones donde no hay homologia, la formaciin del CS es intermmpida y 10s 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 eliminacih de 10s lazos u otras estruduras 

formindose un CS lineal, que probablemente proporciona una configuration mhs estable del bivalente 

en las etapas posteriores de la meiosis (Moses et al., 1982). 

La sinapsis regular entre cromosomas Z y W aviarios muy heteromorfiws, inicialrnente 

demostrada en Gallus domesticus (Solari, 1977), y la sinapsis especifica de brazos observada en todas 

las especies analizadas hasta el momento, han wnducido a la hipbtesis de la existencia de una pequeiia 

zona de homologia terminal, responsable del inicio de la sinapsis de 10s gonosomas (Rahn y Solari, 

1986 ; Solari et al., 1988 ; Solari y Pigozzi, 1993 ; Solari, 1994). Esta conducta es similar a la de la 

region pseudoautosornica o de homologia, existente en el par XY de 10s mamifkros (Solari, 1980a ; 

Burgoyne, 1982 ; Ellis y Goodfellow, 1989). 

Mientras que en el cigotene 10s bivalentes autosomicos pueden iniciar la sinapsis por 

cualquiera de 10s dos pares de extremos homologos unidos a la carioteca, e inclusive por segmentos 

intersticiales, un par sexual heteromorfiw ( a h  el par mayorrnente homologo de R. americana) solo 

cuenta con un par de extremos homologos y por lo tanto se reducen sus posibilidades de encuentro. Por 

esta razbn la sinapsis de 10s ejes Z y W se encuentra retrasada con respecto a la de 10s bivalentes 

autosomicos, de manera similar a lo observado en en el par XY de 10s marniferos (revision por Solari, 

1974a y 1994). La relacion directa entre la menor probabilidad de encuentro y el retraso de la sinapsis 



en el par sexual, esta confirmada por el predominio de la sinapsis ZZ sobre la sinapsis ZW en 

individuos triploides de G. clomesricus que poseen la constitucih gonosolnica ZZW (Solari et al., 

1991). 

Luego del establecimiento de la sinapsis por el encuentro de las regiones terminales de 

homologia, la formacib 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. americnnn, en cambio, la mayor parte del CS se forma entre regiones homologas, y esto se 

traduce en la gran extension inicial del CS (que a h  antes del inicio del proceso de igualizacih ya 

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

IV.3.3. El proceso de igudiaci6n en el par ZW 

La longitud de 10s ejes Z y W refleja inicialmente la longitud de 10s cromosomas mitbticos, y 

como consecuencia de la sinapsis se forma un CS con elementos laterales que se contintian con ejes 

separados o no, s e e  el estadio, y cuyo tamaiio 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, tambien poor el alargamiento sirnukine0 del eje W. Los cambios graduales en 10s ejes 

del par sexual muy heteromorfico de las aves carinadas, permiten distinguir una serie de tipos 

morfologicos clasificados segrin la longitud del segment0 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 porciim 

libre del eje Z esth entre el 10 % y el 50 % del CS ; y par ZW igualizados, cuando la porcion libre es 

menor que el 10 % de la lonaud del CS, o no hay segmento libre. Los pares ZW de las cuatro 

especies de aver carinadas analizadas en este trabajo mostraron 10s tipos rnorfol6gicos LAS, MAS e 

igualizados, rnientras que en el par ZW de R. americanu la diferencia de longitudes es relativamente 

pequefia, por lo cual esta clasificacion no es aplicable. 



La cronologia de 10s tipos morfologicos mencionados h e  descripta detalladamente en 

ejemplares de G. domesticus de cuatro grupos de edad : desde 1 dia antes de la eclosion hasta tres dias 

despub de la misma (Solari, 1992). En esta especie la meiosis se inicia de manera asincronica hacia 

10s dias 16- 17 de incubacidn, y la maxima frecuencia de paquitenes se observa un dia despues de la 

eclosih ; unos 5 dias despues de ella muchos ovocitos han alcanzado el estadio de diplotene (Hughes, 

1963). En G. domesticus, el grupo LAS disrninuye de manera continua desde el dia 1 antes de la 

eclosion hasta tres dias despues, mientras que el tipo igualizado aumenta en el mismo sentido, lo cual 

pennitio deducir que la secuencia temporal de 10s 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 10s cambios morfologicos del par ZW. Sin embargo, se 

estudiaron ejemplares de difkrentes edades (except0 en N meleagris), lo que permite comparar las 

fiecuencias aunque solo para ciertas edades del ave. En esos casos h e  necesario examinar ejemplares 

de dlstintas edades debido a la falta de datos en la literatura acerca del desarrollo de la ovogkesis en 

10s grupos aviarios estudiados. En N. meleagris, como sucede en otras Galliformes, se encontraroll 

todos 10s tipos morfologicos de pares ZW en 10s ejemplares de un dia de edad que heron analizados. 

En C. livia y P. guttata, el inicio de la meiosis esth retrasado cuando se lo compara con las 

Gallifonnes. En ejemplares de cuatro dias de edad, de ambas especies, 10s ovocitos muestran 

predominantemente pares ZW de tipo LAS, mientras que en ejemplares de 6-7 dias de edad 10s pares 

ZW estin igualizados, y en C. livia aparecen algunos ovocitos en diplotene (en G. domesticus 10s 

diplotenes aparecen a1 dia 5 despues de la eclosih). En A. platyrhynchos, la maxima kuenc ia  de 

paquitenes se encuentra 48 horas de la eclosih, encontrimdose en ese momento todos 10s tipos de 

pares ZW, mientras que 3 dias despues de la eclosion ya no se observan ovocitos en paquitene. En R. 

americnna las preparaciones mostraron una gran cantidad de ovocitos en paquitene en todos 10s 

ejemplares examinados, desde una semana antes de la eclosidn, hasta el dia de la eclosih ; es decir, 



que la profase mei6tica en R. americana es mhs precoz que en G. domesticus. La baja frecuencia de 

pares ZW con una porciQ libre del eje Z, y la ausencia de ejes sexuales separados indican que la 

mayoria de 10s ovocitos se encontraban en un subestadio avanzado del paquitene. En el momento de la 

eclosion, algguns ovocitos ya han alcanzado el estadio de diplotene (ver seccion III.1.2), a diferencia 

de lo observado en G. domesticus (Solari, 1992). 

Estas observaciones confirman la presencia de una secuencia temporal, de 10s tipos LAS- 

MAS-Igualizados, en 10s pares ZW de distintos ordenes aviarios. Se demuestra, ademis, que el 

proceso de igualizacion se verifica a partir del paquitene medio o tardio, luego de la sinapsis parcial de 

10s ejes sexuales en el paquitene temprano (cuando 10s ejes autosomicos ya han completado la 

sinapsis). 

El proceso de igualizacion de longitudes de 10s 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 formation de un CS asim&rico en el que el eje Z da vueltas alrededor del eje W, el cual 

permanece lineal. En 10s 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 a1 extremo que inicia la sinapsis (y que es el lugar donde se observa el NR). En 10s 

pares ZW igualizados de R. americana, en cambio, el CS es sim&rico en la mayor parte de su 

extension, y solo se muestra asim&rico en un segmento terminal correpondiente a1 brazo corto, y en 

una parte proximal del brazo largo de 10s gonosomas. En esta especie, cuando el proceso de 

igualizacion finaliza, el trayecto sinuoso del eje Z ha desaparecido, 10s cinetocoros quedan en registro, 

y la diferencia de longitudes de 10s ejes Z y W (0.7 pm) es la menor registrada en 10s pares ZW 

igualizados de las distintas especies analizadas (Figura 1 lb). 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 10s cromosomas Z y W en cada grupo aviario : extensa 

homologia Z-W en R. amaericona, escasa homologia Z-W en las aves carinadas. 



El proceso de igualizacion de las longitudes de 10s ejes Z y W es similar a la igualizacih de 

las longitudes de 10s ejes autosomicos en ratones heterocigotas para una aberracih estructural tal 

conlo una duplicacion en tandem (Moses y Poorman, 1981), como se menciono en la seccih previa. 

Es decir, que la igualizacion es un tip0 particular de "reajuste sinaptico", e irnplicaria un proceso de 

desinapsis en pequeiios intervalos, reorganizacibn del material axial y acortarniento, seguido de la 

resinapsis de 10s ejes. La igualizacion involucra tanto a 10s ejes autosomicos como a 10s sexuales, por 

lo que se puede suponer que es una tendencia inherente a 10s ejes meidicos no apareados, 

heterosinapsados o afectados por rearreglos cromosomicos, y que esth presente en muchos otros 

taxones de vertebrados. Esta suposicih e& apoyada por la observacion del mismo proceso en 

reptiles ; este proceso h e  ilustrado en el par XY heteromorfico de dos especies de lagartos del gdnero 

Sce1oporn.s. En 10s espermatocitos en paquitene de ambas especies el eje X se acorta, e iguala la 

longitud del eje Y, formando un CS con una ondulacion asirnkica del eje X (Reed et al., 1990). El 

proceso de igualizacion no es exclusivo de 10s ejes meibticos de 10s vertebrados, pues un homeno 

esencialmente identico ha sido ilustrado (y luego descripto) en relacion a1 par ZW heteromorfica del 

lepidoptero Ephestia kuehniella (Weith y Traut, 1980). 

La presencia de igualizacion en 10s pares sexuales heteromorficos de aves y reptiles, marca 

una diferencia sustancial con el par XY de 10s d r o s .  Este par XY solo forma un CS incomplete, 

mayormente en la region terminal de ambos gcmosomas, mientras las regimes diferenciales de 10s ejes 

no se igualizan durante todo el paquitene, aunque s u b  diferenciaciones tales como engrosamientos y 

ramificaciones @ara una revision actualizada ver Solari, 1994). La ausencia de igualizacih en el par 

XY de 10s mamiferos puede deberse a1 empaquetamiento especial de la cromatina asociada a 10s ejes 

sexuales, que se observa durante todo el paquitene y que no permitiria la reorganization de 10s lazos 

cromosomicos requerida en el proceso de reajuste (ver la seccion IV.2.5). 



IV.3.4. Los n6dulos de recombinaciiin en el par ZW 

En todas las aves carinadas analizadas hasta el momento se encuentra un h i co  n&lo de 

recombinacih localizado cerca del extremo sinaptico del par ZW, en una region de CS que no es 

alcanzada por 10s giros que realiza el eje Z durante la igualizacih. 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 10s gonosomas. 

Los NRs heron descriptos por Carpenter (1975) como estructuras es%ricas, de unos 100 nrn 

de diametro, asociadas a1 espacio central de 10s CSs en ovocitos paquithicos de D. melanogaster. 

Analizando su nhe ro  y su distribucion a lo largo de 10s CSs, y comparhdolos con 10s datos 

genkticos, estos ndulos heron relacionados con 10s eventos de recombinacion reciproca (Carpenter, 

1975). Esta suposicion h e  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 10s NRs 

entre especies, y tambien en distintas etapas de la profase meibtica, dentro de una rnisma especie 

(revisiones en von Wettstein et al., 1984 y Stack et al., 1989). En D. melanogaster se distinguen dos 

poblaciones de NRs : 10s denorninados NRs "tempranos" que son mas pequeiios y se observan en 

cigotene; y 10s NRs "tardios", elipsoidales y tipicos del paquitene ; 10s ndulos 'tardios" son aquellos 

cuyo numero se corresponde con 10s eventos de recombinacih reciproca (Carpenter, 1979a). Los NRs 

se encuentran desde el cigotene en varias especies, aunque no siempre se observan dikencias 

morfologicas con 10s NRs del paquitene (von Wettstein et al., 1984 ; Sherman et al., 1992). Los NRs 

"tempranos" se encuentran en mayor niunero que 10s "tardios" ; esta relacion nurnerica 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 distribucik aleatoria a lo largo de 10s CSs, 10s NRs "tempranos" han sido 

relacionados con 10s eventos de conversion &ica y con el proceso de busqueda de homologia durante 



la sinapsis de 10s cromosomas homologos (Carpenter, 1987). Tambih se ha propuesto que 10s NRs se 

forman en exceso durante etapas tempranas de la profase meiidca, y que una parte de ellos se pierde 

como consecuencia de la influencia ejercida por NRs cercanos que logran estabilizar primer0 un 

evento de recombinacion reciproca, y luego ejercen una interferencia positiva sobre otros NRs 

cercanos ; estos liltirnos solo podrian intervenir en procesos de conversih ghica (que no esth sujeta a 

interferencia) (Stack y Anderson, 1986). Sin embargo, a h  no existen evidencias experimentales de 

que 10s ndulos de recombinacih "tempranos" cumplan alguna h c i b n  en la recornbinacih. 

La mayor parte de las evidencias en favor de la relacion de 10s NRs "tardios" con la 

recombinacion reciproca reside en la correspondencia entre la frecuencia y distribucih de 10s NRs 

tardios y 10s quiasmas o las fiecuencias de intercambio genaico (revisado en Stack et al., 1989). El 

recuento de 10s NRs "tardios" y su diferenciacih de aquellos no relacionados con 10s intercambios 

reciprocos se verifica con mayor precisibn en aquellos organismos que muestran diferencias 

morfologicas entre 10s NRs "tempranos" y "tardios". Tambih es posible esta diferenciacih cuando se 

puede establecer una cronologia precisa de 10s estadios y cuando pueden establecerse subestadios 

paquitenicos, como en 10s ovocitos de Drosophila, 10s rnicroesporocitos de L. esculentum (Stack y 

Anderson, 1986) y Lilium (Stack et al., 1989) o 10s espermatocitos de mamiferos (Solari, 1980a y b ; 

Glamann, 1986). 

La presencia de un NR en el segment0 de CS formado por la sinapsis parcial del par XY de 

10s marniferos, es indcativa del evento de recombinacih obligatorio que se produce a nivel de la 

regih de homologia de ambos cromosomas. La expresion citologica de este evento de recombinacih 

es la asociacion termino-tenninal de 10s gonosomas, que se observa en 10s espermatocitos en diacinesis 

de la mayoria de 10s mamifkros ; 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 

h i m  de recombinacion ha sido solidarnente comprobado por pruebas moleculares (revisado en 

Rappold, 1993 para la especie hurnana). 



De manera similar, en el par ZW de las 6 especies de aves carinadas analizadas hasta el 

momento bertenecientes a 5 ordenes aviaries), se obseva un h ico  NR cerca del extremo del inicio de 

la sinapsis de 10s gonosomas. La caracteristica mas notable del NR es su localizacion dentro de un 

segment0 terminal del CS, que no es alcanzado por las vueltas del eje Z luego del proceso de 

igualizacion. La longitud de dicho segrnento es relativamente constante en 5 de las 6 aves carinadas 

analizadas hasta el momento (Tabla 1 I), con un rango de 0.5-0.75 pm de extension. Solamente en C. 

coturnix, el segrnento donde se localiza el NR es significativamente mhs pequeiio (0.2 pm) 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 10s lazos gigantes 

telomericos que caracterizan la asociaciim de 10s cromosomas Z y W en las restantes aves carinadas 

analizadas (Solovei et al., 1993). 

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

distancias estan expresadas en pm desde el telomero sinaptico. 

Espccic ................................. -- ......... Distancia -. prorncdio a1 lel6rncro Rango ... -. -- ..... .- .... ...................................................... - .. 
Gnllus donreslicus (a) 0.3 1 0.13-0.64 
Coturnix coturnix (b) 0.14 0.05-0.20 
Nunridn ntelengris (c) 0.40 0.15-0.66 
Anns plntyrhynchos (c) 0.68 0.49-1.06 
Coluniba livin 0.83 0.42-1.17 
Poephiln ....... ...- gulfale 0.87 0.5-1.71 ....... ..... ...... "--...~-............-.-..- ........ ".. .................... -.- ...... - -... - 

a. b h n  y Solari, 1986 ; b. Solari, 1992 ; c. Solari y Pigoczi, 1993. 

En todas las especies de Gallifomes, el segrnento que lleva el NR se encuentra cerca del 

telomero sinaptico, mientras que en 10s representantes de otros ordenes, dicho segrnento es subterminal 

y esta separado del telomero sinaptico por una porcion de 0.4-0.5 pm donde no se observan nbdulos. 

El tamaiio de la regiim involucrada es demasiado pequeiio wmo para detectar diferencias mediante 

bandeos sobre 10s cromosomas rnit6ticos ; sin embargo, en C. livia la posicih subterminal del NR se 

traduce en la presencia de un quiasma bien visible en el estadio de cromosomas plumulados. 



En C. livia, el cromosoma W rnitirtico time una banda eucromatica terminal en su bran corto 

que representa entre un 25%-35% de Wp ; esta banda en el cromosoma W meiirtico ocuparia una 

longitud aproximada de 1.5 a 2.1 pm (calculado a partir de 10s datos de la Tabla 6). En C. livia el NR 

no se encuentra mas a116 de un segment0 subtenninal de 1.17 pm ; por consiguiente la mayor parte del 

segment0 eucromatico terminal del W corresponde a eucromatina que no recombina con el cromosoma 

2, muy probablemente por f'alta de homologia. Asirnismo, el bandeo C pone en evidencia dro  

segment0 eucromatico en Wq, que tampoco & involucrado en intercambios con el 2. La presencia de 

segmentos eucromaticos en el W y su tamaiio relativamente grande, han sido observados tambih en 

otras especies de Columbiformes (De Lucca, 1984), y podrian indicar la adicih de material gen&co 

por la fusion de un microcromosoma a1 cromosoma W, antes de la diversificacih del ordea 

Columbiformes. De acuerdo con esta hipirtesis el par ZW actual de C. livia representaria el vestigio de 

un sistema de cromosomas sexuales multiples, y seria necesario prohdizar 10s estudios dentro del 

orden Columbiformes para verificar esta h i pb i s ,  en caso de que el sistema se hubiera conservado en 

alguna de las especies vivientes del orden. 

La presencia de 1 a 3 NRs en la extensih del CS correspondiente a casi todo el brazo largo 

del par ZW de R. americana difiere notablemente de la localizacih del NR en las aves carinadas, y es 

consistente con el alto grado de homologia que se observa en esta regih en 10s cromosomas rnitbticos 

Z y W de esta especie (Ansari et al., 1988). Los NRs se encuentran siempre en un segment0 de CS 

correspondinete a un 80 % de la longitud del eje W , y no se distribuyen a1 azar, a semejanza de lo 

observado en 10s CSs autosomicos de la misma especie (ver seccih 111.1.5). Dentro de este segment0 

no existe ninguna restriction 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 a1 segment0 que lleva 10s NRs en el par 

ZW (comparar las longitudes del CS #6 y el brazo largo del eje W en la Figura 9). 



b) Los pares de NRs del par ZW muestran intehrencia positiva (en el sentido de la 

interferencia quiasmatica positiva usual), cuando esthn separados por una distancia menor a1 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 10s NRs se localizaran de manera independiente y a1 

azar (Figura 14). El numero de pares ZW separados por una distancia mayor que el 50 % de la 

longitud del eje W tambib es menor que el esperado, ya que superada una cierta distancia critica de 

separacih entre ambos NRs, aurnentan 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 

representation de la interferencia en el par sexual de R. americana es muy similar a1 obtenido por 

Sherman y Stack (1995) para 10s pares de NRs en 10s CS correspondientes a 10s brazos largos de 10s 

bivalentes de L. esculentu ; es de destacar la distancia filogenaica entre esta planta y R. americana. 

Por estas razones puede afinnarse que el segmento que lleva 10s NRs en el par ZW de R. 

americana no tiene cualidades gen&icas especiales que lo diferencien de 10s autosomas, y en este 

sentido puede denominarse "pseudoautosCMnico" , o mas exactamente, "reyiim de homolonia", a 

semejanza del segmento reducido que lleva el NR en 10s ZW de las aves carinadas, y de la regiim de 

homologia del par XY de 10s mamiferos. 

IV.3.5. Cromatina asociada a1 par ZW y su relacidn con la ausencia de compensacidn de dosis 

ghica 

En 10s ovocitos aviarios en profase meibtica la cromatina asociada a1 par ZW tiene un aspedo 

homogeneo, identico a la cromatina dispersa que rodea a 10s CSs autosomicos. Esto marca una 

diferencia notable con el estado altarnente condensado de la cromatina del par XY de 10s mamiferos 

que forma el cuerpo XY (vesicula sexual) en 10s espermatocitos en paquitene (Sachs, 1955 ; revisih 

por Solari, 1974a). Los estudios autorradiograficos realizados en extendidos para microscopia bptica y 

en secciones finas para microscopia electriwica, han demostrado la ausencia de actividad 



transcripcional a nivel del cuerpo XY (Manesi, 1965 ; Kierszenbaum y Tres, 1974). Esta inactividad 

de la cromatina es consecuencia de la activacih del rnismo gen que provoca el silenciamiento casi 

completo de uno de 10s cromosomas X en las hernbras de 10s marniferos placentados (lyonizacih), y 

que tiene como objetivo compensar las diferencias de dosis para 10s genes ligados a1 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 human0 y Xist en el raton) esth activo exclusivamente en el X inactivado 

de las celulas somaticas femeninas (Brown et al., 1991 ; BrockorfTet al., 1991 ; Borsani et al., 1991), 

y su product0 es un ARN que se asocia a la crornatina del X y probablemente regule su 

empaquetarniento (Clemson et al., 1996). El gen Xist esth inactivo en el h ico  X de las klulas 

somaticas masculinas, pero en la linea germinal se activa en 10s 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 XlST tiene la propiedad de extenderse a segrnentos 

cromosomicos traslocados a1 cromosoma X, lo cual tiene como consecuencia el efecto variegado en las 

hembras (interpretado por Lyon 1961). En 10s machos esta extension de la inactivacion a regimes 

autosomicas, provoca la detention de la meiosis y la muerte de 10s espermatocitos luego del estadio de 

paquitene, como ha sido estudiado en detalle en la traslocacih de Searle (Reader y Solari, 1969 ; 

Jafaar et al., 1989). 

Como fue correctamente propuesto por Ohno (1967), el homeno de lyonizacih tiene como 

consecuencia la conservacih del contenido ghico del cromosoma X, ya que en la mayoria de 10s 

casos las combinaciones nuevas originadas por traslocaciones resultarian deletereas para la especie y 

serian eliminadas por selection. Sin embargo, en algunos taxones esto no ocurre, y el segment0 

autosomico traslocado logra escapar a la extensib 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 Solari, 1994). 



La ausencia de condensacion del par sexual en 10s ovocitos, junto con la falta de condensacih 

de uno de 10s cromosomas Z en las &lulas somaticas masculinas, indican que en las aves no opera un 

mecanismo de compensacion de dosis como en 10s mamifiros, lo cual esti apoyado por estudios 

bioquimicos de mediciones de actividad enzitnhtica (Baverstock et al., 1982). La enzima aconitasa 

citoplasmatica esth codificada por el gen Am,, 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, 

esti ligado a1 Z, como lo demuestra el hot ipo de 10s hibridos de hembras de gallina de Guinea y 

machos de G. domes~icus (especies que difieren en 10s tipos de aconitasa) : 10s machos son 

heterocigotas para ambos tipos de aconitasa y las hembras son hernicigotas para el tip0 de aconitasa 

del polio. Refiriendonos a las aves en general, en todas las especies examinadas, las hembras 

expresaron siempre un solo tip0 de aconitasa y las actividades enzirnaticas de esta enzirna heron 

significativamente diferentes en machos y hembras, siendo esta actividad aproximadamente el doble en 

10s 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 10s distintos ordenes aviarios ya que representa una proporcibn 

relativamente constante del genoma y se ha verificado el ligamiento a1 Z de la mencionah 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 genaico en el 

cromosoma Z, no esth claros hasta el momento 10s mecanismos que pueden operar en el 

mantenimiento del Z como grupo de ligamiento. 

La conservacih del cromosoma Z en las aves y del X entre 10s mamiferos llevo a Ohno 

(1967) a postular un origen comh para ambos cromosomas, a partir del mismo grupo de ligamiento 

ancestral. Sin embargo, cinco de seis genes ligados a1 X en 10s mamifkros 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 10s mamifiros (Dominguez-Steglich y Schmid, 



1993). La ausencia de compensacion de dosis en las aves y las dif'erencias en la constitucih ghica de 

10s cromosomas Z y X, seiialan una dikrencia fundamental entre el par ZW y el par XY, y no 

concuerdan con la hipbtesis de un origen comh para el cromosoma Z aviario y el X de 10s 

mamiferos. 

IV.4. Comparacibn de la meiosis mascutiia y femenina en las aves: 10s NRs en C. livia 

IV.4.1. Diferencias generales entre la meiosis masculina y femenina 

Uno de 10s objetivos de este estudio fue la observation comparada de la profise meiirzica 

masculina y femenina en una misma especie aviaria. El interes de esta comparacion reside en las 

considerables diferencias morfologicas y funcionales que presenta la meiosis en 10s dos sexos, y 

ademas, en el conocimiento, ya establecido, de la diferencia notable en la tasa de recombination en 

ambos sexos en algunos mamiferos (ver seccih IV.4.3). En las aves, las dif'erencias de la meiosis 

masculina con la femenina son, entre otras : a) momento del inicio (embrionario en las hembras, adulto 

en 10s machos) ; b) desarrollo conspicuo de cromsomas plumulados exclusivamente en el prolongado 

diplotene femenino ; c) duracion de la profase (dias en 10s 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 

n b e r o  total y la distribucih de 10s NRs en 10s dos sexos de C. livia. 

IV.4.2. Ultraestructura de 10s n6dulos de recombinaci6n en C. livia 

Las primeras descripciones de 10s NRs se realizaron sobre secciones finas de meiocitos teiiidos 

con acetato de uranilo y citrato de plomo (revision por Carpenter, 1979a). Los NRs tambih son 

visibles en 10s extendidos de c4lulas mei6ticas enteras, y en este caso la tincih de 10s NRs se realiza 

comlinmente con acido fosfothngstico o acetato de uranilo-citrato de plomo (Solari, 1980a ; Stack y 

Anderson, 1986 ; Albini y Jones, 1988) ; la tincion de 10s NRs con nitrato de plata solo ha sido 



descripta en celulas meiaicas de algunas plantas (Sherman et al., 1992). 

En la mayoria de 10s organismos, 10s NRs se presentan como estructuras esfericas o 

elipsoidales, ubicadas por encirna del plano del espacio central del CS. En 10s espermatocitos humanos 

10s NRs tardios adoptan una morfologia cilindrica, con su eje mayor transversal u oblicuo con respecto 

a 10s elementos laterales, por lo cual son denorninados comiuunente "barras" (Solari, 1980a y b). Por 

razones que se desconocen, la afinidad tintorial de 10s NRs varia en diferentes especies ; por ejemplo, 

10s NRs son muy conspicuos en 10s insectos y en 10s espermatocitos humanos, rnientras que se tiiien 

con dificultad en el raton. 

En todas las aves analizadas, 10s NRs son relativamente pequeiios, per0 pueden observarse 

con claridad en las preparaciones coloreadas can acido fosfathgstico. Con excepcih de C. livia, 

todas las aves estudiadas muestran NRs elipsoidales, que en G. domesticus tienen un dihetro mayor 

de 142 nm (Rahn y Solari, 1986). En C. livia 10s NRs e& formados por un grupo de I a 5 particulas 

esgricas que se tiiien mas intensamente que 10s elementos laterales del CS. Las particulas tienen, en 

promedio, 66 * 12.6 nm de dihetro, y 10s grupos constan fiecuentemente 3 o 4 particulas. Esta 

estructura particulada de 10s ndulos se analizo en detalle en 10s ovocitos, aunque tambib esti 

presente en 10s espermatocitos de esta especie, por lo que puede descartarse la naturaleza artificial de 

esta morfologia (ya que 10s espermatocitos heron procesados por una tknica diferente ; ver seccih 

11.4.3). 

Se ha propuesto que 10s NRs rehen todos las enzimas necesarias para dirigir el proceso de la 

recornbinacion meibtica (Carpenter, 1993), per0 hasta el momento no se ha logrado purificar una 

fraccion que que contenga 10s ndulos y permita aclarar su composicitm. En este sentido, la variacih 

del nimero de particulas en C. livia (que se describe por primera vez en la literatura) podria 

representar la reuniQ progresiva de dichos componentes enzimaticos en el sitio de un evento de 

recornbinacion. Altemativamente, cada particula podria llevar todas las enzimas necesarias para la 

formacion y resolucion de un intermediario de recombinacitm, rnientras que la disposicih espacial de 



las particulas garantizaria la disponibilidad de sus componentes. 

1V.4.3. Frecuencias de recombinaci6n en machos y hembras de aves 

Las diferencias en las huencias de recombinacion entre sexos se conocen desde hace mucho 

tiempo, y las evidencias a1 respecto provienen de analisis gen6ticos @or comparacion de recombinantes 

producidos por machos y hembras) y de analisis citogen6ticos @or comparacion de la frecuencia de 

quiasmas en meiocitos masculinos o femeninos). Haldane (1922) fue el primer0 en sugerir que, cuando 

existen dferencias de recombinacion dentre ambos sexos, el valor menor de la tasa de recombinacih 

se observa en el sex0 heterogam6tico. Aunque en la mayoria de las cornparaciones realizadas esto ha 

resultado ser asi, se conocen algunas excepciones (Callan y Perry, 1977). En las situacianes d s  

extremas, la reduction del intercambio gen&co resulta wmpleta, como en 10s casos bien conocidos de 

meiosis aquiasmatica en el macho de Drosophila y la hembra de B. mori (reseiiado en John y Lewis, 

1965). Entre 10s vertebrados no se conocen casos de meiosis aquiasmatica, aunque si se han registrado 

difkrencias de recornbinacion entre sexos. Las evidencias d s  completas a1 respecto provienen de la 

comparaciim de 10s mapas gen6ticos masculino y femenino, y del analisis de 10s quiasmas en el r a t h  y 

en el ser humano. En ambos casos el sex0 heterogamktico muestra una tasa menor de 

entrecruzamientos. Asi, el mapa de ligamiento autosomico en el ser humano mide 2832 cM en el sex0 

masculino y 4348 cM en el sex0 femenino (Collins et al., 1996 : calculado a partir de d s  de 23,000 

loci). En 10s espermatocitos humanos en diacinesis el numero promedio de quiasmas es 52.3 (Laurie y 

Hulten, 1985) ; este nhe ro  de entrecruzamientos corresponden a una longitud de 2615 cM para 10s 

autosomas en el varon (52.3 x 50), lo cual se aproxirna a la longitud del genoma masculino calculada a 

partir de 10s 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 niunero de quiasmas 

resulta subestimado en la meiosis fkmenina, debido a las dificultades t h i c a s  para el recuento de 

quiasmas a partir de ovocitos cultivados in vitro. 



En el raton, en carnbio, el recuento de quiasmas puede realizarse con fhcilidad en rnuestras 

grandes de rneiocitos en arnbos sexos, y en preparaciones de calidad comparable. La existencia de una 

frecuencia de quiasrnas d s  elevada en el sex0 fernenino ha sido seiialada a partir de su analisis en 

distintas cepas de M. musculus (Polani, 1972 ; Speed, 1977). Tarnbib se ha seiialado la existencia de 

diferencias en la localizacion de 10s quiasmas entre sexos: por ejemplo en 10s espermatocitos, 10s 

quiasrnas se localizan preferenternente en posicib proximal y (sobre todo) distal, mientras que en 10s 

bivalentes del ovocito hay una preferencia por la formation de quiasmas intersticiales (Polani, 1972 ; 

Gorlov et al., 1994 ; Lawrie et al., 1995). 

Entre las aves, la prirnera comparacih de las fiecuencias de recornbinacih en machos y 

hembras se realizo a partir marcadores citologicos de la recornbinacih y rnostro una coincidencia 

aproximada entre el numero de quiasmas en la meiosis rnasculina (Pollock y Fechheirner, 1978) y el 

numero de NRs tardios en 10s ovocitos de la misma especie (Rahn y Solari, 1986). Estas apreciaciones 

fieron confirmadas mediante la comparacib del nurnero de quiasrnas en 10s espermatocitos y el 

niunero de quiasmas observados en ovocitos de G. domesticus en diplotene (etapa de crornosornas 

plumulados) (Rodionov et al., 1993). 

Los analisis de ligamiento en G. domesticus a h  son incornpletos, pero 10s mapas de 

ligamiento, confeccionados a partir de unos 460 loci marcadores no parecen mostrar diferencias 

significativas en las distancias genaicas en machos y hembras (Levin et al., 1994 ; Burt et al., 1995). 

A partir de estos estudios de ligamiento se ha calculado la longitud genaica minima del cromosoma Z 

en unos 200 cM (Levin et al., 1993) ; considerando que este crornosoma represents alrededor del 7-8 

% del genorna, la longitud genaica total del genoma del pollo seria aproximadamente 2600-3000 cM. 

Esta distancia es similar a la calculada a partir del nlimero de quiasrnas en 10s ovocitos en 10s 

crornosomas plurnulados (59-64), que resulta en una longitud del rnapa genktico entre 2800 y 3200 cM 

(Rodionov et al., 1993). 

En G. domesticus, el niunero de NRs observados en 10s ovocitos en paquitene (Rahn y Solari, 



1986) muestra una buena relacion con el nhe ro  de quiasmas en 10s cromosomas plumulados, es 

decir, a partir de esta comparacion, se establece una equivalencia entre ambos indicadores de la 

recombinacion reciproca en el mismo sex0 y especie (Rodionov et al., 1993). 

Con respecto a1 presente estudio, de una manera similar a lo descripto en el parrafo anterior, el 

numero de NRs en 10s espermatocitos de C. livia se corresponde de manera directa con el numero de 

quiasmas observados en diacinesis-metafase 1 en el macho flabla 8), canfirmando la validez de 10s 

NRs como marcadores citologicos de la recombinacibn reciproca en estas especies en particular, y en 

las aves en general. Otras evidencias que demuestran la identidad de 10s NRs tardios y 10s quiasmas, 

estih relacionadas con la dstribucibn de 10s mismos en 10s bivalentes : tanto el n h e r o  de NRs como 

el numero de quiasmas aumenta en 10s bivalentes mhs largos. Los graficos de correlacion entre NRs y 

longitud del CS en ovocitos y espermatocitos (Figuras 41 y 42) son muy similares a1 grafico 

generalizado de la relacion entre quiasmas y longitud de 10s bivalentes, confeccionado para el ortbptero 

Schistocerca gregaria (Henderson, 1963 ; reproducido por Sybenga, 1975). Estos graficos 

dernuestran que siempre hay un rninirno de un quiasma (o NR), independientemente de la l onmd del 

bivalente ; en C. livia esto irnplica una inflexih de la linea de regresion hacia el eje de las ordenadas 

en la zona de longitudes correspondientes a 10s microcromosornas, ya que estos siempre muestran un 

NR. Como se ha demostrado en diversas especies, un incremento a1 doble en la longitud de un 

bivalente, no implica el mismo incremento en el numero de quiasmas (Sybenga, 1975) ; la misrna 

situacion se observa con 10s NRs en C. livia, lo cual es una demostracion indirecta de la existencia de 

intereferencia quiasmatica positiva en estos cromosornas. 

Esta correspondencia de 10s NRs y 10s eventos de entrecruzamiento permite afirmar que la 

sirnilaridad de las fiecuencias 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 (i. domesticus. Adeds, la distribucion de 10s NRs en 10s macrobivalentes parece ser similar en 

arnbos sexos. Cuando se compara el ntimero de NRs en 10s tercios proximal, intersticial y distal de 10s 



Comparacih de la distribucion de niKlulos de recombination en machos y hembras de Columba livia 
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Figura 60 (1' parte). Histogramas de la distribucion de 10s NRs en machos y hembras de Columba 
livia (continua en la pagina siguiente). 



Comparacion de la distribucion de ndulos de recombinacih en machos y hembras de Columba livia 
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Figura 60 (2' parte). Histogramas de la distribucion de 10s NRs en machos y hembras de Columba 
livia. El eje horizontal de cada histograms representa la l o n w d  absoluta del bivalente dividida en 
segmentos de 1 pm. La escala del eje vertical representa el niunero de ndulos de recombinacih. El 

segment0 hacia la derecha del cinetocoro (c) corresponde a1 brazo largo. La frecuencia de 10s ndulos 

de recombinacion es muy baja en la m a  centromerica y aumenta cerca de 10s telomeros. 
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brazos largos de 10s CS #1, #2 y #3 (Figura 60) no se observan diferencias significativas entre 

ovocitos y espermatocitos (X2=  0.86 ; p = 0.65). 

Esta semejanza de las frecuencias de recombinacion en machos y hembras de G. domesticus y 

C. livia difiere notablemente de lo observado en 10s mamiferos, wmo se seiialo previamente. Se 

desconocen cuales son las causas que determinan las dikrencias de recornbinacion entre sexos, aunque 

es interesante seiialar 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 10s bivalentes paquithiws esti 

negativamente correlacionada con las frecuencias de recombinacih, 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 hipbsis : la tasa longitud del CSIcantidad de ADN, esti 

directamente relacionada con la frecuencia de entrecruzamientos dentro del genoma. Esta hipaesis 

resulta atractiva ya que se corresponde con las observaciones de la recornbinacion en las meiosis 

masculina y femenina en el ser humano, en el gusano hermafidta Llendrocoelum lacteum (Jones y 

Croft, 1989) y en Xenopus laevis (revisado por Wallace y Wallace, 1995), en 10s cuales el sex0 con 

mayor indice de recombinacion muestra una mayor longitud de CS (lo cual irnplica un 

empaquetamiento con m6s cantidad de lazos mis wrtos unidos a 10s CSs). 

El analisis de 10s quiasmas (o NRs) permite wmparar las frecuencias de recombinacih 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 genaiw del pollo calculado a partir del numero de quiasmas en 

10s ovocitos (59-64), comprende entre 2900 y 3200 cM ; el mapa gendico humano, calculado a partir 

de 10s quiasmas en 10s espennatocitos (52.3), tiene una longitud de 26 15 cM. Sin embargo, el genoma 

haploide del pollo time aproximadamente 1.25 x lo9 pb de ADN, siendo unas unas tres veces menor 

que el del ser humano (3.7 x 1 o9 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 



recornbinacion por nucle6tido es casi tres veces mayor en la meiosis aviaria, lo cual coincide con las 

observaciones en C, livia aqui presentadas, ya que en esta especie la fiecuencia de recombinaciin 

(NRs) y el tamaiio genomico son semejantes a 10s de G. domesticus. 

En resumen, se ha constatado una tasa igual de NRs en la meiosis femenina y en la masculina 

en C. livin, 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 fkmenina de P. guttata presentado en este trabajo de tesis 

ha pennitido 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, constituykndose en uno de 10s pocos casos bien 

documentados entre 10s vertebrados superiores. El cromosoma B de P. guttatn se considera como tal 

por su limitation a una linea celular (la linea germinal), su aislarniento de 10s cromosomas del 

complement0 normal durante la meiosis, y su prescindibilidad en la linea somatica de ambos sexos, y 

en parte de la linea germinal masculina. 

I'oephilo guttnta es un paseriforme de la familia Fringilidae, originario de Australia ; es muy 

utilizado en experimentos de fisiologia del sistema nervioso y de endocrinologia aviaria, debido a su 

excelente adaptacih a1 cautiverio. En cuanto a su citologia cromosomica en la meiosis, el h ico  

antecedente es una observacion prelirninar, en extendidos para microscopia electronics realizados a 

partir de ejemplares de esta especie, y de hibridos entre P. guttata y otra especie relacionada. En esta 

observacion (C.B. Gillies, comunicacih personal, 1990), se distinguio un cuerpo cromatinico denso, 

con un eje en su interior, semejante a1 descripto en el presente trabajo. Sin embargo, dicha observaciirn 

prelin~inar no permitio revelar la naturaleza de ese cuerpo, no habiendo surgido tampoco publicaciones 

o comunicaciones a1 respecto. 



Aunque P. gutlafa es un paseriforme de cria extendida, el cariotipo de la especie no esti 

disponible en las revisiones mas recientes de cariologia aviaria (Belterman y De Boer, 1984 ; Capanna 

et al., 1987) ; esto constituye una muestra del n h e r o  limitado de estudios en citogen&ca aviaria. Sin 

embargo, 10s estudios de la linea somittica (de haberse hecho) no hubieran revelado la existencia de un 

cromosoma B, puesto que esti restringido en este caso a la linea germinal. Este caso particular pone de 

rnanifiesto la necesidad de realizar sistemiiticamente el analisis meibtico en citologia aviaria 

(comenzando por la citologia clasica), ya que este enfoque se realiza actualmente solo en unos pocos 

grupos de trabajo en todo el mundo. 

IV.5.1. Caracteristicas generales de 10s cromosomas B y su presencia en distintos organismos 

Los cromosomas accesorios (Miintzig, 1974) o cromosomas B (Randolph, 1928) son 

cromosomas adicionales a1 complemento nonnal de la especie, que no son requeridos para el desarrollo 

normal de 10s individuos portadores, es decir, son prescindibles (Jones y Rees, 1982). El caracter 

dispensable, su variabilidad numerica, y su aislarniento meibtico con respecto a 10s cromosomas 

normales, constituyen caracteristicas citologicas dsitintivas de 10s cromosomas B. Su presencia ha sido 

descripta en mas de 1300 especies de plantas y casi 500 animales (Jones y Puertas, 1995). Entre 10s 

cromosomas B mejor caracterizados se encuentran 10s del centeno, el maiz y Crepis capillaris 

(Compositae, Angiospermas) entre las plantas, y 10s de 10s ortopteros (especialmente acrididos) entre 

10s animales (revisado por Jones y Rees, 1982). 

Aproximadamente el 80 % de 10s cromosomas B del reino animal pertenecen a insedos, sobre 

todo ortopteros, colebpteros y dipteros (Hewit, 1979). Entre 10s vertebrados se han encontrado 

cromosomas B en peces (Foresti et al., 1995 ; Fenocchio et al., 1995), anfibios, reptiles y rnarniferos 

(citados por Jones y Rees, 1982). El seguimiento de la wnducta meiirtica de los Bs en 10s vertebrados 

esti limitado a algunos anfibios (Stephenson et al., 1972 ; Green, 1987) ; y en el zorro plateado 

(Vulpcs vzrlpes) se han realizado estudios de complejos sinaptonemicos, en esperrnatocitos de 



individuos con distintos niuneros de Bs (Switonski et a]., 1985). Los cromosomas B tambih se han 

descripto en primates : en Alouatta seniculus sara se han observado variaciones cromosomicas 

numericas intra e interindividuales (Yunis et a]., 1976 ;Minezawa et a]., 1985). 

En las aves, la escasa proportion de especies estudiadas, ademas de la dificultad que acarrean 

10s microcromosomas en la realizacih de recuentos precisos, puede ocultar la presencia de 

cromosomas accesorios, ya que estos ultirnos suelen ser mhs pequeiios que 10s del cariotipo normal. 

El origen de 10s cromosomas B ha producido un debate que a h  permanece sin resolverse. En 

t.6xminos generales se han propuesto dos posibles origenes de 10s cromosomas accesorios : a) un origen 

intragenomico, como resultado de fiagrnentacih cromosomica, o por trisornias 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 evoluciim de nin& cromosoma B en particular, aunque se 

han realizados analisis de la composicion del ADN de 10s Bs, 10s cuales mostraron tanto secuencias 

presentes en 10s cromosomas del complemento normal como secuencias propias de los Bs (Lacadena, 

1996). En el centeno, los cromosomas B tienen secuencias repetitivas que se encuentran tambih en el 

complemento normal de la planta, lo cual apoyaria un origen intraespecifico en este caso particular ; 

sin embargo, se conocen a1 menos dos familias de secuencias repetitivas exclusivas de 10s Bs en esta 

especie (Wilkes et a]., 1995). 

En numerosos casos, 10s cromosomas B son heterocromaticos y no llevan genes que 

provoquen efectos importantes en el fenotipo de 10s individuos portadores. Por esta razh se ha 

sugerido la existencia de una vinculacion entre 10s cromosomas B y 10s cromosomas sexuales, ya que 

10s rasgos mencionados son tambih caracteristicos de las regimes diferenciales de 10s cromosomas Y 

o W, en pares sexuales heteromofficos. Por otra parte, las trisornias de 10s cromosomas sexuales son 

menos deletereas que las autosomicas, por lo cual un segment0 trisomico originado a partir de un 

cromosoma sexual podria ser mejor tolerado y permitir el establecimiento de un cromosoma B (Jones y 



Rees, 1982).Tambien se ha propuesto el origen de 10s cromosomas accesorios a partir de 10s 

cromosomas que llevan 10s organizadores nucleolares, puesto que, en varios casos, 10s cromosomas B 

llevan genes de este tipo (reseiiado por Green, 1990). 

Sea cual sea su origen, 10s cromosomas B no pueden adquirir su caracter heterocromatico 

repentinamente, especialmente aquellos que tienen un tamaiio similar o atin mayor que 10s cromosomas 

del complemento normal. Segh Green (1990), la adquisicion gradual de las secuencias repetitivas que 

forman a la mayoria de 10s Bs podria explicarse mediante el mecanismo del trinquete de Muller 

(Felsenstein, 1974 ; Charlesworth, 1978), propuesto para explicar la evolution de 10s cromosomas 

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

IV.5.2. Repercusibn funcional de 10s cromosomas B en distintos organismos 

Los efectos fenotipicos de 10s 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 formacih de quiasmas, la sinapsis, la tasa de desarrollo y la fertilidad 

(Jones y Rees, 1982). La influencia de 10s Bs en el crecimiento y el desarrollo ha sido estu&ada 

detalladamente en el centeno y el maiz, dada la variabilidad nurnerica de 10s 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 

nhnero de cromosomas accesorios disrninuye el vigor de las plantas (Miintzig, 1963), y la fertilidad es 

nula cuando su nlimero llega a 8 (Jones y Rees, 1982). Adicionalmente, en el saltamontes 

Myrmeleotetfix macz~lntus 10s cromosomas accesorios provocan una retraso en el desarrollo, de 

manera tal que no son tolerados en un nhnero mayor de 3 (Harvey y Hewitt, 1979). Tambitin se ha 

comprobado la influencia de 10s Bs sobre la sinapsis y el entrecruzamiento de 10s cromosomas 

"nomales" (o A) durante la meiosis. Con respecto a la influencia de 10s B sobre la frecuencia y 

1ocalizaciQ de 10s quiasmas, las observaciones son contradictorias, aim dentro de la misma especie : 

en el centeno, por ejemplo, diferentes datos experimentales han relacionado la presencia de 10s Bs, ya 



sea con el aumento del n h e r o  de quiasmas, ya sea su disminucih ; o con diferencias en la 

localizacion, sin cambios en la Muencia quiasmirtica (resumido en Lacadena, 1996). Otros resultados 

dispares (unefedo supresor o un efecto promotor) se refieren a la relacion de 10s cromosomas B y el 

apareamiento de cromosomas homeblogos en hibridos interespecificos de plantas. Las discrepancias 

mencionadas se han explicado como el resultado de las variaciones del fondo gendico en que esth  

actuando 10s cromosomas B (Lacadena, 1996). 

IV.5.3. Transmisibn de 10s cromosomas B. Una hip6tesis para el caso de R gutfata 

La inestabilidad nurnerica que caracteriza a la mayoria de 10s cromosomas B, es consecuencia 

de ciertos mecanismos de acumulacion de 10s Bs que aduan en las celulas sodticas o en las uilulas 

genninales. En general, la transmision de 10s Bs durante el desarrollo es regular, de manera que su 

nhe ro  en similar en las distintas celulas 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 nlpina 10s Bs se encuentran en la raices primarias y filtan en las raices 

adventicias, y en Aegilops speltoides esth ausentes en el sistema radicular, y presente en 10s organos 

aereos, incluyendo la linea germinal (reswnido en Lacadena, 1996). La causa de la variacih numerica 

de 10s cromosomas B es, en todos 10s casos, la no-disyucion en la anafase mittrtica ; esto conduce a la 

acumulacion de 10s Bs en una linea celular, y a su exclusion de otra. 

En la linea germinal, en tanto, la acumulacion de 10s Bs puede producirse por varios 

mecanismos : 1) por no disyuncion en las divisiones rnittrticas previas a la meiosis ; 2) por segregacih 

preferencial en la meiosis femenina ; o 3) por no disyuncion posmeibtica. La acumulacion de 10s Bs en 

las dvisiones rnittrticas de las uilulas germinales masculinas se considera un mecanismo comb entre 

10s animales, y ha sido descripta en Locusta migratoria (Hewitt, 1976) y Helix pomatia (Kayano, 

1971), entre otros organismos. La no disyuncih postmieitrtica se da exclusivamente en plantas, 

especialmente en la microesporogtinesis, y ha sido estudiada en profundidad en Secale cereale y Zea 



mays. Este mecanismo implica la no disyuncih de las c r o d d a s  hermanas durante la primera o 

segunda anafase de la divisiim mit6tica del polen (para un resumen ver Lacadena, 1996). El restante 

mecanismo de acumulaciim en la linea germinal se refiere a la segregacion preferencial de 10s Bs hacia 

el polo que fornlara el nucleo de la megzispora (en las plantas) o del ovocito (en 10s animales)., durante 

la anafase I de la meiosis femenina. En el saltamontes M. maculatus, el B segrega preferencialmente 

con 1.a mitad del complemento que formara en nucleo del ovocito (Hewitt, 1976). La frecuencia de la 

segregacion preferencial esti en estrecha relacih con el grado de acurnulacion del B de una generacih 

a otra. Este comportameinto de 10s Bs tarnbien se ha observado en en otras especies de ortMteros, y ha 

sido relacionado con la simetria del huso que se hrma en la anafhse I en estos insectos (Hewitt, 1976), 

aunque se ha sugerido que se requeriria a lgh  elemento hcional en el propio B, que asegurara esta 

conducta (Jones y Rees, 1982). 

Como se explici, en Resultados, el h ico  cromosoma B de P. guttata, se encuentra de manera 

regular en las lineas germinales rnaculina y femenina. Por el contrario el B no se observo en ninguna 

de las nletafases obtenidas a partir de mkdula bea de individuos de ambos sexos, y probablemente, 

dada la variedad de tipos celulares que se originan en la mauls osea, 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 mitchicas previas a la meiosis, y su presencia en todos 10s 

individuos examinados (inclusive en 10s examinados por C. Gillies en Australia, que a partir del 

presente estudio pueden ser interpretadas corno observaciones idhticas a las aqui descriptas) denota la 

regularidad de su transrnision de una generacih a otra. Si el cromosorna B segregara a1 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 fonnacion frecuente de cigotos con dos B. Ahora bien, en todas 

las celulas germinales analizadas solo se encontro un B, por lo cual puede suponerse que las dlulas 

germinales de P. gzlttata no toleran la presencia de mas de uno de estos elementbs. Por lo tanto, debe 



haberse desarrollado a lgh mecanismo que asegure la trasmision del B sin causar mortalidad 

embrionaria, ya que esta provocaria la rapida eliminacibn del B en las poblaciones. 

A partir de las observaciones citol@cas a1 microscopio optico y electronico, se propone un 

mecanismo que aseguraria el rnantenimiento del B en la linea germinal dentro de cada individuo y su 

transmision de una a otra generacion en P. guttata. Esta hiphsis involucra mecanismos de 

segregacion preferencial y de exclusion del B, e irnplicaria 10s siguientes pasos : 

Inactivacion y elirninacih del cromosoma B en la linea germinal masculina (Figura 6 1). 

Segregacih preferencial en la anafase I durante la ovoghesis (Figura 62). 

Elirninacion del B en las &lulas somaticas y canservacih en la linea germinal en 10s embriones de 

ambos sexos. 

La inactivation del cromosoma B en la linea germinal masculina estii indicada por el estado 

condensado de la cromatina, que forma un cuerpo heterocromatico periferico en 10s espermatocitos 

durante la profase meiirtica. La hrmacion de un eje en relacih a1 B permite suponer la segregacih 

conjunta de las dos cromatidas del B durante la anafkse I (vease la cohesih de las cromhtidas 

hermanas en la SecciQ IV. 1.1); asi se formarh espennatocitos I1 con y sin B en proporciones iguales. 

Esta segregacion podria controlarse verificando la presencia del B en aproxirnadamente la 

mitad de las metafases 11. Sin embargo, en ninguna metafase I1 aparece un elemento heteropicnbtico de 

gran tamaiio que pudiera corresponder a1 B aunque si se observo un cuerpo esErico denso asociado 

frecuentemente a las metafases 11. El cuerpo denso se atribuye a un product0 de la degeneracih del B 

por las siguientes razones : a) nunca se encontro mhs de uno por cada metafkse I1 ; b) falta en una 

parte de las metafhses I1 analizadas, como podria esperarse luego de la anafase I por la segregacih del 

B a un polo ; y c) un cuerpo denso de caraderisticas idhticas se encontro en el citoplasma de las 

espermatides tempranas (el estadio inmediato de diferenciacih luego de la divisibn de 10s 

espennatocitos I1 durante la espermatoghesis). El momento de la exclusion nuclear del B, y su paso 

hacia el citoplasma, es dificil de precisar, aunque probablemente se produzca durante la anafase 11, 



debido a la incapacidad del B (ya reducidO'a un cuerpo cromatinico), de rnigrar con las cromitidas 

segregantes. 

Espennatocito I 
1" division 
meiotic8 

@' Espennatocito 11 

2" division 
mcibtica A 

Espedtides sin B Espermhtides con B 
en el citoplasma 

Expilsihr del B -- Espamata~oides sin B 

Figura 6 1. Esquema que muestra la eliminacih del cromosoma B de P. guttata en la espermatogenesis 

rnasculina. Ver el texto para la explicacih. 

La hipotesis formulada, aunque se basa directamente en 10s datos citologicos, esti sujeta a una 

serie de comprobaciones que escapan a 10s objetivos del presente trabajo de tesis. La eliminacih del B 

en la linea germinal masculina podria verificarse con algunas de las siguientes pruebas : 

1 .  Un estudio de citoespectrofbtometria que mida el contenido de ADN en 10s 

espermatozoides : el gran tamaiio del B de P. guttata permitiria distinguir 10s espermatozoides con y 

sin B. De acuerdo con la hipkesis planteada anteriormente, el B deberia ser elirninado antes de la 

finalizacih de la espermiogenesis, y por lo tanto, se formarian espermatozoides de un solo tipo, esto 

es, sin B. Esta hip6tesis estir apoyada tarnbih por la uniformidad morfologica y estructural de la 

cabeza de 10s espermatozoides de P. guttata (observaciones preliminares). 

2. La determinacih Maciente de que el cuerpo cromatinico denso esti formado por ADN, 



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 10s espermatides. 

4. La manera mas contundente de demostrar la elirninacion 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 espermatoghesis. La hibridacih de dicha sonda marcada con un 

fluorocromo sobre extendidos o cortes de testiculo permitiria confirmar la identidad entre el 

cromosoma B y el cuerpo esferico denso de las metafases I1 y espermatides ; asimisimo permitiria 

dernostrar la supuesta ausencia del B en 10s espennatozoides. 

La conduda del cromosoma B en 10s ovocitos en paquitene demostro ser totalmente dierente 

de la observada en 10s espermatocitos : la cromatina asociada a1 eje accesorio esti totalrnente dispersa, 

a semejanza de la cromatina de 10s autosomas y del par ZW, lo cual pemite suponer un estado activo 

del cromosoma accesorio (ver la siguiente seccib). La segregacih reduccional del cromosoma B en la 

anafase I puede predecirse como consecuencia de la formation de un eje entre las cromatidas hermanas 

(ver SecciQ IV. 1.1). Los siguientes pasos en la distribution del B en 10s ovocitos se deducen de la 

invariabilidad de la presencia del B en dosis h ica en todas las dlulas germinales (Figura 62). 

Como se menciono anteriormente, la segregacion preferencial de 10s cromosomas B hacia el 

polo que formara el nucleo del ovocito ha sido observada en diferentes organismos. En P. guttata la 

segregacion preferencial del B durante la anafase I de la ovoghesis es propuesta como una fonna de 

mantener el B en dosis hica, ante su eliminacih en la linea germinal masculina, y con el objeto de 

evitar las presurnibles consecuencias deletereas que acarrearia la presencia de mas de un B en 10s 

cigotos resultantes de la fecundation de dos gametos portadores del cromosoma B. 



Segregacihn del cromosoma B en la linea germinal femenina 

m Ovocito primario 

IW cuerpo 
polar 
(sin B) 

Ovocito 

Anafare I 

secundario 

Figura 62. Segregacih preferencial del cromosoma B en la meiosis femenina de P. guttato 

Para la comprobacion de esta segregacion prefkrencial seria necesario examinar ovocitos en 

metafase I en el ave adulta, en 10s que deberia encontrarse al B siempre entre 10s cromosomas de la 

"vesicula germinal" y nunca en el primer cuerpo polar. Este estadio solo se observa desde el momento 

de la ovulacih hasta antes la fecundation, cuando el ovocito se encuentra en el oviduct0 y lleva 

consigo una enonne 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 cruzamiento) que el cromosoma B que se encuentra en la descendencia no es del tipo patemo, lo 

cual demostraria indirectamente que el B se hereda de la madre. 

IV.5.4. Efectos del cromosoma B en la meiosis de P. gutiata 

La presencia del cromosoma B condensado en 10s espermatocitos no parece repercutir en el 

desarrollo normal de la profbse mei6tica masculina, ya que todos 10s elementos del complemento 

normal aparecen sinapsados durante el paquitene. En 10s ovocitos, por el contrario, la presencia del eje 

accesorio no sinapsado durante el paquitene temprano, esth siempre asociada con la presencia de un 



nlimero variable de rnicrobivalentes asinapticos. La influencia del estado asinaptico del B en este 

retraso de la sinapsis de 10s microbivalentes, queda confirrnada porque en estadios posteriores del 

paquitene, cuando el B aparece autosinapsado, todos 10s rnicrobivalentes han completado la sinapsis. 

Esta repercusion del B resulta sorprendente, sobre todo teniendo en cuenta que 10s microcromosomas 

son 10s primeros en completar la sinapsis. 

El estado activo del cromosoma B en la hernbra se deduce del estado relajado de su cromatina, 

aunque esta presunta actividad solo podria confimarse examinando : a) 10s ovocitos en fase 

plurnulada, a fin de comparar 10s lams del cromosoma B con 10s de 10s bivalentes autosCMnicos o, b) la 

captacih de precursores de ARN durante el paquitene. La tendencia a la autosinapsis es una tendencia 

inherente a 10s elementos no apareados y ha sido obse~ada en varios casos : 1) en 10s cromosomas B 

univalentes de V. vulpes (Switonslu et al., 1985) ; 2) en el h ico  cromosoma X en ratones XO (Speed, 

1977) ; y 3) en la porcion del eje no sinapsado del X en hembras de Akodon azarae con cromosomas 

sexuales heteromorfiws (Solari et al., 1989), y en otros casos. 

El apareamiento normal de 10s bivalentes en 10s espermatocitos se puede atribuir a1 estado no 

transcripcional del cromosoma B, debido a la umdensacih de su cromatina, lo cual promoveria su 

eliminacion posterior. De acuerdo con la hipaesis propuesta para su transrnisih, en machos y 

hembras el cromosoma B proviene siernpre 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 cromosorna B sobre la recombinacih en 10s cromosomas A de P. gultata no 

puede seiialarse inequivocamente, ya que todos 10s individuos presentaban el cromosoma B, y k te  se 

encontro en todas las celulas gerrninales analizadas, lo cual impide realizar comparaciones intra o 

interindividuales. Sin embargo, es interesante seiialar que en 10s ovocitos coloreados con acido 

fosfot~gstico 10s NRs tienen una localizacib predominantemente distal, particularmente en 10s 

macrobivalentes bibraquiados. Por ejemplo, en el CS #1 se observa un NR en cada brazo, en posicih 

distal ; este numero es muy inferior a1 promedio cercano a 7 NRs para el mismo CS en G. domesticus, 



C. livia o R.. americana. Sin embargo, esta observation no deberia tomarse como una reducciim de la 

recornbinacion debida a la presencia del B sino como una localization peculiar de 10s quiasmas en esta 

especie, ya que en 10s es~ermatocitos en metaEase I, 10s quiasmas se localizan distalrnente y se 

encuentran en un nhe ro  reducido (ver Figura 56). Es impoltante destacar que en P. guttatu, la 

longitud del complemento de CSs en arnbos sexos es significativamente mas pequeiia que en otras aves 

analizadas, lo cual podria relacionarse con el indice menor de recornbinacion en esta especie (ver la 

IV.5.5. El par ZW en P. guttata 

La conducta sinaptica de 10s ejes sexuales no se ve afectada por la presencia del cromosoma 

B : 10s cromosomas Z y W de P, gultata forman un CS con caracteristicas similares a las descriptas en 

otras aves con cromosomas Z y W heteromorfiws. La sinapsis siempre cornienza por el brazo wrto de 

ambos gonosomas, que son ficilrnente identificables por la posicion de 10s cinetocoros sobre 10s ejes 

mei&icos (Figura 48). Cerca del extremo de inicio de la sinapsis se localiza un h ico  NR, lo cual 

seiiala la presencia de un evento de recombinacih obligatoria, tambiih en esta especie. 

La existencia de sinapsis y recornbinacion en P. guttufa permite extender la hipaesis de la 

existencia de ma conducta wnservada del par ZW aviario desde las aves d s  primitivas con 

cromosomas sexuales casi homomorfiws (Ratitae) hasta 10s paseriformes, el grupo wnsiderado de 

manera mihime como el mas evolucionado en la clase aves. 

IV. Modelo de la evoluci6n del par sexual ZW en la clase aves 

IV.6.1. Los modelos de evoluci6n de 10s cromosomas sexuales 

Los cromosomas sexuales son 10s wmponentes del cariotipo que llevan 10s genes 

determinantes del sexo, 10s cuales se localizan en un segment0 que no recombina en el sex0 

heterogamdico. Mientras que en algunos casos 10s cromosomas sexuales son ficilmente identificables 



por su heteromorfismo, en muchos organismos no existen diferencias morfologicas aparentes, a h  

cuando puede deducirse el heterogametisrno por pruebas de reversion sexual o de herencia de rasgos 

ligados al sexo. Aunque existe un consenso acerca de que el origen de 10s cromosomas sexuales 

difkrenciados implica la transicion del homomorfismo hacia el heteromorfismo, 10s fenomenos que 

provocal1 la diferenciacih morfologica y la inactividad genktica de uno de 10s cromosomas sexuales 

(Y o W), y su relacih con 10s factores sexuales, atin no esth completamente aclarados. 

A continuation se exponen dos modelos de evolucih de 10s cromosomas sexuales : en ambos 

casos se parte de un estado homomorfico y sostienen como rasgo ineludible la necesidad de aislamiento 

recombinacional de 10s fadores determinantes del sexo, ya que si estos factores heran separados entre 

si por recon~binacion, conducirian a la esterilidad del individuo portador. El primer modelo es la 

interpretacih clasica de Ohno (1967) acerca de la formacih de cromosomas sexuales heteromorficos 

en 10s ofidios ; el segundo modelo f ie desarrollado por Charlesworth (1991), y es un modelo miis 

general y abarcador, que puede aplicarse a la diferenciacih de 10s cromosomas sexuales observada en 

varios taxones. 

En el grupo de 10s ofidios, las evidencias taxonomicas favorecen la vision de que la direccibn 

de 10s cambios en la transformacion de 10s cromosmas sexuales (2 y W) sigue el sentido de la 

evolucion de 10s representantes de este taxon. El suborden Serpentes comprende cuatro familias : 

Boidae, Colubridae, Viperidae y Elapidae. Los integrantes de la familia Boidae retienen 10s caracteres 

morfologicos de las serpientes primitivas, 10s colubridos tienen rasgos morfologicos intermedios y 10s 

elapidos y vipbidos son 10s mAs modernos y diversificados. Los cromosomas ZW son indistinguibles 

morfologicamente en 10s boidos ; en 10s colubridos difieren hicamente para ma inversibn 

pericentrica en el W ; y en elapidos y viperidos el W es mas pequeilo y completamente heterocromittico 

(Figura 63). Ohno (1967) interpret6 que 10s distintos grados de difkrenciacih de 10s cromosomas 

sexuales observados en 10s distintos grupos de ofidios, representaban la transformacion real ocurrida 

durante la transicion del homomorfismo a1 heteromorfismo. De acuerdo con esta hipirtesis el primer 



Evolution de 10s cromosomas sexudes en 10s ofidios 

Boidae 

C olubndae 

Vqeridae, Elapidae 

Figura 63. Esquema de las variaciones morfol~cas del par ZW de 10s ofidios durante su paso del 

estado homomorfico inicial hasta el heteromorfisrno marcado en las serpientes mhs evolucionadas. 



paso en la diferenciacion de 10s cromosomas sexuales en 10s ofidios fue una inversion periuhtrica en el 

cromosoma W, como se observa en 10s colubridos. Este rearreglo proporcionaria estabilidad a1 

aislamiento meiirtico, imprescindible para mantener un grupo de ligamiento de 10s factores sexuales en 

uno de 10s sexos. La inversih perihtrica no suprirniria el entrecruzamiento per se pero crearia una 

fuerte necesidad para que se estableciera un mecanismo de aislamiento perrnanente, ya que si se 

produjera un entrecruzamiento en la regih invertida surgirian productos meibticos desbalanceados. La 

creacion de este aislamiento perrnanente facilitaria el proceso posterior de diferenciacion de 10s 

cromosomas sexuales. El deterioro uno a uno de 10s genes del W daria tiempo para que 10s genes del Z 

se "adaptasen"a su nueva condicion hemicigbtica en el sex0 heterogam6tico. Una vez completado el 

deteriorio el W se encontraria casi completarnente libre de genes, exceptuando aquellos relacionados 

con la determinacion sexual, y 10s que se localizaran en la zona recombinante necesaria para una 

segregacion regular. Aplicado a la evidencia citologica de 10s ofidios, el W invertido de la fhmilia 

Colubridae representaria este estado de deterioro avanzado. A partir de este momento surgirian las 

diferencias morfologicas marcadas entre el Z y el W. Segh Ohno el siguiente paso logico en el 

proceso de diferenciacih seria la eliminacih de aproximadamente la mitad del material genkico del 

W por un entrecruzamiento accidental, lo que originaria el pequeiio cromosoma W de 10s elapidos y 

viperidos. 

Como se menciono previamente, la restricciirn del entrecruzamiento entre 10s cromosomas 

sexuales es un punto critic0 en el proceso de su evolucion. En el modelo de Ohno este aislamiento es 

consecuencia de una inversion perikntrica, y la existencia de pares ZW que difieren por la presencia 

de este tip0 de rearreglo es la evidencia que apoya esta conclusion. Sin embargo, debe tenerse en 

cuenta que este tipo de rearreglos estructurales tienen wmiuunente efectos deletereos, ya que dificultan 

el desarrollo normal de la meiosis y pueden llevar a la production de produdos con deleciones o 

duplicaciones si se produce un entrecruzamiento en el segment0 invertido. En consecuencia, el destino 

mas probable de este rearreglo es su eliminacih por seleccion, por lo cual resultaria altamente 



improbable la adquisicion s imuhea de un mecanismo de aislamiento meibtico junto con la inversih. 

Mas recientemente se ha postulado que el aislamiento de 10s cromosomas sexuales durante la 

meiosis se debe a la actividad de un mecanismo ghico, y que 10s rearreglos estructurales son una 

consecuencia, mas que la causa, de la supresih del entrecruzamiento (Charlesworth, 1978 ; Bull, 

1983 ; Charlesworth, 1991). Segh este modelo el primer paso en la evolucih de 10s cromosomas 

sexuales involucra la restriccion del entrecruzamiento entre 10s genes que controlan las hciones de 

detenninacih sexual, mas que la restriccion amplia a todo lo largo de 10s cromosomas X e Y 

primitivos. La necesidad de una mayor restriccih de la rewmbinacion podria surgir por la aparicih 

en el Y de genes sexualrnente antagonistas (Rice, 1987), es decir, genes cuya actividad es ventajosa 

para el sex0 heterogamdiw, per0 desventajosa para el sex0 homogam&ico. Un ejemplo de este tipo de 

genes lo constituyen 10s genes para el color brillante de 10s machos, en 10s peces Poecilia y 

Xiphophortw. En las poblaciones naturales, el color rojo brillante representa una desventaja, ya que 

aumenta las tasas de predacion. En 10s machos, sin embargo, 10s colores brillantes aumentan el exito 

reproductive, y por lo tanto la probabilidad de dejar descendencia, de rnanera tal que se supera las 

desventaja ligada a la predacion (Kalman, 1970 ; Endler, 1980). Como consecuencia, la seleccih 

promoveria el ligamiento estrecho de 10s genes para el color rojo (genes antagonistas) a 10s factores 

sexuales, asegurando su transmision a la descendencia masculina ; de esta manera se habria ampliado 

la zona de restriccih de la rewmbinacion. Otra razh que podria conducir a la arnpliacih de la zona 

no recombinante en el par sexual, es la aparicih de d s  factores involucrados en la determinacih 

sexual (ver Introduction Seccih 1.9.2). Como consecuencia de la elaboracion de mecanismos 

fisiologicos, morfologicos y de conducta dikrentes en cada sexo, aumentarian las dikrencias entre el 

X y el Y prirnitivos, y por esta razh, la restriccih de la rewmbinacion entre 10s cromosomas 

sexuales debe extenderse aim mas. En un determinado momento la zona de restriccih de la 

recombinacih seria lo suficientemente amplia como para poder distinguirse citologicamente como una 

region libre de quiasmas o ndulos de recombinacib, a h  cuando 10s gonosomas no Sean 



diferenciables morfologicamente. Cuando esta situation se ha establecido, el cromosoma X recombina 

regularmente en el sex0 homogam&ico, mientras que una park del Y (su regib diferencial) no 

recombina en el sex0 heterogam6tico ; por este motivo 10s loci en ella contenidos esth expuestos a1 

deterioro progresivo que puede explicarse por el mecanismo de trinquete de Muller o por el trnasporte 

"gratuito"de genes (ver Seccion 1.8). Una vez establecido el aislamiento meihico y debido a la 

inactividad gen6tica del Y, la introduction de rearreglos estructurales (o a h  la perdida de material 

gendico) en la region diferencial de este cromosoma, podrian producirse sin consecuencia deletereas 

para el organismo. Una de las consecuencias de este modelo de deterioro del Y, es la variacib de la 

constitucion de su cromatina a h  en taxones tan proximos entre si como 10s gkeros de una misma 

familia. Esto se debe a que su regib diferencial esth expuesta a la invasib de secuencias parasitas, 

variantes durante la filogenia. De la misrna rnanera el segment0 homologo de 10s cromosomas sexuales 

(region "pseudoautosomica") no represents el remanente del X y el Y primitivos y se espera que este 

sujeto a cambios (por ejemplo a traves de la adiciQ de material genaico) como lo esth 10s segmentos 

autosoniicos. 

Las evidencias experimentales acerca de algunas postulaciones de este modelo no son 

sencillas de obtener, especialmente en lo referente a 10s mecanismos de deterioro del Y, ya que estos 

cambios solo son evidentes en tiempos evolutivos sumamente largos. El analisis de la heterocrornatina 

del Y podria proveer evidencias indirectas de este proceso ya que se esperaria encontrar una amplia 

variedad de secuencias repetivas, como se explico anteriormente. La existencia de pares sexuales no 

diferenciados en 10s que hay restriccion parcial de la recombinacih sin cambios estructurales, son una 

evidencia en favor del establecimiento de la restriccion como un paso previo a la transformation de 10s 

cromosomas sexuales. 

IV.6.2. La situaci6n en la clase Aves 

En la clase Aves, como en 10s ofidios, tambik ocurren variaciones morfologicas en 10s 



Figura 64. Variaciones morfologicas de 10s pares ZW en las Ratitae (arriba) y en las aves carinadas 

(abajo). Los esquemas esth hechos a escala, guardando las proporciones relativas entre 10s 

cromosomas Z y W. El tamaiio relativo del cromosoma Z es aproximadamente constante entre las 

distintas especies. 



cromosomas sexuales, que podrian representar 10s carnbios evolutivos que han llevado a 10s 

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 tamaiio y 

morfologia muy similar, aunque en algunas especies la diferencia de tamaiio entre 10s cromosomas 

sexuales es mayor que en otras ; esta difbrencia es especialrnente marcada en P. pennata (rhea 

darwiniana) donde el W es un tercio menor que el Z (Figura 62). Adernas de la sirnilaridad 

morfologica superficial, en R. arnericana, D. novaehollandiae y P. pennata, el patrh de bandas G 

demuestra que el W corresponde a la regih distal del cromosoma Z (Ansari et al., 1988). Por 

consiguiente, es posible ordenar 10s pares ZW de las Ratitae, desde el rnAximo de homomorfismo, en 

D. novnchollnndine hasta el menor de P. pennata (Figura 64). 

En las aves no ratites (carinadas) el heteromorfismo del par sexual es atin miis marcado y la 

diversidad morfologica del W es evidente, a h  cuando se toma solo una muestra de 10s taxones 

analizados. Esta diversidad se observa no solo 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 esti de acuerdo con la constancia del tamaiio relativo del Z en 

la mayoria de las especies de aves cariotipadas. 

IV.6.3. Distribuci6n de la heterocromatina en el par ZW aviario 

De acuerdo con el modelo te6rico de evolucih de 10s cromosomas sexuales expuesto a1 

comienzo, una de las formas de expresiim del deterioro gbico subsiguiente a la restriccik de la 

recombinacion es la aparicion de heterocromatina en el segment0 diferencial de 10s cromosomas X o Y 

(Z o W). Por esta rakn, el analisis de la localizacih y composicibn de la heterocromatina por medios 

citologicos y moleculares es esencial para demostrar las variaciones gradual- en un sistema 

cromosomico sexual (Figura 65). 



En el presente trabajo se ha demostrado por primera vez la existencia de heterocromatina en el 

par sexual de una ratite. Arnbos gonosomas de R. americana muestran heterocromatina centromerica, 

y adicionalmente, el brazo corto del cromosoma W es heterocrdtico, aunque se colorea mis 

debilmente que la ban& centromerica, Esta difirmcia en la intensidad del bandeo, que es consistente 

en las distintas preparaciones, puede atribuirse a una diferencia de composicih con respecto a la 

heterocromatina centromerica (esta ultirna probablemente sea similar en composicih a las secuencias 

satelites centromericas de 10s mamiferos). 

En 10s 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 especialrnente dirigidos a localizar la heterocromatina o caracterizar su replicacih en 

10s cromosomas mit&icos, se han encontrado variaciones con respecto a este patrim sirnplificado. 

Entre dichas variaciones se ha seiialado la replicacih relativamente temprana del bram corto del W de 

G. u'omc.srictt.s y de parte del W de Gypsfilvus (Falconiformes) (Schmid et al., 1989). En otros casos, 

despues del bandeo C han podido observarse segrnentos eucromfiticos en el W de dos especies de 

gaviotas del genero Lams (Ryttman et al., 1975), en el falconiforme Gypaetus barbatus (Mayr y 

Auer, 1988) y en varias especies de Columbiformes (De Lucca, 1983). Estas descripciones previas son 

muy someras, pueto que 10s autores no han destacado su significado biologiw 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 10s patrones de 

bandeo C de 10s cromsomas W. La presencia de eucromatina en el cromsoma W de C. livia tiene un 

correlate muy significative en 10s cromosornas plurnulados de esta especie, descriptos por Solovei et 

al. (1993), puesto que este W es el que posee lazos wn indudable actividad transcriptional. 

El cromosoma Z es mayormente eucromatico, aunque en algunos casos se ha descripto la 

presencia de un bloque heterocromatico terminal en el bram largo. Este es el caso de G. domesticus 

(Pollock y Feccheimer, 1980) y C. coturnix (Stock y Bunch, 1982), y de P. guttata y C. livia, en 10s 



Rhea amcricana 

Figura 65. DistribuciQ de la heterocromatina constitutiva en 10s cromosomas Z y W aviaries. El 

punteado en el W de I t .  americana y de C. livia indican una menor intensidad de coloracih en el 

bandeo C. La eucromatina se representa en blanco. En el brazo corto del W del pollo hay una regih 

eucromatica (sin secuencias repetitivas) que no es aparente a1 microscopio optico. 



que se observa coincidentemente un bloque de heteromatina telomerica. Con toda seguridad la 

cornposicion de dicha heterocromatina difiere en las distintas especies, ya que la familia de 

macrosatelites que compone la heterocromatina telomerica de G. domesticus estA restringida a1 ghero 

Gallus, por lo cual debe haber surgido en su antecesor diredo (Hori d al., 1996). De la misma manera 

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

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

La existencia de sinapsis y recombinacih en el par ZW aviario ha sido demostrada, pot 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 

recombination esth restringida a un pequdo segment0 en la regibn de inicio de la sinapsis, como lo 

indica la presencia invariable de un nitdulo de recombinacih en esta zona. Se ha seiialado que el CS 

del par ZW donde se encuentra el NR no esti a h d o  por 10s giros del eje 2, y esto ha sido 

interpretado como consecuencia de la existencia de una regih de homologia o regicin 

"'pseudoautosomica" a este nivel (Solari et al., 1988 ; reseiiado por Solari, 1994). Ademhs de la 

evidencia provista por 10s estudios del par ZW aviario durante el paquitene, la recombinacih en el par 

ZW ha sido descripta en seis especies de aves carinadas en el estadio de cromosomas plumulados : tres 

Galliformes (G. domesticus, C. coturnix y Meleagris gallopaw), una Columbiforme (C. livia) y dos 

Paseriformes (Passer domesticus y Fringilla coelebs) (Solovei et al. , 1993). En G. domesticus y C. 

coturnix se observa un imico quiasma en posicibn terminal, en correspondencia con la posiciirn del NR 

muy cercana a1 telomero ; mientras que en C. livia el quiasma es subtelomerico, lo cual esth de 

acuerdo con la posiciim del nMulo de recombinacih (mhs alejada del extremo cuando se la compara 

con 10s Galliformes) (Figura 66). 

La comparacion de 10s pares ZW en paquitene nos pennite determinar el segment0 don& se 

localiza el NR (o 10s varios NRs en el caso de R. americana) en cada especie, lo cual provee una 



Rhea americana 

Anas platyrhynchus 

Numida meleagris 

Callus hmesticus 

Colum ba livia 

Poephila guttata 

Figura 66. Comparacion de la longitud de la zona recombinante en 10s pares ZW. El ndulo de 

recombinacion se represents en la posiciim promedio en cada especie. Los segmentos debajo de ca& par 

ZW marcan el rango de las distancias desde el NR a1 extremo sinaptico. 



medida de la extension de la region recombinante (Figura 66, Tabla 12). Este segment0 mide en 

promedo entre 0.14 y 0.87 pm en las aves carinadas, pero es considerablemente mayor (10.7 pm) en 

el caso filogenaicamente distinto del par ZW de R. americana. A h  en especies muy proximas entre 

si, como G. domesticus y C. corurnix (familia Phasianidae) la extension del segment0 recombinante es 

muy diferente, ya que en la ultima especie solo mide 0.14pm, menos de la mitad que en G. domesticus. 

Esta variacion de la longitud de la m a  recombinante en las aves carinadas es una medida de la 

variabilidad de dicha region, lo que permite sugerir su falta de conservation en 10s distintos taxones. 

IV.6.5. Composici6n del cromosoma W 

El cromosoma W de las aves carinadas esth fonnado principalmente, pero no completamente, 

por heterocromatina constitutiva. La composiciim de dicha heterocromatina ha sido analizada en tres 

especies de Galliformes, encontrindose cuatro farmlias de secuencias repetitivas : Xho I y EcoRI en el 

pollo, Pst I en 10s pavos y Taq I en 10s faisanes (revisado por Mizuno et al., 1993). Todas estas 

familias tienen un patron de organizaciim similar :a) consisten en secuencias de unos 21 pb repetidas 

en tandem ; y b) en la mayoria de estas unidades repetitivas hay segmentos (A3-J) y (T3-5), que aparecen 

altemadamente casi en cada period0 de la helice de ADN (Saitoh et al., 1992). Debido a esta tiltima 

caracteristica, estas secuencias tienen la particularidad de adoptar configuraciones fuertemente 

incurvadas, como es comh en las secuencia repetitivas que componen la heterocrornatina. Mas alla de 

estos caracteres estructurales comunes, la homoloaia de las secuencias de las diferentes familias es 

relativamente baja, por lo cual solo hibridan de manera cruzada en condiciones de muy baja estridez. 

Esta disparidad en las secuencias repetitivas en especies del mismo orden, y a h  de la misma familia 

(pollo y faisanes), reflejan la amplia variaciim de secuencias que no esth sujetas a la selecciim natural 

debido a su falta de significado transcripcional. 

La secuencia de bases, propiedades de curvatura y localization sobre el W, han sido 

caracterizadas en detalle para las secuencias Eco RI y Xho I de G. domeslicus. Alrededor del65 % del 



W del pollo esth ocupado por estas secuencias, que se ubican en dominios parcialmente superpuestos a 

lo largo del cromosoma. Mediante hibridacibn in situ y fluoresmcia (FISH) sobre 10s cromosomas 

rnitirticos (Saitoh y Mimo, 1992) y sobre el bivalente ZW en paquitene (Solari y Dresser, 1995), se 

ootablecio que la familia XhoI es pericentrm6ri011, en tanto quo la hmilia EcoRI ocupa la mayor parts 

del brazo largo y una parte del brazo wrto. La hibridacion sobre 10s pares ZW en paquitene ha 

demostrado que el extremo recombinante del par ZW del pollo no contiene repeticiones de Eco RI y 

Xho I, lo cual esta de acuerdo con la comprobacih, en general, de la escasez de secuencias repetitivas 

en las regiones que muestran recombinacih. 

Los h i w s  genes del W aviario han sido aislados de 10s cromosomas W del pavo y del pollo, y 

del paseriforme Parus major. El gen DZWMl fue clonado a partir de una genoteca de ADNc de pavo, 

se encuentra ligado a1 W en varias especies de aves per0 la naturaleza del gen permanece sin wnocerse 

(Halverson, 1990 ; Halverson y Dvorak, 1993). El segundo gen h e  aislado a partir de una gen- de 

ADN genomico de P. major, y su ligamiento a1 cromosoma W ha sido verificado en otras 14 especies 

de aves carinadas. Este gen ha sido denominado CHD-W (cromodominio-helicasa, ligada a1 W) por su 

relacion con un gen similar descripto en el rath, y de su secuencia de nucle6tidos pudo detenninarse 

que contiene tres dominios : un modificador de la organizacih de la cromatina, una helicasa-ATPasa y 

una region de union a1 ADN. Los dos prirneros dominios han sido descriptos en genes separados que 

regulan fbnciones opuestas durante el desarrollo en l)rosophila, por lo cual resultaria interesante saber 

&mo interactuan dos regimes con efedos antagmistas dentro de un mismo producto gbico (Griffiths 

et al., 1996). 

IV.6.6. Conservacicin del cromosoma Z aviario 

Aunque la morfologia del cromosoma Z aviario es variable, su tamaiio relativamente 

wnservado en diferentes taxones, y, por otra parte, el ligamiento a1 sexo & fkctores que controlan las 

caracteristicas del plurnaje en varias especies distintas han conducido a la hipirtesis de la conservacicjn 



del Z como grupo de ligamiento durante la filogenia aviaria (Be@ et al., 1964 ; Ohno, 1967). 

Adernas, en G. domesticus, el ligamiento a1 Z del gen de la enzima de la aconitasa (citoplasmitica), ha 

sido demostrado mediante cruzarniento entre hembras de gallina de Guinea y machos de G. domesticus 

como se explico en la Introduccih, p. 18). Este gen esti tarnbikn probablemente ligado a1 sex0 en un 

psitaciforme y dos especies de paseriformes, ya que se ha observado la presencia de isoformas de la 

enzima en el macho per0 no en la hembra (Baverstock et al., 1982 ; Lacson y Morizot, 1988). 

Tambien se han localizado dos genes sobre el Z del pollo, mediante hibridacih in situ y 

fluorescencia : el gen ZOV3, ubicado en el medio del bram corto y el gen IREBP cerca del bloque de 

heterocromatina telomerico del bram largo (Saitoh et al., 1993). La realizacih de improntas de 

Southern con ADN genomico de machos y hembras en cinco gberos aviarios distintos muestra que la 

seiial de hibridacion en 10s machos es aproximadamente el doble de intensa que en las hembras, 

apoyando firmemente la hipbtesis del ligamiento a1 sex0 de estos genes en todas las especies analizadas 

(Saitoh et al., 1993). 

IV.6.7. Ubicaci6n de 10s taxones a n d i d o s  en la filogenia aviaria 

Como ocurre con muchas clasificaciones, el ordenamiento taxonornico de las aves es objeto de 

numerosas interpretaciones, a menudo contradictorias. A iin de comprender la propuesta de las 

transformaciones sucesivas del par ZW que se propone en la siguiente seccion es necesario ubicar a las 

especies analizadas dentro del arbol filogen&ico de la clase Aves. 

Recientemente se ha presentado un arbol filogenaico que representa el momento y el 

ordenamiento de divergencia de varios ordenes aviarios, que representa un consenso relativamente 

arnplio entre 10s especialistas en el tema (Figura 67). Este kbol establece la divergencia de un numero 

de ordenes aviarios, desde antes del limite Crdcico-Terciario, comparando las variaciones en las 

secuencias de un protooncogen (c-mos) y de una subunidad de ARN mitocondrial, en 15 ordenes de 

aves (Cooper y Penny, 1997). Los autores miden la distancia evolutiva entre 10s linajes contabilizando 



las diferencias en la secuencia del ADN de dichos genes : a mayor distancia entre dos especies, mayor 

tiempo de divergencia evolutiva a parur de un antecesor comh. El ordenamiento resultante muestra 

que las Ratitae y 10s Galliformes divergen tempranamente del tronco aviario mhs prirnitivo, seguidos 

de 10s psitacifomes y otra rarna de la que parten numerosos clados diferentes, entre ellos 10s 

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 lirnite crdcico terciario (hace mhs de 65 millones de 

aiios). La condition ancestral de las ratites y la divergencia temprana de 10s Galliformes tambih han 

sido sostenidas en otras fdogenias moleculares construidas a partir de datos de hibridaciim de ADN 

(Sibley y Alhquist, 1990). Desafortunadamente, entre 10s taxones ordenados por Cooper y Penny no se 

encuentran representantes de Anseriformes y Columbiforrnes (analizados en el presente trabajo), por lo 

cual la posicih de dichos taxones debe realizarse de acuerdo con criterios taxonomicos &rentes. 

Sibley y Alhquist (1990) situan la divergencia de 10s Anseriformes muy tempranamente, junto con 10s 

Galliformes. Las evidencias citotaxonomicas apoyan esta relacion, ya que las G a l l i h e s  mis 

primitivas (Megapodidae) tienen un carbtipo similar a1 cariotipo modal de 10s Anseriformes, con una 

mayoria de macrocromosomas acrochtricos (Stock y Bunch, 1982 ;Belteman y De Boer, 1984). Sin 

embargo, las Galliformes mhs evolucionadas (Nurnididae y Phasianidae), muestran un carioqipo 

diferente en 10s macrocromosomas derivado del supuesto cariotipo ancestral de 10s galliformes a t r a k  

de inversiones y deleciones (Beltennan y De Boer, 1984). Asi, mientras las Anseriformes y 

Galliformes mas primitivas retienen el cariotipo supuestamente ancestral (semejante a1 de las Ratitae), 

la mayoria de las Gallifonnes muestran un patrh diversificado (Stock y Bunch, 1974 ; Belterman y de 

Boer, 1984 ; Ansari et al., 1988). Estas variaciones en el cariotipo esth relacionadas con las 

progresivas variaciones del par ZW segh se discute mhs adelante. 

Finalmente, 10s Columbiformes (representados en este estudio por C. livia), constituyen un 

taxon monofil6tic0, sin relaciones recanocibles entre las aves actuales. De acuerdo a 10s estudios de 

hibridaciim de ADN el origen de 10s Columbiformes es relativamente reciente en la filogenia aviaria, 
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Paseriformes 

Figura 67. Arb01 filogen&ico aviario que muestra las relaciones entre 15 ordenes aviarios que tienen 

representantes vivientes en la actualidad. Los nlimeros corresponden a una o d s  especies analizadas 

dentro de cada orden : 1) G. domesticus y 2) N. meleagris (Galliformes); 3) C. casuarius, 4) D. 

novaehollandiae, 5) A, australis, 6) S. camelus y 7) P. pennata (Reiformes, Ratitae) ; 8) 

Psitacifor~nes ; 9) Pelecaniformes ; 10) Charadrhformes ; 1 1) Paseriformes ; 12) Strigdomes ; 13) 

Sphenisciformes ; 14) y 15) Procelarifbrmes y Gaviifonnes. Redibujado de Cooper y Penny (1 997). 



junto con el de 10s Paseriformes (Sibley y Alhquist, 1990). 

IV.6.8. Un modelo para la emergencia del par ZW aviario 

En la hipirtesis que presenta esta Tesis, el par sexual primitivo de la clase Aves seria 

probablemente un par acrouktrico homomortico, con un cromosoma W, mayormente homologo del Z 

y activo. Este cromosoma W primitivo deberia diferir del Z por la presencia de (a1 menos) dos genes 

relacionados con la deterrninacion del sex0 fernmino. Estos genes deberian localizarse en un segmento 

con baja probabilidad de recombinacih @or ejemplo cerca del centromero) hasta que se desarrollara 

un mecanismo de aislarniento recombinacional efectivo que evitara la ruptura del ligarniento de dichos 

genes. El aislamiento permanente estaria proporcionado por un mecanismo de supresih de la 

recombinacion a nivel pericentromerico y del bram corto del protocromosoma W. Este mecanismo 

podria estar representado por una inversih en esa regih cromosomica, o podria consistir en la 

actividad de genes "modificadores" de la tasa local de recombinacion. Como consecuencia del 

aislamiento recombinacional, este segment0 cromosii,miw se encuentra ahora expuesto a1 deterioro 

mediante el mecanismo del trinquete de Muller, que conduce a la inactividad (y posteriormente a la 

hrmacion de heterocromatina constitutiva) del segmento no recombinante o regiQ diferencial del W 

(ver Introduction, seccion 1.8). La manifestacih citologica de este estadio de diferenciacih del par 

ZW se encuentra en 10s pares casi homomorficos de algunas especies de Ratitae, como el kiwi (A. 

australis) y el emu (D. novaehollandiae) (Figura 64), lo que concuerda con su ubicacih taxonomica 

en un clado divergente del de las reiformes (Cooper y Penny, 1997). En R. americana la primitividad 

de estado de diferenciacib del par ZW se manifiesta en la extensa regib de homologia donde se 

produce libre recombinacib (Figura 56, Seccib IV.3.4) y la region diferencial se manifiesta por el 

estado heterocromatiw de la porcibn pericentromerica del W y su bram corto (Figura 65). La 

diferencia de tamaiio mas marcada que se observa en P. pennata puede considerarse un grado mis 

avanzado de diferenciacion, aunque no existen bases taxonomicas para considerar a esta especie como 

evolutivamente mas avanzada que Iihea americana. Esta diferencia podria representar simplemente 



una ampliacih del tarnaiio inicial del segment0 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 

detenninacion sexual o la fertilidad, o genes sexualmente antagonistas ; y corno consecuencia, la 

seleccion favoreceria 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 inactivaciim y 

la heterocromatinizaciQ y la region recombinante quedaria reducida a un segment0 terminal de 10s 

gonosomas (Figura 66). Arnbas caracteristicas han sido demostradas en todas las especies de aves 

carinadas analizadas en el presente trabajo : la wnstitucion predorninantemente C+ del W y la 

localizacih restringida de un imico NR cerca del extremo sinaptico (Figuras 65 y 66). Esta 

variaciones morfologicas del W son acompafiadas tambih por variaciones der forma del Z que, sin 

embargo, mantiene su proporcih relativa dentro del genoma. En A. platyrhynchos el Z es acrouhtico 

y su patron de bandas G es similar a1 de las ratites por lo que puede considerarse a1 par ZW de esta 

especie como un tipo relativamente ancestral entre las carinadas, a1 igual que el resto del cariotipo de 

10s Anseriformes (Ver seccih anterior). La morfologia submetaaintrica o metaktrica del Z de 

Gallifonnes (N. meleagris y G. domwticus), puede interpretarse como derivada, ya que arnbas 

especies pertenecen a farnilias relativamente modemas dentro de 10s Galliformes. Finalmente, en 10s 

pares ZW mas modificados, aparecen como variantes ciertos bloques de heterocromatina telomerica 

(G, domesticus, C. livia) ; y a esto se le aiiade la aparicion de una constriccih secundaria en el 

cromosoma Z de P. guttata (Paseriformes). 

Aim en 10s pares ZW mas difbrenciados, se mantiene un segmento recombinante pequeiio, 

donde se observa invariablemente un NR. El proposito de la wnservacih del segmento recombinante 

es asegurar la formacion de un quiasma, que permita la correcta segregacih de 10s gonosomas durante 

la anafase I, y de esta manera asegurar el r nan tden to  del sistema cromosomico sexual. 

Entre las aves vivientes no se encuentra ya el par completamente homomorfico ancestral, y 



dada la conservacih del sisterna cromosomico rexual ZW de la claso Aves, podria presumirse que este 

sistenla ya estaba establecido en el tronw reptilian0 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, a h  cuando se mantiene 

una extensa homologia. La existencia de aislarniento recombinacional ha sido verificada en el par XY 

de 10s peces 0. latipes y L. reticulatus, a h  cuando 10s cromosomas sexuales son indistinguibles 

citologicamente y la determinaciim del sex0 heterogam&ico se realiza por pruebas de reversih sexual 

(Yamamoto, 1947). En la salarnandra Triturus h. helveticus el par sexual no se distingue 

citologicamente, per0 el par #4 ha sido identificado wmo el par XY, por la restriction quiasmitica 

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 10s anuros se han descripto 

pares sexuales escasamente diferenciados, cuya homologia puede ser observada detalladarnente por el 

patrQ de lazos de 10s cromosomas plurnulados. Por ejemplo, en R. rugosa 10s cromosomas Z y W 

difieren para una inversiim perickntrica, per0 mantienen la homologia y no recombinan en el segment0 

invertido, a h  cuando este es lo suficientemente extenso como para formar un lazo de inversiim que 

posibilite el intercarnbio (h4iura et al., 1996). Los casos mencionados constituyen la evidencia de la 

existencia de un mecanismo de control de la recombinaciim previo a las transformaciones morfologicas 

de 10s gonosomas, en la evolucih de 10s pares sexuales heteromorficos. Es decir, que la restriccih de 

la recombinacion es un fenimeno extendido en el proceso de diferenciacion de 10s cromosomas 

sexuales, y constituye el factor desencadenante de este proceso cuando hay un sistema de 

determination sexual que exija la reduction del intercambio en el sex0 heterogam&co. 

IV.7. Comparaci6n de 10s sistemas cromos6micos sexuales de aves y mamiferos 

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

las aves carinadas, se asemeja a lo observado en el par XY de 10s mamiferos. A1 igual que en las aves, 



la sinapsis parcial del par XY de 10s marniferos h e  demostrada por la observation de 10s ejes sexuales 

durante el paquitene. La reconstrucciirn tridimensional de espermatocitos en el rat& (Solari, 1970a y 

b), el ser humano (Solari y Tres, 1970) y el hamster armenio (Solari, 1974), entre otras especies, 

demostro la formation de un complejo sinaptonhico 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 

recornbinacion reciproca en el par XY ha sido firmemente establecida mdante pruebas gentiticas, 

citologicas y moleculares en distintas especies de mami&ros euterianos (ver Introduccih). 

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 aim en 10s pares I 
I 

sexuales mas diferenciados de las aves carinadas. Es decir, que en el par ZW existe una regih de 

recornbinacion, equivalente a la denominada re@& ~seudoautosomica de 10s mamiferos euterianos 11 
(Burgoyne, 1982). Como ya se explicb, la regih recombinante del par ZW heteromorfico de las aves 

1 

carinadas tiene una longitud variable, que se evidencia por el rango de localization del NR en cada 

especie analizada (Figura 56), lo cual es una indicacih de la variabilidad de dicho segmento. En el par 

XY de 10s mamiferos la variaciirn del contenido gen&co de la regih de recombinaciim ha sido 

demostrada entre varias especies, como lemures (prosirnios), el ser hurnano y el ra tb  (Disteche et al., 

1992 ;Toder et al, 1995 ; Ellison d al., 1996). Por lo tanto, el segmento recombinante no debe 

interpretarse como un segmento remanante del par sexual primitive. 

Aves y marniferos han desarrollado separadarnente sistemas cromosomicos sexuales que se 

mantienen conservados en ambas clases. Sin embargo, la amplitud de esta conservation es diferente 

dentro de las dos clases de vertebrados : el sistema ZZIZW aparece conservado en la filogenia de toda 

la clase Aves ; en cambio, entre 10s mamiferos, 10s marsupiales no muestran sinapsis en el par XY, 

aunque si forman un cuerpo XY y asepran una segregacih regular por un mecanismo particular 

(Solari y Bianchi, 1979 ; Sharp, 1982) ; es decir, probablemente en el par XY de 10s marsupiales no 

hay region pseudoautosomica. En la meiosis masculina de 10s Monotremas (Platypus y equidna) se ha 



descripto un sistema gonosomico multiple que forma un multivalente en cadena (Murtagh, 1977 ; 

Bick, 1990). Aunque la meiosis femenina no ha sido estudiada a h ,  se ha sugerido que el sistema 

cromosomico sexual de 10s Monotremas podria ser similar a1 descripto en algunas araiias, que esti 

basado en la heterocigosis permanente de la traslocacih mliltiple en uno de 10s sexos (masculine). 

De esta manera, mientras en las aves la presente evidencia muestra un h i co  sistema 

cromosomico sexual conservado a lo largo de toda la filogenia, en 10s mamiferos, el sistema de 

cromosomas sexuales no parece haberse mantenido tan invariable. Sin embargo, debido a1 n h e r o  

relativamente escaso de especies de aves examinadas citologicamente, no puede descartarse la 

existencia de cromosomas sexuales multiples derivados del sisterna ZZIZW por traslocaciones de 

segmentos autosomicos a 10s cromosomas sexuales (como ocurre en mas  clases de vertebrados y en 

numerosos invertebrados). La existencia de bandas eucromiticas 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 Columbifonnes, ya que este rasgo esti presente en otras especies de este orden. 

El caracter derivado de 10s segmentos eucrodticos es una interpretation d s  probable que la 

hipotesis alternativa de una conservacih de segmentos del primitivo W, ya que las Colurnbifbrrnes 

constituyen un grupo relativamente evolucionado dentro de la filogenia aviaria. La ausencia de 

lyonizacion en el Z aviario evita las restricciones que ejerce la inactivation del X sobre 10s segmentos 

traslocados ; en el pollo solo se han descripto efectos fenotipicos leves de tales translocaciones, tales 

como una disminucion en la production de huevos y retraso en la madurez sexual en portadores de 

traslocaciones X-autosoma. En carnbio, en 10s mamiferos, las traslocaciones X-autosoma usualmente 

causan esterilidad (De Boer, 1989). 

VI.8. Areas para futuras investigaciones 

En todas las filogenias aviarias modemas las especies pertenecientes a1 orden Tinamiforrnes 

son incluidas con las Ratitae en un grupo que ha recibido difirentes nombres segh el ordenamiento 



wnsiderado (Cracraft, 1981 ; Sibley y Alhquist, 1991 ; Feduccia, 1997). Las tinamifbnnes 

wmprenden 42 especies de aves exclusivamede sudamericanas, que formarian un grupo monof i l~w 

junto con las ratites, con las cuales comparten un wnjunto de cracteres derivados. Entre estos 

caracterse se encuentran : el paladar paleognato, una estructura peculiar de la ranfoteca y una fenestra 

ilioisquiatica grande (Cracrafi, 1981). Las pruebas de hibridacion de ADN tambih indican que las 

ratites y las tinamiformes se encuerrtran filogenbticamente muy cercanos, y que ambos taxones 

wnstituyen un grupo herrnana de todas las d e d s  aves vivientes (Sibley y Ahlquist, 1990). 

Desafortunadamente, 10s estudios cariotipiws publicados sobre tinamiformes se reducen a la 

observation 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 ubicacih entre las aves mis primitivas, las tinamiformes wnstituyen un grupo 

muy interesante hacia el cual dirigir las investigaciones del par ZW aviario. 

Otro grupo importante a ser incluido en 10s estudios de la meiosis femenina, es el de 10s 

Falconiformes, especialmente 10s accipitridos. Este grupo esta caracterizado por la reduccih del 

nhnero de rnicrocromosomas y porque el cromosma Z es uno de 10s mis grandes del cariotipo. 

Finalmente, debe subrayarse el retraso en el estudio de 10s cariotipos aviarios con respecto a 

las observaciones s~milares en otros vertebrados, hacen de las aves un grupo sumamamente atractivo 

para las investigaciones citogen6ticas. 



CONCLUSIONES 

El presente trabajo de Tesis ha llevado a las conclusiones formuladas en 10s siguientes cinco 

puntos : 

A. Conservacion del sistema cromosomico sexual ZW / ZZ en las aves. 

B. Conservacion de un patron basico de conduda meiirtica del par ZW aviario. 

C. Equiparacion de las tasas de recombination en 10s dos sexos en las Aves. 

D. Descubrimiento y caracterizacih del cromosoma B en un ave. 

E. Propuesta del primer modelo de evolucih del par ZW aviario. 

A. A partir del analisis citologiw y ultraest~ctural realizado en esta Tesis, y del analisis de la 

bibliografia sobre cariologia aviaria, se wncluye que el sistema cromosomico sexual se ha conservado 

durante la filogenia de la clase Aves ; pudiendo solamente preverse la posible existencia de sistemas 

sexuales mliltiples, derivados de este sistema fundamental por la traslocacion de segmentos 

autosomicos a un gonosoma. 

B. Se concluye tambih la presencia conservada de un patrQ de comportamiento de 10s 

cromosomas Z y W en la meiosis aviaria, cuyas caracteristicas invariables son : 

1. Sinapsis parcial de 10s cromosomas Z y W durante la prohse meiirtica (paquitene). 

2. Igualizacion de las longitudes axiales de 10s gonosomas a medida que avanza el paquitene, a 

diferencia del par XY de 10s rnamiferos, y de manera analoga a 10s procesos de "reajuste sinaptico" en 

bivalentes 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 10s rnamiferos (evidenciando la ausencia de un gen de 

tip0 Xist). 

4. Existencia de recombinacib obligatoria, a h  en 10s pares ZW altamente dikrenciados de las aves 

carinadas, a semejanza de la zona recombinante o "pseudoautosomica" del par XY de 10s rnamiferos. 



C. La comparacion de la fiecuencia y distribucih de 10s nbdulos de ecombinacih en machos 

y hembras de C. livia, permite concluir que no hay diferencias en las tasas de recornbinacion entre 

ambos sexos en la mencionada especie. Se propane que esta sirnilaridad en las tasas de recombinacih 

entre sexos, es caracteristica de la clase Aves. Este rasgo establece una diferencia hdamental entre la 

meiosis aviaria y la de 10s mamiferos, ya que an estos ultirnos se ha comprobado la existencia tasas de 

recornbinacion sutancialmente distintas entre sexos. 

D. En la presente Tesis se demostro por prirnera vez la existencia de cromosomas B en las 

aves (hica clase de vertebrados en la que no se habian descripto cromosornas B). El analisis de 

dlulas somaticas y germinales de ambos sexos en varios indivuduos de P. guftata, revelo la restriccih 

del cromosoma B a la linea germinal en ambos sexos. Se propone una hipirtesis sobre la transmisih 

del cromosoma B, que aseguraria su pennanencia en una dosis constante en las poblaciones de esta 

especie. Ademas, se propuso que el estado de inactividad del cromosorna B en la meiosis masculina, es 

una consecuencia del ambiente gonadal. 

E. Se concluye que la evolucih de 10s cromosomas Z y W en la clase Aves ha sido 

monofil&ica y lineal. En relacih con ello se propone un modelo para explicar la transformacih del 

par ZW, desde un estado inicialmente homomorfico a1 estado altamente heteromorfico que se observa 

en la mayoria de las aves vivientes. Este modelo de evolucih del par ZW, es el primer0 que se 

presenta en la literatura para la clase Aves, de manera similar a1 modelo de evolucih del par ZW de 

10s ofidios propuesto por Ohno tres d h d a s  atras. El modelo de evolucion del par ZW aviario 

propuesto en esta Tesis esth basado en : 

1. El analisis de 10s cromosomas sexuales en la mitosis, y de su conducta el la meiosis en c ina 

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 mas  especies, realizados con la rnisma 

metodologia empleada en esta Tesis. 



3. Los estudios del par ZW en el estadio de cromosomas plumulados. 

4. Datos de la literatura recapilados en una amplia revision bibliografica sobre las carcteristicas 

morfologicas basicas, y las variantes morfologicas de 10s crornsomas Z y W mitbticos ; dichas 

evidencias han sido vinculadas por primera vez a un modelo de la evolucih del par ZW aviario. 

5. Las teorias generales sobre la evolucih de 10s cromosomas sexuales, elaboradas en el marco de la 

gendica de poblaciones, y que sirven de base a1 modelo propuesto. 

PROFESOR 'TITULAR 
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ApCndice 

Recientemente, Ogawa et al. (1997) han identificado una secuencia no repetitiva en el 

cromosoma W del pollo, a partir de una genoteca construida por arnpllficasih .de un fragment0 de un 

h ico  cromosoma W de esa especie. La secuencia, denominada EE0.6, esti ampliamente conservada 

en varias especies de aves carinadas lo cud la convierte en un recurso muy util para el sexado. La 

secuencia EE0.6 mapea en el bram largo del W del pollo, es decir, en el bra= opuesto a1 que lleva la 

m a  recombinante (segh se refirio anteriorrnente en la Introducci6n y Discusih). La mencionada 

secuencia no es fimcional, puesto que en cada marco de lectura posible hay, a1 menos, un cod611 de 

paro. En algunas de las especies analizadas tambik se ha localizado una secuencia relacionada sobre 

el cromosoma 2, aunque se desconoce si esta time alguna fkcion ghica. Los autores tambih 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 10s cromosomas sexuales. 



BIBLIOGRAFIA 

Albini, S.M. y Jones, G.H. (1987). Synaptonemal complex spreading in Allium cepa and Allium 

jstulosum. Chromosoma 95 : 324-338. 

Albini, S.M. y Jones, G.H. (1988). Synaptonemal complex spreading in Allium cepa and Allium 

jstulosum. 11. Pachytene observations : the SC karyotype and the correpondence of late recombination 

nodules and chiasmata. Genome 30 : 399-4 10. 

Ansari, H.A., Takagi, N. y Sasaki, M. (1988) Morfological differentiation of sex chromosomes in 

three species of ratite birds. Cytogenet. Cell Genet. 47 : 185-1 88. 

Baverstock, P.R., Adams, M., Polkinghorne, R.W. y Gelder, M. (1982). A sex linked enzyme in 

birds- 2-chromosome conservation but no dosage compensation. Nature (London) 296 : 763-766. 

Beqak, W. y Beqak, M.L. (1981). Behaviour of the ZW bivalent in the snake Bothrops jararaca. 

Chromosoma 83 : 289-293. 

Beqak, W., Beqak M.L., Nazareth, H.RS. y Ohno, S. (1964). Close karyological kinship between 

the reptilian suborder Serpentes and the class Aves. Chromosoma 15 : 606-6 17. 

Belterman, R.H.R. y de Boer, L.E.M. (1984). A karyological study of 55 epecies of birds, including 

karyotypes39 new to cytology. Genetica 65 : 39-82. 

Bianchi, N . 0  y Molina, OJ. (1967). Chronology and pattern of replication in the bone marrow 

chromosomes of Gallus domesticus. Chromosoma 21 : 387-397. 

Bloom, S.E. ( 1  974). Current knowledge about the avian W chromosome. Hioscience 24 : 340-344. 

Bojko, M. (1985). Two kinds of "recombination nodules" in Neurospora crassa. Genome 32 : 309- 

317. 

Borsani, G.R., Tonlorenzi, M. Simmler, M.C., Dandolo, L., Arnaud, D., Capra, V., Grompe, M., 

Pizzuti, A., Musny, A,, Lawrence, C., Willard, H.F., Avner, P. y Ballabio, A. (1991). 

Characterization of a murine gene expressed from the ianctive X chromosome. Nature 35 1 : 325-329. 

Brockdorff, N, Ashoworth, A., Kay, G.F., Cooper, PJ., Smith, S. (199 1). Conservation of position 

and exclusive expresion of mouse Xist from the inactive X chromosome. Nature 35 1 : 329-33 1. 

Brown, CJ., Ballabio, A., Rupert, J.L., Lafreniere, R.G., Grompe, M., Tonlorenzi, R y Willard, 

H.F. (1 99 1). A gene from the region of the human inactivation centre is expressed exclusively from the 



inactive X-chron~osome. Nature 349 : 38-44. 

Bulatova, N. (1973). Unusually large sex chromosomes in some larks (Aves, Alaudidae). Mamm. 

Chrom. Newsl. 14 : 150-15 1. 

Bull, J.J. (1978). Sex chromosome difirentiation : an intermediate state in a lizard. Can, J. Genet. 

Cytol. 20 : 205-209. 

Bull, J.J. (1983). Evolution of sex determining mechanisms. The BenjarninICummings Publishing 

Company, Inc. Menlo Park, California. 

Burgoyne, P.S. (1982). Genetic homology and crossing over in the X and Y chromosomes. Human 

Genet. 61 :85-90. 

Burt, D., Bumstead, N., Bitgood, JJ., Ponce de Leon, A. y Crittenden,L.B. (1995). Chicken 

genome mapping : a new era on avian genetics. T. Genet. 1 1 : 190- 194. 

Callan, H.G. y Perry, P.E. (1977). Recombination in male and female meiocytes contrasted. Phil. 

Trans. Roy. Soc. London, Series B 277 : 227-233. 

Capanna, E., Civitelli, M.V. y Martinico, E. (1987). I cromosomi degli uccelli, citotassonomia ed 

evoluzione cariotipica. Avocetta 1 1 : 10 1-143. 

Carpenter, A.T.C. (1975). Electron microscopy of meiosis in Drosophila melanogaster females. 11. 

The recombination nodules - a recombination-associated structure at pachytene? Proc. Natl. Acad. 

Sci. USA 72 : 3 186-3 189. 

Carpenter, A.T.C. (1979a). Synaptonemal complexes and recombination nodules in the wild type 

Drosophila melanogaster females. Genetics 92 : 5 11-541. 

Carpenter, A.T.C. (1979b). Recombination nodules and synaptonemal complexes in recombination- 

defective females of Drosophila melanogaster. Chromosoma 75 : 259-292. 

Carpenter, A.T.C. (1987). Gene conversion, recombination nodules, and the initiation of in meiotic 

synapsis. RioLssays 6 : 232-236. 

Carpenter, A.T.C. (1993). The recombination nodule story - Seeing what you are looking at. 

Rio1Lsay.s 1 6 : 69-73. 

Cattanach, B.M., Evans, E.P., Burtenshaw, M.D. y Barlow, J. (1982). Male, &male and intersex 

developement in mice of identical chromosome constitution. Nature 300 : 445-446. 

Charlesworth, B. (1978). Model for the evolution of Y chromosoms and dosage compensation. Proc. 

Natl. Acad. Sci. USA 75 : 5618-5622. 

Charlesworth, B. (1991). The evolution of sex chromosomes. Science 25 1 : 1030-1033. 

Clemson, C.M., McNeil, J.A., Willard, H.F. y Lawrence, J.B. (1996). XIST paints the inadive X 

chromosome at interphase : evidence for a novel RNA involved in nuclear/chromosome structure. J. 



Cell Biol. 132 : 259-275. 

Collins, A., Frezal, J., Teague, J. y Morton, N.E. (1996). A metric map of humans : 23,500 loci in 

850 bands. Proc. Nut. Acad. Sci. USA 93 : 1477 1-14775. 

Cooper, A. y Penny, D. (1997). Mass survival of birds across the cretaceous-tertiary boundary : 

molecular evidence. Science 275 : 1 109-1 1 12. 

Counce, SJ .  y Meyer, G.F. (1973). DifTkrentiation of the synaptonemal complex and the kinetochore 

in Locusta spermatocytes studied by whole mount electron microscopy. Chromosoma 44 : 23 1-253. 

Cracraft, J. (1981). Toward a phylogenetic classification of the recent birds of the world (Class 

Aves). Atrk 98 : 681-714. 

Croft, J.A. y Jones, G.H. (1986). Surface spreading of synaptonemal complexes in 1ocusts.I. 

Pachytene observations. Chromosoma 93 : 483-488. 

D'Hollander, F. (1904). Recherches sur I'ooghese et sur la structure et la signification du noyau 

vitellin de Balbiani chez les oiseaux. Arch. Anat. Micr. 7 : 1 17-1 80. 

De Boer, P. y de Jong, J.H. (1989). Chromosome pairing and fertility in mice. In : Fertility and 

chromosome pairing : Recent studies in plants and animals. CRC Press, Boca Raton. 

De Boer, L.E.M. (1976). The somatic chromosome complements of 16 species of Falconiformes 

(Aves) and the karyological relationships of the order. Genetica 46 : 77-1 13. 

De Boer, L.E.M. (1980). Do the chromosomes of the kiwi provide evidence for a monophyletic origin 

of the ratites? Nature 287 : 84-85. 

De Boer, L.E.M. y Sinoo, R.P. (1984). A karyological study of Accipitridae (Aves : Falconiformes), 

with karyotipic descriptions of 16 species new to citology. Genetica 65 : 89-107. 

de Boer, P. y de Jong, J.H. (1989). Chromosome pairing and fertilrty in mice. In : Gillies, C.B., ed. 

Fertility and chromosome pairing : Recent studies in plants and animals. Boca Raton : CRC Press 

37-76. 

De Lucca, E.J. (1984). Chromosomal evolution of South American Colurnbifomes (Aves). Genetica 

62 : 177-1 85. 

Del Mazo, J. Y Gil Alberti, L. (1986). Multistranded organization of the lateral elements of the 

synaptonemal complex in the rat and mouse. Cytogenet. Cell Genet. 4 1 : 2 19-224. 

Dietrich, A.JJ., van Marle, J., Heyting, C. and Vink, A.C.G. (1992). Ultrastructural evidence for a 

triple structure of the lateral element of the synaptonemal complex. J. Struct. Biol. 109 : 196-200. 

Dobson, MJ., Pearlman, R.E., Karasaiskakis, A., Spyropoulos, B. y Moens, P.B. (1994). 

Synaptonemal complex proteins : occurrence, epitope mapping and chromosome disjunction. J Cell 

Sci. 107 : 2749-2760. 



Dominguez-Steglich, M. y Schmid, M. (1993). Sex-linkage of the chicken omithine transcarbamilase 

gene. (1993). Hereditas 1 18 : 1-5. 

Dvoraik, J., Halverson, J.L., y Gulick, P. (1992). cDNA cloning of a 2- and W-linked gene in 

gallinaceous birds. J. Hered. 83 : 22-25. 

Ellis, N. y Goodfellow, P.N. (1989). The mammalian pseudoautosomal region. T. Genet. 5 : 406-410. 

Ellis, N., Yen, p., Neiswanger, K. Shapiro, LJ .  y Goodfellow, P.N. (1990). Evolution of the 

pseudoautosomal boundarie in Old World monkeys and great apes. Cell 63 : 977- . 
Endler, J.A. (1980). Natural selection on color patterns in Poecilia reticulata. Evolution 34 : 76-91. 

Evans, E.P., Breckon, G. y Ford, C.E. (1964). An air-drymg method for meiotic preparations from 

mammalian testes. Cyrogenetics 3 : 289-294. 

Evans, E.P., Burtenshaw, M.D. y Cattanach, B.M. (1982). Meiotic crossing-over between the X 

and Y chromosomes of the male mice carrying the sex reversing (sxr) factor. Nature 300 : 443-445. 

Feduccia, A. (1 995). Explosive evolution in tertiary birds and mammals. Science 267 : 637-638. 

Felsenstein, J. (1974). The evolutionary advantage of recombination. Genetics 78 : 737-756. 

Fenocchio, A.S., Bertollo, L.A., Takahashi, C.S. (1993). B-chromosome polymorphism in fishes of 

the genus Rhamda (Siluroidei, Pirnelodidae). First B-chromosome conference, Madrid, Espaiia. 

Fisher, R.A. (1935). The sheltering of lethals. Am. Nut. 69 : 446-455. 

Foresti, F., Oliveira, C., Almeida-Toledo, F.F. y Maistro, E.L. (1993). A survey on B-chromosome 

ocurrence in neotropical fishes. First B-chromosome conference, Madnd, Espaiia. 

Frederic, J. (1961). Contribution a l'etude du karyotype chez le poulet. Arch. Biol. 72 : 185-209. 

Gillies, C.B. (1972). Reconstruction of the Neurospora crassa pachytene karyotype fiom serial 

sections of synaptonemal complexes. Chromosoma 36 : 1 19-1 30. 

Gillies, C.B. (1 979). The relationships between synaptonemal complexes, recombination nodules and 

crossing over in Neurospora crassa bivalents and translocation quadrivalents. Genetics 91 : 1-17. 

Gillies, C.B. (1983). Ultraestructural studies of the association of homologous and nonhomologous 

parts of chro~nosomes in mid-prophase of meiosis in Zea mays. Maydica 28 : 265-287. 

Glamann, J. (1986). Crossing over in the male mouse as analysed by recombination nodules and bars. 

Carlsberg Nes. Commun. 5 1 : 143-1 62. 

Gorlov, I.P., Zhelezova, A.I. y Gorlova, 0. (1994). Sex differences in chiasma distribution along 

two marked mouse chromosomes : differences in chiasrna distribution as a reason for sex differences in 

recombination frequency. Genet. Res. Camb. 64 : 16 1-1 66. 

Green, D.M., Kezer, J. y Nussbaum, R.A. (1987). Supernumerary chromosome variation and 

heterochromatin hstribution in the endemic New Zealand frog, Leiopelma hochstteri. Chromosoma 



95 : 339-344. 

Green, D.M. (1990). Muller's ratchet and the evolution of supernumerary chromosomes. Genome 33 : 

81 8-824. 

Grifiiths, R., Daan, S. y Dijkstra, C. (1996). Sex identification in birds using two CHD genes. Proc. 

R. Soc. Lond. 263 : 1251-1256. 

Cuyer, M.F. (1916). Studies on the chromosomes of the common fowl as seen in testes and in 

embryos. Biol. Bull. 31 : 221-268. 

Haig, J. (1978). The accumulation of deleterious genes in a population - Muller's ratchet. Theor. 

Pop. Hiol. 14 : 25 1-267. 

Haldane, J.B.S. (1922). Sex ratio and unisexual sterility in hybrid animals. J; Genet. 12 : 101-109. 

Halverson J.L. y Dvoraik J. (1993). Genetic control of sex determination in birds and the potential 

for its manipulation. I'oultry Sci. 72 : 890-896. 

Hance, R.T. (1926). Sex and the chromosomes in the domestic fowl (Gallus domestictts). J. Morph. 

43 : 119-145. 

Hedin, M.C., Sudman, P.D. Greenbaum, I.F. y Sites, J.W. (1990). Synaptonemal complex 

analysis of sex chromosomes pairing in the common ground skink, Scincelb lateralis (Sauria, 

Scincidae). Copeia 1990 : 1 1 14-1 122. 

Henderson, S.A. (1 963). Chiasma distribution at diplotene in a locust. Heredity 18 : 173-1 90. 

Heng, H.Q., Tsui, L.C., Moens, PB. (1994). Organization of heterologous DNA inserts on the mouse 

meiotic chron~osome core. Chromosoma 103 : 40 1-407. 

Heng, H.Q., Chamberlain, J.W., Xiao-Mei Shi, Spyropoulos, B., Moens, P. (1996). Regulation of 

meiotic chromatin loop size by chromosomal position. Proc. Nat. Acad. Sci. (USA) 93 : 2795-2800. 

Hewitt, G.M. (1976). Meiotic drive for B-chromosomes in the primary oocytes of Myrmeleotettix 

macz~lalz~.~ (Orthoptera, Acrididae). C7hromosoma 56 : 38 1-39 1. 

Hewitt, G.M. (1979). Animal cytogenetics. 3. Insecta. 1. Orthoptera. Grasshoppers and crickets. 

Gebriidcr Horntraeger, Berlin. 

Hogan, K.M., Jarrel. G.H. Ryder, EJ., y Greenbaum, F.J. (1992). Heterosynapsis and axial 

equalization of the sex chromosomes of the northern bobwhite quail. C'ytogenet. Cell Genet. 60 : 13 1- 

134. 

Holm, P.B. y Rasmussen, S.W. (1980). Chromosome pairing, recombination nodules and chiasma 

formation in diploid Rombix males. Carlsberg Res. Commun.45 : 484-548. 

Hori, T., Suzuki, Y., Solovei, I., Saitoh, Y., Hutchison, N., Ikeda, J., Macgregor, H., Mizuno, S. 

(1996). Characterization of DNA sequences constituting the terminal heterochromatin of the chicken Z 



chromosome. Chrom. Res. 4 : 41 1-426. 

Howell, W.M. y Black, D.A. (1980). Controlled silver staining of nucleolus organizing regions with a 

protective coloidal developer : a 1-step method. Experientia 36 : 1014-101 5. 

Hughes, G.C. (1963). The population of germ cells in the developing female chick. J. Embtyol. f ip. 

Morphol. 1 1 : 5 13-536. 

Hutchison, N. (1987). Lampbrush chromosomes of the chicken, Gallus domesticus. J Cell Biol. 

105 : 1493-1500. 

Jafaar, H., Gabriel-Robez, 0. y Rumpler, Y. (1993). Chromosomal anomalies and disturbance of 

transcriptional activity at the pachytene stage of meiosis : relationship to male sterility. Cytogenet. 

Cell Genet. 64 : 273-280. 

Johanisson, R. y Winking, H. (1994). Synaptonemal complexes of chains and rings in mice 

heterozygous for multiple Robertsonian translocations. Chrom. Res. 2 : 137-145. 

John, B. y Lewis, K.R. (1965). The meiotic system. Protoplasmatologia VI/Fl. Berlin-Heidelberg- 

New york : Springer 

Jones, G.H. (1987). Chiasmata. In : Moens, P.B., ed. Meiosis. London : Academic Press, pp. 213- 

244. 

Jones, G.H. y Croft, J.A. (1989). Chromosome pairing and chiasma formation in spermaticytes and 

oocytes of Dendrocoelum lacteum (Turbellaria, Tricladida) ; a cytogenetical and ultraestmdural 

study. Heredity 63 : 97-106. 

Jones, C.H. y d'Azkue, D. (1 993). Synaptonemal complex karyotyping : an appraisal based on a 

study of Crepis cnpillaris. Chromosome Res. 1 : 197-203. 

Jones, R.N. y Rees, H. (1982). B-chromosomes. London : Academic Press. 

Jones, R.N. y Puertas, MJ. (1995). Los cromosomas B. En : Seminarios de citogenhtica (eds. J .  

Gosalves y C. Garcia de la Vega). Servicio de publicaciones de la Universidad Authoma de Madrid 

91-123. 

Kaelbling, M. y Fechheimer, N.S. (1983). Synaptonemal complexes and the chromosome 

complement of the domestic fowl, Gallus domesticus. Cytogenet. Cell Genet. 35 : 87- 

Kallman, K.D. (1970). Sex determination and restriction of sex-linked pigments patterns to the X and 

Y chromosomes in populations of a poeciliid fish, Xiphophorus maculatus, from the Belize and Sibum 

rivers of British Honduras. Zoologica 55 : 15 1-190. 

Kaymo, H. (1971). Accumulation of B-chromosomes in the germ line of Locusta migraforla. 

Hercdiry 27 : 1 19-1 27. 

Keitges, E., Rivest, M., Siniscalco, M. y Gartler, S.M. (1985). X-linkage of steroid sulfatase in the 



mouse is evidence for a functional Y-linked allele. Nature 3 15 : 226-227. 

Kezer, J. Sessions, S.K. y Leon, P. (1989). 7he meiotic structure and behavior of the strongly 

heterochromatic XY sex chromosomes of morphological plethodontid salamanders of the genus 

Oedipina. Chromosoma 83 : 397-442. 

Kierszenbaum, A. Y Tres, L. (1974). Nucleolar and perichromosomal RNA sinthesis during meiotic 

prophase in the mouse testis. J Cell Biol. 60 : 39-53. 

Kodama, H., Saitoh, H., Tone, M., Kuhara, S., Sasaki, Y. y Mizuno, S. (1987). Nucleotide 

sequences and unusual electrophoretic behavior of the W chromosome-specific repeating DNA units of 

the domestic fowl, Gallus gallus domesticus. Chromosoma 96 : 18-25. 

Kohler, D.C., Schaadt, C.P. y Vekemans, MJJ. (1989). Chromosome banding studies of the 

osprey, Pandion halietus (Aves, Falconiformes). Genome 32 : 1037-1040. 

Kunkel, L.M. y Smith, K.D. (1982). Evolution of human Y-chromosome DNA. Chromosoma 86 : 

209-228. 

Lacadena, J.R. (1996). Citogenttica. Editorial complutense, Madrid. 

Laurie, D.A. y Hulten, M. (1985). Further studies on chiasma distribution and intehrence in the 

human male. Ann. Human. Genet. 49 : 203-2 14. 

Lawrie, N.M., Tease, C. y Hulthn, MA. (1995). Chiasma frequency, distribution and interference 

maps of mouse autosomes. Chromosoma 140 : 308-314. 

Levin, I., Crittenden, L. y Dodgson, J. (1993). Genetic map of the chicken Z chromosome ising 

random amplified polymorphic DNA (RAPD) markers. Genomics 16 : 224-230. 

Levin, I., Santagelo, L. Cheng, H. Crittenden, L.B. y Dodgson, B. (1994). An autosomal genetic 

linkage map of the chicken. JHered. 85 : 79-85. 

Loyez, M. (1906). Recherches sur le developpement ovarien des oeufs meroblastiques a vitellus 

nutritif abondant . Arch. Anat. Micr. 8 : 69-397. 

Luykx, P. (1974). The organization of meiotic chromosomes. In : The Cell nucleus. Vol. 11. Edited by 

H. Busch. Academic Press, NY. p. 163. 

Lyon, M.F. ( 196 1 ). Gene action in the X-chromosome of the mouse (Mas musculus L.). Nature 190 : 

372-373. 

Lyon, M.F. ( 1992). Some milestones in the history of X-chromosome inactivation. Annu. Rev. Genct. 

26 : 17-28. 

Maguire, M.P. (1 974). The need for a chiasma binder. J Theroet. Biol. 48 : 485-487. 

Maguire, M.P. (1990). Sister chromatid cohesiveness : vital function, obscure mechanism. Biochem. 

Cell Biol. 68 : 123 1-1242. 



Maguire, M.P. (1995). Is the synaptonemal complex a disjunction machine. J. Hered. 86 : 330-340. 

Maynard Smith, J. (1978). Some consequences of sex and recombination-I1 : The Muller's ratchet. 

In : The evolution of sex. Cambridge University Press. 

Mayr, B. y Auer, H. (1988). A method to induce Giemsa staining resistance of avian W 

chromosomes : detection of an additional W chromosome in a turkey. Genome 30 : 395-398. 

McCarrey, J.R. y Dilworth, D.D. (1992). Expression of Xist in mouse germ cells correlates with X- 

chromosome inactivation. Nature Genet. 2 : 200-203. 

McClintock, B. (1933). The asociation of non-homologous parts of chromosomesin the mid-prophase 

meiosis in Zea mays. Zeitchrifrfirr Zellforschung und mikroskopische Anatomie 19 : 192-237. 

Mengden, C.A. (198 1). Linear differentiation of the C-band pattern of the W chromosome in snakes 

and birds. Chromosoma 83 : 275-287. 

Mengden, C.A. y Stock, A.D. (1980). Chromosomal evolution in serpentes ; a comparison of G and 

C chromosome banding patterns of some colubrids and boid genera. Chromosoma 79 : 53-64. 

Meuwissen, R.L., Offenberg, H.H., Dietrich, AJ., Riesewijk, A. Van Iersel, M. y Heyting, C. 

(1992). A coiled-coil related protein specific for synapsed regions of meiotic prophase chromosomes. 

EMB0,J. 11 : 5091-5100. 

Miller, R.A. (1938). Spermatogenesis in a sex-reversed &male and in normal males of the domestic 

fowl, Gallus domesticus. Anat. Record 70 : 155-1 83. 

Minezawa, M., Harada, M., Jordan, O.C. y Borda, J. (1985). Cytogenetics of bolivian endemic red 

howler monkeys (Alouatta seniculus sara) : accesory chromosomes and Y-autosome translocation 

related numerical variations. Kyoto Univ. Overseas Res. Rep. of New World monkeys 5 : 7-16. 

Miura, I., Ohtani, H., Kashiwagi, A., Hamada, H., Nakamura, M. (1996). Structural differences 

between between XX and ZW sex lampbrush chromosomes in Rana rugosa &males (Anura : 

Ranidae). Chromosoma 105 : 237-241. 

Moens, P.B. y Spyropoulos, B. (1995). Inmunocytology of chiasrnata and chromosomal disjunction 

at mouse meiosis. Chromosoma 104 : 175-182. 

Monesi, V. (1965). Differential rate of ribinucleic acid synthesis in the autosomes and sex 

chromosomes during male meiosis in the mouse. Chromosoma 17 : 1 1-2 1. 

Moroi, Y. Peebles, C., Fritder, MJ., Steigenvald, J. y Tan, E.M. (1980). Autoantibody to 

centromere (kinetochore) in scleroderma sera. Proc. Nut. Acad. Sci. USA 77 : 1627-1 63 1. 

Moses, M J. (1956). Chromosomal structures in crayfish spermatocytes. Journal oJ'Riophysica1 and 

Biochemical Cytology 2 : 2 15-2 1 8. 

Moses, MJ. (1968). The synaptinemal complex. Ann. Rev. Genet. 2 : 363-368. 



Moses, M J. (1977a). The synaptonemal complex and meiosis. Ea : Molecular human cytogenetics. 

Sparkes, R., Comings, D. y Fox. F., Eds. Academic Press Inc. 

Moses, M.J. (1977b). Synaptonemal complex karyotyping in spennatocytes of the Chinese hamster 

(Cricetulus griseus).I. Morphology of the autosomal complement in spread preparations. 

Chromosoma 60 : 99-125. 

Moses, MJ. (1977~). Synaptonemal complex karyatyping in spennatocytes of the Chinese hamster 

(Cricetulus griseus).II. Morphology of the XY pair in spread preparations. Chromosoma 60 :127- 

137. 

Moses, MJ.  y Poorman, P.A. (1981). Synaptonemal complex analysis of mouse chromosomal 

rearrangements. 11. Synaptic Adjustment in a tandem duplication. Chromosoma 8 1 : 5 19-535. 

Moses, MJ., Slatton, G.H., Gambling, T.M. y Starmer, C.F.R. (1977). Synaptonemal complex 

karyotyping in spermatocytes of the Chinese hamster (Cricetulus griseus).III. Quantitative evaluation. 

Chromosoma 60 : 345-375. 

Moses, M.J., Poorman, P.A., Roderick, T.H. y Davisson, M.T. (1982). Synaptonemal complex 

analysis of mouse chromosomal rearrangements. 1V.Synapsis and synaptic adjustement in two 

paracentric inversions. Chromosoma 84 : 454-474. 

Moses, M.J., Dresser, M. y Poorman, P.A. (1984). Composition and role of the synaptonemal 

complex. In : <70ntrolling events in meiosis. Vol. 38. Edited by C.W. Evans and H.G. Dickenson. The 

Company of Biologists, Cambridge, U.K.. pp. 245-270. 

Muller, HJ. (1918). Genetic variability, twin hybrids and constant hybrids, in a case of balanced 

lethal factors. Genetics 3 : 422-499. 

Muller, HJ. (1 964). The relation of recombination to mutational advance. Mutat. Res. 1 : 2. 

Mfintzig, A. (1963). Effects of accesory chromosomes in diploid and tetraploid rye. Hereditas 49 : 

371-426. 

Miintzig, A. (1974). Accesory chromosomes. Ann. Rev. Genet. 8 : 243-266. 

Muro, Y., Masumoto, H., Yoda, K. Nozaki, N. Ohashi, M. y Okazaki, T. (1992). Centromere 

protein B assembles human centromeric a-satellite DNA at the 17-bp sequence, CENP-B box. J Cell 

Biol. 1 16 : 585-596. 

Nardi, I., Andronico, F., de Lucchini, S. y Batistoni, R (1986). Cytogenetics of the European 

plethodonthid salamanders of the genus Hydromantes (Arnphibia, Urodela). Chromosoma 94 : 377- 

388. 

Nei, M. (1969). Linkage mdfication and the sex difbrence in recombination. Genetics 63 : 681-699. 

Nei, M. (1975). 



Nicklas, B.M. (1961). Recurrent pole to pole movements of the sex chromosomes during 

prometaphase I in Melanoplus diflerentialis spermatocytes. Chromosoma 12 : 97-1 15. 

Ohno, S. ( 196 1). Sex chromosomes and microchromosomes of Gallus domesticus. Chromosoma 1 1 : 

484-498. 

Ohno, S. (1967). Sex chromosomes and sex-linked genes. Springer Verlag, Berlin. 

Ohno, S., Stenius, C., Christian, L.C., Wak, W y Be& M.L. (1964). Chromosomal uniformity 

in the avian subclass Carinatae. Chromosoma 15 : 280-288. 

Oliveira, C., Foresti, F., Rigolino, M.G. y Tabata, Y.A. (1995). Synaptonemal complex analysis in 

spermatocytes and oocytes of rainbow trout, Onchorhynchus mykiss (Pisces, Salmonidae) : the 

process of autosome and sex chromosome synapsis. Chromosome Res. 3 : 182-190. 

Olmo, E. (1986). Reptilia. En : Animal Cytogenetics. John, B., Bauer, H., Kayano, H. y levan, A., 

Eds., Vol. 4 : Chordata 3, G. Bomtraeger, Berlin-Stuttgart. 

Olmo, E., Capriglione, T. y Odierna, G. (1989). Genome size evolution in vertebrates : trends and 

constraints. Comp. Biochem. Physiol. 92 : 447-453. 

Park, E.H. y Grimm, M. (198 1). Distribution of C-band heterocromatin in the ZW sex chromosomes 

of European and American eels (Anguillidae, Teleostomi). Cytogenet. Cell Genet. 3 1 : 167-174. 

Peterson, D.G., Stack, S., Healy, S.M., Donohue, J.L. y Anderson, L.K. (1994). The relationship 

between synaptonemal complex lenght and genome size in four vertebrate classes (Osteichthyes, 

Reptilia, Aves, Mammalia). Chrom. Res. 2 : 153-162. 

Pigod, M.I. y Solari, AJ.  (1994). Regular segregation of the XYIYz trivalent and univalency in 

male meiosis of Artibeus lituratus (Phyllostomidae, Chiroptera). Biocell 18(1) : 4 1-47 (1 994). 

Pluta, A.F., Mackay, A.M., Ainsztein, A.M., Goldberg, I.G., Earnshaw, W.C. (1995). The 

centromere : hub of chromosomal activities. Science 270 : 159 1-1 594. 

Polani, E.P. ( 1972). Centromere localization at meiosis and the position of chiasmata in the male and 

female mouse. ( 'hromosoma 36 : 343-374. 

Pollock, D.L. y Fechheimer, N.S. (1978). The chromosomes of cockerels during meiosis. Cytogenet. 

Cell <;enet. 2 1 : 267-28 1. 

Poorman, P.A., Moses, MJ., Russel, L.B. y Cacheiro, N.L.A. (1981a). Synaptonemal complex 

analysis of mouse chromosome rearrangernets. I. Cytogenetic observations on a tandem duplication. 

Chromosoma 8 1 : 5 07-5 1 8. 

Poorman, P.A., Moses. MJ., Davisson, M.T. y Roderick, T.H. (1981b) Synaptonemal complex 

analysis of mouse chromosomal rearrangements. 1II.Cytogenetic observations on two paracentric 

inversions. ('hromo.~oma 83 : 4 19-429. 



Rahn, M.I. y Solari, AJ .  (1986). Recombination nodules in the oocytes of the chicken, Gallus 

domcsticus. ('jrtogenet. Cell Genet. 43 : 187-1 93. 

Randolph, L.F. (1928). Types of supernumerary chromosomes in maize. Anat. Rec. 41 : 102. 

Rappold, G.A. (1993). The pseudoautosomal regions of the human sex chromosomes. Hum. Genet. 

92 : 315-324. 

Reader, C. y Solari, AJ. (1969). The histology and cytology of the seminiferous epithelium of the 

mouse with Searle's X-autosome translocation. Acta physiol. Latamer. 19 : 249-256. 

Reed, K.M., Sudman, P.D., Sites, J. W. y Creenbaum, I.F. (1990). Synaptonernal complex analysis 

of sex chromosomes in two species of Sceloporus. Copeia 1990 : 1 122-1 129. 

Rice, W. (1987). Genetic hitchhiking and the evolution of reduced genetic activity of the Y sex 

chromosome. Genetics 1 16 : 16 1-167. 

Rice, W. (199 1). Sexually antagonistic genes : experimental evidence. Science 256 : 1436-1439. 

Rice, W. (1994). Degeneration of a nonrecombining chromosome. Science 263 : 230-232. 

Rodionov, A.V., Myakoshina, A,, Chelysheva, LA. Solovei, I. y Gaginskaya, E. (1991). 

Chiasmata on lampbrush chromosomes of Gallus domesticus : a cytogenetic study of recombination 

frequency and linkage group lengths. Genetika 28 : 53-63. 

Rothfels, Id, Aspden, M., y Mollison, M. (1963). The W chromosome of the budgerigar, 

Melopsitams undzilatus. Chromosoma 14 : 459-467. 

Ryttman, H., Tegelstriim, H. y Jansson, H. (1975). G- and C-banding in four related Lams species 

(Aves). Heredity 9 1 : 143-148. 

Sachs, L. (1955). The possibilities of crossing-over between the sex-chromosomes of the house mouse. 

Geneticn 27 : 309-322. 

Saitoh, H. y Mizuno, S. (1992). Distribution ofXhoI and EcoRI family repetitive DNA sequences 

into separate domains in the chicken W chromosome. Chromosoma 101 : 474-477. 

Saitoh, Y., Ogawa, A., Hori, T., Kunita, R. y Mizuno S. (1993). Identification and localization of 

two genes on the chicken Z chromosome : implication of evolutionary conservation of the Z 

chromosome among avian species. Chromosome Res. 1 : 239-25 1. 

Sapre, A.B. y Deshpande, D.S. (1987). Origin of B-chromosomes in Coix L. through interspecific 

hybridization. J. Hered. 78 : 191-196. 

Schmid, M., Olert, J. y Klett, C. (1979). Chromosome banding in Amphibia. 111. Sex chromosomes 

in Tritztrus. Chromosoma 71 : 29-55. 

Schmid, M., Haaf, T., Geile, B. y Sims, S. (1983). Chromosome banding in Amphibia. VIII. An 

unusual XYm-sex chromosome system in Gastrotheca riobambae (Anura, Hylidae). Chromosoma 



88 : 69-82. 

Schmid, M., Steinlen, C., Feichtinger, W., de Almeida C.G. y Duellman, W.E. (1988). 

Chromosome banding in Amphibia.XI11. Sex chromosomes, heterochormatin and meiosis in marsupial 

frogs (Anura, Hylidae). Chromosoma 97 : 33-42. 

Schmid, M., Enderle, E., Schindler, D. y Schempp, W. (1989) Chromosome banding and DNA 

replication patterns in bird karyotypes. Cytogenet. Cell Genet. 52 : 139-146. 

Schmid, W. (1962). DNA replication patterns of the heterochromosomes in Gallus domesticus. 

Cytogenetics 1 : 344-352. 

Sharp, P. (1982). Sex chromosome pairing during male meiosis in marsupials. Chromosoma 86 : 27- 

47. 

Sherman, J.D. y Stack, S.M. (1992). Two-dimensional spreads of the synaptonemal complexes from 

solanaceous p1ants.V. Tomato (Lycopersicon esculentum) karyotype and idiogram. Genome 35 : 354- 

359. 

Sherman, J.D., Herikoff, L.A. y Stack, S.M. (1992). Silver staining two types of recombination 

nodules. Genome 35 : 907-9 15. 

Sherman, J.D. y Stack, S.M. (1995). Two-dimensional spreads of the synaptonemal complexes from 

solanaceous plants. VI. High-resolution recombination nodule map for the tomato (Lycopersicon 

esculentum). Genetics 14 1 : 683-708. 

Shoffner, R.N. (1974). The chromosomes of birds, en The Cell Nucleus. Busch, H .  Ed. Academic 

Press, New York 223-261. 

Sibley, C.G. y Ahlquist, J.E. (1990). Phylogeny and classiJication of birds. A study in molecular 

evolzi/ion. Yale University Press. 

Solari, A.J. (1970a). Spatial relationship of the X and Y chromosomes during meiotic prophase in 

mouse spermatocytes. Chromosoma 29 : 2 17-236. 

Solari, A.J. (1970b). The behavior of chromosomal axes during diplotene in mouse spermatocytes. 

Chromosoma 3 1 :2 17-230. 

Solari, A.J. (197 1). The behavior of chromosomal axes in Searle's translocation. Chromosoma 34 : 

99-1 12. 

Solari, A.J. (1973). The behavior of chromoso ma1 axes during male meiotic prophase. En : The 

regulation of mammalian reproduction. S.J. Segal, R. Crozier, P.A. C o h a n  y P.G. Condliffe eds. 

C. Thomas Pub., Springfield, p. 91-99. 

Solari, A J. ( 1974a). The behavior of the XY pair in mammals. Inl. Rev. Cytol. 38 : 273-3 17. 

Solari, AJ.  (1974b). The relationships between the chromosomes and axes in the chiasmatic XY 



Armenian hamster (Cricetulus migratorius). Chromosoma 48 : 89-106. 

Solari, A.J. (1977). Ultrastructure of the synaptic autosomes and the ZW bivalent in chicken oocytes. 

Chromosoma 64 : 155- 165. 

Solari, A.J. (1980a). Synaptonemal complexes and associated structures in microspread human 

spennatocytes. Chromosoma : 3 15-337. 

Solari, AJ.  (1980b). Recombination bars in human synaptonemal complexes spreads with sodium 

dodecyl sulfate. Actas V Congr. Latinoam. Gendtica 1 15-1 23. 

Solari, A.J. (1981). Chromosomal axes during and after diplotene. Int. Cell. Biol. Pap. Int. Congr. 

Cell Biol. 2d0 1980. 178-186. 

Solari, A.J. (1989). Sex chromosome pairing and &rtility in the heterogametic sex of mammals and 

birds. En : Fertility and chromosome pairing : recent studies in plants and animals. C.B. Gillies Ed. 

CRC Press, Boca Raton, Florida, p. 78-107. 

Solari, A.J. (1992). Equalization of Z and W axes in chicken and quail oocytes. Cytogenet. Cell 

Gene!. 59 : 52-56. 

Solari, AJ.  (1994). Sex chromosomes and sex determination in vertebrates. CRC Press, Boca 

Raton, Florida. 

Solari, A.J. y Bianchi, N.O. (1975). The synaptic behaviour of the X and Y chromosomes in the 

marsupial Monodelphis dimidiata. Chromosoma 52 : 1 1-25. 

Solari, A.J. y Counce, S. (1977). Synaptonemal complex karyotyping in Melanoplus dijierentialis. J 

Cell. Sci. 26 : 226-250. 

Solari, A.J. y Rahn, M.I. (1985). Asymmetry and resolution of the synaptonemal complex in the XY 

pair of Chinchilln loniger. Genetica 67 : 63-71. 

Solari, A.J. y Agopian, S. (1987). Recombination nodules, synaptonemal complexes and 

heterocromatin in the hemipteran Triatoma infestans. Microscopia Electronics y Biologia Celular 

11 : 179-195. 

Solari, AJ. y Tandler, CJ. (1991). Presence of a centromeric filament during meiosis. Genome 34 : 

6-888-894. 

Solari, A.J. y Pigozzi, M.I. (1993). Recombination nodules and axial equalization in the ZW pairs of 

the Peking duck and the Guinea fowl. Cytogenet. Cell. Genet. 64 : 268-272. 

Solari, A. J. y Pigozzi, M. I. (1994) Fine structure of the XY body in the XYlYz trivalent of the bat 

Artibelts lituratus. Chrom. Res. 2 (1) : 53-58. 

Solari, AJ., Dresser, M.E. (1995). High resolution cytological localization of the Xhol and EcoRI 

repeat sequences in the pachytene ZW bivalent of the chicken. Chrom. Res. 3 : 87-93. 



Solari, A.J., Fechheimer, N.S. y Bitgood, JJ. (1988). Pairing of ZW gonosomes and the localized 

recombination nodule in two Z-autosome translocations in Gallus domesticus. Cytogenet. Cell Genet. 

48 :130-136. 

Solari, Ad., Espinosa, M.B., Vitullo, A.D. y Merani, M.S. (1989). Meiotic behaviour of 

gonoson~ically variant females of Akodon azarae (Rodentia, Cricetidae). Cytogenet. Cell Genet. 52 : 

57-6 1.  

Solari,A.J., Thorne, M.H. y Sheldon, B.L. (1991). Synaptonemal complexes of triploid (ZZW) 

chickens : 2-2 pairing predominates over 2-W pairing. Genome 347 : 7 18-726. 

Solari, A.J., Merani, M.S. y Burgos, M.H. (1993). Dissociation of the synaptonemal complex in the 

XY body of Galea musteloides (Rodentia, Caviidae). Biocell 17 : 25-37. 

Solovei, I.V., Khutinayeva, M.A., Chelysheva, LA., Rodionov, A.V. y Gaginskaya, E.R. (1990). 

Lampbrush sex bivalents in birds : identification and structure. Tsitologiya 32 : 816-823. 

Solovei, I., Gaginskaya, E., Hutchison, N. y Macgregor, H. (1993). Avian sex chromosmes in the 

lampbrush form : the ZW lampbrush bivalents from six species of birds. Chrom. Res. 1 : 153-166. 

Speed, R.M. (1977). The effects of ageing on the meiotic chromosomes of male and &male mice. 

Chromosoma 64 : 241-254. 

Speed, R.M. (1982). Meiosis in the f&al mouse ovary. I. An analysis at the light microscope level 

using surface spreading. Chromosoma 85 : 427-437. 

Speed, R.M. (1986). Oocyte developement in XO foetuses of man and mouse : the possible role of 

heterologous X-chromosome pairing in germ cell survival. Chromosoma 94 : 1 15-124. 

Stack, S. (1984). Heterochromatin, the synaptonemal complex and crossing over. J. Cell Sci. 71 : 

159-176. 

Stack, S. y Anderson, L.IC(1986). Two-dimensional spreads of the synaptonemal complexes from 

solanaceous plants. 11. Synapsis in Lycopersicon esculentum (tomato). Amer. J. Bot. 73 : 264-281. 

Stack, S., Anderson, L.K. y Sherman, J.D. (1989). Chiasmata and recombination nodules in Lilium 

longrJ2orzim. Genome 32 : 486-498. 

Stephenson, E.M., Robinson, E.S. y Stephenson, N.G. (1972). Karyotype variation within the genus 

Leiopelma (Amphibia : Anura). Can. J. Genet. Cytol. 14 : 69 1-702. 

Stephos, K. y Arrighi, F.E. (1971). Heterochromatic nature of W chromosome in birds. Exp. Cell 

R ~ s .  68 : 228-23 1 .  

Stock, A.D. y Bunch, T.D. (1982). The evolutionary implications of chromosome banding pattern 

homologies in the bird order Galliformes. Cytogenet. Cell Genet. 34 : 136-1 48. 

Suka, N., Shinohara, Y., Saitoh, Y. Saitoh, H., Ohtomo, Id, Harata, M., Shpigelman, E. y 



Mizuno, S. (1993). W-heterochromatin of chicken ; its unusual DNA components, late replication, 

and chromatin structure. Genetica 88 : 93-105. 

Sumner, A.T. (1972). A simple technique for demonstrating centromeric heterochromatin. Exp. Cell 

Rm. 75 : 304-306. 

Switonski, M., Gustavsson, I., Hiijer, K. y Plkn, L. (1987). Synaptonernal complex analysis of the 

B-chromosomes i spermatocytes of the silver fbx (Vulpes vulpes Desm.). Cytogenet. Cell Genet. 45 : 

84-92. 

Sybenga, J. (1975). Meiotic configurations. Monographs on teorethical and applied genetics. Vol. I .  

Springer-Verlag. 

Takagi, N., Sasaki, M. (1 974). A phylogenetic study of bird karyotypes. Chromosoma 46 : 9 1-1 20. 

Takagi, N., Itoh, M. y Sasaki, M. (1972). Chromosome studies in four species of Ratitae (Aves). 

Chromosoma 36 : 28 1-291. 

Tandler, C J .  y Solari, AJ .  (1991). An "axis-like" material in the centromeric region of metaphase-I 

chromosomes from mouse spermatocytes. Genetica (The Hague), 84 : 39-49. 

Tegelstriim, H. y Ryttman H. (1981). Chromosomes in birds (Aves) : evolutionary implications of 

macro- and microchromosome numbers and lengths. Hereditas 94 :225-233. 

Tiersch, T.R. y Wachtel, S.S. (1991). On the evolution of genome size in birds. J. Hered. 82 : 363- 

368. 

Toder, R., Rumpler, Y., von Holst, D., y Schempp, W. (1993). An X-Y homologous pairing 

segment in tree shrews (Tupaia). Cytogenet. Cell Genet. 63 : 135-140. 

Tone, M., Sakaki, Y., Hashiguchi, T. y Mi ino ,  S. (1984). Genus specificity and extensive 

methylation of the W chromosome-specific repetitive DNA sequences from the domestic fowl, Gallus 

galltls domesticus. Chromosoma 89 : 228-237. 

Venturini, G., D'Ambrogi, R and Capanna, E. (1986). Size and structure of the bird genome :i. 

DNA contentof 48 species of neognathae. Comp. Biochem. Physiol. 85 : 6 1-65. 

von Wettstein, D., Rasmussen, S.W. y Holm, P.B. (1984). The synaptonemal complex in genetic 

segregation. An. Rev. Genet. 1 8 : 33 1-4 13. 

Wagenmann, M., Epplen, J.T., Bachmann, K., Engel, W. y Engel, J. (1981). DNA sequence 

organisation in relation to genome size in birds. Experientia 37 : 1274-1276. 

Wallace, H. y Wallace, B.M.N. (1995). Complete meiotic pairing of crested newt chromosomes. 

Genome 38 : 1105-1111. 

Wang, L.H., Collins, A., Lawrence, S., Keats, BJ .  y Morton, N.E. (1994). Integration of gen 

maps : chromosome X. Genomics 22 : 590-604. 



Weber, B., Weissenbach, J., Schempp, W. (1988). X-Y crossing-over in the chimpanzee. Hum. 

Genet. 80 : 30 1-303. 

Weith, A. y Traut, W. (1980). Synaptonemal complexes with associated chromatin in a moth, 

Ephestin htehniella Z. Chromosoma 78 : 275-29 1. 

WestergaHrd, M. y von Wettstein, R. (1972). The synaptonemal complex. Ann. Rev. Genet. 6 : 71- 

110. 

Wettstein, R. y Sotelo, AJ. (1967). Electron microscope serial reconstruction of the spermatocyte I 

nuclei at pachytene. J. Microscopie. 6 : 557-576. 

White, M J.D. (1973). Animal cytology and evolution. 3" ed. Cambridge Univ. Press, Cambridge, 

U.K. 

Wilkes, T.M., Francki, M.C., Langridge, P. Karp, A., Jones, N. y Forster, J.W. (1995). Analysis 

of rye B-chromosome structure using fluorescence in situ hibridization (FISH). Chrom. Res. 3 : 466- 

472. 

Willard, H.F. (1 990). Centromeres of mammalian chromosomes. Trends Genet. 6 : 4 10-41 6. 

Wolf, U., Schempp, W. y Scherer, C. (1992). Molecular biology of the human Y chromosome. Rev. 

Physiol. 8iochc.m. Pharmacol. 12 1 : 147-2 13. 

Yamamoto, T. (1 963). Induction of functional sex reversal in genotypic males of the medaka, Oryzias 

latipcs. (;eneNc.s 48 : 293-306. 

Yunis, EJ., Torres de Caballero, O.M., Ramirez, C. y Ramirez, ZE. (1976). Chromosomal 

variation in the primate Alouatla seniculus seniculus. Folia primatol. 25 : 2 15-224. 

Zickler, D. (1977). Development of the synaptonemal complex and the "recombination nodules" 

during melotic prophase in seven bivalents of the fungus Sordaria macrospora. Chromosoma 61 : 

289-3 16. 


	Portada
	Agradecimientos
	Resumen
	Abstract
	Índice
	Índice de Figuras
	I. Introducción
	II. Materiales y Métodos
	III. Resultados
	IV. Discusión
	V. Conclusiones
	Apéndice
	Bibliografía

