MEIOSIS:

En la gametogénesis o la esporogénesis, se llama meiosis al conjunto de dos
divisiones del nucleo (sin sintesis replicativa entre ellas) que preceden a la formacién
de los gametos o las meiosporas.

La meiosis es parte del proceso de diferenciacion celular de los organismos
eucariotas con reproduccion sexual que conduce a la formacion de los gametos, sin
embargo la mayoria de las definiciones sélo hacen referencia a las divisiones del
nucleo y los cromosomas (que es estrictamente la meiosis) sin preocuparse si es parte
de un proceso mas amplio; como ejemplo Darlington definié la meiosis: “ocurrencia de
dos divisiones de un nucleo acompafnadas por una sola divisidon de sus cromosomas”.

En otras definiciones mas tradicionales y un poco mas amplias, a las divisiones de
la meiosis se les denomina primera division (l) (reduccional) y segunda divisiéon (lI)
ecuacional. Esta distincidén entre ecuacional y reduccional fue utilizada con anterioridad
al descubrimiento de los fendmenos de sobrecruzamiento y sus consecuencias
genéticas (la recombinacion) y se entendia la primera division como una reduccion de
la cantidad de informacién genética diferente (reduccional) mientras la segunda division
se entendia como un mantenimiento de la cantidad de informacién genética diferente
en cada célula hija (ecuacional).

Cuando se puso de manifiesto que existia intercambio entre cromosomas
homodlogos se abandond la nomenclatura reduccional-ecuacional, o en todo caso se
decia que la primera division era en parte reduccional y en parte ecuacional y la
segunda era complementaria de la primera, también en parte reduccional y en parte
ecuacional.

Sin embargo es posible encontrar textos en los que la terminologia reduccional-
ecuacional no esta referida a la cantidad de informacion genética diferente sino al
numero de cromosomas, que en la primera se reduce a la mitad y en la segunda se
mantiene. Por ello la nomenclatura, obsoleta por otra parte, es equivoca y lo mas
conveniente es no utilizarla.

La meiosis se caracteriza por:

Reconocimiento y apareamiento de los cromosomas homaologos

Sobrecruzamiento

Mantenimiento de uniones producidas por sobrecruzamiento (quiasmas)

Orientacion de centromeros homologos a polos opuestos en 12 division (sintélica)

Disyuncion de cromosomas homodlogos y migracién al azar a los polos en 12
division

La meiosis es responsable de:
Reduccion del numero de cromosomas a la mitad (de 2n a n)
Aumento de la variabilidad genética
Recombinacién
Migracion al azar de centromeros
Reparacion de defectos genéticos
Eliminacién de letales gaméticos
Mantenimiento de una linea celular totipotente (la germinal) permitiendo la
diferenciacion de otras lineas celulares.

La meiosis esta precedida de una “interfase premeidtica” en la que las células se
preparan para las divisiones posteriores. Esta interfase es de mayor duracion que las
existentes entre dos mitosis, las células crecen hasta alcanzar un tamafio mayor del
habitual y se realiza la totalidad de la replicacion de los cromosomas si bien queda de
un 0.3 a un 1% de la sintesis de DNA pendiente que se realizara durante la profase.
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Asi al entrar en meiosis los cromosomas tienen cada uno dos cromatidas hermanas
completas.

Aunque la meiosis es un proceso continuo, cada division para su estudio se divide
en fases o etapas, en principio con los mismos criterios utilizados en la mitosis
(profase, metafase, anafase y telofase).

Primera division: profase |; metafase |; anafase I; telofase |.

Segunda division: profase IlI; metafase II; anafase Il; telofase Il.

En las dos divisiones la profase se corresponde con la espiralizacién de los
cromosomas, la metafase con el anclaje de los cinetocoros al huso y la colocacion de
los cromosomas en placa ecuatorial, la anafase con la emigracion de los cromosomas
a los polos y la telofase con la desespiralizacion.

La profase | es una etapa muy larga y compleja en la que a la vez que los
cromosomas se espiralizan progresivamente intervienen en otra serie de procesos
especificos de esta etapa. Por ello, aunque es un proceso continuo, para su estudio se
subdivide en una serie de etapas que se definen por los procesos que van ocurriendo y
que reciben los nombres: leptotena (filamento delgado), zigotena (filamento unido),
paquitena (flamento grueso), diplotena (filamento doble), diacinesis (hacia el
movimiento).

LEPTOTENA: (flamentos delgados) (Fig.4.1). Comienza citolégicamente la
meiosis al hacerse visibles los cromosomas como hebras largas y finas (a). Como
consecuencia de la sintesis replicativa pre-meidtica cada cromosoma tiene dos
cromatidas pero no se ven individualizadamente al microscopio optico.
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Durante esta etapa se desarrollan a lo largo del cromosoma pequehas areas de
engrosamiento; son los cromdémeros que se forman por el plegamiento sobre si misma
de la cromatina (Fig. 4.1 ¢). Los cromémeros, que pueden diferenciarse por su tamafo
y la separacidon existente entre ellos, se distribuyen segun un patrén constante a lo
largo de cada cromosoma. Asi se pueden identificar incluso fragmentos cromosémicos
por la secuencia de cromomeros (esta identificacion es posible sobre todo en las
etapas siguientes de la profase, cuando los cromosomas estan mas espiralizados y
asociados los homologos entre si).

Aunque la disposicion de los cromosomas en el nucleo pueda parecer totalmente
anarquica, ofreciendo en general un aspecto de ovillo enredado, no es asi en toda su
extension pues se observa sistematicamente una mayor concentracion de los
cromosomas en una zona que Thomas y Kaltsikes denominaron en 1976 “bouquet”.
Analizado en detalle el bouquet se ve formado por la aglomeracién de cromosomas
producidos por la concentracién de teldmeros en una zona concreta del nucleo (Fig. 4.1
b).

Parece ser que en la mayoria de los casos el bouquet se produce por la accién de
algunas proteinas cromosoémicas no histonas asociadas a heterocromatina que se unen
a proteinas especificas de tipo contractil que formando parte de la lamina, se asocian a
su vez con proteinas de la membrana interna de la envoltura nuclear. (Las proteinas
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contractiles son del tipo de la tubulina y si se tratan los premeiocitos con colchicina el
bouquet no se forma). La fluidez de la membrana interna permite el movimiento de sus
proteinas con los teldmeros asociados, facilitando su reunién y a la larga como se vera
el apareamiento de los cromosomas homaologos.

En otras ocasiones el bouquet no se produce por asociacién de teldmeros sino por
reunion de secuencias codificantes idénticas; en el caso de Xenopus leavis todos los
extremos de todos los cromosomas se unen por la zona que sintetiza RNAr 5S.

El hecho de que en meiocitos se encuentre sistematicamente solo un nucleolo, si
las regiones del organizador nucleolar (NOR) son activas en todos los cromosomas en
que se encuentren, puede significar también un sistema para colocar en proximidad
secuencias homélogas.

En la actualidad se esta trabajando en determinacion de la existencia de un “a
modo de bouquet” de centromeros que también facilitaria tanto el funcionamiento como
la multiplicidad de los puntos de inicio del apareamiento.

El bouquet por tanto, es una estructura de importancia capital asociada al
apareamiento de los cromosomas.

La mayor concentracién de cromatina en la zona del bouquet implica que de forma
normalmente opuesta se observen amplias lazadas cromosomicas sueltas. Esto indica
que los cromosomas no estan comprimidos en el nucleo, que tienen espacio mas que
suficiente para el movimiento. Este hecho que es fundamental para las aproximaciones
estre homodlogos que concluiran con el apareamiento, se describi6 como algo
inespecifico en 1905 por McClung que le dio el nombre de sinicesis, hoy en desuso.

En leptotena a la vez que progresa la espiralizacion, los cromosomas van
asociando a su borde proteinas basicas no histonas que forman un cordén continuo a
lo largo del cromosoma. Esta estructura forma parte de los complejos sinaptinémicos
que estan implicados en el proceso de apareamiento de los cromosomas homologos y
reciben el nombre de elementos laterales de los complejos sinaptinémicos (EL)
(Fig. 4.1 d).

Cada elemento lateral de los futuros complejos sinaptinémicos parece que es una
estructura unica formada por proteinas basicas no histonas que tienen afinidad por las
sales de plata (platas amoniacales), resultando facilmente tefiibles para actuar como
densos a los electrones. En la zona de unidn con la envoltura nuclear hay ARN y actina

0 una proteina del mismo tipo (Fig. 4.2). Sromomeros
Algun tipo de mecanismo hace que su longitud se ajuste
a la de los cromosomas; conforme progresan éstos en la
espiralizacion y se acortan; los elementos laterales ajustan su
longitud a la del cromosoma.
No se ha detectado que los ELs sigan los plegamientos | 2
de la fibra de cromatina en los cromémeros, mas bien parece lcrométidas

LEPTOTENA [Figura 4.2
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que permanecen fuera de los cromoémeros y solo en contacto con el cromosoma en los
segmentos en que éstos no se pliegan sobre si mismos.

Durante la leptotena en el nucleolo se sintetiza una ribonucleoproteina que formara
en el futuro el elemento central de los complejos sinaptinémicos (EC). Estas moléculas
permanecen acumuladas en la parte granular del nucleolo hasta el reconocimiento de
homologos en la zigotena.

Se considera que la leptotena termina cuando comienza el apareamiento entre
cromosomas homologos, que es tanto como decir que termina cuando comienza la
fase siguiente. Esta aparente simpleza sirve para ilustrar que la meiosis debe
entenderse como un proceso continuo, sin interrupciones bruscas, y que sélo para su
mejor comprension se subdivide en fases y etapas.
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ZIGOTENA: (filamentos asociados). (Fig. 4.3). Se define como la etapa de la
profase | durante la que se produce el apareamiento de los cromosomas homadlogos
“‘cromoémero a cromémero” y en toda su longitud al final de esta etapa (d).

Durante la zigotena siguen espiralizandose los cromosomas y consecuentemente
acortando su longitud y aumentando su grosor (a). Los cromdmeros adyacentes con la
espiralizacion pueden asociarse entre si formando otros mas patentes, se simplifica el
patron de cromomeros siendo el momento en que se aparean los cromosomas el mas
favorable para la identificacion de segmentos cromosémicos por la secuencia de
cromémeros (b). Persiste la envoltura nuclear y el nucleolo si bien este ultimo mengua
considerablemente.

-

Durante la zigotena se produce una pequefa sintesis de ADN al que se denominé
zigDNA (algunos autores utilizan zDNA pero puede resultar equivoco con las
estructura Z del acido desoxirribonucleico). Stern y Hotta en 1977 realizan los primeros
analisis bioquimicos de la profase | meidtica encontrando sintesis de ADN tanto en
zigotena como en paquitena; uniendo estos datos a los procesos de apareamiento y
sobrecruzamiento que en ellos tienen lugar proponen subdividir la profase | en cuatro
etapas, a saber, prezigotena, zigotena, paquitena y post-paquitena

Como ya se ha indicado la sintesis de ADN en zigotena es cuantitativamente poco
importante (junto con la de paquitena suponen entre un 0.3 y un 1% de la sintesis total
de ADN). Al principio se pensé que el zigDNA se distribuia por todo el cromosoma
siendo el responsable del reconocimiento entre zonas homologas en el apareamiento
de los cromosomas, posteriormente se determind que la sintesis se produce en
presencia de un complejo lipoproteico (proteina r o proteina de reasociacion) y parece
que no se une al resto del ADN hasta el principio de la separacién de los cromosomas.
De esta manera su funcion queda en entredicho sin que se haya postulado con firmeza
ninguna alternativa.

La zigotena es la etapa del apareamiento entre cromosomas homologos. El
apareamiento comienza en uno o en varios puntos diferentes de los cromosomas
homologos. Tradicionalmente se consideré que los puntos de iniciacion del
apareamiento eran fijos y se les dié el nombre de zigédmeros (Sybenga en 1966 los
define como unidades fijas e hipotéticas en las que se supone que comienza el
apareamiento de homdélogos). En la actualidad, aceptando la existencia de puntos fijos
de inicio del apareamiento como los teldmeros reunidos en el bouquet o los NOR de
algunos anfibios, parece mas légico pensar en una accion puramente mecanica del
resto del cromosoma a la hora de aparearse.

El apareamiento esta intimamente relacionado con los complejos sinaptinémicos
(CS) que son estructuras de las que son parte los EL (elementos laterales) formados en
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leptotena (c). Al aparearse segmentos homologos de cromosomas, se establecen entre
ellos unos filamentos transversales que mantienen en paralelo los EL y desde el
nucleolo se transportan las ribonucleoproteinas granulares presursoras del elemento
central (EC) y se depositan sobre los filamentos transversales y entre los EL de forma
mas o menos uniforme, estabilizando los CS (Fig. 4.4).

Este depdsito uniforme va eliminandose por trozos o concentrandose hasta que
queda un fino elemento central tipico y unos acumulos irregularmente distribuidos que
se denominan nodulos zigoténicos. El numero de nddulos zigoténicos va disminuyendo
conforme avanza la meiosis y se van haciendo mas pequefios y redondeados.

Los complejos sinaptinémicos se han
i . EL encontrado en las profases | de todos los
' meiocitos.

Bioquimicamente considerados los EL
estan constituidos por proteinas basicas no
histonas que tifien con platas amoniacales;
ademas en las zonas de unién con la envoltura
nuclear tienen ARN y actina o una proteina

i cna . . , . .
EL=protsinas bésicas no histonas+ARN+simil actina similar., Los EC estan constituidos por

EC=rlbonuciecprotelhas+ADN+mlosina

ribonucleoproteinas, con proteinas diferentes a
las de los EL pues no se tifien con plata. A estas ribonucleoproteinas se asocia miosina
en forma de filamentos y se duda si ademas hay algo de ADN asociado a ellas.

Las diferencias estructurales entre EL y EC hacen que con las técnicas de
“spreading” que es la habitual para la observacion de complejos sélo se tifien los EL.

La formacién de los complejos sinaptinémicos tiene lugar de la siguiente manera.
En leptotena, cuando los extremos de los cromosomas estan unidos a un area
restringida de la envoltura nuclear formando el bouquet, aparecen los elementos
laterales (EL) asociados a cada cromosoma lateralmente. Dada la espiralizacién que en
ese momento presentan los cromosomas, solo una pequefa porcion de la cromatida
esta en contacto con el EL

También en leptotena y en el nucleolo se sintetiza o se almacena la
ribonucleoproteina que es precursora del elemento central (EC).

En zigotena los EL se aproximan unos a otros y comienzan a aparearse
respetando la homologia entre ellos. Se empiezan a formar los filamentos transversales
que ponen en contacto los EL. Sé6lo después del reconocimiento de los homdlogos
entre si se transporta desde el nucleolo la ribonucleoproteina granular y se deposita
entre ellos de forma mas o menos uniforme estabilizando el CS.

Del depdsito mas o menos uniforme se van eliminando trozos o concentrandose
hasta que queda un fino y tipico EC e irregularmente distribuidos unos acumulos de
ribonucleoproteina que se denominan nddulos zigoténicos.

El numero de nddulos zigotéticos va disminuyendo conforme avanza la meiosis y
se van haciendo mas pequefos y redondeados. En paquitena queda una frecuencia de
nodulos que es coincidente con la frecuencia de recombinantes que se detecta
posteriormente. Entonces a los nddulos se les llama nédulos de recombinaciéon. Se
sabe que por cada sobrecruzamiento se forman dos recombinantes pero como se vera
al analizar la recombinacion de los inicios de sobrecruzamiento sélo la mitad da lugar a
intercambio entre cromatidas y por tanto a recombinantes.
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La formacién de los nédulos de recombinacion por concentracion permite explicar
los fendmenos de interferencia de quiasmas.

Los nédulos de recombinacién fueron observados por primera vez por Rasmussen
y Holm en 1978 y relacionados con la recombinacion por A. Carpenter en 1979.

Los complejos sinaptinémicos se desorganizan durante la paquitena pero donde se
localizan los nodulos de recombinacién quedan restos que pueden detectarse incluso
después de diplotena.

En la actualidad se acepta de modo general que los complejos sinaptinémicos
(CS) son responsables del apareamiento homodlogo en meiosis (sin éste no seria
posible la recombinacion meidtica). Ademas de las observaciones y otros datos
indirectos, apoya esta afirmacion los resultados obtenidos por el tratamiento con
mitomicina C (que inhibe la sintesis de ADN) durante la zigotena que impedia la
formacion de CS y no hay recombinacién. El mismo efecto pero reversible lo tiene el 2-
desoxirribonucledsido de adenosina que inhibe la sintesis de zig-ADN y mientras actua
no se ensamblan los complejos. En resumen la sintesis de ADN es indispensable para
el apareamiento.

Sin embargo la necesidad de los complejos sinaptinémicos para la recombinacion
es s6lo en meiosis pues, por una parte los procariotas tienen fendmenos de
recombinacion sin CS; la recombinacion somatica no estd mediada por CS. Tampoco
debe dejar de citarse que la relacion entre CS y apareamiento cromosomico esta
limitada a la meiosis pues en algunas células somaticas (ganglios cerebrales o
glandulas salivales de dipteros) hay apareamientos de homodlogos sin complejos
sinaptinémicos.

Complejos sinaptinémicos en meiosis aquiasmaticas:

Los machos de dipteros como Drosophila y las hembras de lepidépteros como
Bombix no forman sobrecruzamientos ni presentan, por tanto, recombinacién entre
homologos; sin embargo el reparto de cromosomas en anafase | es regular (un
homologo migra a cada polo) porque los cromosomas permanecen apareados hasta
ese momento. La estructura que mantiene unidos los cromosoma hasta el final de
metafase | es una modificacién perdurable de los CS.

En estos casos los CS hasta paquitena presentan un aspecto normal pero a partir
de ahi se van adicionando nuevos materiales a los EL que como consecuencia se
engrosan, llegan a tapar completamente el espacio entre ellos. En metafase | el CS
transformado tiene una coloracion uniforme y no se observa en él estructura tripartita.
En anafase | se separa de la cromatina y se libera al citoplasma. Este fenbmeno
cuando se observd por primera vez al microscopio Optico se interpretd6 como
“eliminacion de cromatina” describiéndose en varias especies de lepidopteros.

¢ Qué mecanismos aparean a los homélogos?:

Los datos que se conocen sobre el proceso del apareamiento permiten especular
sobre las causas que desencadenan el proceso. Los extremos de los cromosomas se
encuentran reunidos en una zona y anclados por proteinas elasticas a la membrana
interna de la envoltura nuclear; la fluidez de la membrana facilita la aproximacién y
reconocimiento de homologos. Sin embargo algunos autores consideran fundamental la
asociacion somatica de cromosomas homologos que se definiria como una tendencia
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de los cromosomas homdélogos a ocupar posiciones proximas (ya se ha descrito en
algunas células especiales como las salivales de dipteros, pero no se ha visto esta
asociacion estrecha en la inmensa mayoria de las células estudiadas).

Antes de producirse el apareamiento los cromosomas estan tan desespiralizados
que no se puede apreciar si existe tendencia de los homdlogos a encontrarse mas
préximos entre si que con cualquier otro cromosoma.

¢ Existe una asociacion somatica de homologos?

Como tal nunca se ha probado su existencia pero si se considera que en las
telofases mitéticas, por reunirse todos los centromeros en el polo,, los telémeros de los
cromosomas con indices centroméricos similares (incluidos los homodlogos) se
concentran en un plano, y que los cromosomas apenas se desplazan durante las
interfases, existe por lo menos una facilitacion en la formacién del bouquet.

Por otra parte, que la proximidad tiene que ver con el bouquet y no con la
asociacion por homologia lo pone de manifiesto el siguiente experimento:

Se supone que una inyeccidn de colchicina en la premeiosis (se elimina
rapidamente y no quedan rastros durante la meiosis) destruye el bouquet y, aunque se
forman EL de complejos, no hay apareamiento.

Se comprueba porque cuando este tratamiento se aplica a un individuo con un

cromosoma extra especial, metac,énj[rico _formado por la TN cromosomas 21t [Fawase]
duplicacion de un brazo cromosdémico (isocromosoma)

(Fig. 4.6), la falta de apareamiento se observa en los “
cromosomas normales pero el isocromosoma aparea 1
consigo mismo perfectamente (Fig. 4.7).

Para estar proximos

y poder aparear los
homdlogos necesitan el bouquet mientras que los dos
brazos idénticos del isocromosoma sin necesidad de
otras estructuras siempre estan unidos.

Hoy se cree que la dinamica del apareamiento
comienza con pruebas de apareamiento de
cromosomas al azar, teniendo mas probabilidad los que
estan mas préoximos. Si son homologos el apareamiento
progresa y si no lo son las irregularidades producen una
tension del apareamiento que “salta”, se deshace y
cada cromosoma repudiado prueba con otro.

esquema del apareamiento al final de zigotena

on célua tratada con colchicina en premeiosis El proceso aunque al principio pueda ser un poco
lento va cogiendo velocidad progresivamente ya que los apareamientos homologos
persisten y reducen drasticamente las posibilidades de pruebas de apareo.

Una vez que se ha presentado el modelo del inicio y la progresion del
apareamiento la pregunta es ;como se reconocen exactamente los cromosomas
homologos?

Se presentan a continuacidon una serie de posibilidades que pueden combinarse
entre si o con otras ideas no expuestas aqui.

12 posibilidad: La secuenca nucleotidica del ADN de las zonas apareantes, por
tener grandes coincidencias entre homodlogos permite el reconocimiento especifico.

22 posibilidad: Los EL de cada par de homdlogos son diferentes en algun nivel de
Su composicion y solo es estable el apareamiento entre EL de homdlogos.

32 posibilidad: La secuencia en la colocacion de fibrillas transversales, especifica
de cada cromosoma, determina el reconocimiento. (Llevaria a preguntar ;qué
determina la secuencia de fibras transversales?)

42 posibilidad: La secuencia de tamafnos de los plegamientos de la cromatina en
dominios, también especifica para cada par de homdlogos, determina el
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reconocimiento. (Los segmentos entre-dominios tienen tamafos diferentes que se
repiten en homologos).

Tomar como responsable la secuencia nucleotidica directamente presenta
dificultades si se piensa en complementariedad de bases (no se puede aceptar una
desorganizacion de las dobles hélices, intercambio etc. en toda la longitud del
apareamiento) tampoco es probable que el tipo de giro, determinado por las bases, sea
responsable pues la asociacion a proteinas (histonas y no histonas) es fuerte.

Considerar que los EL de cada par de homodlogos estan constituidos por una
proteina especifica no explicaria los apareamientos en haploides (en centeno se han
descrito apareamientos de hasta el 84.8%) y muy dificiimente los de los heterocigotos
para translocaciones reciprocas.

Las posibilidades 32 y 4% no se han estudiado en absoluto pero no parecen malas
candidatas para explicar el apareamiento, maxime cuando se ha podido determinar que
éste no es muy exacto y que se puede corregir segun se avanza en la meiosis. Ambas
posibilidades no suponen un control directo del apareamiento, éste es la consecuencia
de la estructuracion de la cromatina y esta mediado por los complejos sinaptinémicos.

En Caenorhabditis elegans (2n=12; 6 bivalentes) al observar el apareamiento de
homodlogos se aprecia que el inicio se produce sélo en un punto de cada bivalente, por
uno de los extremos y no por el otro. A estas zonas se les denomina centros de
apareamiento meiotico (MPC) o regiones de reconocimiento de homologia (HRR) y
este ultimo nombre es debido a que, una vez conocida toda la secuencia del gusano,
se encontr6 que en cada par de homdlogos habia en esa zona una secuencia
oligonucleotidica que era especifica de par. Hay 6 secuencias diferentes cada una de
las cuales se encuentra solo en uno de los extremos de un par de homdlogos. La
interpretacion es que estas secuencias estan situadas en zonas no asequibles a las
condensinas (zonas interdominios) y por sus caracteristicas se asocian a ellas
determinadas proteinas con una disposicion tal que la tex12 (proteina que forma las
fibras transversales de los complejos sinaptinémicos tenga una localizaciéon exacta en
ambos homologos.

Sin embargo hacer un razonamiento completamente mecanicista y solo a nivel de
reconocimiento de homologos es una simplificaciéon del proceso de apareamiento ya
que ademas existen genes que controlan el apareamiento homdlogo de los
cromosomas, al menos en algunas especies como T. aestivum
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En el apareamiento normal de los 42 cromosomas se forman 21 bivalentes, es
decir, el apareamiento esta restringido a homologos (Fig. 4.8).

Sears encontré6 un mutante en el que el apareamiento se produce tanto entre
cromosomas homologos como homeodlogos (*), formandose multivalentes con
encadenamiento que perduraban hasta la metafase |. al gen determinante de este
comportamiento se le denominé ph1b, alelo de un gen dominante que determina la
condicién normal llamado Ph1, localizado en el brazo largo del cromosoma 5B.
(Después se encontraron otros controladores del apareamiento como el mutante ph2b,
alelo de Ph2 del cromosoma 3D). Al gen Ph1 se le calific6 como “supresor del
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apareamiento homeologo” puesto que en su ausencia se produce apareamiento entre
cromosomas homedlogos.

Por otra parte, la ausencia de Ph1 se puede conseguir por delecién del brazo
cromosdmico 5BL y sobredosis del mismo gen por duplicaciones del mismo brazo
cromosomico (Fig. 4.9).

Ph1 Ph1 = normal = Sélo apareamiento homologo

Ph1 ph1b = normal = Sélo apareamiento homdlogo

ph1b ph1b = apareamientos homologos y homedlogos (multivalentes encadenados)

nuli 5BL = apareamientos homélogos y homedlogos (multivalentes encadenados)

tetra 5BL = univalentes (no se detectan apareamientos en metafase )
ﬂn“hm m-.smm

En estos resultados se aprecia un efecto de dosis, con 4 dosis de Ph1 (tetra 5BL) s6lo
hay univalentes, con 2 dosis hay bivalentes y con 0 dosis (nuli 4BL) hay multivalentes.

Ademas se pudo comprobar que los complejos no se alteran sea cual sea el
genotipo para Ph1 (Gillies 1987).

Al analizar los apareamientos no se detectaron diferencias para los distintos
genotipos en el principio de la zigotena, como los cromosomas tienen varios puntos de
iniciacion del apareamiento se aprecian apareamientos de varios cromosomas entre si.
Los portadores de algun gen Ph1 corregian con el tiempo el aparemiento pues en el
final de zigotena s6lo se encuentran apareamientos entre dos cromosomas, pero en los
ph1b ph1b y en los nuli 4BL nunca se encontraba un apareamiento completo ni
corregido y los encadenamientos entre bivalentes, producto de varios puntos de
iniciacién, se mantenian pudiendo apreciarse después hasta en metafase |. (Holm
1988-89).

Con todos estos datos se acepta como valida la hipétesis formulada por Hobolth
en 1981:

El gen normal Ph1 retrasa el sobrecruzamiento hasta que el apareamiento se limita
unicamente a los homodlogos. En su ausencia el tiempo se acorta y los
sobrecruzamientos se producen cuando no se han resuelto los apareamientos
homeologos. En el caso de plantas con dosis extra el periodo anterior al
sobrecruzamiento se hace tan largo que se resuelve el apareamiento sin que se haya
producido sobrecruzamiento y con la desorganizacién de los complejos sinaptinémicos
solo quedan univalentes.

Naturalmente Ph1 no es un crondmetro, aunque su efecto sea temporal debe
pensarse que su producto es una proteina que, de alguna manera, retrasa la formacion
de los sobrecruzamientos, por ejemplo inactivando durante un tiempo algun enzima de
los que intervienen en el intercambio.

En resumen, el apareamiento debe considerarse como un proceso efectivo de
uniéon de homaologos pero no excesivamente exacto. Por otra parte aunque es claro que
se produce mecanicamente por procesos de ensayo y error, existe un control del
procedimiento regulado genéticamente.

s



PAQUITENA (filamento grueso) los cromosomas entran en paquitena
completamente apareados y siguen espiralizandose paulatinamente a la vez que
merma el nucleolo. Durante la paquitena tiene lugar la sintesis de ADN que se
denominé pag-ADN (P-ADN) que parece que esta relacionado con la reparacion de
algun trozo de doble hélice. Pero sobre todo en paquitena es el momento en que se
produce el sobrecruzamiento, que es el intercambio entre cromatidas homédlogas que
produce la recombinacion genética y que se observa citolégicamente bajo la forma de
quiasmas.

RECOMBINACION: CONSIDERACIONES HISTORICAS

El redescubrimiento de los trabajos de Mendel trajo como consecuencia una serie
de repeticiones y comprobaciones experimentales utilizando otros organismos u otros
caracteres con variabilidad para demostrar la universalidad de las conclusiones.

Entre los trabajos de guisante (Pisum sativum) Bateson y Punnett estudiaron la
independencia de la transmision de las caracteristicas: color de la flor (Purpura o roja) y
forma del polen (Alargado o redondo).

Cruzaron las lineas no segregantes (parentales) Purpura Alargado X roja redondo.
(Figura 4.10a)

La F1 (homogénea) resulté Purpura Alargado. Luego: (Purpura P>p roja) (Alargado
L>I redondo).

La F2 (que se esperaba 9:3:3:1) resultd segregante pero con las siguientes
proporciones:

14 Purpura Alargado; 1 Purpura redondo; 1 roja alargado; 4 roja redondo.

Explicaron el exceso de combinaciones parentales por la existencia de alguna
forma de acoplamiento fisico entre los alelos, dominantes por un lado y recesivos por
otro.

Siguiendo con otros cruzamientos en los que los parentales eran:

Dominante 1, recesivo 2 X recesivo 1, Dominante 2, (Figura 4.10b) los autores
encuentran relaciones numeéricas similares con defecto de las clases (Dominante 1
Dominante 2) y (recesivo 1 recesivo 2); por lo que para indicar el comportamiento de
los genes Dominantes se propone que se diga que se encuentran en repulsion.
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Al trabajar con F2 no se puede apreciar bien si la proporcién en que aumentan las
combinaciones parentales es la misma en el primer cruzamiento y en el reciproco si lo
que disminuyen los no parentales es proporcional
Por otra parte en 1909 Janssens publica sus trabajos sobre meiosis de anfibios y
plantea la pregunta “; por qué dos divisiones tanto en animales como en plantas si con
una sola se podria conseguir la haploidia? ¢qué significan esos entrelazamientos que
se observan a partir de diplotena entre cromatidas hermanas? ; se pueden intercambiar
las cromatidas?” (Recuérdese que en la fecha no se habia probado que los genes
estaban en los cromosomas).
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De ésta y otras preguntas surge la teoria de los quiasmatipos que propone la
existencia de intercambios entre cromatidas, homdélogas o hermanas lo que, segun sus
palabras, “abre el campo a una mas amplia explicacién citolégica de la teoria de
Mendel”.

Conociendo este trabajo Morgan retoma los de Bateson y Punnett y les encuentra
una explicaciéon analizando casos similares en Drosophila (Fig. 4.10c). Consiguen un
nuevo enfoque cuando estudian los retrocruzamientos:
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n el retrocruzamiento, con independencia, se esperaban 1:1:1:1. y en el caso
estudiado se observan aproximadamente 8:8:1:1.

Se determina que las combinaciones parentales son mas frecuentes y ademas que
no difieren significativamente entre si, ocurriendo lo mismo con las combinaciones no
parentales.

En aquel mismo tiempo Morgan trataba de comprobar la teoria cromosémica de la
herencia y propuso explicar la transmision preferentemente conjunta de dos genes
porque se encuentren situados en el mismo cromosoma; pero, ;como explicar las
combinaciones nuevas menos frecuentes? Conociendo también que los cromosomas
se unian por parejas en la meiosis y que al separarse luego parecia que en algunos
puntos quedaban las cromatidas entrecruzadas, propuso que cuando los cromosomas
se unian en meiosis se intercambiaban partes de ellos por un proceso que llamé
entrecruzamiento.

Discutiendo sobre la separacion espacial de los genes, a finales de 1911, Morgan
plantea una vez mas que la diferente fuerza de transmision conjunta de los genes
puede deberse a diferencias en la separacion espacial de los genes. En ese momento
Sturtevant (entonces era alumno interno) propuso: “Si eso es asi se puede establecer
la secuencia de los genes de una forma lineal en los cromosomas”.

‘Ese mismo dia en casa (abandonando mis deberes de clase) utilicé la mayor
parte de la noche en realizar el primer mapa cromosomico que incluia los genes
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ligados al sexo y, w, v, m, y r.” (Sturtevant, Historia de la genética). El trabajo se publico
en 1913 (ver teoria cromosdmica de la herencia).

En 1931 se da un nuevo paso en los conocimientos de la recombinacion de la
mano de Creighton y McClintock que demostraron la existencia de una correlaciéon
entre las nuevas combinaciones génicas y el intercambio entre cromosomas.

Utilizan variantes para el cromosoma 9 de maiz, tanto morfolégicas como génicas.
El locus determinante de existencia de color en la semilla (semilla coloreada C>c
incolora), se encuentra proximo a un extremo del cromosoma 9 y en ese extremo no
todos los cromosomas 9 son iguales, algunos presentan un abultamiento (knob) y otros
no. Otro locus determina la textura del polen (ceroso Wx>wx feculento) se encuentra en
el mismo brazo pero muy préximo al centromero y a una translocacion del otro brazo

(Fig.4.11).
Del andlisis de las |[Fems] R cﬁf‘b
descendencias se concluye que Cl — a D

siempre que hay intercambio entre
las partes de los cromosomas homdlogos que se detectan por ser heteromorfos, hay
intercambio entre los genes asignados a esas regiones.

El intercambio entre homodlogos se produce de hecho pues aparecen en la
descendencia cromosomas con el knob y sin la translocacidn y viceversa, y el
intercambio va acompafado por la recombinacion o aparicibn de nuevas
combinaciones de genes.

En los mismos afos una nueva polémica se desatd entre los citogenetistas: Una
vez de acuerdo en llamar entrecruzamiento o sobrecruzamiento al intercambio entre

cromatidas, y quiasma al cruce que se observa en En diplotena se observe:

diplotena, (Fig. 12a),
¢cual es la secuencia, primero el quiasma y luego el X
intercambio o primero el intercambio y como

consecuencia el quiasma?

La primera alternativa implica un desplazamiento de las cromatidas que se
desplazan mientras que en la segunda hipotesis no hay desplazamiento alguno (Fig.
4.12hb).

[e=T%] quissma e Intercamblo
=
—- :(%u Nt — iptamin cilscn
’ gﬁ*%wmnm—
Intaramida =i quisema

A la primera hipotesis se la denomind “clasica” pues se basaba en las
descripciones de Robertson y otros en 1916 y fue defendida fundamentalmente por
Sax. La segunda hipoétesis se la denominé de los quiasmatipos por estar basaba en las
propuestas de Janssens (ver pag. anterior) y fue defendida principalmente por
Darlington.

En los afos siguientes se presentaron algunas evidencias para demostrar la
certeza de la hipotesis defendida por Darlington. Una de ellas fue la observacion de
bivalentes heteromorfos en meiosis (Fig. 4.13):

Nunca se

observaron  diplotenas
/H=E5 de tipo 1, siempre
aparecian las dos

cromatidas de extremos
mﬂm:i:i—'—.“‘—' iguales juntas.

‘,:)
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Durante la paquitena puede analizarse el apareamiento de los cromosomas de
modo indirecto, a través de la observacion de los elementos laterales (EL)de los
complejos sinaptinémicos.

La técnica de extensidon permite ver los
complejos de células completas en un
plano.

La paquitena es fundamentalmente la
etapa de la profase | meidtica en la que
se produce el sobrecruzamiento (Fig. 4.31).

ESQUEMA DE MEIOSIS (2n=8) PAQUITENA (final)

espiralizacién prograsiva

/. L.
Clonioat Prolca L Sparemiens: gLl 0o 1%

EL en otr@s zonas.
Durante la paquitena también tiene
lugar la sintesis de un ADN al que se le
denominé pag-ADN o P-ADN; esta
sintesis en pequefas cantidades
parece que esta relacionada con la

reparacion de algun trozo de doble

hélice en la mayoria de los casos.

El final de la paquitena se caracteriza por la desorganizaciéon de los complejos
sinaptinémicos, separandose los cromosomas que estaban apareados salvo por las
zonas en las que se han producido sobrecruzamientos entre cromatidas homdélogas. El
nucleolo continia mermando y la cromatina espiralizandose de tal forma que es normal
ver los bivalentes individualmente.

La compactacion de la cromatina es tal que normalmente ya no se pueden apreciar
cromémeros que por su secuencia permitan identificar cromosomas o fragmentos de
éstos

DIPLOTENA: (flamentos dobles) (Fig. 4.32): Es la cuarta etapa de la profase |
meiotica durante la cual continua la espiralizacion de los cromosomas y la mengua del
nucleolo. Los cromosomas que forman los bivalentes tienden a separarse y aparece
claramente visible que cada uno de ellos esta formado por dos filamentos (cromatidas).
Los bivalentes en esta etapa y siguientes presentan una estructura cuadruple que ha
llevado a algunos autores, sobre todo en
EBQUEMA DE M%’g&%’;ﬁﬁ LOTENA | textos de genética humana, a

denominarlos tétradas, pero este término
en general estd reservado para los
conjuntos de 4 productos meidticos que

(\
;? suelen aparecer juntos en el final de las

meiosis masculinas vegetales que, por
R — supuesto, no aparecen en textos
e obsarva que 0k dok estrictamente humanos
z, Desde la diplotena en adelante,
coincidiendo con la espiralizacién de los
cromosomas, se va modificando la
morfologia de los bivalentes no sélo en su
longitud, también parecen disminuir los
entrecruzamientos.
Asi al principio de diplotena las figuras que se observan son semejantes a “coletas”
u “ochos encadenados” mientras que al final de la misma etapa, y de forma mas
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acusada en la siguiente, disminuye el numero de “ochos”. Esta evolucién de los
bivalentes se interpret6 como producida por el movimiento de los quiasmas hacia los
extremos de los cromosomas y se le llamoé terminalizacién. Se explicaba en los
siguientes términos: al separarse los centromeros conforme avanza el estado de
diplotena, se produce un corrimiento de los quiasmas hacia el extremo libre de los
brazos cromatidicos sin que cambie la posicion del punto de intercambio entre
cromatidas (se desplazan las cromatidas una sobre otra). Este fendmeno que con el
tiempo se probd inexistente, iba eliminando quiasmas conforme llegaban al extremo de
los cromosomas y culminaba con la separacion de homdlogos en la metafase |.

La disminucién de “ochos” se explica facilmente si se considera que el bivalente es
una estructura formada por 4 cromatidas que se disponen tridimensionalmente
enrolladas sobre su eje pero se observan al microscopio en un solo plano y algunas de
la superposiciones entre cromosomas pueden semejarse a quiasmas aunque las
cromatidas estén separadas espacialmente en la dimension que se elimina en la
observacion al microscopio (la profundidad). Con el paso del tiempo la separacién entre
cromosomas se hace mas acentuada perdiéndose enrollamientos hasta quedar
unicamente los cromosomas unidos por quiasmas.

Los cromosomas en algun momento de la profase | sufren un proceso de
desespiralizacion que normalmente se incluye en la diplotena. En un principio se
describid en términos ambiguos y se le denominé estado difuso. (En Hordeum es al
final de paquitena y en tomate “después de paquitena”).

Se ha descrito en muchas especies y, aunque con peculiaridades especificas se le
considera un fendmeno general. Por ejemplo las coniferas comienzan la meiosis en
septiembre y se detienen en un estado difuso hasta la primavera. En el tomate (Moens
1964) se describe como la pérdida de avidez cromatica de los cromosomas que se
extiende a la vez por todo el nucleo.

Ohno y sus colaboradores describen en la oogénesis de la mujer un especial
estado difuso que denomina dictiotena. La meiosis se inicia en fetos femeninos
humanos hacia los 4 meses de gestacion y en diplotena entran en una etapa de
desespiralizacion en la que permanecen hasta que con la madurez sexual cada mes
reanuda la meiosis un évulo a partir de diacinesis (etapa siguiente de la profase I)

En cuanto al significado del estado difuso hay autores que lo relacionan con un
momento de gran actividad sintetizadora para preparar las siguientes divisiones de
modo similar a cémo actuan los cromosomas plumosos de los oocitos de anfibios. Sin
embargo no es légico pensar que esto sea general habiendo casos como el de la
dictiotena humana que puede durar entre 14 y 45 afos o como el caso del paso del
invierno en las coniferas. Estos casos claramente podrian definirse como etapas de
reposo.

Aunque sean contrapuestas las dos posibilidades no tiene que pensarse que soélo
una de ellas se produzca en la naturaleza.

El estado difuso es reversible y en su final los cromosomas vuelven a tomar un
aspecto muy parecido al que tenian en el momento de la diplotena en que empezaron a
desespiralizarse si bien ahora y durante gran parte de la etapa siguiente (diacinesis)
muestran unos contornos poco definidos.

DIACINESIS: (hacia el movimiento) (Fig. 4.32). |[Figua433] (2n=8) DIACINESIS
Los bivalentes continuan acortandose por
espiralizacion de los cromosomas. > <>
El nucleolo, si es que sigue apreciandose 3*'::3.:{,‘.’:“‘ —>
después del estado difuso, sigue disgregandose R s ’X)%
hasta desaparecer.
Al final de la diacinesis la envoltura nuclear se La diacinesis termina con a rotura de ka envokura nuckear
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desorganiza y los cromosomas, unidos homoélogamente solo por los quiasmas, quedan
en libertad para asociarse a las fibras del huso que ya ha completado su formacion al
desplazarse hasta ocupar los polos de la célula.

METAFASE I:

Con la desorganizacion de la envoltura nuclear termina la profase | y los
cromosomas comienzan una serie de movimientos que finalizan con el anclaje de los
centrémeros a las fibras del huso en el ecuador de la célula, plano que dio en llamarse
placa ecuatorial. Los movimientos muy probablemente estan producidos por corrientes
citoplasmicas acentuadas por la desorganizacidn del citoesqueleto que tiene lugar
durante la entrada en division, la formacion del huso y la presion de éste sobre la
envoltura nuclear en diacinesis que, sin duda contribuye a la rapida desorganizacién de
ésta.

Los cromosomas estan asociados formando normalmente bivalentes pero los
centrdmeros homologos suelen estar bastante separados ya que es raro que ocurran
sobrecruzamientos en sus proximidades. La asociacién de cinetocoro con fibras del
huso provoca el acortamiento de éstas y con ello la migracion a los polos pero esta
migraciéon se vuelve inestable si no hay tension con el otro polo y se sobrepasa lo que
se puede llamar determinado paralelo , con lo que el cinetocoro se suelta y sale
despedido en direccién contraria (Fig. 4.34).

Cuando los centrémeros homélogos se unen a [CICXED ""
fibras del huso de distinto polo la estructura / 1 - \u.i'?;;’ug'ao
cromosdmica se estabiliza en la placa ecuatorial
tensionandose cada vez mas (Fig. 4.35). ," :

Los centromeros en esta situacibn son ‘ u'

centromeros completos, se dice que estan | | g‘;;ﬂ,"'*'

//"}’;‘} - coorientados 'y su \

/1 \ coorientacion se dice Vv

que es sintélica

;----3 (sinbnimo de que a
'. \\ ' cada polo emigra un /

|\ . ! asoclcol

AR centromero completo as00moBH | Westabk

“ = p arrastrando dos eston) = b
| cromatidas consigo).
l / Esta orientacién sintélica tratd6 de explicarse en

[ ]/ términos de una no replicacion del ADN del centrémero
' durante la primera division meidtica.

o~ Como no se encontrd sintesis nueva después de
NN Yy paquitena y antes de la anafase IlI, se desestimo tal
_pow posibilidad. En realidad la orientacion sintélica se produce
por la accion de una proteina llamada monopolina que actuando sobre la cohesina
(probablemente desplazandola) determina que las dos unidades cinetocéricas se
dispongan en paralelo.

La evolucion de las formas de los bivalentes durante la fase de tensién de
metafase | hizo que se volviese a plantear la posibilidad de la terminalizacion, del
movimiento de los quiasmas hacia el teldmero.

Si se miden las distancias relativas que hay entre centrdmero y quiasma (a) y entre
quiasma y telémero (b), se ve que varian desde final de diplotena a final de metafase |
(Fig. 4.36).

La relacion b/a se hacia mas pequena con la maduracion,

despnzam!m/

Flgura 436

lo que parecia indicar que existia terminalizacion. Sin embargo b
marcando con timidina tritiada (Jones 1977) para obtener
cromatidas con distinto marcaje, nunca se observé movimiento diplotena metafase |

de cromatidas hacia los telomeros aunque disminuyese b/a.
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La interpretacion mas plausible es que a crece en relacion a b por la tensién del
huso y b puede incluso menguar con la maduracidn por la progresiva espiralizacion de
los cromosomas. A la disminucion relativa de longitudes se Ilamo
pseudoterminalizacion.

Con la separacion de los cromosomas del bivalente termina la metafase |. Pero
para separarse los cromosomas es necesario resolver el quiasma: Este proceso no
debe ser muy costoso 0 no mas de lo que implica romper las uniones proteicas
existentes entre cromatidas hermanas cuando fragmentos de éstas (por sufrir
recombinacién) van a polos diferentes (Fig. 4.37).

El proceso de separacion de cromosomas homologos tiene ciertas similitudes con
el de la separacidon de cromatidas en la mitosis; Las cromatidas hermanas unidas por la
cohesina mantienen los homodlogos juntos por los quiasmas y cuando existe tension
entre homologos en la placa metafasica se produce una situacion similar al “spindle
checkpoint” que desencadena la accién de un APC (complejo promotor de la anafase)
que tiene como consecuencias inmediatas la desorganizacion de la cohesina en toda la
longitud de las cromatidas salvo en la zona centromérica que al estar asociada a las
monopolinas no es atacable por la separasa. Por otra parte los cromosomas migran a
los polos rapidamente por lo que se supone que también en este caso se activan
cinesinas encargadas de la despolimerizacién de microtubulos.

En ocasiones puede observarse que un par de cromosomas tienen un
comportamiento retrasado respecto a los demas, son los llamados heteropicnéticos;
suelen ser los cromosomas sexuales y su comportamiento retrasado y de tincion
diferente al resto de los cromosomas hace pensar en el comportamiento de la
heterocromatina a lo largo del ciclo celular.

Tras la desorganizacion de la cohesina la separacion de homdlogos hace que
durante la anafase los cromosomas se observen en migracion con las cromatidas
unidas solo por los centromeros.

|ET ANAFASE | Dura en tanto
— # | los cromosomas emigran a los
polos.

Las cromatidas que van
unidas por el centréomero son en
parte hermanas y en parte
homodlogas (producto de
sobrecruzamientos).

TELOFASE I: Al igual que en
la mitosis se desespiralizan los
cromosomas, se forma Ila
envoltura nuclear y el nucleolo
vuelve a organizarse. Estos
fendbmenos de caracter general,
pueden en parte estar ausentes
en algunos organismos; incluso
se han descrito casos de meiosis
en los que los cromosomas pasan
directamente de final de anafase |
a profase |l.

Sin embargo en la mayoria
de los casos después de telofase
| las células entran en un periodo
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de interfase sin sintesis de ADN. De cada meiocito inicial se han formado 2 células
hijas que se mantienen juntas sobre todo en vegetales, cada una de las cuales tiene n
cromosomas.

22 DIVISION: Es practicamente igual a una mitosis y muchisimo mas corta que la
primera divisiébn meidtica. En anafase |l emigran cromatidas a los polos y al final del
proceso si se completa se forman 4 productos meidticos con n cromosomas cada uno.

La coorientacién de medios centrémeros a cada polo en la 22 division meidtica, al
igual que en la mitosis, recibe el nombre de anfitélica.
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CROMOSOMAS B:

La informacidn genética de los eucariotas no se encuentra solamente en los
cromosomas normales (cromosomas A) hay miles de elementos autonomos que no
obedecen a las leyes mendelianas de la herencia. La mayoria de estos elementos son
los transposones, elementos citoplasmicos y cromosomas B.

Dentro de los cromosomas B se incluyen una serie heterogénea de cromosomas
(también llamados supernumerarios, accesorios 0 cromosomas extra). Esta
heterogeneidad hace muy dificil establecer descripciones y comportamientos generales
y la casuistica esta plagada de excepciones y casos andmalos, sin embargo al tratar de
estudiarlos en su conjunto se pueden establecer las siguientes conclusiones: Estan
presentes en algunos individuos de algunas poblaciones de bastantes especies de
animales y vegetales y que difieren de los cromosomas A’s en las siguientes
caracteristicas:

1.- No son indispensables para el organismo.

2.- Presentan herencia no mendeliana (se acumulan preferentemente).

3.- En numeros bajos para la especie no afectan de manera importante la eficacia
biolégica. Los numeros relativamente altos conllevan la disminucién de la fertilidad y de
la tasa de crecimiento.

4.- No manifiestan genes de efecto mayor siendo sus efectos fenotipicos de
variacion continua.

5.- Su morfologia es bastante uniforme en cada especie y diferente a la de los
cromosomas A’s; suelen ser pequeios y en su mayor parte heterocromaticos.

6.- En mitosis durante el desarrollo, pueden sufrir no disyuncidon sistematica
produciéndose variaciones en su localizacion dentro de un individuo.

Morfologia (Fig. 5.1):

Dentro de una gran variacion existente los cromosomas brazo largo
suelen ser submetacéntricos con el brazo largo casi completo de mm
heterocromatina, y normalmente mas pequefios que los %%
cromosomas A’s. Morfologia habitual en los B's

A partir de esta morfologia mas comun se pueden encontrar
casos de isocromosomas de brazo corto o isocromosomas de 50 B corto
brazo largo producidos por misdivision. = —, =

Distribucioén: iso Blargo

Los B'’s se han descrito en mas de 1300 especies vegetales
y en alrededor de 500 especies animales y no se han buscado exhaustivamente
en muchas especies; hay B’s en un 5% de monocotiledéneas que se han escrutado
ampliamente y en un 3.5% de dicotiledoneas.

Dentro de una especie no hay B’s en todas las poblaciones ni dentro de una
poblacion con estos cromosomas se presentan en todos los individuos. Ademas
tampoco estan en igual numero en los individuos portadores, predominan los numeros
pares de forma sistematica por su modo de transmisidon con acumulacion. Como
ejemplo en centeno (Secale cereale) se encontraron cromosomas B en el 90% de las
poblaciones de Japon, en el 75% de las coreanas y en el 50% de las yugoeslavas
(vaya Vd. a saber de donde son ahora).

En algunos casos los cromosomas B s6lo aparecen en algunos tejidos. Es el caso
de Aegilops mdutica y Ae. speltoides (triticineas) que solo presentan B’s en los 6rganos
aéreos, estando ausentes en las raices.

Mitosis:

Suelen comportarse normalmente con excepcion de los casos ya descritos de no
disyuncién en anafase. En la mayoria de los casos son heteropicnaticos.

Sufren a menudo misdivisiones, retrasos en placa y se pierden facilmente.

Normalmente en vegetales los fendmenos de acumulacién se producen durante
las mitosis postmeidticas de las gametogénesis pero en animales, al menos en algunos
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casos conocidos, la acumulacién se produce en la meiosis (22 div.) siendo las mitosis
totalmente regulares.

Meiosis:

Durante el principio de la meiosis los B’s suelen comportarse con normalidad, en
zigotena se situan periféricamente y no aparean con los cromosomas A’s (en centeno
se han encontrado apareamientos fragmentarios en un 5% de las células analizadas
por complejos sinaptinémicos en plantas con 1 cromosoma B). Si hay varios B’s los
numeros pares dan menos problemas que los impares y cuando son varios pares los
problemas de apareamiento se hacen mayores pero lo que se resiente es el
apareamiento general en el meiocito.

Cuando llega el momento de emigrar a los polos no se comportan igual los
cromosomas B’s de todas las especies; como ya se ha indicado algunas tienen
acumulacion precisamente durante este momento de la meiosis.

Ademas se han descrito en B’s los problemas tipicos de los cromosomas
pequenos, pérdidas, univalentes, coorientacion anfitélica en anafase |.

Acumulacion:

Es el proceso que determina la herencia no mendeliana de los B’s. Como ejemplo
se presenta la acumulacion durante la gametogénesis tanto masculina como femenina
en plantas, concretamente maiz (Fig. 5.2).

En la linea
masculina y en la —
primera mitosis después
de la meiosis, cada B se
retrasa en anafase vy las
dos cromatidas hijas no
se separan en ese
momento de tal suerte
que en las dos células
hijas se encuentran
diferencias en la
cantidad de B’s, una se
queda sin ellos y la otra
pasa a tener numero
doble.

El nucleo de
acumulacion de los B’s
es el germinativo

mientras que el otro es el
del tubo polinico (el
nucleo germinativo
todavia sufre una
segunda mitosis, vya
normal dando lugar al
nucleo germinativo y al endospérmico).

En la linea femenina ocurre mas o menos lo mismo con acumulacion en generativo
y sinérgidas y eliminacion en antipodas.

Existe un control de la acumulacién situado en la region distal del cromosoma B y
que actua en cis (solo sobre el B).

El control podria muy probablemente responder a un efecto secundario de la
heterocromatinizacion en conjuncion con unas divisiones (mas hipotéticas) en las que
se acortan los tiempos que duran la fases o con algun otro mecanismo que determine
que los cromosomas B’s no migren, se colapsen y luego queden integrados en uno de
los nucleos, probablemente en el que se quede con la mayor parte del citoplasma.
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Origen y evolucion:

El que se hayan encontrado secuencias de los A’s en todos los B’s que se han
analizado deja claro el origen de este tipo de cromosomas: los B’s derivan de los A’s.

Analizando las secuencias contenidas en los B’s se ha postulado como origen
tanto cromosomas sexuales como autosomas y tanto intraespecificos como
interespecificos. Este ultimo tipo pone de manifiesto la posibilidad de un origen
exdgeno en algunos cromosomas supernumerarios, si bien parece ser que son los
menos por la escasa casuistica encontrada.

Las secuencias también indican la existencia de derivados de cromosomas
portadores de regiones del organizador nucleolar (NOR). En la mayoria de los B’s se
encuentran secuencias de DNA repetidas (pueden o no servir para identificar
cromosomas) y en muchas ocasiones secuencias derivadas de transposicion (por
acumulacion de estas secuencias puede entenderse que llegue a formarse un
cromosoma extra o al menos que se alargue lo suficiente para resultar estable si por
tamafo no lo fuese, de la misma manera que por transposiciones se pueden explicar
las diferencias de tamafo de los cromosomas Y en algunos mamiferos).

Se ha descrito que los cromosomas B’s de vegetales tienen como norma
general en cada especie una morfologia determinada lo cual hace pensar en un origen
comun, pero ese origen comun es dificilmente explicable en casos como el del centeno
donde poblaciones yugoeslavas y coreanas cuyos B’s son morfolégicamente iguales y
pertenecen a poblaciones perfectamente aisladas geograficamente.

Por otra parte ademas de la misma forma los B’s se caracterizan por ser en su
mayor parte heterocromaticos, heteropicnéticos y de comportamiento singular. Estas
tres caracteristicas las tienen los cromosomas sexuales de muchas especies o al
menos tienen la capacidad de comportarse como tales. No se trata de hacer sospechar
que los B’s son cromosomas sexuales extra, pero podrian explicarse por la conjuncion
de las caracteristicas de heterocromatinizacion de un cromosoma extra (derivado de un
A y con un sistema de inactivacion incorporado), comportamiento especifico y
aislamiento de los A’s (en principio podria ser simplemente la diferencia de tamafo
respecto al resto de los cromosomas).

Anomalias numéricas y mecanismos como algunas anomalias estructurales
que se veran en su momento podrian explicar el origen de este tipo de cromosomas.

Por ultimo los B’s pueden ser un importante vehiculo de evolucién, su
inactivacion permite una alta tasa de cambios y su aislamiento imperfecto respecto a
los A’s la reincorporacion de variabilidad el genoma principal o la importacion si son B's
de origen exdgeno.

En un tema tan especulativo en su exposicion debe citarse alguna bibliografia que
lo trate con mas extension:
J.P.M. Camacho et al (2000) Phil. Trans R. Soc. Lond. B. 355, 163-178
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VARIACIONES CROMOSOMICAS:

Una vez definida la constancia en el numero y la morfologia de los cromosomas de
una especie, los casos en los que se modifica esta constancia se agrupan bajo el
nombre de variaciones cromosomicas o anomalias cromosomicas 0 mutaciones
cromosoémicas o cromosomopatias, en humanos.

Como ejemplo para poner de manifiesto la importancia de las anomalias
cromosomicas, las estadisticas en humanos indican que una de cada 2 concepciones
(no nacimientos sino cigotos) pueden tener algun cromosoma de mas o de menos; el
70% de las muertes precoces del embrién y de los abortos espontaneos se deben a
alteraciones en el numero de cromosomas; 1 de cada 170 nacidos vivos tiene los
mismos problemas (si bien pueden ser mosaicos) y producen del 5 al 7% de las
muertes en los primeros afios de la nifiez. Los datos estan aportados por Cummings
pero lo mas impactante es que los humanos tienen una tasa de cambios en el numero
de cromosomas 10 veces menor que la de otros mamiferos, incluidos primates.

Histéricamente cuando se empezaron a estudiar los cromosomas, su morfologia y
su contenido se distinguid perfectamente entre las mutaciones génicas y las
cromosomicas. Las primeras provocan cambios fenotipicos en el individuo y no van
acompanadas de modificaciones en la morfologia de los cromosomas. Las mutaciones
cromosomicas suponen cambios en los cromosomas y no tienen que ir asociadas en
todos los casos a cambios fenotipicos..

DEFINICION: Se considera variacién cromosémica a cualquier cambio que afecte
a la disposicion lineal de los genes sobre los cromosomas o al numero de éstos.

CLASIFICACION:Atendiendo a la definicion dada, las anomalias cromosémicas se
clasifican en:

VARIACIONES ESTRUCTURALES y VARIACIONES NUMERICAS.

Las variaciones numeéricas suponen, respecto al numero de cromosomas de la
especie, un cambio en el niumero de cromosomas del individuo analizado.

En cuanto a la variaciones estructurales, antes de definirlas se debe considerar
que en este programa con anterioridad se hablé de la estructura del cromosoma
refiriéndose a la composicion molecular y a los cambios habidos a lo largo del ciclo
celular, pero al hablar de anomalias el término estructural nada tiene que ver con la
composicion y soélo se justifica desde el punto de vista historico: En el afio 1929
Darlington defini6 la estructura de los cromosomas como el orden potencialmente lineal
de particulas, cromomeros o genes en los cromosomas. Teniendo presente este
concepto darlingtoniano, las variaciones estructurales se definen como CUALQUIER
CAMBIO EN LA DISPOSICION DE LOS GENES O FRAGMENTOS
CROMOSOMICOS.

TIPOS DE VARIACIONES ESTRUCTURALES: Para establecer una clasificacién
de las anomalias estructurales se atiende normalmente a la combinacion de dos
criterios diferentes: Numero de cromosomas implicados y existencia de pérdida o
ganancia de material cromatinico.

Las variaciones estructurales que suponen pérdida de material cromosoémico (y
afectan por supuesto solamente a un cromosoma) son las deleciones.

Las variaciones estructurales que implican ganancia de material cromatinico por
multiplicacion de un segmento cromosdémico son las duplicaciones y suelen afectar a
un solo cromosoma. (Cuando el segmento duplicado se encuentra en otro cromosoma
se supone que ademas de la duplicacion ha ocurrido otro cambio cromosémico).

En otros casos no hay ni pérdida ni ganancia de material, el cambio consiste en
una alteracion en el orden o disposicion de los genes en los cromosomas.

Cuando ocurre un cambio en el orden de genes o segmentos cromosémicos sin
desplazamiento a otro lugar de cromosomas o0 a otro cromosoma se trata de una
inversion que, por tanto, afecta a un solo cromosoma.

Por ultimo, aquellos casos en los que lo que cambia es, por desplazamiento, la
posicion de los genes o segmentos cromosomicos, se trata de una translocacién que
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puede implicar a un solo cromosoma (si el desplazamiento es de una zona a otra del
mismo cromosoma) o a dos cromosomas si hay paso de un segmento de un
cromosoma a otro o se intercambian dos segmentos de diferentes cromosomas.

DELECION:

Este término fue acufado por Painter y Muller en 1929 que definieron la delecion
como: Cambio estructural que tiene como resultado la pérdida de una parte del material
hereditario y de la informacién genética contenida en un cromosoma de eucariotas o
procariotas.

La primera descripcidn de una delecion se debe a Bridges en 1917 que trabajando
con moscas con reduccion de ojos le aparecen unas de ojos blancos y en proporciones
tales que se explican por pérdida de un segmento cromosdmico.

Las observaciones citolégicas primeras se deben a Painter en cromosomas
politénicos y a McClintock en maiz

(Fig. 6.1). Anmasana § 4o sl
En eucariotas cuando el E
segmento que se pierde es

terminal se llaman DEFICIENCIAS
(Bridges 1917) y cuando es
intersticial se llaman
DELECIONES. (Dibujos originales
de Bridges en Fig. 6.2).

7 4 mmie
Lom dingnn miginaias san dn Badaas MaChuinalr [

RIGHT ARM , IT Se ha discutido la estabilidad de las
I deficiencias al carecer de teldbmero; concretamente
— ! McClintock en 1941 propone los ciclos fusion -
& - puente - rotura en los casos de ausencia de
:} & telomero (Fig. 6.3). El fenomeno observado en el
oues. v/////‘i(,/* .%\ 5 maiz es que al replicarse los cromosomas que han
LS g \\,T& perdido un telomero fusionan las dos cromatidas
== = s Ll por lo que en la anafase siguiente se formara un
e AR Y
= PR ES puente que se
X CHROMOSOME OELETED At £ 3 d
FROM X .\:., rompera e
manera
practicamente
‘ B aleatoria y asi - > > >
o v -, sucesivamente
onrng?é sagrro)=1 por lo que estos
S QLS = cromosomas
NORMAL .. .
SYNAPSIS OF DELETED AND con deficiencia
NORMAL CHROMOSOMES

a la larga no son viables.

CARACTERISTICAS GENETICAS: Al ser una pérdida de material la delecion
presenta caracteristicas muy especificas y que resultan obvias.

La delecién no sufre retromutacion.

La delecion no tiene recombinacion.

Los heterocigotos para la delecion resultan hemicigotos para los genes del
segmento perdido por lo que se manifiestan los alelos recesivos. Esto tiene especial
interés en los casos de funciones génicas sometidas a procesos de imprinting.

La consecuencia logica de la ausencia de recombinacion es la modificacion de las
distancias genéticas pero ademas en estudios de Drosophila se ha comprobado que
disminuye la frecuencia de sobrecruzamientos en las zonas proximas a los puntos de
rotura, que se explicarian seguramente por problemas en el apareamiento.

Las deleciones pueden ser utiles en la localizacién de genes en los cromosomas, y
en la elaboraciéon de mapas genéticos asi como en la integracion de éstos con mapas
fisicos.
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En algunas ocasiones las deleciones son letales en homocigosis y en algunos de
estos casos ademas los heterocigotos presentan un fenotipo anémalo, es decir, las
deleciones se comportan como caracteres dominantes y letales en homocigosis.

Como ejemplo ilustrativo del comportamiento genético de la deleciones, se
presenta el caso de Notch, caracter de Drosophila melanogaster estudiado por Bridges
en 1917, y que, siendo dominante y letal en homocigosis produce una escotadura en el
ala de la mosca. Ademas es un caracter ligado al sexo por lo que los machos nunca lo
presentan.

El andlisis citogenético de los cromosomas politénicos demostré que las hembras
Notch eran portadoras de una delecion en el cromosoma X que se localiza en el
segmento 3 de los politénicos (Fig. 6.4). Se llegd a la conclusion que el fenotipo ala
escotada (Notch) era producido ||.=..u| xN

por una sola dosis de la delecion ——— X —
y en homocigosis la delecidon X | Y
resultaba letal para la mosca. N | | xN | Xt |

r
Notch XN > x* normal; XNy = Rip .El F AP ¥y

273 hemixws (173 Noich; 153 nonmad), 13 machoa MI_I

Se encontraron otros
mutantes Notch de distinto origen y otros se indujeron estudiandose en profundidad su
conjunto por Welshous en 1974 (Fig. 6.5).

mutante axtramon | X |2 | 2F R = = W] E |
20811 | JAZ - 3034
aAd - 2C1-2

N-B 354 - 3D8
- 28448 | 2D3-aE2
28438 | aA3-202
20430 | A4 - 9CE7
T BAET | BB -A2
20432 |BC34-3C7
284-39 3C8.3C7
28437 3CH - BC7
264.3% 3c8 - 367
264- 2 3CE - 3C7

El segmento minimo para producir Notch es el 3C6-7. Parece suficiente la delecion
de algun segmento de la region 3C para que se produzca la escotadura del ala.

Con algunos mutantes de Notch se ha puesto de manifiesto la existencia de la
delecion por medios estrictamente genéticos; son los trabajos de Slizynska en 1939
que se aprovechan a la vez para ilustrar como se puede mediante el empleo de
deleciones establecer un mapa fisico de determinados loci (localizar fisicamente en el
cromosoma el lugar ocupado por un locus concreto).

Se representa Notch e ; la ausencia de Notch
para ojo blanco (recesivo ligado al sexo) w y el alelo normal +.

Una hembra Notch (N-8) cruzada con un macho white produce una descendencia
1/3 de machos normales; 2/3 de hembras (1/3 normales y 1/3 Notch y ademas de ojo
blanco) (Fig. 6.6). La aparicion del fenotipo white con un solo gen que proviene del
padre tiene que ser debido a la hemicigosis del segmento cromosémico donde se
localiza el locus w; por tanto ese segmento cromosdémico no se recibe en las hembras
que heredan el cromosoma Notch de su madre. Notch es una delecion.

Por otra parte analizando los cromosomas politénicos se puede determinar qué
segmento falta en Notch (en el caso de la cepa N-8 es 3B4 - 3D6), en ese segmento
tiene que estar incluido el locus white pues al coincidir un cromosoma con N-8 y otro

con w, este ultimo se manifiesta aunque es recesivo. Con distintas cepas portadoras de
AT

el alelo



distintas deleciones en la zona,productoras de Notch se puede llegar a determinar que
white se encuentra localizado en el segmento 3C2. .
Este método de elaboracion de mapas se ha

utilizado con éxito en numerosos organismos siendo w
. s . - . .y x
quizas los trabaqu mas conocidos los de la region rll del [== <
fago T4 de E. coli. \
Como consecuencia genética de las deleciones +

debe citarse que cuando el fragmento perdido es [Ww
suficientemente grande se produce la muerte del
portador. Concretamente en Drosophila se ha +
establecido que las deleciones de menos de 50 bandas R} S
en heterocigosis no son deletéreas para los portadores.
Se trata sin duda de un tamafo medio ya que no todo el
genomio es uniforme.

MITOSIS: Salvo en el ya mencionado caso de las deficiencias, la mitosis de los
portadores de una delecidn suele ser normal sin mas problemas que los que se deriven
de la informacién que se encuentra ausente.

MEIOSIS: En los heterocigotos tampoco presentan las deleciones problemas
produciéndose 1/2 de gametos normales y 1/2 portadores de la delecidon. Los
homocigotos, si son viables no presentan ningun tipo de problema y todos sus
gametos seran portadores de la delecion.

FORMACION DE DELECIONES: Al igual que en otras anomalias estructurales las
deleciones pueden producirse sin excesivas dificultades si se considera una sola doble
hélice (una cromatida) que puede plegarse sobre si misma (Fig. 6.7).

Tragrasnis sadalrics G &b phnda
.-/

De la misma manera se pueden perder zonas muy proximas al telomero y dar
apariencia de deficiencia sin pérdida de la capacidad telomérica del extremo del
cromosoma. De no ser asi las deficiencias deben ir acompanadas de la telomerizacion
del extremo del cromosoma para evitar ciclos fusion - puente - rotura.

IDENTIFICACION: Ademas de por sus caracteristicas genéticas las deleciones
pueden detectarse e identificarse por métodos fundamentalmente citogenéticos. La
alteracion en la morfologia de los cromosomas o de sus patrones de bandas en mitosis
permite identificar la existencia de deleciones e incluso en los casos favorables la
determinacién del fragmento perdido.

En cromosomas meidticos es relativamente sencillo identificar deleciones en
heterocigosis en las etapas en que los cromosomas se encuentran apareados
homdlogamente; en paquitena pueden con tinciones tradicionales seguirse las
secuencias de cromdémeros e identificar las faltas de éstos (también podrian asi
detectarse los homocigotos) pero ademas suelen quedar bien patentes los problemas
de apareamiento en la zona de la delecion pues se forma un bucle del segmento que
se encuentra en una sola dosis. Para este tipo de analisis es especialmente apropiada
la técnica de “spreading” de células en paquitena y observacion al microscopio
electronico de los elementos laterales de los complejos sinaptinémicos, donde las
diferencias morfolégicas entre los homologos se ponen de manifiesto por la falta de
apareamiento de los elementos laterales. En los casos en los que las deleciones son
suficientemente grandes pueden detectarse en etapas posteriores de las meiosis,
cuando los cromosomas estan mas espiralizados, si los marcadores morfolégicos lo
permiten.

Sin duda el mejor material para el estudio de deleciones, igual que en otras
anomalias son los cromosomas politénicos (por supuesto solo es posible en las

[N;w] w [normal]

[normal]
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especies que los presentan) en los que tal como se presenta en las reproducciones de
los dibujos de camara lucida de Painter pueden determinarse las zonas perdidas con
mucha precision por las tipicas figuras que se forman.

Sin embargo con estas técnicas no se pondrian de manifiesto las microdeleciones.
Para su identificacién debe recurrirse a técnicas de hibridacién “in situ” (si se dispone
de la sonda adecuada) para localizar la falta de marca en un cromosoma o bien la
hibridaciéon en un “blot” si la homocigosis lo permite.

DELECIONES EN EL HOMBRE: Las pérdidas de material cromosémico son peor
soportadas por los seres vivos que las ganancias, las deleciones en especies como la
humana que permiten detectar no solo cambios fisicos sino también los psiquicos, se
ve que producen efectos dramaticos en cuanto su tamafio es algo grande, se pone
como ejemplo el caso del maullido de gato, sindrome provocado por la delecidén p15 del
cromosoma 5. Son especialmente interesantes algunos casos de microdeleciones
como la que produce los sindromes de “angelman” y de “Prader -Willi"; ambos
sindromes se producen por la misma delecion en heterocigosis (15911-q13), si el
cromosoma portador de la delecion es el paterno se desarrolla el “Prader Willi” y si es
el materno se detecta el “angelman”. Estas diferencias debidas a la metilacion
diferencial de los cromosomas segun su origen se vera con mas detalle posteriormente.

IMPORTANCIA EVOLUTIVA DE LAS DELECIONES: No parece que las
deleciones tengan un papel evolutivo importante ya que las pérdidas no se pueden
explicar como beneficiosas al menos en principio.

CROMOSOMAS EN ANILLO: Un caso especial de doble deficiencia es el que
produce los cromosomas circulares o en anillo.Al perder los extremos teloméricos los
extremos de los cromosomas se tornan cohesivos cerrando el cromosoma sobre si
mismo (Fig. 6.8).

Dependiendo de
la cantidad de ;
material  hereditario
que se pierda con los i
telédmeros los ——————

cromosomas
anulares son mas o menos viables. En algunas plantas pasan desapercibidos
fenotipicamente y en el hombre suelen tener efectos negativos en muchas
ocasiones.

Al final del capitulo se presenta un caso de cromosoma en anillo en el hombre sin
consecuencias fenotipicas.

Para un mismo cromosoma circular no siempre se producen los mismos fenotipos
pues pueden tener problemas en el desarrollo embrionario.

MITOSIS: Son cromosomas normalmente estables en la mitosis, sin problemas en
la separacion de sus cromatidas circulares a los polos, pero en los casos en que se
produce algun sobrecruzamiento somatico pueden tener como consecuencia mas
pérdidas o duplicaciones de material hereditario (Fig. 6.9).
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En la anafase mitética se produce un doble puente por lo que muy probablemente
el cromosoma circular doble se rompera por cualquier sitio dando lugar a dos nuevos
cromosomas anulares, uno en cada célula hija, que no tienen por qué ser equilibrados
en su dotacion genética. Estos procesos quizas podrian justificar que cromosomas
anulares practicamente iguales, en distintos individuos den lugar a mosaicos con
sindromes diferentes en algunos casos.

MEIOSIS: Normalmente se consideran casos de heterocigosis por lo que el anillo
debe aparear por homologia con un cromosoma lineal o en bastdn. Si no se producen
sobrecruzamientos entre los dos cromosomas y emigra uno a cada polo (Fig. 6.10), se

formaran 1/2 de gametos con el cromosoma baston y 1/2 de gametos con el anillo. Si
se produce un sobrecruzamiento se formara un puente en anafase | y, si se forman 4
productos meidticos, la mitad de los gametos seran muy probablemente
desequilibrados (y en todo caso bastones carentes de un teldmero por lo que entraran
en ciclos fusién - puente - rotura), 1/4 bastones y 1/4 anillos.

En las meiosis de las hembras de algunas especies los planos de divisidbn son
paralelos y el gameto suele formarse en el meiocito deuno de los extremos. De esta
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forma el material cromatinico que forma el puente en anafase | siempre se queda en
las dos células centrales y no forman nunca gametos.

Como por otra parte el material cromatinico que forma el puente es el que puede
dar lugar a gametos desequilibrados, este tipo de productos no se forman nunca.

Este fendmeno se observd en hembras de Drosophila y en flores femeninas de
maiz se sospecha que puede ocurrir de la misma forma.

Ya sea por la disposicion paralela de planos de division o por la sucesion de ciclos
fusiodn - puente - rotura, los productos desequilibrados no suelen ser viables cuando se
produce un puente en anafase |. (Los puentes en anafase no sélo se producen por
cromosomas circulares y se volveran a ver los mismos efectos al hablar de
duplicaciones e inversiones).

Cuando el cromosoma circular es lo suficientemente grande es probable que se
produzcan dos o0 mas sobrecruzamientos entre anillo y baston.

Cuando se producen dos sobrecruzamientos las combinaciones de cromatidas que
intervienen en el segundo, respecto a las que lo hacen en el primero son:

S of 5F 5%

Se dicen reciprocos cuando en el 2° sobrecruzamiento intervienen las mismas
cromatidas que en el 1°. Son complementarios cuando en el 2° intervienen las dos
cromatidas que no lo hacen en el 1°. En los casos en que intervienen tres cromatidas
pueden distinguirse dos tipos si se diferencia entre homdlogos, numerando las
cromatidas de 1 a4 (1 y 2 pertenecen a un homélogo y 3 y 4 al otro) seran diagonales |
cuando la cromatida 3 interviene en los dos sobrecruzamientos y la 4 en ninguno (una
cromatida en anillo no interviene en los sobrecruzamientos) y por ultimo diagonales |
seran los casos en que la cromatida 1 no interviene en ningun sobrecruzamiento y la 2
en los dos (una cromatida en bastdn no interviene en los sobrecruzamientos).

Los heterocigotos para un cromosoma circular son especialmente interesantes
para el estudio de las 4 clases de dobles sobrecruzamientos, en primer lugar porque se
distingue perfectamente entre los dos cromosomas, homologos por ser de distinta
morfologia y las dos clases en que intervienen tres cromatidas (diagonales | y
diagonales Il) son facilmente diferenciables ya que en las de tipo | sélo interviene una
cromatida del anillo y en las de tipo Il sélo interviene una cromatida del cromosoma en
baston; pero ademas esta distinta morfologia determina que en anafase | y en
anafase Il se produzcan configuraciones no habituales. Los primeros trabajos en este
sentido se deben a Schwartz (1952) con un cromosoma en anillo derivado del 6 de
maiz en heterocigosis, en el que analiza los quiasmas en el brazo largo (en el brazo
corto tiene el NOR) (Fig. 6.11).
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Esto unido a la existencia de puentes dobles en anafase Il lleva a postular la existencia de
sobrecruzamientos meioticos entre cromatidas hermanas (Fig. 6.12).

(El 35% de los puentes sencillos en anafase Il lo compondran los diagonales Il y los
casos de un sobrecruzamiento entre cromatidas hermanas del anillo mas otro
sobrecruzamiento entre homdlogos).
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Considerando esta hipétesis de trabajo se |[remas] 4 gl ENTRE CROMATIDNG HERMANAG +
pueden explicar todos los resultados sin |

interferencia cromatidica y sin que exista ninguna
objecion.

Con la intencién de estudiar la posibilidad
de existencia de interferencia cromatidica se
demuestra la existencia de sobrecruzamientos
entre cromatidas hermanas.

EJEMPLO DE UN ANILLO (Detectado en el Servicio de
Genética del Hospital Central de Asturias)

Se describe el caso de un paciente normal al
nacimiento y con problemas de pigmentacion en
extremidades a los 18 meses. En su cariotipo se detectd un
cromosoma 19 en anillo en el que no se apreciaba pérdida
de bandas.

En principio se concluye que el anillo se formé por
pérdida de los extremos sin arrastrar informacion genética
de importancia.

Para tratar de determinar la pérdida
submicroscopica que se produjo en la formacion del anillo
se extrae DNA de limfocitos y se hibrida con clones de
sondas de fragmentos de DNA del cromosoma 19 (se cubre
con estas sondas todo el cromosoma hasta las regiones
subtelomeéricas inclusive).

Los niveles de hibridacién (cantidad de sonda
hibridada) seran aproximadamente 1/2 para los fragmentos
que faltan en el homdlogo en anillo. Sorprendentemente no
se detecto nivel bajo alguno por lo que se concluye que las
deleciones terminales del cromosoma que circulariza no
incluyen ni las regiones subteloméricas.

A continuacion por cariotipado de los padres se
concluye que se ftrata de una anomalia estructural
producida “de novo”.

Como un cromosoma en anillo, al igual que cualquier otro cromosoma, durante las mitosis del desarrollo
embrionario puede sufrir intercambios entre cromatidas hermanas que tendrian como consecuencia
normalmente dicéntricos inestables, en condiciones normales se esperaria que los nuevos cromosomas en
anillo llevasen deleciones y/o duplicaciones con lo que el portador deberia mostrar algun tipo de sindrome
inespecifico (las deleciones y/o duplicaciones se esperan distintas en las diferentes células con
sobrecruzamiento entre cromatidas hermanas). Sin embargo en este caso el fenotipo es normal. Para explicarlo
deben buscarse mecanismos que impidan las células desequilibradas, bien porque eviten que se produzcan,
bien porque eliminen las células implicadas. En todo caso deben ser procesos sistematicos, que ocurran
siempre.

Con animo especulativo podria pensarse que las regiones subteloméricas son mas fragiles que el resto
del cromosoma y el dicéntrico, cuando se forma, se escinde siempre por el mismo sitio produciendo células
equilibradas.

Como otra especulacion podria pensarse que el pequefio tamario y el plegamiento sobre si mismo del
cromosoma dificulta hasta impedir de modo sistematico la coorientacién anfitélica de los centromeros de las
cromatidas por lo que se formaran células 2n+19 y otras 2n-19 en ambos casos inviables, que serian
sustituidas por otras en el desarrollo embrionario.

Especial interés tiene en este caso el analisis de la meiosis por la posibilidad de formaciéon de gametos
descompensados. A los datos ya conocidos debe afadirse que el bivalente 19, metacéntrico pequefio,
probablemente tiene en la inmensa mayoria de las meiosis un solo sobrecruzamiento.

Problemas n® 2,4 vy 5.
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DUPLICACION:

Bridges en 1919 definié mas o menos la duplicacion como un cambio cromosémico
estructural que produce la duplicacion o repeticidn de una seccion del genoma de los
procariotas o eucariotas. Es en resumen una ganancia de un segmento cromosoémico.

CLASIFICACION:

Para definir las duplicaciones se tiene en cuenta en primer lugar la posicion relativa
de los segmentos repetidos entre si (el original y la copia).

La primera clasificacion distingue entre duplicaciones en tandem y duplicaciones
desplazadas.

Una duplicacion EN TANDEM es aquélla en la que el segmento repetido se coloca
adyacente con el segmento del que se origind. Dentro de ellas hay dos tipos EN
TANDEM DIRECTO en las que el segmento duplicado conserva el mismo orden de
los genes que el segmento original, EN TANDEM INVERSO cuando en el segmento
duplicado los genes presentan en su orden una imagen especular del segmento
original.

foaane  SAMAnEe  Ategfiimie

En cuanto a las duplicaciones desplazadas, debe hacerse referencia a otros
puntos de los cromosomas, empezando por el centrémero:

DESPLAZADA HOMOBRAQUIAL: La duplicacién, separada del segmento original,
esta en el mismo brazo que éste.
ABCDEFFG ABCDECOPFrFG A BCDE DO PFQ

L——l [ SN [ —

DESPLAZADA HETEROBRAQUIAL: La duplicacion, separada del segmento
original, esta en el otro brazo cromosomico.

Ser directa o inversa depende del orden de los genes de la duplicacién y del
segmento original respecto al centromero; si estan colocados en el mismo orden
respecto al centrdmero la duplicacidon es directa, si estan en otro orden respecto al
centromero la duplicacion es inversa.

En la practica se han encontrado algunos tipos de duplicaciones que resultan
dificilmente clasificables en los tipos anteriores. En primer lugar estan las que duplican
un segmento que incluye al centromero, son las DUPLICACIONES
CENTROMERICAS vy las hay en tdndem y desplazadas. En algunos de estos casos
no es facil hablar de directas o inversas, ni de homobraquiales o heterobraquiales.
ABMpErg ARQRARADEFQ

dupliohiloti, chrmmniiang o8 Shakin
A B CDEVFaGaG a B DE BCFa ABEDECABFG

Swireiore searapiive fevtamie
Otros casos de duplicaciones no pueden incluirse dentro de las anomalias que

afectan a un solo cromosoma; son los casos en que el segmento duplicado se
encuentra localizado en otro cromosoma diferente (no homdlogo) del segmento
original. Estas duplicaciones son denominadas por algunos autores como
“transposiciones” si bien en la mayoria de los textos se les llama duplicaciones
intercromosomicas y se reserva el término transposicién para el caso de translocacion
no reciproca o para el cambio de posicion de un segmento dentro del mismo
cromosoma.

A B CDEFG H Il JDEK

duplicacion intercromosdmica

ABD OBOOENFQ
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También deben considerarse los casos en que se duplica un segmento que incluye
el centromero y se independiza constituyendo un cromosoma anular si no duplico

teldmeros o un nuevo cromosoma si hay telomerizacion.

A B CDEFG A B
= —
teloduplicado

Por ultimo no deben olvidarse los casos de duplicacion por misdivision de un
acrocéntrico dando lugar a un ISOCROMOSOMA.

LN M-pn‘m-p- 9.-2-'&.-.-.-9..-‘-‘-‘-

En este proceso de misdivision (division transversal del centdmero) se puede
formar un cromosoma especular y por tanto con la informacion del brazo largo
duplicada, que sera estrictamente metacéntrico y normalmente el hemicentrémero con
el brazo corto se pierde rapidamente. (También se puede explicar por duplicaciéon
centromérica de un telocéntrico que da lugar a un dicéntrico).

EFECTOS GENETICOS:

Asi como las deleciones producen efectos drasticos y en muchos casos deletéreos
para los portadores, las duplicaciones pasan mas desapercibidas, se soportan mucho
mejor en todos los organismos, son mas estables y tienen mas posibilidades a nivel
evolutivo.

Sin embargo en algunas ocasiones pueden producir distorsiones en los analisis
genéticos formales e incluso a veces presentan herencia de tipo poligénico.

Como ejemplo del comportamiento genético de las duplicaciones tradicionalmente
se presenta el caso de “Bar”.

El gen Bar fue descrito como mutante de Drosophila melanogaster por Tice en
1914 como productor de fenotipo con ojo estrecho y alargado, ligado al sexo y
dominante, y localizado genéticamente en el punto 57.0 del cromosoma X (Fig. 7.1).

—

Se describe ademas que el mutante apareci6 como [= :
descendiente de padres normales y, a partir de este individuo spenen e primer o
se consiguié una cepa mutante y no segregante (Fig. 7.2). ? X d <
En 1917 May describe Ia * {,
cepa o segregate aparicion de los  primeros B
B ooxgyp—Db revertientes a normales y en <
B + ) 1920 Zelany cuantifica la
B B frecuencia de reversion desde “Bar” a normal esta-
9 ¢ —< | bleciendo que 1 de cada 1600 es revertiente, pero ademas

describe que hay otros segregantes que tienen el ojo
todavia mas reducido que los mutantes Bar.

A este mutante con mayor reduccién del niumero de facetas lo denominé ULTRA -
BAR.

Tres anos mas tarde Sturtevant y Morgan y luego Sturtevant en 1925, abordan el
tema y para explicar por una parte la alta frecuencia de revertientes, sin duda superior
a cualquier tasa de mutacion razonable y por otra pero paralelamente la aparicion de
mutaciones potenciadas en su fenotipo andémalo (ultrabar), proponen que ultra - Bar es
una duplicacion y los revertientes una delecion del gen Bar pero que se producen por
recombinacion irregular y por tanto con frecuencias muy altas (Fig. 7.3).
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En 1935 y después de la puesta a punto de la técnica de cromosomas politénicos,
Bridges retoma el problema y citolégicamente determina que asociado al fenotipo Bar

se encuentra sistematicamente

la duplicacion del

segmento de cromosomas

politénicos 16A. Asi los resultados obtenidos por los diferentes autores podrian

explicarse de la siguiente forma (Fig. 7.4).
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“Bar”, asociado con la duplicacién del segmento 16A (concretamente con 3 bandas
sencillas y 2 dobles) (Fig. 7.5), lo que produce es un retraso del primordio del ojo
durante la division celular. Al aumentar las dosis de Bar

el dibujo original es de Bridges 1935

[Fera)

I |
Normal Ultra-Bar

Llama la atencién que
las homocigotas Bar y las
heterocigotas ultra - Bar,
que tienen el mismo numero
de dosis del segmento 16A
(4), no presentan el mismo
numero de facetas (68 y 45
respectivamente).

A este fenbmeno se
le llamé “efecto de posicion
estable” (en contraposicion
con el efecto de posicidon
variegado). Este efecto

aumenta el retraso y disminuye el numero de facetas

que constituyen el ojo.

En este sentido Sturtevant en 1925 contabilizd el

namero medio de facetas que tenian las

Y con

distintas constituciones cromosémicas (Fig. 7.6):
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también llamado “cis - trans” implica que cuando dos segmentos extra estan en el
mismo cromosoma tienen un efecto mayor que cuando estan en distinto cromosoma,
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relacionandose esto con la inestabilidad que se produce cuando hay mas de un
segmento cromosémico duplicado por cromosoma.

MITOSIS: Al igual que ocurre en otras anomalias estructurales, las mitosis de
portadores de duplicaciones no suelen tener problemas por lo que el desarrollo
embrionario no se ve alterado por el comportamiento cromosomico.

MEIOSIS: La tendencia de los cromosomas homélogos a aparear en la mayor longitud
posible determina que durante la zigotena se formen figuras espaciales complejas en
los individuos portadores de duplicaciones, con la consiguiente formacion de
sobrecruzamientos irregulares y gametos andmalos (como se ha visto en Bar la
recombinaciéon irregular produce alteracion del numero de dosis, pudiendo éstas
multiplicarse o reducirse). Por otra parte las repeticiones de fragmentos permiten que
aun con la intervencién de unos mismos cromosomas no siempre los apareamientos
sean iguales por lo que prever sus consecuencias es mucho mas complicado que en
los estudios de otras anomalias cromosdmicas. Ademas del numero de dosis es
importante la homocigosis en que se encuentren y su longitud. La variabilidad en el
comportamiento puede ser muy grande por lo que nos limitaremos a ver algunos
ejemplos.

En las duplicaciones en tdndem los apareamientos mas frecuentes son (fig.
7.7):
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Para analizar los sobrecruzamientos deben representarse las dos cromatidas en cada
cromosoma y considerar la posibilidad de recombinacién entre cromatidas hermanas.

En un heterocigoto para una duplicacion en tandem directo lo normal es un
apareamiento de los cromosomas homodlogos con un bucle del tamafo de la
duplicacibn que no tiene que ser forzosamente coincidente con ésta. Los
sobrecruzamientos, no importa donde se den, no alteran la formacion de gametos que
siempre seran 1/2 normales y 1/2 portadores de la duplicacion (Fig. 7.8).
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Cuando el apareamiento no es completo y se complica como se indica en el
esquema siguiente, los sobrecruzamientos pueden producirse en la zona duplicada
entre cromatidas hermanas o en la misma cromatida Fig. 7.9).
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El sobrecruzamiento entre cromatidas hermanas tiene como consecuencia la
aparicion de un revertiente y una cromatida en la que se repite la duplicacion. Si se
recuerda el comportamiento de la duplicacion Bar se podria explicar la aparicion de
ultra - Bar y de los revertientes mediante un modelo como éste a partir de un
heterocigoto.

Cuando el sobrecruzamiento se produce entre dos zonas de la misma cromatida
se forma un anillo del tamafio de la duplicacién que se pierde. Los gametos que se
forman seran 3/4 normales, 1/4 portadores de la duplicacién (Fig. 7.10). Los
sobrecruzamientos entre homdlogos no producen desequilibrio nuevo.
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En las duplicaciones en tandem inverso, al igual que se ha visto en las directas, si
hay un buen apareamiento y solo el segmento duplicado queda como un bucle sin
aparear, sean cuales sean los sobrecruzamientos que se produzcan, se forman 1/2 de
gametos normales y 1/2 con la duplicacién invertida. Pero ademas se pueden dar otros
apareamientos:

En los apareamientos tipo “fold back” cuando se produce un sobrecruzamiento
entre dos segmentos de la misma cromatida los gametos son 1/2 normales y 1/2 con
duplicacion invertida (Fig. 7.11).

== Q) rese
x . A B CD EFFPF DG ¥ ahin
. . A B OCDEF FE D g '_ﬂ."IODIF;x:.xEI(IIl" .
A D cOEF Fn D g
A B C J=u=-=-l-‘-‘-a- 1Fp'-!-!-!-'-al

Un sobrecruzamiento en el “fold back” entre cromatidas hermanas produce un
dicéntrico y un acéntrico (que se pierde) en anafase | y un dicéntrico en puente en
anafase Il (Fig. 7.12).
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La mitad de los gametos abortaran, son desequilibrados e inestables por ciclos
puente - rotura - fusion, y los viables son todos normales.

Siguiendo con las duplicaciones en tdndem inverso y en heterocigosis, cuando la
region duplicada invertida aparea con el cromosoma normal, un sobrecruzamiento en
esta zona provoca un puente en anafase | y pérdida de un fragmento acéntrico (Fig.
7.13).

Si se forman 4 productos meidticos 1/2 seran desequilibrados, 1/4 normales y 1/4
portadores de la duplicacion.

Los desequililibrados tendran un cromosoma sin uno de los teldbmeros que entrara
en las divisiones siguientes en ciclos fusion - puente - rotura, su desequilibrio se ira
acentuando y terminaran por perderse.

En las meiosis femeninas el gameto suele formarse en uno de los extremos del
conjunto de los meiocitos y si las placas de division son paralelas nunca el meiocito que
se diferencia como gameto va a ser portador de cromosomas desequilibrados pues los
que intervienen en el puente quedan en una posicion central.

Cuando la duplicacion se encuentra en homocigosis el apareamiento puede ser
continuo a lo largo de todo el par de homdlogos y si se forman bucles los
sobrecruzamientos pueden producir revertientes y multiplicacion de la duplicacién tal
como se ha visto en el ejemplo Bar.

IDENTIFICACION:

En mitosis puede detectarse una duplicacién, tanto en homocigosis como en
heterocigosis si se modifica sensiblemente el tamafo del cromosoma o cuando se
vean alterados los patrones de bandas.

En cromosomas politénicos, siempre que el organismo los presente, la
identificacion resulta facil normalmente pues se conjuga la existencia de apareamiento
entre cromosomas homoélogos que pone de manifiesto cualquier irregularidad con los
detallados patrones de bandas que permiten identificar segmentos concretos tanto en
hetero como en homocigosis.

En las primeras etapas de la meiosis ya sea por la secuencia de cromémeros ya
por el apareamiento de homadlogos, son identificables las duplicaciones. Conforme se
van espiralizando los cromosomas cuanto menor es la duplicacién resulta mas dificil
identificarlas.

No debe olvidarse que las consecuencias genéticas de las duplicaciones pueden
permitir su identificacion. En los heterocigotos los problemas de apareamiento
producen una bajada en la frecuencia de sobrecruzamientos que se reflejara en las
frecuencias de recombinantes. Los homocigotos tienen un comportamiento diferente ya
que su apareamiento tiende a normalizarse y al ser los cromosomas mas largos las
distancias genéticas entre los genes seran mayores que en los individuos normales.
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FORMACION DE LAS DUPLICACIONES.

La produccién artificial de duplicaciones fue estudiada detenidamente en D.
melanogaster por Slizynska en 1957 y 1963. Partiendo de cromosomas con dos
cromatidas (replicados) se pueden producir 4 tipos de roturas y reuniones (Fig. 7.14).
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Los datos obtenidos fueron: tipo 1: 29; t|po 2. 9, tipo 3: 4; tipo 4: 1.

En la naturaleza deben producirse duplicaciones como éstas pero no pueden
descartarse otros modelos como los ocurridos durante la replicacion, por tartamudeo de
las polimerasas (después se hablara de las repeticiones de tripletes) o cambiando de
hebra y volviendo hacia detras.

Por ultimo debe indicarse que también se pueden generar duplicaciones a partir de
otras anomalias estructurales como se vera en su momento.

IMPORTANCIA EVOLUTIVA DE LAS DUPLICACIONES:

Aunque suponen una carga genética extra y producen desequilibrios, las
duplicaciones son sin duda un fenémeno evolutivo de primer orden como se pone de
manifiesto por la gran cantidad de ellas que se encuentran en la naturaleza. Como
ejemplos basta citar algunas de las familias génicas fijadas en mamiferos (v.g. las
hemoglobinas) que sin duda provienen de una unica secuencia original.

Las duplicaciones permiten el mantenimiento de mas variabilidad sin resultar letal
e incluso sostener la variabilidad sin que la informacion original segregue.

En otros casos las duplicaciones generan directamente nuevas variantes alélicas
por recombinacion irregular ilegitima. Algunos ejemplos estan ampliamente
documentados como el caso de las haptoglobinas que son proteinas sintetizadas en el
higado cuya funcion es unirse fuertemente a la hemoglobina formando complejos
solubles que no precipitan. Por electroforesis de almidén, en la que se separan las
proteinas por su tamafo, se detectaron 3 tipos de individuos con haptoglobinas

diferentes, Hp 1-1 Con una freousncia en Fobisaknes eLropeas del 15%
Se pensO que los genes |Hp1-2 Con una freousnala dal 4D%
que controlan la formacién de

estas proteinas se llamaron Hp1 y Hp2 y en Europa sus frecuencias génicas debian
ser 0.4 y 0.6 respectivamente.

A los 3 fenotipos se correspondian los genotipos:

|Hp? Hp! [Hp 1-1]; Hp1 Hp? [Hp 1-2]; Hp? Hp2 Hp 2-2]|

Del analisis bioquimico de las haptoglobinas se desprende que cada una en
realidad es un dimero, esta formada por dos cadenas polipeptidicas llamadas o y B .
Todas las haptoblobinas tienen una cadena b  idéntica (sin variabilidad). Sin embargo
en las cadenas a hay 2 tipos diferentes, 100 y 20.. La 1a tiene un peso molecular de
aproximadamente 9000 mientras que la 2o tiene un peso molecular de 12000.

Analizando estas variantes electroforéticamente (corren en un gel mas o menos
dependiendo de su carga eléctrica, no se encuentra variabilidad ni en B ni en 20 pero si
hay dos variantes en 10o; 1Fo que durante la electroforesis se desplaza mas en el gel
(rapida) y 1Sa que se desplaza menos (lenta). Sin tener en cuenta la cadena 3 pues no
tiene variabilidad, los genotipos para las haptoglobinas serian:

[Hp 1-11- Hp™ Hp™: Hp™ Hp™: Hp™ He'S; Hp 1-2.-:Hp™ Hp*~ H s [He 2-21.-
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FENOTIFO Hpi| [He1-2) |Hp 3.
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POLIPEFTIDO AIN VARIABILIDAD

Al analizar las secuencias aminoacidicas de los polipéptidos a se encuentra:

1aF tiene 83 aminoacidos con glutamico en la posicion 54 (a 29 del final)

1a.S tiene 83 aminoacidos con lisina en la posicion 54 (a 29 del final); 2. tiene 142

aminoacidos con glutamico en la posicion 54 vy lisina en la 113 (a 29 del final). Tal
parece que 20 es una duplicacion no completa de 1oF y 1aS (Fig. 7.15).
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Por las secuencias aminoacidicas se puede interpretar que el alelo Hp2 se formo
por recombinacién desigual en un individuo heterocigoto Hp1F Hp1S.

Como se ve la diversidad se genera en un caso por mutacidn (glutamico - lisina) y
en otro por duplicacién (de 1o a 2a.) aunque es una duplicacién incompleta.

EJEMPLO DE UNA DUPLICACION DESPLAZADA (Detectada en el servicio de
Genética del Hospital Central De Asturias).

En el cariotipo de un paciente con un sindrome inespecifico en principio, se
detectd un aumento de material en el extremo del brazo corto del cromosoma 2.

I ' Al hacer una
m hibridacion con fragmentos
e = de DNA clonados se
NN W WY W WO B0 WWT| identiica cuplicacion del
segmento  2935-37 sin

pérdida de fragmentos distales. (Esta duplicacion resulta congruente con las

caracteristicas fenotipicas del paciente y con Ias referencias bibliograficas).
Si los padres presentan cariotipo

normal, la formacién de la duplicacion | . 5 . e L -‘.;v:'?.“'
podria explicarse por recombinacion ot A L A N2 B el
irregular entre cromatidas hermanas en ]
mitosis premeidtica de alguno de los y-

padres, con puntos de intercambio p25.3 y []]]]:[,Z[“]m]:]

q35. El paciente si no tiene alterada su
fertilidad, formara 1/2 de gametos con cromosoma 2 normal y 1/2 portadores de la
duplicacién sea cual sea el apareamiento de los segmentos en triple dosis y los
sobrecruzamientos que alli se produzcan sin importar que intervengan cromatidas
hermanas, homélogas o una sola cromatida.

(Como se vera en su momento es posible explicar la formacion de la duplicacion si
uno de los padres es portador de una inversién con los mismos puntos de rotura y
reunion).
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A medio camino entre las mutaciones puntuales y las cromosémicas se encuentran
las “expansiones de repeticiones de trinucleétidos” que dan lugar a sindromes
como la corea de Huntington o el X-fragil.

La historia comun de todas ellas es que en un punto de un cromosoma, codificante
(corea) o no codificante (X-fragil), existe en los individuos normales un triplete repetido
un numero moderado de veces. En algun momento de la vida del individuo normal y
en células de la linea germinal, los tripletes se multiplican anormalmente por lo que el
descendiente formado a partir de ese gameto desarrolla la patologia correspondiente.

No se trata de una multiplicacion por recombinaciones tras apareamientos
irregulares, parece mas bien que es un problema de la polimerasa sobre las
secuencias repetidas (se le llamé deslizamiento), pero hay mas cosas alrededor que
hacen de cada sindrome un fenémeno especifico.

Sindrome de X-fragil (Fig. 7.16): [Fiowa716] STNDROM
En la region g27.3 del cromosoma X se encuentra PREMUTAcncN
el gen FMR-1 que codifica para un complejo de gefg
, . . .y NORMAL 5-52 des 1.000
proteinas relacionadas con la transcripcion. Justamente anprf tepeticiones
. . (cee) 260
antes del primer exdn de FMR-1 se encuentra una \
Xq27.3

secuencia denominada SANT (Secuencia Anterior No
Traducida) constituida por el triplete CGG repetido entre 5 y 52 veces en los individuos
normales.

Los problemas comienzan cuando la zona SANT sufre lo que se conoce con el
nombre de “premutacion” y multiplica el numero de tripletes pasando de entre 5y 52
a tener entre 60 y 260.

El individuo con un cromosoma X premutado tiene un fenotipo normal sea hombre
0 mujer pero en la formacion de gametos no se comportan de la misma manera.

Si el portador de la premutacién es un hombre en su gametogénesis no se produce
multiplicacion de secuencias por lo que sus hijas (sus hijos no reciben el X de él)
tendran un cromosoma X con el mismo numero de tripletes que su padre.

Si el portador de la premutacion es una mujer resulta que los o6vulos con
premutacion tienen un patron de metilacion (imprinting) tal que en la zona de SANT se
produce “deslizamiento” multiplicandose los tripletes hasta niveles patolégicos (mas de
260).

En resumen, si un vardn tiene la premutacién es de fenotipo normal y en la
formacion de los espermatozoides el patron de metilacion del cromosoma X es tal que
impide el deslizamiento. Sus hijas reciben el cromosoma X del padre con el mismo
numero de tripletes en SANT de su padre y seran de fenotipo normal igual que él, pero
en la ovogénesis el cromosoma X premutado sufre deslizamiento y los 6vulos seran 1/2
portadores de un X con mas de 260 tripletes repetidos y 1/2 llevaran el otro cromosoma
X que se supone normal.

El siguiente paso es explicar qué pasa con los individuos portadores de un
cromosoma X con mas de 260 tripletes CGG en la zona SANT de FMR-1, es decir, en
qué consiste el sindrome X-fragil.

Cuando se alcanzan niveles de multiplicacion patolégicos (mas de 260) la regién
SANT se metila en las citosinas de los tripletes y esta metilacion se extiende a las islas
CpG del regulador de FMR-1 por lo que este gen deja de transcribirse y esto acaba por
producir retraso mental, etc. Esto ocurre en los hombres (solo tienen un cromosoma X)
pero las mujeres presentan sintomas mas atenuados ya que por la inactivacion al azar
de los cromosomas X resulta un mosaico con al menos 1/2 de células normales.

Por ultimo es especialmente interesante que los cromosomas X, igual en hombres
que en mujeres, cuando tienen mas de 260 tripletes CGG en SANT alteran su
estructura en Xq27.3 de tal manera que al cultivarlos en medios pobres en acido folico
se rompen sistematicamente por Xg27.3. Por esta fragilidad encontrada en el cariotipo
de individuos con retraso mental empezé a estudiarse todo esto y de ahi el nombre del
sindrome.

AN



En el caso de la enfermedad de Huntington, (Fig. 7.17) (degeneracion nervioa

que es dominante y se manifiesta tardiamente), el 63 N _—
cromosoma implicado es el 4, el triplete es CAG y es parte \ G52 e
del primer exon de la huntingtina (codificante) que se | _ ol 120
encuentra en 4p16.3. NORMAL

En un individuo normal el gen de la huntingtina tiene

en su principio, justamente después del triplete de SNOROME

iniciacion entre 8 y 35 tripletes CAG por lo que la proteina
resulta polimorfica para glutamina en el extremo NH2. A partir de esta situacién puede
producirse la elongacion del numero de tripletes, entre 36 y 120, que resulta patoldgica.

La huntingtina es una proteina funcionante en las terminaciones nerviosas y la
mutacion es dominante pues no pierde su funcion sino que se modifica haciendo que
las células neuronales espinosas medias con el paso del tiempo se alteran y mueren
“‘mientras mas tripletes CAG hay, mas precozmente se manifiesta la enfermedad”. Por
otro lado se sabe que la expansion de ftripletes en este caso se produce en los
espermatozoides, no en las meiosis femeninas (debe tratarse también de un
fenomeno de imprinting). Transmitida a través de la madre se espera que la
enfermedad se manifieste aproximadamente a la misma edad en los hijos que la
hereden pero si es a través del padre los hijos que la hereden tendran muy
probablemente ampliado en niumero de tripletes por lo que manifestaran la enfermedad
mas precozmente. Este fendmeno se conoce con el nombre de “anticipacion”.

DUPLICACIONES PEQUENAS CON EFECTOS FENOTIPICOS EN EL HOMBRE.

La atrofia muscular peronia, también conocida con el nombre de “Charcot-Marie-
Thooth” es una enfermedad corriente con frecuencia de 1 de cada 2500 nacidos vivos.

La pervivencia de los afectados permitié su estudio genético y su localizacion en
17p11.2-p12.

Desde 1993 se ha detectado una relacion directa con la duplicacién en uno de los
cromosomas 17 de una duplicacion de 1.5Mb., que por su tamafo no modifica la
morfologia del cromosoma ni su patron de banda pero que se puede poner de
manifiesto con otras técnicas como la hibridacion “in situ”con fluorescencia (FISH).

La formacion de la duplicacion (aparicion “de novo”) parece que esta relacionada
con la existencia en el cromosoma 17 normal de una secuencia de 24 Kb. repetida y
separadas ente si por 1.5 Mb. Se le ha llamado CMT1A-REP.

Lo que se ha podido detectar es que en el cromosoma 17 normal existen las dos
secuencias repetidas con 1.5 Mb. entre ellas y cuando aparece la duplicacion de 1.5
Mb. esta situada en tdndem directo y en su nuevo extremo hay otra secuencia de
24Kb. (en total 3).

Se piensa que se puede formar la duplicacion por recombinacion regular ilegitima
durante la meiosis.

La duplicacion se encontrdé también en homocigosis lo cual da una idea de la alta
frecuencia con que esta en las poblaciones.
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Asi, partiendo de una duplicacién se generan otros desequilibrios como delecion o
multiplicacion incluso de un fragmento mayor. Pero es de interés determinar en lo
posible como se generd la primera duplicacion. Al analizar las secuencias nucleotidicas
de CMT1A-REP aparecen secuencias Alu en los extremos (fig. 7-20) (las completas
con aproximadamente 200pb.) y entre las secuencias Alu hay, al menos una MLE
(mariner-like element) y genes o parte de genes de proteinas musculares. De esta
forma desde una duplicacion por transposicion se puede llegar a duplicaciones
muchisimo mayores, en algunos casos como este de dos escalones (duplicacion de 24
Kb. y luego duplicacion de 1.5Mb.).

fgura 17-20] /
Alu Alu fruncada Alu \Alu
| — | ]

MLE + genes MLE + genes

Las deleciones y las duplicaciones suponen una alteracion de la cantidad de ADN.
En los casos en que la pérdida de ADN supone una pérdida de informacion genética, la
viabilidad del portador dependera de la importancia de la informacion pero en todo caso
supone un grave problema. Sin embargo en las duplicaciones, sobre todo si son
pequefias, no suponen un gran problema para la supervivencia del individuo ni para su
capacidad reproductora. En muchos casos, sobre todo si no contieen informacién
genética pueden comportarse en principio de manera inocua hasta llegar a tener tal
frecuencia en la poblacion que la homocigosis sea factible.

A partir de este momento la duplicacion puede multiplicarse por recombinacion y si
se desplaza abre la posibilidad de duplicar todo el segmento entre las duplicaciones, ya
sean éstas inversas o directas como se ve en este ultimo ejemplo.
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