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RESUMEN

La meiosis es un tipo de división celular específica de la línea germinal de los organismos 
eucariotas que da lugar a la formación de gametos haploides y es esencial para la reproducción 
sexual. Consta de dos divisiones consecutivas sin duplicación de DNA entre ambas. En la primera 
división meiótica tienen lugar los fenómenos exclusivos de apareamiento, sinapsis, recombinación 
y segregación de los cromosomas homólogos. Los cromosomas sexuales presentan variaciones 
en alguno de estos procesos. En la mayoría de los mamíferos, los cromosomas X e Y sinapsan y 
recombinan durante la meiosis masculina en una pequeña región de homología denominada 
región pseudoautosómica (PAR). La presencia de un quiasma en esta región PAR asegura que los 
cromosomas puedan segregar de manera correcta. Sin embargo, existen especies en las que los 
cromosomas sexuales han alcanzado distintos estadios de diferenciación y algunas presentan 
cromosomas X e Y completamente diferenciados. En otros casos, se han producido translocaciones 
de los cromosomas sexuales con autosomas, originando sistemas complejos de cromosomas 
sexuales.

A fin de comprender estos casos de evolución de cromosomas sexuales y su impacto en el 
comportamiento meiótico, en esta Tesis Doctoral se presenta un estudio del comportamiento y 
organización de los cromosomas sexuales durante la meiosis masculina en dos grupos de mamíferos:

 – Monotremas, que presentan un sistema de cromosomas sexuales extraordinariamente 
complejo: X1-5 Y1-5, en el caso del ornitorrinco (Ornithorhynchus anatinus) y X1-5 Y1-4 en el 
equidna de hocico corto (Tachyglossus aculeatus). En ambas especies los cromosomas 
sexuales forman una cadena cromosómica alterna entre sus cromosomas X e Y, debido a la 
existencia de translocaciones recíprocas.

 – Marsupiales, específicamente el grupo de los ualabíes, que presentan reordenamientos 
cromosómicos Robertsonianos. Es el caso del ualabí de pantano (Wallabia bicolor), 
que presenta una fusión de un autosoma con el cromosoma X, formando un sistema 
cromosómico XY1Y2.

Hemos analizado el comportamiento de los cromosomas sexuales durante la meiosis mediante 
técnicas inmunocitológicas, moleculares y de microscopía de fluorescencia y confocal de alta 
resolución. Por medio de estas metodologías se ha analizado la expresión, distribución y dinámica 
de diferentes proteínas involucradas en la regulación de la estructura y comportamiento de los 
cromosomas durante la meiosis: cohesinas meióticas (SMC3, SMC1α, SMC1β, STAG3, REC8), 
componentes del complejo sinaptonémico (SYCP3 y SYCP1), procesos de recombinación (RPA, 
RAD51, DMC1 y MLH1) y procesos de actividad transcripcional y modificaciones epigenéticas 
(RNA polimerasa-II, γH2AX, H3K9ac, H3K9me3, H3K9me2).

Nuestros resultados muestran que en ornitorrinco se produce una acumulación intensa 
de cohesinas en los cromosomas sexuales a partir de la etapa de paquitene. Sin embargo, esta 
acumulación no es un fenómeno exclusivo de los cromosomas sexuales, sino que afecta también 
a las regiones autosómicas que no han completado la sinapsis, indicando que este fenómeno 
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parece ser una respuesta a la presencia de regiones asinápticas en general. La acumulación de 
cohesinas sobre los cromosomas sexuales y los autosomas desapareados se observa para todas 
las cohesinas estudiadas (SMC3, SMC1α, SMC1β, STAG3) excepto REC8, lo que sugiere que esta 
proteína tiene una distribución diferencial respecto al resto de proteínas del complejo de cohesina. 
Además, observamos que STAG3 se acumula transitoriamente en la región centromérica de los 
bivalentes autosómicos, donde además se interrumpe la asociación de la proteína SYCP1 del 
complejo sinaptonémico. Esto indica una organización especial de los centrómeros durante la 
meiosis de ornitorrinco. En cuanto a la dinámica del complejo sinaptonémico, hemos llevado a 
cabo la inmunolocalización de las tres isoformas de la proteína SCYP3 presentes en ornitorrinco 
mediante la generación de anticuerpos específicos. Se ha encontrado que el ensamblaje de los 
elementos laterales está retrasado con respecto a otros mamíferos. Además, la localización 
de la SYCP3-Y (cuyo gen está localizado en el cromosoma Y3) es claramente diferente al patrón 
de las otras dos isoformas, acumulándose específicamente sobre las regiones asinápticas de los 
cromosomas sexuales y los autosomas. El estudio de la dinámica de las proteínas RPA y RAD51, 
revela que los fenómenos tempranos de recombinación se resuelven en la etapa de paquitene 
temprano, antes de las modificaciones morfológicas en sus cromosomas sexuales. Por otro lado, 
DMC1 y MLH1 mostraron un patrón inesperado, con solo unos pocos focos grandes, muy próximos 
a la señal centromérica. Finalmente, observamos que los cromosomas sexuales de ornitorrinco 
no están sujetos al proceso de canónico de inactivación meiótica (MSCI) y no incorporan γH2AX. 
Sin embargo, en lo relacionado con modificaciones epigenéticas, muestran algunas características 
distintivas, posiblemente relacionadas con la presencia de regiones asinápticas.

El estudio de la localización y dinámica de estas mismas proteínas en el equidna revela 
semejanzas, pero también diferencias importantes con el ornitorrinco. Hemos encontrado que 
en esta especie no hay cambios morfológicos en sus ejes cromosómicos, ni acumulaciones de 
cohesinas en las regiones asinápticas de la cadena de cromosomas sexuales. En segundo lugar, 
hemos detectado igualmente un retraso en el ensamblaje de los elementos laterales del complejo 
sinaptonémico y que la proteína SYCP3-Y se localiza fundamentalmente sobre las regiones 
asinápticas de los cromosomas sexuales. Por otro lado, la dinámica de las proteínas relacionadas 
con los eventos tempranos de recombinación es ligeramente diferente entre las dos especies de 
monotremas. Por último, tampoco hemos encontrado incorporación de γH2AX en el equidna, pero 
sí varias modificaciones epigenéticas que pueden acumularse en los cromosomas sexuales, aunque 
no parecen estar relacionadas con la actividad transcripcional, sino con la presencia de regiones 
asinápticas.

Respecto al estudio del ualabí de pantano, hemos observado la coexistencia en los cromosomas 
sexuales de dos mecanismos de asociación. Por un lado, el cromosoma X y el Y2 muestran un 
fenómeno convencional de sinapsis en las regiones que comparten homología (PAR), aunque esta 
sinapsis está retrasada en relación al resto de cromosomas. Por otro lado, el cromosoma X y el 
cromosoma Y1 se asocian mediante una estructura denominada placa densa, en la que participa la 
proteína SYCP3. La morfología de esta estructura es enormemente variada, indicando una diversidad 
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de formas en las que se puede iniciar la interacción entre ambos cromosomas. Con respecto al 
fenómeno de MSCI, en esta especie si hay una incorporación de γH2AX sobre los cromosomas 
sexuales, que se correlaciona con la formación de un cuerpo sexual y la presencia de un proceso 
de inactivación transcripcional de estos cromosomas. Finalmente, hemos podido detectar que los 
cromosomas sexuales llevan a cabo una segregación temprana, en la que el cromosoma X y el Y1 
siempre migran hacia polos opuestos.

En conjunto, los resultados muestran la aparición de modificaciones en el comportamiento 
convencional de cromosomas sexuales en las especies estudiadas. Este estudio supone un avance 
significativo en el conocimiento de la meiosis de dos grupos de mamíferos poco estudiados y 
proporciona una información importante para entender la dinámica evolutiva de los cromosomas 
sexuales en mamíferos y sus procesos meióticos asociados.
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En relación a las cuatro primeras etapas de la primera profase meiótica, denominadas en 
inglés leptotene, zygotene, pachytene y diplotene, en castellano siempre han sido aceptadas las 
formas acabadas en “-nema” (leptonema, zigonema, paquinema, diplonema), “-tena” (leptotena, 
zigotena, paquitena, diplotena), “-tene” (leptotene, zigotene, paquitene, diplotene) y “-teno” 
(leptoteno, zigoteno, paquiteno, diploteno).

Teniendo esto en cuenta, en el presente escrito se empleará siempre la terminación “-tene” 
(leptotene, zigotene, paquitene, diplotene) y con género masculino, pues ha sido aquélla con la 
que me he familiarizado desde mis comienzos en el estudio de la meiosis y la que prevalece sobre 
las demás en nuestro laboratorio.

Asimismo, en lo que respecta a la segunda de las etapas, las dos posibles grafías son aceptadas 
como correctas, “cigotene” y “zigotene”. Se empleará aquí la segunda de ellas por los mismos 
motivos expuestos en el párrafo anterior.

Otro aspecto a tener en cuenta al hablar de meiosis es el fenómeno de la sinapsis. Término 
del verbo en inglés to synapse, usado para referirse a la acción del establecimiento de sinapsis 
entre los cromosomas homólogos mediante la formación de un complejo sinaptonémico. A falta 
de un término similar en castellano, se tomó la decisión de adoptar el término directamente 
traducido, sinapsar. Del mismo modo, se hablará de elementos laterales desinapsados o el verbo 
desinapsar cuando dichos elementos hayan estado previamente en sinapsis pero esta condición 
ya no se mantenga, es decir cuando suceda una separación de ambos cromosomas homólogos.

Otros términos que provienen del inglés se han incorporado también en este manuscrito. 
Usando la abreviatura DNA, del inglés desoxiribonucleic acid, para hacer referencia al ácido 
desoxirribonucleico (ADN).  
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La meiosis es un tipo especializado de división celular característica de los organismos eucariotas. 
Consta de dos divisiones consecutivas sin una ronda de replicación del DNA entre ellas. La primera 
de estas divisiones es reduccional, ya que los cromosomas homólogos segregan a células hijas 
distintas, reduciendo por tanto el número cromosómico a la mitad. La segunda división es ecuacional 
y en ella segregan las cromátidas hermanas de cada cromosoma. Por tanto, como resultado de la 
meiosis se obtienen cuatro células haploides (n) a partir de una única célula diploide (2n). La fusión 
de células haploides (habitualmente denominados gametos) en el proceso de fecundación restaura 
la condición diploide.

1.1.  Primera división meiótica
Las dos divisiones meióticas tienen grandes diferencias entre sí. Ambas constan de las etapas 

de profase, prometafase, metafase, anafase y telofase. Sin embargo, la primera división es 
particularmente larga y compleja y en ella se dan una serie de procesos exclusivos:

 – Apareamiento: entendido como la asociación de los cromosomas homólogos entre sí, 
independientemente de los mecanismos que mantengan su asociación.

 – Sinapsis: este término se reserva para describir la asociación entre los homólogos mediada 
por una estructura proteica exclusiva de la meiosis denominada complejo sinaptonémico (CS).

 – Recombinación: que consiste en el intercambio de material genético entre cromosomas 
homólogos.

 – Segregación reduccional: en la que los cromosomas homólogos migran a células hijas 
distintas.

La profase de la primera división meiótica (profase-I) debido a su larga duración y a la cantidad de 
procesos que ocurren en ella se divide a su vez en cinco subetapas: leptotene, zigotene, paquitene, 
diplotene y diacinesis (Figura I).

En leptotene, una vez ya se ha replicado el DNA, cada cromosoma consta de dos cromátidas 
hermanas que mantienen su unión gracias a la presencia de mecanismos de cohesión mediados 
por un conjunto de proteínas denominado complejo de cohesinas. La cromatina está muy poco 
condensada, formando una maraña de fibras cromosómicas. En esta etapa, comienzan a detectarse 
una serie de elementos proteicos a lo largo de cada cromosoma. Entre ellos están el eje de 
cohesinas (ECo), constituido por los componentes del complejo de cohesina, y el elemento axial 
(EA), una estructura que se comienza a formar en esta etapa y que será el precursor del elemento 

  1  La meiosis
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lateral (EL) del CS que aparecerá a partir de zigotene (Valdeolmillos et al., 2007). En esta etapa, 
además, los extremos de cada cromosoma se anclan a la envoltura nuclear (EN) por los telómeros. 
Paralelamente, se inician los fenómenos relacionados con la recombinación meiótica. El primer 
paso es la generación programada de roturas de doble cadena (DSB, Double Strand Breaks) en el 
DNA, en donde se reclutan una serie de proteínas relacionadas con la reparación del DNA por la vía 
de recombinación homóloga (HR, Homologous Recombination)

En zigotene, se inicia el apareamiento y la sinapsis de los cromosomas homólogos. La sinapsis 
conlleva la asociación de una serie de  filamentos transversos (FTs) a los EAs de los cromosomas y el 
ensamblaje del elemento central (EC) del CS. Esto lleva a la firme asociación de los dos cromosomas 
homólogos. Hay varios factores que favorecen estos procesos. En primer lugar, los telómeros de los 
cromosomas, que están unidos a la EN, quedan polarizados en una región del núcleo formando una 
configuración denomina bouquet o ramillete (Scherthan et al., 2000; Scherthan et al., 1996; Zickler 
and Kleckner, 1998). Esta dinámica de los telómeros implica un movimiento de los cromosomas 
lo que contribuye al reconocimiento de cromosomas homólogos y comienzo del proceso de la 
sinapsis (Scherthan et al., 1996; Wang et al., 2019). De hecho, la sinapsis empieza generalmente 
por los telómeros y progresa hacia regiones intersticiales de los cromosomas. En segundo lugar, 
los fenómenos de reparación del DNA también facilitan el reconocimiento específico de los 
cromosomas homólogos. Una vez asociados, los cromosomas quedan íntimamente unidos por el 
CS (ver apartado 1.3) (Page and Hawley, 2004).

En paquitene la sinapsis es completa y el CS consta de todos sus elementos característicos 
(ELs, FTs y EC), de modo que los cromosomas homólogos quedan asociados en toda su longitud 
formando los bivalentes meióticos (también denominados tétradas). Además, morfológicamente los 
cromosomas se acortan y se hacen más gruesos debido a la condensación de la cromatina. Durante 
esta etapa, se producen las últimas fases del proceso de recombinación, que llevan al intercambio 
recíproco de material genético entre los cromosomas homólogos, dando lugar a formación de los 
sobrecruzamientos o crossovers.

En diplotene se produce la desinapsis de los cromosomas homólogos. Es un proceso gradual en 
el que se desensamblan los componentes de los FTs y del EC del CS y se produce una separación de 
ambos cromosomas homólogos. Los puntos de sobrecruzamiento son visibles citológicamente en 
esta etapa y se denominan quiasmas (Page and Hawley, 2004).

La última etapa de la profase-I es la diacinesis, donde los cromosomas se condensan 
notablemente y finalmente pierden el anclaje a la EN. La desorganización de la EN marca el inicio 
de la prometafase-I, en la que los cromosomas comienzan a interaccionar con los microtúbulos del 
huso meiótico. En este punto, comienzan los movimientos de congresión de los bivalentes hasta la 
que quedan estabilizados en el ecuador de la célula. Una vez que los bivalentes están correctamente 
alineados y posicionados en la placa metafásica podemos decir que la célula se encuentra en 
metafase-I. A continuación, se inicia la etapa de anafase-I, en la que se produce una liberación de la 
cohesión a nivel de los brazos cromosómicos y los homólogos migran a polos opuestos de la célula, 
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produciéndose una segregación reduccional. Por último, en telofase-I se descondensa la cromatina, 
se reconstruye la EN y se produce la división de la célula inicial en dos células hija con la mitad de 
dotación cromosómica (n) (Figura I).

Figura I. Ilustraciones de las etapas de la primera división meiótica. Las imágenes A1-5 corresponden a profase-I. 
Quedan representados únicamente dos parejas de homólogos. En leptotene (A.1) los telómeros quedan anclados en 
la EN y se forman los EAs (representados por líneas verdes delgadas en el interior de los cromosomas). En zigotene 
(A.2) la sinapsis de los cromosomas homólogos comienza mediante la asociación de los FTs (representados por líneas 
de color naranja) y la formación del EC. La configuración de bouquet contribuye al inicio de la sinapsis. En paquitene 
(A.3) los homólogos están completamente sinapsados. Aparecen los focos de recombinación recíproca (o nódulos de 
recombinación, representados como puntos negros). En diplotene (A.4) se desensamblan los FTs y el EC del CS y los 
cromosomas homólogos se quedan unidos exclusivamente por los quiasmas. En diacinesis (A.5) la cromatina se condensa 
y los telómeros se desprenden de la EN. En metafase-I (B) los bivalentes quedan alineados en la placa ecuatorial. En 
anafase-I (C) los cromosomas homólogos migran a polos opuestos de la célula. Finalmente, en telofase-I (D) alcanzan 
los polos y se vuelve a formar la EN. La división es reduccional, por lo que las células resultantes presentan la mitad del 
complemento cromosómico.

1.2.  Segunda división meiótica
Tras la primera división meiótica hay una breve interfase denominada intercinesis, 

donde no hay replicación del DNA. La profase-II es muy rápida; en ella se condensan 
los cromosomas y al final de la misma se vuelve a desorganizar la EN. Los cromosomas 
en metafase-II se unen a los microtúbulos y se alinean en la placa ecuatorial con las 
cromátidas hermanas orientadas a polos puestos. En anafase-II se produce una segregación 
ecuacional y se separan las cromátidas hermanas. Finalmente, en telofase-II se completa 
la migración, se descondensa nuevamente la cromatina y se reconstruye la EN (Figura II). 
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Tras las dos divisiones consecutivas obtendremos células haploides, diferentes entre sí y distintas 
a la célula madre, que, tras un proceso de diferenciación, espermatogénesis en machos y oogénesis 
en hembras, darán lugar a los gametos.

Figura II. Ilustraciones de las etapas de la segunda división meiótica. Los cromosomas muestran fragmentos de 
distinto color debido al proceso de recombinación durante la primera división meiótica. En profase-II (E) los cromosomas 
se vuelven a condensar. En metafase-II (F) los cromosomas se alinean en la placa ecuatorial. En anafase-II (G) las 
cromátidas migran hacia lados opuestos de la célula. Cuando alcanzan los polos en telofase-II (H), se vuelve a formar la 
EN. En este caso la división es ecuacional.

 

Como se ha mencionado anteriormente, hay varios procesos exclusivos que ocurren en la primera 
división meiótica: el apareamiento y la sinapsis, la recombinación y la segregación cromosómica. 
Cualquier problema o alteración en alguno de estos procesos puede provocar graves consecuencias 
que van desde problemas de fertilidad hasta la generación de aneuploidías en la descendencia (Suja 
and Barbero, 2009). A continuación, se explican los detalles de cada uno de ellos.

2.1.  Apareamiento y sinapsis
La unión de los cromosomas homólogos durante la profase-I meiótica se puede dividir en tres pasos 

distintos: reconocimiento, alineamiento y sinapsis por medio del CS (ver apartado 3.1) (Zickler, 2006). 
Estos procesos conllevan un acercamiento progresivo de los cromosomas homólogos y el establecimiento 
de una asociación física entre ellos, hasta la yuxtaposición y unión estable en toda su longitud.

Para que se produzca esta unión es necesario que los cromosomas se dispongan en paralelo y 
estén alineados. Esto viene facilitado por la asociación de los extremos de los cromosomas a la EN y 
su desplazamiento por la superficie interna de la misma. El complejo MAJIN-TERB1-TERB2 es uno de 
los principales encargados de estos movimientos. TERB1-TERB2 (Telomere Repeat-binding Bouquet 

  2  Procesos específicos de la meiosis
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formation proteins 1 and 2) son las proteínas meióticas unidas a los telómeros que interactúan con 
la proteína transmembrana MAJIN (Membrane-Anchored Junction proteIN) (Dunce et al., 2018; 
Link et al., 2016). Se establece una conexión física a través de una interacción perinuclear de las 
proteínas SUN (Sad-1/UNC-84) y KASH (Klarsicht/ANC-1/Syne/homology). Estos movimientos de 
los cromosomas son logrados gracias a las proteínas SUN1 y SUN2 (Ding et al., 2007; Link et al., 
2014) y una proteína de dominio KASH que es específica de meiosis denominada KASH5, que es 
esencial para acercamientos entre los telómeros (Horn et al., 2013; Morimoto et al., 2012). Debido a 
estos movimientos, los extremos de los cromosomas se agrupan en una región concreta del núcleo, 
formando la configuración de bouquet, lo que supone un acercamiento real de los homólogos, 
facilitándoles de esta forma reconocerse e interactuar (Zickler and Kleckner, 1998).

Estos eventos suceden de forma paralela al inicio de los procesos de recombinación. Así, 
el reconocimiento de los homólogos puede ser de dos tipos: dependiente o independiente de 
recombinación. El primero es el mecanismo más extendido, tanto en hongos, como animales y plantas 
(Bhalla and Dernburg, 2008; Giroux et al., 1989; Grelon et al., 2001; Zickler, 2006). En este caso, 
posiblemente el reconocimiento se produce por la comparación de secuencias entre cromosomas 
con el fin de encontrar una secuencia homóloga que pueda ser utilizada como molde en la reparación 
de las DSBs por la vía de HR. Por otro lado, el mecanismo independiente de la recombinación es típico 
de algunos organismos, como Caenorhabditis elegans (Villeneuve, 1994), Drosophila melanogaster 
(Kinner et al., 2008) o Schizosaccharomyces pombe (Krejci et al., 2012). En estos casos el reconocimiento 
puede estar mediado por regiones cromosómicas específicas denominadas centros de apareamiento 
(Hawley, 1980; Maguire, 1986; McKim et al., 1993; Villeneuve, 1994) o por la síntesis de RNAs no 
codificantes (Ding et al., 2019; Ding et al., 2012; Tsai and McKee, 2011).

En la mayor parte de los organismos el apareamiento de los cromosomas homólogos culmina 
con el ensamblaje del CS, que mantiene firmemente asociados los cromosomas durante la etapa de 
paquitene (Page and Hawley, 2004). Aunque, la estructura detallada del CS se describirá más adelante 
(ver apartado 3.1), es importante señalar que el ensamblaje de esta estructura es un proceso crucial 
para el correcto desarrollo de la meiosis. Ha sido descrito que en ausencia del CS los fenómenos de 
recombinación y segregación cromosómica se ven gravemente comprometidos (Kouznetsova et al., 
2005; Yang et al., 2006; Yuan et al., 2000). Además, se ha identificado que las células son capaces 
de detectar errores en el proceso de sinapsis, lo cuál detiene la progresión de la meiosis (synapsis 
checkpoint) (Burgoyne et al., 2009). Aunque los factores que actúan en la misma no están totalmente 
esclarecidos y posiblemente se combinan con los mecanismos de control de la recombinación, sí se 
ha demostrado que los fallos en la sinapsis llevan a una respuesta epigenética específica de las células 
meióticas. En diversos grupos de organismos se ha observado que las regiones que no completan la 
sinapsis se desencadena un fenómeno de represión transcripcional, conocido como silenciamiento 
meiótico de cromatina no sinapsada (MSUC, Meiotic Silencing of Unsynapsed Chromatin)  
(Baarends et al., 2005). Este proceso generalmente se pone de manifiesto en el inicio de paquitene 
y está asociado a cambios en la organización de la cromatina, principalmente modificaciones de las 
histonas (Baarends et al., 2005; Handel, 2004; Hoyer-Fender, 2003; van der Heijden et al., 2007).
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2.2.  Recombinación
Al mismo tiempo que se inician los fenómenos de sinapsis se produce el fenómeno de 

recombinación entre los cromosomas homólogos. Este es en esencia un fenómeno de reparación 
del DNA que ocurre durante la meiosis, cuyas roturas se reparan principalmente por la vía de la 
HR (Figura III). Este proceso se inicia en leptotene con la formación de DSBs catalizadas por la 
enzima SPO11 (SPOrulation protein 11) (Keeney and Neale, 2006; Neale et al., 2005; Romanienko and 
Camerini-Otero, 2000). El número de DSBs debe ser suficiente para permitir que los cromosomas 
busquen y encuentren a sus homólogos, pero no excesivo hasta el punto de causar inestabilidad 
en el genoma. El gen Tex19.1 específico de mamíferos promueve la recombinación dependiente 
de SPO11 en espermatocitos de ratón (Crichton et al., 2017). Las DSBs se producen en los llamados 
puntos calientes de recombinación (hot spots) (Kumar et al., 2015). La detección de estas roturas es 
llevada a cabo principalmente por las proteínas ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) y ATR (Ataxia 
Telangiectasia and Rad3-related) (Kurzbauer et al., 2012). Estas proteínas son quinasas que fosforilan 
varios substratos, como las quinasas CHK1 y CHK2 y la histona H2AX en la serina 139 dando lugar a 
la variante γH2AX, cuya presencia permite detectar los lugares de rotura y la atracción de factores 
de reparación sobre estas regiones (Sharma et al., 2012).

La quinasa ATM se activa y une al DNA con ayuda del complejo MRN, constituido por MRE11, RAD50 
y NBS1, para producir la liberación de SPO11. El complejo MRN además tiene una función de resección 
de los extremos 5 ,́ junto a proteínas como EXO1, SGS1-DNA2, BRCA-1 y BLM (Lange et al., 2011;  
Langerak and Russell, 2011; Lipkin et al., 2002). De este modo dejarán expuestos los extremos 3´ como 
cadenas de DNA sencillas, los cuales son recubiertos por la proteína RPA (Replication Protein A). Esta 
proteína es esencial para la estabilización y protección de las cadenas sencillas del DNA, potencialmente 
frágiles, facilitando la formación de estructuras secundarias (Chen and Wold, 2014). Esta estabilización 
permite que RPA se una al complejo ATR-ATRIP (Mansour et al., 2008; Widger et al., 2018), promoviendo 
el reemplazo gradual de RPA por las recombinasas RAD51/DMC1.

Mientras que RAD51 está presente en la línea somática y en la línea germinal, DMC1 es específica 
de meiosis. Ambas proteínas median la recombinación entre cromosomas homólogos, lo que facilitaría 
el reconocimiento de éstos, promoviendo su apareamiento y el inicio de la sinapsis (Masson and West, 
2001). Estas dos proteínas forman filamentos nucleoproteicos encargados de la búsqueda de homología 
y la invasión del cromosoma homólogo (Brown and Bishop, 2014). Esta invasión puede resolverse 
mediante la captura del segundo extremo y la síntesis de DNA utilizando como molde la hebra del 
cromosoma homólogo y siguiendo un proceso de reparación de DNA que ocurre por la vía de HR  
(Brown and Bishop, 2014). Esto da como resultado un bucle de desplazamiento o bucle D (D-loop) 
que puede resolverse por múltiples vías: dando lugar a un sobrecruzamiento (CO, CrossOver) o no 
sobrecruzamiento (NCO, Non-CrossOver) (Hunter, 2015). La mayoría de los eventos de reparación se 
resuelven por la vía NCO (aproximadamente un 90 %), que dan lugar a procesos de conversión génica 
en los que no hay intercambio recíproco de información genética. El resto de los eventos de reparación 
se resuelven como CO (Baudat et al., 2013; Keeney and Neale, 2006; Matulis and Handel, 2006).
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Figura III. Esquema representativo de las diferentes vías de reparación durante el proceso de recombinación 
homóloga. Durante la meiosis, las roturas de DNA inducidas por SPO11 entran en la vía HR y se produce una detección 
de las DSBs mediante ATM y el complejo MRN. Se produce una resección del DNA, dejando libres cadenas de DNA 
sencillas sobre las que se incorporan proteínas como RPA. Seguidamente, las proteínas RAD51 y DMC1 reemplazan a 
RPA y se inicia una búsqueda del homólogo e invasión de la hebra complementaria. Esto puede resolverse mediante 
la vía SDSA y sin captura del segundo extremo o con la captura del segundo extremo y síntesis de DNA utilizando 
como molde la hebra del cromosoma homólogo y formación del doble intermediario de Holliday (dHJ). El dHJ puede 
resolverse por diferentes vías: disolución del bucle D sin que se produzca sobrecruzamiento; mediante el procesamiento 
por endonuclesas (MUS81), donde se produce un sobrecruzamiento de clase II; mediante la resolución de dHJ por 
un procesamiento simétrico (sin sobrecruzamiento); o mediante el procesamiento asimétrico donde se produce un 
sobrecruzamiento de clase I, en el que participan proteínas como MHL1/3.

A continuación se van a formar dos intermediarios secuenciales, el primero es un intermediario 
estable de invasión de la hebra sencilla (SEI, Single End Invasión). El segundo se produce después de 
la formación del bucle D, este produce una síntesis de DNA en el extremo 3’ invasor con la cadena 
homóloga como molde hasta llegar al extremo 5’. Tras esto tiene lugar una nueva síntesis de DNA 
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para completar la secuencia que se había perdido en los extremos. Por último, los extremos se unen 
para producir un doble intermediario de Holliday (dHJ, double Holliday Junction). Estos eventos son 
promovidos a través de la estabilización de proteínas del grupo ZMM, como el complejo MSH4/
MSH5 (Snowden et al., 2004). Una vez formado, el dHJ debe resolverse para liberar los cromosomas 
homólogos recombinados. Los sobrecruzamientos de clase I implican la resolución de dHJ por 
medio de las proteínas MLH1 y MLH3 que se localizan en los puntos de quiasma (de Massy, 2003; 
Moens et al., 2007).

Además de la ruta canónica de recombinación, existen otras rutas que pueden dar lugar a 
resultados distintos en el proceso de reparación. Así, puede invadir solo un extremo del DNA y 
se resuelve la rotura por la vía de hibridación dependiente de síntesis de hebra (SDSA, Synthesis 
Dependant Strand Annealing) (de Massy, 2003). Esta ruta de recombinación homóloga es más sencilla 
ya que no da lugar a un sobrecruzamiento. Por otro lado, el dHJ puede resolverse por una ruta 
dependiente de la endonucleasa MUS81 (Baudat et al., 2013; Holloway et al., 2008). En este caso sí 
se producen sobrecruzamientos, denominados de tipo II. Se estima que, en mamíferos, alrededor 
de un 10 % de los sobrecruzamientos son de este tipo (Milano et al., 2019).

Por último, aunque durante la meiosis la principal vía de reparación de DSBs es la de HR, en 
determinadas circunstancias es posible que se active la vía de unión de extremos no homólogos 
(NHEJ, Non-Homologous End-Joining). Esta vía se ha detectado por ejemplo tras la inducción 
de daño exógeno en el DNA en etapas tardías de la profase-I (Ahmed et al., 2010; Ahmed et al., 
2007; Enguita-Marruedo et al., 2019). La vía de NHEJ utiliza cualquier extremo libre del DNA para 
reparar las DSBs, independientemente de si el extremo es el correcto o no, por lo que es menos 
específica y frecuentemente lleva a la producción de translocaciones cromosómicas. En esta vía, 
actúa en primer lugar un heterodímero Ku70-80 localizando las DSBs y uniéndose a estas regiones. 
La subunidad catalítica de la proteína quinasa dependiente de DNA (DNA-PKcs) tiene una alta 
afinidad por los extremos Ku-DNA y forma el complejo de DNA-PK. Éste se autofosforila y activa 
la acción de la endonucleasa Artemis. El paso final y esencial es la unión entre los extremos que 
es llevado a cabo por la Ligasa-IV, mediante el reclutamiento de un complejo de cofactores que 
incluyen a XRCC4 y XLF, que forman largas estructuras filamentosas alrededor y sobre sitios de DSB  
(Conlin et al., 2017; Chang et al., 2017). En ningún caso se ha detectado que esta vía pueda llevar a la 
formación de sobrecruzamientos.

2.3.  Segregación
La segregación de los cromosomas homólogos es el último proceso clave de la primera división 

meiótica. Para que se produzca correctamente es necesario que ocurran varios eventos durante 
la meiosis. En primer lugar, es necesario que la sinapsis y la recombinación hayan ocurrido de 
forma correcta, ya que se necesita al menos de un quiasma entre los cromosomas homólogos 
para asegurar que estos se mantengan unidos hasta metafase-I. En segundo lugar, es necesaria 
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una orientación coordinada de los cinetocoros hermanos. Durante metafase-I se produce una 
orientación sintélica, en la cual los cinetocoros hermanos se orientan juntos hacia el mismo polo 
celular. Existen varios factores implicados en promover esta orientación sintélica, entre los que 
se encuentran algunos componentes del complejo de cohesinas, del complejo sinaptonémico 
y el complejo de monopolina (Corbett et al., 2010; Parra et al., 2003; Suja and Barbero, 2009;  
Toth et al., 2000). De esta manera, los cromosomas homólogos migran a polos opuestos, por lo 
que se produce una segregación cromosómica reduccional. Sin embargo, en metafase-II los 
cromosomas se alinean en la placa metafásica orientando sus cinetocoros hermanos de manera 
anfitélica, uniéndose a los microtúbulos de polos opuestos y llevando a cabo una segregación de 
tipo ecuacional en anafase-II (Suja and Barbero, 2009).

Además de la correcta orientación de los cinetocoros, se requiere una liberación secuencial de 
la cohesión entre cromátidas hermanas. Durante la primera división meiótica hay una liberación 
parcial de la cohesión, solamente a lo largo de los brazos cromosómicos. En primer lugar, 
durante las últimas etapas de la profase-I la fosforilación de las proteínas que forman parte del 
complejo de cohesina por las quinasas PLK1 (Polo-Like Kinase 1) y Aurora B permite que una parte 
de las cohesinas se liberen y esto facilita la condensación y compactación de los cromosomas 
(Weitzer and Uhlmann, 2002). En segundo lugar, en la transición de metafase-I a anafase-I, la 
acción de proteólisis llevada a cabo por la proteasa separasa degrada las cohesinas que se 
encuentran a lo largo de los brazos cromosómicos. La separasa permanece inactiva hasta la 
transición de metafase a anafase-I mediante la unión a su inhibidor específico, la securina  
(Nasmyth et al., 2000). Sin embargo, en esta etapa solo se produce la liberación de la cohesión a lo largo 
de los brazos cromosómicos. Esto permite la segregación de los homólogos en anafase-I, mientras 
que mantienen la asociación de las cromátidas hermanas en la región centromérica. Esto es debido 
a la acción de proteínas que protegen a cohesión centromérica. Estas proteínas son las Shugoshinas 
(Shugoshina 1-2), de las cuales la Shugoshina 2 es esencial en meiosis (McGuinness et al., 2005;  
Panier and Boulton, 2014). Durante la metafase-I, las shugoshinas permanecen en el dominio 
centromérico interno y de esta manera las cohesinas quedan protegidas frente a la degradación 
por la separasa. En la metafase-II, la tensión que se ejerce de los cinetocoros desenmascara los 
complejos de cohesión centroméricos dejándolos accesibles frente a la separasa. De esta manera, 
la cohesión centromérica se librera en la transición de metafase-II a anafase-II, lo que permite la 
segregación de las cromátidas hermanas a polos opuestos (Gómez et al., 2007).
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Como se ha mencionado previamente, la organización del cromosoma durante la meiosis 
está claramente marcada por la formación de una estructura proteica específica, el complejo 
sinaptonémico. Sin embargo, hay otras estructuras que también son relevantes para entender la 
organización y comportamiento de los cromosomas. A continuación, se detallan los componentes 
y la organización de los mismos.

3.1.  Complejo sinaptonémico
El CS es una estructura específica de la meiosis que media la estrecha asociación entre 

los cromosomas homólogos, es decir la sinapsis entre ellos (Figura IV). Esta estructura es un 
macrocomplejo que recorre los cromosomas en toda su longitud y está constituido principalmente 
por dos elementos laterales (ELs), uno en cada cromosoma homólogo, una serie de filamentos 
transversos (FT) que se asocian a cada EL y que interaccionan entre sí para dar lugar a la formación 
de un elemento central (EC) (Fawcett, 1956; Moses, 1956). El CS es una estructura muy conservada 
evolutivamente a nivel estructural, aunque la secuencia de sus componentes proteicos es muy 
variable de unos organismos a otros (Fraune et al., 2012).

El ensamblaje de los componentes del SC se inicia en leptotene, con la formación de los elementos 
axiales (EAs), que se anclan sobre el scaffold cromosómico, y otras estructuras axiales como el eje 
de cohesina (ECo). Los EAs están constituidos principalmente por las proteínas SYCP2 (Synaptonemal 
Complex Protein 2) y SYCP3 (Synaptonemal Complex Protein 3) (Dobson et al., 1994) y además colocalizan 
con las proteínas HORMAD, que se ubican preferentemente en regiones asinápticas (Shin et al., 2010; 
Wojtasz et al., 2009). La sinapsis comienza en la etapa de zigotene, en la que se produce la asociación 
de los EAs (ahora denominados ELs) y los filamentos transversos (FTs) constituidos principalmente por 
la proteína SYCP1 (Synaptonemal Complex Protein 1) (Heyting, 1996). Los FTs se autoensamblan entre 
los ELs de los dos cromosomas homólogos de forma similar a una cremallera. La imbricación de los FTs 
en la zona central del CS da lugar a la formación del EC, al que se asocian otras proteínas accesorias: 
SYCE1, SYCE2 (Costa et al., 2005), TEX12 (Hamer et al., 2006) SYCE3 (Rogakou et al., 1999) y SIX6OS1 
(Gómez et al., 2016). Estas proteínas dependen de SYCP1 para su correcta incorporación en zigotene.

El proceso de desensamblaje del CS ocurre en diplotene. Los FTs y los componentes de EC se 
disocian del CS quedando los cromosomas unidos únicamente por las regiones de sobrecruzamiento  
(Fraune et al., 2012). La quinasa PLK1 fosforila las proteínas SYCP1 y TEX12 (Roig et al., 2010), lo que 
produce una desorganización del CS quedando únicamente los ELs a lo largo de los cromosomas.

  3  Organización estructural de los cromosomas  
durante la meiosis
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Figura IV. Representación de los componentes proteicos del CS y su interacción. Los bucles de cromatina se disponen 
de manera lateral y los EAs formados por SYCP3 y SYCP2 junto al EC se anclan sobre el scaffold en la fase de leptotene. 

3.2.  Complejo de cohesinas
La presencia de mecanismos que mantengan la asociación de las cromátidas hermanas de cada 

cromosoma es un requisito indispensable para la correcta segregación de los cromosomas tanto en 
mitosis como en meiosis. La cohesión entre las cromátidas hermanas se establece durante la fase S 
y es proporcionada por el complejo de cohesinas (CC
en Saccharomyces y Xenopus y posteriormente se ha demostrado que está presente en todos 
los eucariotas ( ; ). El CC es un complejo multiproteico 
formado por cuatro subunidades centrales denominadas cohesinas. Dos de estas subunidades son 
proteínas de la familia SMC (Structural Maintenance of Chromosomes): SMC1 y SMC3

un dominio ATPasa ( ). La unión entre SMC1 y SMC3 se establece por un lado a 

un papel crucial en el establecimiento y la liberación de la cohesión ( ). 
kleisimo
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en griego) ( ; ; 

; ). La cuarta 
subunidad que forma el complejo de cohesinas pertenece a la familia de los antígenos del estroma 

está formado por  y SMC3 RAD21 que las une y dos 
STAG1/STAG2 (

las mismas a lo largo de los cromosomas en la región entre las cromátidas hermanas ( ). 

que aparecen algunos componentes exclusivos que sustituyen parcial o totalmente a las subunidades 
somáticas (

 y 
STAG3
REC8 y RAD21L

cohesinas (ECo) (
de estas subunidades muestran diferentes distribuciones espacio-temporales en las divisiones meióticas. 

bivalentes durante diacinesis y metafase-I (
los cromosomas en esta etapa y después se va acumulando en los centrómeros durante diacinesis. Por 

acumula en los centrómeros en diacianesis ( ).

Figura V. Representación de los componentes del complejo de 
cohesina durante la meiosis. Dos proteínas de la familia SMC (SMC1 y 
SMC3) establecen la estructura básica en forma de anillo. El anillo se cierra 

último se unen proteínas accesorias como STAG3.
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En vertebrados la determinación del sexo viene dada por diferentes mecanismos 
(Marshall Graves and Shetty, 2001). En muchas especies de peces y reptiles el sexo viene determinado 
por la temperatura a la que se desarrollan los huevos, (TSD, Temperature Sex Determination). En otras 
especies de peces y reptiles, así como en la mayoría de anfibios, aves, serpientes y mamíferos el sexo 
está determinado genéticamente, (GSD, Genetic Sex Determination). Entre las especies que usan la 
determinación genética del sexo, algunas presentan machos heterogaméticos, es decir, el macho 
es heterocigoto para un locus determinante del sexo y produce dos tipos de gametos, mientras 
que en otras el sexo heterogamético son las hembras. Finalmente, en muchos casos esta diferencia 
alélica va acompañada de una diferenciación morfológica y genética de los cromosomas sexuales, 
generando un sistema de determinación cromosómico. Las especies con machos heterogaméticos 
tienen hembras XX y machos XY, mientras que las especies con hembras heterogaméticas tienen 
hembras ZW y machos ZZ. 

4.1.  Origen y evolución de los cromosomas sexuales en mamíferos. 
Estadios de diferenciación

Los cromosomas sexuales se originan en muchos grupos a partir de un par de cromosomas 
autosómicos tras la adquisición de una mutación en un locus concreto que se transforma en un gen 
de determinación del sexo en uno de los cromosomas homólogos (Charlesworth and Charlesworth, 
2005). Tras esto, hay un período evolutivo donde las regiones adyacentes a este nuevo gen dejan 
de recombinar con el cromosoma homólogo (Figura VI). El mantenimiento de la inhibición de la 
recombinación es fomentado por inversiones, la acumulación de heterocromatina y mutaciones 
adicionales que promueven la pérdida de genes que carecen de ventajas o funciones específicas 
del sexo (Hill and Robertson, 1966; O’Brien et al., 1999). La pérdida de la recombinación hace que 
el cromosoma característico del sexo heterogamético (Y en el caso de los mamíferos) quede aislado 
genéticamente e inicie un proceso de evolución independiente. En este proceso, el cromosoma aislado 
puede sufrir una serie de fenómenos de pérdida de genes o incluso de segmentos cromosómicos de 
gran tamaño. Esto da como resultado una pérdida de homología con el cromosoma X, y la formación 
de cromosomas sexuales morfológicamente diferenciados (Figura VI).

Debido a la pérdida de genes funcionales en el cromosoma proto-Y, el cromosoma proto-X 
debería evolucionar para compensar esta pérdida. Teorías tempranas proponían un modelo 
de compensación de dosis génica gen por gen, que es el patrón de la mayoría de aves. Aunque  
los sistemas de compensación de dosis génica parecen ser fundamentalmente diferentes 
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asemejan a sistemas que controlan la expresión de genes autosómicos e incluso mecanismos 
reguladores que están presentes en taxones muy distantes de los vertebrados ( ; 

; 

histonas que activan o silencian la transcripción son ubicuas. La supresión que se observa en la 

similar a la expresión monoalélica de genes autosómicos. Esto hace que sea probable que todos 
estos sistemas de compensación de dosis génica se hayan construido a partir de elementos de 
antiguos mecanismos de silenciamiento que son omnipresentes dentro y probablemente fuera  
de los vertebrados ( ; ).

Figura VI. Representación de la evolución de cromosomas sexuales en mamíferos. A: autosomas; X: cromosoma 

cromosoma Y. Finalmente el cromosoma Y puede llegar a perder completamente la homología con el X.

Existen tres grupos principales de mamíferos: monotremas marsupiales 
(metaterios) y placentarios

; 
2008). La mayoría de las especies de terios tienen un sistema cromosómico XX (hembras)/XY (machos).  

cromosoma Y es pequeño y tiene un bajo contenido génico ( ). El par cromosómico 
SRY (Figura VII).  

Este gen es el causante de activar una vía genética de diferenciación de las gónadas embrionarias 

del sexo masculino ( ; 

16 en equidna (
terios y prototerios y que la determinación del sexo en los monotremas dependerá de otro gen  
( ). Se han propuesto varios candidatos. El gen DMRT1 que determina el sexo 
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masculino en las aves (ligado al cromosoma Z) es uno de ellos. Sin embargo, en el ornitorrinco 
este gen se encuentra en uno de los cromosomas X, por lo que es poco probable que promueva 
el desarrollo masculino, y no se ha encontrado ninguna variante de DMRT1 transmitida por 
el cromosoma Y. Otro candidato es un gen que codifica para la hormona antimuleriana (AMH, 
AntiMullerian Hormone) ya que se encuentra ligado al cromosoma Y de los monotremas (Figura 
VII). Gracias a un mapeo de genes se localizó AMH ubicado en el cromosoma Y5. Estos resultados 
favorecen un escenario en el que la transformación del gen AMH en un determinante del sexo 
dio origen a los proto-cromosomas sexuales en monotremas (Cortez et al., 2014; Ellegren, 2011; 
Hattori et al., 2012; Tsend-Ayush et al., 2012; Wallis et al., 2007)

 

Figura VII. Esquema representativo de un árbol filogenético de los tres grupos principales de mamíferos y la 
evolución de sus cromosomas sexuales. La evolución de los cromosomas sexuales en color verde es representativa del 
grupo de monotremas, con el gen AMH actuando como determinante del sexo masculino. Posteriormente una serie de 
translocaciones recíprocas múltiples con diferentes autosomas forma una cadena compleja de cromosomas sexuales. 
Por otro lado, la evolución de los cromosomas sexuales en color azul representa el sistema de cromosomas sexuales de 
los marsupiales y los placentarios, con el gen SRY como determinante del sexo masculino. Los marsupiales en su mayoría 
tienen una configuración XY sin región PAR, aunque en algunas especies se han producido translocaciones entre 
autosomas y los cromosomas sexuales (X), dando lugar a sistemas múltiples XY1Y2. En último lugar, encontramos a los 
placentarios que en su mayoría mantienen un sistema XY con región PAR. Esta región es el resultado de una translocación 
autosómica a los dos cromosomas sexuales, regenerando así la región de homología.

El grupo de monotremas comprende dos familias. El ornitorrinco (Ornithorhynchus 
anatinus) es el único representante de la familia Ornithorhynchidae. Los equidnas, de la 
familia Tachyglossidae, se subdividen en dos géneros con cuatro especies en la actualidad: 
el equidna de hocico corto  australiano (Tachyglossus aculeatus) y los equidnas de 
hocico largo o de Nueva Guinea, que comprenden las especies Zaglossus attenboroughi, 
Zaglossus bartoni, Zaglossus bruijni. Este grupo de mamíferos presenta un sistema complejo 
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de cromosomas sexuales múltiples (Murtagh, 1977). El ornitorrinco presenta un total 
de diez cromosomas sexuales: las hembras tienen dos copias de cada uno de los cinco 
cromosomas X distintos (X1-5), mientras que los machos tienen cinco X (X1-5) y cinco Y (Y1-5). 
Este sistema de cromosomas se originó por una serie de translocaciones recíprocas de 
varios autosomas con los cromosomas X e Y originales (Figura VIII) (Grützner et al., 2004;  
Rens et al., 2004; Veyrunes et al., 2008). El equidna de hocico corto presenta diez cromosomas X en 
las hembras (X1-5), sin embargo los machos presentan cinco cromosomas X y cuatro cromosomas 
Y (X1-5Y1-4) (Figura VIII) (Rens et al., 2007). Los resultados de hibridaciones de secuencias de DNA y 
mapeo de genes muestran que uno de los pares XY del equidna es un autosoma del ornitorrinco y 
también que uno de los pares XY del ornitorrinco muestra similitud con un autosoma del equidna. 
Esto implica que este sistema complejo se ha originado por translocaciones de diferentes parejas 
de autosomas a los cromosomas sexuales ancestrales de monotremas (Figura VII). Tres de estas 
translocaciones ocurrieron en común antes de que el ornitorrinco y el equidna divergieran 
hace aproximadamente 50 millones de años, mientras que  hubo una última translocación 
adicional que ocurrió de forma independiente en cada linaje involucrando diferentes autosomas 
(Phillips et al., 2009; Rowe et al., 2008).  

La complejidad de este sistema cromosómico hace que no se haya podido caracterizar con 
detalle la disposición de las regiones de homología que comparten los diferentes cromosomas. 
Además, las múltiples translocaciones suponen un reto para la transmisión de estos cromosomas 
durante la meiosis, donde los cinco cromosomas X deben segregar hacia un polo y los cinco (o 
cuatro) cromosomas Y hacia el otro para asegurar una correcta distribución de los cromosomas 
en los gamentos (Daish et al., 2009; Daish and Grützner, 2019). Lo que sí está definido mediante 
comparación de genes es que el cromosoma X5 y el Y5 son los más antiguos de la cadena cromosoma 
y por tanto esto sugiere que representan a los cromosomas sexuales originales (Cortez et al., 2014).

 

Figura VIII. Esquema representativo de la cadena de cromosomas sexuales en machos de ornitorrinco y el equidna. 
A la izquierda se muestran las 5 parejas XY del ornitorrinco y a la derecha las 4 parejas de XY y el X5 del final de la cadena 
en el equidna. En verde se representan los dos cromosomas sexuales originales y en marrón el gen AMH que se ha 
propuesto como candidato a ser el gen crucial en la determinación del sexo en monotremas. Las barras negras indican 
las probables uniones entre cromosomas por sus regiones de homología. 

Los mamíferos placentarios y marsupiales presentan un sistema de cromosomas sexuales 
mucho más sencillo, con un par de cromosomas XY en los machos. El origen de este sistema es 
monofilético para los terios, es decir, ha evolucionado a partir de un ancestro común. En este 
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sentido, se observó que los genes ligados al cromosoma X en marsupiales corresponden con los 
genes del brazo largo del cromosoma X en humanos y que los genes presentes en el brazo corto 
del mismo están localizados en los autosomas de marsupiales (Graves and Watson, 1991). 

En la línea evolutiva de los marsupiales el cromosoma Y se ha diferenciado por completo del 
cromosoma X, de modo que no hay actualmente ninguna región de homología compartida entre 
ambos cromosomas. Esto contrasta con la situación encontrada en los placentarios, donde los 
cromosomas X e Y habrían pasado igualmente por un periodo de diferenciación completa, pero 
la translocación de un segmento autosómico a los dos cromosomas sexuales habría reestablecido 
la homología entre ambos de manera parcial, dando lugar a la aparición de una nueva región 
denominada pseudoautosómica (PAR) (Burgoyne, 1982). Esto indica que ambos cromosomas 
presentan una región conservada en el X e Y XCR e YCR (X/Y Conserved Region) y una región 
añadida XAR e YAR (X/Y Added Region).

Múltiples estudios indican que los marsupiales tienen una extraordinaria estabilidad 
cromosómica y que los cromosomas sexuales en la mayoría de las especies están completamente 
diferenciados y no presentan región PAR (Figura IX) (Graves, 1996; Hayman, 1990;  
Sharman, 1973; Sharp, 1982). Sin embargo, algunos grupos de marsupiales australianos, 
particularmente en el grupo de los ualabíes, sí presentan una dinámica de cambios cromosómicos 
mucho más acentuada y muchas especies que presentan reordenamientos cromosómicos 
Robertsonianos (Rb). Estos cambios pueden involucrar a los cromosomas X e Y, generando 
sistemas de cromosomas sexuales. Un ejemplo de esta situación la encontramos en el ualabí 
de pantano (Wallabia bicolor) que presenta un sistema XY1Y2 en machos (Figura VIII). Esta 
configuración deriva de la fusión Rb de un autosoma con el cromosoma X, generando por tanto 
un sistema complejo en el que coexisten una región de homología entre el X fusionado y el 
autosoma libre (ahora Y2) y una región diferencial sin homología entre el X y el cromosoma Y 
ancestral (ahora Y1) (Deakin, 2018; Toder et al., 1997) 

Figura IX. Esquema representativo del sistema cromosómico sexual de los marsupiales. A la izquierda se representa 
la configuración de los cromosomas sexuales en la mayoría de los marsupiales, como es el caso del ualabí de Tammar 
(Macropus eugenii), donde la diferenciación es total entre ambos cromosomas y no tienen región PAR. A la derecha se 
muestra el sistema XY1Y2 presente en el ualabí de pantano. El autosoma representado en morado se ha translocado 
solamente con el cromosoma X. El autosoma no translocado (Y2) es homólogo del correspondiente fragmento del X 
(representado en morado). El fragmento original del cromosoma X y el cromosoma Y1 no presentan homología.
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4.2.  Generalidades de los cromosomas sexuales en meiosis masculina
Las diferencias en tamaño y contenido génico de los cromosomas sexuales tienen 

consecuencias importantes en el comportamiento meiótico de estos cromosomas. Aun cuando 
la diversidad de cromosomas sexuales explicada anteriormente genera cierta variabilidad en 
este comportamiento entre unas especies a otras, existen en general modificaciones recurrentes 
en los procesos de apareamiento, sinapsis, recombinación y segregación. 

En primer lugar, los cromosomas sexuales presentan una serie de modificaciones 
en la organización de las estructuras específicas de la meiosis como el ECo y el CS. Así, los 
cromosomas X e Y muestran habitualmente un engrosamiento de los EAs y debido a la diferencia 
de tamaño presentan extensas regiones que no completan la sinapsis. Algunas de las proteínas 
del complejo de cohesina también se acumulan en estos engrosamientos. En segundo lugar, la 
sinapsis habitualmente se produce de forma tardía en comparación con el resto de cromosomas 
y se inicia a final de zigotene o comienzo de paquitene. En tercer lugar, la sinapsis se produce 
principalmente entre las regiones homólogas del cromosoma X y el Y (PAR), pero frecuentemente 
se extiende hacia segmentos no homólogos. Esta sinapsis heteróloga es inestable y se disuelve 
con rapidez durante la etapa de paquitene, quedando de nuevo los cromosomas asociados 
únicamente por la región PAR (Page et al., 2012; Solari, 1974; Solari, 1993).

Por otro lado, la dinámica de recombinación también se encuentra retrasada en los 
cromosomas sexuales. En primer lugar, las DSBs ocurren de manera simultánea en los autosomas y 
el cromosoma X en la etapa de leptotene, mientras que en el cromosoma Y ocurren habitualmente 
al final de zigotene. Esto también afecta a la región PAR de X. En este caso, se ha propuesto 
que las DSBs en esta región se producirían por una variante de SPO11, denominada SPO11α  
(Bellani et al., 2010; Kauppi et al., 2011), que actuaría de manera específica sobre el segmento PAR 
en zigotene. En segundo lugar, la reparación del DNA en los cromosomas sexuales se completa en 
etapas más tardías que para el resto de los cromosomas. Esto puede ser debido al hecho de que 
al no tener un cromosoma homólogo con quien reparar (excepto la región PAR), los cromosoma 
sexuales tienen que reparar con la cromátida hermana, hecho que podría justificar el retraso de 
este proceso (Ishiguro et al., 2011; Keeney and Neale, 2006).

Como se ha mencionado anteriormente la presencia de regiones cromosómicas que 
no completan la sinapsis durante la meiosis lleva aparejado un fenómeno de inactivación 
transcripcional (MSUC). En los cromosomas sexuales este fenómeno es particularmente 
llamativo, ya que los cromosomas X e Y permanecen asinápticos en la mayor parte de su 
longitud. El fenómeno de inactivación asociado a esta característica se denomina MSCI 
(Meiotic Sex Chromosome Inactivation) y representa un caso especial del fenómeno de MSUC  
(Baarends et al., 2005; Mahadevaiah et al., 2008; Schimenti, 2005; Turner et al., 2004). La 
inactivación de los cromosomas hace que estos formen una masa de cromatina muy condensada 
que se denomina cuerpo sexual (Solari, 1974). La formación del cuerpo sexual está ligada a la 
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remodelación de la cromatina. La fosforilación de H2AX (γH2AX) es uno de los marcadores 
más típicos de la inactivación de los cromosomas sexuales (Fernandez-Capetillo et al., 2003; 
Turner, 2007). H2AX es fosforilada en todo el núcleo por las quinasas ATM y ATR en las etapas 
tempranas de la meiosis como respuesta a la aparición de DSBs producidas de forma endógena 
por SPO11 (Bellani et al., 2005; Sosa et al., 2015). Sin embargo, se ha propuesto que existiría una 
segunda ola de fosforilación de H2AX en respuesta a la presencia de regiones cromosómicas 
que no completan la sinapsis. En este caso la fosforilación estaría medida por BRCA1 y ATR, 
que permanecen asociados a los EAs de los cromosomas desapareados y desencadenarían la 
fosforilación de H2AX (Boekhout et al., 2019; Garcia-Cruz et al., 2009; Mahadevaiah et al., 2001; 
Page et al., 2012; Turner et al., 2004). La compactación de la cromatina producida sobre los 
cromosomas sexuales va ligada a cambios epigenéticos adicionales que incluyen la modificación 
de histonas, la incorporación de variantes histónicas específicas y RNAs no codificantes  
(van der Heijden et al., 2007). Este proceso no solo afecta a la expresión de los genes de estos 
cromosomas, sino que está relacionada con el control de la progresión de la meiosis. Alteraciones 
en el programa de silenciamiento de los cromosomas sexuales pueden permitir la expresión de 
genes de estos cromosomas, particularmente los genes ZFY1 y 2 presentes en el cromosoma 
Y, que son deletéreos para el desarrollo normal de la meiosis (Mahadevaiah et al., 2008;  
Royo et al., 2010).

A pesar de estas modificaciones del desarrollo normal de la meiosis, en la mayoría de los 
mamíferos los cromosomas X e Y son capaces de sinapsar y recombinar adecuadamente en la 
pequeña región PAR. La formación de un quiasma en esta región asegura que los cromosomas 
puedan segregar de manera correcta. Sin embargo, como se ha mencionado anteriormente, no 
todas las especies de mamíferos presentan esta región PAR. En estos casos se han desarrollado 
mecanismos alternativos de segregación. Uno de estos mecanismos es la formación de una 
conexión entre ambos cromosomas sexuales mediante filamentos proteicos que incorporan 
componentes del CS, principalmente de la proteína SYCP3, como es el caso del jerbo de Mongolia 
(Meriones unguiculatus) y el topillo mediterráneo (Microtus duodecimcostatus) (de la Fuente et al., 
2007; de la Fuente et al., 2012). En otras especies, como ocurre en Mus mattheyi, Mus minutoides, 
Mus dunni o Psammomys obesus, se forman conexiones de cromatina/γH2AX que aseguran 
su correcta segregación (Ashley and Moses, 1980; Gil-Fernández et al., 2020; Wolf, 1994). Por 
último, es posible la formación de estructuras más complejas como la descrita en los marsupiales, 
que al igual que en el caso de los jerbos y topos, incorpora la proteína SYCP3 (Page et al., 2003).

4.3.  Comportamiento meiótico de los cromosomas sexuales en 
monotremas y marsupiales. 

La mayor parte de los estudios sobre el comportamiento meiótico de los cromosomas sexuales 
se ha realizado sobre especies de mamíferos placentarios, particularmente roedores y humanos. 
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Aun así, hay algunos trabajos centrados en el estudio de otros grupos de mamíferos. En el caso 
de los marsupiales, existen una gran cantidad de trabajos centrados el proceso de apareamiento 
en especies con cromosomas sexuales completamente diferenciados (Graves, 1996; Page et 
al., 2005; Page et al., 2003; Roche et al., 1986; Seluja et al., 1987; Sharp, 1982; Solari, 1993; 
Solari and Bianchi, 1975). En estos casos se ha encontrado un retraso en el apareamiento y 
la ausencia del CS entre los cromosomas sexuales. Asimismo, se ha demostrado la ausencia 
de recombinación entre los cromosomas X e Y. En su lugar, se ha caracterizado la formación 
de una placa densa (PD), que es responsable de mantener la asociación de los cromosomas 
sexuales (Page et al., 2006b; Roche et al., 1986; Sharp, 1982; Solari and Bianchi, 1975).  
La PD está formada por proteínas del CS, principalmente por la proteína SYCP3 e implicada 
en mantener la asociación de los cromosomas sexuales desde su apareamiento en paquitene 
(Page et al., 2003) hasta su segregación en metafase-I (Page et al., 2006b). Finalmente, se ha 
encontrado que los cromosoma sexuales de marsupiales sufren un fenómeno de silenciamiento 
MSCI similar al descrito en mamíferos placentarios (Franco et al.,2007;Namekawa et al., 2007).

Con respecto a los monotremas, son pocos los estudios sobre la organización y dinámica 
de los cromosomas durante la meiosis. En los últimos años, el grupo del Dr. Frank Grutzner en 
Australia ha abordado este problema y ha demostrado una serie de particularidades de la meiosis 
en el ornitorrinco. Entre ellas destaca la formación de una cadena cromosómica que incluye a 
todos los cromosomas sexuales (Grützner et al., 2004). También se ha estudiado la dinámica de 
la proteína SMC3, que muestra un patrón de localización y acumulación específico sobre los 
cromosomas sexuales (Casey et al., 2017). Otro hallazgo importante es que las proteínas SYCP2 
y SYCP1 están altamente conservadas en los monotremas (Casey et al., 2015). Por el contrario, 
la proteína SYCP3 presenta una mayor divergencia. De hecho se ha encontrado que el genoma 
de ornitorrinco tiene tres genes distintos para esta proteína: SYCP3, SYCP3-like y SYCP3-Y.  
(Casey et al., 2015). Esto podría ser clave en el ensamblaje del CS. Finalmente, se ha puesto de 
manifiesto que, a diferencia de los placentarios y los marsupiales, los cromosomas sexuales 
del ornitorrinco no presentan un fenómeno de silenciamiento durante la meiosis (Daish et al., 
2015), por lo que se postula que el proceso de MSCI evolucionó después de la divergencia de los 
monotremas y los terios. No existen estudios sobre la meiosis de equidna.  
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Planteamiento del problema
De acuerdo a los antecedentes presentados, en la mayoría de los mamíferos los cromosomas 

X e Y sinapsan y recombinan durante la meiosis masculina en una pequeña región de homología 
denominada región pseudoautosómica (PAR). La presencia de un quiasma en la PAR asegura 
que los cromosomas puedan segregar de manera correcta. Sin embargo, existen especies en 
las que los cromosomas sexuales han alcanzado distintos estadios de diferenciación a lo largo 
de la evolución.

Los monotremas presentan un sistema complejo de cromosomas sexuales, lo que les confiere 
una serie de características interesantes y extraordinarias desde el punto de vista evolutivo, 
genético y citogenético. Estudios recientes (Casey et al., 2017; Daish et al., 2015) han puesto 
de manifiesto algunos aspectos relevantes del comportamiento de estos cromosomas durante 
la meiosis de ornitorrinco, que contrastan con los patrones de comportamiento encontrados 
en el resto de los mamíferos. No obstante, hay muchos aspectos que no han sido analizados 
en esta especie, como el ensamblaje del CS o la dinámica de recombinación, y no hay estudios 
sobre la meiosis de equidna. Un estudio más detallado de la meiosis en estas especies podría 
aclarar el origen evolutivo de algunas de las peculiaridades meióticas de los monotremas, así 
como de otras características comunes con otros grupos de mamíferos.

En el caso de los marsupiales, la mayor parte de las especies presentan cromosomas X 
e Y que están completamente diferenciados y no poseen región PAR. El comportamiento 
meiótico de estos cromosomas está bastante bien caracterizado en diversas especies con 
esta configuración cromosómica (Page et al., 2003; Sharp, 1982; Solari and Bianchi, 1975). No 
obstante, existen especies de marsupiales en las que los cromosomas sexuales sí presentan 
regiones de homología entre el cromosoma X e Y, como es el caso de algunas especies de 
ualabíes. En concreto, la especie Wallabia bicolor presenta un sistema de cromosomas sexuales 
XY1Y2, que podría combinar un mecanismo convencional de asociación entre los cromosomas 
(presencia de un quiasma en la región de homología) y otro alternativo (presencia de la placa 
densa en la región no homóloga). El estudio de este caso ofrece una oportunidad única para 
comparar ambos mecanismos en un mismo organismo.

Objetivo general 
El objetivo principal de la presente Tesis Doctoral es la realización de un estudio del 

comportamiento y organización de los cromosomas, y en especial de sus cromosomas sexuales, 
en el ornitorrinco (Ornithorhynchus anatinus), el equidna de hocico corto (Tachyglossus 
aculeatus), ambos con un sistema complejo de cromosomas sexuales, y el ualabí de pantano 
(Wallabia bicolor), que presenta una translocación reciente de un autosoma al cromosoma X. 
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Objetivos específicos 
Para cada una de las especies analizadas se abordarán los siguientes objetivos específicos:

1. Analizar la progresión de los procesos de apareamiento y sinapsis durante las diferentes 
etapas de la profase-I y establecer las configuraciones que adoptan los cromosomas sexuales.

2. Analizar la distribución de las proteínas del CS (especialmente SYCP3) y del complejo de 
cohesina (SMC3, SMC1, STAG3, REC8) durante la primera división meiótica de estas especies.

3. Estudiar el proceso de reparación del DNA, mediante la localización de proteínas implicadas 
en la vía de recombinación homóloga: RPA, RAD51, DMC1 y MLH1.

4. Estudiar el fenómeno de MSCI mediante marcadores de la activación e inactivación 
transcripcional. Se localizarán la RNA polimerasa-II y diferentes modificaciones de histonas 
como γH2AX, H3K9ac, H3K9me2 y H3K9me3.

5. Estudiar la disposición de los cromosomas sexuales en metafase-I y anafase-I en células que 
conserven su organización tridimensional a fin de establecer los mecanismos que aseguran 
su asociación y segregación en la primera división meiótica. 
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Para la realización de esta Tesis Doctoral se han utilizado muestras de testículo de tres especies: 
Ornithotinchus anaticus, Tachyglossus aculeatus y Wallabia bicolor.

El material de ornitorrinco y equidna fue proporcionado por el laboratorio del Dr. Frank Grützner 
(Universidad de Adelaida, Australia), de acuerdo con las regulaciones del comité de ética y bioseguridad 
de la Universidad de Adelaida (Institutional Biosafety Committee, Dealing ID 12713; 2011-2014 University 
of Adelaide Animal Ethics S-2011-146). Los ejemplares de ornitorrinco y equidna se recolectaron entre 
2002-2014 (AEEC permit R.CG.07.03, Environment ACT permit LI 2002 270, NPWS permit A193) y 2008 
(AEC permit N°. S-49-2006) en el Upper Barnard River (New South Wales, Australia).

El material de ualabí de pantano fue proporcionado por el laboratorio de la Dra. Marilyn Renfree 
(Universidad de Melbourne, Australia), siguiendo la normativa del comité de ética de experimentación 
animal de la Universidad de Melbourne. Los animales fueron mantenidos en las colonias de la 
Universidad de Melbourne bajo los permisos de investigación de Victorian Department of Environment, 
Land, Water and Planning Wildlife Act 1975. Además, la Dra. Renfree nos proporcionó trambién material 
de ornitorrinco, recolectado en época de reproducción con los permisos de New South Wales Parks and 
Wildlife. Todas las técnicas de muestreo y relección se ajustaron a las directrices del Australian National 
Health and Medical Research Council (2013) y fueron aprobadas por los comités de experimentación y 
ética animal de la Universidad de Melbourne.

La relación de especies, su constitución cromosómica y el número de individuos estudiados se 
detallan a continuación:

Department of Molecular and Biomedical Science. 
School of Biological Sciences. The University of Adelaide, 
South Autralia, Australia. 
Departament of Zoology. School of BioSciences, 
The University of Melbourne, Victoria, Australia.

Ornitorrinco: 
Ornithorhynchus anatinus 

Especie Individuos Cariotipo Origen

Especie Individuos Cariotipo Origen

5 2n = 42 + X1-5 Y1-5

Department of Molecular and Biomedical Science. 
School of Biological Sciences. The University 
of Adelaide, South Autralia, Australia.

Equidna de hocico corto: 
Tachyglossus aculeatus 4 2n = 54 + X1-5 Y1-4

Departament of Zoology. School of BioSciences, 
The University of Melbourne, Victoria, Australia 

Ualabí de pantano: 
Wallabia bicolor 5 2n = 4 + XY1Y2 

Marsupiales

Monotremas

Tabla I. Resumen de especies, número de individuos, cariotipo y origen del material utilizados en este esta investigación.

  1  Material
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El material se preservó de diferentes formas para optimizar su envío desde Australia a nuestro 
laboratorio:

 – Parte del material se disgregó en PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10,1mM Na2 HPO4, 1,7 mM 
KH2Po4, pH 7,4). Posteriormente con la ayuda de unas pinzas dentadas los túbulos seminíferos 
de rasgaron hasta obtener una suspensión celular. Las células en PBS se mezclaron con 
dimetilsulfoxido (DMSO) (PanReac AppliChem) a una dilución final de 10 % de DMSO. 
Posteriormente, la suspensión celular se congeló lentamente (- 1 °C/min) en el Mr.Frosty 
(Tarson Products) hasta alcanzar los -80 °C y se preservó a esa temperatura para su almacenaje. 

 –  Otra parte del material se congeló directamente sin preparar una suspensión celular. En este 
caso se trocearon suavemente los túbulos seminíferos con una cuchilla y los túbulos resultantes 
se congelaron directamente en nitrógeno líquido. Finalmente, las muestras se conservaron a  
-80 °C.

Tanto en un caso como en el otro las muestras se enviaron por avión en un contenedor seco de 
nitrógeno líquido.

Algunas de las muestras de ualabí de pantano y ualabí de Tammar se pudieron procesar en 
fresco en el laboratorio de la Dra. Marilyn Renfree en Melbourne. 

 

2.1.  Obtención de preparaciones de espermatocitos

2.1.1.  Esparcidos de espermatocitos
Para la obtención de los esparcidos de ornitorrinco se partió de suspensión celular de 

espermatocitos conservados en DMSO al 10 % a -80 °C. Se descongeló la suspensión celular y se 
diluyó 1/10 en sacarosa 50 mM. La mezcla se incubó en frío (4 °C) 10 minutos, resuspendiendo 
varias veces durante este tiempo. Después se dejó caer una gota de este material desde unos 15 
cm de altura sobre el portaobjetos y se añadieron 4 gotas de Triton X-100 (Sigma) al 0.05 % con una 
pipeta Pasteur y se esperó 10 minutos para la correcta permeabilización de las células. Después 
se fijaron añadiendo varias gotas de una solución de formaldehido al 1 % en agua destilada. Se 
dejaron secar los portaobjetos en horizontal durante hora y media en una cámara húmeda a 
temperatura ambiente y seguidamente se lavaron con PhotoFlo (Kodak) al 0.04 % o con Triton X-100 
(Sigma) al 0,04 % en agua destilada y se dejaron secar al aire. Una vez secas, las preparaciones se 

  2  Metodología
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utilizaron inmediatamente o bien se conservaron montadas con VectaShield (Vector Laboratories) 
y almacenadas en la nevera a 4 °C.

En el caso del equidna se trabajó siempre con material congelado directamente en nitrógeno 
líquido. En el caso del ualabí de pantano se trabajó con testículo congelado o bien con material 
fresco. En estos casos se disgregaron los túbulos seminíferos con la ayuda de pinzas curvas dentadas 
para obtener una suspensión celular homogénea. Se recogió en un tubo eppendorf (1,5 ml) y se dejó 
decantar dichos túbulos, para obtener dos fracciones, en el pellet los túbulos seminíferos vacíos y 
en el sobrenadante las células de interés formando una suspensión celular. Esta suspensión celular 
se puede preservar congelada a -80 °C en DMSO al 10 % para ser utilizada en otra ocasión. Una 
vez obtenida la suspensión celular se añadieron 400 µl de sacarosa 100 mM por cada 100 µl de 
suspensión celular, se mezclaron y se dejó incubar diez minutos. Para realizar los esparcidos, los 
portaobjetos se introdujeron en la solución fijadora de formaldehido al 1 % en agua destilada (pH 
9,5) con 0,15 % de Triton X-100 (Sigma), conteniendo un 3 % de tetraborato sódico (Na2B4O7-10 H2O). 
Una vez embebido se escurrió ligeramente el exceso de fijador del portaobjetos y se añadieron 
15-20 µl de la suspensión celular en una esquina del mismo. Las células se extendieron por toda la 
superficie del portaobjetos con ligeros movimientos y cada portaobjetos se colocó en una cámara 
húmeda en posición horizontal. Se dejó secar durante dos horas y después se lavó con PhotoFlo 0,04 
% (Kodak) o con Triton X-100 (Sigma) al 0,04 % como se ha indicado para el material de ornitorrinco. 
Igualmente, las muestras se utilizaron inmediatamente o se conservaron montadas en Vectashield 
a 4 °C. 

2.1.2.  Aplastados de espermatocitos
Esta técnica permite extender las células de los túbulos seminíferos en una monocapa 

manteniendo la organización tridimensional de las células. Se fijaron los túbulos seminíferos en una 
solución de formaldehído al 2 % en PBS con Tritón X-100 (Sigma) al 0,1 % durante 15 minutos. Mientras 
los portaobjetos previamente limpios con etanol absoluto/acetona (1/1) se impregnan con una gota 
de poli-L-lisina 1 mg/ml (Sigma) que ayuda a la adherencia de las células sobre el portaobjetos. Una 
vez fijados, los túbulos fueron colocados PBS para detener la fijación y no endurecer el material. A 
continuación, varios túbulos seminíferos se colocaron en un portaobjetos, se añadió una gota de 
fijador y se colocó un cubreobjetos sobre ellos. El material de dispersó presionando suavemente con 
un lapicero sobre el cubreobjetos. Posteriormente, con una almohadilla de papel de filtro se secó el 
exceso de fijador de alrededor del cubreobjetos y con el dedo pulgar se presionó sobre la muestra. 
Finalmente, las preparaciones se sumergieron en nitrógeno líquido. Si las preparaciones iban a ser 
utilizadas en ese momento se retiró inmediatamente el cubreobjetos con ayuda de una cuchilla y se 
rehidrataron en una jarra coplin con PBS, para continuar con el protocolo de inmunofluorescencia. Si 
las preparaciones iban a utilizarse más adelante, tras sumergirlas en nitrógeno líquido se guardaron 
a -80 °C. Para su uso es necesario volverlas a sumergir en nitrógeno líquido, para poder retirar el 
cubreobjetos y rehidratarlas en PBS.
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2.2.  Inmunolocalización de proteínas
Se realizó una inmunofluorescencia indirecta para la localización de proteínas en las 

preparaciones realizadas por medio de los protocolos de esparcido y de aplastado. Para ello fueron 
rehidratadas con PBS durante cinco minutos sumergidas en una jarra coplin. Los anticuerpos 
primarios se diluyeron en PBS a las concentraciones apropiadas, descritas en la Tabla II. Para cada 
preparado se puso un volumen de 50 o 25 µl de la dilución de anticuerpos, dependiendo de si es una 
preparación de esparcido o de aplastado, respectivamente, y se incubaron en una cámara húmeda 
toda la noche a temperatura ambiente.

Proteína

Complejo de cohesinas

Complejo sinaptonémico

Centrómero

Check point

Modificaciones epigenéticas

Recombinación

Tipo y hospedador Proveedor Dilución
Anticuerpos primarios

 SMC3 Policlonal de conejo Cedido por el Dr. José Luis Barbero 1:25
  
 SMC1α Policlonal de conejo Cedido por el Dr. José Luis Barbero 1:25
 
 SMC1β Policlonal de conejo Cedido por el Dr. José Luis Barbero 1:25

 STAG3 Policlonal de conejo Cedido por el Dr. José Luis Barbero 1:25

 REC8 Policlonal de conejo Cedido por el Dr. José Luis Barbero 1:25

 SYCP3 platypus Policlonal de conejo Nueva obtención en el CIB-CSIC 1:40

 SYCP3-like Policlonal de conejo Nueva obtención en el CIB-CSIC 1:40

 SYCP3-Y Policlonal de conejo Nueva obtención en el CIB-CSIC 1:40

 SYCP1 Policlonal de conejo Nueva obtención en el CIB-CSIC 1:100

 SYCP3 Policlonal de conejo Abcam 15093 1:100

 SYCP3 Policlonal de conejo Knuff cedida por Christa Heyting 1:500

  Policlonal de humano Antibodies Incorporated,15-235 1:50

 RAD51 Policlonal de conejo Santa Cruz 8349 1:50

 RPA32/RPA2 Policlonal de conejo Abcam 10359 1:50

 RPA70/RPA1 Policlonal de conejo Abcam 87272 1:50

 DMC1 Monoclonal de ratón Novus 2H12/4 1:50

 MLH1 Monoclonal ratón Pharmingen 550838 1:50

 RNA polimerasa-II Monoclonal de ratón Abcam 24758-1000 1:100

 γH2AX Monoclonal de ratón Upstate 05-636 1:1000

 γH2AX Policlonal de conejo Abcam 2893 1:500

 H3K9ac Monoclonal de ratón Sigma H0913 1:100

 H3K9me2 Monoclonal de ratón Abcam 1220 1:100

 H3K9me3 Policlonal de conejo Abcam 8898 1:100

 Hormad1 Policlonal de cobaya Cecido por el Dr. Attila Toth 1:50

Proteínas
centroméricas

Tabla II. Listado de los anticuerpos primarios usados en las diferentes técnicas utilizadas.
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Al día siguiente, se retiró el cubreobjetos sumergiendo las preparaciones en PBS y se lavaron 
las preparaciones tres veces con PBS, durante cinco minutos cada lavado. A continuación, se 
incubaron las muestras con las combinaciones adecuadas de anticuerpos secundarios descritos en 
la Tabla III, durante una hora en la cámara húmeda. Finalmente se tiñeron las preparaciones con 
4´6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (2 µg/ml) y se montaron con VectaShield (Vector Laboratories). Se 
selló el cubreobjetos sobre el portaobjetos con esmalte de uñas y conservaron en oscuridad a 4 °C.

Tipo de anticuerpo

Conejo

Ratón

Humano

Fluorocromo Proveedor Dilución
Anticuerpos secundarios

 Burro anti-IgG FITC (488) Jackson ImmunoResearch 1:100

 Burro anti-IgG Cy3 (549) Jackson ImmunoResearch 1:100

 Burro anti-IgM Dylight (549) Jackson ImmunoResearch  1:100

 Burro anti-IgG Alexa Fluor (350) Invitrogen 1:100

 Burro anti-IgG Dylight (649) Jackson ImmunoResearch 1:50

 Burro anti-IgG FITC (488) Jackson ImmunoResearch 1:100

 Burro anti-IgG Cy3 (549) Jackson ImmunoResearch 1:100

 Burro anti-IgG Cy3 (549) Jackson ImmunoResearch 1:100

 Burro anti-IgM Dylight (549) Jackson ImmunoResearch 1:100

 Burro anti-IgG Cy3 (549) Jackson ImmunoResearch 1:100

Tabla III. Listado de los anticuerpos secundarios usados en las diferentes técnicas utilizadas.

Para la detección de dos anticuerpos primarios generados en la misma especie se prosiguió del 
siguiente modo: se incubó con el primer anticuerpo primario toda la noche a temperatura ambiente 
y se detectó con un anticuerpo secundario Fab durante cuatro horas a temperatura ambiente. 
Posteriormente, tras los lavados correspondientes, se incubó el segundo anticuerpo primario otra 
vez toda la noche a temperatura ambiente y al día siguiente se detectó con el segundo anticuerpo 
secundario, en este caso una IgG completa, una hora a temperatura ambiente. En ocasiones se 
necesitó poner un tercer anticuerpo primario, con su correspondiente anticuerpo secundario 
(triples-inmunolocalizaciones). El montaje y conservación es el mismo que el caso anterior. Esta 
técnica fue la más utilizada, ya que la mayoría de anticuerpos utilizados eran policlonales de conejo. 

2.3.  Generación de anticuerpos específicos
Ante la inexistencia de anticuerpos que fueran capaces de reconocer los ELs del CS de ornitorrinco 

se generaron nuevos anticuerpos para las tres isoformas de SYCP3 de esta especie, en colaboración 
con el Dr. José Luis Barbero (CIB-CSIC).
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2.3.1.  Obtención de antígenos de la proteína SYCP3 para la producción de 
anticuerpos

 Obtención de la secuencia codificante de los fragmentos de la proteína SYCP3 ornitorrinco por PCR.

El cDNA que fue enviado desde la Universidad de Adelaida, Australia. Se buscó la secuencia de 
cDNA codificante para la proteína SYCP3 de ornitorrinco en la base de datos de nucleótidos y se 
diseñaron dos oligonucleótidos sintéticos para cada secuencia, uno de la región 5´ incorporando la 
señal de inicio de traducción ATG y la secuencia correspondiente a un enzima de restricción (CATATG: 
NdeI), y el segundo para la región 3’ al que se le añadió la señal de terminación TAA y la secuencia 
de una segunda enzima de restricción (GTCGAC: SalI). La secuencia de los cebadores utilizados es:

 – SYCP3 P1: 5´-GGC ATA TGA AAA GAT TGG AAC AAT ATA TTA AAT C-3´ (sense)

 – SYCP3 P2: 5´-GCG TCG ACT CAA AAT AAC ATG GAC TGA AGA AAC-3 (́anti-sense)

 – SYCP3 PL1: 5´-CG CAT ATG AAA AAA GTC GAA CTA TAT GTT AAA G-3´ (sense)

 – SYCP3 PL2: 5´-GC GTC GAC TCA AAA TAC CAT GGA CTT AAG CAA C-3´ (anti-sense)

 – SYCP3 Y1: 5´-GC CAT ATG AAG AGA AAA AGA CTG GAA GTG GA C-3´ (sense)

 – SYCP3 Y2: 5´-GC GTC GAC TTA CTC TCT ACT GTC CAA TCT ATT C-3´ (anti-sense)

El programa de amplificación del DNA empleado fue:

 • Un ciclo de 4 minutos a 95 °C, 

 • 36 ciclos de 15 segundos a 95 °C, 30 segundos a 55 °C y un minuto a 72 °C. 

 • Un ciclo de 5 minutos a 72 °C.

Amplificación de fragmentos de DNA mediante PCR.

Las concentraciones de los componentes de la reacción de PCR utilizadas en las amplificaciones 
realizadas a lo largo de este trabajo, fueron estándar: 0.2 mM dNTPs (4 tipos de desoxirribonucleótidos 
trifosfatos), 1.5 mM MgCl2, 0.3 μM de cada uno de los cebadores y 5U de DNA polimerasa AmpliTaq 
(Applie Biosystems), en un volumen final de 100 μl. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en 
un termociclador modelo GeneAmp PCR System 2700 Applied Biosystems. Los programas de PCR 
y las parejas de cebadores usados para todas las amplificaciones se especifican en el apartado 
correspondiente.

Electroforesis en geles de agarosa.

Todo el DNA, los productos de PCR y los fragmentos de restricción se corrieron en geles de agarosa 
cuya concentración crece del 0,8 % al 2 % en tampón TAE 1x. La electroforesis se llevó a cabo siguiendo 
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el protocolo descrito (Sambrook et al., 1989). Los geles de agarosa se visualizaron en “GelDoc2000 
“mediante el programa “Quantity One” (Bio-Rad) después de teñir con bromuro de etidio. 

Clonaje de productos de PCR.

Los productos de PCR se clonaron en el vector pET12a (Promega). Para ello se cortaron con 
las enzimas de restricción NdeI y Sal-I (NZYtech) y se purificaron los fragmentos correspondientes 
mediante el kit “GeneClean®Turbo” (MP Biomedicals, LLC). Posteriormente se ligaron según indica el 
protocolo de “T4 DNA Ligase” (Roche). En primer lugar la mezcla de ligación se utilizó para transformar 
bacterias competentes de E.coli DH5α. Se escogieron al azar colonias resistentes a ampicilina y se 
realizaron minipreparaciones de colonias para seleccionar cuales de ellas contenían el plásmido con 
el inserto adecuado. Los plásmidos seleccionados por tamaño de inserto y secuencia, se purificaron 
y se utilizaron para transformar bacterias competentes de E.coli Bl21DE3 y se crecieron en placas 
de LB con ampicilina durante toda la noche a 37 °C.

 Comprobación de colonias por minipreparaciones de colonias y digestión con endonucleasas 
de restricción.

Las colonias se analizaron mediante minipreparaciones de colonias (Solución de lisis: Tris/HCl 
pH 8 10 mM, NaOH 0.1 M, EDTA (ácido etilendiaminotetraacético) pH 8, 10 mM, SDS 1% y ClH 1 M) 
para ver si tenían el inserto, analizando el tamaño en geles de agarosa al 0,8 %. Posteriormente, de 
las colonias que presentaban el inserto se realizaron minipreparaciones de cultivo, obteniéndose 
así pequeñas cantidades de DNA plasmídico, siguiendo las instrucciones del kit “High Pure Plasmid 
Isolation” (Roche), que después se analizaron de nuevo mediante digestión con endonucleasas de 
restricción, siguiendo las instrucciones del fabricante (NZYtech). Los fragmentos de restricción se 
corrieron nuevamente, en geles de agarosa al 1,2 %.

Secuenciación del DNA.

Todas las reacciones de secuenciación se han realizado en el servicio de secuenciación 
automática de DNA del Centro de Investigaciones Biológicas.

2.3.2.  Expresión de proteínas 

Expresión de los fragmentos de la proteína.

Para expresar los fragmentos de la proteína en bacterias E.coli, se inocularon 500 ml de medio 
LB con 150 μg/ml de ampicilina con las colonias seleccionadas anteriormente que contenían la 
construcción de interés, y se dejaron crecer a 37 °C en agitación. Cuando la densidad óptica del 
cultivo medida a 600 nm era aproximadamente 0,7, lo cual sucedía en unas tres horas en nuestras 
condiciones de cultivo, se indujo con IPTG (isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido) a concentración 
final de 1 mM durante tres horas a 37 °C. Una vez pasado este tiempo, el cultivo se centrifugó 10 
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minutos a 6000 rpm y 4 °C. El pellet resultante se resuspendió en 1 ml de agua con inhibidores 
de proteasas (Complete Mini EDTA-free, Roche) por cada 10 ml de cultivo inicial. Finalmente, las 
bacterias se lisaron por sonicación y se centrifugaron 8 minutos a 14000 rpm y 4 °C. Las fracciones 
no soluble y la soluble se procesaron de formas distintas.

Purificación de la proteína.

Las fracciones no solubles se cargaron en el gel, después de añadir un volumen de buffer 
de carga de Laemmli 4x, en geles preparativos de SDS-poliacrilamida al 15 % y se corrieron con 
buffer de transferencia que contenía Azul de Coomasie (0.4-0.8 %). Del gel, se recortó la banda 
correspondiente a nuestro fragmento de proteína guiándonos por los marcadores (Precisión Plus 
Protein Standards Dual Color, Bio-Rad) y se trituró en PBS 1x, EDTA 5 mM y PMSF (fluoruro de 
fenilmetilsulfonilo) 1 Mm.

Posteriormente se centrifugó 10 minutos a 2000 rpm y 4 °C. Las fracciones solubles procedentes 
de la extracción se congelaron a -80 °C y se liofilizaron durante 24-48 horas. Por último, se 
resuspendió en el mínimo volumen posible de PBS y se dializó frente a agua destilada.

2.3.3.  Secuenciación de proteínas 
Los fragmentos recombinantes purificados se llevaron al servicio de Química de Proteínas del 

Centro de Investigaciones Biológicas (CSIC) para obtener y confirmar la secuencia N-terminal de 
cada uno de ellos.

2.3.4.  Generación de anticuerpos policlonales

Inmunización de conejos.

Para la generación de anticuerpos frente a la proteína SYCP3 se inmunizo un conejo mediante 
tres inyecciones sucesivas (semana 0, semana 3 y semana 6) con el antígeno aislado y purificado, 
realizado por el personal adecuado en el animalario del Centro de Investigaciones Biológicas (CSIC)

Obtención de sueros.

Pasadas nueve semanas de incubación del antígeno en la sangre del conejo, se sacrificó al animal 
y la muestra de sangre se centrifugó 15 minutos a 3500 rpm y 4 °C recogiéndose los sobrenadantes. 
Los sueros se inactivaron durante 30 minutos a 56°C y posteriormente se le añadió Ázida Sodica (5 
Mm) y PMSF (0,2 Mm). Se filtraron por filtros de 45 micras y por último se alicuotearon, pudiéndose 
usar en el momento o guardar a -20 °C.
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2.4.  Hibridación in situ (FISH) de secuencias teloméricas 
Para la detección de ADN telomérico en esparcidos de espermatocitos se realizó una 

hibridación in situ fluorescente (FISH, Fluorescence In Situ Hybridization) usando una sonda 
telomérica peptidonucleica (PNA, Peptide Nucleic Acid), la cual consta de tres repeticiones de la 
secuencia CCCTAA y está unida a un isotiocionato de florescencia (FITC, Fluorescein IsoThioCynate, 
Applied Biosystems).

La hibridación se realizó en preparaciones en las que previamente se habían inmunolocalizado 
proteínas cromosómicas (ver apartado 2.2). Terminada la inmunodetección, se lavaron las 
preparaciones dos veces durante quince minutos en PBS a temperatura ambiente (todos 
los lavados, fijaciones y tratamientos de este protocolo se llevaron a cabo por inmersión, en 
oscuridad y agitación). A continuación, se fijaron las preparaciones en formaldehído 4 % en PBS 
durante diez minutos y se volvieron a lavar tres veces durante cinco minutos en PBS. Después, se 
deshidratan las muestras sumergiéndolas en una serie de alcoholes durante cinco minutos cada 
alcohol (70 °,90 ° y 100 °). Tras el alcohol absoluto se dejó secar por completo, se añadieron 50 
µl de la sonda y se colocó un cubreobjetos cubriendo toda la superficie donde se encuentran los 
espermatocitos:

 • Tris 1M (pH 7,2) ……………………………………………..0,4 µl

 • MgCl2 Buffer…………………………………………………..4,2 µl

       MgCl2 25 mM, ácido cítrico 9 mM, Na2HPO4 82 mM; pH 7

 • Formamida desionizada de Sigma…………………….32 µl

 • Agua destilada………………………………………………...7,4 µl

 • Tel-probe PNA (5 µl/ml) ……………………………….……5 µl

Se pusieron las preparaciones en una placa a 80 °C durante tres minutos para desnaturalizar 
el DNA por calor. A continuación, se colocaron en una cámara húmeda en oscuridad durante dos 
horas a temperatura ambiente. Tras la incubación con la sonda se lavaron dos veces durante 
quince minutos en formamida 70 % con BSA al 10 % (Albumina de suero Bovino). Posteriormente, 
se realizaron tres lavados durante cinco minutos cada uno con tampón TBS (Tris 1 M pH 7, NaCl 
1,5 M en H2O y 0,05 % de Tween-20) y por último se deshidrataron nuevamente con la serie de 
alcoholes ascendentes y se dejaron secar para montar con VectaShield (Vector Laboratories).

2.5.  Western blot
Se utilizaron los testículos congelados de ornitorrinco para realizar la siguiente técnica. En 

primer lugar, se dejó atemperar la muestra y se realizó una extracción de proteínas siguiendo 
el protocolo del kit “NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents” (Thermo Scientific), 
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obteniendo de esta forma tres extractos de proteína (nuclear, citoplasmática y total). Se colocaron 
la cubeta de los geles en la fuente (PowerPac Basic Power Supply, Bio-Rad) y se insertó el gel 
(Mini-PROTEAN TGX Gels. Bio-Rad al 12 %) sobre el cual van a corren las muestras y un marcador 
para después poder comprobar el peso molecular de las proteínas de interés (Precision Plus 
Protein All Standards). Se cargaron las muestras y el marcador sobre el peine del gel en la cubeta 
con el buffer de electroforesis. La electroforesis se corrió en dos pasos: el primero a un voltaje 
de 80 voltios (hasta que el frente haya pasado el stacking) y después se aumentó el voltaje a  
100-120 voltios. 

A continuación, cuando las bandas habían corrido por todo el gel (y se habían separado las 
proteínas de las muestras), se procedió a la transferencia. Para ello previamente se empaparon bien 
las esponjas, papeles y el gel (una vez extraído de los cristales) en el buffer de transferencia, para 
inmediatamente después montar el set de transferencia poniendo las esponjas en los extremos, 
sobre ellas los papeles (Mini Trans-Blot Filter paper) y el gel. Sobre el gel se colocó la membrana 
de transferencia (Immun-BLot PVDF Membrane For Protein Blotting, 0,2 µm) con la precaución de 
que no queden burbujas. Se colocó en la cubeta con el buffer de transferencia una hora y media 
a 100 voltios. Tras este paso se bloqueó la membrana con TBS-T 1 % con BSA 5 % durante una 
hora a temperatura ambiente y después se lavaron tres veces durante diez minutos en PBS 1X/
Tween20 1 %. Finalmente, se incubó la membrana con los anticuerpos primarios (SYCP3, SYCP3-
like y SYCP3-Y) a una dilución 1/500 toda la noche en la cámara fría a 4 °C en agitación. Al día 
siguiente, tras tres lavados durante diez minutos en PBS 1X/Tween20 1 %, se incubó la membrana 
con el anticuerpo secundario de burro que reconoce IgGs de conejo conjugado con peroxidasas 
(Jackson ImmunoResearch) a una dilución 1/5000 durante una hora a temperatura ambiente en 
agitación. Finalmente, se lavó el anticuerpo secundario con tres lavados durante diez minutos PBS 
1X/Tween 20 1 % y se procedió al revelado con un sistema de detección de quimioluminiscencia 
(Clarity Western ECL Substrate. Bio-Rad) según las instrucciones del fabricante. El análisis de 
proteínas se realizó usando ImagenLab Software (Bio-Rad)

2.6.  Captura y procesamiento de imágenes
Las preparaciones fueron observadas por un microscopio óptico Olympus BX61 equipado con 

una platina motorizada en el eje Z y la captura de imágenes se hizo con una cámara digital Olympus 
DP72 controlada mediante el programa Cell-F, usando el software AnalySIS de Olympus (Soft 
Imaging System, Olympus). Las preparaciones de aplastados de espermatocitos se fotografiaron 
como series de fotografías (stacks) abarcando todo el volumen celular, capturando una imagen 
cada 0.2 μm. En las preparaciones de esparcidos las células quedan proyectadas en un plano focal, 
por lo que solo se tomó una única imagen.

Para el estudio de algunas estructuras y se utilizó además un microscopio confocal Leica TCS 
SP8 equipado con un sistema STED (Stimulated Emission Depletion) 3X de superresolución, situado 
en el servicio de microscopia del Centro Nacional de Biotecnología (CSIC). 
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El procesamiento de las fotos se hizo mediante los programas Adobe Photoshop 7.0 y Adobe 
Photoshop Cs6 (Adobe Inc., Estados Unidos) para ajustar los niveles de intensidad de la señal de los 
anticuerpos, eliminar el fondo e intercambiar los colores de las señales para la mejor visualización 
de cada elemento. Para el tratamiento de las imágenes tomadas como stacks se usó el programa 
ImageJ (National Institute of Health, USA: https://rsb.info.nih.gov/ij/).

2.7.  Cuantificación de resultados y análisis estadístico
Se realizaron tres réplicas de los experimentos de cuantificación, utilizando tres individuos 

diferentes en el ornitorrinco y otros tres en el equidna. A su vez en cada una de las réplicas se 
realizaron los conteos en un mínimo de dos preparaciones de esparcido diferentes. Los resultados 
se expresan como la media del número de focos contados y su desviación estándar (tablas 1.1 y 
2.1). En el análisis cuantitativo de la recombinación del ornitorrinco se contabilizó el número de 
focos de las proteínas RPA y RAD51 en un total de 75 células por cada proteína en diferentes etapas 
de la profase-I, mientras que para el análisis del equidna se contabilizaron un total de 50 células 
por cada proteína. El número de células contadas es relativamente pequeño dada la dificultad de 
encontrar células adecuadas para un correcto recuento, por ello se pensó en realizar un test no 
paramétrico de Kruskal-Wallis con un post-hoc para comparaciones múltiples mediante el test de 
Dunn´s. Sin embargo, los datos pasaron el análisis de normalidad realizado por medio de los test de 
D´Argostino & Pearson y Kolmogorov Smirnov. Por ello, se asumió que estos datos corresponden a 
una distribución gaussiana y se empleó un test de ANOVA de una vía y un post-hoc de Tukey para 
comparaciones múltiples. Las diferencias en el número de focos entre ambas proteínas por etapa, 
a su vez fueron analizadas por medio de un test t-Student. 

Para todos los test estadísticos las diferencias se consideraron significativas a unos valores 
p≤0,05, representándose mediante un asterisco (*): *p≤0.05; **: p≤0.01; ***: p≤0.001. Los análisis 
estadísticos y los gráficos se realizaron con el programa informático GraphPad Prism 7 (GraphPad 
Software Inc.). Así mismo para el manejo de los datos y el cálculo de los mismos se ha utilizado 
Microsoft Excel (Microsof Corporation, Estados Unidos, 2013).
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Ornitorrinco
Ornithorhynchus anatinus (Ornithorhynchidae)

Fotografía tomada en Healesville Sanctuary (Healesville, Victoria, Australia)

“La vida es una unión simbiótica y cooperativa 
que permite que triunfen a los que se asocian”. 

 Lynn Margulis (1938-2011)
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Los machos de ornitorrinco muestran una dotación cromosómica 2n = 52, con 21 bivalentes 
autosómicos y 10 cromosomas sexuales (5X y 5Y). En este apartado se detallará la dinámica de estos 
cromosomas sexuales que presentan un complejo sistema de organización en forma de cadena. En el 
segundo apartado se realizará una comparación con la segunda especie de estudio, el equidna de hocico 
corto, la cual presenta un número cromosómico 2n = 63, con 27 bivalentes y 9 cromosomas sexuales

1.1.  Progresión de la sinapsis durante la profase-I
En primer lugar, se ha estudiado la secuencia de apareamiento y sinapsis de los cromosomas 

del ornitorrinco durante la profase-I. Para ello se ha llevado a cabo la inmunolocalización de la 
cohesina SMC3. Se trata de una proteína altamente conservada en mamíferos (presenta un 99% de 
homología entre el ornitorrinco y humanos) que forma parte de los ECos que se ensamblan a lo largo 
de los cromosomas y subyacen a los EAs y ELs del CS durante la profase-I. Además, se ha realizado 
de manera conjunta la inmunolocalización de la proteína SYCP1, componente principal de los FTs 
del CS. De esta manera se ha podido observar no solo la formación del ECo, sino además determinar 
qué regiones han completado la sinapsis. La secuencia de localización de estas dos proteínas en la 
meiosis del ornitorrinco ha sido descrita previamente (Casey et al., 2017). No obstante, dado que 
este patrón es fundamental para poder entender los resultados presentados en esta Tesis Doctoral, 
se hace una descripción detallada del mismo según los resultados obtenidos en nuestro laboratorio. 

La proteína SMC3 se aprecia en las células en leptotene formando pequeños focos o filamentos 
cortos y finos distribuidos por todo el núcleo. Este fenómeno corresponde con el inicio de la formación 
de los ECos a lo largo de los cromosomas (Figura 1.1A). En esta etapa no se detecta señal de SYCP1, 
indicando que no hay indicio todavía del comienzo de la sinapsis (Figura 1.1A´). La etapa siguiente 
es zigotene (Figura 1.1B), donde la señal de SMC3 aparece en forma de filamentos delgados, más 
largos y continuos que en la etapa anterior. El núcleo presenta un aspecto enmarañado dado que 
los cromosomas aparecen muy elongados. Se pueden distinguir filamentos finos que no muestran 
marcaje con SYCP1, indicando que corresponden a regiones cromosómicas que no han iniciado la 
sinapsis. Por el contrario, en algunas partes del núcleo se observan otros filamentos más gruesos 
que sí incorporan el marcaje de SYCP1 y que corresponden con las regiones donde ha empezado 
la sinapsis (Figura 1.1B´ y B´´). La incorporación de SYCP1 ocurre de manera discontinua a lo largo 
de los cromosomas. Así, en etapas avanzadas de zigotene la señal de SYCP1 todavía se detecta 
fragmentada en muchos segmentos cromosómicos, lo cual indica que la sinapsis se inicia por varios 
puntos a lo largo de los cromosomas (Figura 1.1C´ y 1.1C´´).

  1  Comportamiento meiótico de los cromosomas  
del ornitorrinco
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Figura 1.1. Secuencia sináptica de los cromosomas de ornitorrinco. Doble inmunolocalización de las proteínas 
SMC3 (verde) y SYCP1 (rojo) en esparcidos de espermatocitos primarios. (A-A´´)Leptotene. (A) Los ECos se observan 
como filamentos finos en el núcleo. (A´) No hay señal de SYCP1. (B-B´´) Zigotene temprano. (B) Los ECos se muestran 
más continuos. (B´) Comienza a verse la señal de SYCP1 entre cromosomas homólogos. (B´´) Superposición de señales, 
donde se aprecia que las regiones sinapsadas quedan marcadas con ambas proteínas. (C-C´´) Zigotene tardío. (C) Se 
observan los ECos más continuos que la etapa anterior. (C´) Aumenta de la señal de SYCP1, que aparece en la mayoría 
de los cromosomas homólogos. (C´´) La sinapsis ha progresado observándose en la mayoría de cromosomas la doble 
señal de las proteínas no obstante, quedan regiones donde no se ha completado el proceso, que quedan marcadas 
exclusivamente con SMC3. Barra de escala 10 µm.

El inicio de la etapa de paquitene queda definido por la extensión máxima de la sinapsis en los 
cromosomas. En esta etapa hay una colocalización casi total de las proteínas SMC3 y SYCP1. Se 
aprecian algunas discontinuidades de SYCP1 en la mayoría de los cromosomas, cuya posición 
aparentemente coincide con la posición de los centrómeros (ver figura 1.4). Sin embargo, algunas 
regiones cromosómicas no incorporan SYCP1, por lo que permanecen asinápticas. De acuerdo 
a estudios previos estas regiones  corresponden a los cromosomas sexuales, que no tienen una 
sinapsis completa (Casey et al., 2017). Estas regiones asinápticas muestran diversas modificaciones 
estructurales, la más evidente es el engrosamiento de los ECos revelados con SMC3, que pueden llegar 
a ser muy extensos. Debido a que no se dispone de marcadores de temporalidad para determinar el 
avance de paquitene, y aun cuando en un trabajo anterior se han propuesto hasta ocho subetapas 
(Casey et al., 2017), en nuestro caso se propone la división de paquitene en cuatro subetapas, acorde 
a las modificaciones morfológicas observadas de los ECos de los cromosomas que no completan la 
sinapsis. Se ha considerado paquitene temprano aquella etapa en la que la mayoría de los autosomas 
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han completado la sinapsis, pero no se aprecian aún diferenciaciones de los ECos en los cromosomas 
sexuales (Figura 1.2A y A´´). Cuando aparecen los primeros signos de engrosamiento de los ECos se 
considera una etapa de transición entre paquitene temprano y medio (Figura 1.2B y B´´).

Figura 1.2. Secuencia sináptica de los cromosomas de ornitorrinco. Doble inmunolocalización de las proteínas 
SMC3 (verde) y SYCP1 (rojo) en esparcidos de espermatocitos primarios. (A-A´´) Paquitene temprano. (A) Los ECos son 
continuos en todo el núcleo y son indistinguibles los cromosomas sexuales. (A´) SYCP1 se muestra continua sobre la 
mayoría de los ejes de los cromosomas. (A´´) Combinación de ambas señales. Ambas proteínas colocalizan, indicando 
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que los cromosomas han completado la sinapsis, a excepción una región que corresponde a la cadena de los cromosomas 
sexuales. (B-B´´) Paquitene temprano-medio. (B) Los ECos de los cromosomas sexuales, así como los de algunas regiones 
autosómicas, muestran un cambio morfológico, acumulando SMC3. (B´) SYCP1 se muestra continua en la mayoría de 
autosomas, a excepción de las regiones engrosadas con SMC3. (B´´) Se puede ver como SYCP1 se encuentra entre los ejes 
de cohesinas y se ausenta de las regiones que acumulan SMC3. (C-C´´) Paquitene medio. (C) Los cromosomas sexuales 
muestran una mayor acumulación concentrándose alrededor del nucleolo y se mantiene la acumulación de SMC3 en 
regiones autosómicas. (C´-C´´) SYCP1 se encuentra entre los ejes de los cromosomas sinapsados excluyéndose, de la 
región de acumulación de SMC3, que corresponde a las regiones asinápticas. (D-D´´) Paquitene tardío. (D) La acumulación 
de SMC3 se concentra en formas esféricas. (D´-D´´) Nuevamente SYCP1 se ausenta de estas masas de acumulación de 
SMC3. Además, durante todo el paquitene se observa una nube esférica marcada con SMC3 que corresponde al nucleolo 
unido a una parte de la cadena cromosómica (flecha blanca). (E-E´´) Diplotene-diacinesis. (E) SMC3 se observa como una 
señal punteada y discontinua (E´-E´´) Ausencia de SYCP1 en esta etapa. La fecha indica los cromosomas sexuales, la punta 
de flecha las regiones asinápticas de los autosomas y (*) el nucleolo. Barra de escala 10 µm.

En ella, los engrosamientos son todavía pequeños y se puede apreciar la trayectoria de los ECos. 
En paquitene medio los engrosamientos de los EC se hacen mucho más grandes y abultados y con 
frecuencia ya no se pueden distinguir las trayectorias de cromosomas individuales, sino que la señal 
de SMC3 es tan intensa que engloba varios cromosomas (Figura 1.2C y C´´). En paquitene tardío la 
señal de SMC3 se redistribuye formando estructuras redondeadas de pequeño tamaño distribuidas 
de manera irregular por el núcleo (Figura 1.2D y D´´).

En diplotene y etapas posteriores los cromosomas aparecen más condensados. SMC3 se 
mantiene a lo largo de los cromosomas como una señal punteada y discontinua (Figura 1.2E). La 
señal de SYCP1 no es visible ya en estas etapas (Figura 1.2E´), que son muy poco abundantes, lo cual 
indica que el proceso de desensamblaje de la proteína SYCP1 podría ser muy rápido. Por ello, no fue 
posible caracterizar con detalle la desinapsis de los cromosomas homólogos. 

1.1.1.  Caracterización de la cadena de cromosomas sexuales 
Durante paquitene los cromosomas sexuales forman una cadena cromosómica. Uno de 

los objetivos de este estudio es caracterizar el comportamiento de los cromosomas sexuales, 
principalmente la secuencia de sinapsis de sus regiones sinapsadas y asinapsadas. Para ello se 
hacía necesario extender los cromosomas lo máximo posible, para ello se han ensayado múltiples 
condiciones de esparcido de los espermatocitos. Sin embargo, el resultado no ha sido suficiente 
para poder realizar una separación óptima de los cromosomas. 

Al inicio de la formación de la cadena se ha observado que existen dos grupos de cromosomas 
sexuales sin conexión entre ellos. Uno de los extremos de la cadena está en contacto con una estructura 
redondeada que corresponde al nucleolo (Figura 1.2B). A medida que las modificaciones de los ECos se 
hacen más evidentes en paquitene medio, la cadena tiende a confluir para formar una estructura única 
y concentrarse alrededor del nucleolo (Casey et al., 2017). En esta etapa los cromosomas aparecen más 
agregados y se hace imposible distinguir unos de otros (Figura 1.2C). Finalmente, en paquitene tardío la 
señal de SMC3 se redistribuye en varias estructuras de morfología redondeada. Es posible que algunas 
de ellas correspondan a parte de la señal de SMC3 que se acumuló en los cromosomas sexuales, 
dado que algunas todavía permanecen asociadas al nucleolo. Sin embargo es difícil asegurar que todas 
estas estructuras correspondan exactamente con la localización de dichos cromosomas (Figura 1.2D).
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Para localizar individualmente cada cromosoma y la cadena de cromosomas sexuales, se 
combinó la inmunodetección de SMC3 y un suero que reconoce proteinas centroméricas, o de 
SMC3 y SYCP1, con la localización de los telómeros por medio de hibridación in situ con sondas 
teloméricas. Fuimos capaces de identificar todos los autosomas y putativamente las regiones PAR 
de los cromosomas sexuales, que nacen de las regiones asinápticas con gran acumulación de SMC3 
y terminan en un telómero marcado por la sonda (Figura 1.3A y B). En algunos casos se observa que 
las regiones centroméricas de los cromosomas sexuales están en la transición entre las regiones 
sinapsadas (PAR) y no sinapsadas. En otros, la señal centromérica aparentemente se sitúa en el 
interior de las acumulaciones de SMC3 y por lo tanto dentro de las zonas que permanecen en 
asinapsis. Sin embargo no se pudo realizar un análisis detallado de la ordenación de los cromosomas 
sexuales en la cadena cromosómica ni tampoco determinar si la longitud de las regiones sinapsadas 
es variable durante la profase-I.

Figura 1.3. Configuración de la cadena de cromosomas sexuales de ornitorrinco en paquitene temprano. (A) Doble 
inmunolocalización de SMC3 (azul) y centrómero (rojo) e hibridación in situ de secuencias teloméricas (TEL, verde). 
(B) Doble inmunolocalización de SMC3 (azul) y SYCP1 (rojo), e hibridación in situ de secuencias teloméricas (DNA tel., 
verde). (A´) Representación esquemática del espermatocito de la figura A, delineando de la trayectoria de los autosomas 
(gris) desde uno de sus telómeros (blanco) hasta el otro pasando por el centrómero (rojo). En azul queda identificada 
la acumulación de cohesinas en los cromosomas sexuales y en amarillo putativamente las regiones sinápticas de la 
cadena sexual. (B´) Representación esquemática del espermatocito de la figura B, delineando en gris toda la longitud de 
los autosomas sinapsados (SYCP1) con inicio y fin en los telómeros (blanco), en azul la acumulación de cohesinas en los 
cromosomas sexuales y en amarillo las regiones sinápticas de la cadena sexual. En ninguno de los dos casos se puede 
identificar con claridad la trayectoria de la cadena cromosómica. Barra de escala 10 µm.
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1.1.2.  Presencia de regiones asinápticas en los autosomas
Estudios previos han descrito que los cromosomas sexuales eran los únicos que acumulaban 

SMC3 (Casey et al., 2017). Sin embargo, nuestros resultados muestran que algunas regiones 
autosómicas completan la sinapsis de forma tardía y también acumulan SMC3 en las regiones de 
asinapsis (Figura 1.2B´´ y C´´). La morfología de estos engrosamientos de SMC3 es completamente 
comparable a la que muestran los cromosomas sexuales y aparecen en regiones intersticiales de 
los mismos. A fin de caracterizar mejor estas regiones se realizó una doble inmunolocalización 
de SMC3 y proteínas centroméricas. Se observó que en leptotene, cuando se están formando 
los ECos, los centrómeros aparecen distribuidos por todo el núcleo (Figura 1.4A). En zigotene las 
señales centroméricas de los dos cromosomas homólogos se disponen paralelamente en cada 
bivalente a medida que avanza la sinapsis (Figura 1.4B, B´ y B´´).

Figura 1.4. Persistencia de regiones asinápticas en los autosomas de ornitorrinco durante paquitene. Doble 
inmunolocalización de las proteínas SMC3 (verde) y centrómero (rojo) en esparcidos de espermatocitos. (A) 
Leptotene. Los centrómeros se distribuyen homogéneamente por todo el núcleo sobre los fragmentos de ECos. (B) 
Zigotene. Las señales centroméricas se muestran paralelas durante la sinapsis entre los cromosomas homólogos 
(B´-B´´). (C) Paquitene temprano. Completada la sinapsis las señales centroméricas de los bivalentes aparecen más 
grandes. (D-E) Paquitene temprano-medio y paquitene medio. En algunos autosomas se observan regiones de 
asinapsis cercanas al centrómero, que muestran ECos engrosados (puntas de flecha). También se observa que en 
algunos bivalentes las señales centroméricas son dobles a lo largo de los ECos (detalle en E, D ,́ D´ ,́ E´ y E´´) Detalles 
a mayor aumento de algunas de las regiones asinápticas autosómicas, donde se aprecian las señales centroméricas 
próximas y desplazadas entre sí. (F) Paquitene tardío. Todos los autosomas completan la sinapsis y se ven los 
centrómeros homólogos juntos. Barra de escala 10 µm.

En paquitene temprano (Figura 1.4C), la sinapsis se ha completado en la mayoría de 
autosomas y las señales de centrómero son más grandes, correspondiendo a los centrómeros 
de los dos cromosomas homólogos de cada bivalente. Algunas de estas señales centroméricas 
se ven alargadas o incluso en algunos casos se aprecian dos señales individuales una detrás de 
la otra a lo largo del ECo. También se aprecian varias señales individuales pero muy próximas en 
algunos bivalentes autosómicos que claramente no han completado la sinapsis en esta región. 
Desde paquitene temprano-medio en adelante (Figura 1.3D y E), una vez que aparecen las 
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acumulaciones de SMC3, estas regiones autosómicas que no han completado la sinapsis se 
detectan de manera más clara, adoptando estructura en forma de horquilla. Se comprobó que 
estas acumulaciones de SMC3 se localizan siempre en las regiones pericentroméricas, donde 
además los centrómeros homólogos quedan ligeramente desplazados entre ellos (Figura 1.4D ,́ 
D´ ,́ E´ y E´´). En ocasiones se puede apreciar una morfología asimétrica de estas horquillas, en 
la que uno de los cromosomas presenta una longitud mayor y aparece ligeramente deformado 
(Figura 1.4E´ y E´´). Al final de paquitene, estas regiones acaban completando la sinapsis y se 
pueden visualizar a lo largo de todos los ejes cromosómicos dos focos juntos correspondiendo 
a los centrómeros homólogos apareados (Figura 1.4F). Se han contabilizado hasta un máximo 
de cuatro autosomas con esta característica en una misma célula, si bien lo más frecuente es 
visualizar dos a la vez (Figura 1.4D). Aun cuando no se ha realizado una identificación específica 
de los cromosomas que muestran este retraso de la sinapsis y la acumulación de SMC3, el 
tamaño de los cromosomas y la posición del centrómero nos permite sugerir que se trata de 
los mismos cromosomas en todas las células, lo cual podría indicar una constitución especial de 
estos cromosomas que los hace proclives a mostrar este retraso sináptico. 

1.1.3.  Caracterización de la organización de SMC3 en microscopía  
de alta resolución

Con el fin de obtener más detalles de la organización estructural de los ECos, así como 
de las regiones asinápticas y las acumulaciones de SMC3, se ha llevado a cabo un estudio con 
microscopía confocal STED de alta resolución (Figura 1.5). Hemos podido observar que los ECos 
son más delgados que lo observado en otras especies de mamíferos, como el ratón. También 
hemos observado que los ECos de los dos cromosomas homólogos muestran un enrollamiento 
helicoidal a lo largo de cada bivalente y están muy próximos entre sí (Detalle figura 1.5A´), de 
modo que no se detecta claramente un espacio central entre ambos, como sí es característico de 
los ELs del CS en otros mamíferos. Esto hace que la señal de proteína SYCP1 aparezca solapada 
con la de SMC3 cuando ambas proteínas se visualizan al mismo tiempo (Figura 1.5B´).

Por otro lado, se ha podido caracterizar que las acumulaciones de SMC3 en las regiones 
asinápticas presentan una estructura granular y bastante homogénea (Figura 1.5A´). No se aprecia 
en el interior de las mismas la trayectoria del ECo, sino que la proteína SMC3 parece ocupar todo 
el espacio del engrosamiento de manera regular. Esto contrasta con las estructuras engrosadas del 
CS descritas previamente en otros mamíferos como los marsupiales (Page et al., 2003; Solari, 1974), 
que habitualmente presentan una organización fibrilar. 

Además, hemos visualizado en este detalle las regiones PAR de los cromosomas sexuales que 
nacen de las regiones asinápticas marcadas con una gran acumulación de SMC3 (Figura 1.5B’).
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Figura 1.5. Acumulaciones de SMC3 visualizadas mediante microscopía de alta resolución. (A) Inmunolocalización 
de SMC3 en un espermatocito de ornitorrinco en paquitene temprano-medio, visualizado con microscopía confocal. 
La sinapsis se ha completado en los autosomas, exceptuando las regiones próximas a los centrómeros de algunos 
de ellos (puntas de flechas), que muestran acumulaciones de SMC3. Los cromosomas sexuales también muestran la 
acumulación característica (flechas blancas). (A´) Ampliación observada con microscopía confocal STED de parte de la 
cadena sexual (flecha blanca) y una región asináptica autosómica (punta de flecha), mostrando una estructura granular. 
En la parte inferior izquierda se muesta un detalle de la trayectoria de un bivalente en el que se aprecia que los ECos 
están enrollados helicoidalmente. (B) Inmunolocalización de SMC3 (verde) y SYCP1 (rojo) visualizada con microscopía 
confocal, donde SYCP1 se ausenta de las regiones que acumulan cohesina. (B´) Ampliación observada con microscopía 
confocal STED, se muestra que los ECos están muy próximos entre sí y SYCP1 solapa con SMC3. Se aprecian las putativas 
regiones PAR de los cromosomas sexuales (flechas azules). Barra de escala A y B: 5 µm. Barra de escala A´ y B :́ 2,5 µm.

1.2.  Comparación del patrón de distribución de cohesinas  
durante la profase-I

Aun cuando la distribución de las diferentes proteínas que forman parte del complejo 
de cohesina debería ser similar, estudios previos han demostrado la formación de 
complejos con diferente composición, distribución, dinámica y funciones durante la meiosis  
(Valdeolmillos et al., 2007). Estas diferencias son especialmente interesantes en el caso de los 
cromosomas sexuales (Page et al., 2006a).
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Por ello, se ha comparado la distribución de las diferentes subunidades del complejo de cohesinas 
en la meiosis de ornitorrinco. En primer lugar, se ha estudiado la localización de las dos isoformas de 
la proteína SMC1: SMC1α y SMC1β. En ratón, esta última es exclusivamente sintetizada durante la 
meiosis y presenta un patrón de temporal de localización distinto de SMC1α (Revenkova et al., 2001). 
En ornitorrinco, ambas isoformas muestran un patrón similar entre sí y también similar al de SMC3. 
En leptotene forman filamentos muy cortos y delgados (Figura 6G) que se hacen más largos durante 
zigotene, a medida que los cromosomas inician la sinapsis (Figura 1.6H). En paquitene temprano 
ambas SMC1 se aprecian a lo largo de los cromosomas de manera continua y homogénea (Figura 
1.6I). Dado que en esta etapa aún no hay modificaciones de los ECos, no se puede diferenciar los 
cromosomas sexuales. Estas acumulaciones se hacen patentes durante paquitene tempano-medio 
y paquitene medio sobre los cromosomas sexuales y en los segmentos autosómicos sin sinapsis 
(Figura 1.6J-K). En paquitene tardío se completa la sinapsis de estos segmentos autosómicos y se 
observa una acumulación de SMC1α/β en estructuras de forma esférica muy próximas al nucleolo, 
donde posiblemente se encuentren los cromosomas sexuales (Figura 1.6L). 

La cuarta proteína a estudiar fue STAG3, una cohesina específica de meiosis que sustituye 
parcialmente a las variantes somáticas STAG1 y STAG2. El patrón fue similar al resto de las 
subunidades de cohesinas analizadas previamente en la mayoría de las etapas, tanto en las etapas 
iniciales, donde STAG3 forma filamentos delgados en leptotene y zigotene, como en las diferentes 
subetapas de paquitene. Al igual que en el caso de las proteínas SMC3 y SMC1, STAG3 se acumula 
en las regiones no sinapsadas de los autosomas y los cromosomas sexuales (Figura 1.6M-R). Sin 
embargo, se encontró una diferencia importante en paquitene temprano. En esta etapa STAG3 se 
acumula en los autosomas en forma de pequeños focos redondeados, uno por bivalente, sobre 
la trayectoria del ECo. (Figura 1.6O). Para caracterizar mejor estos focos de STAG3, se realizó una 
triple inmunodetección de STAG3, SYCP1 y proteínas centroméricas (Figura 1.6). Se apreció que la 
acumulación de STAG3 colocalizaba con la región del centrómero (Figura 1.7A, A ,́ D y D´). Además, 
se pudo comprobar que en esta región la señal de SYCP1 estaba interrumpida (Figura 1.7B, B ,́ E y 
E´). Estos resultados indican una organización especial de los centrómeros durante la meiosis de 
ornitorrinco, en los que el ensamblaje del EC del CS está interrumpido y se produce una acumulación 
transitoria de STAG3. 
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Figura 1.6. Distribución de las diferentes subunidades del complejo de cohesinas durante la profase-I en 
ornitorrinco. Inmunolocalización de SMC3 (verde), SMC1α y SMC1β (cian), STAG3 (magenta), REC8 (rojo) en esparcidos 
de espermatocitos. (A, G, M, S) Leptotene. Todas las cohesinas forman filamentos cortos y delgados. (B, H, N, T) 
Zigotene. Los ECos son más continuos y elongados a medida que los cromosomas van sinapsando. (C, I, O, U) Paquitene 
temprano. La sinapsis se ha completado y no hay modificaciones morfológicas sobre los ejes, haciendo indistinguibles 
los cromosomas sexuales. (O) STAG3 muestra en etapa focos intensos sobre los ECos (*). (D, J, P, V) Paquitene temprano-
medio. Todas las cohesinas muestran acumulaciones sobre las regiones asinápticas de los cromosomas sexuales y 
algunas regiones autosómicas. (E, K, Q, W) Paquitene medio. Las acumulaciones son más intensas y concentradas. (F, 
L, R, X). Se completa la sinapsis de los segmentos autosómicos y se observa una acumulación en estructuras de forma 
esférica. (V, W, X). A partir de paquitene temprano-medio REC8 muestra una acumulación mucho más tenue en las 
regiones asinápticas comparadas con el resto de cohesinas. Las fechas indican los cromosomas sexuales y las puntas de 
flecha las regiones asinápticas de los autosomas. Barra de escala 10 µm.

Figura 1.7. Acumulación de STAG3 en las regiones centroméricas de los autosomas en ornitorrinco. Triple 
inmunolocalización de STAG3 (azul), SYCP1 (verde) y centrómeros (rojo) en esparcidos de espermatocitos. (A-C) 
Paquitene temprano. (D-F) Paquitene temprano-medio. (A y D) STAG3 se acumula en las regiones asinápticas de los 
cromosomas sexuales (flecha) y en focos a lo largo del ECos (*). (B y E) SYCP1 se localiza a lo largo del eje en las regiones 
sinapsadas y se interrumpe en los centrómeros. (C y F) Combinación de las tres señales. (A´-F´) Detalles de la zona 
centromérica, donde se interrumpe la señal de SYCP1 y se acumula STAG3. Barra de escala 10 µm.

En último lugar, se analizó la distribución de REC8, subunidad del anillo de cohesinas específica 
de meiosis que sustituye parcialmente a RAD21. Al igual que en los casos anteriores, REC8 aparece 
como filamentos delgados y discontinuos en leptotene, que se hacen continuos en zigotene y recorren 
toda la longitud de los cromosomas en paquitene (Figura 1.6S-X). Sin embargo, mientras que el resto 
de cohesinas muestran una gran acumulación en las regiones asinápticas de los autosomas y los 
cromosomas sexuales, REC8 no muestra una acumulación tan evidente (Figura 1.6V-X). Esta diferencia 
se hace más patente al comparar de manera conjunta el patrón de SMC3 y REC8 (Figura 1.8). La 
distribución de ambas proteínas es muy similar hasta paquitene temprano-medio, cuando SMC3 se 
acumula de manera muy intensa sobre las regiones asinápticas de los autosomas y de los cromosomas 
sexuales. En esta etapa REC8 muestra una señal mucho menos intensa, que permite definir de manera 
más detallada la trayectoria del ECo subyacente a dicha acumulación. Esta menor acumulación de 
REC8 en regiones asinápticas es acorde con el patrón descrito previamente en los cromosomas 
sexuales de ratón (Page et al., 2006a), indicando que su menor abundancia en estas regiones, y 
específicamente en los cromosomas sexuales, es un patrón conservado evolutivamente en mamíferos.
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Se ha intentado analizar la localización de otras dos subunidades de kleisinas, RAD21 y RAD21L, 
pero no se han obtenido resultados consistentes, y por ello no se muestran. 

Figura 1.8. Comparación de las cohesinas SMC3 y REC8 durante la profase-I en ornitorrinco. Doble inmunolocalización 
de las cohesinas SMC3 (verde) y REC8 (rojo) en esparcidos de espermatocitos. (A-A´´) Paquitene temprano. (B-B´´) Paquitene 
temprano-medio. (C-C´´) Paquitene medio. (D-D´´) Paquitene medio tardío. (E-E´´) Paquitene tardío. Desde paquitene 
temprano-medio en adelante se muestra una intensa acumulación de SMC3 sobre los cromosomas sexuales (flechas) y 
las regiones asinápticas autosómicas (puntas de flecha) que con REC8 es mucho menos intensa. Barra de escala 10 µm.
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1.2.1.  Localización de las cohesinas en etapas tardías de la primera  
profase meiótica

Como ya se ha mencionado, las etapas tardías de la profase-I, de diplotene en adelante, 
son muy poco abundantes. En general, las células en etapas posteriores a paquitene muestran 
signos de condensación de la cromatina. Se han clasificado estas etapas en diplotene, diacinesis 
y prometafase-I atendiendo al grado de condensación (Figura 1.9). En estas etapas, las cohesinas 
se localizan en el interior de la cromatina de cada cromosoma. Todas las cohesinas muestran un 
patrón similar, incluyendo REC8. Los cromosomas sexuales pierden la característica acumulación de 
cohesinas, haciendo imposible discriminarlos del resto de cromosomas. No se ha podido indentificar 
correctamente las células en etapas más tardías y tampoco en la segunda división meiótica.

Figura 1.9. Distribución de cohesinas en etapas tardías de la profase-I en ornitorrinco. Doble inmunolocalización de 
las cohesinas SMC3 (verde), REC8 (rojo) y tinción diferencial de cromatina con DAPI (azul) en esparcidos de espermato-
citos. (A-A´´´) Diplotene. (B-B´´´) Diacinesis. (C-C´´´) Prometafase-I. Las cohesinas se localizan en la región interna de la 
cromatina, posiblemente en la región entre las cromátidas hermanas. Barra de escala 10 µm

1.3.  Análisis del complejo sinaptonémico en ornitorrinco
El CS es sin duda la estructura más característica que se ensambla a lo largo de los 

cromosomas durante la meiosis, y es la encargada de mediar la asociación física de los 
cromosomas homólogos. Sin embargo, el estudio del CS en ornitorrinco ha estado limitado 
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por la disponibilidad de anticuerpos contra las proteínas del mismo. Si bien en trabajos previos 
y en el apartado anterior de esta tesis, se ha mostrado el ciclo de localización de SYCP1, el 
principal constituyente de los FTs, la localización de las proteínas de los ELs no ha sido posible, 
ya que tanto los anticuerpos comerciales como los disponibles en diferentes laboratorios no 
daban señal en esta especie, o esta era claramente inespecífica.

Esta circunstancia no es extraña, ya que las proteínas del CS están poco conservadas a nivel 
de secuencia, aunque sí están muy conservadas en su estructura y su función (Fraune et al., 2016). 
Además, estudios previos han demostrado que el ornitorrinco presenta tres copias del gen que 
codifica para la proteína SYCP3 y que estas presentan cierto grado de divergencia entre sí y con 
la SYCP3 de otros mamíferos (Casey et al., 2015). Por lo tanto, para estudiar la localización de 
esta proteína en el ornitorrinco se decidió generar anticuerpos específicos para las tres isoformas 
(SYCP3, SYCP3-like, SYCP3-Y) y poder con ello localizar los ELs del CS en esta especie. Se comprobó 
la especificidad de los anticuerpos obtenidos mediante la técnica de Western blot y todos 
reconocían una banda que se detectaba aproximadamente en un peso molecular de 30 KDa, lo 
que se corresponde con el peso esperado para estas proteínas (Fraune et al., 2012) (Figura 1.10).

 

Figura 1.10. Especificidad de los anticuerpos específicos generados contra las isoformas de SYCP3 de ornitorrinco. 
Western blot sobre extractos de proteínas totales de testículo. (M) Marcador. Expresión de los anticuerpos frente a las 
tres isoformas de SYCP3 en testículo de ornitorrinco (SYCP3, SYCP3-like, SYCP3-Y), detectándose en un peso molecular 
aproximado de 30 kDa.

A fin de estudiar la localización y el ciclo de aparición de las diferentes variantes de SYCP3 
se llevó a cabo una triple inmunodetección de cada una de ellas con SMC3, como referencia 
de la progresión de la profase-I y SYCP1, como referencia del proceso de sinapsis. 

Nuestros resultados muestran que SYCP3 y SYCP3-like tienen un patrón de localización 
idéntico, y por lo tanto se presentan de manera conjunta. En leptotene, cuando se empiezan a 
formar los ECos (Figura 1.11A), no se aprecia ningún marcaje de las proteínas SYCP3 ni SYCP3-
like. Esto indica que la formación de los EAs, o al menos la incorporación de SYCP3 y SYCP3-
like a esta estructura está retrasada en relación al patrón habitual en mamíferos. Solo en 
zigotene tardío comienza a detectarse la presencia de SYCP3 y SYCP3-like, principalmente 
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Figura 1.11. Localización de las isoformas SYCP3 y SYCP3-like durante la profase-I en ornitorrinco. Triple 
inmunolocalización de SMC3 (verde), SYCP3/SYCP3-like (rojo) y SYCP1 (azul) en esparcidos de espermatocitos. (A-A´´´) 
Leptotene. En el inicio de la formación de ECos, no hay señal de SYCP3/SYCP3-like, ni de SYCP1, ya que no ha comenzado 
la sinapsis. (B-B´´´) Zigotene. Comienza la sinapsis y SMC3 se muestra más continua en las regiones donde se ensambla 
SYCP1. Se observan fragmentos aislados de SYCP3/SYCP3-like. (C-C´´´) Paquitene temprano. Cuando la sinapsis es 
completa, SYCP3/SYCP3-like se observan sobre los ejes de los cromosomas, excepto en las regiones asinápticas de los 
cromosomas sexuales y autosomas. (D-D´´´) Paquitene temprano-medio. Etapa del inicio del engrosamiento de los ECos 
marcados con SMC3 sobre los cromosomas sexuales. En estas regiones no se observa presencia de SYCP3/SYCP3-like, 
mostrando un patrón similar a SYCP1. (E-E´´´) Paquitene medio. La acumulación de SMC3 sobre los cromosomas sexuales 
es mayor, pero no se detecta SYCP3/SYCP3-like ni tampoco SYCP1. Patrón que se repite en paquitene tardío (F-F´´´). Las 
fechas indican los cromosomas sexuales y las puntas de flecha las regiones asinápticas de los cromosomas sexuales y 
autosomas. Barra de escala 10 µm.

en las mismas regiones en las que aparece SYCP1, aunque en algunos casos el ensamblaje de 
SYPC1 parece ser previo al de SYCP3 y SYCP3-like (Figura 1.11B y B´´). A partir de paquitene ya 
se observa que SYCP3 y SYCP3-like se encuentran en toda la longitud de los autosomas que 
han completado la sinapsis (Figura 1.11C-F´´). Sin embargo, es muy notorio que SYCP3 y SYCP3-
like no se detectan sobre los cromosomas sexuales, ni sobre las regiones autosómicas que no 
han completado la sinapsis y tampoco se detectan en el nucleolo. Esta ausencia se manifiesta 
tanto en las etapas de paquitene temprano, cuando los ECos aún son delgados sobre los 
cromosomas sexuales (Fig. 1.11C-D’’), como en etapas más tardías, cuando la acumulación de 
SMC3 es muy intensa sobre dichos cromosomas (Fig. 1.11E-F’’). 

La tercera isoforma, SYCP3-Y, también presenta un patrón temporal distinto al esperado. Al 
igual que las otras dos isoformas, esta proteína no se detecta en la etapa de leptotene (Figura 
1.12A y A’), y en zigotene solo de manera muy débil (Figura 1.12B y B´). A partir de paquitene 
se aprecia un marcaje tenue sobre los EA/EL de los cromosomas que han completado la sinapsis. 
Sin embargo, se observa una intensa acumulación en las regiones asinápticas de los autosomas 
y en los cromosomas sexuales (Figura 1.12C-F´). Este marcaje no parece ser consecuencia de las 
modificaciones de los EAs de estos cromosomas ya que se inicia en la etapa de paquitene temprano, 
cuando el engrosamiento y la acumulación de SMC3 no ha comenzado todavía (Figura 1.12C-C’’). 
A partir de paquitene temprano-medio en adelante, sí se observa que la acumulación de SMC3 en 
las regiones asinápticas va acompañada de una acumulación equivalente de SYCP3-Y en las mismas 
regiones (Figura 1.12D-D’’y F-F’´). La acumulación se observa también en el nucleolo.
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Figura 1.12. Localización de la isoforma SYCP3-Y durante la profase-I en ornitorrinco. Doble inmunolocalización 
de SMC3 (verde) y SYCP3-Y (rojo) en esparcidos de espermatocitos túbulos seminíferos. (A-A´´) Leptotene. SMC3 se 
encuentra como focos dispersos y no hay señal de SYCP3-Y. (B-B´´) Zigotene. Comienza la sinapsis y SMC3 se muestra 
más continua en dichas regiones. No se observa un marcaje evidente de SYCP3-Y. (C-C´´) Paquitene temprano. SMC3 se 
deposita en todos los cromosomas y SYCP3-Y aparece de manera tenue en los autosomas (punta de flecha) y marcando 
más intensamente las regiones de los cromosomas sexuales y regiones asinápticas de los autosomas (flecha). (D-D´´) 
Paquitene temprano-medio. Se observa el engrosamiento del ECo con acumulación de SMC3 sobre los cromosomas 
sexuales y regiones autosómicas asinápticas (flecha roja). SYCP3-Y se acumula notablemente en las mismas regiones 
(flecha blanca). (E-E´´ y F-F´´) Paquitene medio y tardío acumulación más intensa de las proteínas SMC3 (flecha roja) y 
SYCP3-Y sobre los cromosomas sexuales (flecha). Barra de escala 10 µm.

La presencia y acumulación de SYCP3-Y en las regiones asinápticas de los cromosomas sexuales 
y los autosomas se comprobó mediante una doble inmunolocalización con SYCP1. Se observó 
que ninguna de estas proteínas se detecta en leptotene (Figura 1.13A). En zigotene, el único 
marcaje observado es el de SYCP1 (Figura 1.13B). A partir de paquitene temprano SYCP3-Y es 
detectable en el núcleo. El patrón de distribución es claramente opuesto al de SYCP1: mientras 
esta proteína se detecta en las regiones que ha completado la sinapsis, SYCP3-Y está ausente de 
la mismas y muestra un patrón de localización y acumulación típico de las regiones asinápticas 
de los autosomas y los cromosomas sexuales (Figura 1.13C-F).

Figura 1.13. Doble inmunolocalización de SYCP3-Y (rojo) y SYCP1 (azul) en espermatocitos de ornitorrinco. (A) 
Leptotene. Ausencia de ambas proteínas. (B) Zigotene. SYCP1 aparece de manera discontinua, marcnado las zonas 
que han completado la sinapsis. No hay señal de SYCP3-Y. (C) Paquitene temprano. La señal de SYCP1 ya es continua 
sobre los cromosoams. SYCP3-Y aparece principalmente sobre aquellas regiones que no se marcan con SYPC1, ya sea 
en los autosomas (punta de flecha) o los cromosomas sexcuales (flecha). El mismo patrón se observa en paquitene 
temprano-medio (D), paquitene medio (E) y paquitene tardío (F). Barra de escala 10 µm. 

1.3.1.  Localización de HORMAD1 
Durante la meiosis de ratón, la presencia de regiones asinápticas en los cromosomas viene 

acompañada de la acumulación de diversas proteínas sobre los EAs de las mismas. Entre ellas se 
encuentran las proteínas HORMAD1 y 2. El patrón de distribución caracterizado para las mismas 
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Figura 1.14. Patrón de distribución de HORMAD1 durante la profase-I en ornitorrinco. Doble inmunolocalización 
de SMC3 (verde) y HORMAD1 (rojo) en esparcidos de espermatocitos. HORMAD1 no se detecta en etapas tempranas 
de la profase-I: leptotene (A-A´´), zigotene (B-B´´) ni paquitene temprano (C-C´´). (D-D´´) Paquitene temprano-medio. 
A partir de esta etapa, HORMAD1 se detecta como filamentos delgados que coinciden con la trayectoria de los ECos 
engrosados visualizados con SMC3 (flecha), así como acumulada de manera intensa en el nucléolo (*). este pat´ron 
serepite en paquitene medio (E-E´´) y paquitene tardío (F-F´´). Barra de escala 10 µm. 

en ratón indica que se localizan a lo largo de los EAs en leptotene y zigotene, y se van eliminando 
de los mismos a medida que progresa la sinapsis. Durante paquitene, aparecen solo tenuemente 
sobre las trayectorias del CS, aunque acumuladas de manera muy intensa sobre los EAs de los 
cromosomas sexuales. Finalmente, en diplotene, se observa nuevamente una acumulación 
de HORMAD1 y 2 sobre los ELs de todos los cromosomas a medida que estos dejan de estar 
sinapsados (Fukuda et al., 2010; Wojtasz et al., 2009).

A fin de comprobar si durante la meiosis de ornitorrinco el patrón de estas proteínas es similar, 
se llevó a cabo la inmunodetección de estas proteínas, conjuntamente con SMC3. Sólo pudimos 
obtener un marcaje positivo con HORMAD1. Nuestros resultados indican que, a diferencia del 
ratón, en ornitorrinco HORMAD1 no se acumula de manera evidente en los cromosomas durante 
leptotene, zigotene o paquitene temprano (Figura 1.14A-C´´). Solamente es posible apreciar 
la presencia de HORMAD1 en el núcleo a partir de paquitene temprano-medio. La proteína se 
acumula preferencialmente sobre los ECos sin sinapsar, tanto en los cromosomas sexuales como en 
los autosomas (Figura 1.14D). La señal de HORMAD1 inicialmente sigue la trayectoria de los ECos, 
pero a medida que avanza la etapa de paquitene se redistribuye para localizarse de manera más 
difusa, superponiéndose parcialmente con las acumulaciones de SMC3 tanto en los cromosomas 
sexuales como en el nucleolo (Figura 1.14E-F). No se aprecia que en etapas más tardías HORMAD1 
se localice sobre los autosomas una vez que se produce el fenómeno de desinapsis. 

1.4.  Reparación del DNA 
La recombinación entre los cromosomas homólogos es uno de los procesos exclusivos y más 

relevantes de la meiosis. Hasta ahora no se han publicado datos respecto a este proceso en monotremas. 
Por tanto, como siguiente objetivo nos planteamos la caracterización del ciclo de localización de algunas 
de las proteínas relacionadas con la recombinación. Para ello, se llevó a cabo la localización de varias 
proteínas:

 – RPA, implicada en la respuesta inicial al daño generado en el DNA, protegiendo las regiones de 
DNA de cadena sencilla.

 – RAD51 y DMC1, recombinasas que dirigen los fenómenos de invasión de la cadena del DNA 
dañado sobre la hebra que se usará de molde. RAD51 está presente tanto en la línea somática 
como en la germinal, mientras que DMC1 es específica de meiosis. 

 – MLH1, implicada en los últimos pasos del proceso de recombinación y específicamente en 
procesar los intermediarios de recombinación hacia la vía de formación de sobrecruzamientos. 



RESULTADOS ORNITORRINCO

87

Figura 1.15. Distribución de la proteína RPA durante la profase-I en ornitorrinco. Doble inmunolocalización de SMC3 
(verde) y RPA (rojo) en esparcidos de espermatocitos. (A-A´´) Leptotene. Localización de focos de RPA sobre los ECos 
distribuidos por todo el núcleo. (B-B´´) Zigotene temprano. Se observa un aumento notable del número de focos de RPA. (C-
C´´) Zigotene tardío. Se mantienen los focos, muchos de ellos sobre las regiones sinapsadas. (D-D´´) Paquitene temprano. Se 
produce una disminución notable de los focos de RPA. (E-E´´) Paquitene temprano-medio. Los focos de RPA desaparecen de 
forma coincidente con la acumulación de SMC3 en las regiones asinápticas de los cromosomas sexuales (flecha) y autosomas 
(punta de flecha). Barra de escala 10 µm. 
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Nuestro análisis ha revelado que algunas de estas proteínas (RPA y RAD51) tienen patrones de 
localización similares a los descritos en otras especies de mamíferos, mientras que en los otros casos 
(DMC1 y MLH1) el patrón citológico es completamente distinto. Se presentan estos dos patrones 
de manera separada. 

1.4.1.  Patrón clásico de recombinación
RPA está presente desde el inicio de la profase-I, apareciendo en leptotene como focos de pequeño 

tamaño dispersos por el núcleo. Los focos son poco abundantes y no se aprecia con claridad si se 
localizan preferencialmente sobre los ECos de los cromosomas, que en esta etapa están comenzando 
a formarse (Figura 1.15A-A´´). En zigotene temprano el número de focos aumenta considerablemente. 
RPA se observa a lo largo de todos los cromosomas (Figura 1.15B-B´´). En zigotene tardío muchos de los 
cromosomas están completando su sinapsis y el número de focos de RPA se mantiene muy elevado, 
aunque se aprecia que, a diferencia de la etapa anterior, RPA tiende a aparecer preferentemente en 
las regiones que han completado la sinapsis (Figura 1.15C-C´´). En paquitene temprano el número 
de focos desciende ligeramente (Figura 1.15D-D´´) y quedan preferentemente acumulados sobre las 
regiones que han completado la sinapsis. A partir de paquitene temprano-medio, cuando comienza 
la acumulación de SMC3 en los cromosomas sexuales, los focos de RPA desaparecen por completo 
(Figura 1.15E-E´´). Por ello, no fue posible observar de manera específica el patrón de localización 
sobre los cromosomas sexuales, dado que en que la primera etapa en que podemos distinguir estos 
cromosomas del resto (paquitene temprano-medio), RPA desaparece casi por completo. 

A continuación, analizamos el patrón de la distribución de RAD51. Al igual que RPA, RAD51 
se localiza en el núcleo desde la etapa de leptotene (Figura 1.16A-A´´) como focos distribuidos 
homogéneamente por todo el núcleo. En zigotene el número de focos aumenta ligeramente, 
aunque en este caso la abundancia es aparentemente similar entre zigotene temprano (Figura 
1.16B-B´´) y tardío (1.16C-C’’). Tampoco se aprecia con tanta claridad que los focos de RAD51 
aparezcan de manera más abundante en las regiones sinapsadas. El número de focos desciende en 
paquitene temprano (Figura 1.16D-D´´) y nuevamente cuando se inicia la acumulación específica 
de SMC3 en los cromosomas sexuales y regiones asinápticas en paquitene temprano-medio la 
señal de RAD51 ya no es detectable de manera específica sobre los cromosomas (Figura 1.16E-E´).
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Figura 1.16. Distribución de la proteína de reparación RAD51 durante la profase-I en ornitorrinco. Doble 
inmunolocalización de SMC3 (verde) y RAD51 (rojo) en esparcidos de espermatocitos. (A-A´´) Leptotene. RAD51 
aparece como focos dispersos sobre los ECos. (B-B´´) Zigotene temprano y (C-C´´) zigotene tardío. Aumento del 
número de focos de RPA en todos los cromosomas. (D-D´´) Paquitene temprano. Disminución de los focos de RAD51. 
(E-E´´) Paquitene temprano-medio. Ausencia de RAD51 a la vez que se produce la acumulación de SMC3 en las 
regiones asinápticas de los cromosomas sexuales (flecha) y autosomas (punta de flecha). Barra de escala 10 µm.  
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Ambas proteínas muestran un patrón de localización similar.Para corroborar estas similitudes, 
se llevó a cabo una localización simultánea de RPA y RAD51 junto a SMC3. Esto nos permitió observar 
que la mayoría de focos de ambas proteínas se sitúan sobre los ECos y aunque en general casi todos 
los focos de RAD51 tienden a coincidir con los de RPA, existe una exceso de focos de RPA, que en 
muchos casos no van acompañados de RAD51 (Figura 1.17). Estas diferencias sugieren que si bien 
RPA y RAD51 se requieren para la reparación del DNA, posiblemente no lo sean simultáneamente 
en los mismos sitios, a la vista de la colocalización incompleta de ambas proteínas.

 

Figura 1.17. Localización simultánea de RPA y RAD51 en ornitorrinco. Triple inmunolocalización de SMC3 (azul), 
RPA (verde) y RAD51 (rojo) en esparcido de un espermatocito. (A-A´) Zigotene tardío. Los focos naranjas representan la 
colocalización de ambas proteínas. Se aprecia que el número de focos verdes (solo RPA) es mucho mayor que el de focos 
rojos (solo RAD51). Barra de escala 10 µm.  

Por otro lado, para determinar si existen diferencias en la dinámica y en la abundancia de 
ambas proteínas durante la profase-I, se realizó un estudio cuantitativo de los focos en las 
diferentes etapas (Tabla 1.1). En cuanto a RPA, el test de ANOVA muestra que hay un aumento 
significativo entre la etapa de leptotene y zigotene temprano, que marca el pico máximo de 
focos de esta proteína. El número de focos se mantiene constante durante zigotene tardío, 
pero en paquitene temprano se observa un descenso pronunciado. Finalmente, en paquitene 
temprano-medio los focos desaparecen prácticamente por completo (Figura 1.18A). RAD51 
sigue una dinámica distinta, ya que el número de focos detectados en leptotene se mantiene en 
zigotene temprano y tardío. Solamente en paquitene temprano se puede detectar un descenso 
significativo del número de focos, que vuelve a descender significativamente hasta desaparecer 
casi por completo en paquitene temprano-medio (Figura 1.18B).

Estas variaciones en la dinámica van acompañadas de diferencias significativas en el 
número de focos entre ambas proteínas (test t de Student) (Figura 1.18C). Así, en leptotene 
ambas proteínas parten de valores similares, pero en zigotene el número de focos de RPA se 
hace significativamente más alto. En paquitene temprano, nuevamente los valores de ambas 
proteínas se hacen equivalentes. Estos resultados indican que, si bien el número de roturas de 
DNA detectadas al principio de la meiosis puede requerir la incorporación tanto de RPA como 
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de RAD51, las etapas concretas de reparación que ocurren en zigotene parecen requerir una 
mayor participación de RPA. Esta participación se iguala en paquitene temprano, y a partir de ese 
momento las dos proteínas son requeridas en la misma proporción.

Figura 1.18. Variación del número focos de RPA y RAD51 durante la profase-I de ornitorrinco. (A) Gráfico del 
número de focos de RPA y análisis estadístico ANOVA de una vía, que muestra diferencias significativas entre todas 
las etapas excepto zigotene temprano y tardío. (B) Gráfico del número de focos de RAD51 junto al análisis estadístico 
ANOVA de una vía, que muestra una disminución significativa entre las etapas de zigotene tardío y paquitene temprano 
y entre paquitene temprano y paquitene temprano-medio. Se indican con asteriscos (*) los valores del test de ANOVA 
con corrección de Tukey para comparaciones múltiples entre las diferentes etapas. ns: no significativo; *: p≤0.05; **: 
p≤0.01; ***: p≤0.001. (C) Representación gráfica de las medias y desviación estándar del número de focos de RPA 
(naranja) y RAD51 (azul). Existen diferencias significativas (test t de Student) en el número de focos entre ambas proteínas 
solamente en zigotene temprano y tardío. ns: no significativo; *: p≤0.05; **: p≤0.01; ***: p≤0.001. L: leptotene; Zte: 
zigotene temprano; Zta: zigotene tardío; Pte: paquitene temprano; Pte-m: paquitene temprano medio. Número de 
células por etapa n = 15.

Proteínas

Leptotene

Zigotene temprano

Zigotene tardío

Paquitene temprano

Paquitene temp-medio

Nº de células Media de focos Desviación Estándar

 RPA 15 175,93 34,58

 RAD51 15 164,60 29,85

 RPA 15 296,47 66,31

 RAD51 15 181,20 27,95

 RPA 15 281,07 31,74

 RAD51 15 167,40 26,28

 RPA 15 97,73 11,33

 RAD51 15 90,87 15,86

 RPA 15 6,90 2,60

 RAD51 15 5,90 3,03

Tabla 1.1. Datos numéricos de los recuentos de focos de RPA y RAD51 en diferentes etapas de profase-I en 
ornitorrinco. Se indica el número de células, la media de los focos contados por cada proteína y la desviación estándar.
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1.4.2.  Patrón inusual de recombinación 
Continuando con el estudio de la reparación del DNA, se analizó la distribución de DMC1. 

Lo esperable en el caso de esta proteína es que mostrara un patrón similar al de RAD51, ya que 
ambas actúan conjuntamente (Brown and Bishop, 2014). Sin embargo, el patrón resultó ser muy 
diferente. En leptotene, cuando RPA y RAD51 comienzan a aparecer, DMC1 no es detectable en 
el núcleo (Figura 1.19A). A partir de zigotene se detectan varios focos que, a diferencia de los 
observados para RAD51, son poco numerosos y más grandes en tamaño. Aunque es difícil asignar 
focos a cromosomas específicos, aparentemente cada foco parece corresponder a un bivalente 
(Figura1.19B). El mismo patrón se observa en paquitene temprano, aunque en esta etapa podemos 
localizar una gran parte de los focos próximos al nucleolo (Figura1.19C). A partir de paquitene 
medio los focos empiezan a disminuir, hasta desaparecer en paquitene tardío (Figura1.19D-E).

Sorprendentemente, el patrón de localización de MLH1, que está implicada en la recombinación 
tardía y en la formación de quiasmas, es muy parecido al de DMC1. MLH1 no se detecta en 
leptotene (Figura 1.19A’) y aparece en zigotene en forma de focos intensos y dispersos sobre 
los ejes de los cromosomas (Figura 1.19B’). Estos focos se mantienen en paquitene temprano y 
medio (Figura 1.19C’, D’) y disminuyen en paquitene tardío, aunque en esta etapa aún se pueden 
observar algunos focos dispersos (Figura 1.19E’). La similitud del patrón de ambas proteínas queda 
patente cuando se realiza una localización conjunta de ambas proteínas (Figura 1.19A’’-E’’). DMC1 
y MLH1 tienen patrones espacio-temporales similares, aunque DMC1 desaparece primero y MLH1 
persiste hasta paquitene tardío. Las señales entre ellas son próximas, pero no idénticas, es decir, 
no existe una colocalización de las dos proteínas, sugiriendo que en realidad están revelando 
componentes distintos sobre los cromosomas. 

Dada la posición y el número de focos de DMC1 y MLH1, nos preguntamos si su localización 
podría estar relacionada con algún dominio cromosómico concreto. Para poder responder a 
esta pregunta realizamos una inmunodetección conjunta de MLH1 y proteínas centroméricas. 
En leptotene observamos los centrómeros de los cromosomas distribuidos por todo el núcleo, 
pero no hay señal de MLH1 (Figura 1.20A y A’). En zigotene en cambio se aprecia claramente que 
los focos de MLH1 que van apareciendo se sitúan asociados a los centrómeros, aunque no en 
todos los cromosomas (Figura 1.20B y B’). A partir de paquitene, la señal de MLH1 es más intensa 
y se localiza claramente asociada a los centrómeros de practicamente todos los cromosomas, 
incluidos los cromosomas sexuales. En ocasiones la señales de MLH1 se visualizan como dos focos 
muy próximos (Figura 1.20C-D’), localizándose en paralelo al centrómero o entre medias de las 
dos señales centroméricas. En paquitene tardío quedan algunos puntos difusos de esta señal que 
terminan por desaparecer al final de la etapa (Figura 1.20E y E’).
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Figura 1.19. Patrón de localización de DMC1 y MLH1 durante la profase-I en ornitorrinco. Triple inmunolocalización 
de DMC1 (verde), MLH1 (rojo) y SMC3 (azul) en esparcidos de espermatocitos. (A-A´´) Leptotene. DMC1 y MLH1 
no son detectables. (B-B´´) Zigotene. DMC1 aparece como grandes focos poco abundantes que coinciden con las 
señales de MLH1. (C-C´´) Paquitene temprano. Muestran el mismo patrón de focos. (D-D´´) Paquitene medio. Hay una 
disminución notable del número de focos. (E-E´´) Paquitene tardío. DMC1 desaparece por completo y hay muy pocos 
focos de MLH1. La flecha indica los cromosomas sexuales con acumulación de SMC3.Barra de escala 10 µm.  
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Figura 1.20. Localización de MLH1 y centrómeros en ornitorrinco. Triple inmunolocalización de MLH1 (verde), 
centrómero (rojo) y SMC3 (azul) en esparcidos de espermatocitos. (A-A´´) Leptotene. Los centrómeros se distribuyen 
homogéneamente por todo el núcleo, no hay señal de MLH1. (B-B´´) Zigotene. Aparecen focos de MLH1 próximos a 
los centrómeros. (C-C´´) Paquitene temprano. Cada foco de MLH1 se localiza unido a un centrómero (se muestra uno 
de ellos ampliado en el detalle). (D-D´´) Paquitene medio. La señal de MLH1 aparece próxima a la señal centromérica 
y también se localiza entre dos señales centroméricas de dos bivalentes (se muestran dos de ellos ampliados en el 
detalle). (E-E´´) Paquitene tardío. Hay muy pocos focos de MLH1 que terminan desapareciendo. Barra de escala 10 µm.  
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1.5.  Modificaciones epigenéticas 
Una de las principales características de los cromosomas sexuales en mamíferos (tanto 

placentarios como marsupiales) es que durante la profase-I sufren un proceso de inactivación 
denominado MSCI. Esto se debe a que presentan una gran región diferencial entre ellos que 
no completa la sinapsis, lo cual desencadena una serie de modificaciones epigenéticas en los 
cromosomas sexuales que contribuyen a mantener silenciadas estas regiones (Handel, 2004; 
Hoyer-Fender, 2003; Page et al., 2012). Mientras estas regiones están inactivadas, en el resto 
del núcleo hay una actividad transcripcional intensa. En un estudio previo se ha demostrado 
que en la meiosis de ornitorrinco los cromosomas sexuales no están sujetos a este proceso de 
MSCI y no incorporan γH2AX, unos de los principales marcadores epigenéticos de este fenómeno  
(Daish et al., 2015). A fin de poder profundizar en la regulación de la transcripción en la meiosis de 
ornitorrinco y en la posible existencia de un fenómeno de MSCI, hemos analizado la distribución 
de la proteína RNA polimerasa-II como marcador de referencia para la actividad transcripcional, 
así como un conjunto de modificaciones de histonas. Algunas de ellas están relacionadas con la 
activación de la transcripción, como la histona H3 acetilada en la lisina 9 (H3K9ac), mientras que 
otras intervienen en procesos de inactivación como γH2AX o histona H3 di- o tri-metilada en la 
lisina 9 (H3K9me2 y H3K9me3). La localización de estas proteínas se ha estudiado mediante la 
inmunolocalización conjunta de la SMC3, como indicador de las etapas durante la profase-I.

En primer lugar, se analizó la distribución de la proteína RNA polimerasa-II. Hemos encontrado 
que esta proteína es detectable en el núcleo desde etapas tempranas de la profase-I, tanto 
en leptotene (Figura 1.21A-A´ ;́ B-B´´) como en zigotene (Figura 1.21B-B´´). La señal es tenue y 
difusa, distribuida por todo el núcleo, aunque se intensifica en determinados puntos. A partir 
de paquitene temprano (Figura1.21C-C´´) se observa una mayor intensidad de la señal. La 
proteína sin embargo no aparece distribuida uniformemente, sino que se acumula de manera 
más intensa a lo largo de algunos bivalentes, o en puntos específicos de los mismos, así como 
sobre el nucleolo. Este mismo patrón se mantiene durante paquitene medio (Figura1.21D-D´´) 
y tardío (Figura1.21E-E´´). En ningún caso se observa claramente que la región ocupada por los 
cromosomas sexuales aparezca excluida específicamente del marcaje de RNA polimerasa-II.
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Figura 1.21. Análisis del patrón de la actividad transcripcional en ornitorrinco. Doble inmunolocalización de SMC3 
(verde) y RNA polimerasa-II (rojo) en esparcidos de espermatocitos. En leptotene (A-A´´) y zigotene (B-B´´) la señal de 
RNA polimerasa-II aparece por todo el núcleo de manera tenue y difusa. En paquitene temprano (C-C´´) se produce un 
ligero incremento de la intensidad de la señal y se aprecia como la proteína se acumula a lo largo de algunos segmentos 
de cromosomas específicos (flechas) y el nucleolo (asterisco). En paquitene medio (D-D´´) y medio-tardío (E-E´´) el 
patrón se mantiene de manera similar. Barra de escala 10 µm. 
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Para corroborar el patrón de la actividad transcripcional revelado por RNA polimerasa-II se 
estudió el patrón de H3K9ac, que es una marca epigenética habitualmente relacionada con la 
actividad transcripcional (Figura 1.22). Encontramos un patrón muy similar, aunque no idéntico. 
H3K9ac aparece distribuida por todo el núcleo de forma uniforme desde etapas tempranas hasta 
paquitene tardío. En este caso no hay una gran diferencia en la intensidad del marcaje entre 
leptotene (Figura 1.22A-A’’), zigotene (Figura 1.22B-B’’) y las diferentes subetapas de paquitene 
(Figura 1.22C-E’’). Solamente se pudo apreciar que a diferencia de la RNA polimerasa-II, H3K9ac no se 
detecta en la región del nucleolo, algo esperable, ya que esta estructura es pobre en cromatina. Los 
cromosomas sexuales, al igual que en el caso de la RNA polimerasa-II, no aparecen específicamente 
excluidos del marcaje con esta histona.
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Figura 1.22. Distribución de la histona H3K9ac durante la profase-I en ornitorrinco. Doble inmunolocalización de 
SMC3 (verde) y H3K9ac (rojo) en esparcidos de espermatocitos. (A-A´´) Leptotene. (B-B´´) Zigotene. (C-C´´) Paquitene 
temprano. (D-D´´) Paquitene medio. (E-E´´) Paquitene medio-tardío. H3K9ac aparece desde etapas tempranas hasta 
etapas tardías de la profase-I de forma homogénea en todo en núcleo. Se ausenta de la región del nucleolo pero no 
de la región donde aparecen los cromosomas sexuales. Barra de escala 10 µm.  
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En relación a los marcadores relacionados con la represión de la actividad transcripcional, y 
específicamente al fenómeno de MSCI, una de las proteínas más relevantes para su estudio es 
γH2AX. Se trata de la forma de la histona H2AX fosforilada en la serina 129. Esta fosforilación 
se produce en la cascada de señalización del daño del DNA y es uno de los principales factores 
implicados en la formación del cuerpo sexual y por lo tanto en desencadenar y mantener el proceso 
MSCI (Mahadevaiah et al., 2001; Turner et al., 2004). En un estudio previo se había reportado que 
los cromosomas sexuales del ornitorrinco no presentan señal de γH2AX y se concluyó que en estos 
cromosomas no ocurre el fenómeno de MSCI típico de los cromosomas sexuales en mamíferos 
placentarios y marsupiales (Daish et al., 2015). A fin de corroborar estos resultados, en nuestro 
estudio hemos empleado dos anticuerpos diferentes contra γH2AX. En ninguno de los dos casos 
hemos podido encontrar una señal clara de esta proteína a lo largo de la primera división meiótica, 
no ya en los cromosomas sexuales, sino en general en los espermatocitos primarios. Este resultado 
es sorprendente e indica que la ruta de señalización de daño en el DNA, en esta especie no transcurre 
por la vía de fosforilación de H2AX, un mecanismo que está altamente conservado en la evolución, 
desde levaduras a plantas y animales. También se intentó localizar la respuesta al daño en el DNA 
utilizando un anticuerpo que reconoce epítopos fosforilados por ATM y ATR (de los cuales γH2AX 
es una de las principales dianas) pero no se obtuvo señal alguna en la meiosis de ornitorrinco. Esto 
plantea diferentes interrogantes acerca ausencia de este marcador en la meiosis se ornitorrinco, 
pero no significa que no haya producción de DSBs (como queda patente por la localización de RPA 
y RAD51). Más bien pone de manifiesto una respuesta diferente a este daño.

Se continuó el estudio de la inactivación transcripcional analizando algunas modificaciones 
epigenéticas de la histona H3. La primera de ellas es H3K9me3, que en mamíferos euterios es un 
marcador típico de heterocromatina y además se acumula en el cuerpo sexual durante algunas etapas 
de la profase-I en ratón (de Vries et al., 2012). En ornitorrinco hemos observado que esta proteína 
se encuentra distribuida por todo el núcleo de manera uniforme desde etapas tempranas, tanto en 
leptotene como en zigotene (Figuras 1.23A-A´´y B-B´´) y este patrón se mantiene inalterado en las 
diferentes subetapas de paquitene (Figuras 1.23C-C´ ,́ D-D´´ y E-E´´). No se aprecian acumulaciones 
destacables en ninguna de las regiones centroméricas de los cromosomas y tampoco sobre los 
cromosomas sexuales. Solamente se aprecia una ligera exclusión de esta marca sobre el nucleolo. 
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Figura 1.23. Distribución de la histona H3K9me3 durante la profase-I en ornitorrinco. Doble inmunolocalización de 
SMC3 (verde) y H3K9me3 (rojo en esparcidos de espermatocitos. (A-A´´) Leptotene. (B-B´´) Zigotene. (C-C´´) Paquitene 
temprano. (D-D´´) Paquitene medio. (E-E´´) Paquitene medio-tardío. H3K9me3 aparece desde etapas tempranas hasta 
etapas tardías de la profase-I de forma homogénea en todo en núcleo. Se ausenta de la región del nucleolo. Barra de 
escala 10 µm.  
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Por último, se estudió el patrón de H3K9me2, que al igual que H3K9me3, es una marca 
epigenética de carácter represivo. H3K9me2 aparece de forma muy tenue en la etapa de leptotene 
(Figura1.24A-A´´) pero en zigotene la señal se incrementa (Figura 1.24B-B´´). En paquitene 
temprano H3K9me2 aparece ya de manera intensa (Figura1.24C-C´´). La señal se acumula 
preferencialmente alrededor de los ECos de todos los cromosomas. En paquitene temprano-
medio, se observa que la intensidad de señal de la histona disminuye en el núcleo, pero tiende a 
acumularse sobre las regiones asinápticas de los cromosomas sexuales y los autosomas (Figura 
1.24D-D’’). La acumulación de H3K9me2 sobre los cromosomas sexuales permanece claramente 
visible hasta paquitene tardío (Figura 1.24E-E´´) a medida que la señal se va haciendo más débil 
en el conjunto del núcleo. Por tanto, aunque los cromosomas sexuales en ornitorrinco carecen 
de la mayoría de las modificaciones epigenéticas relacionadas con MSCI encontradas en otros 
mamíferos, principalmente en ratón, sí muestran algunas características distintivas, posiblemente 
relacionadas con la presencia de regiones asinápticas.
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Figura 1.24. Distribución de la histona H3K9me2 durante la profase-I en ornitorrinco. Doble inmunolocalización de 
SMC3 (verde) y H3K9me2 (rojo) en esparcidos de espermatocitos. (A-A´´) Leptotene. La señal de H3K9me2 se muestra 
tenue en todo el núcleo. (B-B´´) Zigotene. La señal de la histona se intensifica pero de manera poco específica. (C-C´´) 
Paquitene temprano. H3K9me2 se incrementa por todo el núcleo y parece seguir la trayectoria de prácticamente todos 
los cromosomas. (D-D´´) Paquitene temprano-medio. La señal se atenúa en todo el núcleo, pero se concentra en las 
regiones asinápticas de los cromosomas sexuales (flecha) y los autosomas (punta de flecha). (E-E´´) Paquitene medio-
tardío. H3K9me2 permanece más intensa sobre la región de la cadena cromosómica de los sexuales (flecha). Se ausenta 
de la región del nucleolo. Barra de escala 10 µm.  



Equidna de hocico corto
Tachyglossus aculeatus (Tachyglossidae)

Fotografía tomada en Healesville Sanctuary (Healesville, Victoria, Australia) 

“Pensaron que estaba loca, absolutamente loca“
Barbara McClintock (1902-1992) 
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En este segundo apartado se realizará el estudio de una segunda especie de monotremas, el 
equidna de hocico corto (Tachyglossus aculeatus), que presenta un número cromosómico 2n = 63, 
con 27 bivalentes y 9 cromosomas sexuales (5X y 4Y) (Rens et al., 2007). En relación a esta especie 
no existen estudios previos sobre la meiosis, de modo que se realizó un análisis completo de los 
procesos específicos de la meiosis, aunque limitado por la disponibilidad de anticuerpos contra las 
proteínas de esta especie. En este apartado se intentará explicar la dinámica de los cromosomas 
en el equidna y se mostrarán las principales diferencias con el ornitorrinco, especialmente en lo 
relativo a los cromosomas sexuales.

2.1.  Progresión de la sinapsis durante la profase-I
Siguiendo la dinámica del capítulo anterior, se ha estudiado la secuencia de apareamiento 

y sinapsis de los cromosomas durante la profase-I. Para ello tomamos nuevamente la cohesina 
SMC3 como patrón de referencia para poder localizar los ECos que se ensamblan a lo largo de 
los cromosomas. Para facilitar la comprensión del proceso de sinapsis se realizó una doble 
inmunolocalización con la proteína SYCP1. 

La proteína SMC3 se observa al comienzo de la profase-I en leptotene como finos filamentos 
discontinuos distribuidos ampliamente por todo el núcleo, indicando el inicio de la formación de 
los ECos en los cromosomas (Figura 2.1A). Además, en esta etapa no es detectable la señal de 
SYCP1 (Figura 2.1A´). A partir de zigotene temprano, la señal de SMC3 se aprecia como filamentos 
más largos y continuos (Figura 2.1B), correspondiendo con las regiones donde se muestra SYCP1, 
indicando de esta forma el inicio de la sinapsis en algunas regiones del núcleo. Sin embargo, hay 
determinadas regiones donde solo hay señal de SMC3, que corresponden a las regiones que aún 
no han iniciado la sinapsis (Figura 2.1B´ y B´´). En una etapa un poco más avanzada, zigotene tardío, 
se observa una proporción de cromosomas sinapsados mayor que en la etapa anterior, mostrando 
filamentos largos y continuos con señal de ambas proteínas (Figura 2.1C-C´´).

La siguiente etapa corresponde al paquitene, que queda definida cuando la sinapsis es máxima 
en los cromosomas. Los ECos se muestran continuos y homogéneos, entremezclados entre sí, pero 
distribuidos por todo el núcleo y se aprecia una colocalización de las proteínas SMC3 y SYCP1 en la 
mayoría de los cromosomas (Figura 2.1D). Hay varias regiones que no muestran SYCP1, indicando 
que la sinapsis no se llega a completar en algunos cromosomas (Figura 2.1D´), que aparecen 
distribuidos extensamente por todo el núcleo y mezclados con el resto de los cromosomas que 
sí han sinapsado. Estos cromosomas presentan una morfología similar al resto de autosomas,  

  2  Comportamiento meiótico de los cromosomas  
del equidna
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siendo difícil de distinguir sin la presencia de SYCP1 (Figura 2.1D´´). De acuerdo a la caracterización 
del cariotipo previamente publicada (Rens et al., 2007), el equidna presenta en sus cromosomas 
sexuales grandes regiones sin homología, donde es de esperar que no puedan completar la 
sinapsis. Por esto, y siguiendo los resultados previos obtenidos en el primer apartado, podemos 
interpretar que estas regiones asinápticas extendidas por todo el núcleo corresponderían a la 
cadena de cromosomas sexuales.

Figura 2.1. Secuencia sináptica de los cromosomas homólogos en equidna. Doble inmunolocalización de las proteínas 
SMC3 (verde) y SYCP1 (rojo) en esparcidos de espermatocitos. (A-A´´) Leptotene. Los ECos se observan como filamentos 
finos y cortos en el núcleo. No hay señal de SYCP1. (B-B´´) Zigotene temprano. Los ECos se muestran más continuos. 
Comienza a observarse la señal de SYCP1 en algunos cromosomas. (C-C´´) Zigotene tardío. Se observan los ECos más 
continuos y hay un aumento de la señal de SYCP1, que aparece ya en la mayoría de los cromosomas homólogos. La 
mayoría de cromosomas presenta una doble señal de las proteínas. No obstante, quedan regiones donde no se ha 
completado el proceso de sinapsis, marcadas exclusivamente con SMC3. (D-D´´) Paquitene. Se completa la sinapsis en 
todos los autosomas y quedan excluidas algunas regiones asinápticas que no incluyen SYCP1, correspondientes a los 
cromosomas sexuales (flecha). Barra de escala 10 µm. 
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La característica más notable que hace distinción con el ornitorrinco, es que en el equidna no 
hay cambios morfológicos remarcables en los ejes cromosómicos, ni acumulaciones de cohesinas 
en la cadena de cromosomas sexuales como sí observábamos claramente en el ornitorrinco 
(Figura 2.1D). Esto dificultó la división del paquitene en diferentes subetapas. Por lo tanto, se ha 
considerado como una única etapa, caracterizada por la sinapsis completa entre los autosomas 
y la ausencia de SYCP1 (putativamente) sobre los cromosomas sexuales. 

Etapas más tardías de profase-I de paquitene en adelante no se pudo estudiar con claridad 
el proceso de desinapsis de los cromosomas homólogos (ver apartado 2.2.1).

Figura 2.2. Localización de secuancias teloméricas en equidna. Inmunolocalización de SMC3 (rojo) e hibridación de 
secuencias teloméricas (verde) en esparcidos de espermatocitos. (A-A´´) Leptotene. Polarización de la mayoría de los 
telómeros en una región concreta de la envoltura nuclear. (B-B´´) Zigotene temprano. Extensión del área de la envoltura 
nuclear donde se disponen los telómeros. (C-C´´) Dispersión progresiva de los telómeros en diferentes regiones del núcleo. 
(D-D´´) Paquitene. Completada la sinapsis la polarización en bouquet se pierde por completo. Barra de escala 10 µm.
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En la mayoría de mamíferos durante la transición entre leptotene y zigotene, los extremos 
de los cromosomas se localizan juntos en un punto de la EN, dando lugar a una organización en 
bouquet (Zickler and Kleckner, 1998). En algunas células se ha llegado a intuir una polarización 
de los extremos de los ECos, aunque no se ha podido demostrar solo con el marcaje de SMC3. A 
fin de distinguir esta configuración en los espermatocitos de equidna, se realizó una hibridación 
in situ con una sonda específica de telómero. Los resultados muestran qu están concentrados en 
una región del núcleo (Figura 2.2A´), mostrándose una polarización parecida al bouquet, aunque 
ligeramente dispersa. En zigotene temprano la polarización es aparentemente más desorganizada, 
ya que los extremos no se concentran en una misma región nuclear. (Figura 2.2B-B´´). En zigotene 
tardío, se muestra cómo esta estructura se va desorganizando quedando menos telómeros 
agrupados (Figura 2.2C-C´´). Esto indica que, al igual que en otras especies de mamiferos, la 
configuración de bouquet es transitoria y a medida que progresa la sinapsis, los extremos de los 
cromosomas se desplazan, apartándose de dicha zona. Conforme avanzamos a paquitene, los 
telómeros adquieren una distribución uniforme por todo el núcleo (Figura 2.2D-D´´).

2.2.  Comparación del patrón de distribución de cohesinas 
durante la profase-I

De modo análogo al ornitorrinco, se estudió la distribución de diferentes cohesinas a lo largo 
de la profase-I. En primer lugar, se ha estudiado la localización de las dos isoformas de la proteína 
SMC1: SMC1α y SMC1β. Ambas isoformas muestran un patrón similar entre sí y a su vez con SMC3. 
En leptotene se aprecian puntos y filamentos cortos y finos (Figura 2.3D). En zigotene comienza 
la asociación física entre los cromosomas homólogos, cuyos ECos se muestran como filamentos 
más largos y definidos (Figura 2.3E), hasta que se hacen continuos en paquitene (Figura 2.3F). 
SMC1 por tanto no muestra diferencias morfológicas entre los cromosomas, siendo nuevamente 
indistinguibles los cromosomas sexuales con este marcaje. 

A continuación, se han estudiado STAG3 y REC8, que, al igual que SMC1β, son específicas 
de meiosis. La distribución es similar al resto de cohesinas previamente analizadas. En las 
etapas de leptotene se muestra el inicio de la formación de los ECos como finos filamentos  
(Figura 2.3G-J). La etapa de zigotene se caracteriza por la asociación por parejas de los ECos, 
dando lugar a ejes más gruesos  en las regiones cromosómicas sinapsadas (Figura 2.3H-K). La 
sinapsis completa de los homologos se produce en paquitene y se observan ECos continuos y 
entrelazados por todo el núcleo (Figura 2.3I-L). Con estas cohesinas tampoco hay una diferencia 
citológica que permita localizar los cromosomas sexuales.

Las cinco cohesinas estudiadas (SMC3, SMC1α, SMC1β, STAG3 y REC8) muestran un patrón de 
distribución a lo largo del eje cromosómico muy similar, sin diferencias remarcables entre ellas, 
siendo indistinguible la localización precisa de los cromosomas sexuales. Sin embargo, la ausencia
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Figura 2.3. Distribución de las cohesinas durante la profase-I en equidna. Inmunolocalización de cinco cohesinas 
diferentes, SMC3 (verde), SMC1α y SMC1β (cian), STAG3 (magenta), REC8 (rojo) en esparcidos de espermatocitos. (A, D, 
G y J) Leptotene. Las cohesinas forman filamentos uniformes distribuidos por todo el núcleo. (B, E, H y K) Zigotene. Los 
filamentos comienzan a asociarse en las zonas de sinapsis. (C, F, I y L) Paquitene. Se completa la sinapsis y los ejes se 
vuelven continuos. No se aprecian difernecias entre lospatrones de distribución de las diferentes cohesinas. 
Barra de escala 10 µm.

de acumulaciones de cohesinas sobre las regiones asinápticas de la cadena de cromosomas se-
xuales o los autosomas es una diferencia relevante con lo previamente descrito en ornitorrinco.

2.2.1.   Localización de las cohesinas en etapas tardías de la primera profase 
meiótica 

Las etapas tardías de la profase-I, de diplotene en adelante, son muy escasas en las 
preparaciones, probablemente por ser muy rápidas, por ello ha sido imposible analizar los 
procesos de estas etapas, como la desinapsis o la segregación de los cromosomas. En las pocas 
células que se han podido analizar, se aprecia una condensación de la cromatina (Figura 2.4A´´´) 
y una ordenación de los cromosomas en forma estrellada. Estas células podrían encontrarse 
en una etapa de diacinesis-prometafase-I, atendiendo a su grado de condensación. Todas las 
cohesinas muestran un patrón similar, localizándose en el interior de la cromatina. Nuevamente, 
los cromosomas sexuales son indistinguibles en esta etapa. En esta especie tampoco se han 
podido identificar las células en etapas más avanzadas de la meiosis.
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Figura 2.4. Distribución de cohesinas en etapas tardías de la profase-I en equidna. Doble inmunolocalización 
de las cohesinas SMC3 (verde), REC8 (rojo) y tinción de cromatina con DAPI (azul) en esparcidos de espermatocitos. 
(A-A´´´) Diacinesis-prometafase-I. (A-A´) Localización de las SMC3 y REC8 en en interior de la cromatina. (A´´) 
Colocalización de ambas cohesinas indicando un patrón similar. (A´´´) Estructura de la cromatina condensada. 
Barra de escala 10 µm. 

2.3.  Análisis del complejo sinaptonémico en equidna
La dinámica de ensamblaje del CS es totalmente desconocida en esta especie. En una primera 

aproximación utilizamos los diferentes anticuerpos comerciales para intentar localizar los 
componentes de los EAs, pero no obtuvimos resultados consistentes. A fin de poder abordar 
este estudio, se utilizaron los anticuerpos generados frente a las diferentes isoformas de SYCP3 
de ornitorrinco. Los resultados fueron positivos, aunque los anticuerpos dan una la señal más 
tenue que la encontrada en el ornitorrinco.

En primera instancia, se realizó una doble inmunolocalización de SMC3 para seguir el ECo, 
junto a las dos primeras isoformas de SYCP3 de ornitorrinco (SYCP3 y SYCP3-like), ya que ambas 
muestran el mismo patrón. Podemos observar que en leptotene (Figura 2.5A) no se aprecia 
marcaje con los anticuerpos contra SYCP3 y SYCP3-like, indicando que no se ha iniciado aún la 
formación de los EAs, o que al menos estas proteínas no se han incorporado a esta estructura 
(Figura 2.5A´). En zigotene, comprobamos que aparece una tenue señal discontinua de SYCP3 y 
SYCP3-like, localizándose en su mayoría en los segmentos de los cromosomas que han iniciado 
la sinapsis. Por último, en paquitene podemos comprobar que la señal de los anticuerpos contra 
SYCP3 y SYCP3-like se incorporan a toda la longitud de los bivalentes (Figura 2.5C´), colocalizando 
prácticamente en su mayoría con SMC3, aunque cuando las dos señales se muestran de forma 
simultánea, el marcaje de SMC3 es mucho más intenso que SYCP3 y SYCP3-like (Figura 2.5C´´). 
Por otro lado, hay algunas regiones cromosómicas en que el marcaje con SMC3 no parece ir 
acompañado de marcaje con los anticuerpos contra SYCP3 y SYCP3-like. Es posible que estas 
regiones correspondan con cromosomas que no han completado la sinapsis y aunque no es 
posible distinguirlos con seguridad, parte de estas regiones correspondan putativamente a los 
cromosomas sexuales. 
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Figura 2.5. Marcaje con anticuerpos contra las proteínas SYCP3 y SYCP3-like de ornitorrinco durante la profase-I 
en equidna. Doble inmunolocalización de SMC3 (verde) y SYCP3 y SYCP3-like (rojo) en esparcidos de espermatocitos. 
(A-A´´) Leptotene. Ausencia de SYCP3/SYCP3-like cuando se empiezan a formar los ECos. (B-B´´) Zigotene. Comienzo de 
la sinapsis y formación sutil del SC. (C-C´´) Paquitene. Los cromosomas aparecen sinapsados y la señal de SYCP3 y SYCP3-
like es continua a lo largo los ejes cromosómicos, correspondiendo a la formación del CS (punta de flecha), mientras 
que en las regiones de los asinápticas de los cromosomas sexuales no hay señal de SYCP3/SYCp3-like (flecha). Barra de 
escala 10 µm.

 Con el fin de obtener más detalles sobre la organización del CS se llevó a cabo el marcaje 
con el anticuerpo contra la isoforma de SYCP3-Y del ornitorrinco de manera conjunta con 
SMC3. En etapas tempranas de la profase-I no se observa señal del anticuerpo anti-SYCP3-Y, 
dato que concuerda con las otras dos isoformas y con un retraso en la formación de los EAs 
(Figura 2.6A´). En zigotene temprano se observa una señal muy débil (Figura 2.6B´) que se 
hace un poco más intensa en la etapa de zigotene tardío, cuando los filamentos marcados 
con SMC3 se hacen más largos y continuos (Figura 2.6C). Se observan dos tipos de señal, 
una más tenue en la mayoría de los cromosomas y otra más intensa en algunos cromosomas 
(Figura 2.6C´). Este marcaje diferencial de unos pocos cromosomas se mantiene en paquitene  
(Figura 2.6D, D´ y E, E´).
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Figura 2.6. Marcaje con el anticuerpo contra la isoforma SYCP3-Y de ornitorrinco durante la profase-I en equidna. 
Doble inmunolocalización de SMC3 (verde) y SYCP3-Y (rojo) en esparcidos de espermatocitos. (A-A´´) Leptotene. SMC3 
se encuentra como focos dispersos y no hay señal de SYCP3-Y. (B-B´´) Zigotene temprano. Comienza la sinapsis y 
SMC3 se muestra más continua en dichas regiones. Se observa tenuemente un marcaje con el anticuerpo contra 
SYCP3-Y. (C-C´´) Zigotene tardío. Los ECos son más continuos, la señal SYCP3-Y se muestra tenue en los autosomas y se 
intensifica en algunos cromosomas. Paquitene (D-D´´ y E-E´´). La sinapsis es completa en los autosomas donde la señal 
de SYCP3-Y es tenue. Algunas regiones cromosómicas quedan marcadas más intensamente con esta proteína (flecha).  
Barra de escala 10 µm.
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Dado que en ornitorrinco el marcaje de SYCP3-Y se localizaba fundamentalmente sobre 
las regiones asinápticas de los autosomas y los cromosomas sexuales, nos preguntamos si 
esta circunstancia sería similar en el equidna. Para comprobar esta posibilidad se realizó la 
inmunolocalización de SYCP1 junto al marcaje con el anticuerpo contra SYCP3-Y. Los resultados 
obtenidos corroboran que en la etapa de paquitene, cuando se ha completado la sinapsis en 
los autosomas, la señal de SYCP3-Y más intensa corresponde a aquellas regiones cromosómicas 
donde no hay señal de SYCP1, es decir en regiones asinápticas. Asumiendo que los cromosomas 
sexuales deben mostrar largas regiones en asinapsis, estos resultados parecen indicar que el 
anticuerpo contra SYCP3-Y puede ser un marcador de la cadena de cromosomas sexuales. A la 
vista de estos resultados, la cadena cromosómica se extiende aparentemente mucho más que en 
el ornitorrinco. Nuevamente, dado que todos los cromosomas están muy enmarañados resulta 
imposible distinguir su recorrido (Figura 2.7).

Figura 2.7. Doble inmunolocalización de SYCP1 (verde) y SYCP3-Y (rojo) en espermatocitos de equidna. En la etapa 
de paquitene el marcaje de SYCP1 es continuo sobre los ejes sinapsados (A y B) y la localización del anticuerpo contra 
SYCP3-Y se muestra intensa sobre aquellas regiones asinapsadas, probablemente correspondientes a los cromosomas 
sexuales (flecha) (A´ y B´), ambas proteínas muestran un patrón complementario (A´´ y B´´). Barra de escala 10 µm.

2.4.  Reparación del DNA 
En el estudio de la reparación y recombinación del DNA en equidna, fue posible la caracterización 

de dos de las proteínas que intervienen en eventos de recombinación temprana.La proteína RPA 
está presente en etapas tempranas de la profase-I, con una gran cantidad de focos distribuidos por 
todo el núcleo en leptotene (Figura 2.8A-A´´). En zigotene temprano se aprecia que se mantiene el 
número de focos de RPA sobre los ejes de los cromosomas (Figura 2.8B-B´´) que tiende a descender 
en zigotene tardío (Figura 2.8C-C´´). A partir de paquitene el número de focos de esta proteína 
disminuye hasta desaparecer casi en su totalidad.
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Figura 2.8. Distribución de RPA durante la profase-I en equidna. Doble inmunolocalización de SMC3 (verde) y RPA 
(rojo) en esparcidos de espermatocitos. (A-A´´) Leptotene. Los focos de RPA se distribuyen sobre los ECos por todo el 
núcleo. (B-B´´) Zigotene temprano. Se mantiene una gran cantidad de focos de RPA. (C-C´´) Zigotene tardío. Se produce 
una disminución de focos de RPA (D-D´´) Paquitene temprano. RPA prácticamente ha desparecido del núcleo, aunque 
se siguen observando algunos focos dispersos. (E-E´´) Paquitene medio-tardío. Los focos de RPA han desaparecido 
completamente. Barra de escala 10 µm.
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Figura 2.9. Distribución de RAD51 durante la profase-I en equidna. Doble inmunolocalización de SMC3 (verde) y 
RAD51 (rojo) en esparcidos de espermatocitos. (A-A´´) Leptotene. Localización de gran cantidad focos de RAD51 sobre 
los ECos por todo el núcleo. (B-B´´) Zigotene temprano. Se produce una disminución de focos RAD51. (C-C´´) Zigotene 
tardío. El número de focos de RPA disminuyen ligeramente. (D-D´´) Paquitene temprano. Disminución casi total del 
número de focos de RAD51, aunque se siguen observando algunos dispersos (E-E´´) Paquitene medio-tardío. Ausencia 
de RAD51 en todo el núcleo. Barra de escala 10 µm. 
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Gracias a este marcaje se pudieron distinguir dos etapas diferentes de paquitene: una más 
temprana, donde aún persisten focos de RPA (Figura 2.8D-D´´), y una etapa más tardía donde 
ya se han resuelto los eventos de recombinación y han desaparecido por completo los focos 
de RPA (Figura 2.8E-E´´). Entre las dos no se aprecian diferencias en la morfología de los ECos. 

Con respecto a los cromosomas sexuales, no hemos podido tener resultados precisos de 
recombinación. Se intentó la inmunolocalización de RPA y SMC3 junto con el anticuepro contra 
SYCP3-Y, con el fin de observar si era posible localizar focos de recombinación sobre la putativa 
cadena de cromosomas sexuales, pero resultó imposible distinguir qué focos correspondían 
con los autosomas y cuáles con los cromosomas sexuales.

A continuación, se estudió el ciclo de localización de RAD51. En leptotene, hay una gran 
cantidad de focos RAD51 distribuida por todo el núcleo (Figura 2.9A-A´´). El número de focos es 
muy abundante también en zigotene temprano, cuando comienza la sinapsis. En los ejes más 
elongados y continuos se aprecian los focos intensos de RAD51, correspondiendo a las partes 
sinapsadas (Figura 2.9B-B´´). En zigotene tardío el número de focos desciende ligeramente 
localizándose sobre los ejes de los cromosomas (Figura 2.9C-C´´). En paquitene se observó 
una acusada disminución de RAD51. Basándonos en el número de focos se ha distinguido una 
etapa de paquitene temprano, en la que aún se observan algunos focos (Figura 2.8D-D´´), y un 
paquitene más avanzado, en el que ya no se observa ninguno (Figura 2.9E-E´´).

Dado que el patrón de RPA y RAD51 es similar, se llevó a cabo una triple inmunolocalización 
junto a SMC3 para realizar un análisis más detallado de la distribución espacio-temporal de estas 
dos proteínas. Se observaron dos diferencias principales. La primera de ellas es en la etapa de 
zigotene, pues aun cuando ambas proteínas muestran gran cantidad de focos, el número de RPA 
es más elevado que RAD51 (Figura1 .10A-A´). Así, mientras la mayoría de focos de RAD51 coinciden 
con otros de RPA, existen focos de RPA solos. La segunda diferencia notable corresponde a que 
RAD51 perdura más en el tiempo: RPA desaparece casi en su totalidad en paquitene temprano, 
mientras que RAD51 permanece con mayor número de focos (Figura 1.10B-B´). El patrón de estas 
proteínas permite por tanto llevar a cabo una discriminación más adecuada de las etapas de 
zigotene y paquitene. 

Con respecto a la recombinación de los cromosomas sexuales, debido a la falta de características 
morfológicas que permitan diferenciarlos, no se pudo establecer si muestran algún tipo de 
diferencia. No obstante, dado que no se observó una persistencia de RPA o RAD51 en el núcleo, 
todo parece indicar que los cromosomas sexuales finalizan los fenómenos de reparación de DNA 
junto con el resto de cromosomas.
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Figura 2.10. Localización simultánea de RPA y RAD51 en equidna. Triple inmunolocalización de SMC3 (azul), RPA 
(verde) y RAD51 (rojo) en esparcidos de espermatocitos. (A-A´) Zigotene tardío. Existe una gran cantidad de focos 
de RPA y RAD51, pero el número de RPA es más elevado que RAD51 (B-B´´) Paquitene temprano. Se produce una 
disminución notable de ambas proteínas, RPA desaparece casi en su totalidad, mientras que RAD51 permanece con 
mayor número de focos. Barra de escala 10 µm. 

Para finalizar el estudio de la dinámica de RPA y RAD51 de los cromosomas del equidna, se 
realizó un estudio cuantitativo de los focos en las diferentes etapas analizadas. RPA muestra el 
pico más alto de focos en leptotene y zigotene temprano. El descenso de focos de RPA comienza 
en zigotene tardío, con diferencias estadísticamente significativas (test de ANOVA), y una caída 
abrupta de focos entre zigotene y paquitene temprano, donde se produce una reducción del 
95% con respecto a la etapa anterior. Finalmente, en una etapa posterior RPA desaparece por 
completo (Figura 2.11A). RAD51 sigue una dinámica parecida pero no idéntica: el pico de focos 
se encuentra en leptotene y desde esta etapa comienzan a descender más progresivamente 
que en el caso de RPA, con diferencias significativas entre cada fase y la posterior (test de 
ANOVA). Nuevamente el descenso más acusado de los focos ocurre en la transición de zigotene 
tardío a paquitene temprano. Por último, la proteína desaparece en paquitene (Figura 2.11B).

Aunque la dinámica de ambas proteínas es similar, existen diferencias significativas en el 
número absoluto de focos entre ambas proteínas (test t de Student). En leptotene y toda la 
etapa de zigotene donde estas diferencias son mayores, cursando RPA con un mayor número 
de focos. Tras el descenso acusado de ambas proteínas, en paquitene temprano, el número de 
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focos de RAD51 es ligeramente superior al de RPA. Esto es congruente con una permanencia 
más prolongada de RAD51 (Figura 2.10) y por ello se observan más focos activos en esta etapa. 

Estos resultados, indican que el equidna las roturas de DNA ocurren en etapas muy 
tempranas de la profase-I y que ambas proteínas actúan en su reparación. Conforme avanza la 
meiosis las roturas son reparadas de manera progresiva y el número de focos va desciendo, si 
bien requiere una intervención mayor de RPA, excepto en paquitene temprano (Figura 2.11C). 

Figura 2.11. Representación gráfica de los focos de RPA y RAD51 durante la profase-I en equidna. (A) Gráfico del 
número de focos de RPA y análisis estadístico ANOVA de una vía, que muestra diferencias significativas entre todas las 
etapas excepto leptotene y zigotene temprano (ns). (B) Gráfico del número de focos de RAD51 junto al análisis al análisis 
estadístico ANOVA de una vía, que muestra una disminución paulatina y significativa entre las etapas. Se indican con 
asteriscos (*) los valores del test de ANOVA con corrección de Tukey para comparaciones múltiples entre las diferentes 
etapas (ns: no significativo; *: p≤0.05; **: p≤0.01; ***: p≤0.001). (C) Representación gráfica de las medias y desviación 
estándar del número de focos de RPA (naranja) y RAD51 (azul) con diferencias significativas (test t de Student) entre 
ambas proteínas en todas las etapas excepto en paquitene temprano-medio donde desaparecen los focos por completo 
(ns: no significativo; *: p≤0.05; **: p≤0.01; ***: p≤0.001). (L: leptotene; Zte: zigotene temprano; Zta: zigotene tardío; Pte: 
paquitene temprano; Pte-m: paquitene temprano-medio). (Número de células por etapa = 10).

Proteínas

Leptotene

Zigotene temprano

Zigotene tardío

Paquitene temprano

Paquitene

Nº de células Media de focos Desviación Estándar

 RPA 10 282,70 15,73

 RAD51 10 249,40 14,13

 RPA 10 272,40 18,20

 RAD51 10 196,70 13,91

 RPA 10 198,20 15,52

 RAD51 10 150,10 18,84

 RPA 10 20,50 4,79

 RAD51 10 29,60 9,03

 RPA 10 0 0

 RAD51 10 0 0

Tabla 2.1. Datos numéricos de los recuentos de focos de RPA y RAD51 en diferentes etapas de profase-I en equidna. 
Se representa el número de células, la media de los focos contados y la desviación estándar.
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La dinámica de estas proteínas es diferente a lo encontrado en el ornitorrinco, ya que en aquel 
caso ambas proteínas muestran una trayectoria ascendente y después descendente. Sin embargo, 
en el equidna el máximo número de focos se encuentra en leptotene por lo que en las etapas 
analizadas la dinámica de ambas proteínas es siempre descendente. 

2.5.  Modificaciones epigenéticas 
Como se ha expuesto anteriormente, uno de los procesos característicos en los cromosomas 

sexuales de mamíferos es el MSCI. Estudios previos (Daish et al., 2015) y nuestros resultados 
mostrados en el apartado anterior muestran que en los cromosomas sexuales de ornitorrinco 
no parecen estar sujetos a este proceso, dado que no hay incorporación de γH2AX. Sin 
embargo, en el estudio de modificaciones epigenéticas observamos que algunas parecen 
estar preferencialmente acumuladas en las regiones asinápticas. A fin de comprobar si esta 
situación se repite de la misma manera en el equidna, se ha llevado a cabo el análisis del mismo 
conjunto de modificaciones epigenéticas estudiadas para el ornitorrinco. La localización de 
estas proteínas se ha estudiado mediante la inmunolocalización conjunta con SMC3, como 
indicador de las etapas durante la profase-I. 

En primera instancia se ha analizado la RNA polimerasa-II, relacionada con la actividad 
transcripcional. Esta proteína se detecta ya desde la etapa de leptotene (Figura 2.12A-A´´). 
Podemos apreciar tanto en leptotene, como en zigotene (Figura 2.12B-B´´ y C-C´´) y en paquitene 
(Figura 2.12D-D´´) un patrón homogéneo por todo el núcleo, donde destacan determinados focos 
localizados sobre los bivalentes. A parte de estas señales discretas marcadas más intensamente 
no se distinguió alguna otra región de cromosomas con un marcaje diferente por esta proteína ni 
tampoco ningún área excluida de marcaje.
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Figura 2.12. Análisis del patrón de la actividad transcripcional en equidna. Doble inmunolocalización de SMC3 
(verde) y RNA polimerasa-II (rojo) en esparcidos de espermatocitos. En leptotene (A-A´´) y zigotene temprano (B-B´´) 
la señal de RNA polimerasa-II aparece por todo el núcleo de manera tenue y difusa. En zigotene tardío se aprecia una 
acumulación sobre algunos segmentos específicos de los cromosomas. En zigotene tardío (C-C´´) se observa un ligero 
aumento de la intesidad de la señal y se mantiene la acumulación de señales discretas En paquitene (D-D´´) el patrón se 
mantine de forma similar. Las flechas indican los puntos intensos sobre los cromosomas. Escala 10 µm. 

Para corroborar el marcaje de la RNA polimerasa-II y observar si había indicios de la actividad 
transcripcional en el equidna se completó el estudio con la histona H3K9ac, ya que esta modificación 
epigenética es afín a las regiones donde se produce actividad transcripcional (Figura 2.13). No 
encontramos un patrón muy diferente del observado con la RNA polimerasa-II, pero sí ligeras 
diferencias. Nuevamente la señal de esta histona aparece en etapas tempranas hasta paquitene, 
distribuido por todo el núcleo, pero no aparecen focos intensos acumulados sobre los bivalentes 
(Figura 2.13A-D). Sí se observaron variaciones de la intensidad en algunas regiones del núcleo. 
Con el fin de identificar si dichas regiones podrían corresponder con zonas de los cromosomas 
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que no han completado la sinapsis, se realizó una localización conjuntamente con SYCP1. Tanto en 
leptotene (Figura 2.13A-A´´), como en zigotene (Figura 2.13B-C´´), las regiones menos intensas de la 
H3K9ac no se pudieron relacionar con regiones concretas. En paquitene (Figura 2.13D) el marcaje 
de la histona muestra regiones más tenues que parecen corresponder en algunos casos con las 
regiones ausentes de SYCP1, es decir regiones en las que no se ha completado la sinapsis, algunas 
de las cuales podrían corresponder a los cromosomas sexuales. Otras zonas de intensidad tenue no 
están claramente localizadas en regiones asinápticas (Figura 2.13D-D´´). 

Figura 2.13. Distribución de la histona H3K9ac durante la profase-I en equidna. Triple inmunolocalización de SMC3 
(azul), SYCP1 (verde) y H3K9ac (rojo) en esparcidos de espermatocitos. (A-A´´) Leptotene. (B-B´´) Zigotene. (C-C´´) 
Zigotene tardío. H3K9ac aparece desde etapas tempranas, hay regiones menos intensas con este marcaje. Paquitene 
(D-D´´). Parece disminuir H3K9ac en regiones que hay ausencia de SYCP1 (flecha). La histona se ausenta de la región del 
nucléolo (*). Escala 10 µm. 
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Figura 2.14. Distribución de la histona H3K9me3 durante la profase-I en equidna. Doble inmunolocalización de 
SMC3 (verde) y H3K9me3 (rojo) en esparcidos de espermatocitos. En leptotene (A-A´´) la señal de la histona aparece 
de forma tenue, aunque se localiza por todo el núcleo, marcando más intensamente algunas regiones. En zigotene 
temprano (B-B´´), en zigotene tardío (C-C´´) y paquitene (D-D´´) la señal incrementa de intensidad en algunas regiones 
(flecha) pareciendo coindicir con los filamentos más finos marcados con SMC1. Escala 10 µm.

Al igual que en el caso del ornitorrinco, tampoco encontramos una señal específica de γH2AX 
durante profase-I en equidna. Esto indica que la ausencia de esta modificación epigenética parece 
conservada en los monotremas.

En cuanto al resto de modificacines de histona, la primera analizada para este estudio es la 
H3K9me3, como marcador típico de heterocromatina. Hemos encontrado que el marcaje con 
esta histona aparece desde etapas tempranas en el leptotene hasta paquitene distribuido por 
todo el núcleo, pero con diferentes intensidades. En leptotene (Figura 2.14A-A´´) se observan 
algunas regiones del núcleo con una señal tenue y otras con una señal más intensa que se localiza
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Figura 2.15. Distribución de las histonas H3K9ac y H3K9me3 durante la profase-I en equidna. Triple 
inmunolocalización de SMC3 (azul), H3K9ac (verde) y H3K9me3 (rojo) en esparcidos de espermatocitos. (A-A´´´) 
Leptotene. (B-B´´´) Zigotene. (C-C´´´) Zigotene tardío. Paquitene (D-D´´´). En todas las etapas ambas histonas muestran 
un patrón opuesto y complementario, aunque no totalmente excluyente (flecha). Escala 10 µm. 

tanto en regiones centrales como de la periferia del núcleo. En zigotene parece focalizarse más 
a las regiones donde los filamentos de SMC3 aparecen más finos, posiblemente donde aún no se 
ha producido la sinapsis (Figura 2.14B-B´ ;́ C-C´´). La etapa de paquitene parece mostrar el mismo 
patrón al coincidir la señal más intensa de H3K9me3 con las regiones donde los cromosomas 
quedan asinapsados (Figura 2.14D-D´´). 

Para corroborar este patrón se realizó una triple inmunolocalización de H3K9me3, SMC3 y 
H3K9ac (Figura 2.15). Encontramos que ambas proteínas muestran un patrón opuesto, de modo 
que a partir de zigotene cuando la histona H3K9ac muestra señal tenue en una determinada 
región, H3K9me3 se intensifica en dicha región (Figura 2.15B-B´´´ y C-C´´´). 
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Figura 2.16. Distribución de la histona H3K9me2 durante la profase-I en equidna. Doble inmunolocalización de 
SMC3 (verde) y H3K9me2 (rojo) en esparcidos de espermatocitos. (A-A´´) Leptotene. La señal de H3K9me2 se muestra 
irregular sobre el núcleo. (B-B´´) Zigotene temprano y (C-C´´) Zigotene tardío. El marcaje continúa siendo irregular, 
marcando más intensamente algunas regiones.  (D-D´´) Paquitene. La señal se distribuye por todo el núcleo, sin un 
patrón determinado. Escala 10 µm.  

Igualmente, en paquitene (Figura 2.15D-D´´´) ambas histonas muestran un patrón opuesto y 
complementario, aparentemente relacionado con la condición asináptica de los cromosomas.

Por último, estudiamos el patrón de distribución de H3K9me2. Esta modificación histónica 
aparece en el núcleo desde leptotene de forma irregular marcando únicamente algunas zonas 
(Figura 2.16A-A´´). En zigotene la señal parece ser más extensa abarcando una mayor región del 
núcleo, aunque existen algunas regiones más intensas que otras (Figura 2.16B-B´´ y C-C´´). En 
paquitene el marcaje se hace más homogéneo por todo el núcleo, con ligeras diferencias de 
intensidad, pero sin ningún patrón claro (Figura 2.16D-D´´).
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Por ende, las dos especies de monotremas estudiados muestran modificaciones epigenéticas 
que pueden acumularse en los cromosomas sexuales, aunque no parecen estar relacionadas con 
la inactivación de la transcripción, sino con la presencia de regiones asinápticas. Además, los 
patrones epigenéticos son diferentes en el ornitorrinco y el equidna y a la vez difieren de los 
patrones encontrados en otros mamíferos.



Ualabí de pantano
Wallabia bicolor (Macropodidae)

Fotografía tomada en las colonias the University of Melbourne (Melbourne, Victoria, Australia) 

“Salí de casa con la sonrisa puesta,  
hoy me he levantado contento de verdad, 
el sol de la mañana brilla en mi cara, 

una brisa fresca me ayuda a despertar. 

(…)

Yo digo salta, salta conmigo, 
digo salta, salta conmigo, 

salta, salta conmigo”.
Salta, Tequila (1981)
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En los apartados anteriores se ha presentado el caso más complejo de configuración de 
evolución de cromosomas sexuales en mamíferos, en el que existen múltiples translocaciones 
de los cromosomas sexuales y los autosomas, dando lugar a la formación de una compleja y 
larga cadena cromosómica. Sin embargo, como se explicó en la introducción, la evolución de 
los cromosomas puede conducir a configuraciones más simples de los cromosomas sexuales, 
generadas por translocaciones simples de un autosoma a uno de los cromosomas sexuales 
originales. A fin de analizar uno de estos casos, se eligió como especie de estudio el ualabí del 
pantano, un marsupial perteneciente a la Familia Macropodidae, Orden Diprotodontia. Los 
marsupiales se caracterizan por una diferenciación completa de los cromosomas X e Y, con 
pérdida de la PAR. Sin embargo, esta especie representa una excepción al patrón de la mayoría 
de marsupiales, ya que el cromosoma X se ha fusionado con un autosoma y se ha establecido un 
sistema de cromosomas sexuales múltiples XY1Y2, en que el cromosoma X es el resultado de la 
fusión, el cromosoma Y1 es el cromosoma Y original y el cromosoma Y2 es el autosoma fusionado 
(Figura 3.1). En este apartado se detallará el comportamiento meiótico de los cromosomas de 
esta especie, con especial interés en la formación de estructuras específicas de apareamiento en 
sus cromosomas sexuales. 

3.1.  Cariotipo y configuración trivalente de los cromosomas 
sexuales

El ualabí de pantano presenta una dotación cromosómica 2n = 11 en los machos, constituida 
por cuatro pares autosómicos, todos ellos submetacéntricos y tres cromosomas sexuales: XY1Y2. 
Este sistema deriva de una translocación del cromosoma 2 al cromosoma X en un ancestro de 
esta especie (Deakin, 2018). El cromosoma Y original (Y1) es metacéntrico y de muy pequeño 
tamaño, mientras que el cromosoma X es submetacéntrico y de gran tamaño. El cromosoma Y2 
y muy largo (Figura 3.1A, B). Los cromosomas sexuales forman una configuración de trivalente 
donde el segmento autosómico del cromosoma X y el cromosoma Y2 se aparean en toda su 
longitud, mientras que el segmento diferencial del X (correspondiente al cromosoma X ancestral) 
queda asináptico. El cromosoma Y1, por su parte, queda libre o asociado al cromosoma X, 
dependiendo de la etapa celular. Dado que el cromosoma Y1 está totalmente diferenciado y no 
posee región PAR, se desarrollan mecanismos alternativos de asociación (ver más adelante). De 
este modo, existe una coexistencia entre un mecanismo convencional de apareamiento entre 
cromosomas y un mecanismo alternativo propio de los marsupiales, constituyendo un sistema 
atípico y excepcional.

  3  Comportamiento meiótico de los cromosomas  
del ualabí de pantano y características morfológicas 
de sus cromosomas sexuales
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Figura 3.1. Cariotipo meiótico de Wallabia bicolor. Doble inmunolocalización donde se muestra SYCP3 (verde) 
y centrómero (rojo). (A) Esparcido de un espermatocito en paquitene temprano donde se aprecian con claridad 
los bivalentes autosómicos y el trivalente formado por los cromosomas sexuales (XY1Y2). (B) Cariotipo meiótico. Los 
bivalentes autosómicos están ordenados según a longitud del CS; todos ellos son submetacéntricos. En la parte inferior 
se muestran los cromosomas sexuales X-Y2 sinapsados por la región PAR dejando libre la región no apareante del X y por 
último el cromosoma Y1 que es submetacéntrico, al igual que X. El Y2 es telocéntrico. (C) Esquema representativo de la 
formación del trivalente sexual, mediante la translocación de un par autosómico (A) al cromosoma X, los centrómeros 
quedan representados como círculos negros. Barra de escala 10 µm

Una observación detallada de la organización del trivalente sexual revela que alrededor de la 
región centromérica del cromosoma X y el Y2 el apareamiento de los cromosomas parece anómalo y 
las señales del centrómero aparecen frecuentemente desplazadas o incluso dobles (Figura 3.1A, B). 
Con el fin de definir esta región de los cromosomas con mayor detalle se utilizó el microscopio de 
alta resolución confocal STED (Figura 3.2). Observamos claramente la trayectoria de los ELs de los 
bivalentes autosómicos, que muestran un enrollamiento sobre sí mismos con un giro helicoidal 
(Figura 3.2B). Este mismo enrollamiento se aprecia entre segmento autosómico del cromosoma 
X y el Y2. Sin embargo, lo más relevante es que las señales centroméricas de ambos cromosomas 
aparecen claramente desplazadas, indicando que hay un heteromorfismo de los cromosomas en 
esta región. Esto se ve reflejado además en la presencia de un segmento de EA correspondiente 
al cromosoma Y2 que se desvía de la trayectoria de ambos ejes, probablemente correspondiente a 
un pequeño brazo corto de este cromosoma y que no se asocia con el cromosoma X. Finalmente, 
se puede observar que la región diferencial del cromosoma X muestra un engrosamiento muy 
evidente y una gran acumulación de SYCP3, que en algunos casos parece corresponder a la 
formación de varios filamentos paralelos.
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Figura 3.2. Caracterización estructural de los cromosomas del ualabí de pantano. Doble inmunolocalización de 
las proteínas SYCP3 (verde) y centrómero (rojo) en esparcidos de espermatocitos. (A) Célula en paquitene temprano, 
observada con microscopía confocal. Se muestra la sinapsis de todos los cromosomas autosómicos y la localización 
de X-Y2 separada de Y1. (B) Detalle de los cromosomas X-Y2 visualizado mediante microscopía confocal STED. Los LEs 
de ambos cromosomas muestran un enrollamiento y giro helicoidal. Se diferencian el centrómero del cromosoma 
X (flecha roja) y el centrómero del cromosoma Y2 (flecha blanca). Observamos un brazo pequeño del cromosoma Y2 
separado del resto del eje cromosómico (punta de flecha). (C) Esquema de la ampliación mostrada en B, en azul se 
representa el cromosoma X y en morado el cromosoma Y2,en rojo los centrómeros. Barra de escala 10 µm.

3.2.  Caracterización de la secuencia de apareamiento de los 
cromosomas sexuales durante la sinapsis en profase-I

A continuación, se  estudió con detalle la secuencia de apareamiento y sinapsis de los cromosomas 
durante la profase-I, así como las diferentes configuraciones que pueden adquirir los cromosomas 
sexuales, especialmente las formas de asociación del cromosoma Y1 con la región diferencial del 
cromosoma X. Para ello en primer lugar se ha llevado a cabo la inmunolocalización de SYCP3 y proteínas 
centroméricas en esparcidos de espermatocitos. En leptotene observan pequeñas hebras de SYCP3 
discontinuas que van formando el EA de cada cromosoma (Figura 3.3A), los centrómeros aparecen 
distribuidos por todo el núcleo sobre los EA. Durante zigotene temprano tiene lugar la asociación de 
los EAs de cromosomas homólogos dando lugar al proceso de sinapsis. El avance de la sinapsis no se 
produce al mismo ritmo entre todos los bivalentes, por lo que es habitual encontrar en la misma célula 
bivalentes más sinapsados que otros (Figura 3.3B). Hacia el final de zigotene (Figura 3.3C) la sinapsis ha 
avanzado de manera extensiva en todos los cromosomas, quedando sólo algunas regiones más bien 
distales sin completar el proceso. Los cromosomas sexuales se pueden distinguir claramente del resto 
a partir de zigotene medio. El cromosoma Y1 aparece como univalente y habitualmente muy alejado 
del cromosoma X, incluso en lados opuestos del núcleo. Su EA aparece delgado y se dispone en forma 
de herradura (Figura 3.3C´). Por su parte el segmento autosómico del cromosoma X ha completado la 
sinapsis con el cromosoma Y2 y muestra un engrosamiento evidente de SYCP3 en la parte correspondiente 
a la región diferencial, que en esta etapa aparece habitualmente estirada (Figura 3.3C´).
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En paquitene temprano (Figura 3.3D) los autosomas han completado la sinapsis en toda la 
longitud y se mantienen sinapsados durante el resto de paquitene sin cambios en su organización 
(Figura 3.3E-G). En el caso de los sexuales, la unión solo se produce en el sensegmento autosómico 
del cromosoma X y el Y2. Por otro lado, la asociación X-Y1 se produce de manera retrasada, ya que en 
paquitene temprano ambos cromosomas aún se encuentran separados y sin contacto. Hemos podido 
observar una modificación morfológica en los EAs de estos cromosomas, incluso antes de que se 
complete su asociación (Figura 3.3D´). Por una parte, se hace mucho más patente el engrosamiento 
del EA del cromosoma X, que además tiende a aparecer curvado. Es importante resaltar que el 
engrosamiento del EA no afecta a la región del cromosoma X más próximo al centrómero. El EA del 
cromosoma Y1 aparece más condensado que en etapas anteriores, adquiriendo esta vez una forma 
de triángulo. Conforme avanzamos en la etapa de paquitene, los cromosomas sexuales se van 
acercando y se van haciendo más pronunciadas las modificaciones del EA desapareado del segmento 
diferencial del cromosoma X, que en algunos casos aparecen como engrosamientos focalizados a 
lo largo del EA. En una primera fase, que hemos identificado como paquitene temprano-medio, 
los cromosomas aparecen juntos sin que se aprecie contacto físico entre sus EAs (Figura 3.3E). En 
una etapa más avanzada, es decir en paquitene medio (Figura 3.3F) se produce el contacto entre  
el segmento diferencial del X y el Y1 X-Y1 a través unas finas fibras de SYCP3 que conectan los EAs 
de ambos cromosomas. Esta unión puede producirse en una sola región que puede ser distal o 
intersticial, o puede tener dos puntos de conexión, es decir una unión distal e intersticial al mismo 
tiempo (Figura 3.3F´).

Una vez que los EAs de los cromosomas establecen un contacto físico, en etapas subsiguientes 
se produce una acumulación de SYCP3 de manera más irregular, en la que se hace difícil distinguir la 
trayectoria de los cromosomas sexuales (Figura 3.3G´). Esta acumulación representa casi con toda 
seguridad la estructura denominada placa densa (PD) que ha sido caracterizada en la meiosis de 
otras especies de marsupiales, y que se forma principalmente por componentes de los ELs del 
CS como SYCP3. A partir de esta etapa no se pueden distinguir con precisión los cromosomas, ya 
que tanto el cromosoma X, que describe varios bucles, como el Y1 se entrelazan y permanecen 
asociados a la placa intensamente marcada por SYCP3.

Finalmente, en diplotene se produce la desinapsis de los cromosomas homólogos (Figura 
3.3H). Hemos observado que habitualmente la primera región en iniciar la desinapsis es la región 
centromérica de los cromosomas X-Y2. A medida que esto ocurre los ELs de cada cromosoma 
quedan de nuevo individualizados. La PD adquiere una morfología irregular y el EA asináptico del 
cromosoma X se entremezcla con la misma (Figura 3.3H´). Al final de esta etapa los espermatocitos 
entran en un estado difuso caracterizado por la descondensación de la cromatina y la pérdida 
casi total del marcaje de SYCP3, mostrándose líneas discontinuas en los ELs de los cromosomas 
(ver siguiente epígrafe). Este estado aparece en frecuencia muy baja indicando que son fases muy 
efímeras. Este tipo de etapas se han visto en otros marsupiales previamente estudiados, como 
Thylamys elegans (Page et al., 2006b) 
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Figura 3.3. Secuencia sináptica de los cromosomas homólogos en el ualabí de pantano durante la profase-I. 
Doble inmunolocalización donde se muestra SYCP3 (verde) y las proteínas centroméricas (rojo) en esparcidos de 
espermatocitos. (A) Leptotene. Se observan filamentos cortos y finos de SYCP3 y los centrómeros distribuidos por todo 
el núcleo. (B) Zigotene temprano. Algunos EAs ya han comenzado la sinapsis, pero gran parte de los cromosomas se 
encuentran en asinapsis. Se distingue el cromosoma Y1 (flecha roja). (C) Zigotene tardío. Avance en el proceso de sinapsis 
y visualización del cromosoma Y1 (flecha roja) alejado del complejo cromosómico X-Y2 que está completando su sinapsis 
(flecha blanca). (D) Paquitene temprano. La proteína SYCP3 está formando los ELs a lo largo de toda la longitud de los 
bivalentes. Mientras que la sinapsis es completa en todos los autosomas, los EAs desapareados del segmento diferencial 
del X y el cromosoma Y1 están engrosados pero no hay contacto entre ellos. (E) Paquitene temprano medio. El segmento 
más distal del cromosoma X sufre modificaciones morfológicas, como expansiones de la proteína SYCP3. El cromosoma 
Y1 está próximo, pero sin contacto. (F) Paquitene medio. Asociación de los cromosomas X e Y1 por diferentes puntos 
de conexión. (G) Paquitene tardío. Formación de la placa densa (PD) (punta de flecha) en las regiones diferenciales del 
cromosoma X e Y1. (H) Diplotene. Se observa el comienzo de desinapsis de los ELs de los autosomas. La PD abarca una 
mayor región los EAs de los cromosomas X e Y1 que aparecen difusos y enmarañados. (C’-H’) Detalles de los cromosomas 
sexuales desde zigotene tardío a diplotene. Barra de escala 10 µm. 

A fin de caracterizar con mejor resolución si las conexiones entre los cromosomas representan 
simplemente una superposición de las señales de SYCP3 en el esparcido, se ha llevado a cabo un 
estudio de microcopía confocal STED (Figura 3.4A-D). Con ello, se ha podido visualizar que los 
puntos de contacto están realmente mediados por filamentos delgados de SYCP3, tanto en las 
uniones distales (Figura 3.4A y B) como en las intersticiales (Figura 3.4C). También se observan 
asociaciones en dos puntos de los cromosomas sexuales (Figura 3.4D). Por otro lado, con el 
objetivo de establecer cuál de estas tres uniones era más frecuente, se realizó un recuento 
de las mismas en 150 células en la etapa de paquitene medio, visualizadas en células tratadas 
mediante la técnica de aplastado, que mantiene la configuración tridimensional original de 
la célula y por tanto la disposición de los cromosomas en el núcleo (Figura 3.4 E-G). Se ha 
observado que la unión más habitual es la que tiene lugar con un punto de unión, el porcentaje 
es claramente mayor con un 63,3%, frente a las configuraciones con dos puntos de unión que 
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representan el 36,7%. Finalmente, cuando observamos un solo tipo de unión, las interacciones 
distales son más abundantes que las intersticiales.

Figura 3.4. Tipos de uniones entre los cromosomas sexuales X-Y1. En verde se muestra el marcaje de SYCP3 y en rojo 
las proteínas centroméricas. (A-D) Ampliación observada con microscopía confocal STED de los cromosomas sexuales 
de espermatocitos procesados mediante la técnica de esparcido. (E-G) Esparcidos procesados mediante la técnica de 
aplastado. (A, B y E) Uniones distales. (C y F) Uniones intersticiales. (D y G) Uniones en dos puntos, uno distal y otro 
intersticial. Las flechas indican el punto de unión. En la parte inferior se muestra la proporción (%) de las diferentes 
uniones de los cromosomas sexuales. n=150 células. Barra de escala en esparcidos 2,5 µm y en aplastados 10 µm.  

3.2.1.  Ensamblaje del complejo sinaptonémico durante la sinapsis 
A fin de averiguar si las interacciones entre los cromosomas sexuales involucran la formación 

de un CS completo, se ha estudiado de manera conjunta el patrón de localización de las proteínas 
SYCP3 y SYCP1. La secuencia de apareamiento y sinapsis de los cromosomas es idéntica a la 
descrita más arriba. Sin embargo, con la localización de la proteína SYCP1 se pueden observar 
claramente las regiones en las que la asociación de los cromosomas conlleva el ensamblaje de los 
FTs del CS. En leptotene (Figura 3.5A) no hay presencia de la proteína SYCP1. El ensamblaje de los 
FTs y el EC se inicia en la etapa de zigotene (Figura 3.5B), revelado por la aparición de un marcaje 
con SYCP1. Además, los EAs marcados con SYCP3 se hacen más continuos y comienzan a asociarse. 
Durante paquitene (Figura 3.5C, D y E) los cromosomas homólogos están completamente 
sinapsados en toda su longitud. En este caso las señales de SYCP3 y SYCP1 son coincidentes sobre 
los autosomas y la región de apareamiento entre el segmento autosómico del cromosoma X y 
el cromosoma Y2. No se apreció marcaje de SYCP1 en las regiones de asociación del segmento 
diferencial del cromosoma X con el Y1, ni cuando estos cromosomas interaccionan inicialmente 
a través de filamentos de SYCP3, ni cuando la asociación esta medida por la PD (Figura 3.5D y E). 
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Hay que destacar que se encontró en algunos espermatocitos marcaje con SYCP1 en regiones de 
los EAs desapareados, principalmente del cromosoma X, identificándose como una deposición 
inespecífica (Figura 3.5D).  

El CS se mantiene estable durante toda la etapa de paquitene y comienza su desensamblaje 
en diplotene, después los espermatocitos entran en una etapa, denominada difusa, bastante 
efímera donde el marcaje del CS (SYCP3 y SYCP1) se muestra como líneas discontinuas en todos 
los autosomas. Los cromosomas sexuales aparecen muy delgados y fragmentados, aunque 
permanece la PD en forma de ovillo, marcada intensamente por SYCP3 (Figura 3.5F).

 
Figura 3.5. Secuencia de sinapsis de los cromosomas en ualabí de pantano durante la profase-I. Doble 
inmunolocalización de las proteínas SYCP3 (verde) y SYCP1 (rojo) en esparcidos de espermatocitos. (A) Leptotene. SYCP3 
forma hebras dispersas correspondientes a EAs. (B) Zigotene. Comienza la sinapsis y las regiones sinapsadas muestran 
un marcaje conjunto de SYCP3 y SYCP1. (C) Paquitene temprano. Los autosomas están completamente sinapsados, 
SYCP1 se dispone en toda su longitud, sin embargo está ausente de los cromosomas sexuales X-Y1. (D y E) Paquitene 
medio y tardío. Se forma la PD marcada intensamente por SYCP3, y con ausencia de SYCP1 salvo en regiones internas de 
EA desapareados (*). (F) Estado difuso. Fragmentación y dispersión de CS y los cromosomas sexuales quedan asociados 
por medio de la PD (flecha blanca). Barra de escala 10 µm.  

3.3.  Patrón de recombinación 
Como en las especies analizadas anteriormente, se realizó un estudio de la localización 

de proteínas relacionadas con la recombinación meiótica: RPA, RAD51, DMC1 y MLH1. 
Desafortunadamente no obtuvimos resultados positivos ni con DMC1 ni con MLH1.

RPA se observa desde la etapa de leptotene (Figura 3.6A) con gran cantidad de focos asociados 
a los EAs en formación. Su número va aumentando hasta alcanzar el máximo en la etapa de 
zigotene (Figura 3.6B), donde se acumula preferencialmente en las regiones ya sinapsadas de los 
autosomas. En paquitene temprano (Figura 3.6C) la cantidad de focos sigue siendo abundante a 
lo largo de los cromosomas autosómicos. Cabe destacar que el cromosoma X presenta una gran 
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cantidad de focos en su región asináptica. Igualmente, el cromosoma Y  presenta uno o dos focos 
de RPA sobre su EA. En etapas posteriores, paquitene medio (Figura 3.6D) los focos de RPA van 
disminuyendo de manera evidente. No obstante, podemos seguir visualizando focos en todos los 
cromosomas, incluidos los cromosomas sexuales que se encuentran asociados mediante la PD. 
La reducción de puntos es mayor en etapas tardías de profase-I, visualizándose pocos puntos 
en paquitene tardío (Figura 3.6E) y desapareciendo prácticamente por completo de todos los 
cromosomas en diplotene (Figura 3.6F). 

Figura 3.6. Distribución de la proteína de reparación RPA durante la profase-I en ualabí de pantano. Doble 
inmunolocalización de SYPC3 (verde) y RPA (rojo) en esparcidos de espermatocitos. (A) Leptotene. Aparecen focos 
de RPA sobres los EAs, que aumentan en cantidad en zigotene (B) acumulándose principalmente en las regiones 
sinapsadas (*). La cantidad de focos es bastante elevada también durante paquitene temprano (C) y el cromosoma X 
muestra una gran cantidad de estos focos en la región asináptica (flecha blanca). A su vez, el cromosoma Y1 presenta 
uno o dos focos (flecha roja). En paquitene medio y tardío (D y E) la cantidad de focos disminuye y aún se puede 
visualizar algunos en los cromosomas sexuales asociados a la PD (punta de flecha). En diplotene (F) desaparecen casi 
del todo. Barra de escala 10 µm.

En segundo lugar, analizamos la localización de RAD51. La señal comienza a aparecer 
en leptotene (Figura 3.7A) en gran cantidad y en forma de pequeños focos distribuidos 
homogéneamente por todo el núcleo, que pueden estar asociados a los filamentos finos de 
SYCP3 que están formando los EAs. En zigotene (Figura 3.7B) los focos se localizan tanto en las 
regiones sinapsadas como en las no sinapsadas de los cromosomas. En paquitene temprano 
(Figura 3.7C) se produce una reducción clara de la cantidad de focos en los autosomas. En 
cambio, se observa una gran cantidad en la región asináptica del cromosoma X. En el cromosoma 
Y1 se observan uno, dos o incluso tres focos. En paquitene medio y tardío (Figura 3.7D y E) 
los focos persisten y en ocasiones se puede ver autosomas donde ha desaparecido toda la 
señal de RAD51 o puede encontrarse algún foco desconectado de los ELs. Los focos de RAD51 
desaparecen en diplotene (Figura 3.7F), donde el CS comienza a fragmentarse. 
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Figura 3.7. Distribución de la proteína de reparación RAD51 durante la profase-I en ualabí de pantano. Doble 
inmunolocalización de SYPC3 (verde) y RPA (rojo) en esparcido de espermatocitos. (A) Leptotene. Aparecen focos de 
RAD51 sobres los EAs, al igual que en zigotene (B), acumulándose principalmente en las regiones sinapsadas. La cantidad 
de focos comienza a descender durante paquitene temprano (C).El cromosoma X muestra una gran cantidad de estos 
focos en la región asináptica (flecha blanca) y el cromosoma Y1 muestra también varios focos (flecha roja). En paquitene 
medio y tardío (D y E), la cantidad de focos es similar a la etapa anterior y aun se puede visualizar algunos en los 
cromosomas sexuales asociados a la PD (punta de flecha). En diplotene (F) RAD51 desaparece. Barra de escala 10 µm. 

3.4.  Inactivación de los cromosomas sexuales 
En estudios previos se ha demostrado que los cromosomas sexuales de los marsupiales sufren un 

fenómeno de MSCI, similar al que ocurre en los mamíferos placentarios (Franco et al., 2007; Namekawa 
et al., 2007). A fin de corroborar estos resultados y ampliarlos, hemos llevado a cabo la localización 
de diversas proteínas implicadas en el MSCI durante la meiosis en el ualabí. En primer lugar, hemos 
estudiado la localización de γH2AX, que como ya se ha explicado anteriormente, es un marcador 
excelente en el proceso MSCI y de la formación del cuerpo sexual. 

En las primeras etapas de la profase (leptotene y zigotene temprano), la señal de γH2AX se localiza 
sobre algunas regiones cromosómicas indicando la producción de DSBs (Figura 3.8A-B), pero no 
marca el núcleo completo de manera intensa como se ha descrito en varias especies de mamíferos 
placentarios (Baumann et al., 2011; de la Fuente et al., 2007; de la Fuente et al., 2012; Jin and Kim, 
2017; Mahadevaiah et al., 2001; Page et al., 2012). En zigotene tardío la sinapsis se encuentra avanzada 
y podemos encontrar bivalentes unidos en toda su longitud y otros que aún tienen regiones sin 
sinapsar. La señal de γH2AX se reduce en las regiones sinapsadas y permanece con mayor intensidad 
en las regiones que no han completado la sinapsis. En esta etapa es posible distinguir los cromosomas 
sexuales. Por un lado, se aprecia que la sinapsis entre el segmento autosómico del cromosoma X y 
el cromosoma Y2 se encuentra frecuentemente retrasada (Figura 3.8C) y que el segmento que no 
ha completado la sinapsis aparece marcado con la señal de γH2AX. Por otro lado, se puede apreciar 
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que el cromosoma Y1, que se mantiene distanciado del cromosoma X, también presenta un marcaje 
intenso de γH2AX (Figura 3.8C y C´). En paquitene temprano (Figura 3.8 D y D´) todos los autosomas 
y el cromosoma Y2 se encuentran completamente sinapsados y sin marcaje de γH2AX, hecho que 
continuará así en las etapas sucesivas. Mientras, el segmento diferencial del cromosomas X y el 
cromosoma Y1 permanecen asinápticos y sus EAs comienzan a hacerse más gruesos y a mostrar las 
modificaciones descritas anteriormente. Al mismo tiempo, la señal de γH2AX se concentra sobre ellos, 
mostrando un contorno irregular. En la etapa previa al contacto entre los cromosomas X e Y1 (Figura 
3.8E y E´) la señal de γH2AX es única y engloba ya a los dos cromosomas que están muy próximos. 
Finalmente, en paquitene medio (Figura 3.8F y F´), una vez que se establece la conexión entre el 
segmento diferencial del cromosoma X y el cromosoma Y1, el marcaje de γH2AX adquiere un contorno 
bien delimitado, formando un cuerpo sexual completamente definido. Esta señal se mantiene en 
paquitene tardío (Figura 3.8G y G´), una vez que la PD está formada, y en diplotene (Figura 3.8H y 
H´), cuando comienza el desensamblaje del CS. Como se ha mencionado anteriormente, el segmento 
sináptico entre el cromosoma X y el  Y2 es el primero en mostrar evidencias de desinapsis (Figura 3.8H).

Figura 3.8. Patrón de localización de la proteína γH2AX durante la profase-I en ualabí de pantano. Inmunolocalización 
de SYCP3 (verde) y γH2AX (rojo) en esparcido de espermatocitos. Los cromosomas sexuales quedan indicados con flecha 
blanca el X y roja el Y1. (A) Leptotene y (B) zigotene temprano. γH2AX se localiza por todo el núcleo de manera poco intensa, 
y se acumula especialmente en algunas regiones cromosómicas dispersas por el núcleo. (C) Zigotene tardío. γH2AX marca 
las regiones cromosómicas que no han completado la sinapsis, principalmente el segmento diferencial del cromosoma X, 
el cromosoma Y1 y el segmento que no ha completado la sinapsis del Y2 (flecha azul). (D) Paquitene temprano. Desaparece 
el marcaje de γH2AX sobre los autosomas, pero se observa una señal intensa e irregular sobre el segmenrto diferencial 
del cromosoma X y el cromosoma Y1. (E) Paquitene temprano-medio. El cromosoma Y1 y el segmento diferencial del X se 
encuentran próximos, aunque sin contacto, pero la señal de γH2AX aparece englobándolos a ambos. (F) Paquitene medio. 
El cromosoma Y1 y el segmento diferencial del X han estasblecido un contascto por medio de filamento sde SYCP3, mientras 
la señal de γH2AX engloba a ambos cromosoams y presenta un contorno bien definido, fornado un cuerpo sexual típico. (G) 
Paquitene tardío y (H) diplotene. Se forma la PD (punta de flecha) y se mantiene marcaje de γH2AX sobre el cuerpo sexual. 
(C’-H’) Detalles de los cromosomas sexuales desde zigotene tardío a diplotene. Barra de escala 10 µm.  
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El patrón de localización de γH2AX sobre los cromosomas sexuales se analizó también sobre 
preparaciones de espermatocitos obtenidas mediante la técnica de aplastado. Esto permitió 
observar una serie de características del proceso se apareamiento de los cromosomas sexuales 
que no habían sido reveladas en el análisis de esparcidos. Mediante esta técnica podemos ver los 
cromosomas en zigotene (Figura 3.9A) dispuestos en la típica configuración de bouquet, con sus 
telómeros polarizados hacia una región específica del núcleo. Las regiones que ya han apareado 
se muestran como pequeños segmentos terminales engrosados, en los que el marcaje de SYCP3 se 
muestra más grueso que las regiones desapareadas. La señal de γH2AX está distribuida por todo en 
núcleo como hemos visto anteriormente, marcando más intensamente aquellas regiones donde los 
cromosomas no han completado la sinapsis. 

Figura 3.9. Localización de la proteína γH2AX en ualabí de pantano. Inmunolocalización de SYCP3 (verde) y γH2AX 
(rojo) durante profase-I en aplastados de espermatocitos. (A) Zigotene. SYCP3 marca las estructuras axiales que están 
polarizadas en configuración de bouquet, las regiones apareadas aparecen más gruesas que las que no lo están. γH2AX 
está distribuida por todo en núcleo, marcando más intensamente algunas regiones. (B y C) Paquitene temprano. La 
sinapsis de los autosomas es completa y la señal γH2AX se localiza en el trivalente sexual. (D y E) Paquitene medio. El 
cromosoma X se dobla sobre sí mismo y el Y  queda inmerso en la PD marcada por SYCP3. La señal de γH2AX se localiza 
sobre estos dos cromosomas y se extiende a lo largo del eje del cromosoma X. (F) Paquitene tardío. Tanto el cromosoma 
X, como el Y1 permanecen asociados a la PD, que sigue marcada intensamente por γH2AX.Barra de escala 10 µm.  

En paquitene temprano (Figura 3.9B) la polarización de los telómeros se ha perdido y los 
autosomas aparecen sinapsados en toda su longitud. γH2AX se muestra como una nube intensa 
sobre el segmento del cromosoma X que no aparea, así como un segmento del cromosoma Y2, 
indicando que este cromosoma tiene la sinapsis más retrasada que el resto de los autosomas. Llama 
la atención la disposición del segmento diferencial del cromosoma X, que se encuentra estirado, y 
cuyo telómero no apareante se encuentra habitualmente muy alejado de la región centromérica, 
donde se encontraría el telómero proximal del cromosoma Y2 (Figura 3.9C). El cromosoma Y1 
habitualmente ocupa una posición muy alejada o incluso opuesta sobre la superficie interna del 
núcleo. La configuración estirada del segmento diferencial del cromosoma X se puede observar 
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a veces incluso hasta la etapa en la que es inicia el contacto con el cromosoma Y1 (Figura 3.9D). A 
partir de esta etapa se empieza a formar la PD, que con esta técnica presenta un aspecto mucho 
más similar al descrito previamente para otras especies de marsupiales. Se observa como una 
deposición de SYCP3 sobre la superficie interna del núcleo, con forma de disco, en la que quedan 
embebidos los extremos del cromosoma Y1 y el extremo libre del cromosoma X (Figura 3.9E y F). La 
señal de γH2AX se hace mucho más compacta en esta etapa y permanece así durante paquitene 
tardío (Figura 3.9F) y diplotene.

La incorporación de γH2AX sobre los cromosomas sexuales, indica la formación de un cuerpo 
sexual y la presencia de un proceso de inactivación transcripcional (MSCI) de estos cromosomas. 
Para corroborar este fenómeno examinamos la actividad transcripcional del núcleo, mediante la 
localización de la RNA polimerasa-II. En etapas tempranas de la profase-I esta proteína es casi 
indetectable en el núcleo (Figura 3.10A y B) independientemente de la condición de sinapsis o asinapsis 
de los cromosomas. La señal comienza a detectarse al comienzo de paquitene, pero aún es débil y 
difusa, rodeando el CS de los bivalentes autosómicos que han completado la sinapsis (Figura 3.10C). 
En paquitene medio (Figura 3.10D) la intensidad del marcaje se incrementa de manera notable en 
todo el núcleo a excepción de la región ocupada por el segmento asináptico del cromosoma X y el 
cromosoma Y1.En etapas sucesivas, se muestra el mismo patrón, incrementandose la intensidad de 
la señal en paquitene tardío y diplotene (Figura 3.10E y F). De este modo se comprueba que la única 
región que queda sin este marcaje durante toda la profase-I es la comprendida por el segmento 
diferencial del cromosoma X y el cromosoma Y1, lo que indica que están sujetos a un fenómeno de 
inactivación (MSCI).  

Figura 3.10. Patrón de la actividad transcripcional durante la profase-I en ualabí. Doble inmunolocalización de 
SYCP3 (verde) y RNA polimerasa-II (rojo) en esparcidos de espermatocitos. (A y B) Leptotene y zigotene. Los cromosomas 
aparecen separados, iniciando la sinapsis, y la señal de la RNA polimerasa-II es casi indetectable. (C) Paquitene temprano. 
Completada la sinapsis de los autosomas, comienza a aparecer la señal de RNA polimerasa-II de manera tenue y difusa. 
Esta señal se incrementa a partir de paquitene medio en adelante (D, E y F), quedando únicamente sin marcar la región 
de los cromosomas X-Y1 que están unidos por medio de la PD (flecha). Barra de escala 10 µm. 
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El proceso de MSCI está asociado a un conjunto de cambios epigenéticos que incluyen 
modificaciones de histonas, como la ausencia de histona H3 acetilada en la lisina 9 (H3K9ac). Para 
corroborar el patrón previamente descrito de la RNA polimerasa-II, estudiamos la localización de 
H3K9ac. La señal del H3K9ac es casi indetectable durante leptotene (Figura 3.11A), pero en este 
caso, la señal comienza aparecer en la etapa de zigotene (Figura 3.11B). No obstante, el incremento 
se hace mucho más acusado a partir de paquitene temprano (Figura 3.11C) y la señal permanece 
muy intensa durante paquitene medio, tardío y diplotene (Figura 3.11D, E y F). En todas estas etapas 
la señal de la histona es muy tenue o nula sobre los el segmento diferencial del cromosoma X y el 
cromosoma Y1.

Figura 3.11. Distribución de la histona H3K9ac durante la profase-I en ualabí de pantano. Doble inmunolocalización 
de SYCP3 (verde) y H3K9ac (rojo) en esparcidos de espermatocitos. (A) Leptotene. Al comienzo de profase-I la señal 
de H3K9 es muy débil. (B) Zigotene. Comienza a aparecer el marcaje de la histona por todo el núcleo. (C) Paquitene 
temprano. La señal comienza ser más intensa por todo el núcleo. Esta señal se incrementa a partir de paquitene medio 
en adelante (D, E y F), quedando únicamente sin marcar la región de los cromosomas X-Y1 que están unidos por medio 
de la PD (flecha). Barra de escala 10 µm. 

3.5.  Dinámica de segregación de los cromosomas sexuales
Una vez analizados los procesos de sinapsis, recombinación e inactivación de los cromosomas 

sexuales, se estudió el proceso de segregación de los mismos durante la primera división 
meiótica. Para ello se llevó a cabo una inmunolocalización SYCP3 y γH2AX sobre aplastados de 
espermatocitos. Lamentablemente el marcaje SYCP3 no fue satisfactorio en las etapas posteriores 
a profase-I, lo que impidió realizar un análisis preciso de la asociación de los cromosomas sexuales 
y su orientación en las células en división. No obstante, la presencia de una marca intensa de 
γH2AX sobre el cromosoma Y1 y el segmento no apareante del cromosoma X permitió realizar 
una aproximación al proceso de segregación. El marcaje se combinó con la tinción con DAPI, para 
poder visualizar la localización de los cromosomas en las células en división.
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En prometafase-I (Figura 3.12A) observamos los cromosomas condensados, pero todavía no 
completamente orientados en la placa metafásica.  El segmento diferencial del cromosoma X y el 
cromosoma Y1 quedan marcados intensamente por la señal γH2AX. Se observa que en esta etapa 
el cromosoma Y2 y el segmento autosómico del cromosoma se mantienen el contacto y quedan 
englobados en una misma masa de cromatina. En metafase-I podemos observar los bivalentes 
orientados en el ecuador celular. Los cromosomas X e Y1 mantienen su asociación en algunas células, 
que posiblemente corresponden con metafases tempranas, pero ya se aprecia que cada cromosoma 
está orientado hacia un polo celular (Figura 3.12B). En otras metafases-I, probablemente más tardías, 
estos cromosomas han perdido la conexión. El cromosoma Y1, parece iniciar la segregación hacia un 
polo, mientras el X está orientado hacia el opuesto (Figura 3.12C). En casos muy favorables es posible 
distinguir el cromosoma Y2 del resto de cromosomas. En estos casos hemos observado la presencia 
de un quiasma intersticial o distal entre este cromosoma y el segmento autosómico del cromosoma 
X (Figura 3.12C). En anafase-I (Figura 3.12D y E) se produce la migración de los cromosomas hacia los 
polos celulares, que finaliza en telofase-I (Figura 3.12F). Atendiendo a la señal de γH2AX, se puede 
concluir que el cromosoma X y el cromosoma Y1 siempre migran hacia polos opuestos y no se observan 
puentes de cromatina ni ninguna otra estructura que mantenga la asociación de estos cromosomas. 

Figura 3.12. Proceso de segregación en la primera división meiótica en ualabí de pantano. Inmunolocalización de 
γH2AX (verde) y tinción de DAPI (rojo) en aplastados de espermatocitos. (A) Prometafase-I. La tinción con DAPI muestra 
los cromosomas condensados, pero aun no orientados en la placa metafásica y γH2AX muestra la localización de los 
cromosomas sexuales X-Y1 (punta de flecha). (B) Metafase-I temprana. Orientación del trivalente sexual en la placa 
metafásica (punta de flecha). (C) Metafase-I tardía. El cromos X aparece orientado hacia un polo, mientras que el cromosoma 
Y1 se ha desplazado y ahacia el polo opuesto. El cromosoma Y2, que permanece unido al X mediante un quiasma (flecha 
blanca), aparfece orientadohacia el mismo polo que el Y1. (D y E) Anafase-I. Los cromosoma homólogos segregan a polos 
opuestos. El cromosoma X y el Y1, con un intenso marcaje de γH2AX segregan tambine a polos opuestos de la célula. (F) 
Telofase-I. Se observan dos cuerpod de cromatina completamente separados sin ninguna conexión, con los cromosomas 
sexuales X e Y1 en polos opuestos. Barra de escala 10 µm.  
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La clasificación de las etapas de profase-I está determinada habitualmente por el apareamiento 
y sinapsis de los cromosomas y por el ensamblaje y desensamblaje del CS. Clásicamente en los 
estudios de meiosis se utiliza como marcador la proteína SYCP3, por ser unos de los principales 
componente de los EAs y LEs del CS (Fraune et al., 2012). Sin embargo, en los monotremas 
la caracterización de la sinapsis se ha llevado a cabo mediante el análisis de las cohesinas. La 
localización y distribución de los ECos y los EAs evidencian una estrecha relación entre ambas 
estructuras en mamíferos (Eijpe et al., 2000; Revenkova and Jessberger, 2005; Revenkova and 
Jessberger, 2006). Los componentes de los EA y del complejo de cohesina en mamíferos están 
relacionados hasta tal punto que se considera que SMC3, SMC1β, STAG3 y REC8 podrían estar 
influyendo en la morfogénesis de los EAs (Eijpe et al., 2003; Lee, 2017; Lee et al., 2003). Nuestros 
resultados corroboran estudios previos en el ornitorrinco en relación a la localización de una 
de las principales proteínas del ECo, la cohesina SMC3 (Casey et al., 2017). Hemos observado 
que el patrón espacio-temporal SMC3 sigue la misma dinámica esperada para una proteína 
del EL: aparece en la etapa de leptotene formando ejes cortos y delgados y a medida que 
avanzan las células hacia zigotene estos ejes cromosómicos se hacen más largos y continuos; en 
paquitene, SMC3 se aprecia de manera continua y homogénea a lo largo de los cromosomas; y 
en diplotene permanece en el interior de los cromosomas, presumiblemente en la región entre 
las cromátidas hermanas. Estas evidencias y los antecedentes descritos nos permiten concluir 
que la inmunodetección de SMC3 es una herramienta válida para el seguimiento de la sinapsis en 
espermatocitos de monotremas.

Estudios previos han demostrado la formación de complejos de cohesina con diferente 
composición, distribución, dinámica y funciones durante la meiosis, tanto en insectos (Valdeolmillos 
et al., 2007) como en ratón (Ishiguro, 2019; Revenkova and Jessberger, 2005; Suja and Barbero, 
2009). Tanto en el caso del ornitorrinco como del equidna, el estudio comparado de SMC3, SMC1α, 
SMC1β, STAG3 y REC8 muestra que no existen diferencias marcadas en la distribución temporal 
de unas cohesinas respecto a otras. En primer lugar, nuestros resultados indican que todas las 
cohesinas estudiadas se cargan sobre los cromosomas en la etapa de leptotene. Igualmente, 
hemos observado que todas las cohesinas permanecen asociadas a los cromosomas en etapas 
tardías, aparentemente en la región entre las cromátidas hermanas de cada cromosoma. Este 
patrón temporal es ligeramente diferente al descrito en otras especies como el ratón, en el cual 
la variante meiótica SMC1β y la cohesina SMC3 permanecen durante toda la división meiótica, 
incluso después del desensamblaje del CS, mientras que SMC1α se detecta sólo hasta diplotene 
(Revenkova et al., 2001). Estos resultados podrían indicar que en los monotremas no hay una 

  1  Distribución y dinámica de las cohesinas en la 
meiosis de monotremas
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diferenciación funcional de las dos isoformas de SMC1 y que ambas cohesinas se requieren hasta 
etapas tardías de la profase-I y la prometafase-I. La disociación secuencial de cohesinas también se 
ha descrito en ratón para las kleisinas, ya que RAD21L se disocia de los brazos de los cromosomas 
después de diplotene, mientras que RAD21 y REC8 se disocian de los brazos en anafase-I  
(Herran et al., 2011; Ishiguro, 2019; Parra et al., 2004). Lamentablemente, en nuestro estudio 
no pudimos obtener resultados concretos de las proteínas RAD21 y RAD21L, de modo que no es 
posible hacer una comparación con el patrón temporal de REC8.

Donde sí se han encontrado diferencias es en el patrón espacial de distribución de algunas de 
las cohesinas analizadas, aunque solamente en ornitorrinco. En el estudio de STAG3 se encontró 
que esta cohesina se acumula transitoriamente en la región centromérica de cada uno de los 
bivalentes autosómicos y además la señal de SYCP1 queda interrumpida en ese punto. Esto indica 
una organización especial de los centrómeros del ornitorrinco. La interrupción de la señal de SYCP1 
es indicativa de que en las regiones centroméricas no se ensambla EC del CS. En algunas especies 
de mamíferos placentarios como los ratones pigmeos o los topillos asiáticos se ha encontrado 
una característica similar (Gil-Fernández et al., 2020; Matveevsky et al., 2020). En estas especies 
está bien caracterizado que varios cromosomas se han originado como producto de fusiones 
Robertsonianas (Matveevsky et al., 2020; Veyrunes et al., 2014), de modo que es posible que 
los puntos de fusión tengan una organización genómica y estructural tal que no promueven el 
ensamblaje completo del CS. Una circunstancia parecida podría estar ocurriendo en ornitorrinco. 
Aunque no se tienen datos sobre el origen Robertsoniano de los cromosomas en esta especie, 
en algunas regiones centroméricas aparecen frecuentemente señales dobles con el suero 
anti-centrómero (Figura 1.4). La presencia transitoria de la cohesina STAG3 en dichas regiónes 
centroméricas podría jugar un papel especial en la protección u organización de dichas regiones. 
Existen evidencias de que STAG3 es una cohesina meiótica necesaria para la formación del eje 
cromosómico y que en ausencia de STAG3 no hay sinapsis entre los cromosomas homólogos y 
la cohesión de las cromátidas hermanas centroméricas está deteriorada aunque no erradicada 
(Winters et al., 2014). Es posible que STAG3 esté cumpliendo una función de unión de los brazos 
cromosómicos y protección de la región centromérica, especialmente ante la ausencia de SYCP1.

Por otro lado, la diferencia más notable en el patrón de distribución espacial es la presencia 
muy reducida de REC8 en los cromosomas sexuales y en regiones autosómicas asinápticas del 
ornitorrinco. Esta diferencia se discute con mayor extensión en el siguiente apartado.

1.1.  Acumulación de cohesinas en los cromosomas sexuales  
del ornitorrinco

En un trabajo previo, Casey y colaboradores describieron un reclutamiento masivo de 
cohesinas sobre los cromosomas sexuales del ornitorrinco (Casey et al., 2017). En este estudio 
se analizó principalmente la distribución de la proteína SMC3, y de manera muy poco detallada 
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la de STAG3. En su estudio, los autores dividieron la etapa de paquitene en 8 subetapas, en las 
que se podían apreciar diferencias sutiles en el patrón de localización de SMC3. En este estudio 
hemos propuesto una clasificación de cuatro subetapas acorde con los cambios en los ECos 
de los cromosomas sexuales que no sinapsan y analizando cinco subunidades de cohesinas. 
Consideramos que esta clasificación es suficiente para entender la mayor parte de los procesos 
importantes que ocurren en paquitene: 1) ECos de los sexuales inicialmente sin diferenciación 
estructural; 2) acumulación de cohesinas en los cromosomas sexuales y diferenciación respecto a 
los autosomas; 3) desarrollo de engrosamientos muy conspicuos de los ECos de los cromosomas 
sexuales; y 4) acumulación de las cohesinas en estructuras irregulares en el núcleo. 

Nuestros resultados muestran características del proceso de acumulación de cohesinas que no 
han sido descritas hasta ahora. La primera es que la acumulación no es un fenómeno exclusivo de los 
cromosomas sexuales, sino que afecta también a las regiones autosómicas que no han completado 
la sinapsis en la transición entre paquitene temprano y medio. Esta circunstancia concuerda con 
las modificaciones descritas en la organización de los EAs de los cromosomas asinápticos en otros 
mamíferos. Es un hecho bien caracterizado que los EAs de los cromosomas sexuales muestran 
una diversidad de modificaciones (engrosamientos, excrecencias, desdoblamiento en filamentos), 
que derivan principalmente de su condición asináptica (Solari, 1974; Tres, 1977). Algunas de estas 
modificaciones también son frecuentes en los autosomas cuando estos no completan la sinapsis 
(de Boer et al., 1986; Peters et al., 1997). Dados estos antecedentes, no es sorprendente encontrar 
que los autosomas y los cromosomas sexuales se encuentran sujetos a las mismas modificaciones 
de los ECos en la meiosis de ornitorrinco. Por esta razón, sería esperable encontrar que las regiones 
de los cromosomas sexuales que sí completan la sinapsis (regiones PAR) no estuvieran sujetas a la 
acumulación de cohesinas, como de hecho se ha encontrado (Casey et al., 2017). En este estudio 
hemos intentado caracterizar morfológicamente la posición y organización de estas regiones PAR 
(Figura 1.3), pero la complejidad de la cadena de cromosomas sexuales y la morfología enmarañada 
del núcleo durante paquitene han impedido poder analizar detalladamente esta organización. 

La distribución de cohesinas sobre los cromosomas que no han completado la sinapsis no ha 
sido estudiada de manera extensiva en otras especies, aunque sí se han documentado algunos 
antecedentes que parecen indicar una variabilidad al respecto. Así en ortópteros con un sistema 
de cromosomas sexuales XX/X0, el univalente sexual en los machos muestra una señal de SMC3 
análoga a la de los autosomas, sin acumulaciones evidentes (Valdeolmillos et al., 2007). Igualmente, 
en hemípteros con un sistema XX/XY los cromosomas sexuales presentan ECos muy tenues o casi 
indetectables (Page et al. 2006; Pigozzi and Solari, 2003). También, en espermatocitos de rata 
(Eijpe et al., 2000) o armadillo (Sciurano et al., 2012), el marcaje de SMC3 en los cromosomas 
sexuales no muestra acumulaciones evidentes. Por el contrario, en otros mamíferos la intensidad 
de la señal de SMC3 en los cromosomas sexuales es mayor a la de los autosomas, como ocurre en 
el caso del caballo (Baumann et al., 2011). Igualmente, en ratón se ha visto que no solo SMC3, sino 
también STAG3 y RAD21 aparecen más acumuladas sobre los cromosomas sexuales, acompañando 
el engrosamiento típico de los EAs (Page et al., 2006a).
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A pesar de estos antecedentes, la acumulación de cohesinas en el ornitorrinco parece ser 
mucho más intensa que en cualquiera de las especies estudiadas hasta ahora. Se podría especular 
que dicha acumulación tenga relación con un mecanismo de asociación que pudiera mantener 
unida la extensa cadena cromosómica y favorecer la correcta segregación de los cromosomas 
sexuales durante la primera división meiótica. Sin embargo, el hecho de que desaparezca durante 
la etapa de diplotene descarta esta posibilidad. Al igual que en el caso de otros mamíferos, es 
más plausible que esta acumulación tenga que ver con la modificación estructural de los EAs 
asinápticos. Esto abre interrogantes acerca de la localización molecular de estos complejos de 
cohesinas y su interacción con otros componentes proteicos de los cromosomas meióticos. Es 
poco probable que esta acumulación esté relacionada con en el mantenimiento de la cohesión 
entre cromátidas hermanas, la actividad de reparación del DNA o la regulación de la transcripción. 
Es más factible un papel estructural en el empaquetamiento de la cromatina o simplemente una 
interacción con otras proteínas estructurales. 

La acumulación de cohesinas sobre los cromosomas sexuales y los autosomas desapareados 
se observa para todas las proteínas estudiadas excepto REC8. Esta diferencia también está en 
consonancia con estudios previos. En el hemíptero Triatoma infestans REC8 no se detecta sobre 
los cromosomas sexuales, que permanecen asinápticos durante la profase-I (Pigozzi and Solari, 
2003). Sin embargo, estos cromosomas sí presentan un marcaje con SMC3 tanto en T. infestans 
(datos no publicados de nuestro laboratorio) como en Graphosoma italicum (Viera et al., 2017). 
Igualmente, en ratón la señal de REC8 sobre los EAs desapareados de los cromosomas sexuales es 
notablemente más tenue que sobre el resto de los autosomas o la región sinapsada del PAR (Page et 
al., 2006a). Esto indica un comportamiento peculiar de esta cohesina, que podría estar conservado 
evolutivamente. Como se ha comentado anteriormente, no pudimos analizar la distribución de 
RAD21 ni RAD21L para comprobar si las otras kleisinas muestran un comportamiento similar. 

1.2.  Regiones asinápticas autosómicas acumulan cohesinas  
en el ornitorrinco

Nuestro estudio muestra un comportamiento de regiones autosómicas asinápticas similar al 
comportamiento de los cromosomas sexuales, algo que no se había caracterizado en estudios 
previos (Casey et al., 2017). Este comportamiento se traduce igualmente en una acumulación de 
todas las cohesinas estudiadas en este trabajo, a excepción de REC8. Un análisis detallado reveló 
que la acumulación se produce siempre en las regiones cercanas al centrómero, contabilizando 
hasta un máximo de cuatro autosomas con esta característica por núcleo. El tamaño del 
cromosoma y la posición del centrómero sugieren que podría tratarse siempre de los mismos 
cromosomas. También hemos observado que las regiones asinápticas de los dos homólogos en 
cada bivalente muestran diferencias de longitud, lo que puede estar poniendo de manifiesto 
un polimorfismo cercano a la región centromérica. Aun cuando no es posible hacer un estudio 
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poblacional detallado en este caso, hay que indicar que este fenómeno se encontró en los 5 
individuos estudiados. Una posible explicación para este comportamiento es la presencia de 
ligeras diferencias en la longitud de los cromosomas alrededor del centrómero. Este fenómeno 
puede originarse como consecuencia de translocaciones Robertsonianas en las que existen 
variaciones poblacionales en los puntos de fusión (Garagna et al., 2014). Es posible especular que 
en estas circunstancias existan pequeños desajustes en la sinapsis, lo que explicaría el retraso 
de la misma de estas regiones concretas, así como el ligero desplazamiento de los centrómeros 
homólogos. No obstante, estas regiones pueden completar la sinapsis durante etapas más 
avanzadas de paquitene, en un fenómeno de ajuste sináptico similar al descrito previemanete en 
otros mamíferos portadores de reordenamientos cromosómicos (Moses and Poorman, 1981). La 
presencia de este tipo de reordenamientos podría estar relacionado con la ausencia de SYPC1 en 
los centrómeros, discutida más arriba. 

1.3.  Diferencias entre los cromosomas sexuales del ornitorrinco 
y el equidna 

Como ya se ha explicado, la cadena de cromosomas sexuales es diferente entre el ornitorrinco 
y el equidna de hocico corto, ya que este último presenta un cromosoma Y menos que el 
ornitorrinco, debido a una fusión Y5-Y3 (Rens et al., 2007). En cualquiera de los dos casos, ambas 
cadenas cromosómicas muestran grandes regiones heterólogas, y por lo tanto no sinapsan 
completamente. Sin embargo, es muy llamativo el hecho de que en el equidna no haya cambios 
morfológicos en sus ECos ni acumulaciones de cohesinas en las regiones asinápticas de la cadena 
cromosómica sexual. El patrón de distribución de todas las cohesinas estudiadas en el equidna es 
muy similar entre los cromosomas sexuales y los autosómicos, sin diferencias claras entre ellos. 
De hecho, la ausencia de modificaciones hace indistinguibles los cromosomas sexuales del resto 
de cromosomas con estos marcadores.

A pesar de que las cohesinas están altamente conservadas en mamíferos y desempeñan tanto 
un papel de cohesión entre cromátidas hermanas como el establecimiento de una estructura de 
soporte en los cromosomas, en la meiosis de mamíferos se producen distintos tipos de complejos 
de cohesinas, mediante la combinación de subunidades específicas. Estas combinaciones 
diferentes dotan al complejo de cohesinas con funciones diferentes (Ishiguro, 2019; Muller et 
al., 2018; Suja and Barbero, 2009).Es posible que en el ornitorrinco se produzca la formación de 
complejos o agregados distintos a los del equidna, que tengan como resultado la formación de 
engrosamietos en el primer caso y no en el segundo. En todo caso, el comportamiento diferencial 
de los cromosomas sexuales entre ambas especies indica que este rasgo (o su pérdida) se habría 
originado después de la divergencia entre los dos grupos de monotremas hace unos 50 MA. 
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  2  Composición y dinámica del complejo sinaptonémico 
en monotremas

La estructura y el modo de ensamblaje del CS está muy conservado desde las levaduras 
hasta humanos (Gao and Colaiácovo, 2018; Page and Hawley, 2004; von Wettstein et al., 1984). 
Sin embargo, las proteínas que forman parte del mismo conservan poca homología entre ellas 
(Fraune et al., 2016). No obstante, en vertebrados existe cierto grado de homología conservado 
desde peces hasta mamíferos (Baier et al., 2007; Iwai et al., 2006). De todas las proteínas que 
componen el CS, SYCP3 es la más conservada (Fraune et al., 2013; Fraune et al., 2012). Debido 
a esta conservación, los anticuerpos contra la proteína SYCP3 han sido muy útiles para localizar 
esta proteína no solo en mamíferos modelo como el ratón o el humano, sino en una amplia 
variedad de especies de mamíferos placentarios, marsupiales, reptiles e incluso aves (Guioli et al., 
2012; Lisachov et al., 2019; Mary et al., 2014; Page et al., 2003; Yang et al., 2011). Sin embargo, 
en el caso del ornitorrinco, los anticuerpos habitualmente utilizados no dieron un marcaje 
específico. Esto podría ser debido a una mayor divergencia de la proteína SYCP3 en esta especie, 
o al menos de las regiones reconocidas por los anticuerpos. En este sentido, hay que resaltar que 
el genoma del ornitorrinco contiene tres copias del gen de SYCP3. Dos de ellas son autosómicas, 
identificadas como SYCP3 y SYCP3-like (Casey et al., 2015), mientras que la tercera está situada 
en uno de los cromosomas Y (SYCP3-Y) lo que indica que es exclusiva de la meiosis de machos  
(Casey et al., 2015; Cortez et al., 2014). Las bases de datos genómicas actualizadas indican que las 
dos copias autosómicas se localizan en el cromosoma 14 (LOC103170793 y LOC100075461) y la 
tercera se encuentra en el cromosoma Y3 (LOC114808679).

Ante la falta de reacción de los anticuerpos comerciales contra SYCP3 en ornitorrinco, 
decidimos producir nuevos anticuerpos específicos para cada una de las tres isoformas y con 
esto poder inmunolocalizar los ELs del CS de esta especie. El análisis de la distribución espacial 
y temporal de estas tres proteínas ha revelado características inesperadas sobre la dinámica de 
ensamblaje del CS en ornitorrinco. En primer lugar, observamos que el patrón de localización 
de SYCP3 y SYCP3-like es similar durante la profase-I, pero lo más relevante es que la presencia 
de estas proteínas no se detecta hasta el final de zigotene, lo que indicaría un retraso en la 
formación de los ELs en comparación con otros mamíferos. A partir de paquitene la distribución 
de estas proteínas se produce a lo largo de todo el eje cromosómico de los autosomas, y se 
detecta débilmente en los segmentos de los cromosomas sexuales que no completan la sinapsis. 
Además, en un análisis paralelo con la proteína SYCP1, pudimos comprobar que en el ensamblaje 
de los FTs parece ser previo al de SYCP3 y SYCP3-like. Estos resultados muestran una dinámica 
de ensamblaje del CS diferente a la descrita en otros mamíferos. En la mayoría de las especies 
la organización de los EAs y la incorporación de SYCP3 comienza en la etapa de leptotene 
(Figura 4.1A). Igualmente, los diferentes componentes del complejo de cohesina se incorporan 
a lo largo de los cromosomas en leptotene formando los ECos, si bien algunas proteínas, como 
SMC1β, comienzan a ser detectadas en la fase S premeiótica (Baarends and Grootegoed, 2003;  
Costa et al., 2005; Eijpe et al., 2003; Fraune et al., 2014; Fraune et al., 2012; Heyting, 1996;  
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Ollinger et al., 2005; Page and Hawley, 2004; Rog et al., 2017; Schramm et al., 2011;  
Yang et al., 2006). La formación de los EAs y los ECos parece ocurrir en todos los casos de manera 
simultánea en los autosomas y los cromosomas sexuales.

Las diferencias en la incorporación de SYCP3 en ornitorrinco abren varias posibilidades 
interesantes para entender la secuencia y la jerarquía en la formación de las estructuras axiales de 
los cromosomas meióticos. En primer lugar, sugieren que los ECos se pueden formar en ausencia 
de uno de los componentes principales de los EAs. Este fenómeno se ha puesto de manifiesto 
en estudios previos, ya que en los ratones knockout de SYPC3 y SYCP2 los componentes del 
complejo de cohesina son capaces de dar lugar a segmentos de ECos (Novak et al., 2008; Yang 
et al., 2006; Yuan et al., 2000). No obstante, en los ratones mutantes estas estructuras no se 
forman correctamente y aparecen como fragmentos mucho más cortos de lo habitual. Por el 
contrario, en ornitorrinco los ECos se forman con normalidad, indicando que este proceso no es 
dependiente de la formación completa de los EAs.

En segundo lugar, el ciclo de localización de HORMAD1 sugiere que el control de la maduración 
de los EA es distinto. En mamíferos placentarios las proteínas HORMAD1 y 2 se acumulan sobre los 
EAs desapareados en leptotene, se eliminan de los mismos a medida que se produce la sinapsis 
en zigotene y reaparecen en diplotene cuando comienza la desinapsis (Fukuda et al., 2010; 
Wojtasz et al., 2009). En cambio, en ornitorrinco HORMAD1 solamente se hace detectable sobre 
las regiones de los cromosomas que no han completado la sinapsis a partir de paquitene, es decir, 
después de que los EAs han incorporado la proteína SYCP3. Estos resultados cuestionan el papel 
de las proteínas HORMAD en la regulación de la sinapsis en ornitorrinco y su localización parece 
responder más bien a una respuesta secundaria a la asinapsis. No hemos podido corroborar si 
HORMAD1 se asocia a los cromosomas de ornitorrinco en diplotene.

En tercer lugar, la aparición de SYCP1 y el comienzo de la sinapsis previo a la incorporación de 
SYCP3 sugiere que la unión de los FTs puede ocurrir directamente sobre los ECos, o sobre unos 
EAs que no han incorporado las proteínas SYCP3 y SYCP3-like. Nuevamente, estudios previos 
sobre la dinámica del CS en mutantes de SYCP3 indican la posibilidad de que se puedan formar 
pequeños fragmentos del EC del CS en mutantes para SYCP3, aunque nuevamente son muy 
cortos y dispersos (Pelttari et al., 2001). No obstante, no se puede descartar la posibilidad de que 
otros componentes de los EAs sí se incorporen a los cromosomas desde la etapa de leptotene y 
den cuenta de la formación inicial de los EAs. En este sentido, la proteína SYCP2 se ha revelado 
como un componente esencial de los EAs/ELs (Fraune et al., 2014; Yang et al., 2006). Dado que 
en ornitorrinco hay un gen para SYCP2 sería interesante poder analizar la distribución de esta 
proteína durante la meiosis. 
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Figura 4.1. Esquema comparativo de la distribución de cohesinas y componentes del CS en el ratón y en el 
ornitorrinco. (A) Formación del CS el ratón. En leptotene se forman simultáneamente los ECos y los EAs. A partir de 
zigotene empiezan a ensamblarse los FTs sobre los autosomas y los cromosomas sexuales y comienza el proceso de 
sinapsis. Finalmente, en paquitene se ha completado el ensamblaje del CS en toda la longitud de los autosomas y 
parcialmente en los cromosomas sexuales (restringida su región PAR), dando por completado el proceso de sinapsis. 
(B) Formación retrasada del CS en el ornitorrinco. En leptotene solo se observan los ECos. En zigotene comienza la 
incorporación de los FTs, incluso antes que la incorporación de las proteínas SYCP3/SYCP3-like en los ELs, que se 
depositan tardíamente y de forma tenue. En paquitene se completa la sinapsis en los autosomas, con la distribución 
de SYCP3/SYCP3-like a lo largo de todos los ELs. En esta etapa se produce la acumulación de la proteína SYCP3-Y en las 
regiones asinápticas de los cromosomas sexuales. Cada línea de color muestra la temporalidad en la que se detectan 
los diferentes componentes del ECos y CS. Azul: bucles de cromatina; Amarillo: eje de cohesinas; Rojo: filamentos 
transversos (SYCP1); Verde claro: ELs (SYCP3 y SYCP3-like); Verde oscuro: SYCP3-Y. 

Por otro lado, el análisis de SYCP3-Y revela que esta isoforma tampoco aparece en etapas 
tempranas de la profase-I, sino que es detectada sobre los cromosomas a partir de paquitene 
temprano. Esto revela una dinámica similar para todas las isoformas de SYCP3. Pero sin duda lo 
más relevante es que SYCP3-Y se acumula de manera preferencial, sobre las regiones asinápticas 
de los cromosomas sexuales y también de los autosomas. La acumulación de componentes de 
los EAs en las regiones no sinapsadas de los cromosomas sexuales es un fenómeno recurrente 
en mamíferos (de la Fuente et al., 2007; de la Fuente et al., 2012; Page et al., 2003; Solari, 1974). 
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Como se ha explicado anteriormente, este fenómeno viene acompañado de la formación de 
engrosamientos y excrecencias en los EAs, así como la separación de los EAs en varios filamentos 
irregulares (de la Fuente et al., 2007; Solari, 1974). La acumulación de SYCP3-Y es análoga a 
la encontrada con las diferentes cohesinas y la morfología de alta resolución muestra que en 
ambos casos se trata de una acumulación más bien reticulada y no filamentosa. Sin embargo, la 
acumulación de SYCP3-Y precede a la de las cohesinas. Una posible explicación para este hecho es 
que la presencia de SYCP3-Y en los segmentos desapareados de los autosomas y los cromosomas 
sexuales es necesaria para la subsecuente acumulación de las diferentes cohesinas. 

Finalmente, hay que recordar que el gen de SYCP3-Y se localiza en el cromosoma Y3. Si se 
comprobara que el gen no tiene homólogo en ninguno de los cromosomas X, este comportamiento 
de las regiones asinápticas podría ser exclusivo de la meiosis masculina. Sería tremendamente 
interesante, aunque difícilmente realizable, estudiar la meiosis femenina en esta especie. 

2.1.  El complejo sinaptonémico del equidna también muestra  
un retraso en su formación

Al igual que en el caso del ornitorrinco, los anticuerpos comerciales contra SYCP3 no dieron 
reacción en el equidna. Aunque el genoma completo del equidna no ha sido secuenciado todavía, 
diversos estudios demuestran que la SYCP3 de equidna y de ornitorrinco tienen algunas regiones 
que están poco conservadas, por lo que es plausible que existan también diferencias marcadas con 
las proteínas de mamíferos placentarios contra las que se producen los anticuerpos comerciales 
(Casey et al., 2015; Cortez et al., 2014).

En todo caso, los anticuerpos contra las proteínas SYCP3 obtenidos para ornitorrinco mostraron 
una inmunoreacción adecuada en equidna. Estos resultados han servido para identificar un patrón 
similar de localización espacial y temporal entre SYCP3 y SYCP3-like, que solo se detectan desde 
zigotene tardío en adelante. Esto implica que la incorporación retardada de SYCP3 a los EAs, o 
incluso el retraso en la formación de los EAs, es una característica compartida entre ambas 
especies, indicando que puede tratarse de un fenómeno ancestral. Esto está en consonancia con los 
resultados recientemente encontrados en otros vertebrados. En el pez cebra, se ha caracterizado 
que la formación de las estructuras axiales (EAs y ECos) ocurre en leptotene de manera polarizada, 
iniciándose en las regiones de los cromosomas que confluyen en la región donde se forma 
el bouquet, y extiendiéndose posteriormente se al resto de la longitud de los cromosomas  
(Blokhina et al., 2019). Una polarización similar se ha encontrado en la meiosis de reptiles  
(Spangenberg et al., 2017). En el caso del equidna, se ha encontrado igualmente que el ensamblaje 
de los ECos ocurre de manera preferencial en la zona del bouquet, pero los EAs se forman mucho 
más tarde. Sería por tanto muy interesante extender los estudios sobre la dinámica de formación 
de los EAs y los ECos a otras especies de vertebrados con el fin de encontrar si estas características 
pueden constituir un modo ancestral de ensamblaje del CS en vertebrados. 
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En equidna, al igual que en el ornitorrinco, se encontró un marcaje diferencial de las regiones 
asinápticas con SYCP3-Y. Esto está en relación con lo encontrado en los cromosomas sexuales de 
la mayoría de los mamíferos y refuerza la idea de que en situaciones de asinapsis se producen 
modificaciones de los EAs. Sin embargo, la ausencia de acumulación con las cohesinas diferenciadas 
en este proceso en comparación con el ornitorrinco, o incluso con lo encontrado en ratón  
(Page et al., 2006a), pone de manifiesto una característica particular de esta especie.

En definitiva, nuestros resultados muestran una dinámica y comportamiento de los componentes 
del complejo de cohesinas y CS en monotremas que no se había descrito hasta día de hoy en otros 
mamíferos. Por un lado, revelan que el proceso de apareamiento y sinapsis puede iniciarse de 
manera habitual sobre los ECos, en ausencia de los EAs, algo que solo se había encontrado en 
mutantes de ratón (Kouznetsova et al., 2005). Pero no se había demostrado en individuos normales. 
En segundo lugar, muestran un retraso en el patrón de formación de los EAs. Por último, la presencia 
de tres isoformas de SYCP3 parece haber permitido cierta diferenciación funcional entre ellas.

La reparación del DNA es un fenómeno fundamental para el mantenimiento del genoma y 
para el correcto funcionamiento de la meiosis. Hasta ahora los estudios de recombinación en 
mamíferos se han centrado en placentarios. Sin embargo, al igual que en el caso del CS, un 
estudio de este proceso en especies diferentes de mamíferos puede aportar nueva información 
en el proceso de reparación del DNA. 

En ambas especies de monotremas encontramos en primer lugar un patrón de recombinación 
similar al encontrado en otros mamíferos, caracterizado por la aparición de un elevado número 
de focos de las proteínas RPA y RAD51 en etapa tempranas de profase-I. En concordancia con 
estudios en mamíferos placentarios, la cantidad de focos de RPA es mayor que la de RAD51  
(Cohen et al., 2006; Chen and Wold, 2014), siendo más destacable la diferencia entre ellas en el 
ornitorrinco. Además, la dinámica de estas proteínas es ligeramente diferente entre las dos 
especies, ya que en el ornitorrinco ambas proteínas muestran una trayectoria ascendente y después 
descendente, sin embargo, en el equidna el número máximo de focos se alcanza en leptotene.

Lo que se puede afirmar es que estos eventos de recombinación se resuelven de manera 
muy temprana. En el caso del ornitorrinco, todos los focos desaparecen antes de que ocurran 
las modificaciones morfológicas en sus cromosomas sexuales. En equidna, aun cuando no hay 
modificaciones de los cromosomas, aparentemente también desaparecen tempranamente. 
Además, el conjunto de los resultados de RPA y RAD51 indican que no existe un retraso apreciable 

  3  El ciclo de recombinación muestra dos patrones 
diferentes en ornitorrinco
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en la dinámica de reparación del DNA en los cromosomas sexuales. Esto contrasta con lo 
encontrado en otros mamíferos placentarios, en los que los cromosoma sexuales muestran un 
retraso notable en la resolución de los intermediarios de recombinación (Ashley et al., 1995; 
Moens et al., 2002; Page et al., 2012). En los monotremas los cromosomas sexuales se comportan 
de manera similar al resto de cromosomas. Esto abre interrogantes interesantes en relación a la 
reparación de las regiones de los cromosomas sexuales que no tienen homología. Por otro lado, 
plantea la posibilidad de que en los monotremas los eventos de recombinación ocurran en una 
etapa mucho más precoz que en el resto de los mamíferos.

Este último aspecto podría estar relacionado con el patrón inusual de recombinación 
encontrado en el ornitorrinco al analizar la localización de las proteínas DMC1 y MLH1. En el 
caso de DMC1, dado que actúa de forma conjunta con RAD51 en los procesos de invasión de la 
cadena del DNA (Brown and Bishop, 2014) era esperable que mostraran una dinámica similar. Sin 
embargo, ambas proteínas muestran un patrón completamente distinto. Además, los focos de 
DMC1 muestran una localización muy parecida a la encontrada en MLH1, algo que no esperaríamos 
encontrar dado que esta proteína está implicada en procesos de recombinación tardía y en la 
formación de quiasmas. Las dos proteínas muestran un patrón espacio-temporal bastante similar, 
salvo que DMC1 desaparece antes que MLH1. Además, existe una asociación inesperada de MLH1 
(y por extensión DMC1) con los centrómeros, lo que parece indicar que o bien estas proteínas no 
están implicadas de manera canónica en la reparación del DNA, o que la señal de los anticuerpos 
está revelando otras proteínas de naturaleza completamente distinta a la esperada. Sin embargo, 
esta interpretación no concuerda con los datos de Western Blot en testículo de ornitorrinco, que 
muestran datos del peso molecular esperado en ambas proteínas DMC1 y MLH1 (Horan, 2011). 
Esto nos llevan a apoyar bien la primera idea de que quizá estas proteínas no estén implicadas 
exclusivamente en eventos de recombinación o bien que los sobrecruzamientos se forman 
en ornitorrinco muy próximos al centrómero, algo que ha sido observado previamente en los 
cromosomas de pato (Anas platyrhynchos) (Pigozzi and del Priore, 2016).

Los cromosomas sexuales heteromórficos de mamíferos placentarios y marsupiales están 
sujetos a un proceso de inactivación (MSCI) durante la profase meiótica-I, mientras que los 
autosomas mantienen la actividad transcripcional (Franco et al,2007; Namekawa et al., 2007;  
Page et al., 2012). La aparición del fenómeno de MSCI va aparejado con la retrotransposición de 
los genes necesarios en la espermatogénesis de los cromosomas sexuales a los autosomas, a fin de 
evitar que se inactiven durante la meiosis (McKee and Handel, 1993). Estudios previos han indicado 

  4  Evolución del silenciamiento de los cromosomas 
sexuales en monotremas



160

DISCUSIÓN

que en el ornitorrinco no ocurre un fenómeno de MSCI (Daish et al., 2015). Sobre la base de estos 
resultados se ha propuesto que el MSCI habría podido surgir en mamíferos después de la separación 
de los monotremas y los terios. Nuestros resultados en ambas especies de monotremas corroboran 
la falta de incorporación de la γH2AX en los espermatocitos. Por el contrario, la incorporación de 
RNA polimerasa-II en las primeras etapas de la profase-I indica que hay una actividad transcripcional 
desde el comienzo dela meiosis y que esta no está específicamente excluida de los cromosomas 
sexuales. No obstante, a fin de poder asegurar si el MSCI es una novedad evolutiva en los mamíferos 
terios, sería conveniente realizar estudios comparados con otras especies de vertebrados. Hasta 
la fecha, este tipo de análisis se ha llevado a cabo solamente en aves, mostrando una ausencia de 
silenciamiento meiótico en sus cromosomas sexuales ZW (Livernois et al., 2013). Otros grupos como 
los reptiles podrían aportar una información relevante en este aspecto. 

En todo caso, tanto en el ornitorrinco como en el equidna hemos observado la incorporación 
de un conjunto de modificaciones epigenéticas durante la meiosis. Estas modificaciones no son 
compartidas entre ambas especies, ya que mientras que en el ornitorrinco H3K9me2 se acumula 
sobre las regiones asinápticas de los cromosomas sexuales y los autosomas, esta acumulación no se 
observa en el equidna. Por el contrario, H3K9me3 se aparentemente se acumula en los cromosomas 
sexuales en el equidna pero no en el ornitorrinco. Finalmente, H3K9ac parece estar excluida 
de los cromosomas sexuales en el equidna pero no en el ornitorrinco. Esto revela importantes 
diferencias en la regulación epigenética entre estas dos especies. Además, ninguno de estos 
patrones epigenéticos parece estar asociado a la inactivación de la transcripción, sino estar más 
relacionado con la presencia de regiones sin sinapsis. Estos resultados abren nuevos interrogantes 
sobre el origen evolutivo de la inactivación de los cromosomas sexuales meióticos, su relación con 
la asinapsis y las marcas epigenéticas asociadas a ellas. Se puede especular que el silenciamiento 
meiótico de los cromosomas sexuales evolucionó después de la divergencia de los monotremas, 
presumiblemente como resultado de la diferenciación de los cromosomas sexuales XY de los Terios.

Uno de los rasgos citogenéticos más llamativos de los marsupiales es la gran similitud 
de cariotipos que presentan todas las especies del grupo (Graves, 1996; Hayman, 1990;  
Sharman, 1973). En comparación con otros mamíferos, los números cromosómicos de marsupiales 
están muy conservados, variando entre 2n = 10 y 2n = 32, con predominio de los cariotipos 2n = 
14 y 2n = 22 (Deakin and O’Neill, 2020). Se ha propuesto que el cariotipo del marsupial ancestral es 
2n = 14, similar al observado en muchas especies actuales (Deakin et al., 2013; Rofe and Hayman, 
1985; Westerman et al., 2010), y que el resto de cariotipos se pueden deber a reordenamientos 

  5  Comportamiento meiótico del trivalente sexual XY1Y2 
en Wallabia bicolor
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cromosómicos como fusiones y fisiones centroméricas o translocaciones de grandes porciones 
cromosómicas (Rens and Ferguson-Smith, 2010). Además, los marsupiales se caracterizan por 
presentar cromosomas sexuales de pequeño tamaño, en el orden de un 3 % para el cromosoma 
X con respecto al genoma completo, por debajo del 5 % de los placentarios, mientras que el 
cromosoma Y es muy pequeño (Graves, 1996; Hayman, 1990).

El ualabí de pantano es una especie con características citogenéticas poco usuales dentro de 
los marsupiales. Presenta un cariotipo peculiar, 2n = 10 ♀ y 2n = 11 ♂, siendo el número más bajo 
conocido para un mamífero después del muntíaco de India (Muntiacus muntjak), que presenta un  
2n = 6 ♀ y 2n = 7 ♂ (Zhou et al., 2006). Este cariotipo se ha formado por múltiples fisiones, inversiones 
y fusiones cromosómicas: el cromosoma 1 se formó mediante la fusión de los cromosomas 6, 10 
y 4 de los macrópodidos ancestrales y además una inversión; los cromosomas 2 y 3 son resultado 
de la fusión Robertsoniana de los cromosomas 1 y 9 y del 5 y 8 de los macrópodidos ancestrales, 
respectivamente; y el cromosoma 4 proviene del 3 del macropódido ancestral sufriendo una 
inversión. Además, presenta un sistema múltiple de cromosomas sexuales XY1Y2, algo poco común 
entre los marsupiales. El Y1 es muy pequeño y se supone que es el Y original. Por otro lado, el X 
original se habría fusionado un autosoma (ahora el cromosoma Y2) que se originó como resultado de 
la fusión de los cromosomas 2 y 7 macropódido antecesor. Por lo tanto, el brazo largo del X y todo el 
cromosoma Y2 son homólogos (Metcalfe et al., 1998; Toder et al., 1997). Este sistema cromosómico 
ofrece la posibilidad de estudiar el comportamiento del trivalente formado por estos cromosomas 
durante le meiosis, lo que puede complementar los datos que conocemos sobre el comportamiento 
de los cromosomas sexuales de marsupiales con un sistema XY convencional. Además, este sistema 
cromosómico también podría revelar pautas de este comportamiento durante la meiosis que 
puedan ser relevantes para entender la evolución de los cromosomas sexuales. 

5.1.  Sinapsis de los cromosomas X-Y2
Como hemos visto, los cromosomas sexuales del ualabí representan una situación 

excepcional. Al igual que en otras especies en las que ha habido translocaciones entre autosomas 
y los cromosomas sexuales (Gil-Fernández et al., 2020; Rahn et al., 2016; Vozdova et al., 2016), el 
cromosoma X y el Y2 presentan una sinapsis completa en el segmento que comporten (y que podría 
considerarse como un neo-PAR). Sin embargo, hemos encontrado que esta sinapsis parece estar 
retrasada en comparación con el resto de los cromosomas. Este retraso puede estar condicionado 
por restricciones estructurales de estos cromosomas. La longitud de este neo-PAR, la diferencia 
de tamaño de los segmentos no homólogos de los cromosomas X e Y1 y el hecho de que todos los 
extremos de los cromosomas permanezcan unidos a la envoltura nuclear obligan al cromosoma X a 
doblarse de manera significativa, haciendo que la aproximación de los cromosomas se vea retrasada. 
El cromosoma X, cuando aún no ha completado su sinapsis en la regiónde origen autosómico se 
muestra muy estirado y su telómero no apareante se encuentra habitualmente muy alejado de la 
región centromérica, donde se encontraría el telómero proximal del cromosoma Y2 (Figura 4.2B). 
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1 

dificultar la sinapsis.

El retraso en completar la sinapsis es una circunstancia común en los casos de reordenamientos 
cromosómicos que implican la formación de trivalentes o multivalentes complejos (Berríos 

; 
cromosomas sexuales del ratón pigmeo africano Mus minutoides que presenta un sistema neo-

). 
Aunque en todos los casos se ha argumentado que los factores estructurales (principalmente el 

ha sugerido que el retraso de la sinapsis podría deberse además a un reconocimiento deficiente 

tiempo no podría proporcionar suficiente homología para promover un apareamiento y sinapsis 
eficientes ( ; ; ; 
2017

procesos afectados durante los pasos iniciales de la divergencia de los cromosomas sexuales. En 

Estudios más detallados del comportamiento meiótico de los cromosomas sexuales o el análisis 
de marcadores genéticos en esta región  del os cromosomas X e Y2 podrían relevar una incipiente 
diferenciación de estos cromosomas. 

Figura 4.2. Esquema representativo de la secuencia de apareamiento y sinapsis de los cromosomas sexuales del 
W. bicolor. (A) Paquitene 

y el Y1 se muestra en el otro lado del núcleo. (B) Paquitene 
1 se completa y hay una aproximación de Y1. Los ejes del cromosoma X 

(C) 1 mediante la 

(D) 1
marca el cuerpo sexual de forma regular.
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2

2 que se desvía 
de la trayectoria de los ejes y no sinapsa con el cromosoma X (Figura 4.3). Esta característica había 
sido observada previamente en microscopía electrónica (
de las regiones centroméricas como la presencia de este segmento desapareado indican que 
no hay una simetría total en el punto de fusión del cromosoma X con el autosoma originario en 
comparación al cromosoma Y2

cromosómica sufrida por los cromosomas 2 y X en el grupo de los macropódidos ( ). 

; ). En este 

2 hace que ese pequeño 

2

Figura 4.3. Esquema representativo trivalente sexual XY1Y2 en Wallabia bicolor. En 
2

del cromosoma X y en amarillo el cromosoma Y1
segmento desapareado del cromosoma Y2. Los círculos negros representan los centrómeros 

2.

5.2.  Apareamiento de la región heteróloga X-Y
1
 y formación  

de la placa densa 

cromosoma Y1

Y2 1 se produce mucho más 
tardíamente. Esto puede ser debido a que el reconocimiento de estos cromosomas ocurra por 
mecanismos diferentes a los habituales. En la mayoría de mamíferos placentarios la inducción de 

 
( ; ; ) aunque 

( ; ; ). En los marsupiales 
se ha postulado que posiblemente haya un reconocimiento independiente de homología (
2003) y que los cromosomas podrían moverse por la superficie de la envoltura nuclear y encontrarse 
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simplemente por azar, quedando asociados debido a una serie de mecanismos que podrían incluir 
modificaciones de la cromatina (Fernández-Donoso et al., 2010). Los resultados encontrados en el 
ualabí demuestran que este segmento del X y el cromosomas X y el Y1 incorporan focos de RPA y 
RAD51 desde la etapa de zigotene, lo que indica el apareamiento tardío no se debe a la ausencia de 
DSBs. Por tanto, es razonable interpretar que la ausencia de homología del Y1 con este segmento del X 
es la que causa que los cromosomas no se reconozcan por la vía de reparación homóloga. 

Por otro lado, al igual que en otras especies previamente descritas, no hay una formación de CS 
entre el X y el Y1 (Fernandez-Donoso et al., 1979; Page et al., 2005; Page et al., 2003). Aun cuando 
ocasionalmente aparece cierto marcaje de SYCP1 sobre los EAs, esto no parece corresponder 
con la formación de un EC del CS, ya que nunca se localiza en la región de asociación de ambos 
cromosomas. Esta asociación de SYCP1 también se observa en los cromosomas sexuales de otras 
especies de mamíferos, tanto placentarios como marsupiales, y ha sido interpretado como una 
deposición inespecífica de la proteína sobre los EAs (Meuwissen et al., 1992; Page et al., 2003; 
Page et al., 2006b). La asociación física de los cromosomas se produce por medio de la placa 
densa (PD). El mecanismo de formación de esta estructura en el ualabí de pantano parece distinto 
al descrito previamente (Roche et al., 1986; Seluja et al., 1987; Solari and Bianchi, 1975). La unión 
de entre el segmento difernecial del X y en cromosoma Y1, no solo se puede producir por sus 
extremos, sino que puede tener puntos de unión intersticiales. Este evento podría explicarse 
por la curvatura producida en el cromosoma X debido a la sinapsis con el cromosoma Y2. Esto 
facilitaría una aproximación de ambas regiones al cromosoma Y1 y este se viera rodeado de 
manera que puedan conectar tanto intersticial como distalmente. Una vez establecido el punto 
de conexión entre ambos cromosomas, se produciría la extensión de la proteína SYCP3 sobre la 
envoltura nuclear y la formación de la PD. Aunque la organización de la PD y la presencia de SYCP3 
en la misma son compartidas con otras especies de marsupiales, la morfología de esta estructura 
es claramente más irregular que la descrita previamente (Page et al., 2005; Page et al., 2003; 
Roche et al., 1986; Solari and Bianchi, 1975). Esta circunstancia puede deberse a que solo uno de 
los extremos del X participe en la PD. No obstante, no podemos descartar que esta característica 
sea compartida con otras especies de ualabies. Estudios preliminares en el ualabí de Tammar 
(Macropus eugenii) parecen corroborar esta posibilidad. 

5.3.  Inactivación transcripcional de los cromosomas sexuales
Nuestros resultados indican que el segmento no apareante del cromosoma X y el Y1 de ualabí 

están sometidos a un proceso de inactivación transcripcional (MSCI) durante la profase-I. Tanto 
la ausencia de RNA polimerasa y H3K9ac, como la intensa marca de γH2AX, indican que estos 
cromosomas están sujetos a las mismas modificaciones encontradas en mamíferos placentarios 
(Turner et al., 2004, Page et al., 2012). Aunque pueda parecer obvio que los marsupiales deben 
tener una respuesta de MSCI, actualmente este fenómeno se había demostrado solamente 
en especies de marsupiales americanos (Fernandez-Donoso et al., 2010; Franco et al., 2007; 
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Hornecker et al., 2007; Namekawa et al., 2007). Nuestros datos, por tanto, corroboran estos 
trabajos previos y los extienden a los marsupiales australianos. 

Se ha especulado que la inactivación de los cromosomas sexuales durante la meiosis podría 
tener un papel importante en el origen del fenómeno de inactivación somática del cromosoma X 
(Huynh and Lee, 2005; Namekawa et al., 2007). En los marsupiales la compensación de dosis génica 
en las hembras se produce por medio de la inactivación del cromosoma X de origen paterno (Graves, 
1996; Sharman, 1971) en contraposición a la inactivación al azar que se produce en placentarios 
(Lyon, 1961; Takagi and Sasaki, 1975). El fenómeno MSCI en marsupiales se extiende también a 
etapas postmeióticas de manera muy notable (Namekawa et al., 2007). Por ello se ha propuesto 
que las hebras heredarían un cromosoma X del padre previamente inactivado y que el MSCI 
podría haber proporcionado la base para un mecanismo de compensación de dosis temprana en 
mamíferos basado únicamente en eventos gametogénicos. La inactivación aleatoria del cromosoma 
X durante la embriogénesis podría haber evolucionado posteriormente en mamíferos placentarios  
(Hornecker et al., 2007; Mahadevaiah et al., 2009). 

5.4.  Los cromosomas sexuales presentan un quiasma en la región 
PAR que asegura su segregación 

En la mayoría de mamíferos los cromosomas X e Y sinapsan y recombinan durante la meiosis 
masculina en la pequeña región de homología PAR. La presencia de un quiasma en esta región 
asegura que los cromosomas puedan segregar de manera correcta (Faisal and Kauppi, 2016). 
Sin embargo, no todas las especies de mamíferos presentan esta región PAR para establecer 
quiasma y con ello mantenerse unidos correctamente hasta el momento de la segregación. 
Las especies que tienen ausencia de región PAR han desarrollado mecanismos alternativos de 
asociación para asegurar la segregación, como la formación conexiónes entre ambos cromosomas 
sexuales mediante filamentos proteicos derivados de modificaciones del componentes del 
CS, principalmente SYCP3, como es el caso del jerbo (Meriones unguiculatus) y el topillo 
mediterráneo (Microtus duodecimcostatus) (de la Fuente et al., 2007; de la Fuente et al., 2012) 
Esta asociación también puede llevarse a cabo a por la presencia de bloques de heterocromatina, 
característico del jird gordo (Psammomys obesus) (Ashley and Moses, 1980) o Mus dunni (Wolf, 
1994) y en última instancia por el desarrollo de estructuras más complejas, como la PD formadas 
por la proteína SYCP3 como se han descrito previamente en la especie de marsupial como 
Thylamys elegans (Page et al., 2006b). 

Aunque nuestros resultados en relación a la asociación y segregación de los cromosomas 
sexuales en el ualabí no han sido satisfactorios ni concluyentes, en este estudio hemos podido 
vislumbrar la coexistencia de dos mecanismos de asociación en el trivalente formado por los 
cromosomas sexuales. En la región homóloga del cromosoma X y el Y2 se formaría un quiasma que 
mantendría unidos los dos cromosomas, mientras que el segmento no homólogo del cromosoma 
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X y el Y1 permanecerían en contacto por medio de una asociación aquiasmática. La coexistencia 
de dos mecanismos similares ha sido recientemente descrita en el ratón pigmeo africano Mus 
minutoides (

aquiasmátco en el ualabí puede ser crítico en esta etapa de evolución de los cromosomas sexuales. 

En Thylamys elegans se ha descrito que la PD mantiene la asociación de los cromosomas X e Y 
en la placa metafásica y con ello contribuye a su correcta segregación ( ). Sin 

cromosomas sexuales segreguen de manera temprana. En el ualabí no hemos podido observar si la 
placa densa se mantiene asociando los cromosomas sexuales hasta la metafase-I. Solo se ha podido 
demostrar que existe una conexión de cromatina entre ambos cromosomas. Sí se ha encontrado 
que el cromosoma Y1

que los cromosomas no se separan antes de haberse orientado correctamente a polos opuestos. 

placa metafísica hasta que la disolución de la cohesión entre las cromátidas hermanas en anafase-I 
permite la disolución del quiasma que lo mantiene unido al cromosoma Y2. Este mecanismo podría 
asegurar una segregación alterna (y por tanto balanceada) de los tres cromosomas sexuales.

Figura 4.4. Esquema del proceso de segregación en Wallabia bicolor.
Los cromosomas X e Y2 se encuentran orientados a polos opuestos de 
la célula y se mantienen unidos por medio de un quiasma (flecha) en su 
región de homología. El cromosoma Y1 se orienta hacia el polo opuesto 

alterna de los cromosomas en el trivalente sexual asegura la correcta 
dotación cromosómica de las células hijas. En negro se representan las 
regiones centroméricas y en gris los microtúbulos del huso meiótico.
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El trabajo realizado y el conjunto de los resultados detallados en la presente Tesis Doctoral nos 
han permitido establecer una serie de conclusiones que se exponen a continuación:

1.  Conclusiones respecto a la especie Ornithorhynchus anatinus
1.1.  Los cromosomas sexuales presentan una acumulación diferencial de las cohesinas 

SMC3, SMC1α/β y STAG3 a partir de paquitene temprano-medio. Sin embargo, REC8 
aparece de forma más reducida en estas regiones, indicando una regulación diferencial 
de esta cohesina. Dado que estas acumulaciones se pierden antes de metafase-I, no 
parece que sean relevantes para la compleja segregación de los cromosomas sexuales 
durante la primera división meiótica.

1.2.  La acumulación se cohesinas también ocurre en varios autosomas que presentan un 
heteromorfismo en la región centromérica y sinapsan tardíamente, por lo que dicha 
acumulación parece estar relacionada con la condición asináptica de los cromosomas, 
independientemente de si son autosomas o cromosomas sexuales.

1.3.  La dinámica de ensamblaje del complejo sinaptonémico difiere notablemente de la 
de otros mamíferos: la incorporación de las distintas isoformas de la proteína SYCP3 
a los elementos axiales/laterales ocurre en zigotene y la asociación de SYCP1 puede 
preceder a la de SYCP3. 

1.4.  La variante SYCP3-Y se acumula de manera preferencial sobre las regiones asinápticas 
de los cromosomas sexuales y los autosomas, revelando una posible diferenciación 
funcional de las tres isoformas de SYCP3. 

1.5.  La acumulación de SYCP3-Y ocurre después de la finalización de los eventos tempranos 
de recombinación revelados por RPA y RAD51. Esto indica una reparación eficiente y 
muy temprana del daño en el DNA, incluso en regiones que no completan la sinapsis. 

1.6.  Los cromosomas sexuales no muestran indicios de inactivación transcripcional (MSCI) 
ni muestran una asociación específica de las modificaciones epigenéticas estudiadas. 

2.  Conclusiones respecto a la especie Tachyglossus aculeatus
2.1.  Los cromosomas sexuales no muestran acumulación de ninguna cohesina, indicando 

que los cambios morfológicos observados en ornitorrinco se habrían originado en 
esta especie, o perdido en equidna, después de la divergencia de los dos grupos 
de monotremas. Esto reafirma la posibilidad de que estas acumulaciones no sean 
relevantes para la segregación de los cromosomas sexuales.
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2.2.  Al igual que en ornitorrinco, la incorporación de SYCP3 a los elementos axiales/
laterales del complejo sinaptonémico está retrasada, indicando que pueda tratarse de 
un fenómeno ancestral compartido por los monotremas. 

2.3.  Es probable que el equidna también presente varias isoformas para la proteína SYCP3. 
La variante SYCP3-Y parece estar conservada entre el equidna y el ornitorrinco y 
presenta un patrón de localización similar, acumulándose en las regiones asinápticas. 

2.4.  No se han encontrado indicios de MSCI en el equidna, indicando que o bien este 
fenómeno habría surgido en los mamíferos placentarios y marsupiales después 
de la divergencia de los monotremas, o bien estos lo habrían perdido después de 
esta divergencia. No obstante, algunos marcadores epigenéticos sugieren que hay 
una relación entre determinadas modificaciones de histonas y las regiones que no 
completan la sinapsis.

3.  Conclusiones respecto a la especie Wallabia bicolor
3.1.  La región pericentromérica de los cromosomas X e Y2 podría estar sufriendo un proceso 

de aislamiento genético, revelado por el retraso de la sinapsis, el desplazamiento en las 
regiones centroméricas cuando la sinapsis se completa y la presencia de un pequeño 
brazo corto asináptico en el cromosoma Y2.

3.2.  La formación de la placa densa entre los cromosomas X e Y1 difiere del patrón descrito 
en otras especies de marsupiales, ya que su morfología es irregular y su formación se 
inicia por varios puntos de conexión, distales o intersticiales. 

3.3.  Los cromosomas sexuales presentan el fenómeno de MSCI, revelado por la 
incorporación de γH2AX. 

3.4.  Los cromosomas sexuales presentan aparentemente un mecanismo dual de asociación 
en metafase-I: quiasmático en la región homóloga del cromosoma X y el cromosoma 
Y2 y aquiasmático entre el segmento diferencial del cromosoma X y el cromosoma 
Y1. Este mecanismo dual aparentemente facilita la segregación alterna (y por tanto 
balanceada) de los tres cromosomas sexuales durante la primera división meiótica.
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4.  Conclusiones generales
El conjunto de resultados presentados en esta Tesis Doctoral permite además extraer algunas 

conclusiones generales:

 – La dinámica de algunos procesos meióticos es más diversa en mamíferos de lo que 
tradicionalmente se ha establecido a partir del estudio de especies modelo. Esto pone de 
manifiesto la necesidad de ampliar los estudios meióticos a otras especies, ya que estas 
pueden aportar una visión más completa sobre el proceso de sinapsis, los mecanismos de 
reparación del DNA y la segregación de los cromosomas, y su origen en un contexto evolutivo.

 – Igualmente, el comportamiento de los cromosomas sexuales durante la meiosis muestra 
una enorme diversidad cuando se analizan especies más allá de los modelos de laboratorio. 
Estos comportamientos dispares, que implican cambios en la dinámica de diversas proteínas 
meióticas y particularmente en el fenómeno de MSCI, pueden están relacionados con 
una mayor permisividad de algunas especies a la aparición y transmisión de sistemas de 
cromosomas sexuales múltiples, algunos tan extraordinariamente complejos como los que 
presentan los monotremas. 
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