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SUMMARY

A method for the sequential study of synaptonemal complexes by light and

electron microscopy has been used to characterize the synaptic process in mouse

(Mus musculus) spermatocytes and oocytes. Pre- and post-synaptic figures can be

easily identified.

INTRODUCCIO

El complex sinaptinemic (CS), localitzat

entre els dos cromosomes homolegs, es una

estructura formada per dos elements late-

rals densos als electrons i un element cen-

tral (Fig. 1). El principal component

d'aquests elements son protefnes . La mor-

fologia del CS es basicament la mateixa en

totes les especies estudiades : cranc, ratoli,

hamster , home, lemur, etc. (Moses, 1968,

1969; Solari i Tres, 1970; Wettstein i Sote-

lo, 1971; Solari i Moses, 1973; Solari,

1972, 1974).

S'ha discutit la seva funcio pero se'l re-

coneix com un component estructural regu-

lar i necessari dels bivalents paquitenics en

organismes que presenten entrecreuament

(Moses, 1968, 1969; Westergaard i Von

Wettstein , 1972; Gillies, 1975).
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Durant un temps, 1'estudi del CS s'ha

realitzat en tails nuclears seriats a Micros-

copia Electronica (ME) (Wettstein i Sotelo,

1967; Moens, 1973) i amb metodes cito-

quimics (Sheridan i Barnett, 1969; Espon-

da i Stocker, 1971) pero les tecniques son

diftcils i els resultats molt limitats. L'any

1973 Counce i Meyer varen descriure un

metode d'extensio dels espermatocits pri-

maris de cranc que fou adaptat per Moses

(1977a) a espermatocits de mamifer.

Aquesta tecnica permet obtenir prepara-
tions que poden esper estudiades at mi-

croscopi optic i a 1'electr6nic (Moses,

1969, 1977, 1977b; Moses i col., 1977c;

Fletcher, 1979; Pathak i Hsu, 1979; Tres,

1979; Solari, 1980).

L'estudi sequential dell C. S. al micros-
copi optic i electronic (Dresser i Moses,
1980) amb les modificacions introduides
per Navarro i col. (1981), que permeten se-
leccionar les cel•lules at microscopi optic i
estudiarles al microscopi electronic, repre-
senten un avenc molt important per a 1'es-
tudi de la meiosi. El desenvolupament i
comportament dels C. S. al microscopi op-
tic i microscopi electronic ha estat descrit
per diversos autors (Tres, 1977, 1979; Mo-
ses, 1977a; Solari i Counce, 1977; Dresser i
Moses, 1980) en la poblacio de cel•lules
testiculars que es heterogenea i asincroni-
ca. La caracteritzacio dels diferents estadis
de la profase I es basa en la morfologia de
diversos components nuclears tals com els
eixos del parell XY, el comportament de
les estructures nuclears, la presencia d'ele-
ments axials senzills, etc. Encara que
aquestes considerations son valides, poden
donar Iloc a falses interpretacions.
Nomes hi ha un estudi que s'ha dut a

terme en una poblacio cellular relativa-

ment sincronica (Dietrich i Mulder, 1981)

al microscopi optic. Aquesta sincronitza-

cio la consegueixen destruint les esperma-

togonies en fase S amb hidroxiurea. Encara

que aquest metode permet l'analisi succe-
siu dels diferents estadis de la meiosi no es
descarta la possibilitat de que alguns esper-
matocits tambe hagin sigut afectats.

Les diferencies que existeixen entre els
resultats de Dresser i Moses (1980) i els de
Dietrich i Mulder (1981) consisteixen en la
presencia d'elements laterals sense apare-
llar (Dresser i Moses, 1980) o absencia dels
mateixos (Dietrich i Mulder, 1981) a 1'estat
presinaptic i en 1'existencia de diferencies
entre els elements axials a cigote i diplote.
Els ultims autors comentaven al final del
seu treball: "Seta necessari un estudi al mi-
croscopi electronic per aclanr el proble-
ma...". Per intentar solventar el problema
plantejat mes amunt, hem dut a terme un
estudi del C. S. en ratolins joves desde que
comentaven la meiosi fins a la madurac16
emprant mascles de 7 a 40 dies i femelles
desde 17 dies de gestacio a I dia d'edad.

Pel que es refereix als oocits, els units
treballs realitzats fins el moment son 1'es-
tudi del noduls de recombinacio en tails
d'oocits humans (Stahl i Mirre, 1981) i
1'analisi at microscopi optic dels C. S. en
oocits de ratoll (Speed, 1982).

MATERIAL I METODES

Material

El material testicular s'ha obtingut d'es-
permatocits de ratolins mascles (Mus mus-
culus) sacrificats desde 7 fins a 40 dies
d'edat.

Els oocits s'obtenen d'ovaris de fetus de
17 a 19 dies d'edat i de nounats, conside-
rant com a dia 0 de gestacio el dia que
apareix el tap vaginal. Les femelles pre-
nyades es sacnifiquen per dislocacio cervi-
cal, s'extrauen els fetus i es determina el
sexe segons l'aspecte morfologic del tracte
genital.
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Preparacio dels

portaobjectes

Els portaobjectes es sumergeixen en una

solucio de sabo alcali, es deixen secar i es

neteijen be amb un drap de coto. S'intro-

dueixen en una solucio de Formvar 0,5 %

en cloroform (Felluga i Martinucci, 1976),

i es deixen secar en posicio vertical lacant

les voreres amb laca d'ungles. Els portes es

sumergeixen en una solucio de citocrom

0,01 %1 en aigua destil•lada i es deixen se-

car (Navarro i col., 1981).

Suspensio cel•lular

d'esperma toeiis

i oocits

Els testicles s'extrauen, es recullen en

medi F-10 i es trituren els tubuls amb t1so-

res per deixar Iliures els espermatocits. Els

ovaris s'extrauen, es recullen en medi

F-10, es neteja el teixit periovaric i s'alli-

beran els oocits mitjancant unes agulles

fines.

Extensio i fixaeio de

les cel•lules

Tincio

Els portes es tenyeixen amb una solucio

de AgNO550 % en aigua destil• lada amb

3 gotes de formalina (3 %) per ml de solu-

cio de nitrat de plata. Es tiren sobre el

porta de 2 a 4 gotes d'aquesta solucio, es

col•loca un cubre i es deixa actuar en una

atmosfera humida a 65 °C, el temps neces-

sari per aconseguir una tincio correcta.

Observacio a! M.O. i M.E.

Les preparacions s'observen al M. 0., es

seleccionen i fotografien les cel•lules d'in-

teres anotant la possici6. L'oli d'inmersio

utilitzat per la fotografia es renta amb xilol

ben net.
Amb una agulla sota el M. 0., a pocs

augments (4X), es retalla el film de Form-

var amb les cel•lules seleccionades. Amb

molt de compte s'aixeca la pel•licula reta-

Ilada mitjancant unes pinces de rellotger i

amb I'ajut d'una gota d'aigua de tal mane-

ra que la pel•licula quedi flotant sobre la

gota un cop despresa. Es recull la pel•licula

amb una reixeta de 400 mesh per M. E.

RESULTATS
Un cop obtinguda la suspensio d'esper-

matocits 1 oocits el proces a seguir es el
mateix en ambdos casos.
En un porta previament tractat amb

plastic es col•loca una gota de la suspensio

cellular i s'hi afegeixen 2 gotes de CINa

0,5 %. L'hipotonic es deixa actuar durant

15 minuts en una atmosfera humida a tem-

peratura ambient, 1'exces d'hipotonic s'eli-

mina amb una micropipeta 1 s'afegeixen

4 gotes de fixador (paraformaldehid 4 %,

ajustat a pH 9-10 amb NaOH IN i tampo

borat). Despres de 10 minuts, tambe en

cambra humida, es treu el fixador, es ren-

ten els portes amb photoflo 0,4'/> durant

30 segons 1 es deixen secar.

L'observacio dels nuclis profasics obtin-

guts de testicle de ratoli mascle i d'ovari de

fetus fernella ens ha permes definir el pro-

ces de formaci6 del complexe sinaptinemic

fins a paquite i la seva posterior desestruc-

turacio.

Els primers indicis de formacio del C. S.

els observem en ratolins mascle de 11 a

14 dies i en cel•lules ovariques apareixen

per primera vegada avans dels 17 dies,

doncs a partir d'aquesta edat s'observen

sempre amb baixa frequencia. Avans d'a-

questes edats no hem observat cap estruc-

tura que pogues esser relacionada amb el

C. S.
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En nuclis profsics observem fragments

que corresponen a trocos d'elements late-
rals del C. S. Aquests fragments observats
al M. E. es veuen a vegades dobles i altres
vegades com un sol filament; per tant, cor-

responen a trocos aparellats o sense apa-
rellar. Son mes fins que els filaments que
s'observen en estadis mes avancats (paqui-

te) i la longitud total es tambe mes gran.
En els mascles no es distingeixen els eixos
dels cromosomes sexuals. En la Figura I
podem veure l'estructura tipica que nosal-
tres definim com corresponent al leptote.
Una de les caracteristiques del leptote es

que la sintesi dels elements laterals no es
completa (Fig. 2) en canvi en cigote els ele-
ments laterals estan ja practicament for-
mats en tota la seva longitud, pero l'apare-
Ilament encara no es complet. Les nostres

dades ens permeten deduir que I'aparella-

ment comenca principalment per zones in-

tersticials o per un dels extrems; d'aquesta

manera s'expliquen les formes en X i en Y

que observem (Fig. 3). A mida que avanca

el cigote cada cop es veuen mes elements
laterals aparellats formant la tipica estruc-
tura del CS. El proces d'aparellament no es
sineronic ni en mascles ni en femelles,

doncs en un mateix nucli podem trobar CS

totalment formats, altres formats parcial-
ment i elements laterals sense aparellar, tal

com ens indiquen les observacions fetes al

M. E. Els eixos del bivalent sexual, en

mascles, no es distingeixen clarament mal-

grat en algunes cel•lules d'animals de

12-14 dies els hem pogut identificar.

En mascles d'edat mes avancada, 17-25

dies, trobem que el 36 % dels nuclis estan

en leptote-cigote i la resta de nuclis en pa-

quite. A mida que els animals es fan mes

grans la proporcio varia a favor d'augmen-

tar el tant per cent de paquitens. Els CS

autosomics estan completament formats

(Fig. 4) i el bivalent sexual X-Y es perfec-

tament identificable amb una regio apare-

Ilada (la zona d'homologia) (Fig. 5). La
morfologia d'aquests bivalents es variable
al llarg del paquite (Fig. 6), i els eixos no
aparellats, a vegades, s'observen dobles o
triples; tambe es presenten modificacions
laterals d'aquests elements. En femelles el
bivalent X-X no presenta cap caracteristi-
ca que permeti distingir-lo dels altres biva-
lents (Fig. 4).

El diplote ens apareix als 26-28 dies; en
mascles d'aquesta edat el 9 % dels nuclis

estan en leptote-cigote, el 44 % en paquite
i el 47 % en diplote. En aquesta fase, ca-
racteritzada per el proces de desaparella-
ment dels cromosomes homolegs, es veu
com els elements laterals es comencen a
separar. El punt d'inici del proces de desa-
parellament no es constant, pot esser in-
tersticial, centromeric o a partir de ]a placa
terminal. Es caracteristic d'aquesta fase un

engruiximent de les regions centromeri-

ques (Fig. 7 i 8). Al llarg d'aquesta fase els
elements axials van progressant en el seu

desaparellament; aixo tambe passa amb el
bivalent X-Y que pot trobarse associat ter-
minalment o completament desaparellat; a
finals de diplote es poden trobar elements

axials totalment independitzats.

Despres de 31 dies d'edat el proces d'es-

permatogenesi esta complet, doncs ja tro-
bern espermatozous a les preparacions.

Fins als 40 dies la proporcio de nuclis en

leptote-cigote es 19 %, en paquite 53 % i
en diplote 38 %.

En fernelles el proces s'atura en dictiote i
no es veuen estructures relacionades amb
el complexe un dia despres del neixement.
En mascles hem estimat els percentatges

mentres que en femelles els resultats que
tenim de moment encara no ens ho per-
meten.



Fig. I. Detail de 1'estructura del CS a paquite ; es poden distingir els dos elements laterals i l'ele-
ment central.



Fig. 2. Leptote de ratoli femella. Es diferencien els elements laterals entortolligats sense aparellar.



Fig. 3. Cigote de ratoli mascle ; I'aparellament comenca per zones intersticials o per un dels ex-
trems donant formes en X i en Y (fletxes).



Fig. 4. lmatge sequential d'un paquite de ratoli femella al M.O. i M.E. S'observen 20 CS i el bi-
valent sexual no es identificable. En femelles es presenta una alta frequencia d'associacions entre

CS (fletxa).
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Fig. 5. Paquite de ratoli mascle. Els bivalents autosomics estan perfectament aparellats, I'estruc-
tura del CS es la tipica de paquite. El bivalent XY es distingeix per la seva morfologia: la zona
homologa aparellada (fletxa) i els eixos no aparellats s'observen dobles o triples.
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Fig. 6. Diferents formes que presenta el bivalent XY a paquite. La fletxa senyala la zona d'apare-
Ilament, el tamany d'aquesta varia al Ilarg de paquite.



a

Fig. 7. Diplote d'espermatocit de ratoli al M.O. i al M.E. a,b). Els elements laterals es separen
terminalment o intersticialment. En un dels extrems dels CS s'obsersa un engruiximent que corres-
pon a les regions centromeriques. El bivalent X-Y (cap de f]etxa) esta aparellat per I'extrem. c) Un
altre estructura tipica del bivalent X-Y en diplote, els eixos no aparellats estan molt engruixits.
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Fig. 8. a,b) Diplote d'un ratoli femella i mascle al M.O.; el cap de Fletxa senyala el bivalent

sexual XY.
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DISCUSSIO

Caracteristiques del cicle sindptic

L'estudi dels C.S. a espermatocits s'ha
realitzat en animals de 7 a 40 dies d'edat.
En oocits s'han estudiat en fetus femenins
a partir de 17 dies de gestacio (avans el ta-
many es massa petit). Els C.S. no s'obser-
ven en els animals de mes d'un dia d'edat.
A oocits i espermatocits de ratoli els C.S.

representen les mateixes caracteristiques al

M.O. 1 tambe al M.E., amb I'excepcio del

bivalent sexual que no s'identifica en les

preparacions d'oocits.

Leptote: Els nostres resultats estan d'a-

cord amb els de Fletcher (1977), Moses

(1977), Dresser i Moses (1980) , Speed

(1982). Els elements axials son incomplete

i estan desaparellats. L'aparellament dell

elements axials comenca avans de que la

seva formacio sigui completa.

Cigote: Moses (1968) i Solari (1970) mit-

jancant tails fins amb M. E. varen descriu-

re que l'aparellament presinaptic comenca

a les regions telomeriques. El fet de que

trobem figures en X vol dir que l'aparella-

ment tambe pot esser intersticial, encara

que no es pot estimar la possibilitat de que

les figures en X siguin degudes a girs dels

elements axials. Per altra banda, les figures

en Y i les el•liptiques poden correspondre

a Ilocs d'iniciacio del aparellament per un

o dos extrems.

A cigote, l'aparellament dels elements
axials es completament asincronic. Aques-
ta observacio esta d'acord amb les dades de
Fletcher (1977), Tres (1977, 1979) i Moses
(1977a, 1980).

L'aparellament dels eixos dels cromoso-

mes sexuals XY comenca a finals de cigote

tal com varen descriure Rasmussen i Holm

(1978) 1 Solari (1980). La longitud de la re-

g16 aparellada va augmentant progresiva-

ment fins a la meitat de paquite (Solari,

1980).

Paquite: Tots els C.S. estan completa-
ment formats. Les regions centromeriques
es fan mes gruixudes i visibles. A oocits
s'observa una asoclac16 terminal del C.S.
en un 30 % de les cel•lules i en un 5 % hi
ha una polaritzacio formant una estructura
en "bouquet" d'acord amb Speed (1982).

Diplote: Aquest estadi es caracteritza per

les configuracions posts] naptiques; els ele-

ments axials comencen a separar-se per les

regions centromeriques, per les plaques, o

intersticialment. Els centromers son per-

fectament visibles (Solari, 1970; Moses,

1977a; Tres, 1977; Dietrich i Mulder,

1981).

D'aquesta informacio es pot concloure

que a cigote es dona 1'estadi presinaptic i

que la morfologia presinaptica dels C.S. es

completament diferent de la que s'observa

a diplote, estadi postsinaptic.

Diferencies entre presinapsi i postsinapsi

Finalment passem a resumir les caracte-
ristiques que, al nostra entendre, definei-

xen i distingeixen els estats pre i postsi-

naptics.

Presinapsi. Els eixos dels cromosomes

sexuals no s'identifiquen. Hi ha moltes fi-

gures en X i Y. Els elements laterals son

incomplets. El gruix dels elements laterals

es variable. Els elements laterals son ate-

nuats a certes regions. Les regions centro-

meriques no s'identifiquen.

Postsinapsi: S'identifiquen els eixos dels

cromosomes sexuals a espermatocits. Hi

ha moltes figures el•liptiques o circulars.

Els elements laterals son mes fins pero el

gruix es constant. Les regions centromeri-

ques es fan paleses.
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