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Organismos multicelulares con
reproduccion sexual

Células somaticas
Forman el cuerpo del organismo multicelular

Ceélulas germinales
Linea germinal que dara origen a los gametos



Separacion temprana linajes somatico/germinal (embrion)
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Separacion tardia linajes somatico/germinal (aduito)
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Organismos con reproduccion sexual

Si hay cromosomas asociados a la determinacion
del sexo:

Ca I‘IOtI pO: numero, forma y tamafno de los cromosomas de una especie

cromosomas autosomicos
todos los miembros de la especie

cromosomas sexuales
diferentes segun sexo y sistemas las especies
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No todos los sistemas de determinacion del sexo utilizan cromosomas XX/XY

Sistema ZZ | ZWN

Hembra heterogamética

.... entre otros...




Gametos:

écual es su funcion?

éque sucede en una especie diploide?



(A) MEIOSIS (B) MITOSIS

paternal homolog N
maternal homolog » f v

Interfase _}_DNA REPLICATION } DNA REPLICATION M ei 0OS | S

Complejo

PAIRING OF DUPLICATED

MEIOTIC S PHASE

PRIMERA DIVISION

Sinaptonémica._HomoLoGs
(CS) Prolongada
=" OMOLOG PAIRS LINE
_ |_UP ONTHE SPINDLE Profase |. leptoteno
m -
8 ' cigoteno (CS)
= SEPARATIONS OF HOMOLOGS gﬂ%ﬁ%?cl))ms paqu iteno ®
AT ANAPHASE | :
‘ ONTHE SPINDLE diploteno
diacinesis

Metafase |
Anafase |
Telofase |

" SEPARATION OF
' SISTER CHROMATIDS SISTER CHROMATIDS
AT ANAPHASE II AT ANAPHASE

Interfase: breve

MEIOSIS Il

haploid daughter cells diploid daughter cells
Figure 21-5 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)




Complejo sinaptonémico

Garantiza el apareamiento correcto de los cromosomas homologos (proteico)
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PRIMERA DIVISION

Profase |: leptoteno
cigoteno (CS)
paquiteno ®
diploteno
diacinesis

Metafase |

Anafase |

Telofase |

Interfase: breve (s/r)

SEGUNDA DIVISION

errores en la meiosis:
no disyuncion

(= plantas, animales,
machos y hembras)




Beneficios de la reproduccion sexual:

Generacion de variabilidad genética: 2 niveles

- recombinacion genética (2 o 3 eventos c/par)
(paquiteno)

Quiasmas
(diploteno)
- distribucion de homologos y cromatidas

Relacion: variabilidad genética - entorno cambiante.

Mutaciones perjudiciales — mutaciones ventajosas.



GAMETOGENESIS

La produccion de los gametos implica mucho mas
que la reduccion del nimero cromosomico

Origen de las células germinales:
Embriones tempranos

- células germinales primordiales (precursoras)



&

Arezo y col. 200

Caracteristicas de las celulas germinales primordiales :

1) similares a lo largo de la escala zooldgica: a nivel morfoldgico,
com porta mental Yy molecular (expresion de genes especificos tjpo vasa, nanos, pumilo, etc.)

2) se forman lejos del sitio de desarrollo de la gonada

A nivel histoldgico
- Células grandes, nucleo prominente , 1 o 2 nucléolos
Citoplasma: pobre en organelos




GAMETOGENESIS

Origen de las células germinales:

Embriones
- células germinales primordiales (precursoras)
- migracion hacia gonadas en formacion

Gonadas embrionarias

- incorporacion (proliferacion inicial por mitosis)
- diferenciacion (dependiente del sexo)

Isogamia / Anisogamia



Espermatogénesis Inicio
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2 pistas........

- Formacion de vesicula acrosomica (Aparato de Golgi)
- Condensacion nuclear (histonas — protaminas) transcripcion
- Eliminacion citoplasma remanente; flagelo y pieza media (miﬂoc.)



Espermatida temprana Espermatida avanzada




Espermatozoide maduro

(Horst y col.2011)



_ Dra. Rossana Sapiro
Mag. Gabriela Casanova Dpto. de Histologia

Facultad de Ciencias y Embriologia
Unidad de Microscopia electrénica Facultad de Medicina

Fig. 1 Ultmastructural sperm characteristics. (a) Normal head; mature and well-compacted chromatin, normal shape and position of the acrosome.
Normal tail, cytoskeleton complete and well organised. (b and ¢) Immature heads; b-granular chromatin. Altered acrosome, displaced far from the
nucleus. () Binucleated head. The chromatin is also immature. (d) Severe lacunar defect of the chromatin (vacuoles) with abundant residual cyto
plasm. {e) Signs of lysis; the chromatin appears disaggregated, plasma membrane & swelled and tails completely disorganised. (f) Cross-section of
three tails; microtubular translocation (arrows) absence of one or more peripheral microtubules (arrow head). Bars: 500 nm.

Ultraestructura
espermatozoide:

mejor indicador de
fertilidad en
humanos

Correlacionada con
dano en ADN

Naranja de acridina:

Sapiro y col, 2012




Protaminas

1874 - Friedrich Miescher, MD

Termino protaminas = “ base organica”
asociada al nucleo del espermatozoide
de salmon



@ Nobelprize.org

The Official Web Site of the Nobel Prize

Fisiol. y Medicina 1920

N\ por sus contribuciones en el
- desciframiento de la

quimica de acidos nucleicos y
1896 - Albrecht Kossel, BQ proteinas

Naturaleza proteica de las
protaminas


http://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna

Estructura primaria de protaminas

Protostome protamine
(invertebrate)

Mollusk Squid Pl

Deuterostome protamine
(vertebrate)

Fish Salmon P1

Newt P1

Amphibian Nowt P2

Alligator P1

Reptile Alligator P2
Bird Chicken Pl

Mammal
Prototheria Platypus P1

Metatheria Opossum Pl

Human P1
Human P2

Eutheria

Lewis y col. 2003
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% aa basicos

- Proteinas de aprox 50 aa

- Union con ADN: surco mayor, 15 pb

- Neutralizan carga negativa = maxima compactacion (apagado total de la transcripcion)
- Alto contenido de arginina, alta heterogeneidad de sec = alta tasa evolutiva
- Alargamiento de la secuencia en la evolucion de vertebrados




inonwh

12 13 14

| W : . !.
is 3 &0
17 I8 19 XY

19 20 21 22 XY



Genes protaminas :
sin intrones

Genes protaminas :
con intrones



Sintesis
ARNM

‘ Traduccion
del mensajero




Espermatogénesis en vertebrados

Anamniotas = en cistos

Peces, anfibios

Grupo cél de Sértoli: engloban a
un grupo de células germinales
en el mismo estadio de
diferenciacion

Amniotas = en onda

Reptiles, Aves y mamiferos Cortes de tiibulos
seminiferos

1 cél de Sértoli: varias células
germinales en diferentes
estadios de maduracion

Schultz y col. 2010



Berois y col. 2016

Austrolebias charrua

(Arezo y col. 2007)




Epitelio seminifero en mamiferos

Type B Type A,
Spermatogonium  spermatogonium
Sertoli cell
. Vas \
deferens

Epididymis ]

Type A,
spermatogonium Humanos: 65 d iaS

Raton: 34,5 dias
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tubule
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Espermatogonias: membrana basal
Espermatozoides: luz del tibulo seminifero



Rana esculenta; 41 dias

Amphipolis kochii: 14 dias
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1678 Anton van Leeuwenhoek @
- parasitos que vivian en el semen " A \
AR

1685 Nicolas Hartsoeker
- embrion preformado

1824 J.L. Prevost y J.B. Dumas
- existencia de espermatozoides en machos maduros

1827 Karl Ernst Von Baer
- ovocito foliculo canino

1876 O. Hertwig y H. Fol

- demuestran entrada de espermatoizode al ovocito
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Inversion en reproduccion sexual: Costos/ beneficios

Ovocito de erizo de mar

Vitelline envelope
\

Plasma membrane
/

\
Jelly layer p

2 R Cortical granule
Sperm

Mitochondrion

v ——Nucleus

Gran tamano:
- divisiones asimétricas
- copias génicas extra
- genes ARNr amplificados
- vitelo (células accesorias)

- alto consumo energético

- pasaje del 50% de los genes
- riesgos de predacion

- éxito evolutivo: beneficios



Ovocito de mamifero; alecito

typical somatic cell

10-20pm

0.1mm

1an ar sea urchin e
human or sea urchin e

Ovocito de
equinodermo: oligolecito

F OVOCltOS cytoplasm
de anfibio: mesolecito

3

typical frog or fish egg

1 mm = 1000 um

Dimensiones ovocitarias relativas




Ovogénesis en mamiferos

1870 - W. Waldeyer
Hipotesis: ovogénesis cesa poco después del nacimiento

ovogonias = nO limitado

1951 - S. Zuckerman
Dogma central de la biologia reproductiva de mamiferos:

2

hembras mamiferas pierden la capacidad de producir
ovocitos durante el desarrollo embrionario, por lo tanto,
nacen con un numero limitado de éstos.

* Disparidad evolutiva = hecho curioso



articles

Germline stem cells and follicular
renewal in the postnatal mammalian

ovary

Joshua Johnson*, Jacqueline Canning*, Tomoko Kaneko, James K. Pru & Jonathan L. Tilly

Director

Vincent Center for Reproductive Biology

Chief

Division of Research, Vincent Obstetrics & Gynecology Service,
Massachusetts General Hospital

Associate Professor
Department of Obstetrics, Gynecology & Reproductive Biology,
Harvard Medical School

- 7 Debate analogo (década de los 90) campo de
Jonathan L. Tilly la Neurociencia: neurogenesis en adultos

-



¢, Células madre germinales en
ovarios postnatales?

. ]

1. Analisis histolégicos (ovarios juveniles y adultos)

2. Analisis de inmunodeteccion (proteina tipo Vasa)

3. Andlisis del potencial proliferativo
(inyeccion con BrdU, doble inmunodeteccion

BrdU Vasa) ’

\"h - existencia de celulas germinales presuntivas
11’1 - capacidad de proliferacion




Articulos publicados en 2020

BRIEF COMMUNICATION Open Access

Ovary does harbor stem cells - size of the
cells matter!

Abstract

ICLE

Single-cell analysis of human ovarian cortex
identifies distinct cell populations but no
oogonial stem cells

....aun en debate...




Dimorfismo sexual en la gametogénesis de mamiferos

Ovogénesis Espermatogenesis
Meiosis iniciada en etapa Meiosis iniciada en madurez
embrionaria sexual
Un solo gameto funcional Cuatro gametos funcionales
Finalizacion de la meiosis Meiosis completada en dias o
demora meses 0 anos semanas (duracion: especie-especifica)

(duracion: especie-especifica)

Diferenciacion gametica Diferenciacion gamética ocurre
ocurre en fase diploide en fase haploide
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“Los elementos gue se unen son simples
células,cada una al borde de la muerte,
pero mediante su unién un nuevo individuo
se forma, el cual constituye un nexo en el
eterno proceso de la vida’

- I ﬁ\
F.R. Lillie, 1919. : % 1
J13- 1|

r

« =&



Fecundacion

union de gametos

1) reproduccion (creacion de nuevo organismo)

2) combinacion de genes maternos y paternos






Etapas

1. Reconocimiento espermatozoide-ovocito

2. Regulacion de la entrada de los espermatozoides
al ovocito

3. Fusion del material genético

4. Activacion del metabolismo ovocitario e inicio
del desarrollo embrionario



¢Donde ocurren estas etapas?
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Fecundacion e implantacion

~Cigoto

Fecundacion

Implantacién

Espermatozoides

“% Recorrido de los espermatozoides

i Recorrido del 6vulo

Recorrido del embrion




1. Reconocimiento espermatozoide-ovocito

ucleus

Erizo de mar

- Atraccion especie-espel'fica
(quimiotaxis)

Arbacia punctulata
Resact: cubierta gelatinosa (14 aa)

Mamiferos

- Atraccion a sitios mas calidos
(termotaxis)
- Quimiotaxis: 2da etapa

1 nl de resact 10 nM



Eventos que conducen a la union de los gametos

(A) SEA URCHIN
- Jelly layer -
(extracellular
coat)
(1) Sperm contacts Centriole  Actin  Vitelline
jelly layer N/  envelope
% ’i‘ (extracellular
¥ 1 matrix)

N

Nucleus Acrosome

(2) Acrosomal reaction Acrosomal process

(3) Digestion of jelly layer

S

Bindina— R m

(4) Binding to vitelline envelope

(5) Fusion of acrosomal process

membrane and egg membrane @_

SN

_membrane (extracellular [(extracellular

Erizo de mar

Egg cell
(B} MOUSE membrane
|
Egg < Cumulus +{ Zona
plasma layer pellucida

(1) Sperm activated by female coat) matrix)
reproductive tract

/ S—_— rd
. / - /4
Flagellum'  Nucleus” AcroSome

(2) Sperm binds zona pellucida

(5) Sperm and egg membranes fuse

Raton (capacitacion)




Reaccion acrosomica (erizo de mar)

e Acrosomal
(A) membrane

s, Acrosomal
Bindin s / _ _ " enzymes
\ A Sperm cell - R Bindin
membrane BRI ) '

_ Globular_ .
. — 2 Actin
actn S

microfilaments

- Interaccion R membrana spz — polisacaridos del cubierta gelatinosa

altamente especie-especificos
- Unidn a receptor spz activa:

1. canales de calcio de membrana plasmatica (entrada desde exterior)
2. fosfolipasa C — IP3 — liberacion Ca2* (acrosoma): €XO0Citosis

- Extension del proceso acrosomico: polimerizacion de actina



Eventos que conducen a la union de los gametos

(A) SEA URCHIN
= Jelly layer —»
(extracellular
coat)
(1) Sperm contacts

Centriole Actin Vitelline
jelly layer /

envelope

(extracellular
N

B\ matrix)

Nucleus Acrosome

(2) Acrosomal reaction Acrosomal process
—, |
|
— /',—;,5
-

(3) Digestion of jelly layer

(3) Fusion of acrosomal process
membrane and egg membrane

Erizo de mar

(By MOUSE

Egg
plasma
membrane

- Cumulus —
layer
{extracellular
(1) Sperm activated by female coat)
reproductive tract

. ,/" . /
Flagellum'  Nucleus” AcroSome

(2) Sperm binds zona pellucida

(3) Acrosomal reaction

(5) Sperm and egg membranes fuse

Reac acrosomica: cumulus

Raton (capacitacion)

Egg ccll

membrane

Zona
pellucida
(extracellular
matrix)




Espermatozoide mamifero en el tracto
reproductor femenino

FIGURE 7.26 Hypcthetical model for

~ Serum albumin protein »
mammalian sperm ca n. The path

—— " (cholesterol acceptor)

Sperm cell

s _/;_ﬂ A
Cholesterol efflux
from sperm
membrane

Increased dynein
activity?

. Hyperactivation
Phosphorylation P Prsor
of tyrosine kinases (sr?crm swim with

increased speed
‘ and force)

Phosphorylation of sperm proteins

Capacitacion

capacitation

Gilbert, 2016

- remocion de colesterol (relocalizacion de balsas lipidicas: regién anterior)
- reorganizacion y peérdida de proteinas

- hiperpolarizacion (pérdida de K+ permitiria apertura de canales de calcio)
- fosforilacion de proteinas

- membrana acrosoma en contacto con mp



Eventos que conducen a la union de los gametos

(A) SEA URCHIN
= Jelly layer —»
(extracellular
coat)
(1) Sperm contacts

Centriole Actin Vitelline
jelly layer /

envelope

(extracellular
N

B\ matrix)

Nucleus Acrosome

(2) Acrosomal reaction Acrosomal process
—, |
|
— /',—;,5
-

(3) Digestion of jelly layer

(3) Fusion of acrosomal process
membrane and egg membrane

Erizo de mar

(By MOUSE

Egg
plasma
membrane

- Cumulus —
layer
{extracellular
(1) Sperm activated by female coat)
reproductive tract

. ,/" . /
Flagellum'  Nucleus” AcroSome

(2) Sperm binds zona pellucida

(3) Acrosomal reaction

(5) Sperm and egg membranes fuse

Reac acrosomica: cumulus

Raton (capacitacion)

Egg ccll

membrane

Zona
pellucida
(extracellular
matrix)




Mamiferos

Sperm cell
membrane £
Bt | Fusion between
Lspcrm cell membrane |
and adjacent |
acrosomal membrane '

v Acrosomal
¥ " membrane

’a-& Hasta 2012 ZP3 f s ~|
l T Centriole . Ahora ZP2 |l )
Inicio Reac acro: cimulus

I

- Receptores para ZP3/ZP2 en spz — union con ZP3/ZP2 de zona pellcida:

activacion de proteina G en spz: fosfolipasa C / PIP2 — IP3/DAG —
apertura de canales de calcio (acrosoma): €xocitosis de vesicula acrosémica



¢, En qué sitio del ovocito ingresa el espermatozoide?

Anfibios:
generalmente por el polo animal

. -

1

Mayoria de invertebrados y mamiferos
Ingresan por cualquier lugar




Insectos
Cefalopodos
Peces teledsteos...




acrosoma.

Espermatozoides sin

peces teleosteos

Austrolebias viarius



2. Regulacion de la entrada de los
espermatozoides al ovocito

Fusion de gametos (proceso activo: proteinas fusogénicas)
- erizo de mar: bindina
- mamiferos: CD9 ovocitaria

IzZumo espermatica
otras

Importancia...



Prevencion de la poliespermia:

bloqueo primario
despolarizacion transitoria +20 mVenl a3
segundos: influjo de iones sodio

bloqueo secundario
mecanico: en el minuto post-fecundacion



Exocitosis de granulos corticales: incremento de calcio i

union espermatozoide — membrana ovocitaria

Erizo de mar: 15.000 granulos
Su CrnuUmerary sperm perm
Proteasas Sperm oni\-'ilellinc cm.'cl(l)pc ?5]6‘&5{'(1 J/
Mucopolisacaridos ctiiianNy

i Vitelline ° 4 \  Microvilli ‘ : envelope N ¢
peroxidasa i ) Microvil ‘ R

/Protcin @) | 1O N : > N
bridges . ] '

Onda de © @ ¢ P V) ¢
liberacion de ) ' = )

Egg plasma  Cortical granules Microfilaments Hyalin Egg plasma
C al CIO membrane  containing enzymes membrane

{orange) and

30 segundos hyalin (green)




Formacion de la envoltura de fecundacion en erizo de mar

Duracion total: 1 minuto




Mamiferos

Fertihized 0OCY ic (cog)




3. Fusion del material genético

Estadio de maduracion ovocitaria en el momento de la fecundacion
en diferentes especies animales

Germinal Female |

vesicle } goli‘" \\T pronucleus
odies /

.'/'
v

e |
!

Primary oocyte First metaphase Second metaphase Meiosis complete
The roundworm The nemertean worm The lancelet Cnidarians

Ascaris Cerebratulus Branchiostoma (e. g., anemones)
The mesozoan Dicyemna The polychaete worm Amphibians Sea urchins
The sponge Grantia Chaetopterus Most mammals
The polychaete worm The mollusc Fish

Myzostoma Dentalium
The clam worm Nereis The core worm
The clam Spisula Pectinaria .
The echiuroid worm Many insects Mamifero

Urechis Starfish Detenido meiosis II Erizo de mar
Dogs and foxes (metafase) ha ploide




Eventos nucleares durante la fecundacion

(erizo de mar)

Pronticleog®
masculingg™

- haploides

- descondensacion

- microtUbulos: migracion
- fusion: nucleo cigoto




Pronucleos

(mayoria de los mamiferos)

haploid
egg pronucleus
CYTOSOL
i i centrosome_//; §
centrioles
centrosome — YN
matrix \
W\ !
/ sperm ta|I
axoneme
haploid NUCLEAR
sperm pronucleus ENVELOPES
INTERDIGITATE;
CHROMOSOMES HAVE
DUPLICATED

Figure 21-35 part 1 of 3 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

chromosomes somes

CYTOSOL
centrosome 5; 5
centrioles
\ / 7 DIVISION TO
b —r K/ /= _, PRODUCE
\ NI\ TwoDIPLOID
| \ CELLS
sperm tail % @ //
axoneme % /
@
NUCLEAR REPLICATION OF
ENVELOPES CENTROSOME, FOLLOWED CHROMOSOMES FROM EGG
INTERDIGITATE; BY NUCLEAR ENVELOPE AND SPERM ALIGN ON A
CHROMOSOMES HAVE BREAKDOWN SINGLE METAPHASE SPINDLE
DUPLICATED

Figure 21-35 part 2 of 3 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008) ' Garland Science 2008)

finalizacion de la meiosis II
descondensacion

mlg racion (12 horas aprox.)
el material genético permanece aislado (primera divsion)



4. Activacion del metabolismo ovocitario

Jacques Loeb, 1899-1902 Frank Lillie, 1913

(A) ACTIVATION AFTER GAMETE (B) ACTIVATION PRIORTO
MEMBRANE FUSION GAMETE FUSION

Soluble factors P
_from sperm )

’ ‘ Bindin
activate Pig B o

RAT 6
SP® Coorm recentn
", Sperm receptor

o

"

1~ PIC) ~ "—"

%

[yrosine kinase
(Src family)

[Py receptor
N

™~

Endoplasmic

|
lpx. l(:;l"
Ca**

s .
reficuium

Gilbert, 2016
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Posibles mecanismos de activacion &/



i

-

OR, OR, ' OR, OR,
| Cytoplasm | |
CH,~CH— CH, CH; —(_:H—Llim

i ﬂ OH
0—P—=0

OPOH H

H  OPOf
PIP,

IPs PATHWAY

IP;
receptor.

Endoplasmic
reticulum

pronucleos fusionados

ADN replicandose

nuevas proteinas traduciéndose (ARNm maternos)
movimientos citoplasmicos

Activation

Activation

/ Na ty H*
/
/" exchange pump

Na*

\

Alkalinity
Cortical
granule
€XoCytosis

Stimulation of
cell division,
DNA synthesis,
RNA translation

\

Egg activation




Desarrollo de nuevo organismo




Preguntas de examen

Los gametos generados por espermatogenesis y
ovogenesis estan optimizados en sentidos opuestos.
a) Expligue en qué consisten estas diferencias.

b) ¢ Qué aproximacion experimental utilizaria para
evidenciar alguna de ellas? Fundamente su respuesta.

Durante la fecundacion, la mayoria de las especies poseen

mecanismos que impiden la entrada de mas de un

espermatozoide al ovocito.

a) Describa brevemente en que consisten y analice la
Importancia de estos para esas especies.

b) Elija uno de los mecanismos: ¢,como demostraria su
Importancia experimentalmente?



Yes555555555555s!
‘h. L

Not now, I've got an eﬁg—acﬁe

Muchas gracias por su atencion



