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CAPITULO 1
Genes, cromosomas y herencia. La transmision
de la informacién genética

M. Fernanda Alvarez, Anabela Mira y M. Luciana Villaverde

El acido desoxirribonucleico (ADN) es conocido como la molécula de la herencia y es la
que contiene la informacion necesaria para la generacion de todos los organismos vivos. Su
descubrimiento, estudios y aplicaciones permitieron el salto a una nueva era, la era del ADN
o de la Gendmica.

El ADN fue aislado por primera vez por el biélogo suizo Friedrich Miescher en el afio 1869,
quien describié una sustancia rica en fosfatos, sin azufre y resistente a proteasas, con propie-
dades que no se corresponden con lipidos ni proteinas. A esta nueva molécula, presente en
todos los nucleos celulares, se la llamé nucleina, y posteriormente se le asigné el nombre ge-
nérico de acido nucleico.

Unos afios antes, en 1843, el monje austriaco Gregor Mendel empezaba a estudiar la he-
rencia, cuando todavia no se sabia de la existencia de los cromosomas, pero si se observaba
que las caracteristicas pasaban de padres a hijos y que la determinacion de las mismas estaba
dada gracias a "factores". Afios mas tarde, algunos cientificos redescubrieron los trabajos de
Mendel, por mucho tiempo ignorados, y evaluaron este modelo en términos del comportamiento
de los cromosomas. Fue a principios del siglo XX cuando comenzaron a realizarse las primeras
vinculaciones entre la ubicacion de los genes en sitios especificos en los cromosomas, la meio-
sis y la herencia de los genes; compilandose luego la teoria cromosémica de la herencia.

En la década de 1920 Phoebus Levene determiné la composicion de la nucleina, que incen-
tivd posteriores investigaciones como las de Oswald Theodore Avery y su colaborador Maclyn
McCarty, quienes en 1944, determinaron que el ADN es el material que contiene la informacién
genética y forma parte de los cromosomas. Anteriormente las proteinas eran consideradas
como moléculas de la herencia, pero mas tarde se comprobé que el ADN es la molécula res-
ponsable de la misma. Anos después, Francis Crick y James Watson tomaron los datos antes
hallados por Rosalind Franklin y Maurice Wilkins (estudio de difraccion por rayos X del ADN) y
Erwin Chargaff (determiné las proporciones de bases nitrogenadas en el ADN) y, sumando los
hallazgos propios, lograron dilucidar la estructura molecular de doble hélice del ADN. Por ello,
en 1962 Watson, Crick y Wilkins recibieron el premio Nobel.

Ya en el siglo XXI, los avances en la tecnologia aplicada al estudio del ADN, especificamen-

te en los métodos de secuenciacion, condujeron al conocimiento de la informacion genética de
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una gran variedad de organismos, como el ser humano, el maiz y el ratén, posibilitando enor-
mes avances en disciplinas tan diversas como la biomedicina, la paleontologia, la agricultura y

la medicina forense, entre otras.

El ADN y el ARN: las moléculas de la vida

ElI ADN es el material genético que compone el genoma de todas las formas de vida celular,
mientras que algunos virus tienen genomas de acido ribonucleico (ARN). Los acidos nucleicos
son macromoléculas poliméricas lineales, no ramificadas, formadas por cadenas de subunida-
des monoméricas que forman los cromosomas, los cuales estan contenidos en el citoplasma
de las células procariotas y en el nucleo de las células eucaridticas, sus mitocondrias y cloro-
plastos. Es en ellos donde se encuentra codificada la informacion genética de los organismos.

La molécula de ADN esta formada por dos cadenas antiparalelas que se encuentran enro-
lladas alrededor de un eje central formando una doble hélice, mientras que la molécula de
ARN generalmente se encuentra como cadena simple (Figura 1.1). Cada nucleétido esta
formado por tres componentes, recibiendo su denominaciéon acorde a la base nitrogenada

que lo compone:

. Base nitrogenada (adenina, citosina, timina, guanina y uracilo)
*  Azicar pentosa (ribosa o desoxirribosa)

*  Grupo fosfato
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Figura 1.1. Estructura de los nucledtidos de ADN y ARN.
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Genes y genomas

Como vimos previamente, la informacion genética de los organismos se encuentra codifica-
da en las moléculas del ADN, cuya totalidad constituye el genoma de una especie en particu-
lar. EI numero de moléculas que posee cada organismo esta en relacion con el numero de
cromosomas que presenta cada especie, donde cada cromosoma esta conformado por una
unica molécula de ADN. En los organismos procariotas, los genomas estan formados casi
totalmente por informacion que codifica productos finales. EI cromosoma procariota es una
Unica molécula de ADN casi siempre circular, contenida en una regién definida del citoplasma
denominada nucleoide, sin estar separada del mismo por una membrana.

Por el contrario, en los organismos eucariotas la composicidon del genoma es mas compleja,
por ejemplo el genoma humano esta constituido por aproximadamente 30.000 genes y en ge-
neral cada célula del cuerpo contiene dos copias de cada uno de esos genes. En ellos estan
los cédigos quimicos con la informacion que controla y regula cdmo funciona el cuerpo, como
esta constituido, qué aspecto tiene, la especificidad de los 6rganos y los tejidos. Un gen consis-
te en una secuencia especifica de bases, es decir un segmento de ADN, que cuenta con ele-
mentos regulatorios y la informaciéon necesaria para determinar una cadena polipeptidica. En
cada cromosoma de una especie, cada gen se presenta en un lugar determinado al que se
denomina locus (en plural, loci). Estos genes pueden presentar variaciones, dando lugar a la
existencia de formas alternativas o alelos. Si en un organismo diploide los alelos presentes
para un gen o un locus determinado son iguales, lo denominamos homocigota y si los alelos

son diferentes sera heterocigota (Figura 1.2).

Homocigota Heterocigota Homocigota

Figura 1.2. Un organismo diploide posee dos alelos (o variantes) para un locus
(o lugar especifico) en ambos cromosomas homdlogos.

La composicion del genoma eucariota es compleja, diferenciandose las distintas secuen-
cias segun su funcion. Por un lado, las moléculas de ADN estan compuestas por secuencias
que determinan la formacion de proteinas o de diferentes ARNSs; al conjunto de estas se-
cuencias se lo denomina ADN codificante. El resto del ADN, que representa el mayor por-
centaje, que en algunas especies puede ser mas del 90%, esta formado por secuencias no
codificantes cuya funcion puede ser regulatoria, estructural o cumplir otras funciones que aun

se desconocen (Tabla 1.1).
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Tabla 1.1: Tamaiio relativo del genoma y nimero de genes estimado en distintas especies

Especie Tamaino del genoma (Mb) Numero de genes
Streptococcus pneumoniae (bacteria) 2.2 2300
Escherichia coli (bacteria coliforme) 4.6 4400
Euglena gracilis (flagelado unicelular) 1.4 128
Caenorhabditis elegans (gusano nematode) 97 19000
Drosophila melanogaster (mosca de la fruta) 180 13700
Oryza sativa (arroz) 466 45000-55000
Mus musculus (raton) 2500 29000
Homo sapiens 2900 30000

Fuente: Watson et al. (2004) y GenBank

Los genomas de las distintas especies presentan distintos tamafios. Se ha observado que
esta variacion no esta relacionada con el nivel evolutivo, sino con la proporcion de secuencias
codificantes y no codificantes de los distintos grupos. Las bacterias contienen una molécula de
ADN corta, generalmente circular y relativamente exenta de proteinas. Por su parte, las células
eucariotas contienen mayores cantidades de ADN, que se encuentra organizado de manera
compacta para formar las fibras de cromatina. Este incremento en complejidad esta relacionado
con el aumento de la informacion genética presente y con la mayor complejidad asociada a sus
funciones genéticas. Una simplificacion de las distintas secuencias que conforman un genoma

eucariota se muestra en la siguiente figura. 1.3.

genoma nuclear de mamiferos

(100)
»ADN relacionado con genes »ADN no relacionado con genes
(30) | (70)
»secuencias
que codifican »pseudogenes
aminoacidos »secuencias espaciadoras
(3) 1 (56) 1
»secuencias que »secuencias moderada
NO codifican aaltamente repetitivas
aminodcidos (14) = secuencias repetidas en tandem
(27) == secuencias reguladorasde la transcripcion == secuencias heterodispersas

= intronesy secuencias NO traducidas
== ARNry ARNt

Figura 1.3. Distintas secuencias que conforman un genoma de mamiferos.

Las secuencias que no forman parte de los genes ocupan distintas regiones que pueden pre-
sentarse una sola vez o tener repeticiones, pudiendo estas ultimas disponerse de manera contigua

una de la otra (en tandem) o estar dispersas por el genoma. Al igual que la relacién entre las se-
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cuencias codificantes y no codificantes, el tamafio del genoma es muy variable entre especies, sin

correlacién con el grado de complejidad biolégica (paradoja del valor C) (Figura 1.4).

2
Iy ©
. @
x S o
S ) <
& 2]
® Q 3 = © g
T ) = 55 = £ =
2 S S 2 ol T = =
> S 8 E a2 = S
= &g R @ S o > g =
8 8 o B < 8 E © s
ui % S a G x| s <
| | Ll L1l L L L L5 |
1 10 100 1.000 10.000 100.000 Mb

Figura 1.4: Tamario del genoma de diferentes seres vivos. De izquierda a derecha: Escherichia coli (bacteria), Saccha-
romyces cerevisiae (hongo), Caenorhabditis elegans (nematode), Drosophila melanogaster (mosca de la fruta), Gallus
domesticus (gallina), Xenopus laevis (anuro), Homo sapiens (humano), Locusta migratoria (langosta), Triticum aestivum
(trigo), Allium cepa (cebolla), Amphiuma tridactylum (salamandra)

Genoma extranuclear

Denominamos genoma extranuclear o genes no-mendelianos al ADN que esta ubicado
fuera del nucleo, presente en las mitocondrias de animales y vegetales y en los cloroplastos
de estos ultimos. Estas organelas poseen su propio ADN, el cual es transcripto y traducido
dentro de ellas. Este material genético es generalmente de origen materno, ya que el cito-
plasma celular de una cigota procede del gameto femenino, por esta razén se dice que su
herencia no es mendeliana.

La estructura tanto del genoma mitocondrial como de los cloroplastos es muy similar. Am-
bos presentan ADN circular (recuerdan al ADN bacteriano), dispuesto como una doble hélice
superenrollada, cerrada y sin extremos. El ADNmt (ADN mitocondrial) fue descubierto en 1963
y tiene un tamafio reducido, en humanos con aproximadamente 16.569 pares de bases, conte-
niendo 37 genes que codifican ARN ribosémico y ARN de transferencia, ademas de las protei-
nas que participan en la fosforilacién oxidativa. En tanto que el ADNcp (ADN de cloroplastos)
es mas grande, con un tamano que varia entre 80 y 600 kb. Todos los genomas de los cloro-
plastos que se conocen hasta ahora tienen una proporcion muy alta de ADN no codificante, y
ademas alojan los genes que codifican las proteinas de los ribosomas, las subunidades de la

ARN polimerasa y otras proteinas necesarias para la fotosintesis.

Los cromosomas y la “RTT” (replicacion, transcripcidn
y traduccion)

Los cromosomas son las estructuras donde estan contenidos los genes y son los responsa-
bles de la trasmision de la informacién genética. Cada cromosoma es una cadena de ADN,

asociada a otras proteinas y super condensada formando una estructura caracteristica que

13
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observamos durante la metafase (Figura.1.5). Cabe mencionar que durante la mayor parte del
ciclo celular el ADN no esta condensado, sino en forma laxa y solamente adquiere la configura-

cion “compacta” al momento de la division celular.

Fibra de cromatina

nicleo

solenoide

Nucleosomas

~

B oq i ADN + octameros
de histonas

Doble hélice de ADN

Figura 1.5. Modelo general de asociacion entre histonas y ADN para formar desde el
nucleosoma, hasta finalmente conformar el cromosoma metafasico.

En los organismos que presentan reproduccion asexual, los hijos son idénticos a los padres
puesto que son producidos como resultado de la division celular por mitosis. Como consecuen-
cia, la descendencia tiene las mismas ventajas y desventajas que los padres para sobrevivir en
el medio, es decir, no se produce variabilidad genética. La duplicacion de la célula va precedi-
da por la replicacion de los cromosomas. Cuando las células que se originan comienzan a se-
pararse, también lo hacen los cromosomas replicados. Luego de la separacién, quedan como
resultado dos células de idéntica composicion genética (excepto por la posibilidad de una mu-
tacion espontanea).

En los organismos de reproduccion sexual, la transmision de la informacién genética de una
generacion a la siguiente se realiza mediante la produccién de gametas, generadas a través
del proceso de meiosis. En animales y plantas superiores, una célula diploide genera cuatro

células haploides que formaran las células sexuales o gametas (Figura 1.6).
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Célula lista para Meiosis | Meiosis Il
entrar en Meiosis

/ g dIVISIOI"l
_— > o celular
replicacion division
de ADN celular
2n=2 2n=4 |
2 pares de cromosomas 2 pares de cromosomas d|w5|on
homdlogos (1 cromatide c/u) homdlogos (2 cromatides celular
hermanas c/u) on=2
replicacion
de ADN -
: division
celular
Célula lista para Mitosis

entrar en Mitosis

Figura 1.6. Principales sucesos y resultados en la meiosis y mitosis.

Para que pueda llevarse adelante el pasaje de la informacion entre las células progeni-
toras y sus descendientes, indefectiblemente el material genético (los cromosomas) debe
replicarse. La replicacion del ADN se produce de manera semiconservativa, donde cada
cadena de la doble hélice progenitora sirve de molde para la produccién de una nueva he-
bra que se forma por complementariedad de las bases. La cadena de ADN recién sintetiza-
da queda conformada por una cadena vieja y una cadena nueva. Este proceso consta de
tres etapas: iniciacién, elongacion y terminacion y se basa en el apareamiento de bases
entre nucleo6tidos complementarios.

La replicacion en procariotas y eucariotas se desarrolla de manera similar, guardando rela-
cion con la distinta complejidad de los organismos. En los procariotas la replicaciéon tiene un
solo punto de inicio (Ori C) y la realiza una enzima ADN polimerasa particular, mientras que en
los eucariotas existen multiples origenes de replicacién, como asi también multiples formas de
ADN polimerasas, y la replicacién de los extremos (telomeros) de las moléculas lineales de
ADN es llevada a cabo por una enzima especial denominada telomerasa.

La transcripcién es el proceso a través del cual la informacién codificada en el ADN se
transcribe a ARN. Cuando se inicia la transcripcion, parte de la doble hélice de ADN se abre y
se desenrolla en sitios especificos. Una de las hebras de ADN desenrollada actia como un

molde a partir del que se formara una hebra complementaria de ARN. Esta hebra complemen-
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taria de ARN se denomina ARN mensajero (ARNm). En eucariotas, el ARNm se separa del
ADN, abandona el nucleo, luego de sufrir un proceso de maduracion, y se traslada hasta el
citoplasma de la célula. Aqui el ARNm se adhiere a un ribosoma, donde se produce la sintesis
de la proteina (Traduccién).

El inicio de la transcripcion depende de una regidn corriente arriba (hacia el extremo 5’
del ADN) denominada promotor, que representa el sitio de unién a la ARN polimerasa. Los
promotores contienen secuencias especificas de ADN (por ejemplo la caja TATA) que son
esenciales para el reconocimiento y la unién de esta enzima. Al igual que la replicacion, la
transcripcién es mas compleja en eucariotas que en procariotas, ya que requiere la partici-
pacion de factores de transcripcion para su efectivo desarrollo. A su vez, el transcripto pri-
mario eucariético es un pre-ARNm que debe modificarse de diversas maneras antes de
traducirse. Este procesamiento incluye la adicidon de una caperuza de 7-metilguanosina (en
extremo 3') y una cola de poli-A (en extremo 5'), la eliminacion por corte enzimatico de cier-
tas secuencias que no codifican aminoacidos llamadas intrones (proceso de splicing), y la
edicion de bases. Este procesamiento previo del transcripto primario en el nucleo es nece-
sario para que éste pueda atravesar la membrana nuclear y dirigirse al citoplasma, donde
sera traducido a proteina por medio de los ribosomas (Figura 1.7). A diferencia de lo que
sucede en procariotas donde los procesos de transcripcion y traduccion ocurren acoplados
espacial y temporalmente, en eucariotas Estas organelas, compuestas por ARNr y protei-
nas, son las estructuras donde ocurre la traduccion, el proceso que consiste en interpretar
el mensaje cifrado en el ARNm (que proviene del lenguaje del ADN, dado por la secuencia
de nucleétidos) y traducirlo a un lenguaje de aminoacidos que conformaran una proteina
especifica. De aqui que este cambio de lenguaje se denomine traduccion. Los aminoacidos
llegan al ribosoma mediados por un tipo de ARN mucho mas pequeno llamado ARN de
transferencia (ARNt). Cada molécula de ARNt transporta e incorpora un aminoacido espe-
cifico a la cadena de proteina que se esta formando, la cual se pliega en una estructura
tridimensional compleja con la ayuda de proteinas chaperonas que le dan estabilidad,
mientras adquiere su conformacién funcional correcta.

Este cambio de lenguaje es posible gracias a la existencia de un cédigo genético (Tabla
1.2) que vincula la informacion en forma de tres nucleétidos seguidos (triplete o codén) con un

aminoacido especifico, a través del anticodon presente en el ARNt.

FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y MUSEO | UNLP 16



ELEMENTOS DE GENETICA — CECILIA |. CATANESI Y EGLE E. VILLEGAS CASTAGNASSO (COORDINADORAS)

-
ADN polimerasa
5 » 3°  ADNcadena nueva
- 5
REPLICACION ___ 7
ADN cadena molde N T
ACGTCG@ &
T GCAGCATCGG
—
 a
5 ¥
ATGTCGTAGCCCTAAAGCGTG ,ou
. TACAGCATCGGGATTTCGCAC "
TRANSCRIPCION_‘ vl;
5 e AT GTCGTATCCCTAAAGC G e 3’
AUGUCGU ARN inmaduro 5 .
Yo JACAGCATAGGGATTTCGC micka
— .
s Lo LT R S citoplasma
b
' ) AUGUCGUAUCCCUAA _ARN maduro
TRADUCCION 5
— LTJ HJ J
Met- Ser- Tir- Polipéptido
et

Figura 1.7. Diagrama que ilustra como se replica la informacién y a través de qué pasos se traduce a proteinas (es-
quema para células eucariotas).

El Cédigo Genético

El codigo genético haciendo referencia a la definicién de cédigo, hace de nexo entre un
lenguaje y otro. El cambio de lenguaje en este caso es desde la secuencia nucleotidica pre-
sente en el ARNm a una secuencia de aminoacidos que conformaran la proteina, la corres-
pondencia entre estos “lenguajes” estan plasmadas en el codigo genético. EI mismo esta
organizado dando la equivalencia de tripletes o codones de nucledtidos ubicados en el
ARNmM vy los equipara o relaciona con los 20 aminoacidos hallados en las proteinas. Sdélo el
triptéfano y la metionina tienen un unico codén cada uno, mientras que todos los demas ami-
noacidos son codificados por dos, tres, cuatro o seis codones (Tabla 1.2). Esta caracteristica
del cddigo se denomina redundancia. Cabe destacar que existen tres codones que ningun
aminoacido corresponde con ellos, destacado en rojo en la tabla 1.2, determinando el final de

la traduccion o codon de stop.
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para estos codones.

Segunda base
u c | A G
UL Fenilalanina (el UAU Tirosina UG Cisteina u
o UCC Serina UAC UGC c
UUA Leucina UCA UAA Finallzaclén UGA Finallzaclon A
UG UcG UAG Finallzacion UGG Triptéfano G
w| C | CUU CCuU CAU Histidina CGU T »
a8 CUC CCC Prolina cac CGC Arginina C |m
a CUA Leucina CCA CAA Glutamina CGA A |8
c CUG | cCG | CAG | CGG G |g
E AU ACL AAl) Asparagina AGU Senna u =
E ALUC [soleucina ACCT Treonina aAC AGC LB
ALA ATH AAL Glicina AGA Arginina A
AUG Metionina ACG AAG MGG G
GUU GCU GAL Az, Asparticn GGU u
GUC Valina GLC Alaning GAC GGO Glicina c
GUA GCA il Ac. Glutamico GGA A
GUG GCG GAG GGG G

Algunos conceptos sobre Herencia Mendeliana

Los primeros trabajos sobre genética fueron realizados por Gregor Mendel (1822-1884), a
menudo llamado el "padre de la genética”, quien estudid la herencia de siete caracteristicas
diferentes en las plantas de guisantes (altura, color de la flor, color y forma de la semilla, entre
otros), trabajando con lineas puras (en este caso, plantas que se obtienen por autofecunda-
cion, manteniendo la homogeneidad de su composicién genética, son homocigotas para las
caracteristicas analizadas). En uno de sus primeros experimentos utilizé polen de una planta de
flores blancas para polinizar una planta de flores purpuras. Estas plantas de lineas puras cons-
tituyen la generacién parental (P). Todas las plantas resultantes de ese cruzamiento tenian
flores de color purpura. Esta generaciéon de descendientes se denomina primera generacion
filial o filial 1 (F1). Mediante autofecundacion de plantas de la F1 Mendel obtuvo una nueva
generacion filial o segunda filial (F2) de plantas de flores purpuras y plantas de flores blancas.
En este y otros experimentos, Mendel advirtié que al cruzar progenitores con variantes distintas
(fenotipos blanco y purpura) de un caracter (color de la flor) se obtiene una F1 que exhibe una
de las variantes parentales o fenotipo (apariencia o0 manifestacion de una caracteristica gené-
tica). Ademas, cuando se obtiene una F2 mediante autofecundacién de la F1, se observan
ambos fenotipos parentales con una frecuencia de % para el fenotipo que dominé la F1 y de 74
para el fenotipo ausente en la F1, que reaparece en la F2.

Todo ello condujo a Mendel a postular algunas conclusiones:

Concepto de Dominancia: cuando dos variantes distintas de un caracter se encuentran juntas,

las mismas no se mezclan sino que una de ellas domina en la expresion fenotipica.

Principio de Uniformidad de los hibridos: hace referencia a la primera generacion filial (F1) y

explica que cuando se cruzan dos individuos de raza pura (homocigotos), la primera genera-
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cion filial producto de ese cruzamiento entre dos lineas distintas, estara formada por individuos
hibridos (heterocigotos), que seran iguales entre si tanto en su composicidén genética (genotipi-

camente) como en la expresion del rasgo (fenotipicamente).

Principio de Segregacién: cada individuo es portador de dos elementos heredables (alelos de
un gen) que constituyen su genotipo. Los alelos segregan (se separan) en partes iguales du-
rante la formacion de gametas, cada gameta recibira sélo un alelo de los dos que conforman el

genotipo diploide de los progenitores.

Las conclusiones de Mendel pueden representarse graficamente en la figura 1.8, siendo “A” el
alelo dominante, dando arvejas de color amarilla y “a” el alelo recesivo, generando arvejas de

color verde (cruzamiento monohibrido teniendo en cuenta una Unica caracteristica).

En la figura 1.8 la F1 proviene de un cruce Parental de genotipos homocigéticos AA y aa,
generando la F1 con el genotipo heterocigdtico Aa. La F2 se representa mediante un cuadro de
Punnett, una grilla que ubica a las gametas de un progenitor en la primera fila y a las gametas
del otro en la primera columna, donde se observan los genotipos y fenotipos. Dado que las
gametas segregan en partes iguales, cada genotipo obtenido tiene una probabilidad de Y. Las
proporciones fenotipicas esperadas resultan entonces en % de fenotipo dominante (1/4 AA mas

2/4 Aa, amarillas) y ¥4 de recesivo aa (verdes).

Parental AA (Homocigota A) x af(Homocigota a)
Gametas A a
F1 ~ Aa e
& Ta
Gametas A a
F2 A a
A AA Aa

Figura 1.8: Cruce monohibrido. Utilizacién de un cuadro de Punnett para generar la F2.

Posteriormente Mendel realizé experimentos con lineas de plantas que diferian en variantes
para dos caracteres (cruzamiento dihibrido) (Figura 1.9). Cruzando plantas que producian se-
millas lisas y amarillas (AABB) con plantas que producian semillas verdes y rugosas (aabb),
obtuvo una F1 de plantas que producian semillas lisas y amarillas (AaBb). Mediante autofecun-

dacién de la F1 obtuvo una F2 con las siguientes proporciones genotipicas y fenotipicas:
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Parental BB X aabb

Gametas AB ab

F1 \‘AaBb‘/

Gametas ABE aB Ab ab

F2 AB aB Ab ab
AB AAEB AaBB AABD AaBb
aB AaBB
Ab AABD AaBb AAbD Aabb
ab AaBb

Figura 1.9. Cruce dihibrido mendeliano. La F1 heterocigota se autofecunda y da lugar a la F2, que se
calcula utilizando un cuadro de Punnett, donde se presentan las proporciones genotipicas y fenotipicas.

A partir de este y otros experimentos, Mendel postulé la ley de distribucién independien-
te, que establece que los alelos de dos (o mas) genes diferentes se reparten en los gametos de
forma independiente uno del otro. En otras palabras, el alelo de un gen que recibe una gameta
no influye en el alelo que recibe la misma gameta, de otro gen.

En 1902 y 1903, Walter Sutton y Theodor Boveri respectivamente publicaron trabajos inde-
pendientes que propusieron lo que ahora llamamos la teoria cromosémica de la herencia.
Esta teoria postula que los genes individuales se encuentran en lugares especificos (cada uno
de ellos llamado locus) en cromosomas particulares. De esta manera, el comportamiento de los
cromosomas durante la meiosis puede explicar por qué los genes se heredan de acuerdo con
las leyes de Mendel. La teoria cromosémica de la herencia fue propuesta antes de que hubiera
cualquier evidencia directa de que los rasgos se portaban en los cromosomas, y al principio fue
controversial. Al final, se confirmd por medio del trabajo del genetista Thomas Hunt Morgan y
sus estudiantes, quienes estudiando la genética de las moscas de la fruta (Drosophila melano-
gaster) observaron que algunos pares de genes no segregaban al azar, sino que tendian a
heredarse juntos. Morgan sugirié que posiblemente los genes estuvieran ubicados en el mismo
cromosoma Yy por lo tanto se trasladaban de manera conjunta durante la meiosis. Ademas pro-
puso que los genes ligados (rara vez se separan cuando ocurre recombinacién), se encuentran

juntos en el mismo cromosoma.
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Herencia ligada al sexo

La herencia ligada al sexo ocurre en organismos con determinacion cromosomica del sexo,
donde se presenta un par de cromosomas desiguales denominados heterocromosomas, como
por ejemplo el par XY en mamiferos. Si bien estos cromosomas comparten regiones homoélo-
gas, muchos loci del cromosoma X no tienen su homaologo en el cromosoma Y. Esta situacion
se denomina hemicigosis y determina que los caracteres que responden a los loci ubicados en
el cromosoma X se manifiesten ligados al sexo, mientras que los ubicados en el cromosoma Y
se denominan holandricos.

El estudio de la herencia de genes localizados en cromosomas sexuales fue iniciado por
Morgan y sus estudiantes en los inicios del siglo XX. Por ejemplo, en las moscas de la fruta el
color de ojos salvaje es rojo. Morgan con su trabajo establecio que la herencia del color de ojos
blancos, dada por un alelo mutado de caracter recesivo, estaba ligada al sexo y que ello podria

explicarse asignando el color de ojos a un locus de la regién no homaologa del cromosoma X.

Genealogias

En los seres humanos, animales domésticos y otros organismos el modo de herencia se
analiza mediante genealogias o pedigries, estudiando y construyendo arboles familiares, que
indiquen la presencia o ausencia del fenotipo que se analiza. Existen convenios que los gene-

tistas adoptan a la hora de construir genealogias (Figura 1.10).

1 2 DMacho
] |J_‘| OHembra
1 2 3 41 5 JZﬁ:allecidola

V4 consanguinea
1 <>Sexo no

[ISano @ especificado
BEnfermo ﬁb

> Las generaciones se indican con numeros romanos

> Los individuos se indican con numeros arabigos
Figura 1.10. Convenios que se utilizan normalmente para genealogias.
Ya que hombres y mujeres difieren en sus cromosomas sexuales, los patrones de herencia
ligados al sexo que se observan en humanos pueden explicarse aplicando el mismo principio

genético, y se puede predecir como se hereda ese caracter. Por ejemplo, los genes que codifi-

can el daltonismo y la hemofilia se encuentran localizados en el heterocromosoma X.
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Ampliaciones de la Genética Mendeliana

Sabemos que los alelos se transmiten de padres a hijos, pero existen modos de herencia
que generan modificaciones y ampliaciones de los principios basicos de Mendel. A menudo las
variantes fenotipicas que se observan resultan de la interaccion entre alelos del mismo locus o

de loci distintos, estos modos de herencia mas complejos se detallan a continuacion.

Variaciones de la dominancia

Las siete caracteristicas que Mendel estudid presentan dominancia completa y dos variantes
alélicas en cada una de ellas (por ejemplo semillas lisas y rugosas) debido a que el fenotipo del
heterocigota es igual al de uno de los homocigotas parentales. Pero él también observé que otras
caracteristicas no tenian rasgos que mostraran este tipo de dominancia. Cruzé dos variedades
homocigotas que diferian en el tiempo de floracién y observé que la F1 presentaba tiempos de flo-
racion intermedio entre los tiempos de floracién de los individuos cruzados pertenecientes a la ge-
neracion parental. Cuando el heterocigota presenta fenotipo cuya presentacion es intermedia a la
de los homocigotas, se habla de dominancia incompleta. Otro tipo de interaccién entre los alelos
de un mismo gen, es la codominancia, en la que el fenotipo del heterocigota no es intermedio en-

tre los fenotipos de los homocigotas, sino que expresa simultdaneamente ambas variantes alélicas.

Alelos letales

Muchos productos génicos son esenciales para la supervivencia de un organismo y las mutacio-
nes ocurridas en las secuencias que los codifican pueden generar pérdida de funcion y afectar la
sintesis de los mismos. Cuando un gen presenta tal tipo de mutacion se comporta como alelo letal,
causando la muerte en una etapa del desarrollo, por lo que algunos genotipos desaparecen en la
progenie. Un ejemplo es el pelaje amarillo de los ratones que se obtiene por una mutacién que re-
sulta letal en homocigosis. Si se cruzan ratones amarillos heterocigotas (AYAY), en condiciones nor-
males se esperaria que este cruce produjera 2 AYAY, 12 AYAY y V4 AYAY, y resultara en % de amari-
llos y V4 de aguti. Sin embargo, los ratones homocigotas AYAY son concebidos pero nunca comple-

tan el desarrollo, lo que deja una relacion de 2:1 de ratones amarillos (AYAY) y ratones aguti (AYAY).

Epistasis

La epistasis se produce cuando el caracter estudiado estd gobernado por mas de un locus. La
situacion mas sencilla que podemos imaginar seria la de un caracter controlado por dos loci, y cada
locus con un par de alelos: A, a y B, b. En este caso, ademas de las influencias entre alelos del
mismo locus (influencia de A sobre a, e influencia de B sobre b), se producen influencias entre ale-
los de distintos loci (influencia de los alelos A y a sobre los alelos B y b, o viceversa). En la tabla 1.3
se muestran las proporciones fenotipicas mendelianas esperadas para la descendencia de un cruce

dihibrido, junto a algunas posibles alteraciones debidas a diferentes tipos de epistasis.
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Tabla 1.3: Obtencién de las proporciones dihibridas modificadas a partir

de los diferentes tipos de interacciones génicas.

Tipo de interaccion génica A-B- A-bb aa B- aabb
Proporciones Mendelianas 9 3 3 1
Epistasis dominante simple de A sobre B/b 12 3 1

ejemplo color en calabaza

Supresion dominante de A sobre B 13 (9+3+1) 3
ejemplo color del plumaje en gallinas

Epistasis recesiva simple de aa sobre B/b 9 3 4

ejemplo color del pelaje en ratones

Epistasis recesiva doble / Genes complementarios 9 7

ejemplo color de la flor de la calabaza

Interaccién doble/ Efecto acumulativo 9 6 1

ejemplo forma del fruto en calabazas

Epistasis dominante doble/ Genes duplicados 15 1

ejemplo color del grano de trigo

Existen muchos caracteres morfolégicos que estan gobernados por mas de un locus. En
muchas especies vegetales el caracter coloracién de la flor esta controlado por, al menos, dos
loci distintos. El caracter coloracion del pelaje en muchas especies animales esta determinado

por tres o mas loci distintos. Por tanto, las epistasis resultantes pueden ser bastante complejas.

Genes ligados

La segunda ley de Mendel postula la segregacion independiente de alelos de diferentes
genes ubicados en distintos loci. Sin embargo, no todos los genes obedecen estrictamente a
esta ley ya que muchos pueden estar ubicados en un mismo cromosoma. Para poder com-
prender este fendmeno debe analizarse lo acontecido durante el proceso de meiosis: durante
la Anafase | ocurre la separacion de cromosomas homaélogos en diferentes células hijas (la
ploidia se reduce, por ello es denominada fase reduccional). Ademas, se debe tener en cuen-
ta que cada cromosoma es portador de varios loci de diferentes genes, y concluir que duran-
te la meiosis segregan independientemente los loci que se encuentran ubicados en diferentes
cromosomas, pero aquellos que se encuentran dentro de un mismo cromosoma permanecen
juntos. Cuando permanecen juntos, se los denomina genes ligados. Sin embargo, existe la
posibilidad de que aun aquellos genes que se encuentran ligados dentro de un mismo cro-
mosoma segreguen a diferentes gametas. Esto se debe a que durante la Profase | de la
meiosis aparecen una o mas estructuras en forma de cruz denominadas quiasmas, formadas

por cromatidas no hermanas de cromosomas homélogos. Pueden ocurrir en distintas posi-
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ciones a lo largo del brazo cromosdmico, aunque su posicion parece no ser azarosa. Repre-
sentan un punto de entrecruzamiento o crossing-over que consiste en la rotura y unién entre
cromatidas no hermanas con intercambio de segmentos entre las mismas. Este intercambio
llamado recombinacién permite que los cromosomas adquieran nuevas combinaciones alé-
licas, ausentes en la generacién parental, rompiendo el ligamiento entre alelos de genes que

se ubican a cada lado del punto de entrecruzamiento.

Ejercicios

1-a) A continuacion se muestra un fragmento de ADN codificante. Complete la tabla agregando

el ARNm y el péptido que se generara a partir de él.

ADN 55 AlT|G|]C|C|T|G|[G]|]C|[T]|]G]|A 3’

ARNm 5 3
aa Extremo Extremo

N Cc

b) ¢, Coémo se llama el proceso que permite el paso de la informacién desde el ADN al ARNm?

¢ Donde ocurre en los organismos procariotas y en los eucariotas?

c) ¢, Coémo se denomina el proceso que permite pasar el mensaje cifrado en el ARNm y pasarlo

a una cadena de aminoacidos (aa)? ¢ En qué sitio ocurre?
Resolucion

a). ARNm: 5" AUGCCUUGGUGA 3’

aa: metionina-prolina-triptofano-STOP

b) El proceso se denomina transcripcion y ocurre en el citoplasma de células procariotas o en el

nucleo de células eucariotas.

c) El proceso que permite pasar de un lenguaje de nucledtidos del ARN a aminoacidos de la
cadena proteica se llama traduccion y ocurre en el nucleoplasma de células procariotas y en el

citoplasma de células eucariotas

2- En cierta especie de plantas el tallo largo (A) es dominante sobre el tallo corto (a) ¢ Cémo
podran ser los descendientes del cruce de plantas de tallo largo con plantas de tallo corto, am-

bas homocigéticas? Realizar un esquema del cruzamiento.
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Resolucién: AA (planta homocigota de tallo alto) X aa (planta homocigota de tallo corto). Toda
la descendencia (F1) va a ser Aa (heterocigota) de tallos altos si el caracter expresa dominan-

cia completa.

3- Enumere los diferentes gametos producidos por los siguientes genotipos y en qué proporciones:

a) AA BB

b) aa Bb Cc

c) Aa Bb Dd

Resolucién: a) Todos AB; b) “aBC- Y“aBc- YaabC- 1/4abc; c) % ABD-% ABd-% AbD-Y% Abd-%%
aBD-% aBd- abD-% abd

4- En el hombre la falta de pigmentaciéon, denominada albinismo, es el resultado de un alelo

recesivo “@” y la pigmentacion normal es consecuencia de su alelo dominante “A”. Dos progeni-

tores normales tienen un hijo albino. Determine:

a) el genotipo de los progenitores

b) el genotipo de los hijos de un hombre albino con una mujer con pigmentacién normal hetero-

cigota (Aa).

Resolucién: a) dos progenitores con pigmentacién normal tienen un hijo albino, es porque

ambos padres tienen que ser heterocigéticos: Aa x Aa.

b) el hombre albino (aa) con una mujer heterocigota (Aa): la descendencia es mitad de los hijos

aa (albinos) y mitad de los hijos Aa (pigmentacion normal).

5-Dos pares de alelos determinan el color de los bulbos de cebolla. Una variedad roja es cru-
zada con una variedad blanca y producen una F1 toda roja. La F2 resultante consiste en 46

cebollas blancas, 36 amarillas y 108 rojas.

a) ¢ A qué proporcion epistatica se aproximan estos datos?

b) ¢ Cémo se denomina esta interaccién?

Resolucién: a) Los datos se aproximan a una proporcion 9:3:4. (Total de la F2 es 190, enton-
ces 46x16/ 190= 4, 36 x 16/ 190=3, 108 x 16/ 190= 9).

b) Epistasis recesiva simple

6- Artrogriposis multiple, sindrome que afecta a uno de cada 3000 nacimientos. Esta patologia

es causada por una mutacion recesiva (a) que afecta el normal desarrollo del tejido nervioso y
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muscular. Cuando se encuentra en condicion homocigética se observa muerte al nacer o fetos
muertos. La heterocromia iridis u ojo blanco es una pigmentacioén ocular anormal que se debe
al genotipo homocigético para un gen autosémico recesivo, siendo normal el individuo BB.
¢, Cuales son los fenotipos esperados entre los descendientes de animales de ojos blancos y

heterocigotas para la enfermedad de Artrogriposis?

Resolucién: los progenitores poseen los ojos blancos por lo tanto el genotipo es (bb), y son
portadores de la enfermedad de Artrogriposis (Aa), por lo tanto el genotipo de los progenitores
es Aabb. Las proporciones genotipicas y fenotipicas de este cruce (Aabb x Aabb): AAbb (1/4),
Aabb (2/4) y aabb (1/4), esta proporcioén es letal, por lo tanto la proporcion fenotipica es: 1/3
(AAbb) sanos para la enfermedad de Artrogriposis y ojos blancos, y 2/3 (Aabb), portadores de

la enfermedad de Artrogriposis y ojos blancos.
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CAPITULO 2
Regulacion de la Expresion Génica

Melina Anello, Nathalie Arnal y Gisela Barbisan

Regulacion de la expresiéon génica en Procariotas

Los organismos procariotas poseen aproximadamente 4000 genes, de los cuales soélo se
expresa una pequena parte dependiendo del ambiente en el que esta creciendo la bacteria. No
todos los productos génicos se necesitan de forma simultanea, ni a los mismos niveles. Es por
eso, que existe un sistema de regulacion que va a permitir, o no, la transcripcién y traduccién
de determinados genes en un momento dado. El control de la sintesis de las macromoléculas
se denomina regulacion de la expresion génica.

Los procariotas deben utilizar parte de su dotacidon genética para poder adaptarse ade-
cuadamente a su entorno, con el que estan estrechamente relacionados y del que son muy
dependientes y, de este modo, garantizar su supervivencia. Estos organismos tienen los pro-
cesos de transcripcion y traduccion acoplados, es decir, que se producen uno inmediatamen-
te a continuacion del otro. Ademas, numerosos genes se encuentran organizados en opero-
nes, los que estan conformados por una unidad regulatoria seguida de varios genes estructu-
rales que dan origen a proteinas, las cuales cumplen funciones relacionadas y presentan una
regulacion coordinada. Estos genes suelen transcribirse juntos en un solo ARNm, denomina-
do ARNm policistrénico.

Estructuralmente, un operén consta de una secuencia de ADN previa a los genes estructu-
rales, que es la secuencia promotora o promotor, o secuencia de inicio, donde la ARN polime-
rasa se une al ADN para iniciar la transcripcién. Entre el promotor y los genes estructurales se
sitla el operador, una secuencia de ADN donde se une la proteina reguladora. El operador
estd a menudo solapado con el promotor de forma tal que, dependiendo de si tiene (0 no) unida
una proteina reguladora, la ARN polimerasa podra realizar (o no) la transcripcién (Figura 1).

Debemos mencionar también la existencia de un gen regulador (R) que no forma parte del
operoén, pero es necesario para su funcionamiento. El gen regulador codifica la proteina regula-
dora que, como fue mencionado anteriormente, interactia con el sitio operador controlando la
sintesis de los genes estructurales. Este gen regulador, a su vez cuenta con su propio promotor
y una sola regién estructural, de este modo vemos que en los organismos procariotas podemos

encontrar genes organizados en operones y otros que no lo estan.
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¢ OPERON >
i Seiales de terminacion :
gl / 1 \
Gen Promotor Gen 2 Gen 3
Regulador

-+ Genes estructurales

Figura 2.1. Esquema simplificado de la estructura de un operén procariota.

Cada uno de los niveles de los que depende la expresion de la informacion génica puede
estar sometido a algun tipo de regulacién, aunque lo mas frecuente es la regulacién al inicio de
la transcripcion. En este sentido, podemos encontrar dos modos de regulacion: la induccién y la
represion. Teniendo en cuenta el tipo de regulacion que se presenta, podemos realizar una
primera clasificacion de los operones en inducibles y reprimibles.

Sistemas inducibles: en estos sistemas es el sustrato el que provoca la sintesis de los ge-
nes estructurales. Por esta razén, al compuesto que desencadena la sintesis se lo denomina
Inductor. Son sistemas que estan apagados y pueden activarse por la presencia del inductor.
Los sistemas inducibles se relacionan con procesos catabdlicos o de degradacion.

Sistemas represibles o reprimibles: en estos sistemas una molécula, normalmente aque-
lla que es sintetizada a partir de la expresion de los genes estructurales, impide la expresién del
operoén. A esta molécula se la denomina correpresor. Son sistemas que estan activos de mane-
ra predeterminada, pero se pueden desactivar por la accion del correpresor. Los sistemas re-
presibles se corresponden con procesos anabdlicos o de sintesis.

Tanto si la regulacién es inducible como reprimible, puede estar bajo control positivo y nega-
tivo. En el caso de control negativo el producto del gen regulador reprime o impide la expre-
sion de los genes estructurales, actuando como un represor. Como consecuencia la expresion
geénica se produce siempre, a menos que sea desconectada por el represor. En cambio, en el
control positivo el producto del gen regulador activa la expresiéon de los genes estructurales,
por eso la transcripcidn se produce sélo si la molécula activadora estimula directamente la pro-
duccion de ARNm.

En principio existen cuatro tipos de sistemas posibles de regulacién de la expresién génica:

Tipo 1: Inducible, control negativo (operdn lactosa y operdn galactosa)

Tipo 2: Inducible, control positivo (operdn lactosa, operdn arabinosa y operon maltosa)
Tipo 3: Represible, control negativo (operén triptéfano y operdn histidina)

Tipo 4: Represible, control positivo (no se han descrito)

Un operdn puede estar sujeto a mas de un tipo de control, como sucede en el caso del ope-
rén lactosa (operén lac), que esta bajo control negativo ejercido por la proteina represora y
bajo control positivo ejecutado por una proteina activadora por catabolitos (CAP) también

llamada proteina activadora del AMP ciclico (CRP, del inglés catabolite repressor protein).
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Operoén Lactosa

Escherichia coli presenta un Unico cromosoma circular que cuenta con la informacién genética
necesaria para regular la expresién de muchos de sus genes en funcién de los niveles intracelula-
res de metabolitos especificos, que varian segun el medio ambiente que rodea a la célula. Los
estudios genéticos sobre la utilizaciéon de lactosa como fuente de carbono permitieron describir un
modelo de regulacion de expresion génica, el operén lac, que es uno de los ejemplos mejor ca-
racterizados de regulacién a nivel de la transcripcion. Dicho operon esta formado por una serie de
genes estructurales, “z”, “y”, "a”, que codifican tres enzimas: B-galactosidasa (z), galactésido
permeasa (y) y tiogalactésido transacetilasa (a). La -galactosidasa es la encargada del
clivaje de la lactosa en glucosa y galactosa, mientras que la funcién de la permeasa es facilitar
el ingreso de este azucar en la célula. Por su parte, la tiogalactésido transacetilasa tiene la
funcion de catalizar la transferencia del grupo acetilo de la acetil Coenzima A al 6-OH de un
aceptor tiogalactésido. Asi, cuando la célula utiliza la lactosa como combustible, se necesita la
accion catalitica de las tres enzimas mencionadas. El conjunto formado por los tres genes
estructurales, el promotor y el operador constituye estructuralmente el operoén lac. En la figura 2
se muestran las partes del operéon lac y su funcionamiento cuando esta presente la lactosa
como unica fuente de energia. Cuando las bacterias crecen en un medio sin lactosa, el operén
lac es rapidamente reprimido por una proteina llamada represor, codificada por el gen |, que no
forma parte del operén propiamente dicho. Esta proteina represora se une al operador (O)
bloqueando la transcripcion de los genes estructurales del operdn lac. La uniéon de lactosa
(alolactosa) al represor genera un cambio conformacional en él, permitiendo su salida del sitio

0. Una vez liberado el sitio O del represor, el ARN polimerasa puede iniciar la transcripcion.

Promotor
cAMP :

CAP
Genl | ----- Sitio CAP Operador| lacZ | lacY | lacA

ARN polimerasa :D
ﬂTranscripcic’m

Represor ARNm policistrénico
+ Represor ﬂTraduccién
[—— Alolactosa
Alolactosa
B-galactosidasa transacetilasa
permeasa

Figura 2.2. Estructura y funcionamiento del operén lac en presencia de lactosa (y ausencia de glucosa).
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El operdn lac presenta ademas otro tipo de regulacién mediada por el adenosin monofos-
fato ciclico (AMPc) y la proteina CAP (catabolite activator protein) o CRP (catabolite repressor
protein). La proteina CAP se encuentra en forma de dimero y so6lo es activa cuando lleva unido
AMPc. El complejo CAP-AMPc se une a un sitio CAP, estimulando la fijaciéon de la ARN polime-
rasa al promotor.

Cuando hay glucosa en el medio extracelular E. coli cataboliza directamente, y preferente-
mente, este azucar sin la induccién de ninguna enzima. A medida que se consume la glucosa,
la célula comienza a producir AMPc. Una vez que la mayoria de la glucosa ha sido cataboliza-
da, los niveles de AMPc son muy altos favoreciendo la transcripcion de los genes estructurales
del operon lac. Los mutantes para la enzima adenilato ciclasa (que no producen AMPc) o para
la proteina CAP presentan niveles muy bajos de expresion de los genes del operoén lac. Por lo
tanto, sin CAP o sin AMPc el sistema permaneceria apagado.

En bacterias, este mecanismo de control positivo se puede hacer extensivo a otros opero-

nes correspondientes al catabolismo de otras fuentes de carbono, como la arabinosa.

Operodn triptéfano

El operdn triptéfano (operon Trp) de E. coli posee cinco genes estructurales necesarios para
la sintesis de este aminoacido a partir de precursores sencillos. Si hay triptéfano (trp) en el
medio de crecimiento, la célula lo toma y no necesita sintetizarlo, por lo tanto, el operén esta
reprimido. Esta represion es llevada a cabo por medio de una proteina represora. Cuando hay
trp en el medio, éste se une a la proteina represora haciendo que cambie de conformacion y
sea capaz de unirse al sitio operador inhibiendo la expresion del operdn. Por este motivo, se
dice que es un sistema reprimible, actuando el mismo trp como correpresor. Es importante
tener en cuenta que la represion no es total. El operdn trp posee ademas otro mecanismo regu-
latorio: la atenuacion.

La atenuacién implica la terminacion de la transcripcion del operon antes del inicio de la
transcripcion de los genes estructurales, y su frecuencia depende de los niveles de trp en la
célula. El proceso de atenuacién ocurre en el sitio atenuador ubicado hacia la regién 3 "del
promotor. Esta zona esta compuesta por 4 regiones que presentan sitios complementarios que
pueden aparearse formando estructuras en horquillas (Figura 3). Segun el trp esté presente o
no, pueden generarse distintas conformaciones en la hibridacion de estas secuencias. La re-
giéon 1 determina si la secuencia 3 va a hibridar con la 2 o con la 4, y codifica un pequefo pép-
tido que posee dos residuos trp. Si se aparean las regiones 2 y 3 no se produce la estructura
atenuadora (horquilla entre las regiones 3 y 4). Cuando comienza la transcripcion de este ope-
rén, simultaneamente se produce la traduccién. Si hay trp en el medio, va a haber ARNt carga-
dos con este aminoacido permitiendo la traduccion de la region 1 por parte de los ribosomas. Al
traducirse la regioén 1, la maquinaria de traduccién queda parada sobre la regién 2, impidiendo

que ésta se una con la region 3. Por lo tanto, la regién 3 se aparea con la 4 formando una hor-
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quilla que es seguida por una secuencia rica en residuos uracilos, formando asi la estructura
atenuadora. La estructura atenuadora implica un mecanismo de finalizacién de la transcripcion
del tipo Rho-independiente. Si no hay trp en el medio, no se puede traducir la regién 1, la ma-
quinaria de traduccién queda detenida en este lugar permitiendo que las regiones 2 y 3 se
unan, y no se forma la estructura atenuadora. Esto permite la completa expresion del operdn

trp para poder sintetizar este aminoacido.

A BAJA CONCENTRACION DE Trp

Codones que Se unen 2-3
requieren trp - No se forma la
aﬁ estructura atenuadora

Secuencia ricaen U
ARNmM para trpE

Ribosoma
Se expresa
el operon

ARN polimerasa

B ALTA CONCENTRACION DE Trp

Estructura
atenuadora

Ribosoma i - 1

Ribosoma detenido ARN polimerasa

en la region 2
ADN No hay expresion
de operén

Figura 2.3. La zona atenuadora posee 4 regiones auto complementarias. La regién 1 posee dos codones que
requieren trp para ser traducidos. Dependiendo de los niveles de trp en el medio donde se encuentra, la bacteria
va a necesitar sintetizar, o no, trp. A. Cuando hay baja concentracién de trp en el medio no hay ARNt cargados
con trp para traducir la regién 1, por lo que la ARN polimerasa queda detenida en esa region. Las regiones 2 y 3
se pueden aparear formando una horquilla que esta separada de la secuencia poli U por la regién 4, por lo tanto,
no se forma la estructura atenuadora. B. Cuando hay alta concentracién de trp en el medio se puede traducir la
regiéon 1y la ARN polimerasa queda detenida en la regién 2. Las regiones 3 y 4 se unen formando una horquilla
que es seguida por la secuencia poli U formando la estructura atenuadora.

La atenuacién es un sistema de control genético en una amplia variedad de operones bio-
sintéticos, especialmente de aminoacidos. En todos los casos el segmento inicial del polipépti-
do transcripto es rico en el aminoacido que controla dicho operon. Otros ejemplos de operones

que utilizan este sistema de control son el operdn his (sintesis de histidina), operén phe (sinte-
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sis de fenilalanina) y el operoén leu (sintesis de leucina). Algunos de estos operones solo po-
seen atenuacion como mecanismo de control, mientras que otros poseen ademas la regulacion
por represion.

A lo largo de la historia se ha logrado un mejor conocimiento del funcionamiento de los ope-
rones gracias a la incorporacion de diploides parciales en el estudio. En genética microbiana se
describen como diploides parciales o merodiploides a aquellos organismos haploides que
han incorporado un fragmento exdgeno que contiene parte de su informaciéon genética, dupli-
candola. Asi, dicha informacién se presenta tanto en el cromosoma bacteriano como en el ADN
exogeno incorporado. En el caso de las bacterias se produce por la presencia de plasmidos
(F’), moléculas de ADN extracromosomicas circulares o lineales que se replican y transcriben

independientemente del ADN cromosémico.

Regulacién de la expresiéon génica en Eucariotas

Los organismos eucariotas superiores estan constituidos, en su mayoria, por numerosos or-
ganos diferenciados, estando cada 6rgano formado por diferentes tipos de células. Sin embar-
go, los millares de células que constituyen estos organismos provienen de una sola célula di-
ploide y para llegar a este resultado, se ponen en juego dos procesos: la multiplicacién vy la
diferenciacion celular. La diferenciacion es el resultado de "encender" y "apagar" diferentes
genes. Pero para obtener un organismo "funcional" no es suficiente que sus células se diferen-
cien, sino que también hace falta que éstas respondan de manera adecuada al ambiente. Para
esto, es necesario que la expresién de cada uno de los genes que van a expresarse esté per-
fectamente regulada.

En eucariotas, los sistemas de regulacion y seleccion se realizan en multiples etapas y a
menudo son arborescentes. Un solo gen puede ser regulado por muchos mecanismos diferen-
tes. No existe, pues, un modelo general de regulacidon como es el caso de los procariontes, sino
que existen numerosas posibilidades.

La regulacion de la expresion génica en organismos eucariotas puede darse a distintos nive-

les (Figura 4), a saber:

. Cromatina

. Transcripcional

. Postranscripcional
. Traduccional

. Postraduccional
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Figura 2.4. Puntos de regulacion de la expresion génica en organismos eucariotas.

Condensacion de la cromatina

La descondensacion de la cromatina representa el primer nivel de regulacién. Es a este ni-
vel que se llevard a cabo la seleccion de los genes que la célula deberd transcribir y aquellos
que no debe transcribir. La cromatina esta constituida por el ADN enrollado alrededor de una
serie de proteinas histonicas formando los nucleosomas. Algunas regiones estan fuertemente
condensadas en el nucleo interfasico, formando la heterocromatina, transcripcionalmente iner-
te. Otras regiones se encuentran empaquetadas de forma mas relajada, formando la eucroma-
tina, que contiene genes transcripcionalmente activos. Los cambios en la organizacién de la
cromatina, denominados remodelacién de la cromatina, son esenciales para muchos procesos
celulares, como ser la unidn de las polimerasas y el inicio de la transcripcion, asi como también
para la replicacion, la reparacién y la recombinacion del ADN.

La remodelacion de la cromatina implica un cambio en la interaccion entre el ADN vy las his-
tonas en los nucleosomas. La estructura quimica particular de las histonas es el principal factor
determinante del grado de empaquetamiento que presenta la cromatina. Las histonas pueden
sufrir varios tipos de modificaciones, entre las cuales encontramos las acetilaciones. El agre-
gado de grupos acetilos a residuos conservados de lisinas en el extremo N-terminal es media-
do por las enzimas Histona Acetiltransferasas (HATs). Esta modificacion provoca una reduccién

en la afinidad de las histonas por el ADN al neutralizar la carga negativa del ADN, y de esta
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manera impedir su interaccién con las cargas positivas de las histonas. Esto posiblemente ten-
ga también un efecto en la interaccién individual de los nucleosomas, desestabilizando a la
fibra de cromatina de 30 nm. Como resultado del proceso de remodelaciéon de la cromatina las
secuencias promotoras quedan libres de histonas y son accesibles a las proteinas que inician

la transcripcion, regulando de esta manera la expresion de los genes correspondientes.

Metilacion del ADN

Otra manera de lograr importantes modificaciones en la actividad del genoma es realizando
cambios quimicos en el mismo ADN. Estos cambios estan asociados con el silenciamiento
semipermanente de regiones del genoma. Muchas veces pueden involucrar cromosomas com-
pletos, y con frecuencia son heredados a las células hijas por medio de la divisién celular. Tales
modificaciones son provocadas por la metilacion del ADN.

La metilacion del ADN tiene lugar en citosinas que son modificadas a 5-metilcitosina por la
adicion de un grupo metilo mediada por las enzimas ADN metiltransferasas. La mayoria de los
grupos metilo se encuentran en los "dupletes" o “islas” CpG, y, de hecho, la mayoria de las
secuencias CpG estan metiladas. En vertebrados hasta un 10% del total de citosinas del ge-
noma estan metiladas y en las plantas el porcentaje puede llegar hasta un 30%. Podemos dis-
tinguir dos tipos de metilacion: 1- la metilacion de mantenimiento, responsable de agregar
grupos metilos a la nueva cadena sintetizada, luego de la replicaciéon del genoma, tomando
como referencia los sitios metilados de la cadena parental; 2- la metilacion de novo, que
agrega grupos metilo en posiciones completamente nuevas y cambia de esta manera el patron
de metilacién de una determinada regién del genoma. Tanto la metilacion de mantenimiento
como la de novo tienen como resultado la represién de la expresion génica. De todos los genes
humanos entre el 40% y 50% se localizan cerca de islas CpG. De esta manera encontramos
que el estado de metilacion de la isla CpG refleja el patrén de expresion del gen adyacente.
Los genes de mantenimiento, por ejemplo, debido a que se expresan en todos los tejidos, pre-
sentan islas CpG no metiladas. Al igual que como sucede con otros cambios en la cromatina,
parece probable que la ausencia de grupos metilo esté asociada con la posibilidad de trans-

cripcion y no con el propio acto de la transcripcion.

Nivel transcripcional

La transcripcion de un gen en estado activo esta controlada en el inicio por la interaccién de
la ARN polimerasa con su promotor. En la mayoria de los genes, éste es el punto de control
mas importante y probablemente sea el nivel mas comun de regulacién. Hasta el momento no

existen evidencias de control en otras etapas de la transcripcion en las células eucariotas.
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Regulacién en CIS y en TRANS

Un elemento regulador en cis es una secuencia contigua a un gen que tiene un efecto re-
gulador sobre la tasa de transcripcion de ese gen. En los eucariontes las secuencias necesa-
rias para la regulacién de la transcripcién se encuentran en los promotores y en regiones de-
nominadas amplificadores (también se conocen como enhaners o potenciadores) ubicadas
hacia la regién 5°, alejadas de los promotores. En estas regiones se encuentra toda una serie
de elementos cis, como por ejemplo las cajas CAAT y GC, los cuales seran reconocidos por
proteinas especificas que funcionan como factores de transcripcion necesarios para que la
ARN polimerasa inicie la transcripcién. Estas proteinas pueden modificar la velocidad de la
transcripcion, regulando el proceso. A este tipo de regulacion se la llama regulacién en trans.

Las proteinas reguladoras que se fijan al ADN son capaces de fijarse tanto a los intensifi-
cadores como a los elementos del promotor, o pueden actuar de forma independiente. Algu-
nas proteinas reguladoras activan la transcripcion (activadores) y otras la inhiben (silenciado-
res). Los factores de transcripcion contienen al menos dos dominios: uno de fijacion al ADN,
que permite a la proteina reconocer sus genes "diana" y un dominio de accién sobre la trans-
cripcion que provocara los efectos positivos o negativos sobre la transcripcién. Este ultimo
dominio puede unirse a la ARN polimerasa Il o con proteinas reguladoras también llamadas
mediadoras. Los factores de transcripcion se agrupan en familias de acuerdo con el dominio
de fijaciéon que poseen.

Ademas, ambos tipos de dominio pueden intercambiarse entre los diferentes factores de
transcripcion, mediante ingenieria genética. De esta forma, una proteina constituida por un
dominio de activacion de la transcripcién proveniente de un factor de transcripcion de mami-
fero acoplado a un dominio de fijacién al ADN proveniente de una levadura sera perfecta-
mente funcional y activara todos los genes que posean la secuencia diana del dominio de
fijacién al ADN.

Un ejemplo de una situacion en la cual muchos genes estan controlados por un solo ele-
mento cis es el de la respuesta al choque térmico. Un aumento de la temperatura apaga la
transcripcion de algunos genes, enciende la transcripcion de los genes de choque térmico y
provoca cambios en la traduccion de los ARNm. Los genes de choque térmico poseen una
secuencia consenso comun (HSE) que es reconocida por un factor de transcripcion indepen-
diente. La activacion de este factor ofrece los medios para iniciar la transcripciéon en un grupo
especifico de genes que contienen una determinada secuencia diana en su promotor.

Otro ejemplo de regulacion en la transcripcién es la induccion de la transcripcién de ge-
nes que participan en el metabolismo de la galactosa en levaduras. La expresién de los
genes GAL en levadura esta controlada por activadores y represores. La levadura Saccha-
romyces cerevisiae produce enzimas inducibles que metabolizan la galactosa cuando crece
en presencia del azucar. Sus cinco genes se inducen por el activador GAL4. Participan en
la regulacion el activador GAL4, un represor GAL80 y una secuencia UAS (upstream acti-
vation sequence) asociada a los genes. El represor no se une al ADN, sino al activador

formando un complejo y posee ademés otro dominio para activar la transcripcion. GAL4 se
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fija a una secuencia especifica de 17 pb del UAS que actia como enhancer. EI mecanismo
propuesto es el siguiente: en ausencia del inductor (la galactosa), el complejo GAL4-GAL80
se une al sitio de union de GAL4 en la UAS. Al estar acomplejado con GAL80, GAL4 no
puede activar la transcripcion. En presencia del inductor se disocia GAL80 de GAL4 y ésta
puede activar la transcripcion de los genes GAL que codifican la quinasa, la transferasa y
la epimerasa que convierten la galactosa en glucosa.

Este mecanismo de regulacién se ha aprovechado para transformar lineas de mosca Dro-
sophila melanogaster que permiten realizar experimentacion en regulacién génica de eucario-
tas. La estrategia consiste en insertar la secuencia GAL4 e independientemente en otra linea
de moscas la secuencia UAS. Al obtener descendencia entre ambas lineas, se tendra el siste-
ma completo para experimentar mecanismos de regulacién, por ejemplo, cémo funciona un

promotor en particular, o cuando y dénde se expresa una proteina determinada.

Nivel post-transcripcional

A nivel postranscripcional, la regulacion de la expresion de los genes eucariotas se subdivide en:

Corte y empalme alternativo de exones (Splicing diferencial)
Regiones regulatorias de los ARNm

Estabilidad y almacenamiento de los ARNm

Ll

Silenciamiento génico por ARNs pequefios

Corte y empalme alternativo de exones (Splicing diferencial)

Como ya se ha visto, para formar el ARNm maduro existe un proceso de “corte y empalme”
o “splicing” mediante el cual se eliminan los intrones, y los exones son unidos de manera con-
secutiva. Muchos genes se transcriben en un Unico ARNm maduro, pero los ARNs de algunos
genes tienen patrones de splicing diferencial. Es decir, un solo gen da lugar a mas de una
secuencia de ARNm maduro. En tales casos, un solo transcrito primario se empalma en mas
de una forma, y los exones internos pueden sustituirse, afiadirse o eliminarse. En algunos ca-
sos, en la misma célula se sintetizan todos los productos (multiples) posibles, pero en otros
casos el proceso se regula de tal manera que los patrones muy especificos de splicing ocurren
sélo bajo determinadas condiciones.

Un ejemplo es el de los murciélagos vampiros (Desmodus rotundus), que presentan un sen-
sor en un organo especial de la cara que detecta la radiacion infrarroja y les sirve para ubicar a
sus presas de sangre caliente. Si bien el gen que codifica este sensor esta presente en todos
los mamiferos, normalmente sdlo se activa frente a temperaturas superiores a los 60 °C para
alejarlos del calor excesivo y evitar quemaduras. Sin embargo en ciertos tejidos de estos vam-
piros, a través de mecanismos de splicing alternativo, el umbral de deteccién baja a 30 °C, y

eso les permite ubicar a sus presas que suelen mantener su cuerpo a 36-37 °C. Este proceso
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esta presente selectivamente solo en determinadas areas del rostro de los vampiros que usan
para detectar a sus presas y no en el resto del cuerpo. Se trata entonces de un splicing alterna-
tivo especifico de la especie y del tejido.

Una de las preguntas mas apremiantes respecto al splicing es la determinacion de los con-
troles que utilizan estas vias alternas. Se han identificado proteinas que intervienen para des-
viar el uso de sitios alternos de splicing. Las formas alternas de splicing pueden dar lugar a una
variedad de proteinas a partir de un gen individual, asi como también pueden introducir un co-

don de terminacidn o cambiar un marco de lectura.

Regiones regulatorias de los ARNm

Por otro lado, los ARNm maduros también cuentan con elementos especificos en su se-
cuencia que pueden regular su expresion. La localizacion de estos elementos son las regiones
no traducidas 5’ y 3’ (untranslated region, UTR).

Las 5’UTR son importantes regiones regulatorias ya que controlan la expresién de los genes
a través de distintos elementos presentes en su secuencia: sitios internos de entrada de ribo-
somas (IRES), sitios de unién a proteinas represoras o activadoras, estructura secundaria de la
region, codones de inicio no AUGSs, entorno del AUG, codones de inicio previos al marco de
lectura (UAUG) y marcos de lectura previos al principal (UORF).

Muchos genes emplean regiones 5'UTR alternativas que regulan la expresion espacial o
temporal de los ARNm. Por ejemplo, en ratones de vientre claro y en conejos con el mismo
fenotipo, la distribucion de pigmentos esta controlada por transcriptos del gen ASIP con
diferentes 5’UTR.

Otra posibilidad de obtener varios tipos de ARNm a partir de un mismo transcripto pri-
mario reside en la variabilidad de eleccion del sitio de poliadenilacién, ubicado en la region
3'UTR. Los cambios del sitio de corte y adicion de la cola poli A pueden modificar el extre-
mo carboxilo-terminal de la proteina. En estos casos, los diferentes productos de madura-
cion terminan en polipéptidos que poseen actividades totalmente diferentes. La eleccion de
una via de maduracion u otra depende probablemente de factores celulares especificos de

tejido o de la ontogénesis.

Estabilidad y almacenamiento de los ARNm

La modificacion de la duracion de la vida de los mensajeros es un factor importante en la
regulacion de la expresiéon de algunos genes. La vida media de los ARNm puede variar en un
amplio rango. Los elementos estructurales generales que se encuentran en los extremos 5" y 3°
del ARNm, asi como los elementos de secuencia especificos ubicados dentro de un transcripto,
pueden contribuir a la estabilidad general del mensaje. En este sentido, la presencia del cas-
quete o capuchén 5° (CAP) y de la cola poli-A confiere estabilidad al ARNm y lo protege de la
degradacion prematura.

Un ejemplo de regulacién por control de la estabilidad del mensajero estd dado por las his-

tonas. Fuera de las divisiones celulares, la duracion de vida de los mensajeros de histonas es
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muy débil para poder estimarse. Durante la division, su duracién de vida es de alrededor de 15
a 60 minutos. Si la replicacién del ADN esta bloqueada por inhibidores, la duracién de vida de
los mensajeros de histona se derrumba. La sintesis de histonas esta, por tanto, estrechamente
acoplada a la replicacion del ADN, teniendo por efecto una perfecta adecuacion entre la canti-
dad de histonas fabricadas y la del ADN sintetizado. La regulacion de la estabilidad de los
mensajeros de histonas pone en juego una estructura especial, la de horquilla, situada en el
extremo 3' de los ARNm. La delecion de esta estructura conlleva una estabilizacién de los
mensajeros y su acoplamiento a un mensajero estable lo desestabiliza.

Se han propuesto varios mecanismos moleculares para explicar la disminucion de la du-
racion de la vida de los mensajeros. Una regioén rica en AU en la porcién 3' del mensajero
podria ser la diana para la fijacion de una proteina que pudiera provocar un acortamiento
de la cola poli A, la cual se sabe que juega un importante rol estabilizador en los mensaje-
ros. Los ARNm de las histonas no son poliadenilados, pero la estructura en horquilla que
poseen en 3' podria interactuar con el ribosoma al cual se asocia una actividad 3' exonu-
cleasa susceptible de destruir el ARN.

El almacenamiento de los ARNm, tanto en el nicleo como en el citoplasma, es un medio de
regulacion. Numerosos genes son transcriptos y jamas aparecen sus productos de traduccion,
aunque no se conoce en profundidad como se decide ese almacenamiento y cuales son los

mecanismos que lo rigen.

Silenciamiento génico por ARNs pequeios

En los organismos eucariotas superiores existe una clase de pequefios ARNs cuya fun-
cién es silenciar genes, ya sea por degradacion o evitando la traduccion. Este mecanismo
es una regulacion fina de la expresion y es mucho menos demandante que regular la trans-
cripcion en si.

Los que mas se estudiaron son los microARN: el mecanismo empieza con la sintesis de
un pri-miARN en el nucleo celular, que es procesado por una proteina llamada “micropro-
cessor” y se forman los pre-miARN o HAIRPIN. Estos son exportados al citoplasma donde
la enzima DICER los corta en pequefos fragmentos doble cadena que se unen con protei-
nas pertenecientes a la familia de las proteinas Argonauta. Estos fragmentos se acoplan
con el complejo RISC (proteinas argonautas Ago) y por medio de una actividad similar a
una helicasa asignada al complejo, desenrolla la doble hélice del ARNsi quedandose con la
hebra antisentido o guia. Este complejo es el que va a unirse al ARNm blanco produciendo

el silenciamiento (Figura 5).
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Figura 2.5. Silenciamiento génico por ARN pequefios.

Nivel traduccional

Este nivel de regulacién es el menos conocido de todos. Un mecanismo de regulacion del
inicio de la traduccién en eucariotas involucra la unién de proteinas citoplasmaticas a sitios
especificos del ARNm. Un ejemplo de ello es lo que sucede en la traduccion de las proteinas
ferritina y el receptor de transferrina. La ferritina es una proteina involucrada en el almacena-
miento intracelular del hierro, mientras que el receptor de transferrina se une a la proteina
transferrina quien es la responsable de transportar este metal en la sangre. Ambos ARNm po-
seen una secuencia de aproximadamente 30 nucleétidos llamada elemento de respuesta al
hierro (iron responsive element: IRE). En el ARNm que codifica la ferritina el IRE se ubica hacia
el extremo 5°, mientras que en el ARNm que codifica el receptor de transferrina el IRE se ubica
hacia el extremo 3°. Cuando los niveles de hierro son bajos, la aconitasa citosdlica se une a los
IRE. Esta unién en el extremo 5" del ARNm de la ferritina impide el ensamblaje de la maquina-
ria para la traduccién impidiendo que se produzca mas proteina. Por el contrario, la unién de la
aconitasa en el extremo 3" del ARNm del receptor de transferrina lo desestabiliza, debido a que
posee una secuencia desestabilizadora rica en AU, y favorece la traduccion de esta proteina.
Si la concentracion de hierro aumenta, este metal se une a la aconitasa haciendo que cambie
de conformacion, liberando al IRE. De esta manera se induce la traduccion del ARNm de la

transferrina y se impide la del receptor de transferrina, ya que es rapidamente degradado.
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Figura 2.6. Regulacion de la traduccién de los ARNm que codifican para las proteinas ferritina y receptor de transferrina.

Algunas proteinas de uniéon al ARNm también pueden regular la traduccién de otros ARNm,
por ejemplo, la hormona prolactina se une y estabiliza al ARNm que codifica la caseina, mien-
tras que en su ausencia éste es degradado.

Otro mecanismo de regulacion de la traduccion es la degradacion mediada por mutaciones
sin sentido, en donde se degradan los ARNm en los que uno o mas exones han sido cortados y
empalmados de manera incorrecta. En la mayoria de los ARNm con corte y empalme de exo-
nes correcto, el coddn de terminacion se encuentra en el exon final. Cuando el proceso de cor-
te y empalme es defectuoso se modifica el marco de lectura y puede generarse un codén de
stop dentro del gen. Esto ultimo desencadena la rapida degradacion del ARNm debido a la
presencia de uno o mas complejos de la unién de exones (EJC). EJC es un complejo proteico
que se une aguas arriba de una union exon-exén, durante el splicing. La presencia de EJC
funciona como un mecanismo de control de calidad celular en el que el ribosoma juega un pa-
pel esencial, escaneando el ARNm en sentido 5°-3’ y retirando los complejos. Si el ribosoma se
desensambla por el reconocimiento de un codon de stop prematuro, implica que uno o mas
EJC no sean retirados, hecho que desencadenara la degradacién del ARNm por la via de de-
gradacion mediada por mutaciones sin sentido. Esto ocurre por ejemplo en los pacientes con
talasemia B°. Las personas que tienen talasemia B° expresan muy poco B-globina. Muchas

veces, la baja expresion de B-globina se debe a la deleciéon de un Unico par de bases en el
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exén 1 o 2 del gen que codifica esta proteina. Cuando los ribosomas traducen el ARNm muta-
do encuentran un codon de stop dentro del gen como resultado de la delecion. En consecuen-
cia, no se traduce la ultima unién entre exones del ARNm y no elimina el complejo EJC promo-
viendo la degradacién del ARNm.

La hidrdlisis de un GTP a GDP en el factor de iniciacién de la traduccion elF2 (eukaryotic in-
tiation factor 2) también se considera un mecanismo de regulacion de la traduccién. La proteina
elF2 es una proteina G trimérica y, como todas las proteinas G, puede tener asociado un GTP
0 un GDP. Cuando elF2 tiene unido un GTP es capaz de reclutar a un ARNt iniciador cargado
con el aminoacido metionina y asociarse con la subunidad ribosémica pequefia. Luego, el fac-
tor de iniciacion de la traduccion elF2 junto con el ARNt cargado y la subunidad ribosémica
menor se unen al ARNm para buscar, en direcciéon 3°, el codén AUG (inicio de la traduccion).
Cuando se aparean el ARNt con AUG, el GTP ubicado en elF2 es hidrolizado a GDP liberando
al complejo elF2-GDP.

Finalmente, la concentracion citoplasmatica de los ARNt y la concentraciéon de las subuni-
dades ribosomales para formar los polirribosomas también son mecanismos fundamentales

que regulan la expresion génica a nivel traduccional.

Nivel post-traduccional

Las proteinas recién sintetizadas pueden sufrir modificaciones postraduccionales que son, a
su vez, una manera de controlar la expresion de los genes en eucariotas. Esta regulacion pue-
de ser cuantitativa o cualitativa. Se trata de glicosilaciones, fosforilaciones, acetilaciones, ribosi-
laciones, etc. Muchas de las proteinas que las células secretan suelen incorporar una serie de
aminoacidos hidrofébicos en su extremo N-terminal. Esta prolongacion, llamada péptido senal,
funciona como una sefal que envia a las proteinas hacia el reticulo endoplasmico durante la
traduccién. Cuando esta secuencia sale del ribosoma, un complejo proteico llamado particula
de reconocimiento de sefial (SRP) la reconoce y lleva al ribosoma hacia el reticulo endoplasmi-
co. Ahi el ribosoma facilita la entrada de la cadena de aminoacidos hacia el lumen (interior) del
RE conforme se produce. Otras proteinas se sintetizan como precursores inactivos que deben
ser clivados para generar proteinas activas. Ejemplos de ello son, entre otros, las caspasas que
se sintetizan como pro-caspasas inactivas, las hormonas insulina y glucagoén y las enzimas

tripsina y quimotripsina.

Comparacion de la regulacion génica en Procariotas y Eucariotas

En la tabla 1 se destacan las principales diferencias entre la regulaciéon génica de organis-

mos procariotas y eucariotas.
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Tabla 1. Diferencias entre procariotas y eucariotas en cuanto a mecanismos
de regulacién de la expresién génica

PROCARIOTAS EUCARIOTAS
ADN con bajo grado de empaquetamiento. No hay ADN altamente empaquetado, asociado a histo-
regulacion a nivel cromatina nas. Regulacién por condensa-

cién/descondensacion de cromatina

ADN disponible para la transcripcion. Regiones o zonas con ADN metilado. La metila-

cion provoca represion de la expresion génica

Los genes pueden encontrarse en operones con un Cada gen tiene su propio promotor. Presencia de
unico promotor. Sistemas inducibles y represibles enhancers y elementos regulatorios en cis y trans

Transcripcion y traduccion ocurren de manera aco- Transcripcion y traduccion estan separados fisica
plada en el citoplasma celular. y temporalmente. Ambos participan de la regula-

cion de la expresion génica

ARNm policistronicos ARNmM monocistronicos

ARNmM no se procesa ARNmM se procesa (regiones 5’ y 3’ UTR, splicing
diferencial). Diferencias en el procesamiento

regula la estabilidad y la expresion del ARNm

No existe transporte ni almacenamiento de ARNm Transporte y almacenamiento de ARNm alteran

su expresion

La traduccioén no se regula La traduccion puede ser regulada

No hay modificacion postraduccional de proteinas Las proteinas recién sintetizadas pueden sufrir

modificaciones postraduccionales

Ejercicios

Regulacion génica en procariotas

Se han estudiado diferentes cepas de Escherichia coli, en las cuales el gen A de la protei-
na represora, la region operadora B y el gen C que codifica la enzima, son necesarios para
la expresion de un sistema inducible de control negativo. Cada una de estas cepas presen-
ta mutaciones en alguno de estos genes. También se han analizado diploides parciales
que poseen un plasmido F’, el cual contiene informacién correspondiente al sistema enzi-
matico bajo anélisis. Complete la siguiente tabla determinando si se producira (+) o no (-)
la sintesis de la enzima en cada una las cepas bacterianas estudiadas, en presencia y en

ausencia del inductor.
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Produccién de Enzima

Cepa bacteriana inductor presente inductor ausente

1) A+ B*C*
2)|A-B*C*
3)|A*B-C*
4)|A*B*C

A B*C*/F" A*B
C-

A*B*C [F A B
C+

5)

6)

Resolucién: 1) En esta cepa no hay mutaciones presentes, por lo tanto el sistema funcionara
normalmente, habra produccién de enzima en presencia del inductor y no habra produccién de

enzima en ausencia de inductor.

2) En esta cepa el gen que codifica la proteina represora esta mutado. Como consecuencia, no
se producira la proteina represora y por lo tanto no se podra reprimir el sistema. Habra produc-

cion de enzima tanto en presencia como en ausencia de inductor.

3) En la cepa 3 se encuentra mutado el operador. Una mutacién en esta secuencia provocara
que la proteina represora no reconozca esta region y no se una a ella. Habra una sintesis cons-
titutiva de la enzima, esto quiere decir que habra produccién de enzima tanto en presencia

como en ausencia de inductor.

4) En esta cepa existe una mutacion en el gen que codifica la enzima. Si bien la regulacion del sis-

tema funciona normalmente, no habra produccién de enzima estando o no presente el inductor.

5) En esta cepa, merodiploide, encontramos dos mutaciones presentes en el plasmido, una en
el operador y otra en el gen de la enzima. Como consecuencia de estas mutaciones no hay
produccion de enzima por parte del plasmido. En el cromosoma bacteriano el operdn posee
una mutacién en el gen de la proteina represora. Al ser el represor un elemento que actua en
trans, esta mutacion puede ser salvada por la copia normal del gen que esta presente en el
plasmido. Como consecuencia, todo el sistema va a funcionar normalmente y habra produccién
de enzima en presencia de inductor y no habra producciéon en ausencia del mismo. En este

caso la mutacion en el gen del represor es recesiva con respecto a la copia normal del gen.

6) En el caso de esta cepa, también merodiploide, la mutacién presente en el gen que codifica
la enzima en el cromosoma bacteriano, tiene como resultado el que no haya produccién de la
enzima por parte del operdn. Sin embargo, como consecuencia de la mutacién en el operador
del plasmido, este sistema va a presentar una sintesis constitutiva de la enzima. El operador es

un elemento que actla en cis y una mutacién en esta region es dominante y no puede ser sal-
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vada por una copia normal del operador. Como resultado, el sistema en su conjunto va a pre-

sentar sintesis constitutiva de la enzima.

Regulacion génica en eucariotas

Para estudiar el rol de la metilacién del ADN en el control de la expresion génica se utilizo el
gen de la B-globina humana como sistema de ensayo. Al introducir este gen humano en el
genoma de fibroblastos de ratdén puede detectarse el ARNm correspondiente. Sin embargo, si el
gen es metilado en sus 27 sitios CG, la expresion es bloqueada completamente. Para decidir si
existe un sitio critico de metilacién suficiente para determinar la expresién de globina se
generaron, por ingenieria genética, varias construcciones que estan metiladas en diferentes
regiones del gen.

La siguiente figura muestra las construcciones donde las regiones metiladas se indican en
negro. La disposicion de los seis sitios de metilacion alrededor del promotor se muestra debajo.
Los sitios 11, 12 y 13 no estan metilados en las construcciones B y E. Los sitios 14, 15y 16 no

estan metilados en la D. En la construcciéon F ninguno de los seis sitios esta metilado.

A Mapa de restriccion

Hind Cfo Cfo Hpa Cfo Cfo Hpa Hind
| | | I_._- ] | - L)
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- 1.3 > 1.8 >
* 20 »
< 26 »
+ 13 >
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transcripcion

| ! l | -'_- ] l - | |

>
o

sepepedenen

FEEEEE [ O
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Secuencias CG alrededor del promotor
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Estas construcciones se incorporaron en los fibroblastos de ratéon y se midi6 la sintesis de
ARNm de B-globina humana. A la derecha de la figura se indican los valores obtenidos para

cada construccion relativa a la linea celular que contiene la construccion no metilada.

A) ;Puede afirmarse que la sintesis de ARN de B-globina humana depende de un Unico sitio

critico de metilacidon para determinar la expresion genética? Explique.

Resolucién A: Los resultados de la construccion A indican que cuando los sitios 11-27 estan
metilados y no hay transcripcién, o sea que sélo con los sitios 1-10 activos no se puede llevar a
cabo la transcripcion. La construccion B tiene activos los sitios 1-13 y tampoco se detect6 sin-
tesis de ARNm, demostrando que se necesitan otros sitios activos para llevar a cabo la trans-
cripcion. Contrariamente, en la construccion C, que posee los sitios 1-16 no metilados (acti-
vos), se observa un 100 de transcripcion. Segun los resultados presentados hasta el momento
podria pensarse que los sitios criticos para la transcripcion estan entre el 11-16. Esta region se
analiz6 con mas detalle en las construcciones D y E, donde se dejaron activos sélo los sitios
14-16 y 11-13 respectivamente. Sin embargo, ninguna de estas construcciones fue capaz de
activar la sintesis de ARNm. Por ultimo, en la construccion F se metilaron los sitios 1-10 y 17-
27, dejandose activos sélo los sitios 11-16. Se observé que esta construccion es capaz de lle-
var a cabo la sintesis de ARNm, pero en un porcentaje mucho menor. Es decir que no existe un
Unico sitio critico que determine la expresion de B-globina humana, si no que ésta depende de

que se encuentren activos varios sitios entre el 1 y el 16.

No metilado B C F

Construcciones Construcciones Construcciones Construcciones
Cfol - + - - + - - + - - + -
Hpall - - + - - + - - + - - +
3.3 - - -l
2.6 — -
2.0 - ]
1.8 -
1.3 - ] -l

Para confirmar si los patrones de metilacion fueron heredados correctamente, se aislaron
muestras de ADN de las lineas celulares conteniendo las construcciones B, C y F y se digirie-
ron con las enzimas de restriccion Hindlll mas Cfol o Hpall. Las enzimas Cfol y Hpall no digie-

ren el ADN si los sitios de reconocimiento estan metilados. Los fragmentos de ADN se separa-
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ron mediante electroforesis en gel y se visualizaron mediante hibridacién con una sonda radiac-

tiva correspondiente al fragmento Hindlll (Figura 2)

B) A partir de los patrones de restriccion obtenidos, ¢ puede concluirse que las secuencias CG

que fueron metiladas durante su creacion se mantuvieron en la célula?

Resoluciéon B: Cuando se corta la construccion no metilada sélo con Hindlll se espera obtener
una unica banda de 3.3 kpb segun el mapa de restriccion. Esta construccion posee 4 sitios de
restriccion para Cfol, lo cual resultaria en 5 fragmentos de restriccion, sin embargo, sélo el mas
grande de ellos (1.3kpb), podra ser detectado en la electroforesis en gel que se realizo, ya que
en el gel se ven bandas entre 1.3 y 3.3 kpb. Al digerir la misma construccion no metilada con
Hpall se obtendran 3 fragmentos de restriccion, uno de 1.3 kpb, otro de 1.7 kpb y un tercero

mas pequefo que tampoco se podra observar en el gel realizado.

Se espera que las construcciones generadas presenten los mismos sitios de restriccion para

Hindll y que varien sus patrones de digestion para Cfol y Hpall segun cuales sitios estan metilados.

En la construccion B s6lo quedan sin metilar los dos primeros sitios de restriccion de Cfol,
por lo cual esta enzima generara 3 fragmentos, dos pequefos que no se detectaran en el gel y
uno grande que tendra un tamano de 2.6 kpb, ya que abarca desde el segundo sitio de restric-
cion hasta el final de la construccion. En cambio, todos los sitios de Hpall estaran metilados en

esta construccion y se espera obtener un patrén igual al de Hindlll.

En la construccion C quedan sin metilar los dos primeros sitios de restriccion de Cfol y sélo
uno de Hpall. Por lo tanto, para la primera enzima se espera obtener el mismo patrén que en el
caso anterior (construccién B), mientras que se espera que la digestion con Hpall de cémo

resultados 2 fragmentos: uno de 1.3 kpb y otro de 2 kpb.

Finalmente, la construccion F tiene todos los sitios de Cfol metilados, por lo que se espera que la
digestién con esta enzima presente el mismo patrén que Hindlll. Para Hpall hay sélo un sitio de

restriccion sin metilar y se espera que la digestion resulte en dos fragmentos de 1.3 y 2.0 kpb.

Dado que todos los patrones esperados coinciden con lo que se observa en el gel de elec-
troforesis puede concluirse que las secuencias CG que fueron metiladas durante su creacion se

mantuvieron tal cual en la célula.
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CAPITULO 3
Introduccién a la Citogenética
Noelia Nikoloff y Celeste Ruiz de Arcaute

Estructura, funciéon y comportamiento cromosémico

La citogenética es la rama de la genética que estudia la estructura, nimero, morfologia y
comportamiento del ADN que se condensa durante la divisién celular, con participacion de pro-
teinas para formar los cromosomas. Esta ciencia surgié a comienzos del siglo XX para explicar
las leyes de Mendel mediante el comportamiento cromosémico por fusion de dos disciplinas, la
citologia y la genética, heredando de la primera los aspectos cualitativos, fisicos y descriptivos,
y de la segunda los enfoques cuantitativos y fisioldégicos. Desde ese entonces, se ha avanzado
en el desarrollo de técnicas y metodologias que brindan valiosos aportes en la resoluciéon de
problemas diagnésticos, taxondmicos y evolutivos, entre tantos otros, de diversos grupos ani-
males y vegetales. Adicionalmente, estas tecnologias son ampliamente utilizadas en medicina
y, mediante el andlisis de tejidos, sangre o médula 6sea, se identifican cambios en los cromo-
somas, como cromosomas rotos, faltantes o adicionales, cambios que pueden ser signo de una
enfermedad genética, o de algunos tipos de cancer. En el presente capitulo se abordara la
estructura, funciéon y comportamiento de los cromosomas junto con las anormalidades que

pueden presentar.

Un poco de historia

Los cromosomas fueron observados por primera vez en 1842 por el botanico Wilheim von
Nageli en células vegetales, e independientemente por Edouard Van Beneden en nematodos.
En 1882 Walther Flemming public las primeras ilustraciones de cromosomas humanos, usan-
do tintes de anilina. Ademas, estudié el proceso de division celular y la distribucion de los cro-
mosomas en el nucleo hermano, proceso que denomind mitosis. En 1888, Gottfried Waldeyer
introdujo la palabra cromosoma, proveniente del griego cuyo significado es “cuerpo coloreado”.
Sin embargo, una de las contribuciones mas importantes para esta disciplina fue hecha por
Walter Sutton y Theodor Boveri en 1903 quienes postularon la teoria cromosdmica de la heren-
cia, refiriéndose a la localizacion de los genes en los cromosomas. Luego, Thomas H. Morgan y

colaboradores estudiando a Drosophila melanogaster sentaron las bases experimentales de
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esta teoria, marcando una etapa fundamental para el nacimiento de la citogenética como cien-
cia independiente.

Durante el siglo XX el mejoramiento de las lentes Opticas, las técnicas de tincidn y la mejora
en la manipulacién de tejidos ayudo a la citogenética a continuar avanzando. En 1924 Levitsky
propuso el término cariotipo para referirse al posicionamiento ordenado de los cromosomas. En
1953 James Watson y Francis Crick descubrieron la estructura de la molécula del ADN, dando
el primer paso en el conocimiento y el posterior estudio del genoma humano. En el afno 1956
Tjio y Levan determinaron el nimero y estructura de los cromosomas humanos y establecieron
lo que hoy en dia se conoce como 2n=46. A partir de este momento, las técnicas para la carac-
terizacion del cariotipo humano iniciaron un continuo desarrollo en cuanto a su poder de reso-
lucion y eficacia.

En 1959 Jérdme Lejeune confirmoé que el sindrome de Down (trisomia del cromosoma 21)
era consecuencia de una aberracion cromosémica, idea que se venia estudiando desde 1932
por Petrus Johannes Waardenburg. También en ese afo, se describieron otros sindromes cro-
mosomicos que contribuyeron a la hipétesis de la existencia de cromosomas sexuales: el Sin-
drome de Turner, presente solo en el sexo femenino, donde hay ausencia total o parcial de un
cromosoma X, y el Sindrome de Klinefelter (XXY). Estos hallazgos dieron lugar al descubri-
miento de muchos otros sindromes cromosémicos a lo largo de los afios.

En 1968 Torbjorn Caspersson, observé que al tefir cromosomas de plantas con quinacri-
na fluorescente no se coloreaba de manera homogénea todo el cromosoma, sino que produ-
cia zonas brillosas y zonas oscuras. Asi, se postulé6 que la quinacrina se une preferencial-
mente a los residuos de guanina en zonas ricas en G-C produciendo “estriaciones” brillantes.
Mas adelante, en el afio 1971, se desarrollaron técnicas de tincién cromosdémica que se ba-
saban en el uso de &lcali, pretratamiento salino y tincion de Giemsa, cuyo resultado eran
patrones de bandas claras y oscuras (o fluorescentes y no fluorescentes). Esas bandas si-
guen distintos patrones en cromosomas no homdélogos y son iguales solo en cada pareja de
cromosomas paterno y materno (aquellos homdélogos entre si). Asi surgieron una serie de
diferentes tipos de bandeos cromosdmicos para uso diagndstico y/o confirmacién de ciertos
tipos de alteraciones cromosémicas.

La investigacion y el enfoque cromosomico de la citotaxonomia y la evolucidon han progre-
sado en forma permanente. Desde la ultima mitad del siglo XX se ha producido un espectacular
progreso en el conocimiento sobre el material genético, se han caracterizado los cromosomas y
se ha identificado la secuencia completa del genoma de muchas especies. Principalmente en el
humano, se han relacionado un gran numero de alteraciones de la estructura y secuencia del
ADN con todo tipo de enfermedades, tanto hereditarias como no hereditarias (especialmente
asociadas a cancer). Este desarrollo ha venido acompafnado por una gran cantidad de técnicas
para su estudio, muchas de las cuales se han trasladado a la investigacion y la caracterizacion
de la carga genética de los seres humanos, y a su aplicacion en la practica clinica para el diag-
nostico de ciertas patologias. Ello ha generado que, ademas de los estudios moleculares al

nivel de identificacién de la mutacién de un gen, la citogenética convencional se haya ampliado
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a la deteccién de alteraciones extremadamente pequefias de la estructura del cromosoma,

dando lugar a una nueva area de diagndstico denominada citogenética molecular.

Cromatina y Cromosomas

En general, los genomas de los eucariotas son mas complejos y el ADN se encuentra orga-
nizado de forma diferente al de los procariotas. Casi siempre los genomas procariotas contie-
nen cromosomas unicos que normalmente son moléculas circulares. En cambio, los genomas
de los eucariotas estan compuestos de multiples cromosomas, cada uno de los cuales contiene
una molécula de ADN lineal (Teoria Uninémica) y a pesar de variar el nUmero segun la especie,
su estructura basica es la misma.

La cromatina, que se encuentra formada por complejos de ADN, ARN, proteinas histénicas
y no histénicas, luego de un proceso de compactacion forma los cromosomas, visibles solo
durante la division celular. Las proteinas histonas tienen gran cantidad de aminoacidos como
arginina y lisina que aportan carga positiva y facilitan su uniéon al ADN cargado negativamente.
Existen 5 tipos importantes de histonas: H1, H2A, H2B, H3 y H4 (Tabla 3.1). Una caracteristica
comun de todas ellas, en especial la H3 y H4, es que son proteinas conservadas evolutivamen-
te. Adicionalmente, las proteinas no histonicas, denominadas High-Mobility Group o HMG (gru-
po de alta movilidad electroforética) participan en la conformacion de la estructura superior de

la cromatina y en el control de la expresion génica.

Tabla 3.1. Tipos de histonas y caracteristicas de su composicion.

H1 Rica en lys 213 30

H2A Rica enlys y arg 129 30

HoB Medianamente 125 24
rica en arg

H3 Rica en arg 135 24

H4 Rica enargy gly 102 27

La cromatina puede ser principalmente de dos tipos: eucromatina y heterocromatina, esta
ultima a su vez puede ser constitutiva o facultativa. La eucromatina se encuentra sin condensar
y distribuida por todo el nucleo en las células en interfase. Durante este periodo los genes se
transcriben y el ADN se replica. Alrededor del 10% de la eucromatina que contiene los genes
que son transcriptos activamente se encuentra en un estado de menor condensacion. La con-

dicion heterocromatica de una regién cromosomica se evidencia por la heteropicnosis positiva o
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negativa, que se refiere a la tincion mayor o menor, respectivamente, en comparacién con la
eucromatina. La heterocromatina constitutiva es transcripcionalmente inactiva y contiene se-
cuencias de ADN altamente repetitivas, como aquellas presentes en centrémeros y teléomeros.
Su condicién heterocromatica se manifiesta siempre, tanto en interfase como en la divisién
celular. La heterocromatina facultativa corresponde a las zonas que se transcriben segun tipo y
estado celular, contiene informaciéon sobre todos aquellos genes que no se expresan o que
pueden expresarse en algun momento, por lo tanto, son zonas que se compactan o descom-
pactan segun haga falta su transcripcion como por ejemplo el cromosoma X inactivo o cor-
pusculo de Barr (éste se presenta en las células de las hembras de mamiferos y la inactivacion
de uno de los cromosomas X es al azar).

La condensacion de la cromatina varia a lo largo del ciclo celular. Asi, durante el periodo in-
terfasico la mayoria se encuentra sin condensar y distribuida en todo el nucleo, mientras que en
la metafase de la mitosis o meiosis alcanza su grado de compactacion maxima en forma de
cromosomas para luego ser distribuidos a las células hijas, tomando la forma clasica con que
se grafican los cromosomas.

El primer grado de compactacion esta dado por el propio enrollamiento de la doble hélice
de ADN (2 nm). Posteriormente, se forma una fibra de 10 nm de didametro que recuerda a un
collar de perlas. Estas cuentas reciben el nombre de nucleosomas y estan constituidos por un
octamero de proteinas histonas y ADN. Los nucleosomas estan unidos entre si por un segmen-
to de ADN llamado ADN lazo o linker el cual varia de 10 a 80 pb de longitud dependiendo de la
especie. Cada nucleosoma contiene alrededor de 146 pares de bases de ADN enrolladas 1,65
veces alrededor de un corazén de histonas (H2A, H2B, H3 y H4), mientras que la histona H1 se
encuentra unida a este complejo por fuera del mismo y dando estabilidad a éste. La cromatina
se puede condensar aun mas enrollandose en fibras de 30 nm llamadas solenoides (estructura
similar a un resorte), en el cual las histonas H1 interactuan para lograr este segundo nivel de
compactacion. Posteriormente, los solenoides forman bucles que se anclan a un esqueleto
central de proteinas no histénicas y forman una fibra de 300 nm. Seis bucles forman una es-
tructura retorcida llamada roseta y varias rosetas forman un rodillo. Finalmente, una sucesién

de rodillos constituye una fibra de 700 nm, el cromosoma (Figura 3.1).
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Figura 3.1. Representacion esquematica de las distintas etapas de la compactacion del ADN.
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Cromosoma: Estructura y funcion

Los cromosomas se observan durante la metafase, como mencionamos anteriormente, y se
observan constituidos por dos cromatidas idénticas o cromatidas hermanas, producidas por
duplicacién en el periodo replicativo del ADN durante la interfase (periodo S). A su vez, en es-
tos se puede identificar un brazo corto y otro largo, denominados por convencién p y q, respec-
tivamente, que se encuentran separados por el centromero o constriccion primaria, la region
mas estrecha del mismo (Figura 3.2). El centrémero es una regidn especializada y parte inte-
gral del cromosoma, donde se unen las cromatidas hermanas y se encuentra una estructura
proteica llamada cinetocoro, donde se une el huso mitético. En su estructura intervienen tanto
proteinas centroméricas como ADN centromérico, el cual se organiza en forma de heterocro-
matina constitutiva, con regiones pobres en genes y condensado en casi todas las células so-
maticas de un organismo. Es esencial para el movimiento y segregacion normal del cromosoma
durante las fases de la mitosis y meiosis, ya que los fragmentos cromosoémicos que no poseen
centromero no se unen al huso mitético y no son incluidos en los nucleos de las células hijas.
Posee un comportamiento diferente en la mitosis y en la meiosis. En la anafase mitética y ana-
fase-Il meidtica, las cromatidas hermanas se separan a polos opuestos (segregacion anfitélica);
mientras que en la anafase-l de la meiosis, migran a polos opuestos los cromosomas homoélo-

gos completos, cada uno constituido por dos cromatidas hermanas (segregacién sintélica).

Cromatides
hermanas

—b—

Brazo corto

P)

Centromero

Brazo largo
(CH

* Telomeros

Figura 3.2. Estructura cromosémica. * Telomeros

En el proceso de divisién celular, al centrémero se le une el cinetocoro, que como mencio-
namos es una estructura proteica ensamblada sobre nucleosomas centroméricos que contie-

nen una forma especializada de histona H3. Los cinetocoros de las células animales pueden
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subdividirse en dos regiones, el cinetocoro interno, el cual se organiza sobre secuencias de
ADN altamente repetido (ADN satélite, rico en AT) y se ensambla en una forma especializada
de cromatina que persiste a través del ciclo celular; y el cinetocoro externo, el cual posee distin-
tos componentes proteicos dinamicos que se ensamblan durante la division celular. Cuando la
insercion de las fibras del huso estéa restringida a un segmento pequefo del cromosoma, se lo
denomina centromero localizado, mientras que si la insercion se realiza sobre toda la extension
del cromosoma, se lo denomina difuso. Este ultimo tipo, aunque raro, se ha encontrado en
plantas, hongos, algas, musgos y algunos animales como homépteros y heterdpteros. Aunque
lo normal es que los cromosomas sean monocéntricos, se pueden originar cromosomas dicén-
tricos como consecuencia de una translocacion reciproca asimétrica o una translocacion rober-
tsoniana (ver seccion Cambios cromosémicos estructurales).

Los telémeros son regiones de ADN no codificante, ubicados en los extremos de los cromo-
somas. No se distinguen de manera visible de otras partes del cromosoma. Estan formados por
secuencias simples de 100 a 300 kb que contienen grupos de residuos G (en seres humanos,
el hexanucleétido TTAGGG). Cumplen importantes funciones, como conservar la integridad del
cromosoma (cuando se pierde un telémero, el cromosoma se vuelve inestable, “pegajoso”, y
puede fusionarse con los extremos de otros cromosomas rotos y formar anillos -ver seccién
Alteraciones Cromosomicas-, o degradarse), asegurar la replicacion del cromosoma y el man-
tenimiento de la proliferacion celular. Asimismo, ayudan a prevenir la proliferacion ilimitada. En
cada division celular, los teldbmeros se acortan de 50 a 100 nucleétidos. La enzima telomerasa
es la encargada de mantener la longitud de los mismos (ver capitulo de Citogenética Aplicada
para profundizar el concepto de teldmeros).

Los cromosomas metafasicos se clasifican de acuerdo a la longitud de los brazos corto (p) y

largo (q), asi como por la posicién del centromero en (Figura 3.3):

- Metacéntricos: el centromero se ubica en una posicidén central, dejando los brazos
corto y largo de la misma longitud.

- Submetacéntricos: el centromero se encuentra mas proximo a uno de los extremos,
siendo el brazo p de menor longitud que el brazo q.

- Acrocéntricos: el centromero se encuentra cerca de la parte superior del cromosoma,
con el brazo corto muy pequefo. Con frecuencia poseen constricciones secundarias en
los brazos cortos, formando tallos y satélites. Los tallos contienen genes que codifican
ARN ribosémicos.

- Sub-telocéntricos: poseen el centrémero ubicado muy préoximo a uno de los extremos,
dejando diminuto al brazo p. No son muy frecuentes.

- Telocéntricos: poseen el centromero ubicado en posicion terminal.

- Holocéntricos u Holocinéticos: Son cromosomas que carecen de un centromero lo-
calizado. Presentes en muchos invertebrados como nematodos, lepidépteros y escor-

piones. También, se encuentran en plantas y protistas.
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Metacéntrico Submetacéntrico Acrocéntrico Sub-telocéntrico Telocéntrico

Figura 3.3. Representacion esquematica de algunas formas de cromosomas de acuerdo a la posicién del centromero.

Los diferentes organismos tienen diferentes numeros de cromosomas. En la mayoria de las
especies las células somaticas durante la mayor parte del ciclo vital presentan dos juegos idén-
ticos de cromosomas, de manera que el nimero de cromosomas se representa por 2n y se
denomina numero diploide. A veces se hace referencia nada mas al valor n o haploide. Asi, en
condiciones normales, las células diploides presentan cada cromosoma repetido, formando n
pares de cromosomas homdélogos. El rango de variacion del numero de cromosomas de espe-
cies es muy amplio, pudiendo hallarse especies como el nematodo Parascaris univalens, con
n=1 o el lepidoptero Lysandra atlantica, n=217-233. Entre las plantas, los nUmeros cromosoémi-
cos mas bajos corresponden a la asteracea Haplopappus gracilis, n=2 y entre los mas altos se
encuentra el helecho Ophioglossum reticulatum n=720. El ser humano posee 23 pares de cro-
mosomas - 22 pares autosémicos y un par de cromosomas sexuales. Cada progenitor contri-
buye con un cromosoma de sus pares de autosomas y uno del par sexual, de manera que la
descendencia obtenga la mitad de sus cromosomas de su madre y la mitad de su padre. Es
importante resaltar que no hay una correlacion directa entre el nUmero cromosémico y el con-

tenido de ADN, ni el nuUmero de cromosomas tiene un significado evolutivo directo.

Cariotipo

Es la caracterizaciéon del complemento cromosdmico de una célula, tal como se observa du-
rante la metafase mitética. El estudio de las caracteristicas morfoldgicas externas de los cro-
mosomas incluyendo el numero, forma y tamafo, ordenando los cromosomas homologos se-

gun estandares internacionales en relacion con su tamafio y forma (Figura 3.4).
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El cariotipo es representativo de cada especie, construida en base a valores como son la
longitud relativa y el indice centromérico (relacién entre la longitud del brazo corto y la longitud

total del cromosoma), entre otras mediciones.
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Figura 3.4: Cariotipo de hamster 2n=22 (Foto original Nikoloff-Ruiz de Aracaute).

Idiograma

Es la representacion esquematica del complemento haploide de una especie, ordenado por
tamanio, forma y patrén de bandas. Los cromosomas se colocan alineados por el centromero y

con el brazo largo siempre hacia abajo (Figura 3.5).
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Figura 3.5. Idiograma de Homo sapiens.
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Bandeo cromosémico

La aplicacion de distintos tratamientos pone en evidencia caracteristicas de la estructu-
ra, organizacion y composicion de los cromosomas, originando una distribucion que recibe
el nombre de bandeo cromosdémico. El bandeo estd compuesto por bandas claras y oscu-
ras alternadas, que aparecen por toda la longitud del cromosoma luego de ser coloreados
con una tincion. Cada cromosoma presenta un patrén de bandeo Unico, por lo que es de
gran utilidad para identificar los cromosomas en el cariotipo. Las regiones que se tifien muy
densamente estan compuestas por heterocromatina con un alto grado de compactacién,
mientras que las regiones menos tefidas estan compuestas de eucromatina, menos com-

pacta, la cual contiene la mayoria de genes activos.

Tipos de bandeo:

- El bandeo G se ha convertido en el mas utilizado y emplea el colorante Giemsa, el cual
colorea regiones del ADN ricas en AT. Esta técnica muchas veces requiere un pretra-
tamiento de los cromosomas con una enzima proteolitica como la tripsina.

- El bandeo R requiere el pretratamiento de las células con una solucion salina caliente
que desnaturaliza el ADN rico en AT. Luego de este paso, los cromosomas son colo-
reados con Giemsa. El bandeo que muestra es el inverso a las bandas G.

- El bandeo C colorea areas de heterocromatina, que estan densamente empaquetadas y
contienen ADN repetido. Los preparados se tratan con alcali moderadamente fuerte
(NaOH, Ba(OH)2) seguido por soluciéon salina caliente y tincion con Giemsa. El tratamien-
to degrada el ADN cromosomico y lo extrae selectivamente de las partes eucromaticas
del cromosoma, dejando que las zonas heterocromaticas se tifian intensamente con
Giemsa. El nombre de bandeo C se debe a que produce bandas constantes que corres-
ponden a regiones de heterocromatina constitutiva que no se descondensa en interfase,
siendo visibles durante todo el ciclo celular y manteniendo su tamafio constante.

- El bandeo Q, es producido por coloracién con fluorocromos (quinacrina, acridina, DAPI,
cromomicina, etc) y sus derivados, que colorean regiones ricas en AT. Para la observa-
cion, es necesario utilizar microscopio de fluorescencia.

- El bandeo NOR (nucleolar organizing region) es un método que revela las regiones or-
ganizadoras nucleolares, sitio del cromosoma donde se localizan los clusters de genes

ribosomales (ADNr). Es una variante del bandeo C.

Cromosomas politénicos

En organismos donde se producen rondas sucesivas de replicacion del ADN, sin que es-

te se separe, se producen cromosomas gigantes o politénicos. La politenia es un caso ex-
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tremo de endorreduplicacion, donde en el ciclo de division celular se modifica la alternancia
normal de las fases S y M, de manera que luego de una mitosis se producen periodos de
sintesis sucesivos. Como consecuencia, los cromosomas politénicos se encuentran con-
formados por 2" cromatidas. Debido a la yuxtaposicién de las copias de las cromatidas
presentes, se observan facilmente los caracteristicos patrones de bandas, los cuales sirven
como marcadores.

La politenia es un mecanismo de amplificacién génica dentro de un proceso citogenético
de citodiferenciacion, por lo cual estos cromosomas pueden formarse en células de tejidos
con gran actividad metabdlica. Pueden encontrarse en células especializadas de los tubu-
los de Malpighi, recto, intestino, almohadillas de las patas y glandulas salivales de insectos
dipteros y lepidopteros, en trofoblastos de roedores, en protozoos ciliados y en tejidos co-
mo el saco embrionario y haustorios de algunas plantas. El ejemplo mas estudiado son las
glandulas salivales de Drosophila melanogaster (Figura 3.6). Su nimero cromosoémico es
2n=8, formado por el par 1 (sexual), par 2 y 3 autosémicos, grandes y submetacéntricos y
el par 4, autosémico y subtelocéntrico. Aun asi, en los érganos especiales que poseen
cromosomas politénicos solo podemos observar cuatro cromosomas. Durante la formacién
de las glandulas salivales, las células se dividen hasta alcanzar un niumero aproximado de
125 células por glandula. A partir de este momento las células no se dividen mas y aumen-
tan de tamano por el proceso de endorreduplicacion, momento que coincide con la eclosién
de la larva. Durante el proceso de replicacion, los miembros de cada par de homodlogos se
unen de forma inesperada, quedando los 4 cromosomas unidos por una estructura llamada
cromocentro, la cual es una fusién de los centromeros de las cuatro cromatidas. Esto le da
a los cromosomas politénicos un aspecto de “estrella de mar”. En D. melanogaster, hay
cinco brazos claramente visibles y un sexto corto, dificil de diferenciar del cromocentro.
Cada brazo de la “estrella de mar”, corresponde a un par de brazos cromosémicos homolo-
gos intimamente apareados, siendo asi los brazos 2R y 2L, 3R y 3L y el par sexual XX o
XY. El sexto brazo, muy corto, corresponde al apareamiento del par de homdlogos punti-
formes (Figura 3.6). En estos cromosomas, se emplean las letras R y L para referirse al
brazo derecho (right) e izquierdo (left), y se asignan de forma arbitraria. Es importante des-
tacar que en otros géneros de dipteros los cromosomas politénicos se encuentran sueltos,
sin cromocentro.

Si bien el patrén de bandas es esencialmente constante, a lo largo del desarrollo determi-
nadas bandas pueden cambiar su morfologia, observandose zonas mas o menos difumina-
das y abultadas denominadas puffs. Estos se forman por desenrollamiento de la cromatina
correspondiente a los cromémeros, siendo que en la mayoria de los casos cada puff se origi-
na a partir de una sola banda y su interbanda adyacente. Su tamafo es variable y represen-
tan la expresién de los genes, ya que se ha demostrado la relacién entre la presencia o au-
sencia de puffs y la actividad o inactividad génica. Los mismos han sido observados con ma-

yor frecuencia en fases particulares del desarrollo, como en momentos previos a las mudas,
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en ciertos tejidos, asociados a la expresidon de genes especificos y también hasta inducidos
por tratamientos experimentales.

Los cromosomas politénicos, al tener un tamafio mayor que el de los cromosomas norma-
les, pueden ser observables al microscopio 6ptico en interfase, lo que los convierte en un mate-
rial idéneo para estudiar citolégicamente la expresién génica. Asimismo, el patron de bandas
que poseen es constante, lo cual permitié construir mapas citolégicos y ofrecen oportunidades
para estudiar el control de la sintesis de ADN debido a la independencia de las unidades de
replicacion, lo que se manifiesta en una falta de uniformidad en el nivel de politenizacion de

determinadas regiones cromosémicas.

Figura 3.6. Cromosomas politénicos (Foto original Catedra de Genética-FCNyM).

Cromosomas plumosos

Los cromosomas plumosos también llamados plumulados o en escobilla son un tipo espe-
cial de cromosomas caracteristicos de la fase diplotene de la meiosis en oocitos de muchas
especies animales. Son cromosomas descondensados que muestran por parejas lazos carac-
teristicos que son activos en la sintesis de ARN como consecuencia de la transcripcion génica.
Estos tipos de cromosomas han sido ampliamente estudiados en oocitos de anfibios, aunque
también se pueden encontrar en espermatocitos de insectos y mamiferos, asi como en células
meidticas de algas, hongos y plantas.

Se denominan “plumosos” por su semejanza a los cepillos cilindricos o “limpiatubos” (Figura
3.7). Poseen una gran longitud (25 a 80 veces mayores a los cromosomas mitéticos), siendo

los mas grandes los de oocitos de tritones (Triturus sp.) y salamandras (Salamandra sp.), de 1
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mm de longitud. Debido a su estructura fragil no pueden ser estudiados empleando las técnicas
convencionales de aplastamiento (squash) o corte. Los cromosomas plumosos aparecen aso-

ciados por parejas por medio de los quiasmas.
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Figura 3.7. Cromosoma plumoso de Tritén.

Alteraciones del material genético

Las alteraciones del material genético pueden ocurrir en dos niveles: génico por sustitucion,
delecion o insercidon de bases o cromosdmico. Pueden ser inducidas por distintos agentes qui-
micos, fisicos o biolégicos. Las alteraciones cromosdmicas pueden afectar tanto el numero
como la estructura del complemento cromosémico de un individuo (Figura 3.8). En general, las
alteraciones cromosomicas se originan por errores durante el proceso de division celular en el
caso de alteraciones numéricas o errores durante la interfase del ciclo celular cuando hablamos
de alteraciones estructurales. Dichas alteraciones pueden ocurrir tanto en células somaticas
como germinales, si ocurren en estas ultimas pueden llegar a ser transmitidas a la descenden-

cia, generando anomalias congénitas y consecuencias negativas a la salud.
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Figura 3.8. A. Metafase de cultivo de células de ovario de hamster chino (CHO-K1). A. Nor-
mal; B. Aberrante; C. Anillo; D. Cromosoma dicéntrico; E. Fragmento acéntrico; F. Intercambio;
G. Intercambio de cromatida cuadrirradial (Fuente: Catedra de Citologia. FCNyM.UNLP).

Cambios cromosomicos numéricos

Implican la ganancia o pérdida de uno o varios cromosomas completos, y afectan al
numero cromosémico normal de una especie. Se define como Heteroploidia a cualquier
alteracion en el numero cromosdmico normal de una especie dada. Dentro de ella se con-

sideran las siguientes alteraciones:

a) Euploidia:

Cambio en el numero de dotaciones completas de los cromosomas. Algunas de las cau-
sas que pueden dar origen a este tipo de anormalidades son alteraciones durante la mitosis,
como una falla en la membrana nuclear que no se desintegra (endomitosis), en el huso mito-
tico que es defectuoso o no existe (C-mitosis), falla en la fase S del ciclo donde cada cromo-
soma se duplica mas de una vez entre dos mitosis (endorreduplicacién) luego de varios ci-
clos el cromosoma se encuentra formado por 8 o 16 cromatidas, falla en la separacion de los
polos del huso generando nucleos con forma de pesa de gimnasio (restitucion), falla en el
centrosoma dividiéndose mas de una vez y formando husos multipolares (mitosis multipola-
res) o puede ocurrir una constriccion directa del nucleo sin que haya condensacién y segre-
gacion cromosOmica dando como resultados dos células hijas desiguales (amitosis). Pode-

mos clasificar a las euploidias en:
I.  Monoploidias o Haplodias: los organismos presentan un solo juego de cromosomas.

Algunos ejemplos de organismos haploides (n) estdn conformados por algas y hongos

en la mayor parte de su vida. Otro ejemplo son los gametos, évulos y espermatozoides.
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Il.  Poliploidias: los organismos, por duplicacion del complemento somatico entero, presen-
tan mas de una dotaciéon cromosdémica. Por ejemplo organismos triploides (3n), tetra-

ploides (4n), pentaploides (5n). Es muy comun en plantas.

b) Aneuploidia:

El numero de cromosomas difiere por pérdida o ganancia de uno o0 mas cromosomas con
respecto a la dotacion normal de un individuo. Puede suceder tanto en autosomas como en
cromosomas sexuales y pueden originarse por falla de los cromosomas homaélogos o cromati-
des hermanas de migrar a los polos opuestos durante la divisién celular, por no disyuncion en
mitosis, meiosis | o Il (Figura 3.9) o por la presencia de cromosomas rezagados en la anafase

(anafase lag) que quedan excluidos del nucleo.

Ovocito/Espermatocito 1° (2n)

Meiosis |

. O Ovocito/Espermatocito 2° (n) @ .
Meiosis Il

Gametos (n)

No disyuncién en Meiosis | No disyuncién en Meiosis Il

Figura 3.9. Representacion esquematica de un evento de no disyuncién en meiosis | y meiosis Il. En una meiosis
normal, se espera que todos los gametos formados sean n. Una no disyuncién en meiosis | origina dos gametos disé-
micos y dos nulisémicos (100% gametos anormales). Una no disyuncién en meiosis Il origina dos gametos normales, n,
un gameto disémico y uno nulisémico (50% gametos normales, 50% gametos anormales).

Podemos clasificar a las aneuploidias en Hipodiploide o Hiperdiploide.

Dentro de Hipodiploide podemos mencionar algunos ejemplos:

I.  Monosomia: organismos a los que les falta un cromosoma completo. Su dotacion
es 2n-1 cromosomas. Se produce este caso cuando un gameto irregular (n-1) se
une con un gameto normal y forma un cigoto 2n-1, por ejemplo en el humano
Sindrome de Turner, pérdida de un cromosoma X (45, X).

II.  Nulisomia: organismos que carecen de un par de cromosomas homdlogos. Su

dotacion cromosdémica es 2n-2.

FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y MUSEO | UNLP 61



ELEMENTOS DE GENETICA — CECILIA |. CATANESI Y EGLE E. VILLEGAS CASTAGNASSO (COORDINADORAS)

Dentro de Hiperdiploide encontramos a las Polisomias, cuando un organismo tiene mas

de dos cromosomas por juego, podemos mencionar algunos ejemplos:

I.  Trisomia: se originan cuando un cromosoma se duplica tres veces. Su dotacion
cromosOmica es 2n+1. En la doble trisomia, este evento sucede dos veces en
dos cromosomas distintos (dotacion 2n+1+1). Por ejemplo: Sindrome de Down
trisomia del cromosoma 21 (47, XX, + 21; 47, XY,+ 21); Sindrome de Klinefelter
los individuos tienen un cromosoma X extra (47, XXY).

Il.  Tetrasomia: se originan cuando un cromosoma se duplica cuatro veces, teniendo
cuatro copias del mismo cromosoma. En ocasiones las copias no son del cromo-
soma completo pero si de una fraccién del mismo. Su dotacion cromosomica es
2n+2. Ejemplo: Sindrome del ojo de gato, es una alteracion en la que hay 4 co-

pias de un fragmento del cromosoma 22 humano.

c) Mixoploidia o mosaico:

Tejido o célula que presenta un numero de cromosomas distinto al que tienen los restantes
tejidos o células de su entorno. Puede ocurrir por eventos de no disyunciéon o anafase lag du-
rante la embriogénesis. La mixoploidia es muy comun en plantas.

En ciertos organismos existen cambios en el nUmero cromosémico que son generados por
otros mecanismos como es la hibridaciéon. Un hibrido es un organismo animal o vegetal que
procede del cruce mediante la reproducciéon sexual de dos organismos de distintas especies o
subespecies. La hibridacion es rara en animales pero se pueden presentar casos, por ejemplo,
en grupos de peces y anfibios. Sin embargo, en plantas tiene una funcién importante en la evo-
lucion. La poliploidia en helechos y angiospermas es considerada un fendmeno asociado a la
hibridacién y por lo tanto se interpreta como una evidencia de que esta ultima ha desempefiado

un papel crucial en la historia filogenética de muchas plantas.

Cambios cromosomicos estructurales

Podemos clasificar a las alteraciones estructurales en intracromosémicas e intercromosémi-
cas. Las primeras ocurren cuando los cortes ocurrieron en el mismo cromosoma como delecio-
nes, duplicaciones, anillo e inversiones. Las alteraciones intercromosémicas ocurren cuando
hay intercambio de material entre dos cromosomas como en el caso de las translocaciones,

translocaciones robertsonianas y cromosomas dicéntricos (Figura 3.10).

a) Delecién: Se pierde un segmento cromosémico que puede ser intersticial o terminal,
por ejemplo en humanos el Sindrome de Angelman ocurre por deleciéon de una regién
del cromosoma 15.

b) Duplicacién: Cuando una parte del cromosoma se duplica y el mismo queda con un

segmento extra. Las duplicaciones pueden tener importancia a nivel evolutivo.
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c) Anillo: Ocurre cuando existen dos sitios de ruptura en los extremos de un mismo cro-
mosoma y los brazos se unen dando origen a un cromosoma circular. Las repercusio-
nes en el fenotipo son variables.

d) Inversién: Se produce cuando el orden lineal de un segmento cromosoémico se in-
vierte 180° tras haberse producido dos fracturas en un cromosoma. Cuando el seg-
mento invertido incluye al centromero constituye una inversion pericéntrica, y cuando
no lo incluye constituye una inversion paracéntrica. Las inversiones pueden tener im-
portancia a nivel evolutivo, por ejemplo, inversiones en una regién del cromosoma 3
de la mosca Drosophila pseudoobscura a lo largo de varias generaciones resultaron
adaptativamente beneficiosas para la supervivencia en un determinado habitat. Por el
contrario, se puede perder la funcién de un gen si la inversién ocurre en una region
que lo divide en dos partes.

e) Translocacion: Se trata de un reordenamiento por intercambio de segmentos de cro-
mosomas dentro del complemento cromosémico. Este reordenamiento puede darse
dentro de un mismo cromosoma (translocaciones internas) o que un segmento pase a
otro cromosoma, dando intercambios. Estos ultimos pueden ser reciprocos, cuando se
da un intercambio de material genético entre dos cromosomas distintos (translocacion
reciproca) o no reciprocos, cuando el traspaso ocurre sélo en una direccion (transloca-
cién no reciproca o insercién). Un tipo comun de translocacién son las translocacio-
nes robertsonianas: Se da el intercambio de brazos enteros de cromosomas. Pueden
ocurrir por fusiéon centromérica (uniéon de dos cromosomas acrocéntricos), lo que redu-
ce el numero de cromosomas totales o por fisién centromérica (un cromosoma subme-
tacéntrico o metacéntrico se separa en dos), en cuyo caso el numero de cromosomas
se ve aumentado. Ejemplo de esta alteracion es la translocacion robertsoniana 1/29
que se da en el bovino, donde el cromosoma 1 se fusiona con el 29 y asi se reduce el
namero cromosomico de la especie.

f) Dicéntricos: es un cromosoma que posee dos centromeros. Es un reordenamiento
desbalanceado y son muy inestables a menos que uno de los dos centromeros esté
inactivo, o ambos estén tan cerca que puedan actuar como uno solo.

g) Dobles diminutos: aparecen como fragmentos muy pequefios y generalmente en pa-
rejas. Pueden indicar deleciones intersticiales, o estar asociados a procesos de amplifi-
cacién (onco)génica.

h) Isocromosoma: Falla en la separacion longitudinal de las crométidas que se separan
transversalmente. Los brazos del isocromosoma resultante son genéticamente idénti-
cos entre si. En el caso de un cromosoma submetacéntrico, las cromatides resultantes

son asimétricas, una formada por dos brazos largos y otra por dos brazos cortos.
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Figura 3.10. Alteraciones cromos6émicas estructurales.

Cuando la reorganizacion no produce pérdida ni ganancia de material cromosémico se di-
ce que la anomalia es equilibrada. En general, no hay efecto en el fenotipo pero existe riesgo
de generar gametos desequilibrados como es el caso de inversiones y translocaciones reci-
procas. Por otro lado, cuando la reorganizacién es desequilibrada provoca pérdida o ganan-
cia de material cromosémico y normalmente hay efectos fenotipicos severos. Es el caso de
deleciones y duplicaciones.

Durante la meiosis, los cromosomas homologos tienen que alinearse para poder llevar a ca-
bo el alineamiento, crossing over y segregacion. Si uno o ambos poseen alguna alteracién es-
tructural, pueden modificar este apareamiento de diversas maneras dependiendo de la anorma-

lidad presente en ellos. Por ejemplo:

a) Un cromosoma con una inversion paracéntrica adopta una estructura en bucle para
poder alinear sus regiones con su homologo. Si ocurre un evento de recombinacion
en el bucle el resultado va a ser que uno de los cromosomas va a ser dicéntrico y el
otro un fragmento acéntrico. Por lo tanto, las gametas van a llevar alteraciones es-
tructurales desequilibradas.

b) Un cromosoma con una inversién pericéntrica forma también el bucle, pero una re-
combinacion en el asa dara lugar a dos cromosomas normales (con un centrémero)
pero con alteraciones de duplicaciones y deleciones y las gametas también seran

desequilibradas.
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c¢) Cromosomas con translocacion reciproca equilibrada (no hay pérdida, ni ganancia de
material genético, individuo normal) para que puedan segregarse correctamente en la
meiosis han de alinearse en una estructura llamada cuadrivalente (involucra cuatro
cromosomas). En este caso la segregacion puede ser de dos maneras: adyacente,
donde el 100% de las gametas van a estar desequilibradas, o alternante, donde el 50%

de las gametas seran normales y el 50% equilibradas (Figura 3.11).

R

Translocacion reciproca

!

Estructura cuadrivalente

l..

Segregacion adyacente Segregacion alternante
100% gametos desequilibrados 50% gametos normales, 50% gametos equilibrados

Figura 3.11. Representacion esquematica de la estructura cuadrivalente formada en la meiosis
debido a una translocacion reciproca.

Mecanismos de determinacion sexual

En la naturaleza se encuentran al menos dos mecanismos de determinacion sexual:

1. La determinacién genética del sexo, mediante el cual uno o varios genes determinan

que el embrion se desarrolle como macho o hembra. Pueden encontrarse:
a. Heterogamia: es la mas comun de los sistemas de determinacién cromosomi-

ca, existen cromosomas heteromorfos, es decir, cromosomas sexuales diferen-

tes, en forma y tamafo, en machos y hembras. La heterogamia puede ser
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masculina (XY), como en el caso de mamiferos, nematodos, moluscos, equi-
nodermos y la mayor parte de los artropodos o femenina (ZW), como en las
aves, lepiddpteros, reptiles y algunos anfibios. También se observa heteroga-
mia masculina en el sistema determinado por la proporcion de cromosomas X
respecto de la proporcion de cromosomas autosdmicos, como en dipteros
(Drosophila sp.). En esta especie, el cromosoma Y es indispensable para que
los machos tengan espermatogénesis. En la mayoria de los anfibios, reptiles y
peces los cromosomas sexuales no son detectables citoldgicamente. En
anuros se dan los dos tipos de determinacion XX-XY y ZW-ZZ. Ocasionalmente
pueden encontrarse los dos tipos de determinacion cromosdémica en una mis-
ma especie, como en Glandirana rugosa. En el hombre el cromosoma Y es
mas pequefio que el X. En funciéon de la localizacion de los genes en estos
cromosomas, se conoce la herencia ligada al sexo (ligada al cromosoma X) y
la herencia holandrica (herencia ligada al cromosoma Y).

En plantas también se da la existencia de cromosomas sexuales, como es el caso
de la hepatica Sphaerocarpus donnelii, donde en los gametos femeninos hay un
cromosoma X grande y en el masculino un Y pequefio, en briofitas y algas como
Saccorhiza polyschides. En angiospermas, se han observado cromosomas sexua-
les en Cannabis sativa, Melandrium album, entre otras.

b. Haplodiploidia (arrenotoquia): Este método de determinacion sexual no depende
de cromosomas sexuales, aunque machos y hembras poseen diferente constitu-
cion cromosomica. Los machos son haploides (se originan a partir de huevos no
fertilizados, partenogenéticamente por arrenotoquia) y las hembras diploides (se
originan a partir de huevos fertilizados). La determinacion puede ser ambiental,
basada en la fertilizacion; o puede ser genotipica si esta basada en el nivel de
ploidia u otro. Se da dentro de algunos érdenes de insectos, como himendpteros,
homapteros, tisandpteros y coledpteros.

c. Determinacién polifactorial (poligenética): la determinacion del sexo esta dada por

la interaccion de muchos factores. Este sistema se observa en peces.

2. La determinaciéon ambiental del sexo, en la cual mediante algun factor ambiental (gene-
ralmente la temperatura) se determina el sexo del embrién. Se da principalmente en al-
gunos reptiles, como todos los cocodrilos, la mayoria de las tortugas y algunos lagar-
tos, la temperatura de incubacién de los huevos durante un periodo critico en el desa-
rrollo embrionario es clave para determinar el sexo. Asimismo, participan también el ni-

vel nutricional de la madre y el fotoperiodo.
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Ejercicios

1. El nUmero cromosémico de Raphanus sativus (rabano) es 2n=18. indique la alteracioén cro-

mosoOmica presente si el nimero de cromosomas en una célula es:

a) 36 d) 20
b) 17 e) 16
)9 f) 27

Resolucién: a) Tetraploidia 4n=36; b) Monosomia 2n-1=17; c) Monoploidia n=9; d) Te-
trasomia 2n+2=20 o doble Trisomia 2n+1+1=20; e) Nulisomia 2n-2=16 o doble Monosomia 2n-
1-1=16; f) Triploidia 3n=27

2. Grafique el cariotipo de un hombre con las siguientes anormalidades:

- Delecién en el brazo largo del cromosoma 11
- Translocacion reciproca balanceada entre los cromosomas 4 y 20
- Cromosoma 8 en anillo

- Translocacion robertsoniana entre cromosomas 14 y 21
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3. ¢Cuantas cromatidas hay en las siguientes células o estadios celulares si 2n=287?

a) Findela meiosis |

O

Metafase meiosis |

O

o

)
)
) Telofase meiosis Il
) Metafase de la mitosis
)

e) Telofase de la mitosis

Resolucién: a) 28; b) 56; c) 14; d) 56; e) 28
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CAPITULO 4
Citogenética Aplicada
Graciela Gonzalez, Alejandro D. Bolzan

y Eliana R. Steinberg

La Citogenética como disciplina que estudia el comportamiento y la estructura de los cromo-
somas y su relacion con la transmision y recombinacion de los genes, proporciona diferentes
niveles de analisis, constituyendo una herramienta fundamental para estudios taxonémicos,
evolutivos y de gendmica estructural y funcional. En el presente capitulo, se ejemplifican tres
aplicaciones de la citogenética en el ambito vegetal y animal: la citogenética en el estudio evo-
lutivo y aplicado del maiz y sus especies relacionadas, la aplicabilidad de la técnica de Hibrida-
cion In Situ Fluorescente (FISH) para la identificacion de telémeros y secuencias teloméricas
intersticiales (STI) y el estudio de las aberraciones cromosomicas que los involucran y la carac-

terizacion citogenética en el manejo de primates en cautiverio.

La citogenética en el estudio evolutivo y aplicado del maiz
y sus especies relacionadas

Analisis del cariotipo

Los estudios citogenéticos clasicos en plantas permiten analizar las caracteristicas del
cariotipo (numero, tamano y simetria de los cromosomas, posicién de los centromeros,
cantidad y distribucién de la heterocromatina). Ademas, evaltan el tamafio del genoma y
analizan el comportamiento meiético de los cromosomas en razas, especies, hibridos y
poliploides. Las caracteristicas del cariotipo son generalmente constantes en un grupo de
especies y aun de géneros, pero a menudo ocurren variaciones estructurales y/o numéricas
entre especies relacionadas, incluso dentro de una misma especie. Estas variaciones han
sido encontradas, entre otros, en el género Zea que incluye al maiz y sus especies silves-
tres relacionadas (teosintes), donde empleando tinciones convencionales se describieron
los cariotipos de cada especie (Figura 4.1) y se detectaron cromosomas B en numero va-
riable. Los cromosomas B son accesorios al complemento cromosémico normal de la espe-
cie (complemento A), son heterocromaticos, no codificantes, sin funciones vitales para el

organismo y con mecanismos de impulso meiético que hacen que se hereden con mayor
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frecuencia que la esperada por herencia mendeliana. Estos abren un nuevo campo de in-
vestigacion en lo que se refiere a su manejo como portadores de genes utiles en progra-
mas de mejoramiento genético. En razas de maiz nativas del noroeste argentino y en razas
de Bolivia, cultivadas a lo largo de un gradiente altitudinal, se observaron individuos por-
tando de 0 a 8 cromosomas B (Fig. 4.1). La correlacion positiva detectada entre nimero y
frecuencia de cromosomas B y la altitud de cultivo permitié sugerir un significado adaptati-

VO para estos cromosomas accesorios.

Contenido de ADN. Variacién del tamafo del genoma

El contenido de ADN de una especie en general se expresa en picogramos (pg, 10-'2g) y
actualmente se mide por citometria de flujo. Esta técnica se basa en hacer pasar una suspen-
sion de nucleos tefidos con un fluorocromo (DAPI o loduro de Propidio) por delante de un rayo
de luz laser. Se miden las intensidades de fluorescencia a diferentes longitudes de onda emiti-
da por cada nucleo, siendo la cantidad de sefiales de fluorescencia proporcional a la cantidad
de ADN. Estas sefales de intensidad de fluorescencia son recogidas por detectores que las
convierten en sefales electronicas que posteriormente son digitalizadas para permitir la medida
del contenido de ADN del nucleo. Esta técnica presenta la ventaja de analizar un elevado nu-
mero de nucleos en un corto periodo de tiempo.

El tamano del genoma es muy variable entre grupos de plantas, de hecho en angiospermas
oscila entre 0,05 pg en Cardamine y 127 pg en Fritillaria, y es independiente de la complejidad
organismica. El contenido de ADN puede variar por aumento o disminucion del nivel de ploidia,
aneuploidia, polimorfismo numérico para cromosomas B, reestructuraciones cromosémicas con
pérdida o duplicacion de material genético y pérdida o ganancia de secuencias repetitivas no
codificantes, las que pueden estar conformando bloques o dispersas en el genoma.

En Zea existe variacion intra e interespecifica en el contenido de ADN. En lineas y razas ar-
gentinas de maiz (Zea mays ssp. mays) oscila entre 4,9 pg y 6,9 pg, mientras que Zea luxu-
rians posee 9,2 pg, el mayor contenido de ADN del género. Esta amplia variacion se debe prin-
cipalmente a las diferencias de bloques heterocromaticos, denominados knobs, formados por
secuencias altamente repetidas en tandem, o sea una detras de la otra. Otros componentes
responsables de la variacién del tamafio del genoma en Zea son la presencia en numero varia-
ble de cromosomas B y la abundancia diferencial de secuencias repetitivas dispersas como los
elementos transponibles.

En el analisis cariotipico de las distintas razas de maiz nativas del noroeste argentino
(NOA) se observo una correlacidon negativa significativa entre el contenido de heterocromati-
na del complemento cromosémico A y la altitud de cultivo. Ademas, la disminucidn del conte-
nido de ADN del complemento A se correlacioné con el aumento en la frecuencia poblacional
de cromosomas B. Aunque se desconocen las causas de este cline divergente entre dos

tipos de ADN no codificante, su observacion repetida en distintos ambientes sugiere la exis-
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tencia de fuerzas selectivas involucradas en el mantenimiento del cline. Por otra parte, el
numero y tamafio de los knobs se correlaciond negativamente con la altitud de cultivo. Si bien
aun no se conocen las causas o mecanismos evolutivos que permitan explicar esta correla-
cion, varios autores proponen que los knobs estan sujetos a la accion de la seleccién tanto
natural como artificial y, por lo tanto, adquieren valores adaptativos variables y se convierten
en elementos muy importantes en la evolucidon de las poblaciones de Zea. Por lo tanto, la
variabilidad en el tamafio del genoma observada en las distintas razas de maiz nativo posee-
ria significado adaptativo en la evolucién, diversificacién y adaptacion de las plantas a los

distintos ambientes de cultivo.

Bandeo cromosémico con fluorocromos

Las técnicas de bandeo cromosémico, empleando los fluorocromos DAPI y CMA, reve-
lan la cantidad y localizacion cromosdmica de la heterocromatina y sus caracteristicas cito-
quimicas. La molécula de DAPI (4°6°diamidino-2-phenylindole.2HCI) se intercala en el ca-
nal menor de la doble hebra de ADN compuesta por adenina-timina (AT), por lo tanto per-
mite identificar las regiones cromosémicas de ADN altamente repetido rico en A-T que se
observan como bandas de color azul brillante (bandas DAPI+). EIl CMA (Cromomicina A3)
es un antibidtico fluorescente, no intercalante, que se une selectivamente a la doble hélice
de ADN en las regiones ricas en guanina-citocina (G-C), por lo tanto revela a estas regio-
nes cromosoémicas como bandas brillantes de color amarillo-anaranjado (bandas CMA+).
Ambos bandeos pueden emplearse de manera simultdnea ya que brindan informacion
complementaria. El mapeo de distintas bandas heterocromaticas sobre los cromosomas
permite, en muchos casos, la identificacidon de cromosomas particulares. Un ejemplo nota-
ble de polimorfismo y politipismo para bandas heterocromaticas lo constituyen los taxones
del género Zea (Figuras 4.1, 4.2A y 4.3B). Estos presentan variacion en el tamafo, niumero
y composicién de knobs, los cuales se pueden encontrar en 34 posiciones diferentes en los
cariotipos. El bandeo DAPI, que revela a los knobs como bandas DAPI+, permitié la discri-
minacion cromosomica entre los taxones del género. Se observd que los knobs son sub-
terminales en maiz, en Zea mays ssp. mexicana y en Z. m. ssp. parviglumis, terminales en
Z. luxurians y en Z. diploperennis, y que no se encuentran en Z. perennis. Por otra parte, el
bandeo CMA revelé que el nimero y la posicion cromosdmica de las regiones organizado-
ras del nucleolo (regiones ricas en AT, bandas CMA+) son conservados en Zea, caracter

que por lo tanto carece de utilidad para la discriminacion citogenética de las especies.
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Figura 4.1. Bandeo DAPI sobre metafase mitética de maiz de la raza Garrapata (raza nativa del noroeste argentino).
Ref.: B: cromosoma B. Flechas blancas: bandas DAPI+ que denotan knobs. Barra: 10 um. Fuente: Graciela E. Gonzélez.

Analisis del comportamiento meioético

El estudio del comportamiento meidtico durante la microsporogénesis permite dilucidar el
origen y modos de especiacion en plantas, asi como también evaluar la afinidad relativa entre
genomas en poliploides e hibridos inter o intraespecificos. Ademas de la utilidad en estudios
taxondmicos y evolutivos, conocer el modo de apareamiento de los cromosomas durante la
meiosis es fundamental en el mejoramiento genético, ya que en la produccién de hibridos de
interés agronémico se debe lograr un maximo de fertilidad, lo cual esta directamente relaciona-
do con el comportamiento de los cromosomas durante la formacion de sus gametos.

La poliploidia es uno de los fendmenos mas comunes en la evolucién de las plantas, de he-
cho se estimé que el 70% de las angiospermas y la mayoria de las especies de plantas utiles
econdmicamente son poliploides. El analisis del comportamiento meiético en especies e hibri-
dos artificiales de Zea revelé la naturaleza alotetraploide del maiz (2n=20) y de los teosintes, y
que X=5 es el numero basico del género. La presencia frecuente de dos grupos asincrénicos
de 5 bivalentes cada uno, asociados a husos acromaticos distintos, y la eventual persistencia
de dos nucléolos evidenciaron los dos genomas ancestrales de 10 cromosomas cada uno,

revelando asi la naturaleza poliploide del género Zea.

Citogenética molecular

La citogenética molecular combina las herramientas de la citogenética clasica con la infor-
macién molecular de las secuencias y se aplica a estudios citotaxondmicos, filogenéticos, evo-
lutivos, biotecnoldgicos y de mejoramiento genético. Para realizar las técnicas de hibridacién in
situ se pueden emplear gran variedad de sondas, que son secuencias de ADN marcadas con

fluorocromos que se hibridan segin su homologia sobre nucleos interfasicos o sobre cromo-
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somas mitéticos o meidticos. Segun el tipo de sonda podemos distinguir al GISH (Hibridacién In
Situ Gendmica) que emplea ADN gendmico total para revelar homologias gendmicas entre
taxones, y al FISH (Hibridacion In Situ Fluorescente) que mediante la localizacion cromosdmica
de secuencias especificas (secuencias repetitivas, genes, ADNr, transgenes, retrovirus) permi-
te obtener mapeos fisicos, funcionales y estructurales de los genomas.

Con el objetivo de caracterizar e identificar citogenéticamente a las razas de maiz nativas
del norte de la Argentina se realiz6 una amplia serie de experimentos de FISH. Se hibridaron
simultaneamente las secuencias repetitivas descriptas para los knobs (180-pb y TR-1) sobre
las metafases mitéticas de los distintos maices cultivados en el NOA y en el NEA. Se observé
que las sefales de hibridacion colocalizan con las bandas DAPI+, es decir con los knobs, y
que ambas secuencias se pueden encontrar combinadas o aisladas, revelando asi la consti-
tucién de secuencia de cada knob (Figuras 4.2A y 4.2B). Dentro de cada raza se observaron
patrones constantes de numero, tamafio y composicion de secuencias de los knobs, siendo
estas caracteristicas variables entre las razas. Estos patrones de hibridacion permitieron
graficar idiogramas DAPI-FISH para describir los cariotipos distintivos de cada raza (Figura
4.2C). Estos datos junto al conocimiento del contenido de ADN Yy la frecuencia de cromoso-
mas B permitio la caracterizacion citogenética completa de cada raza estudiada. Esta intere-
sante metodologia puede emplearse también en la caracterizacion y el reconocimiento de

lineas e hibridos comerciales de maiz.

180pb+ TR-1

M M MM Sm Sm Sm Sm M M*

Figura 4.2. FISH sobre metafase mitética de maiz raza Garrapata. A. DAPI, flechas blancas: knobs. B. FISH con las
secuencias knob 180-pb (verde) y TR-1 (rojo), en amarillo los knobs hibridados con ambas secuencias. Barra: 10 um.
C. Idiograma DAPI-FISH de raza Garrapata; bloques amarillos: knobs compuestos sélo por 180-pb, bloques verdes:
knobs formados por ambas secuencias, la linea horizontal representa la posicién del centrémero, las letras indican la
morfologia cromosémica (M: metacéntrico, Sm: submetacéntrico) y el asterisco denota la heterocigosis para presencia
de knob. Fuente: M. Florencia Fourastié y Graciela E. Gonzalez.
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En cuanto a los experimentos de FISH en teosintes, Z. perennis (2n=40), la especie con el
menor contenido de ADN por genoma basico del género, no presenté bandas DAPI+ ni sefales
de hibridacién con las secuencias de los knobs. Esto muestra que la disminucion del tamafio
del genoma en esta especie se debid principalmente a la pérdida de las secuencias repetitivas
de los knobs durante su proceso de poliploidizacion secundaria. Por el contrario, Z. luxurians
(2n=20) posee el mayor contenido de ADN por genoma basico del género, debido a que pre-
senta el mayor numero y tamafio de knobs.

Lo antes mencionado demuestra como la combinacion de métodos citogenéticos clasi-
cos y moleculares posibilité la caracterizacion citogenética y aporté al conocimiento de la
variabilidad fenotipica y genotipica de Zea. Otro ejemplo lo constituye la caracterizacion
citogenética de especies argentinas de cactus pertenecientes al género Opuntia. Todos
estos datos resultan de gran utilidad para programas de mejoramiento genético y de con-
servacion de la biodiversidad.

Por su parte, el GISH revela las homologias especificas del ADN y la distribucién fisica
de las secuencias repetidas que comparten dos taxones, y permite el reconocimiento de
especies parentales en hibridos y poliploides, lo que resulta fundamental en estudios evolu-
tivos y taxonémicos. Mediante GISH se estudiaron las homologias y divergencias genémi-
cas entre los taxones de Zea y se corroboré el origen poliploide del género. Estos experi-
mentos mostraron la alta afinidad gendmica que el maiz posee con Z. mays ssp. mexicana
y con su propuesto progenitor silvestre Z. m. ssp. parviglumis, ya que se observaron fuer-
tes senales de hibridacion del ADN de estos teosintes a lo largo de todos los cromosomas
del maiz (Figura 4.3). Por otra parte, cuando el ADN de Z. m. ssp. huehuetenanguensis se
hibridé sobre los cromosomas de maiz se observé una menor homologia entre ambos ta-
xones. Al hibridar el ADN de Z. luxurians se observaron sefiales de hibridacion homogé-
neas sobre todos los cromosomas de maiz, mostrando alta homologia entre estas dos es-
pecies. Sin embargo, una menor afinidad genémica fue detectada entre el maiz y Z. diplo-
perennis, especialmente en las regiones knob. El patron de hibridacion del ADN de Z. pe-
rennis sobre los cromosomas de maiz permitié postular que ambas especies poseen un
genoma parental no compartido. Las zonas divergentes reveladas en estos experimentos,
zonas de no hibridacién, no se distribuyen sobre genomas parentales/ancestrales enteros
(p.ej. sobre 10 cromosomas), esto demuestra que los genomas ancestrales habrian sufrido

procesos de reestructuracién y/o evolucién coincidente incompleta.
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Figura 4.3. GISH sobre metafase mitética de maiz. A. Patron de hibridacién con ADN genémico total de Zea mays ssp.
parviglumis (rojo). B. Contratincién con DAPI. Las flechas muestran un brazo cromosémico y regiones centroméricas
sin senales de hibridacién, no homdlogas. Barra: 10 um. Fuente: Graciela E. Gonzalez.

Todos los resultados obtenidos mediante la aplicaciéon de distintas metodologias citogenéti-
cas permitieron entender la organizacién genémica y la diversificacion de las especies de Zea,

aportando nuevas claves para el estudio del origen del maiz domesticado.

Aplicacion de la técnica de FISH para la identificacion
de aberraciones cromosdémicas que involucran
secuencias teloméricas

Tipos de sondas para FISH. Las sondas “PNA”

Como se menciond en la seccion anterior, la técnica de FISH, mediante la identificacion
de secuencias especificas de ADN in situ (en cromosomas en metafase o nucleos en inter-
fase), con una sonda (secuencia complementaria de acido nucleico) marcada con un colo-
rante fluorescente, permite visualizar -mediante un microscopio de fluorescencia- la ubica-
cion de esas secuencias. Las sondas disponibles comercialmente corresponden casi exclu-
sivamente a sondas para cromosomas humanos (es muy poco frecuente encontrar sondas
para otros mamiferos) pero afortunadamente, algunas de las sondas para humanos tam-
bién pueden aplicarse con éxito en las células de otras especies de vertebrados. Asimismo,
si bien la mayor parte de las sondas son de ADN, desde hace varios afios contamos con
sondas de tipo PNA (del inglés “Peptide Nucleic Acid”), que son similares a las sondas de
ADN pero cuyo esqueleto azucar-fosfato ha sido reemplazado por un esqueleto de poliami-
da, de carga neutra y flexible y altamente resistente a la degradaciéon por DNAsas, RNA-
sas, proteinasas y peptidasas. Debido a su esqueleto neutro, las sondas de tipo PNA pene-
tran en el cromosoma en lugar de pegarse a su superficie -como lo hace una sonda de
ADN convencional, que tiene carga negativa- lo cual resulta en una eficiencia mucho mayor
en la deteccion de secuencias que una sonda convencional. Actualmente, se pueden con-

seguir sondas de tipo PNA para detectar simultaneamente todos los centrémeros (pancen-
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tromérica) y los telomeros (pantelomérica) presentes en los cromosomas de una célula
humana. No obstante, debido a su similitud de secuencia, la sonda pancentromérica puede
ser utilizada también en algunos primates no humanos, mientras que la sonda panteloméri-
ca puede ser utilizada para detectar los teldomeros de los cromosomas de cualquier especie
de vertebrado, como veremos mas adelante. En esta seccién del presente capitulo, nos
concentraremos en analizar la aplicabilidad de la técnica de FISH con sonda PNA pantelo-
mérica para la identificacién de telomeros y secuencias teloméricas intersticiales (STI) y su
importancia para evaluar el dafio cromosdmico inducido por un mutageno en los cromoso-
mas de vertebrados. Para ello, primeramente definiremos qué son los telémeros y las se-

cuencias teloméricas intersticiales.

Telomeros y secuencias teloméricas intersticiales (STI)

Teldomero (del griego, telo = extremo, y mero = parte) es un término acufado en 1938
por el genetista aleman Hermann Joseph Miiller, para describir a los extremos de los cro-
mosomas. Sin embargo, el concepto de “telémero” se utilizaba en esa época no soélo para
referirse a los extremos fisicos de los cromosomas, sino también a “un gen terminal con
una funcion especial, la de sellar el extremo del cromosoma”. Por ello, los teldmeros fueron
definidos primeramente como las regiones terminales o extremos fisicos de los cromoso-
mas eucariodticos, que protegen a los mismos de la fusidon con otros cromosomas (ya sea
con un fragmento cromosdmico o con uno o ambos extremos de otro cromosoma). Es de-
cir, se aceptaba que el cromosoma tenia dos extremos y que los mismos debian tener ne-
cesariamente una funcion protectora. Hoy en dia, a partir de diversos estudios de biologia
molecular, los telémeros son definidos como complejos nucleoproteicos ubicados en los
extremos fisicos de los cromosomas eucariéticos lineales que mantienen la estabilidad e
integridad de los mismos, protegiéndolos de la degradacion por nucleasas y de la recombi-
nacion y fusién con otros cromosomas.

Los telomeros estan compuestos por ADN (de secuencia variable, segun el organismo
de que se trate), ARN (denominado TERRA, por su significado en inglés Telomeric Repeat
Containing RNA, pues contiene repetidos de secuencia UUAGGG) y proteinas asociadas
(el denominado complejo shelterina o telosoma, formado por seis proteinas, a las que se
asocian ademas, varias proteinas relacionadas con la respuesta celular al dafio y repara-
cién del ADN). En todos los vertebrados, el ADN telomérico esta formado por repeticiones
del hexanucleétido TTAGGG, por lo cual la sonda pantelomérica que se utiliza en cromo-
somas humanos también puede ser utilizada para detectar los teldmeros o secuencias te-
loméricas intersticiales en los cromosomas de cualquier otra especie de vertebrado e inclu-
so de otras especies de animales no vertebrados o de especies vegetales que contengan la
secuencia TTAGGG.

Dada la funcion del telémero, el mantenimiento de la misma es fundamental para la es-

tabilidad gendmica y la viabilidad celular. En efecto, las células que presentan teldmeros
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disfuncionales —ya sea debido a desproteccién o erosidon o acortamiento excesivo de los
mismos— experimentan senescencia, muerte celular o inestabilidad gendmica, fendmeno
este ultimo estrechamente ligado con el proceso de cancer. Dado que los teldmeros se
acortan durante las sucesivas divisiones celulares (debido a que la enzima ADN polimera-
sa no es capaz de copiar el ADN de los extremos cromosdmicos), existe una enzima de-
nominada telomerasa que compensa el acortamiento, sintetizando repetidos teloméricos
utilizando un ARN propio como templado o molde para dicha sintesis. Esta enzima se ha-
lla presente en lineas celulares inmortales, células de la linea germinal, células madre,
linfocitos activados y la mayoria de las células tumorales y se encuentra inactiva en la
mayoria de las células somaticas (de ahi el acortamiento progresivo de los teldmeros en
estas células).

Habitualmente, los repetidos teloméricos se localizan en los extremos o regiones termi-
nales de los cromosomas, formando los verdaderos telémeros. Sin embargo, algunas es-
pecies de vertebrados presentan bloques de repetidos TTAGGG localizados en regiones
no terminales de los cromosomas, constituyendo las denominadas “secuencias teloméri-
cas intersticiales” (STI). Las STI pueden localizarse en la regién pericentromérica o entre
el centrémero y el teldbmero del cromosoma en cuestion (Figura. 4.4). Generalmente, se
supone que la presencia de STI en los cromosomas es el resultado de fusiones cromosé-
micas en tandem (telémero-telémero) que han ocurrido durante la evolucion de los orga-
nismos, aunque actualmente existen otras hipotesis acerca del origen evolutivo de estas
secuencias. Si bien existen distintos tipos de STI (segun su tamafo y organizacion), en la
mayor parte de los vertebrados que presentan estas secuencias, las mismas aparecen
como grandes bloques de posicion centromérica o pericentromérica, pudiendo ocupar
cientos de pares de bases de ADN. En general, se admite que las STl no representan
verdaderos telédmeros, es decir, teldmeros funcionales. Sin embargo, debido a que los
bloques de STI suelen colocalizar con sitios de ruptura, fragilidad y recombinacion, se
supone que estas secuencias juegan un rol importante en la formacion de aberraciones
cromosomicas inducidas, en la inestabilidad genémica y en la evolucidén cariotipica. En
particular, las STl heterocromaticas -que forman los grandes bloques de STI en los cro-
mosomas de vertebrados- estan involucradas en fusiones, fisiones e inversiones cromo-
somicas, promoviendo la formacion de nuevos teldmeros y pueden experimentar diversos
tipos de reordenamientos, incluyendo ruptura, amplificacién, translocacién o delecién, lo
cual puede conducir al desarrollo de nuevos cariotipos y nuevas especies, favoreciendo el

proceso de evolucion cariotipo.
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Figura 4.4. Fotografia de una célula en metafase de una linea celular derivada de piel de conejo doméstico, obtenida
mediante microscopia de fluorescencia luego de aplicar la técnica de FISH con sonda pantelomérica de tipo PNA. Se
observan en color rojo las sefales teloméricas, tanto terminales (se observan las caracteristicas 4 sefiales por cromo-
soma, 2 por cada extremo) como intersticiales (sefialadas con flechas). Fuente: Alejandro Bolzan.

Figura 4.5. Fotografia de una célula en metafase de una linea celular derivada de linfocitos humanos, obtenida me-
diante microscopia de fluorescencia luego de aplicar la técnica de FISH con sondas pantelomérica (sefial roja) y pan-
centromérica (sefial verde) de tipo PNA. En este caso, no existen cromosomas con STI. Nétese que al utilizar los dos
tipos de sondas, la identificacion de cada cromosoma es mucho mas precisa que en caso de utilizar solamente la
sonda pantelomérica. Fuente: Alejandro Bolzan.

Deteccion de secuencias teloméricas en los cromosomas de vertebrados
y su utilidad para evaluar el dafio cromosémico inducido por un mutageno

Si bien es posible estudiar a los telémeros utilizando la llamada “técnica de bandeo T”,
ésta provee informacion limitada acerca de los reordenamientos cromosdémicos que involu-
cran a los telémeros, ya que no permite obtener informacién precisa a nivel molecular (es
decir, sobre el ADN telomérico y en particular sobre la distribucién de las secuencias telo-

méricas en los cromosomas). Hoy en dia, a partir de los avances producidos en lo que se
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denomina “citogenética molecular” (el estudio de los cromosomas y sus anomalias utilizan-
do secuencias de ADN marcadas con un colorante fluorescente), el estudio citogenético de
los telémeros y sus aberraciones se lleva a cabo por FISH. En este caso, se trata de una
sonda con la secuencia de ADN complementaria a la de los telémeros que, si bien varia en
los distintos grupos, en todos los vertebrados consiste en el hexanucleétido TTAGGG repe-
tido n veces. De este modo, mediante el uso de una sonda telomérica marcada con un co-
lorante fluorescente, es posible identificar la ubicacién precisa en cada cromosoma, de las
secuencias de ADN que forman parte del telémero (recordemos que el teldbmero es una
estructura que contiene ademas proteinas y ARN). La sonda que se utiliza para estudiar a
los teldbmeros, se denomina generalmente “pantelomérica” (del griego, pan = todo), pues
permite identificar simultaneamente a todos los telémeros de los cromosomas de una célu-
la. Obviamente, la misma sonda puede ser utilizada para detectar a las STl que puedan
estar presentes en la metafase en cuestion, dado que la secuencia de bases, tanto para el
caso de los verdaderos telomeros como de las STI, es la misma. Es importante sefialar que
las sondas comerciales que habitualmente son identificadas como teloméricas o telémero-
especificas, son en realidad sondas que hibridan con regiones subteloméricas de cromo-
somas especificos, pero no con el ADN telomérico. Las sondas PNA son de eleccién para
estudiar a los teldmeros y las STI, no solamente por su eficiencia de hibridacién, sino tam-
bién porque su emision es directamente proporcional al numero de repetidos teloméricos
presentes, lo cual permite determinar la longitud telomérica o el tamafo de las regiones
ricas en STl de los cromosomas bajo estudio. Esta variante de la técnica de FISH se de-
nomina Q-FISH (por Quantitative FISH) o FISH cuantitativo.

Los estudios de las aberraciones que involucran a los telomeros y STI se llevan a cabo
en la etapa de metafase, es decir, cuando los cromosomas se hallan en su maximo grado
de condensacién y son por ello facilmente visibles e identificables. Una vez aplicada la
técnica de FISH con sonda pantelomérica, cada cromosoma presenta normalmente cuatro
sefales fluorescentes (Figuras 4.4 y 4.5), correspondientes cada una al telémero -mas
precisamente al bloque o agrupamiento de secuencias repetidas de ADN telomérico- de
cada cromatida y brazo cromosémico.

Cuando un agente mutagénico (fisico, quimico o biolégico) produce dafio cromosémico,
los telémeros y las STI -si las hubiera- pueden verse afectados, lo cual queda expresado
en diferentes tipos de aberraciones cromosémicas. En el caso particular de los telomeros,
se denomina “inestabilidad telomérica” a la inestabilidad cromosémica producida ya sea por
la pérdida de extremos cromosdémicos (uno o ambos) o por la disfuncion (mal funciona-
miento) de los teldmeros. En efecto, la inestabilidad telomérica puede surgir cuando un
cromosoma, debido a una ruptura en uno o ambos extremos, pierde uno o ambos teléme-
ros (es decir, se vuelve un “cromosoma incompleto”) (Figura 4.6A) y, por lo tanto, los ex-
tremos del cromosoma “cortado” o roto quedan expuestos a la acciéon de enzimas que pue-
den degradarlos o tienden a fusionarse con los extremos de otro cromosoma. En este caso,

hablamos de inestabilidad telomérica por pérdida de telémeros o extremos cromosémicos.
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Alternativamente, puede suceder que uno o ambos telémeros del cromosoma en cuestiéon
se acorten en exceso (mas alla del acortamiento natural de los teldbmeros que ocurre habi-
tualmente en las células somaticas a lo largo del tiempo), lo cual predispone a los cromo-
somas a fusionarse o asociarse entre si. Esto puede afectar a cualquiera de los cuatro
teldbmeros de un cromosoma en metafase, dando lugar a cromosomas con fragmentacion
(duplicacion) o pérdida de sefiales teloméricas (cada sefial de FISH representa un bloque o
conjunto especifico de secuencias teloméricas) (Figuras 4.6F y 4.6G). También puede dar-
se el caso de que se altere o pierda alguna de las proteinas teloméricas o el ARN teloméri-
co. En estos casos hablamos de inestabilidad telomérica por disfuncién del teldmero, pues
el mismo, si bien presente, ha perdido su funcién protectora, ya sea por acortamiento exce-
sivo (proceso llamado “erosién telomérica”) o por pérdida o alteracién de sus proteinas o
del ARN asociado al ADN telomérico. Este fendmeno puede ser estudiado a nivel citogené-
tico mediante FISH y resulta visible a través de aberraciones cromosdmicas tales como
fusiones teloméricas, asociaciones teloméricas o la pérdida o duplicacion de sefal telomé-
rica (Figs. 4.6B, F y G).

Dependiendo entonces del efecto que un determinado mutageno pueda tener sobre los
cromosomas, aparecen distintos tipos de aberraciones estructurales a nivel telomérico
(Tabla 4.1 y Figura 4.6). Asimismo, la disminucién de la longitud telomérica puede estar
asociada al aumento en la frecuencia de aberraciones cromosdmicas numéricas. Entre las
aberraciones estructurales que involucran a los telémeros se destacan los cromosomas
incompletos (es decir, que han perdido uno o ambos extremos) (Figura 4.6A), los fragmen-
tos acéntricos (sin centromero) en sus distintas variantes (terminal, intersticial o compues-
to) (Figuras 4.6C, D y E), las asociaciones o fusiones teloméricas y la amplificacion o
translocacion de secuencias teloméricas (Figuras 4.6B, H e |). De este modo, mediante el
estudio citogenético de los telémeros, es posible determinar si las células bajo estudio
presentan sus telémeros funcionalmente estables o inestables (ya sea por pérdida o dis-
funcién). Asimismo, es posible determinar si las células presentan STI, lo cual aporta in-
formacioén adicional sobre los posibles reordenamientos cromosomicos presentes en la
célula y sus mecanismos de formacion (mayormente fusiones o fisiones cromosémicas).
Obviamente, la determinacién de las aberraciones que involucran a los telémeros es mas
precisa si se utiliza ademas una sonda pancentromérica, pues esto permite identificar con
precisién si estamos en presencia de un cromosoma (ya sea con uno o mas centrémeros)
o de un fragmento cromosémico (acéntrico, es decir, sin centromero). En cuanto a las
aberraciones cromosdmicas que involucran a las STIl, podemos encontrar translocacion
(Figura 4.61), amplificacion (Figura 4.6H), pérdida o fragmentacién de los bloques ricos en

dichas secuencias.
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Tabla 4.1: Listado de los distintos tipos de aberraciones cromosémicas que involucran

a los telémeros y secuencias teloméricas intersticiales (STI)

1) Aberraciones que involucran directamente a los extremos cromosémicos y, como consecuencia
de ello, a las secuencias teloméricas terminales. Involucran la pérdida de uno o mas telomeros, co-

mo consecuencia de rupturas cromosoémicas a nivel de los extremos cromosémicos.

-Cromosomas incompletos (cromosomas que pierden uno o ambos extremos).

-Fragmentos acéntricos terminales (es decir, que derivan de rupturas en los extremos del cromosoma).
Estos fragmentos pueden unirse y formar un fragmento combinado o compuesto. Asimismo, existen
fragmentos acéntricos derivados de dos rupturas a nivel de la region intersticial de los cromosomas,

por lo cual carecen de telomeros y son denominados intersticiales.

-Cromosomas dicéntricos o multicéntricos (con mas de dos centromeros) que han perdido uno o

ambos extremos.

2) Aberraciones cromosomicas que involucran directamente a las secuencias teloméricas ter-
minales o propiamente dichas e implican disfuncién telomérica. No hay involucrado un evento

de ruptura cromosémica.

-Pérdida o multiplicacion (generalmente por duplicado o triplicado) de uno o mas telémeros (entendien-
do como tal al grupo de secuencias de ADN telomérico del cromosoma, el cual se identifica citogenéti-

camente mediante FISH como una sefal fluorescente) del cromosoma.

-Asociacion telomérica (sefiales de FISH muy juntas, pero no unidas; se observan entonces cuatro
sefiales de FISH en el sitio de la asociacion).

-Fusion telomérica (con o sin sefiales de FISH en el sitio de fusion o unién de los cromosomas).

-Intercambios de cromatidas hermanas a nivel telomérico (lo que indica un evento de recombinacion a

nivel telomérico).
-Translocacion de secuencias teloméricas terminales.

-Amplificacién de secuencias teloméricas terminales.

3) Aberraciones cromosomicas que involucran a las secuencias teloméricas intersticiales (STI).

-Translocacién o cambio de posicién de STI.
-Amplificacion o incremento en el nimero o en el tamafio del bloque de STI.
-Pérdida de STI.

-Fragmento intersticial (derivado de rupturas a nivel de la regidon centromérica o pericentromérica de un

cromosoma que contiene uno o mas bloques de STI).
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AlB

Figura 4.6. Ejemplos de aberraciones cromosémicas que involucran a los telémeros y STI: A-G, cromosomas huma-
nos; H e I, cromosomas de hamster chino, con ST/ pericentroméricas. A. Cromosoma incompleto; B. Fusion telomérica
(cromosoma dicéntrico) con una sola sefal intersticial; C. Fragmento acéntrico terminal; D. Fragmento acéntrico com-
puesto; E. Fragmento acéntrico terminal; F. Duplicacién de sefial telomérica; G. Pérdida de senal telomérica; H. Ampli-
ficacién de secuencias teloméricas intersticiales; I. Translocacién de secuencias teloméricas intersticiales. Fotografias
obtenidas mediante microscopia de fluorescencia luego de aplicar la técnica de FISH con sondas pantelomérica (senal
roja) y/o pancentromérica (sefial verde) de tipo PNA. Las flechas blancas sefialan el sitio o regién del cromosoma
donde se produjo la aberracion. Fuente: Alejandro Bolzan.

Aplicabilidad de la técnica de FISH con sonda pantelomérica:
conclusiones

Como vemos, entonces, la aplicacion de la técnica de FISH con sonda pantelomérica en ex-
tendidos cromosomicos permite no sélo detectar a los teldmeros y las STI, sino también deter-
minar si una célula presenta o no inestabilidad telomérica y si la misma es debida a ruptura del
cromosoma o a disfuncion del telémero. Asimismo, si la sonda es de tipo PNA, se puede de-
terminar la longitud telomérica o el tamario de las regiones ricas en STI, segun corresponda.

En conclusiodn, el estudio citogenético de los telémeros mediante la técnica de FISH permite
determinar con mayor precision que las técnicas citogenéticas convencionales el dafio inducido
a nivel cromosomico por un mutageno dado (mediante la identificacion de las aberraciones
cromosomicas listadas en la Tabla 4.1) y si un agente mutagénico induce inestabilidad telomé-
rica, ya sea por pérdida de extremos cromosomicos o por disfuncion telomérica.

Por otra parte, las STI juegan un rol importante en la inestabilidad genémica y la evolucién
cromosomica, especialmente en los vertebrados, dada su relacion con reordenamientos cro-
mosomicos Y sitios fragiles. Asi, por ejemplo, en nuestro pais se han llevado a cabo estudios
sobre distribucion de secuencias teloméricas y evolucién cromosémica en roedores, armadillos,
monos del nuevo mundo y tortugas. A lo anterior, cabe agregar el estudio realizado en la Facul-
tad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires sobre distribucion de
secuencias teloméricas en los cromosomas de escorpiones. Dichos estudios han permitido

establecer nuevas conclusiones respecto de la evolucion cariotipica de las especies estudia-
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das. De este modo, la técnica de FISH con sonda pantelomérica puede también utilizarse para

estudiar la evolucion cariotipica de diversas especies.

Caracterizacidén citogenética en primates en cautiverio

Aspectos generales

Otra aplicacién de la Citogenética es su rol fundamental en la conservacién de la biodi-
versidad. La Biologia de la Conservacion es una actividad multidisciplinaria, que aplica los
principios basicos de la Ecologia, Sistematica, Biogeografia y Genética junto con los de
otras disciplinas no biolégicas, como la Economia, Sociologia, Antropologia y la Filosofia,
con el objetivo de mantener la diversidad biolégica en el planeta. Estudia las especies,
comunidades y ecosistemas directa o indirectamente perturbados por la actividad humana.
Permite comprender los procesos que mantienen la diversidad bioldgica y ayuda a definir
las formas de preservarla.

La conservacion de las especies es una tarea desafiante debido a las constantes ame-
nazas a la biodiversidad, tales como el deterioro de sus habitats naturales por la accion
antrépica o la caza para el trafico de fauna. A pesar de que la “Conservacion in-situ” (en-
tendida como el proceso de proteger una especie en su habitat natural) es la forma mas
efectiva, para ciertas especies amenazadas los programas de reproduccién en cautiverio
pueden ser un componente importante en el marco de un plan mas abarcativo para su con-
servacion. El mantenimiento de especies en cautiverio en zooldgicos, acuarios y jardines
botanicos se conoce como “Conservacion ex—situ”. El rol de los zooldgicos, centros de cria
y acuarios ha cambiado en los ultimos afios de colecciones de plantas y animales a institu-
ciones modernas que contribuyen activamente a la conservacién, investigacion cientifica y
educacioén publica.

Un requisito basico para proyectar programas de manejo de fauna es contar con infor-
macioén taxonémica de los ejemplares, tanto si se trata de animales en cautiverio o en esta-
do silvestre. Con los ejemplares correctamente identificados taxondmicamente, es posible
armar grupos en los distintos ambientes o recintos que sean representativos de las pobla-
ciones naturales y su diversidad. Asi se contard con miembros que se podran reproducir
entre si y a su vez, la colonia podré sostenerse en el tiempo. Asimismo, si el objetivo es el
manejo para la conservacion de una dada especie, la importancia de la caracterizacion
taxondmica radica en evitar la ocurrencia de individuos hibridos dentro de la comunidad
reproductiva o de exhibicion.

Por reunir especimenes de intercambio interinstitucional o proveniente de decomisos, en
los zooldgicos y centros de cria la procedencia geografica de los mismos es, en general,
desconocida y generalmente se recurre a caracteres fenotipicos de tipo morfométrico para

la diagnosis sistematica de los ejemplares. Tradicionalmente, la identificacién de ejempla-
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res nuevos en ambientes de cautiverio se ha realizado a partir de caracteristicas del fenoti-
po externo como el patrén de coloracién (de plumas, placas, pelaje, escamas), tamafo
corporal o formula dentaria, entre otras. Sin embargo, la gran variedad de fenotipos y eda-
des, asi como el estado de salud en que los especimenes llegan a la institucion, en mu-
chas oportunidades puede generar confusiones en la diagnosis.

En estos centros, cobra otro valor la caracterizacion genética de los ejemplares en cauti-
verio, ya que favorece el éxito de los cruzamientos dirigidos al seleccionar ejemplares, tanto
para ampliar las colonias de cautiverio como para su correcto mantenimiento, evitando la
depresion por endogamia/exogamia posible ante el desconocimiento de los parentales, po-
tencialmente polimérficos, como es tan frecuente en especies naturales. El analisis genético
permite corroborar la identificacion taxonémica, complementando la informacién con la des-
cripcion fenotipica suministrada por el Médico Veterinario. En este contexto, el cariotipo cons-
tituye una variable a considerar para el adecuado manejo de especies en planes de conser-
vacion contribuyendo a corroborar el estatus taxondmico de los ejemplares.

Los primates constituyen una importante proporcion de los ejemplares en cautiverio, ya
sea en zoolégicos para su exhibicidon, como en centros de investigaciéon biomédica. Son un
grupo de mamiferos notablemente heterogéneo tanto por su diversidad fenotipica como por
su distribucién geografica y habitos. Las formas actuales del Orden Primates que compren-
den dos subodrdenes, Strepsirrhini, (que incluye a los lemuridos, quirogaleidos, lorisidos,
aye-ayes, indridos y galagos), y los Haplorrhini, que agrupa a los Tarsiformes, a los Prima-
tes del Nuevo Mundo (Platyrrhini) y a los Primates del Viejo Mundo (Catarrhini), incluyendo
en este ultimo grupo a los Hominoidea. Esta heterogeneidad encuentra su correlato a nivel
cariologico. En primates no humanos se ha observado una amplia diversidad cromosémica,
con numeros diploides (2n) que van desde 2n=16 en el mono titi negro Callicebus lugens
hasta 2n=80 en el tarsero de Horsfield, Tarsius bancanus. La inmensa variedad de carioti-
pos ya descritos provee importante evidencia acerca del posible papel que desempefarian
los rearreglos cromosémicos en los cambios evolutivos experimentados por los primates
hasta llegar a las formas actuales hoy en analisis.

A continuacion, brindaremos algunos ejemplos de como la Citogenética colabora en el ma-

nejo de estos primates en zooldgicos y centros de cria.

El caso del género Saimiri

Un género de Primates Neotropicales frecuentemente encontrado en zoolégicos son los mo-
nos ardilla, Saimiri sp. Si bien esta especie no llega en su distribuciéon a nuestro pais, es la fre-
cuentemente encontrada en zooldgicos argentinos debido a su relativa abundancia en habitats
naturales, su facilidad de manejo y al creciente trafico de esta especie con fines comerciales.

Dentro del género se distinguen dos tipos morfolégicos basados en diferencias en el parche

circumocular (Figura 4.7A): el tipo Gético (Grupo Saimiri sciureus) y el tipo Romano (Grupo
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Saimiri boliviensis). Ambos patrones faciales mostraron diferencias no s6lo morfolégicas, sino
también comportamentales. Esta distincion es dificultosa para el ojo inexperto, sobre todo en el
caso de los animales que llegan a los zoos en muy mal estado de salud, y puede ser ambigua
en hibridos y animales producto de retrocruza.

Todas las especies de este género poseen un numero diploide de 44 cromosomas, difirien-
do sus cariotipos por distintas inversiones pericéntricas que causan variaciones en la relacion
cromosomas unibraquiados (acrocéntricos) / bibraquiados (metacéntricos y submetacéntricos).

Se divide el cariotipo de Saimiri sp. en tres grupos de autosomas y el par sexual XY

a) Cromosomas metacéntricos (pares A1 a A5)
b) Cromosomas submetacéntricos (pares B1 a B11)

c) Cromosomas acrocéntricos (pares C1 a C7)

Esta forma de ordenar el cariotipo permite diferenciar a simple vista los cariotipos de las dis-
tintas especies. De acuerdo con este ordenamiento, los pares cromosémicos involucrados en
las inversiones serian los pares B5/C1 y B10/C2. El par B5 se originaria por una inversién peri-
céntrica en el par C1 (Figura 4.7B). El par B10 se originaria de la misma manera por una inver-

sion pericéntrica en el par C2.
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Figura 4.7. A. Patrones del arco facial en los tipos Gético y Romano y diferencias en el extremo de la cola. Modificado
de Hershkovitz (1984), con fotografias color de Rowe (1996). B. Inversién pericéntrica involucrada en el cambio cromo-
sémico C1 a B5 (Modificada de Garcia et al. (1979); C. Metafase con bandas G de Saimiri boliviensis boliviensis 2n =
44, XY. Esta especie posee 6 pares cromosémicos acrocéntricos y 15 pares cromosémicos metacéntri-
cos/submetacéntricos y su cariotipo posee los pares cromosémicos B5 y C2 pero carece de los pares B10 y C1 (nétese
los espacios en blanco en el cariotipo) que si estan en otras especies, tales como S. sciureus sciureus. Barra = 10 ym.
Fuente: Eliana R. Steinberg.
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De esta forma para los Saimiri sp. que presentan el patron facial gético se han registrado,
por ejemplo, en S. s. sciureus 7 pares cromosémicos unibraquiados y 14 bibraquiados y para el
patrén facial romano se han registrado para S. b. boliviensis 6 pares unibraquiados y 15 pares
bibraquiados. En el ejemplo de la figura 4.7C, S. b. boliviensis posee 6 pares cromosémicos
acroceéntricos y 15 pares cromosémicos metacéntricos/submetacéntricos y su cariotipo posee
los pares cromosomicos B5 y C2 pero carece de los pares B10 y C1 (nétese los espacios en
blanco en el cariotipo armado) que si estan en otras especies, tales como S. sciureus sciureus.

Estas inversiones pericéntricas, al ser la causa de las diferencias en el cariotipo de las dis-
tintas especies, permiten reconocer la posible existencia de hibridos, tanto en la naturaleza
como en cautiverio. El manejo genético de los ejemplares es de vital importancia para el éxito a
largo plazo de los programas de conservacion ex-situ de esta especie. El establecimiento de
colonias mixtas lleva consigo el riesgo de disminucion del éxito reproductivo de los ejemplares
hibridos, asi como el riesgo de depresion por endogamia si no se selecciona adecuadamente a
los parentales. Por otro lado, se ha reportado la aparicién de hibridos naturales entre S. s. ma-
crodon y S. b. peruviensis en Pucallpa, Peru, los cuales poseen 11 cromosomas acrocéntricos.
En este marco, cobra otro valor la caracterizacién cariotipica de todas las especies del género,
que luego de este analisis, pone en evidencia la necesidad de considerar todos los polimorfis-
mos para asi identificar correctamente la procedencia y origen de hibridos tanto de vida silves-

tre como de cautiverio.

Sistemas cromosémicos de determinacion sexual y estudios meidticos

En el orden Primates, el sistema de determinacion sexual mas frecuentemente observado
es el XX/XY. Sin embargo, como modificaciones a este sistema ancestral, encontramos trans-
locaciones Y-autosoma que generan lo que se denomina sistemas cromosomicos de determi-
nacién sexual multiple o sistemas sexuales multiples (Figura 4.8A).

Estos sistemas sexuales multiples se han verificado en diversos géneros de Primates Neo-
tropicales. Los monos aulladores, género Alouatta sp., constituyen un interesante ejemplo dado
que se han descrito sistemas sexuales multiples en los machos de tipo: 1) X1X2X3Y1Y2 (obser-
vandose en Meiosis | una cadena de 5 elementos o pentavalente) en A. guariba clamitans (Fi-
gura 4.8B), 2) X1X2Y1Y2 (observandose en Meiosis | una cadena de 4 elementos o cuadrivalen-
te) en las especies A. seniculus, A. caraya and A. pigra ; 3) X1X2Y (que forma una cadena de 3

elementos o trivalente en Meiosis |) en A. belzebul y A. palliata (Figura. 4.8C).
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Figura 4.8. A. Posible origen para un sistema de determinacion sexual multiple X:X;Y1Y a partir de una translocacién
reciproca Y-autosoma (RT). El X ancestral se muestra de color negro, el cromosoma Y ancestral blanco y el par au-
tosémico involucrado se muestra de color gris oscuro. A partir de un sistema de tipo XY, roturas simultaneas en App.ox y
en la region distal de Yq, seguido de una translocacion reciproca entre ellos, habria dado lugar a los cromosomas Y, e
Y.. El cromosoma homodlogo del par A que no estuvo involucrado en la translocacion constituiria el cromosoma X, y el
X ancestral se denominaria ahora X;; B. Inmunodeteccion en un espermatocito en Paquitene de Alouatta guariba cla-
mitans mostrando la presencia de 5 centromeros en el multivalente sexual. Los ejes del complejo sinaptonémico estan
marcados en rojo (SMC3) y los centromeros en verde (CREST). La linea indica en pentavalente sexual (V) donde se
observan 5 sefales centroméricas. Barra = 10 um; C. Metafase con bandas G de un macho de A. palliata 2n = 53,
Xi1X2Y. Se observa el sistema sexual de tipo trivalente X.X,Y, formado por una translocacién entre el par cromosémico
19 y el cromosoma Y. Barra = 10 um. Fuente: Eliana R. Steinberg.

Dada esta diversidad, el patron de determinacion sexual constituiria un caracter con valor
sistematico en los Primates y en particular en los Primates Neotropicales. Con el fin de caracte-
rizar estos sistemas, los estudios mitéticos han sido ampliamente utilizados en décadas pasa-
das. Sin embargo, los datos meidticos son los que permiten confirmar la cariologia e identificar
inequivocamente el sistema de determinacion sexual. Fue asi como los estudios mitéticos rea-
lizados en el mono aullador negro y dorado, A. caraya, utilizando técnicas de bandas cromo-
sémicas (bandas G) indicaron que esta especie tenia un 2n=52 y un sistema cromosémico
sexual del tipo XX/XY, mientras que posteriores estudios meibticos (analisis de espermatocitos
en Metafase |, observacién de quiasmas, tinciones de complejo sinaptonémico bajo microsco-
pia Optica y electronica para estudio de sinapsis y recombinacion) mostraron que esta especie
poseia un cariotipo con 2n=52 y un sistema sexual de tipo X1X1X2X2/X1X2Y1Y2, identificandose
asi el correcto sistema sexual de esta especie.

En este contexto, la caracterizacidon meiética en Primates Neotropicales es de gran utilidad
en planes de conservacion o de reproduccién en cautiverio, dado que permite diagnosticar la
normalidad o la alteracion en los cromosomas sexuales y el patron de determinacién sexual de
cada individuo (XX/XY o sistema sexual multiple). Asimismo, permite analizar posibles irregula-
ridades en el proceso meidtico que pueden interferir en la fertilidad de los individuos. Estos
aspectos son de sumo interés en el manejo y armado de los grupos, en particular ante la posi-
ble presencia de hibridos. En el caso de Alouatta se ha descrito en vida silvestre tropas com-

puestas por individuos de A. caraya y A. guariba clamitans, observandose individuos con patrén
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de coloracién de pelaje intermedio entre ambas especies, hibridaciéon que recientemente fuera
confirmada mediante estudios genéticos. Estos estudios genéticos confirmaron la hibridacion
entre el mono aullador negro y dorado (A. caraya), que posee un numero diploide 2n=52 en
ambos sexos y un sistema sexual en machos de tipo cuadrivalente X1X2Y1Y2, y el mono aulla-
dor marrén (A. guariba clamitans), que posee un sistema sexual multiple de tipo pentavalente
X1X2X3Y1Y2 en los machos y distintos numeros diploides en cada sexo (2n=46 en las hembras,
y 2n=45 en los machos). La posible ocurrencia de hibridacién entre dos especies carioldgica-
mente tan diferentes, no sélo a nivel del complemento autosémico sino también a nivel de su
sistema sexual, enfatiza la importancia de los estudios citogenéticos para la mejor comprensién
de la sistematica y taxonomia de los Platyrrhini, al igual que en su manejo tanto en cautiverio
como en vida silvestre y, en un marco mas amplio aun, su conservacion como parte del patri-

monio de la biodiversidad de la region.
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CAPITULO 5
Marcadores Genéticos: Introduccidén al analisis
y su aplicacion en diversas areas biologicas
Egle Etel Villegas Castagnasso, Diego Manuel Posik
y Julian Alejandro Crespi

Los marcadores polimérficos se han utilizado desde hace décadas en diversas aplicaciones;
comenzando con los marcadores fenotipicos, continuando por los bioquimicos y mas reciente-
mente a nivel del ADN. Su desarrollo e implementacion fue acompanado por el incremento en
el conocimiento de los procesos bioldgicos, convirtiéendose en una herramienta irremplazable
para la resolucion de una amplia gama de problematicas. Actualmente pueden detectarse va-
riaciones infimas en el material genético que resultan de utilidad en genética de microorganis-
mos, vegetales y animales, siendo generalizada su utilizacidn en las ciencias bioldgicas.

En este capitulo se hara referencia a marcas o diferencias moleculares observables con
efectos a distintos niveles del flujo de la informacion genética, que pueden ir desde la propia
secuencia del material hereditario hasta la expresion de la misma, donde entran en juego nu-

merosos factores.

Marcadores Genéticos: Un poco de historia

Para comenzar con el abordaje de un marcador, empezaremos con el significado de la pa-
labra marcar, la cual hace referencia a distinguir o diferenciar. Si pensamos esto en el contexto
de una poblacion, las diferencias nos permitiran distinguir entre los individuos que la conforman
y también distinguirla de otras poblaciones, segun el marcador utilizado, el nivel de informacion
que ofrece y el objetivo planteado en el analisis.

Los primeros estudios de las diferencias entre individuos, se basaban en la descripcion de
caracteristicas morfoldgicas. En el caso de los animales de cria, estas diferencias se expresa-
ban sefalando detalles de su aspecto externo como son el analisis de peculiaridades fenotipi-
cas de la cabeza y de ambos flancos del animal, en los que se destacaban caracteristicas dis-
tintivas como por ejemplo el color de capa, la presencia de remolinos, manchas, marcas o al-
guna otra particularidad. Por su parte, en los vegetales, los estudios iniciales estaban basados

también en observaciones de su fenotipo como por ejemplo la altura, color de la semilla, forma
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de la hoja, textura de la vaina, morfologia floral, etc. Las caracteristicas mencionadas anterior-
mente, tanto en animales como vegetales, presentaban como limitantes la influencia ambiental,
el tiempo requerido para colectar los datos y el reducido numero de caracteres involucrados en
este proceso. Sumado a ello, la observacién personal constituia una fuente de errores involun-
tarios, ya que estas descripciones subjetivas eran tomadas con criterios ambiguos, por lo que
resultaban ser escasamente informativas.

Posteriormente, el desarrollo de distintas técnicas de laboratorio permitié6 avanzar sobre los
diferentes caracteres polimorficos a analizar. Haremos aqui un paréntesis, para poder introducir
el concepto de polimorfismo:

En 1965, Edmund Ford define al polimorfismo como la presencia simultdnea de dos o mas
formas discontinuas en una especie, de manera tal que la menos frecuente de ellas no puede
ser mantenida Unicamente por mutacion. Posteriormente, en el afio 1981, Luigi Cavalli-Sforza y
Walter Bodner, mencionan al polimorfismo bioquimico-genético como la existencia en una
misma poblaciéon de dos o mas alelos en un locus, cada uno con una frecuencia apreciable. En
relacién a esto, debemos definir cual es el limite valido para considerar a una variante como
alelo. Desde el afio 1977 y con validez en la actualidad, Lucotte considera un determinado lo-
cus como polimérfico cuando la frecuencia del alelo mas comun es igual o inferior a 0,99. Sin
embargo esta definicion puede considerarse arbitraria, ya que este valor puede variar segun los
valores muestrales (1%, 5%, etc.). En términos practicos, se deben descartar aquellos alelos
que aparezcan una Unica vez y que, por lo tanto, puedan considerarse producto de mutaciones
espontaneas. De este modo el criterio que debe ser tenido en cuenta para considerar polimorfi-
co a un locus seria que en la muestra poblacional haya al menos dos individuos heterocigotas
para la variante.

Volviendo al problema de la ambigiedad que se presentaba en las descripciones fenotipi-
cas, se destaca el aporte del trabajo que en el afio 1901 presento Carl Landsteinner, en el cual
describio la variabilidad presente en los grupos sanguineos humanos mediante el empleo de
técnicas seroldgicas. Asi, por primera vez, los individuos se podian agrupar segun un criterio
objetivo acuiandose el término "marcador genético" definido sencillamente como caracteres
heredables con multiples estados (alelos) en cada caracter (locus).

En la década del 50, la electroforesis (técnica que separa moléculas por su movilidad dife-
rencial a través de un gel sometido a un campo eléctrico) comenzé a ser utilizada en estudios
de diversidad poblacional. Por ejemplo, los diferentes patrones de corrida de cada proteina son
heredados como caracteristicas discretas y de forma codominante. EI nimero de genes involu-
crado en las mismas por lo general es reducido y la influencia ambiental baja. Estos marcado-
res bioquimicos permiten realizar un analisis rapido de numerosas muestras de forma simulta-
nea, con técnicas estandarizadas y de bajo costo.

Sin embargo, debemos tener en cuenta que los distintos patrones electroforéticos detecta-
dos pueden tener una base molecular compleja que puede incluir sustituciones, inserciones y
pérdidas de nucledtidos. Las diferencias también pueden ser causadas por modificaciones pre

y post transcripcionales y/o traduccionales.
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Entre las limitaciones de los marcadores bioquimicos estan el que las muestras deben ser
frescas y que el nivel de observacion es fenotipico, ya que estamos analizando el polimorfismo
a nivel proteico. Esto hace también que el analisis de la variabilidad estudiada quede reducido
a ciertas regiones del ADN codificante que conforma entre el 5 y el 15% de la totalidad del ge-
noma, dependiendo la especie analizada.

En 1953, el bidlogo estadounidense James Watson vy el fisico britanico Francis Crick propu-
sieron el modelo de doble hélice del acido desoxirribonucleico (ADN). Este descubrimiento fue
seguido por otros no menos importantes, como el modelo de replicacién semiconservativa de
Messelson y Sthal en 1958 o el aislamiento de la ADN polimerasa por Kornberg en 1960.

La primera técnica para estimar diferencias a nivel de ADN se desarrollé en la década de
1960 y se aplicd en estudios sistematicos y de evolucion molecular. Esta metodologia, conoci-
da como hibridacion de acidos nucleicos, se basa en las propiedades termodinamicas de
reasociacion de las cadenas simples de ADN o ARN por el cual se combinan dos cadenas
complementarias simples de &acidos nucleicos y se forma una unica molécula de doble cadena
por apareamiento de sus bases.

Posteriormente, en el afio 1985, el genetista inglés Alec Jeffrey describié la presencia de
secuencias repetitivas y en tandem que difieren de un individuo a otro. Empleando el uso de
enzimas de restriccion que cortan el ADN en las zonas flanqueantes a estas regiones y some-
tiéndolo a una electroforesis para separar estos fragmentos, se conforma un patréon de bandas
que es propio de cada individuo.

Actualmente, los avances en biologia molecular han incorporado nuevos marcadores, de
naturaleza molecular y de mayor sensibilidad para detectar cambios en el genotipo de los indi-
viduos, situacién que ha permitido grandes avances en el area. Esta linea de descubrimientos
marcé la tendencia hacia estudios cada vez més pormenorizados, teniendo como objeto de
analisis la molécula de ADN, portadora de los polimorfismos en la secuencia de nucledtidos.
Este avance, sumado al desarrollo de nuevas técnicas, ha permitido identificar regiones que
presentan diferencias que pueden reconocerse a diferentes niveles: entre individuos, entre
especies, entre grupos taxondémicos mayores, etc. Este analisis de las diferencias a nivel de la
secuencia de nucledtidos nos permite definir a un marcador genético como un segmento de
ADN que presenta un polimorfismo, con una ubicacion fisica identificable, puesto en evidencia

por técnicas repetibles y cuya herencia puede rastrearse.

Marcadores moleculares

Acerca de su localizacion

A diferencia de los marcadores morfoldgicos y bioquimicos que sélo evidencian polimorfis-
mos de regiones codificantes, los marcadores moleculares “sefialan” diferencias tanto en regio-

nes codificantes como no codificantes, ampliando las posibilidades de analisis a la totalidad del
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genoma, por lo tanto pueden encontrarse en el ADN nuclear, mitocondrial o cloroplastico. De-
pendiendo de su ubicacién, los marcadores moleculares proveen distinto tipo de informacion.

Los marcadores ubicados en los autosomas tienen herencia biparental, por lo tanto, su in-
formacioén provendra en forma equitativa de ambos progenitores. La informacion que ellos pro-
porcionan permite su utilizaciéon en identificacion individual, analisis de parentesco o genealdgi-
cos y poblacionales, entre otros. Mientras que los marcadores ubicados en cromosomas sexua-
les suministraran informaciéon de acuerdo a su modo de herencia. Por ejemplo en los mamife-
ros las secuencias que se encuentran en la region propia del cromosoma Y permiten rastrear el
linaje paterno. Los marcadores ubicados en la region propia del cromosoma X, se transmiten
biparentalmente en el caso de las hembras y uniparentalmente en el caso de los machos.

A diferencia de esto, los marcadores ubicados en las mitocondrias, dado su origen materno,
nos permitiran obtener informacién acerca de eventos que hayan sucedido en la linea de he-
rencia materna, asi los individuos que provienen del mismo linaje materno poseen el mismo
ADN mitocondrial (matrilinajes). El ADN mitocondrial (ADNmt) es circular, cerrado y de doble
cadena lo que le confiere mayor estabilidad, con respecto al ADN nuclear, frente a fendmenos
degradativos como los que se presentan comunmente cuando la muestra queda expuesta a
condiciones desfavorables de temperatura, pH, humedad, etc. Sumado a que hay mayor nime-
ro de copias por célula (100 a 1000 veces mas con respecto al ADN nuclear) es la region de
eleccion para muestras degradadas. Por su parte, el ADN cloroplastico (ADNcp) posee las
mismas caracteristicas que el ADNmt, siendo también su herencia de origen materno. Recor-
demos que la presencia de mitocondrias y los cloroplastos se explica en la actualidad por la
teoria endosimbidtica seriada.

Asi, los marcadores moleculares ofrecen segun su ubicaciéon en el genoma y su modo de

herencia, distintos tipos de informacion para su aplicacion en diversas problematicas.

Algunas técnicas empleadas en el analisis de marcadores moleculares

El circuito que sigue una muestra para evidenciar su genotipo para un marcador especifico
tiene distintos pasos que diferiran en su complejidad de acuerdo a determinadas variables,
como pueden ser el tipo de muestra de partida y el método utilizado para su genotipificacion.

En la figura 5.1 se muestran los pasos a seguir para la determinacion del genotipo de un or-

ganismo, enumerando algunas técnicas utilizadas para este fin.
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Figura 5.1. Circuito de la muestra en un laboratorio de genotipificacion, desde su toma hasta la obtencion del resultado
segun el analisis deseado y algunas de las metodologias que pueden ser empleadas.

El primer paso en estos analisis es la toma de muestra, y dependiendo de ello, sera el mé-
todo empleado para la conservacion y la extraccion del material genético. Recordemos que
todas las células que componen un organismo cuentan con el mismo material hereditario; salvo
contadas excepciones como son aquellas dadas por diferenciacién y especializacién como es
el caso de los gldbulos rojos de los mamiferos. Una vez que se ha obtenido y aislado el ADN,
se aumentara el nimero de copias del segmento que contiene al marcador genético y poste-
riormente se utilizara una técnica determinada que permita identificar el genotipo buscado.

En relacion a la generacion de numerosas copias del segmento informativo, dedicaremos un
espacio a la técnica que permite su obtencion. Asi, la Reaccion en Cadena de la Polimerasa o
simplemente PCR (siglas provenientes del inglés Polymerase Chain Reaction) se constituyd
como un aporte significativo en el desarrollo dentro del area molecular. En el aino 1985, Kary
Mullis desarrollé un método para multiplicar in vitro fragmentos definidos de ADN, a través de
ciclos sucesivos de polimerizacion. Este método revolucionaria en corto tiempo el conjunto de
técnicas de la biologia molecular y su uso se extendid rapidamente tanto en la investigacion
basica como en el campo aplicado.

La técnica de amplificacion de una regién especifica del genoma, se realiza con sucesivos
cambios de temperatura, que involucran distintas etapas con el fin de lograr millones de copias
de la region de interés. Al igual que en el proceso biolégico de la replicacion del ADN, esta

reaccion necesita de ciertos requisitos como:
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1-  Molde: La replicacion del ADN es semiconservativa, por lo tanto es necesaria la pre-
sencia de una molécula molde sobre la que se sintetizaran las nuevas cadenas.

2- Desoxirribonucleésidos trifosfato (ANTPs): Nucledtidos libres para poder realizar
el proceso de polimerizacion. Las DNA polimerasas van a crear una cadena comple-
mentaria a la cadena molde mediante la incorporacion de nucleétidos al extremo 3’ li-
bre del cebador. Los nucleétidos se afiaden como dNTPs y deben estar disponibles
los cuatro en igual concentracion (desoxirribonucledsidos trifosfato de adenina, cito-
sina, guanina y timina).

3- Cebador: Los cebadores, también conocidos como “iniciadores” o en inglés “pri-
mers”, son cadenas cortas de nucleétidos (oligonucleétidos) que se sintetizan artifi-
cialmente y que enmarcaran la zona de interés a replicar. En la PCR convencional,
hay dos cebadores denominados directo (forward) e inverso (reverse), que hibridan
permitiendo flanquear la zona que se desea amplificar. Asi, cada cebador se asocia
por complementariedad de bases con una de las cadenas de ADN y esto va a permi-
tir que la amplificacion comience a partir de cada cebador en direccion 5’- 3’, multipli-
candose exponencialmente durante los sucesivos ciclos de la PCR. Los cebadores
brindan el extremo 3’ OH libre necesario para comenzar con el proceso de polimeri-
zacion, como ocurre en el proceso de replicacion del ADN en la naturaleza. De este
modo, se subraya la importancia del disefio de los mismos, ya que son los que le
confieren la especificidad a la reaccion.

4- Enzima: la ADN polimerasa es capaz de generar una copia de ADNc a partir del ADN
molde. Esta enzima Unicamente es capaz de afiadir nucledtidos al extremo 3’ OH libre
aportado por el cebador y necesita un ADN molde que indique el ordenamiento en la
incorporacion de los nucledtidos sucesivos por complementariedad.

5- Solucion tampoén (Buffer): las enzimas para su accién necesitan un medio con el pH
correcto, el que es proporcionado por la solucion buffer. Las versiones comerciales de

las polimerasas incluyen la solucion tampén que requiere la enzima.

Una variable a tener en cuenta en las reacciones de amplificacion por PCR, es la concen-
tracion del ion magnesio, ya que afecta varios sucesos de la reaccion como son: el alineamien-
to de los cebadores, la temperatura de disociacién de las cadenas y fundamentalmente la acti-
vidad y fidelidad de la enzima.

Habiendo enumerado los elementos necesarios para llevar adelante la PCR, analizaremos
las distintas etapas que la componen. Como mencionamos anteriormente, los cambios que en
la naturaleza ocurren por la intervencion de varias enzimas durante la replicacion del ADN, en
esta reaccion son reemplazados o equiparada su funcion por cambios de temperatura. Estos
cambios se realizan con la finalidad de favorecer distintos procesos que se repiten ciclicamente

y que se describen a continuacioén:
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Desnaturalizacion: En esta etapa, la doble hélice de ADN se separa en dos hebras. Para
ello se realiza una incubaciéon de la muestra a altas temperaturas (93-97°C) durante un
corto tiempo, en general entre 2 a 5 minutos.

Hibridacién: Durante la misma, los cebadores se unen a las zonas especificas que quere-
mos amplificar. La asociacién de la cadena molde con el cebador se facilita por el des-
censo de la temperatura que, en esta etapa, varia entre 50-65°C y puede estimarse te-
niendo en cuenta la Temperatura de Melting.

Extension o Polimerizacion: Aqui se produce la sintesis de una cadena sencilla, comple-
mentaria a la cadena molde en la direccion 5°- 3". Esta reaccion se produce por la accion
de la enzima DNA polimerasa, la cual incorpora los desoxirribonucleétidos presentes en

el medio siguiendo el orden marcado por la cadena molde.

A continuacion, en la figura 5.2, se sefialan los componentes y los pasos esenciales de la PCR:

ADN Molde
Nucledtidos (A-T-C - G)
Buffer + Mg
Cebadores s o o0 o]
Taq - Polimerasa -

§ ———
< = (&

0 1 2 3 40
\f Tiempo - Ciclos

Desnaturalizacion
del ADN

— S
== =

r

Extension a partir
del Cebador

Pegado de
Cebadores

704 |

Temperatura

i
1
1

i
1
0

Tiempo - Ciclos

Figura 5.2. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR). Componentes necesarios para la reaccion, proceso de dupli-
cacion del fragmento de interés y amplificacién exponencial de la reaccion.
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La reaccién en cadena de la polimerasa se realiza en un termociclador, un aparato que
permite llevar a cabo de forma automatizada y reproducible la sucesion de ciclos de temperatu-
ra. Este se compone de un bloque térmico, cuyo calentamiento y enfriamiento se produce a

gran velocidad gracias al denominado sistema Peltier.

Algunas metodologias empleadas en la genotipificaciéon

de marcadores moleculares

Retomando el concepto de marcador genético y la importancia de poder evidenciar el poli-
morfismo presente en ellos, se han desarrollado numerosas técnicas que permiten llevarlo a
cabo. Asi, las variantes de la PCR son numerosas y van desde diferenciarse por modificacio-
nes en la propia técnica, como también del tratamiento posterior del amplicén (producto de la
reaccion de amplificacion) en funcién de evidenciar la variabilidad en el fragmento de ADN se-
leccionado. En este capitulo nos abocaremos a describir algunas de las que consideramos

como las técnicas mas utilizadas en el campo de la biologia.

PCR seguida de Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (PCR- RFLP)

Como lo mencionamos con anterioridad, esta técnica fue descripta por Alec Jeffreys y apli-
cada en la técnica de fingerprinting. El amplificado obtenido por PCR se somete a la digestién
con una enzima de restriccion especifica. Estas enzimas cortan cuando reconocen secuencias
especificas en el ADN amplificado, pudiendo generar fragmentos de distintas longitudes (Poli-
morfismos de longitud de fragmentos de restriccion = RFLP, del inglés Restriction Fragment
Length Polymorphism), donde cada patrén de corte se correspondera con una variante alélica.
Los distintos patrones de restriccién se evidenciaran mediante electroforesis en geles, asi en el
caso mas simple, en un organismo que no tiene el sitio donde corta la enzima se vera una uni-
ca banda, mientras que en los si tienen ese sitio, se veran dos bandas. Pueden presentarse
también, mas sitios de corte en una misma secuencia; los diferentes patrones obtenidos en
funcion a ello, definiran las variantes alélicas del sistema analizado. Otros sistemas de mayor
complejidad, estan representados por el uso combinado de mas de una enzima en la determi-
nacion de las variantes alélicas para un marcador.

Ejemplo de un caso sencillo, estaria dado por presencia/ausencia de un sitio de corte, lo
que define dos alelos. Uno de ellos puede estar asociado a un caracter de interés, pudiendo
utilizarse esta técnica en diferentes campos de aplicacion. En la figura 5.3, se muestra el dife-
rente patron de corte en el exén 4 del gen Kapa Caseina (CASkK) en bovinos, cuyas variantes

se asocian a diferentes niveles de proteina en leche.
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Figura 5.3. PCR- RFLP empleado para la diferenciacion de variantes del gen Kapa Caseina por corte con enzima de
restriccion Hind I11.

Secuenciacién

Es una técnica que consiste en la determinaciéon de la secuencia de nucleétidos de un frag-
mento de ADN. El método de secuenciacion por terminaciéon de cadena o dideoxi ideado por
Sanger esta basado en el empleo de dideoxinucleoétidos, que son nucleétidos que carecen del
grupo hidroxilo 3’ de la pentosa, de manera que cuando uno de estos nucleétidos se incorpora
a la cadena de ADN en crecimiento, la misma no puede continuar elongandose ya que la ADN
polimerasa necesita ese hidroxilo para afiadir el siguiente nucleétido.

Cada dideoxinucleétido esta marcado con un fluorocromo de diferente color, asi cuando
los fragmentos estudiado se someten a un campo electroforético, cada posicion estara re-
presentada por el color especifico de su fluorocromo. Los equipos utilizados en la actuali-
dad, realizan la corrida electroforética en capilares, en donde en un sector incidira un laser
que excitara los fluorocromos de los dideoxinucleétidos y la luz emitida por estos sera cap-
tada por un detector, que mediante un programa especifico determinara la base asociada a
esa posicion. Esto permitira conocer la sucesién de nucleétidos en los fragmentos analiza-
dos, visualizado en un grafico denominado electroferograma, donde cada pico de emision
de fluorescencia representa un nucleétido especifico. Los pasos del proceso de secuencia-

cién, se muestran en la figura 5.4.
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Figura 5.4. Secuenciacion. Determinacién de la secuencia de nucleétidos basada en la técnica de Sanger, utilizando
un secuenciador automatico capilar.

Deteccion de secuencias repetitivas: micro y minisatélites

Las secuencias micro y minisatélites forman parte del ADN no codificante, aquel que no esta
relacionado con las secuencias de los distintos ARN o proteinas y se hallan conformadas por
repeticiones en tandem de determinadas secuencias de nucledtidos. En el caso de los microsa-
télites estas secuencias repetidas estan formadas por un core (nucleo o motivo de repeticion)
que puede tener, en la mayoria de los casos, entre 2 a 5 nucleétidos; mientras que en el caso
de los minisatélites estas repeticiones estan conformadas por entre 20 a 24 nucleétidos.

La deteccion de los mismos involucra la amplificacion de cada marcador microsatélite 0 mi-
nisatélite y la posterior diferenciacién de las variantes de cada sistema, mediante electroforesis.
Esta electroforesis al igual que en el caso de la secuenciacién, se realiza por tecnologia auto-
matizada de electroforesis capilar. La diferencia entre las variantes alélicas de cada marcador
esta dada por el numero de repeticiones del core, por ejemplo una variante podria definirse por
cinco repeticiones sucesivas de la secuencia core, mientras que otro alelo podra estar confor-
mado por siete repeticiones. El numero de repeticiones definira el largo del fragmento amplifi-

cado, determinando su posicién en la corrida electroforética (Figura 5.5 y 5.6).
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La cantidad de repeticiones de la secuencia core determina las diferencias
gue hay entre los distintos alelos posibles de encontrar para cada microsatelite.

Figura 5.5. Microsatélites (STRs), ejemplo de ubicacién en el genoma del perro y posibles variantes alélicas de un
mismo marcador obtenidas por electroforesis capilar.
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Figura 5.6. Interpretacion de los resultados del analisis de un marcador microsatelite a través de electroforesis capilar,
mostrando un electroferograma de un individuo homocigota y otro heterocigota.

La determinacion de cada variante alélica se encuentra estandarizada de acuerdo a para-
metros internacionales en las especies mas estudiadas, posibilitando la comparacién de resul-
tados a nivel mundial. Estos marcadores tienen una amplia gama de aplicaciones, desde la
identificacion individual, estudios de filiacion, caracterizacion de poblaciones y parametros de

diversidad, entre otros.
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Deteccién de Polimorfismo de nucleétido simple (SNPs- Single Nucleotide Polymorphism)

Otra de las diferencias que se presentan en el genoma de los organismos esta dada por el
cambio de un nucleétido por otro (transicion o transversion), en una posiciéon determinada del
ADN. Asi, cada variante alélica de un SNPs esta definida por la presencia de un nucleétido
dado en una posicion especifica; dicha posicion podra estar ocupada por un nucleétido alterna-
tivo. Cada nucleétido alternativo en dicha posicién, sera definido como variante alélica. Los
SNPs conforman la variacion genética mas comun, con mas de ciento cincuenta millones repor-
tados en las bases de datos publicas.

Para evidenciar las diferencias dadas por la presencia de un nucleétido en una posicién es-
pecifica, existen numerosas técnicas como por ejemplo el RFLP, la secuenciacion, la pirose-
cuenciacion, la minisecuenciacion, etc. En la figura 5.7 se muestra la deteccion de variantes

alélicas utilizando la secuenciacién como método para evidenciarlas.

Sitio del polimorfismo

| -GCTGAGCCATGT CACCACCCTCAT.,

Procesamiento de las
1 muestras a analizar
d

Posibles genotipos
a encontrar

ELECTROFEROGRAMA

Figura 5.7. Polimorfismo de nucledtido simple (SNP). Determinacién de un SNPs a través de la secuenciacion de un
fragmento de interés e interpretacion de los posibles genotipos.

Para citar un ejemplo muy estudiado, en el caso de los humanos los SNPs forman el 90% de to-
das las variaciones genémicas, apareciendo aproximadamente uno cada 300 bases a lo largo del
genoma. Dado que solo un pequefio porcentaje del genoma son secuencias relacionadas con la
produccién de proteinas, la mayoria de los SNPs se hallan fuera de las zonas codificantes. Sin
embargo, los SNPs que se encuentran dentro de las regiones codificantes revisten gran importancia

ya que, probablemente, pueden alterar la funcion biolégica de las proteinas.
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Una tecnologia que merece una mencion especial, que permite la deteccion de SNPs en
forma masiva es la tecnologia de microchip o microarray de ADN, que consiste en la deteccion
de variantes alélicas por hibridacion del ADN gendmico de la muestra a analizar con una serie
de sondas fijadas en un soporte sélido. EI ADN gendmico debe amplificarse y fragmentarse
enzimaticamente para facilitar el proceso de hibridacion. Cada una de estas sondas permite
detectar SNPs informativos o diagndsticos. Las sondas estan disefiadas de forma tal que llegan
hasta el nucleétido anterior al sitio en donde esta el SNP. Posteriormente a hibridar con el
fragmento del ADN gendmico se adiciona enzimaticamente una base tomando a éste ultimo
como molde. Cada base incorporada, estara identificada con un fluorocromo diferente permi-
tiendo de este modo su reconocimiento. Asi habra una sefial con uno de los fluorocromos, con
el otro o con ambos en correspondencia a los genotipos de los individuos homocigotos para
una variante, homocigotos para la otra variante o heterocigota respectivamente.

Como ya mencionamos, las sondas con las que hibridaran las muestras de ADN se hallan fi-
jas a una superficie sélida por un extremo. Esta superficie se divide en celdas, en cada una de
ellas habra sondas idénticas que mediante hibridacion y posterior emision de sefial luminica,
nos permitiran determinar la variante alélica del sitio informativo a analizar en esa posicion. La
determinacion de las variantes alélicas se realiza simultaneamente a través de la utilizacién de
un equipo y de programas de analisis especificos. La cantidad de celdas define la densidad del
microchip, yendo desde miles hasta cientos de miles, clasificAndose asi en microarrays de baja
o0 alta densidad. En la figura 5.7 se muestra la tecnologia de microchips o microarray, mostran-
do los diferentes pasos involucrados.

Chip de ADN especificamente disehado I

Cada chip contiene mdtiples celdos destinados cada una @ encontrar
mediante sondas de hibridacién, sitios especificos del addo nucleico
obtenido de ko muestra,

Cada celda contiene millones
de copias de la misma secuencia
de cadena simple.

longitud aprox.

Las cadenas de ADN de ka muestra a analizar,
previamente amplificadas v fragmentadas
hibridan a la sonda complementaria.

Figura 5.8. Tecnologia de Microarrays. Cada chip es disefiado especificamente para detectar miles de sitios polimorfi-
cos de forma simultanea.
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Esta tecnologia, a diferencia de las técnicas antes descritas, permite la obtencién de una
muy alta cantidad de informacién, sobre sitios de SNPs. Si bien es una herramienta que se
conoce hace muchos afos, su empleo en las distintas areas de biologia se ha comenzado a

utilizar recientemente.

Marcadores moleculares: algunas aplicaciones

Teniendo en cuenta las distintas herramientas tecnoldgicas, los tipos de marcadores mole-
culares, sus diferentes modos de herencia y su ubicacién en el genoma, la aplicacién de los
mismos es muy amplia. De este modo se han constituido en elementos invaluables, que se
utilizan cada vez mas en diferentes disciplinas, auxiliando en el diagnostico de enfermedades,
la determinacién de nuevas especies, el establecimiento de relaciones filogenéticas, el analisis
de diversidad genética o el campo forense para nombrar solo algunas de ellas.

Los marcadores genéticos son ampliamente utilizados a la hora de relacionar las enferme-
dades heredables con su causa genética. Por ejemplo, en el caso en que una mutacién en un
determinado gen que altera la expresion o la funcidon de éste, contribuyendo directamente a la
manifestacion de una enfermedad. En otros casos, un marcador ubicado en una secuencia
préxima a un gen y el gen relacionado con una enfermedad pueden heredarse juntos por liga-
miento génico; éste marcador puede servir para identificar a este gen a pesar de no estar impli-
cado directamente en la expresion del gen. Esto muchas veces permite conocer el patrén de
herencia conociendo los polimorfismos del marcador incluso cuando no conozcamos la locali-
zacion precisa de ese gen. En este caso se dice que la variante alélica del marcador esta aso-
ciada a la enfermedad. Aquellos marcadores que determinan una alta probabilidad de que se
produzca una enfermedad son utiles como herramientas de diagndstico.

La estabilidad del genoma hace que el genotipo para cualquier marcador se mantenga a lo
largo de la vida del organismo. Este hecho define a una huella genética, que al igual que la
huella dactilar, es unica y las técnicas que hemos analizado con anterioridad, permiten eviden-
ciarlas facilmente. Esto permite la identificacién individual en cualquier momento de su ciclo de
vida, inclusive a partir de sus rastros bioldgicos.

En el caso de determinar el perfil genético de un individuo, los marcadores mas utiliza-
dos son los microsatélites con ubicacién nuclear. La tecnologia de electroforesis capilar y la
utilizacion de cebadores marcados con distintos fluorocromos, permiten establecer el geno-
tipo de numerosos marcadores de este tipo en forma simultanea. Recordemos que los mi-
crosatélites son altamente polimérficos, presentando en general mas de seis variantes alé-
licas por marcador. La combinacion de los distintos genotipos para los diferentes marcado-
res, genera un perfil individual altamente especifico. Esta caracteristica es utilizada tam-
bién para casos de filiacion, donde cada progenitor biolégico proporciona una de las dos
variantes alélicas presentes en su descendencia, para cada marcador. El analisis de filia-

cioén, es utilizado también para mantener la fidelidad de los libros genealégicos, fundamen-
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tales para realizar un seguimiento de los linajes, aplicar programas de seleccién y de mejo-
ra segun la especie. Este tipo de estudio estda acompafiado de un soporte estadistico que
permite indicar la confiabilidad del analisis realizado.

Los marcadores moleculares constituyen herramientas indispensables para determinar
la variacion genética y la biodiversidad con un alto grado de precision y reproductibilidad.
Por ejemplo a la hora de realizar el manejo de especies amenazadas en donde hay un evi-
dente empobrecimiento genético suele ser necesario conocer la variabilidad poblacional, de
forma de evitar la endogamia y una mayor pérdida de variacion genética. La eleccién de los
marcadores a utilizar esta en funcién a los objetivos, al tipo de informacién que se busca y
de las facilidades disponibles.

Las aplicaciones de las técnicas de ADN en antropologia permiten el analisis de patro-
nes de variabilidad tanto en humanos como en organismos no humanos para poner a prue-
ba hipétesis sobre el origen del hombre y su comportamiento ancestral. El uso de marcado-
res de ADN permite por ejemplo la reconstruccion de las relaciones de parentesco de los
individuos hallados en un sitio arqueolégico, de las interacciones con otras poblaciones, el
estatus social o los patrones diferenciales de enfermedad o mortalidad por sexo o edad.
También se pueden analizar restos no humanos que pueden brindar informacién como la
diversidad de especies, revelando los patrones de obtencion de alimentos, trazar la domes-
ticacion de las especies o aportar datos sobre enfermedades ancestrales. En base a los
restos no humanos es posible reconstruir los ambientes e inferir el movimiento humano y
de especies comensales asi como los movimientos estacionales.

Muchas veces es preciso determinar el origen de un material biolégico que por su procesa-
miento o por ser solo una parte del mismo hacen imposible su identificacién por su morfologia u
otros métodos tradicionales. Estos pueden ser partes de animales (fragmentos de cuerno de
rinoceronte, marfil, huesos de tigre, etc.) o plantas (semillas o compuestos extraidos de plantas
exéticas como aceites y resinas). Es comun que estos analisis estan asociados al trafico de
especies silvestres con el fin de identificar la especie a la que pertenecen o determinar su ori-
gen geografico. Estos materiales biolégicos también pueden ser alimentos en los que se quiere
determinar con qué especie de animal o vegetal estan elaborados asi como conocer el origen
biolégico de algun producto farmacéutico que podria estar producido a partir de especies no
permitidas para su uso en humanos o que podrian generar reacciones adversas para la salud.

En casos donde el objetivo sea la determinacién de la especie, se suelen utilizar genes que
presentan escasa variabilidad dentro de la especie y alta variabilidad genética entre especies.

Una aplicacién de los marcadores genéticos esta asociada a la sistematica de especies
presentes en nuestro planeta. Por ejemplo, los “Cdédigo de barra de la vida” incluyen a varios
proyectos internacionales (Barcode of Life -BOLD, Consortium for the Barcode of Life -CBOL)
que tienen por finalidad identificar las especies y otros taxa con secuencias Unicas de ADN y
consisten en crear una coleccion publica de secuencias de referencia obtenidas de los “ejem-
plares tipo” de todas las especies de seres vivos. Las secuencias corresponden a una region

estandarizada y corta de ciertos genes que tienen variabilidad entre los taxa. Para animales
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este locus corresponde a un fragmento de aproximadamente 650 pb del extremo 5' del gen
mitocondrial citocromo oxidasa subunidad | (COJ). Para el resto de los organismos se usan uno
0 mas genes. Por ejemplo, para los hongos el espaciador transcripto interno del RNAr (Internal
transcribed spacer rRNA —ITS), para las plantas los genes cloroplasticos ribulosa-1,5-bisfosfato
carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO) y maturasa K (matK) y para las bacterias el RNAr 16S. Asi,
los codigos de barras genéticos tienen un sin numero de utilidades entre las que podemos
nombrar la de identificar nuevas especies, asociar estados larvales con adultos de una misma
especie, diferenciar especies cripticas, detectar especies invasoras como también colaborar en
el manejo de especies amenazadas, en la proteccion ambiental o suministrar informacién de
uso en biologia evolutiva o estudios de la biodiversidad.

Cada vez se hace mas comun que en nuestra vida diaria incorporemos el uso de términos
como gen, ADN, diversidad genética, genoma, marcadores moleculares, prueba del ADN y
otros; dada la importante aplicacion que tienen en la actualidad en diversas areas (medicina,
botanica, conservacion, agricultura, etc.), estos términos se pueden ya leer o escuchar a diario,

fuera del ambito cientifico.

Ejercicios

1- Una enfermedad hereditaria congénita propia de algunas caninas, se caracteriza por pre-
sentar variaciones en la actividad de una enzima (A) de los glébulos rojos, afectando la vida
media de estos. La mutacion que produce la enzima defectuosa se debe a un cambio puntual
en la posicién 324 del segundo exén donde cambia una C por T. Este cambio permite el diag-
nostico molecular a través de la técnica de PCR-RFLP. Con la enzima de restriccion Crspl po-
demos diferenciar el alelo normal (C) del gen, el que presenta el sitio de reconocimiento y con
su accion se generan dos fragmentos, uno de 40 pb y otro de 140 pb. Sin embargo cuando
esta presente el alelo mutado (T) no se presenta el sitio de reconocimiento de la enzima, que-
dando el fragmento amplificado con el tamafo original de 180 pb. Las mediciones de la activi-

dad enzimatica de cada genotipo es la siguiente:
a) Los animales T/T, no presentaban actividad enzimética.
b) Los animales C/T, presentaban el 50% de la actividad enzimatica.

c) Los animales C/C presentaban el 100 % de la actividad enziméatica.

Teniendo en cuenta el siguiente pedigri, realice el esquema de los patrones electroforéticos

de los individuos de la segunda generacion.

FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y MUSEO | UNLP 105



ELEMENTOS DE GENETICA — CECILIA |. CATANESI Y EGLE E. VILLEGAS CASTAGNASSO (COORDINADORAS)

! DppO}
I i] é 03 ﬁ * Marcador de

peso molecular

i i e R R

100 |:| O 100% Actividad enzimatica
|Z| @ 50% Actividad enzimatica
— 50
. . 0% Actividad enzimatica

Resolucion:

| | D O . Marcador de
1 3 5

peso molecular

ai e e B e N e R e TS

E— — 250
— 200
— 150
— 100
= = ——
— 50

2- Para resolver un litigio sobre la paternidad de un potrillo, llegan al laboratorio Forense de
la Facultad de Veterinaria-UNLP, cuatro muestras de sangre. Las mismas pertenecen al potrillo
en cuestion, la yegua madre (de la que se tiene certeza sobre su vinculo bioldgico) y dos padri-
llos para los que debe resolverse cual es el progenitor biolégico del potrillo. Con el fin de poder
resolver este caso, se extrae el ADN de cada muestra, se amplifican los marcadores tipo mi-
crosatélites y se realiza el analisis pertinente. De este modo, se determin6 que uno de los pa-
drillos era el progenitor biologico del potrillo (Padrillo 1), mientras que el restante quedaba ex-
cluido como tal (Padrillo 2).

En la siguiente tabla se muestran los animales en cuestion y los microsatélites utilizados.

Complete los genotipos de cada animal para cada marcador de tal manera que sea coincidente

con el resultado antes mencionado.

FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y MUSEO | UNLP 106



ELEMENTOS DE GENETICA — CECILIA |. CATANESI Y EGLE E. VILLEGAS CASTAGNASSO (COORDINADORAS)

Microsatélite
Animal HMS2 | HMS3 ASB2 HTG6 HTG7 LEX52 | TKY333 AHTG4
Padrillo 1 A-A
Padrillo 2
Yegua K-N
Potrillo A-D K-N

Resolucién: El genotipo del potrillo esta conformado, para cada microsatélite, por dos ale-
los cada uno proveniente de cada uno de los progenitores. Al ser la maternidad segura, el alelo
que aporta la madre no es cuestionado, por lo tanto se completara el genotipo para cada mar-
cador teniendo en cuenta que uno debera coincidir con uno de los dos alelos presentes en el
genotipo de la madre (alelo obligado). El alelo restante del potrillo provendra del padre bioldgi-
co, en este caso particular debera estar presente en el padrillo 1. En el caso que el alelo no
materno de la cria, no pueda explicarse por su presencia en el padrillo, hara que ese animal
quede excluido como progenitor biolégico de esa cria. Teniendo en cuenta eventos de muta-
cion, la exclusion se dara cuando se presente discordancia (mismatch) en 2 o mas marcadores,

caso en el cual el padrillo quedara excluido como padre biolégico de esa cria.

Microsatélite
Animal HMS2 HMS3 ASB2 HTG6 HTG7 LEX52 TKY333 AHTG4
Padrillo 1 A-A K-L 0-0 K-K R-T G-H I-I M-N
Padrillo 2 B-B L-M R-S K-L S-S H-J [-J N-O
Yegua D-E L-L P-R K-N R-R I-K I-J M-M
Potrillo A-D L-L O-P K-N R-R G-l -l M-N

3- A continuacion se presenta el alineamiento de las secuencias del Citocromo b (Cytb) ubi-
cado en el ADN mitocondrial de tres especies de mamiferos. Con el fin de poder diferenciar qué
muestras provienen de cada especie, se utilizan sitios polimoérficos puntuales a lo largo de la
secuencia que define a cada especie (haplotipo). Determine en estos tres ejemplos cuales son
estos sitios informativos.

ciervo CATGAGGACAAATATCATTCTGAGGAGCAACAGTCATTACCAACCTTCTCTCAGCAATTC 60
bufalo CATGAGGACAAATATCATTCTGAGGGGCAACAGTCATCACCAACCTTCTCTCAGCAATCC 60
vaca CATGAGGACAAATATCATTCTGAGGAGCAACAGTCATCACCAACCTCTTATCAGCAATCC 60
ciervo CATATATTGGTACAAACCTAGTCGAATGGATCTGAGGGGGCTTTTCAGTAGACAAAGCAA 120
bufalo CATACATTGGTACAAGTCTGGTTGAATGAATTTGAGGGGGATTCTCAGTAGACAAAGCAA 120
vaca CATACATCGGCACAAATTTAGTCGAATGAATCTGAGGCGGATTCTCAGTAGACAAAGCAA 120
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ciervo CCCTAACCCGATTTTTCGCTTTCCACTTTATTCTCCCATTTATCATCGCAGCACTCGCTA 180
bufalo CCCTCACCCGATTCTTCGCATTTCACTTCATCCTCCCATTCATTATCGCAGCACTTGCAA 180
vaca CCCTTACCCGATTCTTCGCTTTCCATTTTATCCTTCCATTTATCATCATAGCAATTGCCA 180
ciervo TAGTACACTTACTCTTCCTTCACGAAACAGGATCTAACAACCCCACAGGAATTCCATCAG 240
bufalo TAGTCCACCTATTATTTCTCCACGAAACAGGATCCAACAACCCCACAGGAATTCCATCAG 240
vaca TAGTCCACCTACTATTCCTCCACGAAACAGGCTCCAACAACCCCACAGGAATTCCCTCAG 240

Resolucién: Se resaltan en color los sitios que presentan diferencias entre las especies anali-
zadas. La combinacion de todos estos sitios polimérficos para cada especie conforma el haplo-

tipo propio de ésta.

ciervo CATGAGGACAAATATCATTCTGAGGAGCAACAGTCATITACCAACCTICTCTCAGCAATIIC 60
bufalo CATGAGGACAAATATCATTCTGAGGGGCAACAGTCATCACCAACCTICTCTCAGCAATECC 60
vaca CATGAGGACAAATATCATTCTGAGGAGCAACAGTCATCACCAACCTCTTATCAGCAATEC 60
ciervo CATATATTGGTACAAACCTAGTCGAATGGATCTGAGGGGGECTTETCAGTAGACAAAGCAA 120
bufalo CATACATTGGTACAAGTCTGGTIGAATGAATITGAGGGGGATTCTCAGTAGACAAAGCAA 120
vaca CATACATCGGCACAAATTTAGTCGAATGAATCTGAGGCGGATTECTCAGTAGACAAAGCAA 120
ciervo CCCTAACCCGATTETTCGCIETTCCACTTIATTCTCCCATTTATCATCGCAGCACTCGCTA 180
bufalo CCCTEACCCGATTCTTCGCATTECACTTCATCCTCCCATTCATTATCGCAGCACTTGCAA 180
vaca CCCTIACCCGATTCTTCGCTITTCCATTTTIATCCTTCCATTTATCATCATAGCAATTGCCA 180
ciervo TAGTACACTITACTCTTCCTTCACGAAACAGGATCITAACAACCCCACAGGAATTCCATCAG 240
bufalo TAGTCCACCTATTATTICTCCACGAAACAGGATCCAACAACCCCACAGGAATTCCATCAG 240
vaca TAGTCCACCTACTATTCCTCCACGAAACAGGCTCCAACAACCCCACAGGAATTCCCTCAG 240
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CAPITULO 6
Genética de poblaciones
Melisa Mantella y Diana M. Hohl

La seleccién natural no trabaja como un ingeniero, sino como un
chapucero, un chapucero que todavia no sabe qué va a producir,

pero recupera todo lo que le cae sobre sus manos, los objetos mas
heterogéneos, ... un chapucero que aprovecha todo lo que encuentra a

su alrededor para obtener algun objeto que sea Util.

Frangois Jacob, EVOLUTION AND TINKERING

Para comenzar a hablar sobre genética de poblaciones es preciso definir el objeto de estu-
dio. Se considera como poblacion a un grupo de individuos que pertenecen a una misma espe-
cie y dentro de la cual ocurren potencial o realmente apareamientos al azar. En casi todas las
especies encontramos que las poblaciones se cruzan entre si, intercambiando el material gené-
tico. Asi, comparten el mismo acervo génico. La llamaremos Poblacién mendeliana, la cual es
la unidad de estudio de la genética de poblaciones

Las poblaciones no son estaticas, sino que sufren diversos cambios en su historia que se
manifestardn como nacimientos, muertes, migraciones y demas, que con el tiempo produciran
cambios en la estructura genética de las mismas.

Las diferencias en la composicidén genética entre individuos de una misma poblacién pueden
acumularse a lo largo del tiempo, produciendo asi lo que llamamos evolucion bioldgica. Por lo
tanto, los individuos se definen y describen a partir de sus genotipos y fenotipos, y para la Ge-
nética de Poblaciones, el foco se centra en la cuantificacion de las frecuencias alélicas y geno-

tipicas de una poblacién.

Frecuencias alélicas y genotipicas

La estimacién de las frecuencias alélicas y genotipicas de una poblacion, permitiran conocer
su constitucién genética, saber si han sufrido o sufren procesos evolutivos, permitiendo asi la
comparacioén con otras poblaciones de la misma especie o especies distintas. El término alelo,
se refiere a las diferentes formas o variantes en las cuales puede presentarse un gen vy la pro-

porcién en la que cada variante se encuentra en una poblacién se denomina frecuencia alélica.
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Esta frecuencia puede variar entre poblaciones, y la diferencia puede ser mayor, en general,
mientras mayor sea la distancia que las separa. La distribucion geografica de un alelo en parti-
cular puede dar informacion sobre el lugar donde se originé el mismo y como se fue dispersan-
do. Un ejemplo de ello, puede darlo el color de los ojos en el humano, donde se ha descripto
que un alelo determinado del gen HERC2, es uno de los principales responsables del color de
iris azul en nuestra especie. Debido a la alta frecuencia de individuos con ojos azules en Euro-
pa, se ha rastreado el origen de esta variante hasta el Este/Noroeste del Mar Negro. A su vez,
la correlacion de las frecuencias alélicas con ciertos factores ambientales ha llevado al descu-
brimiento de ciertas adaptaciones genéticas, como veremos mas adelante.

Cada gen presenta dos variantes por individuo diploide y son las que conforman el genoti-
po del individuo, como ha sido tratado en el capitulo 1 de este libro. En genética de poblacio-
nes, en general, nos referimos al genotipo de un gen en particular. Asi, en un organismo diploi-
de, un alelo es heredado via materna y el otro por via paterna. La proporcion en la que se en-

cuentra cada genotipo en una poblacién se denomina frecuencia genotipica.

Ley de Hardy-Weinberg

Hacia el afio 1908, Godfrey Harold Hardy y Wilhelm Weinberg describieron una ley o modelo
matematico tedrico donde relacionaron las frecuencias alélicas y genotipicas en una poblacion

mendeliana. Este modelo, para su consideracién implica un conjunto de supuestos, a saber:

+  La poblacién tendera a ser infinitamente grande
. La poblacién debera ser panmictica, es decir que los apareamientos ocurriran al azar
+  Cada uno de los genotipos de la poblacién son igualmente viables y fecundos

. No operan fuerzas microevolutivas (Seleccidon Natural, Mutacién, Migracién ni Deriva)

Bajo estos supuestos las frecuencias alélicas y genotipicas se mantienen constantes de una ge-
neracion a la siguiente, circunstancia que considera que la poblaciéon se mantiene en equilibrio.

Cabe destacar que esta ley es valida para poblaciones dioicas, con reproduccion sexual,
con generaciones no superpuestas y sexos presentados en niumero equitativo. Ademas, dentro
del supuesto de apareamiento al azar, se incluye la ausencia de endogamia, ya que la misma
indica el cruzamiento entre individuos emparentados, que lleva a un aumento de la frecuencia
de homocigotas y a una perdida consiguiente de variabilidad, disminuyendo las posibilidades

de adaptacién de la especie.
En loci autosdmicos

El equilibrio se alcanza tras una generacion de apereamientos al azar. Respecto a las fre-

cuencias genotipicas, si quisiéramos calcular la frecuencia con la que cada genotipo se presen-
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ta en la poblacién debera relacionarse cada genotipo particular, con el numero total de indivi-

duos de dicha poblacion.

PG numero de individuos con determinado genotipo

total de individuos de la poblacion

Por lo tanto, para un locus con 2 alelos

f(AA) = nAA /N f(Aa) = nAa /N f(aa) = naa /N

Cuando hablamos de frecuencias, el total de la suma de las frecuencias de todos los geno-
tipos presentes deben sumar 1: f(AA)+f(Aa)+f(aa)=1.

Para el caso de alelos codominantes o con dominancia incompleta, los individuos con cada
uno de los fenotipos coinciden con cada uno de los genotipos. Diferente es el caso en que la
caracteristica presente dominancia completa sobre el otro, asi no se podran distinguir desde el
fenotipo dominante, si son homocigotas o heterocigotas para tal caracter.

Respecto a las frecuencias alélicas, para estimarlas a nivel poblacional, se analiza si es-
ta caracteristica es polimérfica, o sea si presenta variantes en esa poblacion especifica,
para asi poder determinar la proporcion de cada alelo en un locus dado y en una poblacién
especifica. Para ello tendremos 2 caminos: utilizar la frecuencia con la que se presenta
cada genotipo, teniendo en cuenta si contribuye con una o dos copias al pool génico de la
poblacion, o considerar la cantidad de individuos de cada uno de los genotipos respecto al

total poblacional.

Con frecuencias

p=f(44) + 1/2 f (Aa) q=f(aa) + 1/2f (Aa)

Con numeros de individuos
— (2ng4 + Naq) — (2ngq + Naq)

p 2N q 2N

Donde p y q representan las 2 variantes alélicas del gen y la suma de ambos sera 1 (p+q=1).

Naa, NagY Neq FEpresentan el nimero de individuos de cada genotipo, y N el nimero total.
Es con estas herramientas que la frecuencia de los tres genotipos: AA, Aa, y aa, viene dada

por los términos de la formula binomial, donde las frecuencias genotipicas en equilibrio se re-

suelven por el cuadrado de las frecuencias alélicas.
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(p+q)?=p*+2pq+qg®=1

A a AA Aa aa

En el equilibrio, las frecuencias genotipicas poblacionales no cambian de generacién en ge-
neracion, es decir permanecen sin cambios significativos, si las frecuencias alélicas también
son constantes.

La igualdad anterior se cumple siempre, este la poblacién o no en equilibrio y sin embargo el

resultado siempre debe ser 1 porque se trata de la suma de todas las frecuencias.

Prueba de bondad de ajuste

El modelo tedrico desarrollado representa una situacién estatica donde la estructura géni-
ca de una poblacién no cambia de manera significativa. Es decir que el no cumplimiento de la
Ley implicaria el no cumplimento de alguno de los supuestos mencionados con anterioridad,
pudiendo estar la poblacién bajo la accién de fuerzas evolutivas. Por lo tanto la ley de Hardy-
Weinberg constituye una hipoétesis nula, con el fin de explorar las desviaciones que ocurren
entre las frecuencias genotipicas observadas y las calculadas de acuerdo a una presuncion
de equilibrio.

Para probar el equilibrio de Hardy-Weinberg se emplea la prueba de X?de bondad de ajuste,
donde la hipétesis nula (HO) plantea el cumplimiento de las condiciones del equilibrio, mediante
la ecuacion:

(0-E)’
X2= 2 —0

Donde O y E representan el numero de individuos observados y esperados para cada geno-
tipo determinado. Recordar que las comparaciones se hacen entre niumero de individuos, nun-
ca entre las frecuencias genotipicas.

La hipdtesis alternativa (H1), referira a la situacion donde las diferencias encontradas entre
el numero de individuos esperados y observados, es significativa.

A la hora de resolver la prueba y aceptar o rechazar la hipétesis nula, se debera tener en
cuenta el valor tedrico de X2 con el nivel de significancia y los grados de libertad. Estos ultimos
se calculan como el numero de clases genotipicas menos el numero de alelos, por ejemplo si
se cuenta con 2 alelos, los genotipos posibles son 3 (dada por las posibles combinaciones en-
tre ellos) y el numero de grados de libertad sera 1. En general, se considera un nivel de signifi-
cancia de 0,05; segun la tabla de distribucién, esto equivale a un X2 de 3,84. Si el X2calculado
es menor que el tedrico, la HO se acepta y se considera que la poblaciéon se encuentra en
EHW, en caso contrario se rechazara la HO y se analizara qué fuerza esta operando para apar-

tar a esa poblacion del equilibrio.
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Alelos miiltiples

Es el caso en que un gen o un locus en particular presenta mas de dos formas alélicas a ni-
vel de la poblacién. Es decir, cuando en un locus hay mas de dos alelos, el equilibrio genotipico
viene determinado por el desarrollo multinomial (p+g+r+...), siendo “p, q, r”, ... las frecuencias
de los alelos “A1, A2, A3, ...".

Para los genes con mdltiples alelos, los términos del cuadrado del binomio, se expanden

conforme las variantes que se presenten. Citaremos un ejemplo de la presencia de tres alelos:

(p+q+r)?= p2+q2+r2+2pq+2qr+2pr

Un ejemplo de ello seria el grupo sanguineo humano ABO

Tabla 6.1: Frecuencia de grupos sanguineos AB0

Tipo de sangre Genotipo Antigeno Frecuencia fenotipica Frecuencia fenotipica
observada esperada
A IA1A, 1A A A p?+ 2pr
B IBIB, IBj B B g%+ 2qr
AB [A1B AB AB 2pq
0 i ninguno o 2

Genes ligados al sexo

En el sexo homogamético, como en las hembras de los mamiferos (XX) y los machos de
las aves (ZZ), la relacién entre frecuencias alélicas y genotipicas se comportan de la misma
manera que en loci autosémicos, es decir, recibe de cada progenitor un alelo. Pero el sexo
heterogamético, como los machos de los mamiferos (XY) o las hembras de las aves (ZW),
recibe un Unico cromosoma X o Z de su progenitor. Concluimos que el sexo homogamético
(XX) aporta 2/3 de los alelos de una poblacion, mientras que el heterogamético (XY) aporta
el 1/3 que resta.

El equilibrio genético para loci ligados al sexo no se alcanza en una generacién de cruza-

mientos al azar si las frecuencias alélicas difieren entre machos y hembras.
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Procesos Microevolutivos

Los procesos microevolutivos que afectaran al equilibrio de Hardy-Weinberg que tratamos
anteriormente, y que consiguientemente alteraran las frecuencias alélicas y genotipicas, se

clasifican de la siguiente forma:

1. Direccionales o sistematicos: ocurren en poblaciones que tienden al infinito. Cam-

bian las frecuencias alélicas siendo predecible su magnitud y su direccién

a. Mutacién
b. Migracion

c. Seleccion

2. Dispersivos: ocurren en poblaciones pequefias por error de muestreo. Cambian las

frecuencias alélicas siendo predecible su magnitud, pero no su direccion

a. Deriva

Ademas, deben ser considerados los procesos de consanguinidad y recombinacion, ya que

estos también tienen un efecto sobre las frecuencias génicas de una poblacion.

Mutacion

Durante la replicacion del ADN, necesaria para la division celular, pueden ocurrir, aunque de
manera poco frecuente, errores en su copia. Como consecuencia de ellos, pueden presentarse
variaciones en la secuencia tales como cambios de una sola base, inserciones o adiciones de
nucledtidos, o deleciones de los mismos. Estos cambios se denominan mutaciones. Si las
mismas se encuentran en la linea germinal, pueden ser transmitidas a su descendencia. Asi, la
accion de la mutacion es la clave en la generacién de nuevas variantes genéticas (alelos) y, por
ende, un elemento de gran importancia para la evolucién, ya que genera la variabilidad sobre la
cual operan las restantes fuerzas evolutivas. Sin embargo, una mutacion especifica raramente
ocurre en dos individuos diferentes, por lo que su frecuencia en la poblacién se vera afectada o
variara de acuerdo de las demas fuerzas evolutivas. La presencia de mas de un alelo de de-
terminado gen en una poblacién nos permite hablar de polimorfismo, ya que nos referimos a las
variantes que existen del gen. El término polimorfismo se ha definido como la presencia de dos

0 mas alelos en un locus determinado en una poblacién (ver capitulo 5 sobre polimorfismos).
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Como mencionamos, las tasas de mutacién son, en general, muy bajas, siendo éste el Unico

proceso por el cual pueden aparecer nuevos alelos en una poblacion, del orden de 108 a

10-9 por generacion para la mayoria de los organismos celulares.

Si llamamos [ a la tasa de mutacion que convierte un alelo A en a, y suponemos desprecia-
ble la tasa de mutacion inversa (ya que este evento seria mas raro aun), y teniendo una pobla-
cion con las frecuencias alélicas iniciales po (de A) y qo (de a), en la generacidn siguiente, la
frecuencia de A sera:

P1=po — p-po = po.(1 - )

En la generacion siguiente:
p2=p1—pp1=p1.(1- )

Reemplazando p1 en la expresién anterior:

p2=po.(1 - p)-(1- p) = po (1 - p)?

Lo cual nos permite deducir que en la enésima generacion:

pn=po-(1 - )"

Si queremos despejar n (el nUmero de generaciones tras las cuales la frecuencia del alelo A

sera pn), aplicamos logaritmo natural:
Inpn=Inpo + n-In(1- p)

n = (Inpn - Inpo) / In(1-y) = In(pn/po) I In(1-p)

Respecto a la tasa de mutacion inversa (v), si el valor de la misma no es despreciable, el

cambio en la frecuencia de a luego de una generacion sera:
Aq = ppo - vqo

Podemos hablar de equilibrio cuando up=vq, es decir, cuando se equipare el nimero de ale-
los sufriendo mutacion directa e inversa, lo cual puede ocurrir luego de muchas generaciones.

En ese caso, y recordando que p+g=1 (lo que nos ayudara a determinar la frecuencia p):
Mp =vq = (1-p)v=v-vp
Hp+Vp=(u+v)p=v
p=Vv/(u +V)
De forma analoga, si reemplazamos p= (1-q), llegamos a la expresion:

q=p/(u+V)
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Las mutaciones se generan de forma azarosa a lo largo de todo el genoma (experimento de
Luria-Delbruck). Si la misma resulta desfavorable para el individuo portador en el ambiente en
el que vive y este individuo no puede dejar descendencia, la mutacion desaparecera y no se
propagara en la poblacién. Las zonas del genoma que resultan de vital importancia se encuen-
tran muy conservadas, no soélo dentro de una misma especie sino también entre especies dis-
tintas. Esto indica que hay un importante control de seleccion contra las mutaciones deletéreas.
A su vez, las regiones sin una funcién conocida, cuentan con un niumero de variaciones mayor,
cambios que suceden en regiones no codificantes del genoma sin representacién en el fenoti-
po, sobre el que actua la seleccidn natural. A pesar del factor azar, se estima que las mutacio-
nes neutras son mayoritarias respecto a las deletéreas (figura 6.1), y mas aun a las que po-

drian conferir alguna ventaja a la especie.

Proporcién de nuevas mutaciones

|

=N A /
I Y

Efectos perjudiciales Efectos beneficiosos

Figura 6.1. Distribucién estimada de frecuencias de mutaciones en relacién con su efecto en la eficacia biolégica.
Fuente: Tomado del capitulo “Seleccién natural y adaptacion”, J. J. Soler, en “Evolucién: la base de la Biologia” (2002).

Seleccidén natural

Se sabe que el genotipo y el ambiente definen el fenotipo de los individuos. A nivel po-
blacional, estos fenotipos determinan diferentes capacidades para sobrevivir en un ambien-
te dado, ademas de la fecundidad y la capacidad de apareamiento, entre otras, que en
ultima instancia determinan si ciertos alelos pasaran a formar parte del pool génico de las
proximas generaciones.

La seleccion natural actiia sobre los fenotipos y a su vez, de forma indirecta sobre los genotipos,

dependiendo del grado en el que estos definan los fenotipos. Este proceso puede verse como el
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enriquecimiento de las poblaciones, en aquellos fenotipos que aseguran una descendencia mas
numerosa. Un claro ejemplo clasico de este proceso, es el de Biston betularia o “polilla moteada”.
Existen al menos dos formas o variedades de esta polilla en cuanto a su color: typica, que posee
una pigmentacion clara, y carbonaria, de pigmentacién oscura. Esta ultima se encontraba en una
frecuencia baja en ciertas zonas de Inglaterra a mediados del siglo XIX, pero esta frecuencia co-
menzo6 a aumentar en dichas areas a lo largo del tiempo. La explicacién de este fendmeno es el
llamado melanismo industrial; la variedad clara de la polilla estaba provista de un camuflaje efectivo
contra sus depredadores, como ciertas especies de aves, al asemejarse a la corteza de los arboles,
en general cubierta con liquenes. Sin embargo, con el desarrollo de la Revolucién Industrial en In-
glaterra y la contaminacion resultante, los liquenes comenzaron a desaparecer y la superficie de los
troncos de los arboles a oscurecerse. Esto presentd una desventaja para los individuos de pigmen-
tacion clara, que entonces serian faciimente avistados por sus depredadores, y una ventaja para los
de pigmentacion oscura, quienes pasarian desapercibidos. Asi, junto con otros procesos, la varie-
dad carbonaria vio aumentada su frecuencia en poblaciones residentes en zonas industriales de
Inglaterra. A mediados del siglo XX, las nuevas leyes de este pais llevaron a disminuir la polucién
del aire debido a la actividad industrial, observandose una disminucion de la frecuencia de la forma
carbonaria y un aumento de la forma typica.

Con lo expuesto anteriormente, queda demostrado que la Seleccion Natural es el unico pro-
ceso microevolutivo que explica de manera satisfactoria las adaptaciones. La Seleccién Natural

“escoge” las variantes beneficiosas, en términos de fitness y supervivencia, para el individuo.

Tipos de Seleccion Natural segun el cambio en la distribucion de los fenotipos

La seleccion natural se puede clasificar segun cuales fenotipos son beneficiados:

Seleccion Estabilizadora: en la misma se ven favorecidos los fenotipos intermedios dentro de
la campana de Gauss, es decir, aquellos cercanos a la media poblacional y asi la curva tiende
a estrecharse.

Por ejemplo: la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera que los nifios nacidos a
término con bajo peso (menos de 2000 g) y aquellos con peso elevado (que superan los 4000

g) tienen menor supervivencia, como se muestra en la figura 6.2.

— - Paoblacién criginal
-y Seleccién contra fenotipos

—— Despues de la seleccion

N° de individuos

Peso de los ninos al nacer

Figura 6.2. Seleccion Estabilizadora
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Seleccién Direccional: en este tipo de Seleccién Natural, se ve favorecido un fenotipo del
extremo de la curva, y ésta tendera a desplazarse hacia el fenotipo que resulte mas benefi-
cioso. Usualmente se ve en poblaciones donde ha ocurrido un cambio ambiental. Por
ejemplo: el ilustrado anteriormente de los 2 fenotipos de Biston betularia. En la época in-
dustrial, la curva se desplazé hacia el extremo donde se encontraba el fenotipo carbonaria,

como se muestra en la figura 6.3.

N° de individuos

Gama de colores de la polilla

Figura 6.3: Seleccién Direccional

Seleccion Disruptiva: en este caso, se ven favorecidos los fenotipos de los extremos de la
curva, y ésta tendera a desplazarse hacia ellos, generando mas de un pico en la misma. Es el
Unico tipo de Seleccion Natural que puede generar una nueva especie. Un ejemplo es el del
salmon plateado (Oncorhynchus kisutch); en esta especie, las hembras desovan y los machos
fecundan los huevos. En el caso de éstos ultimos, quienes tienen mayor éxito al acercarse al
lugar de desove y fecundar, son los individuos de mayor tamafio, que pelean entre si, y los de
menor tamafio, ya que se acercan de forma sigilosa. Asi, en la descendencia se observa una
gran proporcién de peces muy grandes y muy chicos, desplazédndose de la media de la pobla-

cion original como se representa en la figura 6.4.

N° de individuos

Tamafio del salmon

Figura 6.4 Seleccion Disruptiva

El efecto acumulador de la seleccion, a través de las generaciones, permite producir desde

pequefios ajustes adaptativos, hasta obtener estructuras complejas.
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Para medir la contribucidén del cambio acumulativo, generacion a generacién, debemos co-
nocer el concepto eficacia biolégica (W). Esta mide la proporcién de descendientes que deja
un individuo en la siguiente generacion, es decir el éxito reproductivo o fitness. Para estimar las
eficacias biologicas de los genotipos, se divide el nUmero de descendientes de cada genotipo
por el numero de descendientes producidos por el genotipo con mayor progenie.

Cuando la eficacia biolégica de un genotipo se ve disminuida en relacién con otro, hablamos
de coeficiente de seleccion (S).

La relacion entre eficacia bioldgica y coeficiente de seleccion se expresa de la siguiente manera

W=1-SyS=1-W

Siguiendo con el ejemplo de Biston betularia, cuando el fenotipo carbonaria comenz6 a con-
tribuir con mayor cantidad de descendientes que typica, las frecuencias de los genotipos que
dan el color oscuro se vieron aumentadas en detrimento de los que dan el color claro. Por lo
tanto, la eficacia biolégica de carbonaria era mayor que la de typica.

Por ello decimos que la Seleccion posiblemente sea la fuerza microevolutiva que produce mayo-

res cambios en las frecuencias génicas y se expresan matematicamente de la siguiente manera

Tabla 6.2: Tabla de frecuencias de Selecciéon

AtAl Ata? a’a?
Frecuencias Genotipicas p? 2pq q?
iniciales
Eficacia Biologica (W) Wiy Wi, W,
Contribucion de los genotipos piWyi4 2pqWi, q*W,,
a la poblacion
Frecuencias Genotipicas p*Wi, 2pqWs, q* Wy,
luego de actuar la Seleccién w w w

Seleccién contra alelo recesivo letal: cuando la Selecciéon Natural ocurre contra un alelo

recesivo (a), el modelo mas sencillo es el que supone la dominancia completa por sobre el otro

(A), donde, a medida que transcurren las generaciones, la frecuencia del alelo (a) tendera a 0.
En el caso de los genes letales recesivos, la eficacia biolégica (W) del genotipo homocigoti-

co es 0 y consecuentemente el coeficiente de seleccidon para ese genotipo (S) valdra 1.
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Tabla 6.3: Tabla de frecuencias de Seleccion contra un alelo recesivo letal

AtAr Ala? a’a? TOTAL
Frecuencias Genotipicas Do? 2p040 qo> 1
iniciales
Eficacia Biologica (W) 1 1 0
Coeficiente de Seleccion (S) 0 0 1
Frecuencias Genotipicas p%.1 2pq . 1 q*>.0 1-qo?
luego de actuar la Seleccién

Para este caso se podria calcular el efecto en la frecuencia alélica al cabo de n generacio-

nes, de la siguiente manera:

dn = qo 1 (1 + ngqy)

De la misma manera y despejando la ecuacion puede calcularse la cantidad de generacio-

nes hasta que cambie la frecuencia de g

n =1/qn - 1/q0

Ejemplo: Cuando s = 1, el cambio de frecuencias génicas de 0,02 a 0,004 durara

n =1/0,004 - 1/0,02 = 250 - 50 = 200

Es decir que tomaria 200 generaciones para cambiar la frecuencia de un gen letal del 12%
al 4 por mil.

Ventaja del heterocigoto: supone la superioridad del heterocigoto. Para ello utilizaremos el
caso mas ilustrativo sobre la heterosis positiva para ejemplificarlo: la anemia falciforme, enfer-
medad hemolitica de transmision genética, endémica de los paises de Africa central donde se
encuentra en frecuencias altas (en algunas poblaciones del continente africano el 45% es hete-
rocigota para esta anemia). El alelo responsable de la enfermedad, en heterocigosis, produce
inmunidad frente a la malaria. Ocurre una sustitucion de glutamato por valina en la cadena f de
la globina que produce un eritrocito en forma de hoz debido a un plegamiento anormal de la
hemoglobina, siendo esto lo que impide el desarrollo del parasito que produce la malaria. Los
individuos heterocigotas poseen la misma proporcién de hemoglobina normal y anormal (el
alelo salvaje, sensible a la malaria y el alelo mutado que produce la anemia). Es asi como estos

individuos poseen una ventaja frente a la malaria, sin estar afectados seriamente por la anemia.
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Seleccion artificial

El objetivo de la seleccion artificial es elegir individuos con caracteristicas, tanto cuantitati-
vas como cualitativas, que deseamos se perpetuen en las siguientes generaciones. La selec-
cion artificial es utilizada en mejoramiento productivo, es asi como individuos con mayor o me-
jor valor fenotipico para un determinado caracter, se seleccionan de una poblacién. Ejemplo:
muchos de los alimentos que consumimos actualmente son producto de generaciones de se-
leccién artificial y uno de los ejemplos mas ilustrativos es el maiz. La domesticacion del maiz
estuvo ligada a proveer una fuente de alimento seguro y la posibilidad de aumentar la produc-
cion (mayor cantidad por unidad de superficie). La evidencia arqueobotanica ubica los origenes
del maiz en el area mesoamericana con dataciones que rondan los 7000 a 10000 afios AP, la
calidad del alimento, la difusién espacial y la manipulaciéon del mismo nos lleva a un presente
donde de la amplia gama de especies de maiz, solo unas pocas son cultivadas por el hombre,

a escala industrial y consumidas.

Seleccién y mutacion
Como ya mencionamos al hablar de mutaciones, éstas quedan luego bajo el efecto de la se-
leccién natural. Los efectos de ambos procesos se dan de forma simultanea, pudiendo ejercer-

se en el mismo sentido u oponerse, pudiendo llegar asi a un equilibrio estable, donde la fre-

cuencia g no cambia: g = v (u/ s). Si el alelo es dominante:q=p/s

Deriva génica

El modelo de Hardy-Weinberg supone que las frecuencias alélicas contribuyen al pool géni-
co de la siguiente generacion respetando estas frecuencias. Esto también se sostiene en po-
blaciones con un alto niumero de individuos, lo que permite que no se produzcan desviaciones
de estas frecuencias en la formacion de los cigotos. Sin embargo, la fluctuacién por azar de las
frecuencias alélicas en las sucesivas generaciones, debido al pasaje de gametas de forma no
representativa y la unién formando los cigotos, es la fuerza predominante cuando los alelos de
un gen no difieren en sus efectos sobre la supervivencia o la reproduccion. Esta fluctuacion
actua de forma mas marcada cuanto mas pequena es la poblacién, ya que a un mayor numero
de individuos de la generacion parental las frecuencias alélicas observadas en la descendencia
son similares a las esperadas. Como se expuso anteriormente, es uno de los procesos disper-
sivos, donde no se conoce ni la magnitud ni la direccién del cambio. Sabiendo esto, en una
poblacién pequefia, el nUmero de gametas involucradas en la formacion de los individuos de la
siguiente generacion es pequefio, y acentuandose de este modo, la posibilidad de no contribuir
de forma representativa en funcién a las frecuencias alélicas originales, produciéndose un error

azaroso en el muestreo gamético.
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La deriva genética implica una disminucién en la variabilidad de la poblacion, pudiendo lle-
var a la desaparicion de ciertos alelos o a la fijaciéon de otros, luego de varias generaciones,
como asi también colabora a la divergencia genética entre poblaciones.

La deriva (s) puede calcularse como

s?=pql 2N

Siendo éste el grado de desviaciéon de las frecuencias alélicas, expresada como varianza.
De esta ecuacion se deduce que, para un N determinado, la deriva sera mayor cuanto mas
cerca de la equifrecuencia se encuentren p y q, siendo maxima cuando p=g=0,5.

N es el tamafio efectivo de la poblacion, es decir, el nUmero de adultos reproductores. Si la

proporcion de sexos es desigual, entonces

Ne=4x(NZxNQ) /(NS +N Q)

Si para cierta poblacién se calcula s, en la siguiente generacién de la misma habra un cam-

bio de las frecuencias alélicas debido a la deriva:

p’= pox 2s
q’= qox 2s

A mayor s (lo que ocurriria en el caso de un menor N,) mayor sera la fluctuacion de las fre-
cuencias en la siguiente generacion. Esto podria llevar a que se produzca la fijacion de uno de
los alelos (frecuencia = 1) en pocas generaciones.

¢ Qué sucede con la frecuencia de heterocigosis (H)? Al ir disminuyendo N, el efecto de la
deriva sera el de disminuir H:

Hn=[(1- 1/(2Ne)]" Ho

Siendo H, la frecuencia de heterocigotas luego de n generaciones de apareamiento al azar,

y H,la de la generacion parental.

Efecto fundador

Cuando una fraccion de una poblacion se establece en un lugar, los individuos que fundan
la nueva poblacién pueden no ser representativos de la original en cuanto a frecuencias aléli-
cas. Asi es el ejemplo de la tribu Mlabri, un grupo étnico de Tailandia y Laos que fue catalo-
gado como la comunidad con el efecto fundador méas extremo. A inicios del siglo XXI| se ana-
liz6 una muestra de la poblacion mencionada y se encontraron secuencias de ADN idénticas,
lo que permitia establecer un efecto fundador a partir de una mujer y hasta 4 o 5 hombres
para la tribu Mlabri.
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Los ejemplos mas estudiados se presentan en poblaciones humanas como es el caso de los
grupos religiosos Amish llegados a América. Sin embargo, en el mundo animal y vegetal exis-
ten ejemplos ilustrativos de efecto fundador en funcién de la colonizacion de lugares antes no

poblados por esas especies, en especial el caso de las Islas Galapagos.

Cuello de botella

En ciertos casos, algunas poblaciones pueden sufrir una reduccion drastica de su nimero
efectivo debido a desastres naturales, condiciones climaticas desfavorables, destruccion de su
habitat, etcétera. Nuevamente, los individuos que sobreviven pueden no ser genéticamente
representativos de la poblacion original, originando con el tiempo una poblacién con frecuen-
cias alélicas muy distintas a la “parental” u original (Figura 6.5). Un ejemplo es el del elefante
marino del norte, Mirounga angustirostris, el cual sufrid una caza desmedida de sus individuos
en el siglo XIX para la utilizacion de su grasa. Sobrevivieron muy pocos ejemplares, a partir de

los cuales se llegd a una poblacién con una variabilidad genética disminuida.
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Figura 6.5. Representacion del efecto de cuello de botella, donde las bolitas
de diferente color representan variantes alélicas distintas.

Flujo genético

Una poblacién no constituye en lineas generales, una unidad panmictica, sino que por el
contrario se halla conformada o subdividida por unidades de menor tamafo llamadas demos o
subpoblaciones. De este modo, las distintas especies ocupan en la naturaleza areas geogréfi-
cas donde estas subpoblaciones estan interconectadas y entre las que se produce flujo génico.

Tomaremos como unidad de analisis estas subpoblaciones que para facilitar la ejemplifica-
cién, mencionaremos como poblacién de aqui en adelante. Asi, en una poblacién puede ocurrir
el flujo de variantes alélicas debido a la incorporacién de individuos de poblaciones adyacentes

y se hara efectiva una generacion después cuando haya habido reproduccién entre los indivi-
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duos de la poblacién original o receptora (Po) y los individuos provenientes de la poblacién
vecina o migrante (Pm). Esto puede provocar grandes cambios en las frecuencias alélicas, e
incluso una pérdida de variantes (por emigracién) o la introduccién de variantes nuevas en
dicha poblacién (por inmigracion de individuos), dependiendo de la diferencia entre las frecuen-
cias para los alelos compartidos de la Po y la Pm, como asi también de la magnitud de indivi-
duos que se desplacen de una poblacién a la otra.

El flujo génico contribuye a disminuir la variabilidad genética entre poblaciones, y a aumen-
tar la variabilidad intrapoblacional. En términos generales, es de esperar que el flujo génico o
migracion sea mas usual entre poblaciones que se encuentren mas préximas geograficamente,
y esto se representa en uno de los modelos de analisis del flujo génico como es el llamado
aislamiento por distancia, en el cual se afirma que la distancia genética es directamente pro-
porcional a la distancia geografica.

El flujo genético es un mecanismo por el cual las variantes pueden ser dispersadas. En este
caso, el sentido de la variacién puede ser predicho a partir del conocimiento de las frecuencias
en las poblaciones parentales, teniendo en cuenta también el grado o tasa de migracion (m).

Un ejemplo importante de flujo genético es el de la poblacién europea arribada a Argentina

durante las oleadas migratorias a fines del siglo XIX y principios del XX.

Modelo continente-isla

Supongamos una poblacién con frecuencias alélicas po ¥ qo; a ella migra otra poblacion
que posee distintas frecuencias de los mismos alelos, pm y gm. Suponiendo esta migracién
unidireccional, al cabo de una generacion, el valor de la frecuencia p sera igual a las frecuen-
cias de ese alelo en cada poblacién multiplicado por la fraccion de la poblacién correspon-

diente, sumadas:
p1=(1-m)-po+t mpm  siendo 1-m la fraccion autéctona de la poblacion.

A partir de esta ecuacién, se deduce que el cambio en la frecuencia alélica entre genera-

ciones es:

Ap= p1 - po= (1 — m)-pot M.pm - Po= po - M-pPo+ M*pPm - Po= M- (Pm - Po)

Con esto vemos que este cambio depende de la tasa de migracién y de la diferencia genéti-
ca preexistente entre las poblaciones en cuestion.

En la siguiente generacion:

p2=(1-m)-p1 + mpm

Deducimos asi que, en la enésima generacion:

pn= (1-m)-pn-1 + mpm

Reemplazando psenp2
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p2= (1-m)-(po - m.po+ m.pm) + m-pm

y restandole pm para determinar la diferencia genética entre poblaciones:

Ap= p2 - pm= (1-m)?(po - pm)

En la enésima generacion:

Ap=pn - pm = (1-M)™(po-pPm) 'y  Pn=pm+ (1-m)"™(po - pm)

Para despejar n, aplicamos In y llegamos a que

n = [In(pn - pm) - In(po - pm)] / In(1-m)

Otros modelos de flujo genético
El modelo en el cual nos basamos para el desarrollo matematico anterior esta representado
en la figura 6.6a. Existen otros modelos mas complejos de flujo genético, los cuales no desarro-

llaremos en este capitulo.

a)

Figura 6.6 Modelos de flujo genético. a) Modelo continente-isla. b) Modelo de
piedras de paso unidimensional c) Modelo de piedras de paso bidimensional.
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Ligamiento y recombinacion

Al hablar de variantes genéticas no hemos tenido en cuenta hasta ahora, la presencia
simultanea de variantes en loci cercanos en funcién de estar ubicados sobre el mismo cro-
mosoma. Si no estan muy cerca, hay probabilidad de que estos genes recombinen. El pro-
ceso de recombinacién se presenta durante la meiosis | entre cromosomas homologos (los
que portan los mismos genes), y es una fuente importante de variabilidad en las especies,
ya que origina diferentes combinaciones de alelos, es decir, individuos con distintos genoti-
pos. Pero estos loci pueden heredarse juntos o “en bloque” si estan lo suficientemente cer-
ca en el cromosoma; si su frecuencia de recombinaciéon y es menor a 0,5, se dice que es-
tan ligados. En este caso, deben pasar mas generaciones que las esperadas para llegar al
equilibrio de ambos en conjunto. A mayor ligamiento (o menor y), se llega mas lentamente
al equilibrio.

En el caso de analizar la frecuencia con la que se observa una combinacién alélica en las
gametas de una generacion, y compararla con la esperada si los loci fuesen independientes,
podria verse una diferencia entre ambas llamada desequilibrio de ligamiento D, la cual puede
describirse entre generaciones con la férmula:

Dn= (1-y)"Do. Al representarla (Figura 6.7), observamos que a menor y, menor es la tenden-

cia de D al valor 0 a lo largo de sucesivas generaciones.

1,2

08 - —y=0,01
=——y=0,05

06 —%
\ —y=0,1

0.4 b ——y=0),2
_ \\\ —y=0,3

0,2 — v=0,4
\ V=0,5

0 = D —

0 2 - 6 8 10 12 14 16

Generacion

Figura 6.7. Tendencia al equilibrio (D=0) en funcién de yy del nimero de generaciones. y=0,5 es el caso de no liga-
miento. D, = desequilibrio de base de la poblacion.
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Ejercicios

1- En una poblacién de la provincia de Buenos Aires se determinaron los genotipos de
todos sus individuos para uno de los locus autosémicos y dialélicos, que determinan el

color del cabello.

Genotipos presentes
AA: 580 individuos
Aa: 400 individuos

aa: 240 individuos

¢, Se encuentra esta poblacién en equilibrio? Comprobar la hipotesis haciendo uso del test

de bondad de ajuste.

TOTAL DE INDIVIDUOS: 580 + 400 + 240 = 1220

Resolucion

Frecuencias genotipicas observadas

AA =580/1220 = 0,47

Aa =400/1220 = 0,33

aa =240/1220=0,2

Frecuencias alélicas

Frecuencia del alelo A

p = f(A) = f(AA) + Y2 f(Aa)= 0,47 + ¥2 0,33 = 0,635
Frecuencia del alelo a

q = f(a) = f(aa) + 2 f(Aa)= 0,2 + 12 0,33 = 0,365
Para el equilibrio, las frecuencias genotipicas esperadas serian: p2 + 2pq + g2 = 1
0,6352 + 2. 0,635. 0,365 + 0,365% = 1

0,4+0,46+0,14=1
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Para el equilibrio, el numero esperado de individuos seria:
AA=0,4.1220 = 488
Aa= 0,46 . 1220 = 561

Aa=0,14 . 1220 =171

Para comprobar si la poblacién se encuentra realmente en equilibrio, utilizaremos el test de

X2 bondad de ajuste y para ello comenzaremos planteando las hipétesis a comprobar:
Hip O: La poblacion se encuentra en equilibrio
Hip Alternativa: La poblacion no se encuentra en equilibrio

Observados—Esperados)?
X2= 25 ( 14 )

Esperados

(580-488)3 + (400-561)2 . (240-171)% _
488 561 171

17,34 + 46,20 + 27,84 = 91,38

Para concluir con la comprobacion del equilibrio de Hardy-Weinberg en esta poblacion de-
bemos conocer los grados de libertad (numero de clases genotipicas menos el nimero de ale-

los). En nuestro caso, contamos con 3 clases genotipicas y 2 alelos (3-2=1).

Para 1 grado de libertad con un nivel de significacion de 0,05 es de 3,84, por lo tanto, como
nuestro valor de X2 es mas elevado que el valor tedrico, rechazamos la hipétesis nula. Nuestra

poblacién no se encuentra en equilibrio.

2- La fibrosis quistica es una enfermedad autosémica recesiva que afecta principalmente los
pulmones con una frecuencia mundial de 1:2500 nifios nacidos vivos. ¢Cuales seran las fre-
cuencias alélicas y las frecuencias genotipicas en esta poblacion, si consideramos que la mis-

ma se encuentra en equilibrio?

En una poblacion con apareamiento al azar, la frecuencia en la que aparece el fenotipo

dominante es 0,25. ; Cual sera la frecuencia de los heterocigotos para dicha poblaciéon?

En una poblacion en equilibrio de Hardy—Weinberg, a medida que un gen recesivo es raro
en la poblacién, la proporcion de individuos heterocigotas va en aumento en relacion con los

recesivos. Demostrar el enunciado utilizando las siguientes frecuencias: q= 0,4 y 0,02.
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3- En una poblacién en equilibrio, la frecuencia de los homocigotas de cierto alelo A es 0,09.
Sabiendo que el valor de la tasa de mutacion es 0,0006, suponiendo despreciable la tasa de
mutacién inversa y que el equilibrio se logra luego de 100 generaciones, calcular la frecuencia

alélica inicial de A,
Volver a realizar el calculo suponiendo una tasa de mutacion de 0,006

¢ A qué conclusiones se puede llegar a partir de estos resultados?

Resolucién

p2=0,09 — p= 0,09 = 0,3

pn=po.(1 - p)"= 0,3.(1-0,0006)'°0=0,2825
pn=po.(1 - p)"= 0,3.(1-0,006)'%°= 0,1643

Al aumentar la tasa de mutacién, la frecuencia del alelo en cuestion sera mas baja al
cabo del mismo numero de generaciones, ya que hablamos de mutacion directa (ese alelo

cambia a otro).

4- En una poblacién de Coccinella septempunctata, se analizé la descendencia promedio de

los individuos con los siguientes genotipos:

Genotipo N° inicial N° final
AA 200 200

Aa 200 150

aa 200 80

a) Calcular la eficacia bioldgica en cada genotipo.

b) Calcular el coeficiente de seleccién de cada uno de los genotipos.

c) Siendo la frecuencia p del alelo A igual a 0,7, ¢cual sera su frecuencia en la generacién

siguiente?
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Resolucioén
a) Eficacia biologica de AA (w,,): 200/200 = 1
Eficacia biolégica de Aa (w,,): 150/200 = 0,75

Eficacia biolégica de aa (w,,): 80/200 = 0,4

b) El coeficiente de seleccion (s) (1 - w):
contra el genotipo AA:s=1-1=0
contra el genotipo Aa: s =1-0,75=0,25

contra el genotipoaa:s=1-0,4=0,6

c) Tras una generacion de seleccion, las frecuencias genotipicas relativas esperadas seran:
Frecuencia del genotipo AA: p?w,,/W
Frecuencia del genotipo Aa: 2pq w,,/W

Frecuencia del genotipo aa: q?w,,/W

Donde W (eficacia biologica media de los tres genotipos) =
P*Waa*2pqWaa+q*wa,=(0,7)%(1) + 2(0,7)(0,3)(0,75) + (0,3)*(0,4)
=0,49 + 0,315 + 0,036

=0,841

Asi:
Frecuencia del genotipo AA: p?w,,/W = 0,49/0,841 = 0,582
Frecuencia del genotipo Aa:2pqw,,/W = 0,315/0,841 = 0,374

Frecuencia del genotipo aa: q?w,,/W= 0,036/0,841 = 0,042

Y, por tanto, p = 0,582 + 1/2 0,374 = 0,76

q=0,042 + 1/20,374 = 0,24
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5- Una poblacién de Eudyptes chrysocome esta formada por 1000 machos y 1000 hembras

fértiles. Se ha determinado que cada 100 individuos de la poblacién, 60 presentan el alelo A.

a) ¢ Cual sera el intervalo en el que fluctuaran las frecuencias de A y a en la siguiente

generacion?

b) Repetir el calculo si sélo se contara con 2 hembras y 2 machos fértiles. ; Qué puede

concluir al respecto?

Resolucién

a) N =machos + hembras = 2000

p=60/100=0,6
g=1-p=0,4
s§?=  pg/2N=  0,6-0,4/4000= 0,0006 (s=0,024)
p=0,6+2s=0,6 +0,024
q=0,4+£0,024
La frecuencia de A fluctuara entre 0,5846 y 0,6154

La frecuencia de a fluctuara entre 0,3846 y 0,4154

b) N=4

s=V(0,6:0,4/4)=0,1732

p=0,6 +0,3464

q=0,4 +0,3464
La frecuencia de A fluctuara entre 0,2536 y 0,9464
La frecuencia de a fluctuara entre 0,0536 y 0,7464

En el caso b), con un numero efectivo menor, la variacién de las frecuencias en la préxima genera-

cién resulta mayor, acercandose uno de los alelos a la fijacion (en este caso, en una generacion).

6- A una poblacién de 1000 individuos, migran 250 de la misma especie. La frecuencia de

cierto alelo es 0,5 en la poblacion autéctona y 0,8 en la migrante.
a) ¢ Cual sera la frecuencia de dicho alelo en la siguiente generacion?

b) Repita el célculo con un numero de migrantes de 700
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Resolucién

a) m=250/1250=0,2

p1=(1—m)pot m.pm =(1-0,2)-0,5 + 0,2-0,8 = 0,56

b) m=700/1700= 0,4

p1=0,6:0,56 +0,4-0,8= 0,62
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CAPITULO 7
Bioética y legislacion sobre genética
en Argentina

Cecilia I. Catanesi, Alejandro del Palacio y Héctor R. Ferrari

Sus cientificos estaban tan preocupados por saber si podian o no,

que no se detuvieron a pensar si deberian

Dr. lan Malcolm, JURASSIC PARK

El rapido avance de la investigacion cientifica ha permitido a la humanidad obtener una
enorme cantidad de informacion genética, la cual puede ser utilizada de diversas maneras, no
siempre adecuadas. El clonado de mascotas, los organismos modificados genéticamente, son
so6lo algunos ejemplos que han generado un amplio debate en los ambitos cientifico y social,
sin llegar hasta hoy a un acuerdo general en cuanto al uso y aplicacion de la informacién y la
tecnologia en esas areas. A partir de la secuenciacién completa del genoma humano y de otros
organismos, surgieron nuevas posibilidades, pero también nuevos e inesperados riesgos e
interrogantes acerca del futuro de la humanidad y la biésfera.

La Bioética se ocupa del estudio de los aspectos éticos de las ciencias de la vida y la rela-
cion del ser humano con los seres vivos y el medio ambiente, a través de la reflexién filoséfica
del “qué debo hacer” y el “por qué debo hacer esto”. Su misién es regular la conducta en el
campo de las biociencias y la biotecnologia. El ser humano, en su afan de conocimiento, ha
hecho ciencia desde siempre buscando los como y los por qué, lo que ha posibilitado com-
prender el entorno y dominar la naturaleza. En un sentido mas amplio, la ética debe ser consi-
derada como una constante disciplina para la vida, pues nos marca el camino para realizar
nuestras labores con eficiencia y mantener una actitud de rechazo frente a todo lo que minimice

nuestra dignidad y moral.

Investigacién genética en seres humanos

Durante el siglo XX se produjeron varios ejemplos lamentables de experimentacién aberran-
te que nada tiene que ver con el avance cientifico, algunos de ellos muy conocidos, como las

atrocidades realizadas por el sistema nazi en la segunda guerra mundial. En Argentina existen
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también algunos ejemplos de excesos cometidos; tal es el caso ocurrido en 1986 en la locali-
dad de Azul, provincia de Buenos Aires, donde se probd clandestinamente el virus de la viruela
recombinado con virus de la rabia sin autorizacion. Con el objeto de desarrollar una vacuna de
doble accién, este recombinante fue inoculado en vacas lecheras cuya leche fue comercializa-
da sin que los experimentadores dieran aviso, los mismos provenian del Instituto Wistar y la
Organizacion Panamericana de la Salud (PAHO). Un becario de CONICET tomé conocimiento
por encontrarse trabajando en el Instituto Wistar y denuncié esta maniobra, gracias a lo cual
este repudiable hecho llegd a oidos del publico. Como consecuencia, estudios posteriores rea-
lizados a los ordefadores de las vacas inoculadas mostraron anticuerpos, en unos contra la
rabia y en otros contra la varicela.

A partir de episodios condenables ocurridos en distintos momentos, fueron estableciéndose
normativas a nivel internacional para impulsar una regulacion ética de la investigacion cientifi-
ca. Se desarrollaron asi una serie de documentos, contandose entre los mas importantes el
Codigo de Etica Médica de Niiremberg (1947), la Declaracién de Helsinki de Normas para la
investigacién en seres humanos (1964, 1975), el Informe Belmont sobre Principios Eticos y
guias para la proteccion de sujetos humanos sometidos a investigacion (1979), el Convenio
sobre los Derechos Humanos y la Biomedicina (1997), la Declaracion Universal sobre el Ge-
noma Humano (1997), el Documento de las Américas (2005), la Declaracién Universal sobre
Bioética y Derechos Humanos (2005) y otros escritos vigentes que centran la atencion en el
respeto a la dignidad del ser humano. Estos documentos establecen que la generacion de nue-
vos conocimientos nunca debe estar por encima de los derechos e intereses de las personas
que participan en una investigacion. Entre las condiciones que una investigacién debe cumplir,
es indispensable reducir al minimo los riesgos posibles para los participantes y dichos riesgos
deben ser justificados con resultados utiles que pueda brindar la investigacion. Es indispensa-
ble la integridad del voluntario, evitdndose su sufrimiento psicoldgico o fisico y respetandose su
voluntad en todo momento de la investigacién, contando siempre con un consentimiento infor-
mado voluntario. En definitiva, la investigacién debe apuntar al bienestar de los participantes,
concepto que se conoce como principio de beneficencia. Asimismo, debe reducirse al minimo

también el riesgo ambiental.

Comités de ética y comunidades vulnerables

En la actualidad, todo proyecto de investigacion que quiera desarrollarse involucrando seres
humanos debe ser previamente evaluado por un Comité de Etica; éste es un érgano conforma-
do por personas de distintas disciplinas que evalian y asesoran sobre aspectos bioéticos rela-
cionados al tema de investigacion propuesto vy, finalizada la evaluacién, entregan un dictamen
sobre el proyecto evaluado. El Comité tiene la responsabilidad de verificar que se protejan la
seguridad, integridad y derechos de los participantes del estudio a través del analisis de los

procedimientos que se proponen, lo cual queda establecido mediante legislacion. En la provin-
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cia de Buenos Aires la Ley sobre Investigaciones Cientificas en Seres Humanos instituye que
dichas investigaciones deben cumplir criterios de respeto a la dignidad y proteger los derechos
y el bienestar de los participantes, lo que queda a consideracion del comité de ética (Ley
11.044 1991). Todo Comité de Etica debe ejercer sus tareas libre de la influencia de aquellos
investigadores o patrocinadores que conducen o intervienen en el estudio. La operativa esta
detallada en la Guia para Investigaciones con Seres Humanos aprobada por la Resolucién
1480/2011 del Ministerio de Salud de la Nacion.

En el sistema publico de salud argentino, cada hospital que tenga cierto nivel de compleji-
dad debe contar con un Comité Hospitalario de Etica que cumplira funciones de asesoramiento,
estudio, docencia y supervision de la investigacion respecto de cuestiones éticas que surgen
de la practica hospitalaria. Estos Comités deben evaluar todo proyecto de investigacion que se
quiera llevar a cabo en el ambito hospitalario (Ley 24742, 1996).

Por su parte el CONICET (Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas)
cuenta con un Comité de Etica que evalua el desarrollo de las actividades cientificas y tecnolé-
gicas comprendidas en las diferentes areas de investigacién. Basandose en principios éticos
reconocidos internacionalmente para la actividad cientifica, dicho Comité tiene la mision de
evaluar problemas pertinentes a estos principios que surjan en los proyectos que se llevan a
cabo, ya sea en cuanto a los procedimientos como a los resultados obtenidos de la actividad de
investigacion. El CONICET posee una reglamentacion estricta a aplicar en los casos en que un
proyecto de investigacion involucre muestras bioldgicas de seres humanos o intervencion sobre
los mismos, en particular si la propuesta comprende alguno de los siguientes objetos y usos:
estudios farmacoldgicos y tecnoldgicos; estudios clinicos, quirurgicos y basicos; estudios epi-
demiolégicos, sociales y psicoldgicos; uso de equipamiento médico; uso de equipamiento de
diagndstico por imagenes y de radiacion; informacion de historias clinicas; uso de muestras
biolégicas; estudios de comunidades aborigenes. Cualquier proyecto presentado ante el CO-
NICET que implique alguno de estos aspectos, debe disponer previamente de un informe emi-
tido por un comité de ética reconocido. Asimismo, el establecimiento de normativas para la
investigacion en este aspecto, se replica también en la mayoria de las sociedades cientificas
nacionales e internacionales vinculadas a estudios en seres humanos.

En toda investigacion con seres humanos es indispensable elaborar una cartilla de Informa-
cion que se entrega al participante, y contar con la firma de un formulario de consentimiento
informado; el texto de ambos documentos debe estar aprobado previamente por un Comité de
Etica. Al firmar el consentimiento, cada participante de la investigaciéon expresa, en forma vo-
luntaria y libre de coercién, su decision de tomar parte en una investigacion una vez que ha
recibido informacién acerca de los aspectos relevantes del proyecto a realizar (Res. 1480/2011
Min. de Salud de la Nacion).

Debe guardarse especial cuidado en las investigaciones que involucren comunidades que
puedan considerarse vulnerables. Entendiendo como comunidad vulnerable a un grupo de
individuos que por distintas circunstancias no puedan comprender las caracteristicas de una

investigacién o bien no puedan expresar su voluntad de participacion y, por lo tanto se encuen-
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tren en desventaja al momento de tener que defender sus derechos. Esto se da en casos de
condiciones desfavorables en el aspecto social, cultural, educativo o econémico, que hagan a
un grupo de personas mas susceptible a ser influenciado por la expectativa de recibir un bene-
ficio por participar en la investigacién (incentivo indebido) o a ser victima de una amenaza o un
dano en caso de rehusarse a participar (coercion) (Res. 1480/2011 Min. de Salud de la Nacién;
Ley 11.044 de la prov. de Buenos Aires). Tal es el caso de los nifos, las personas analfabetas
o las comunidades nativas entre otros grupos de personas con vulnerabilidad, que pueden
resultar damnificados durante la realizacion de una investigacion. Cuando un grupo de perso-
nas sea considerado como poblaciéon vulnerable, la investigacion soélo sera justificada si los
individuos participantes pueden beneficiarse con los resultados, a la vez que deben extremarse
los recaudos en cuanto al consentimiento otorgado por cada participante. Particularmente, para
realizar investigaciones sobre comunidades indigenas (nativas) la Ley 25.517 (2001) establece
en su articulo 3ro. que “todo emprendimiento cientifico que tenga por objeto a las comunidades
aborigenes, incluyendo su patrimonio histérico y cultural, debera contar con el expreso consen-

timiento de las comunidades interesadas.”

Bancos de material genético

Existen distintos tipos de bancos de material genético, tanto por el tipo de material e infor-
macion que coleccionan como por el objetivo para el que han sido creados. Muchos paises
cuentan con bancos que almacenan datos genéticos de personas que han cometido delitos,
con el fin de detectar la reincidencia en hechos delictivos por parte de los individuos alli regis-
trados. En Argentina se han propuesto distintos proyectos de ley al respecto, aunque la mayo-
ria no fueron aprobados, salvo en contados casos como en la provincia de Mendoza, donde un
Registro Provincial de Huellas Genéticas Digitalizadas almacena muestras de ADN de las per-
sonas arrestadas o condenadas y del personal policial, penitenciario, y demas fuerzas de segu-
ridad (Ley provincial 8.611). A nivel nacional, se ha implementado un Registro Nacional de
Datos Genéticos Vinculados a Delitos contra la Integridad Sexual (Ley Nacional 26.879) dedi-
cado a la recopilacién de perfiles de 20 marcadores genéticos obtenidos de evidencias de deli-
tos sexuales de los cuales aun no se ha localizado su autor (o autores). Estos perfiles genéti-
cos permitiran su identificaciéon en el futuro, y determinar casos no relacionados cometidos por
un mismo autor (casos seriales). Dicho Registro también recopila los perfiles genéticos de indi-
viduos condenados por sentencia firme por delitos de la misma indole.

También a nivel nacional, nuestro pais cuenta con el Banco Nacional de Datos Genéticos
(BNDG, Ley 23511), que se cred en 1987 gracias a la labor y perseverancia de quienes inte-
graban la organizacion Abuelas de Plaza de Mayo en la busqueda de sus nietos bioldgicos,
privados de la identidad durante el gobierno de facto entre los afios 1976 y 1983. A través de
reuniones con destacados cientificos en distintas partes del mundo, las Abuelas buscaron la

forma de que su sangre pudiese servir para identificar a sus nietos. Gracias a la colaboracién
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de la genetista estadounidense Mary-Claire King y un importante equipo de investigadores, se
logré desarrollar un “indice de abuelidad” para determinar la filiacion de un nifio en ausencia de
sus padres mediante el analisis genético de sus abuelos y abuelas. De esta manera, el BNDG
es un archivo publico de almacenamiento sistematico de material genético y muestras bioldgi-
cas de familiares de personas secuestradas y desaparecidas como consecuencia de la repre-
sion ilegal ejercida por la dictadura militar. Su mision es realizar pruebas genéticas para filiaciéon
entre posibles nietos y abuelos, cuando los padres del nifio fueron secuestrados y desapareci-
dos por el Terrorismo de Estado, y también esclarecer delitos de lesa humanidad (Ley 26.548,
2009). El BNDG se ocupa de la obtencion, el almacenamiento y el analisis de las muestras
genéticas, garantizando la conservacion de los perfiles genéticos de cada uno de los miembros
de las familias que sufrieron el secuestro y desaparicién de algun integrante y que depositaron
sus muestras en él. El analisis permite la identificacion de vinculos biolégicos mediante el es-
tudio de polimorfismos genéticos y el posterior calculo de indices de paternidad, hermandad o
abuelidad, dependiendo estos indices del material que se disponga como muestras para anali-
zar. Entre sus funciones también se incluye la identificacion genética de restos humanos, victi-
mas de desaparicion forzada. El trabajo de esta institucion facilité un importante desarrollo de la

genética forense en nuestra region, e incluso a nivel internacional.

Diagnéstico Genético

En genética médica, el diagndstico genético se realiza para definir una patologia especifi-
ca y poder asesorar y determinar un posible tratamiento. Esta tarea que a primera vista pare-
ce positiva, no siempre resulta acorde a la voluntad del paciente, quien puede no querer co-
nocer un determinado resultado de este analisis. Tal es el caso de la Enfermedad de Hun-
tington, de herencia autosémica dominante, para la cual se cuenta con una prueba genética
pero, al presente, los posibles tratamientos para su cura se encuentran en fase de prueba.
Un familiar de un paciente que padece Huntington puede conocer su propia situaciéon de por-
tador de la variante patoldgica o no portador a través de un simple estudio genético. Sin em-
bargo, puede producirse un rechazo al diagnéstico ya que portar esa variante implica que en
algun momento de la vida adulta se manifestara la enfermedad. El miedo a padecer la enfer-
medad lleva a muchos a preferir mantenerse en la duda de ser portadores, antes que confir-
marlo. Otros en cambio, afrontan el diagnéstico genético como una oportunidad de eliminar
incertidumbres y planificar el futuro.

Con respecto al diagndstico genético prenatal, se utiliza para detectar anomalias del feto
dentro del utero materno, siendo de importancia su aplicaciéon en casos con alto riesgo de tener
hijos con trastornos genéticos o cromosémicos. Este tipo de diagndstico es particularmente
problematico en muchos aspectos, tanto desde la perspectiva médica como desde la ética y
social, ya que intervienen intereses relacionados con la salud del individuo en gestacion, las

reglamentaciones vigentes, las creencias religiosas y las diversas posturas filoséficas de los
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padres, los médicos, los cientificos de area, e incluso de la sociedad. Estos estudios en cues-
tion deben ofrecerse por igual en cualquier caso, mas alla de la opinién personal de la paciente
embarazada sobre el aborto, a la vez que ella también debe tener la opcién de rechazar la
prueba una vez que se le ha informado en detalle. Por otra parte, la importancia de ofrecer este
diagndstico a toda la comunidad radica en la posibilidad de decidir con anticipacién los proce-
dimientos a emplear en el parto y en la etapa neonatal.

Otro tema a destacar es el diagnéstico genético preimplantatorio (DGP), una técnica que
permite evaluar la “salud genética” de un embrién vivo in vitro, antes de decidir su transferencia
o no al utero materno, con el fin de evitar el nacimiento de nifios con enfermedades hereditarias
graves. Es una técnica médica que esta bajo fuerte controversia desde el punto de vista bioéti-
co y juridico, porque conlleva la utilizacion de los procedimientos de reproduccion asistida, la
generacion de un numero de embriones superior al de un ciclo normal y la manipulacion y se-
leccidon de embriones, asi como el descarte de los que se consideren no aptos. La polémica se
acentua mas con el denominado DGP extensivo, el cual busca la seleccién de los embriones,
no ya solo para descartar los que presenten alguna anomalia genética, sino también con fines
terapéuticos para terceros, buscando compatibilidad del embrién con un hermano vivo enfermo.
Una vez nacido, actuaria como futuro donante cediéndole a su hermano las células madre del
cordon umbilical o, mediante un trasplante, de la médula ésea. Un conflicto similar surge en los
casos en que el DGP se plantea como un instrumento para llevar a cabo medicina de tipo per-
fectivo. Estas estrategias de seleccién de embriones imponen un gran desafio ético que nos

conecta con el problema eugenésico.

Farmacogenética

No todos los individuos tratados con un farmaco responden de la misma forma, sino que se
han registrado pacientes con dificultades metabdlicas para procesar algunos medicamentos,
sufriendo toxicidad al ser tratados con éstos. La farmacogenética se ocupa de estudiar las va-
riaciones en la secuencia de ADN de los individuos en relacién con la respuesta a los farmacos,
y permite comprender los mecanismos moleculares por los cuales actuan. A partir de la se-
cuenciacién del genoma humano completo en 2003 se inicié un avance sin freno en esta area,
hoy potenciada con distintos proyectos internacionales. Entre ellos, el Proyecto Varioma Hu-
mano apunta a describir variantes genéticas regionales y compartirlas con la comunidad cienti-
fica mundial, con el objetivo de reducir las consecuencias de enfermedades que tienen una
base genética.

La implementacién de estudios farmacogenéticos en salud publica permitiria definir en cada
paciente a tratar el tipo de droga farmacolégica y la dosis adecuados, sorteando las dificultades
que interpone la diversidad genética existente entre individuos (y entre poblaciones) para ga-
rantizar la eficacia de los tratamientos médicos y evitar reacciones adversas que pueden inclu-

so llevar a la muerte en algunos casos. Actualmente las autoridades regulatorias estan comen-
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zando a implementar que los medicamentos detallen en sus etiquetas o prospectos los genes o
grupos de genes que intervienen en el procesamiento de los farmacos en cuestion. Esta infor-
macién acompanada de un analisis farmacogenético individual posibilita realizar tratamientos
personalizados, evitando efectos farmacoldgicos no deseados y someter al paciente a la admi-
nistracién de medicacidon que no sera tolerada o procesada por su organismo de forma correc-
ta. En Argentina la autorizaciéon para ensayos farmacogenéticos, la regulacion de la utilizacion
de drogas con fines curativos y la informacién que acompafa los medicamentos estan bajo la
supervision de la Administracién Nacional de Medicamentos y Tecnologia Médica, ANMAT (por
ejemplo: disposicidon 10037-2015 sobre informacion de la via metabdlica mediada por CYP3A4,
CYP2C19, CYP1A2, y CYP2B6).

Confidencialidad de la informacién genética

El material genético de un individuo expresa las caracteristicas hereditarias de la persona. A
diferencia de otros tipos de informacion bioldgica, el conocimiento de los datos genéticos hu-
manos repercute no soélo en la persona que los porta, sino también en otros individuos. En el
conjunto familiar y en la descendencia, esta informacion puede dar indicios de predisposicion a
ciertas enfermedades con componente genético, mientras que en poblaciones pequefias y
aisladas puede tener un impacto a nivel social. Por ello, la informacién genética individual debe
considerarse personal y perteneciente a la vida privada de la persona. Debe protegerse la inti-
midad genética, que sdélo puede ser divulgada con el consentimiento expreso del interesado.
En este sentido, toda informacion obtenida en el marco de una investigacion debe manejarse
sin identificar a los individuos participantes y garantizando la anonimidad de las muestras utili-
zadas, mientras que el acceso a la informacién surgida de un diagndstico debe restringirse al
individuo diagnosticado. La confidencialidad garantiza el respeto a la vida privada, en la cual el
individuo decide el manejo de su informacién genética, lo que se conoce como derecho a la

autodeterminacion informatica.

Modificaciones genéticas

En la actualidad se realizan distintos tipos de manipulacion genética ya sea con fines de
investigacion o biomédicos, o bien para obtener alimentos de mayor contenido nutritivo o
con mayor capacidad de crecimiento. Entre estas estrategias se encuentran las técnicas de
edicion génica, la creacién de organismos modificados genéticamente (OMG) y la clonacion

de organismos.
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Terapia génica y edicion de genes

Las terapias génicas implican la correccion o insercién de un gen (o varios genes) en las cé-
lulas de un individuo con fines curativos, modificando asi el fenotipo celular patoldgico. Existen

distintos tipos de terapias génicas aplicables al ser humano:

- Terapia génica en células somaticas, cuando esta modificacion se realiza en células
somaticas diferenciadas, ya sea tanto del adulto como del feto; la modificacion tiene
efecto unicamente sobre el individuo tratado.

- Terapia génica en linea germinal: en el caso que la modificaciéon se realice en la linea
germinal, es decir sobre las gametas, sobre la cigota, o el embrién temprano (primeros
estadios de divisidn), el efecto se transmite potencialmente a las generaciones futuras.
En este ultimo caso, la normativa internacional se manifiesta en contra, poniendo como
condicion para la aplicacion de cualquier intervencidon genética, que ésta no tenga el
objetivo de modificar el genoma de la descendencia. Por su parte, la Declaracion de la
UNESCO sobre las responsabilidades de las generaciones actuales para con las gene-
raciones futuras (1997) deja en claro la necesidad de proteger el genoma humano y
preservar su diversidad bioldgica. En Argentina, el Cddigo Civil y Comercial (Art. 57)
prohibe las practicas que tengan por fin o consecuencia producir una alteraciéon genéti-
ca del cigoto o del embridon cuando esa alteraciéon se transmita a la descendencia, ya
que esto atenta contra el derecho de los descendientes a un genoma no manipulado y

el derecho a la identidad genética.

En afnos mas recientes se han implementado nuevas tecnologias de edicién de genes, en-
tre las cuales ha tenido gran impacto el uso de secuencias CRISPR (Clustered Regularly In-
terspaced Short Palindromic Repeats) presentes en bacterias y arqueobacterias, que se aso-
cian a un grupo de genes llamados Cas. El sistema CRISPR-Cas funciona como un mecanis-
mo de defensa para los microorganismos que lo portan, ya que utiliza hebras de ARN antisenti-
do como secuencias de memoria de infecciones pasadas. El desarrollo de la nucleasa Cas9
dirigida por ARN ha permitido la modificacion focalizada del ADN de células eucaridticas, gene-
rando un sistema de mutagénesis dirigida muy eficaz en tratamientos celulares ex-vivo de célu-
las somaticas. Actualmente existen varios ensayos clinicos en curso para tratamiento del HIV,
HPV, talasemias, hemofilias, tumores y otros, que pueden consultarse en la pagina de Clinical

Trials (www.clinicaltrials.gov). Esta es una base de datos de estudios clinicos financiados con

fondos publicos y privados realizados en todo el mundo, cuyos datos estan disponibles para
todos los solicitantes, sin cargo.

Por el contrario, existe consenso internacional en contra de aplicar esta técnica (al menos
en la actualidad) en la modificacion de embriones humanos, debido a que la tecnologia para la
salud humana debe ser bien evaluada antes de ser transferida, mientras que para esta técnica,

si bien es promisoria, las consecuencias aun son inciertas. A pesar de las restricciones bioéti-
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cas establecidas, en 2018 la técnica CRISPR fue utilizada para el nacimiento de gemelas con
su genoma editado en el estadio embrionario, para prevenir la infeccion por el virus del HIV que
portaba su padre. Por haber transgredido las normas éticas internacionales, el cientifico a car-
go fue condenado a prisién, aunque aun no hay evidencia clara de su éxito en la modificacion

del genoma de las gemelas.

Organismos Modificados Genéticamente (OMG)

Se denomina OMG a los organismos vivos, vegetales o animales, creados artificialmente en
un laboratorio, mediante manipulacién de sus genes. Presentan una o mas alteraciones de su
genoma original debido a la introducciéon de material genético y/o modificacion del propio, con
el principal objetivo de su mejoramiento. Este Gltimo puede consistir en otorgar resistencia a
plagas, a pesticidas o a condiciones climaticas extremas, aumentar el crecimiento y la produc-
cion de biomasa para su aprovechamiento en consumo humano, o favorecer la produccion de
un compuesto de interés biomédico. Pero a pesar de los potenciales beneficios que pueden
ofrecer los OMG, se encuentran en discusion los posibles efectos adversos que puede tener
la produccion de este tipo de organismos sobre los individuos que los consumen, sobre el eco-
sistema y sobre la biodiversidad, ya que los genes introducidos o modificados podrian pasar
descontroladamente de una especie a otra, desconociéndose el efecto que pueda tener este
traspaso de material, y ademas atentando contra la biodiversidad. De hecho, en la naturaleza
el paso de genes entre especies puede ocurrir, y los genes modificados podrian generar efec-
tos desconocidos e indeseados en las especies receptoras.

En Argentina se regulan diversos aspectos previamente a comercializar un OMG: 1- la pro-
duccion de semillas y/o biomasa con materiales regulados; 2- la experimentacién y/o liberacion
de microorganismos y plantas al medio ambiente natural (evaluacién de riesgo ambiental); 3-
los proyectos de experimentacién y/o liberacion de animales al medio natural; 4- la actividad
con vegetales en invernaculos de bioseguridad; 5- la aptitud e inocuidad de los OMG desarro-
llados para alimentacion. Antes de que un OMG llegue al mercado, debe ser evaluado segun
estos criterios para asegurar su inocuidad hacia el agroecosistema donde se lo liberara, y para
la salud humana y animal. El producto derivado del OMG debera ser equivalente a su homoélo-
go convencional, no modificado genéticamente.

Una situacién de utilizacion de un OMG que desde hace tiempo genera conflicto en Argenti-
na es el uso de soja transgénica resistente al glifosato (Roundup), un herbicida de amplio es-
pectro y muy efectivo, pero que segun ciertos estudios afecta la salud de las comunidades
agricolas donde se utiliza. En la Universidad Nacional de Rosario se realizaron analisis estadis-
ticos basados en encuestas, que arrojaron una tasa de patologias tiroideas en una proporcién
mucho mas elevada en la zona agricola estudiada (donde se utiliza el mencionado herbicida)
que la tasa general de la poblacién argentina, a lo que se agrega el reporte de distintos tipos de

cancer también en una tasa mayor que la media nacional. Estas estadisticas son apoyadas por
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estudios in vitro, los cuales senalan que el glifosato afecta la supervivencia celular debido a la

desregulacion del ciclo celular y a cambios en su metabolismo.

Patentes

Anos atras surgieron diversas polémicas por el intento de patentamiento de genes cuya se-
cuencia y funcion fue descrita a través de la investigacion privada. Sin embargo, los genes no
son patentables, ya que la informacion genética pertenece a quien la porta, y describir la se-
cuencia y la funciéon de un gen no implica ninguna invencién por parte del investigador. Por el
contrario, los genomas de los seres vivos ya existian naturalmente desde tiempo anterior a la
secuenciacion y caracterizacion de los mismos. Para solicitar el patentamiento de un producto
debe cumplirse que el producto sea una invencién novedosa y adecuada para su comerciali-
zacion. Por ejemplo, si es patentable el desarrollo de una técnica o un proceso para obtener
determinado producto, como también pueden patentarse productos novedosos producidos a
partir de microorganismos recombinantes o procesos fermentativos.

En Argentina se ha establecido el otorgamiento de patentes por aquellas “invenciones de
productos o de procedimientos, siempre que sean nuevas, entrafien una actividad inventiva y
sean susceptibles de aplicacién industrial” (Ley de Patentes, N° 24.481). No obstante, las in-
venciones biotecnolégicas no cuentan aun en nuestro pais con una proteccion juridica especifi-

ca y sistematica, tema que aun permanece en agenda.

Clonacién en animales: el problema de las mascotas

La clonacion en animales comenzé a partir de un ingenioso experimento realizado por Hans
Spemann en 1938, que demostrdé que los nucleos de los blastocitos mantienen la capacidad de
promover el desarrollo de un organismo completo (Figura 7.1). La investigacién original se am-
plié al implantar el nucleo de una célula completamente diferenciada en un 6vulo hospedador,
cuyo propio nucleo habia sido eliminado, técnica hoy denominada transferencia nuclear de
células somaticas. En 1952, Robert Briggs y Thomas King realizaron trasplantes nucleares en
huevos enucleados (con su nucleo previamente extraido) de Rana pipiens para estudiar si los
nucleos de las células embrionarias estaban diferenciados. A medida que el desarrollo progre-
saba desde el embrion al renacuajo y al adulto, observaron que la capacidad de los nucleos
somaticos para desarrollar un adulto normal completo disminuia. Estos trasplantes nucleares

mas tarde se denominarian clonacion.
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Desarrollo de la blastula
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a. embrion de triton b. estrangulamiento c. migracién de un nicleo d. separacion e. desarrollo de
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Figura 7.1. Experimento de transplante nuclear. a- Cigoto de triton; b- separacion del cigoto en una mitad con un nucleo y
la otra sin ntcleo; c- en la etapa de 16 células se permitié el ingreso de un solo nucleo a la mitad anucleada; d- separacion
total de los embriones; e- después de 140 dias, cada parte resultd en un triton recién nacido completo y normal.

Los experimentos desarrollados posteriormente demostraron que los nucleos tomados de
etapas avanzadas del desarrollo, en ocasiones son capaces de dirigir completamente un desa-
rrollo normal después de la inyeccidon en huevos enucleados, dando como resultado adultos
fértiles, de forma esporadica. Luego de estos avances comenzdé un periodo en el cual, a pesar
de numerosos experimentos exitosos en plantas e invertebrados, resulté dificultoso un avance
manipulando células diferenciadas en mamiferos. Posteriormente se descubrié que para el
desarrollo normal de un mamifero es necesario que se expresen determinados genes del es-
permatozoide y que sus homologos del 6vulo se encuentren inactivos.

Luego de estos logros, acomparnados concomitantemente por el progreso cientifico, comen-
z6 a ponerse en boga el clonado de mascotas por parte de empresas privadas que piden
sumas muy costosas a cambio de entregar una copia genética del perro o gato de compainia
que desea "inmortalizar". Esta industria no tiene regulacién y, a pesar de los altos costos, es
muy exitosa y la demanda del servicio va en aumento. Sin embargo, lo que ofrecen las empre-
sas es una réplica genética de la mascota pero no necesariamente tendra el mismo comporta-
miento, el cual depende de las vivencias del animal original que se generaron a partir de la
interaccién genotipo-ambiente, es decir, bajo la influencia de un medio ambiente ocurrido en
tiempo anterior. Esto se debe a que la conducta no se construye ciegamente desde un instruc-
tivo genético tal como si se instalara un programa en una computadora, sino que, como lo pro-
pone la etologia, una de las explicaciones del comportamiento es la ontogenia. El comporta-
miento es el resultado de las interacciones de las potencialidades genéticas con el ambiente en
contexto histdrico, y el orden de las vivencias puede cambiar el resultado. Por lo tanto, el com-
portamiento de la réplica puede resultar en desazén para quienes han gastado tanto dinero.

Por otra parte, hay aqui algo también cuestionable: el humano reemplaza a ese ser que
compartié un tiempo con él tal como reemplazaria a un objeto, perdiendo de vista lo que tenia
de Unico que, justamente, era lo que importaba. Lo quiere igual, sin historia, eternamente?
Esto nos lleva incluso a un mas amplio analisis simbdlico: ¢acaso los seres (de cualquier tipo)
que pasan por nuestra vida, no nos cambian? Se da asi una paradoja: aun si el ser clonado
fuera realmente igual al objeto del deseo, la relacion ya no seria la misma porque el humano

que desea tenerlo, ya no es el mismo.
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Clonado de especies extintas

Los experimentos recientes y avances en gendémica estan reviviendo con gran fuerza la es-
peranza de practicar la transferencia nuclear en células somaticas para la "resurreccion" de
animales extintos, una sugerencia generada a partir del nacimiento de la oveja Dolly en 1996 y
el anuncio en 1999 del proyecto de clonacién del tilacino o tigre de Tasmania ( Thylacinus cy-
nocephalus) en Australia, que se basoé en un espécimen de museo conservado en alcohol.

En el afio 2009 se clond con éxito a una de las subespecies extintas de cabra salvaje en-
démica de Espafia, el bucardo (Capra pyrenaica pirenaica) que habia sido declarado extinto
oficialmente en 2005. Para realizarlo, se utilizaron nucleos de fibroblastos de un ejemplar
criopreservado y citoplasmas de ovocitos maduros recogidos de los oviductos de cabras do-
mésticas superovuladas, enucleados y acoplados a los fibroblastos de bucardo por electrofu-
sion. Los embriones reconstruidos se cultivaron y se transfirieron a cabras receptoras, ibex
espanolas o hibridos. Una cuestién a debatir es si el bucardo obtenido de este procedimiento
es verdaderamente un bucardo, o si, por el hecho de provenir de una madre domesticada, ya
no puede considerarse representativo de la especie silvestre original.

Otros proyectos también se encuentran en marcha, y de hecho algunas instituciones se
ocupan de preservar muestras de tejido de animales en peligro de extincién, con el fin de recu-
perar las especies mediante clonado.

Este hecho demuestra que puede ser real en un futuro la utilizacion de la técnica de clonado
para recuperar numerosas especies que en el presente se encuentran bajo peligro de desapa-
recer. Sin embargo, aunque este objetivo parece muy deseable para mantener la biodiversidad
del planeta, también podria convertirse en un futuro en una estrategia de produccion de anima-
les para cotos de caza deportiva u otros objetivos que deberan estar sujetos a discusion desde
el campo de la bioética.

Finalmente podemos agregar que la clonacion de especies (incluidas las extintas) se ha po-
sicionado hoy en el centro de un debate no solo biolégico, sino filoséfico, en el cual la viabilidad
ya no es el centro de la discusion. Una discusion de este tema excede los limites de este texto,

pero invitamos a la lectura de los numerosos trabajos que lo abarcan.

Clonaciéon humana

En cuanto a la clonacién humana, existe un fuerte debate al respecto. Se ha propuesto utili-
zar la clonacion como estrategia terapéutica para cultivar células madre y desarrollar métodos
de cura para enfermedades degenerativas. Sin embargo, muchos expertos opinan que crear
clones humanos demuestra una carencia de respeto a la dignidad humana, principalmente por
ignorar los derechos y los intereses de los individuos involucrados.

Mayor conflicto se nos presenta ante la idea de clonar un individuo para criarlo como un hijo

(similar en algun sentido al clonado de mascotas), situacién en la cual los resultados serian
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imposibles de predecir. El debate demuestra que nuestros sistemas regulatorios no estan en

condiciones de visibilizar con claridad el problema.

Investigacién genética en animales

En los ultimos afios se ha puesto énfasis en el bienestar de los animales que son objeto de
una investigacion, tanto si se trata de una poblacién natural, que puede pertenecer o no a una
especie en peligro de extinciéon, como si se trabaja con un grupo de animales de laboratorio.
Algunas de las manipulaciones que estamos interesados en realizar emulan situaciones que el
animal normalmente experimentaria, o que habrian sido experimentadas por sus ancestros
evolutivos, y otras no. ¢ Cuanta manipulacion es justificable?

Hay cuatro fuentes de problemas éticos con los experimentos en animales:

- Temas de salud (sufrimiento en sentido amplio)

- Temas de conservacion (interferencia con especies raras o disrupcion del ecosis-

tema local).

- Responsabilidad moral de tomar la vida en si misma, sin tener en cuenta qué tan hu-
mano sea el método. Esta “santidad de la vida” es equivalente en humano a los dere-

chos a la vida.
- Extrapolacion a los animales de los derechos humanos a la libertad y la autodeterminacion.

Este ultimo punto es el que ahora esta irrumpiendo con fuerza: ;tienen derechos los

animales no humanos?

Los estudiosos del tema han evaluado los beneficios cientificos en términos de sufrimiento,
interferencia ecoldgica e interferencia (tal vez terminal) en la vida del sujeto individual. Dado
que la manipulacion ambiental no debe ser altamente disruptiva o persistente, porque se puede
afectar a algo mas que la especie objeto, y los efectos pueden durar mas alla de la partida del

cientifico, se recomienda:

1. Realizar investigaciones piloto apropiadas para estimar efectos potenciales en el ambiente.

2. Monitorear los animales fuera del experimento, incluyendo especies que puedan ser

afectadas por la manipulacién.

3. Seguir estudios para estimar y minimizar la persistencia de manipulacién luego del estudio.
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Todo esto requiere un recorte ecosistémico y complejo: disefar el trabajo teniendo en
cuenta que lo que se va a estudiar es un nodo en una red, donde cualquier interferencia se
expande y amplifica. Sin llegar a la supuesta postura budista de no caminar por temor a pisar
a un ser, ni a la metafora del “efecto mariposa”, si es claro que operar desde este paradigma
de pensamiento complejo que incluye nuestra responsabilidad respecto del ser y su ambien-
te, hace una mejor ciencia.

Otra intervencion relevante en este contexto es la toma de muestras. Si bien el investigador
en el laboratorio recibe la muestra como una parte ya no viva del ser, en algun lugar de la ca-
dena, que debe estar pautado y normalizado para garantizar las caracteristicas que permiten la
generalizacion, hay un ser vivo sobre el que intervenimos. Consideramos entonces el modelo
empleado en animales de laboratorio, las 3 R: reemplazar, reducir y refinar. De manera re-
sumida, se trata de no usar animales cuando haya alternativas, por ejemplo restos, pelos, he-
ces, simulaciones o cultivos. En caso de no existir una alternativa, se deberéa disefar la expe-
riencia para reducir al minimo el nimero de animales y refinar el procedimiento con vistas a
suprimir, o reducir al minimo, la intensidad y duracién del sufrimiento. En una eleccion entre
procedimientos, deben seleccionarse aquellos que usen el nimero minimo de animales, cau-
sen el menor dolor, distrés o duracion del dano, y que sean los que mas probablemente pro-
duzcan resultados satisfactorios. EI mejoramiento del bienestar de los animales, de laboratorio
o de ambientes naturales, significa mejor ciencia, en la gran mayoria de los casos. Sin embar-
go, también hay conflictos.

Suponiendo (y habiendo demostrado) que no podemos reemplazar el uso de animales, las
3R se transforman en 2R. Pero reduccién y refinamiento no son mutuamente independientes
sino que pueden darse cuatro circunstancias: 1- Bienestar mejorado, pocos animales; 2- Bie-
nestar comprometido, pocos animales; 3- Bienestar mejorado, muchos animales; 4- Bienestar
comprometido, muchos animales.

De estas opciones, la 1 es la preferible, y la 4 es la que debe ser evitada. A muchos investi-
gadores la 3 les parece mas aceptable que la 2. Esto sugiere que el bienestar, o el evitamiento
del dolor, sufrimiento y distrés, es mas importante que el nimero de animales expuestos. En la
dimension de reduccion, hay una ventana de nimero apropiado de animales por debajo y por
encima de la cual el experimento se vuelve sin sentido o no ético. En el primer caso no se lo-
gran conclusiones por los pocos animales y, por lo tanto, el bajo poder estadistico; en el se-
gundo, se es culpable de utilizar un grupo innecesariamente grande.

La dimension de refinamiento es mas directa: cuanto mas refinamiento, mejor. Antes de
la aparicion de estas innovaciones conceptuales, ya algunas asociaciones cientificas como
la Animal Behavior Society (ABS) sugerian practicas que entrarian en la nocién de refina-
miento: en sus lineamientos éticos sugiere que, cuando sea posible, los animales emplea-
dos en un estudio deben ser distribuidos a colegas para que sean empleados en otros es-
tudios, asegurandose, por ejemplo, que los mismos animales no sean empleados repeti-
damente en cirugia. También indica que, a menos que esté prohibido por ley o cause da-

fnos a la poblacién, los animales capturados con trampas deben ser liberados en su am-
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biente. Este ultimo punto, sin embargo, debe ser discutido cuidadosamente respecto del
impacto que podria tener esta reintroduccién.

La International Society for Applied Ethology (ISAE) propone unos lineamientos simila-
res, de los cuales rescatamos aqui lo novedoso. Estos lineamientos fueron escritos en el
entendimiento de que los animales pueden ser “usados” para el mejoramiento de las espe-
cies humanas o no humanas. Desde un punto de partida utilitarista, proponen que el uso de
animales para propésitos cientificos sélo es aceptable cuando el dafo (fisico o psicolégico)
provocado a los animales sea sobrepasado por los beneficios de la investigacion. Los cos-
tos son estimados en términos del dafio que podria ser experimentado por los animales
utilizados, y los beneficios lo son en términos de las ganancias para los humanos, para
otras especies animales o para el ambiente. La opcion éticamente aceptable es aquella
que provee mas beneficios e involucra el menor dafo.

Entonces, cuando planeamos un estudio, el objetivo no debe ser sélo reducir los dafios
hasta que sean menores que los beneficios, sino que los dafios deben bajar lo mas posible,
y los beneficios maximizarse tanto como se pueda. Este balance dafno-beneficio debe con-
siderar cualquier distrés causado por el alojamiento (u otras influencias del experimenta-
dor) antes y después de la fase experimental de la investigacion. Y enfatiza que todo inves-
tigador que usa animales nunca debe olvidar preguntarse: ¢ puedo justificar el uso de ani-
males en esta investigacion?

En los ultimos afios, a raiz de las investigaciones sobre bienestar animal, esta cam-
biando la visién que tenemos del animal de investigacién. El reconocimiento de la sentien-
cia como adaptacion, y de los estados de animo como relevantes en los seres vivos, cam-
bia lo que podemos hacer con ellos y decir desde ellos. Por este motivo, una ciencia que al
operar con animales incorpore los lineamientos bienestaristas y se dé a si misma una es-
tructura ética, no es la misma ciencia, sino que es una mas “politicamente correcta”. Por-
que ahora sabemos que parte de nuestros resultados son por nuestra intervencién, y parte
por la alteracién, en términos de bienestar animal y sentiencia, que hemos producido al ser
intervenido. Otras son las preguntas y otros son los medios por los cuales definimos, de
otra manera, a los seres.

En la actualidad, las investigaciones que impliquen la utilizacion de animales de labora-
torio, especialmente cuando se trata de mamiferos, deben ser precedidas por la presenta-
cién del proyecto correspondiente para ser evaluado por un Comité Institucional para el
Cuidado de Animales de Laboratorio (CICUAL). Dicho Comité debe ocuparse de evaluar
las caracteristicas del proyecto, el cual detallara la especie, el numero de animales a utili-
zar, qué tratamientos se aplicaran y cual sera el método eutanasico, teniendo en cuenta los
conceptos aqui mencionados anteriormente. A su vez, estos procedimientos y maniobras
deberan ser realizados por una persona idénea, y toda la metodologia debera estar debi-
damente justificada.
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Diversidad genética y ambientes naturales

El medio ambiente natural y las especies que lo habitan se encuentran en muchos casos
amenazados por diversos intereses de los poderes politicos y econédmicos en distintos puntos
del planeta, contrariamente a la necesidad de aunar esfuerzos para su conservacion. Es res-
ponsabilidad de todos, pero principalmente de las autoridades gubernamentales, la compren-
sion de esta problematica y la accion en favor de una bioética ambiental.

En Ameérica del Sur, el tratado inicial del MERCOSUR dejo planteado el compromiso de los
Estados Partes de armonizar sus legislaciones para establecer la consolidacién de una politica
unica en materia ambiental, de acceso a recursos genéticos, y de otros temas vinculantes. Los
paises miembros suscriben a un Acuerdo Marco sobre Medio Ambiente del MERCOSUR
(2001) en referencia a la diversidad bioldgica, lo que involucra directamente a los recursos ge-
néticos. La importancia que reviste la diversidad bioldgica y genética en los paises de América
del Sur es de caracter comun, por lo tanto, su conservacion es un compromiso regional y colec-
tivo debido a que la Naturaleza no se limita a barreras politicas ni territoriales. Es importante
aclarar que mas alla de este comun acuerdo, cada pais miembro legisla con autonomia los
alcances de sus incumbencias y, al igual que con otras tematicas de importancia nacional, de-

ben ser reguladas por leyes y decretos.

Cuestionario

Responder las siguientes preguntas:

1- ¢ Como deben manejarse las muestras de individuos que participan en un estudio po-
blacional? 2- ;Y si se trata de muestras para un diagnéstico individual, cémo debe pro-
cederse respecto de la identidad de la muestra y sus resultados?

3- ¢ Qué consecuencias discutibles desde el punto de vista ético puede traer la clonacién
de especies animales?

4-  ;Qué significa el principio de las 3R en relacion con el estudio de especies animales?
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CAPITULO 8
Protocolos de trabajo de laboratorio
Alejandro del Palacio, Cecilia I. Catanesi

y Lucas Gonzalez Garcia

“Un cientifico en su laboratorio no es sélo un técnico: es

también un nifio colocado ante fenémenos naturales que le

4

impresionan como un cuento de hadas’

Maria Salomea Sktodowska-Curie

En esta seccidon se presentan practicas de laboratorio, utilizadas en relacién al enfoque y
materiales que los docentes dispongan. Los mismos pueden adaptarse e incrementarse de-
pendiendo de las variables antes mencionadas. Se incluyen aqui, protocolos para diferentes
actividades que ofrecen al estudiantado la posibilidad de familiarizarse con el trabajo en distin-
tas areas de Genética.

El recorrido comienza con la cria y el mantenimiento de lineas mutantes de Drosophila
melanogaster, los cruzamientos y el analisis de los resultados obtenidos. También con las
mismas lineas de moscas, a partir de larvas, se preparan las muestras para la observa-
cion de cromosomas politénicos. Del mismo modo se presenta la extraccién de acido des-
oxirribonucleico a partir de muestras de diferente origen, y su evaluacion a través de elec-
troforesis en geles de agarosa. Posteriormente este material volvera a utilizarse en la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), conociendo los diferentes requerimientos y

etapas del proceso.

Drosophila melanogaster como modelo de estudio

Drosophila melanogaster (Figura 8.1) también llamada vulgarmente mosca del vina-
gre o mosca de la fruta, es una especie de diptero de la familia Drosophilidae que recibe su
nombre debido a que se alimenta de frutas en proceso de fermentacién tales como manzanas,

bananas, uvas, etc.
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Esta especie es muy conveniente como modelo de estudio. En primer lugar, es facil de criar,
requiere poco espacio y no demanda altos costos para su mantenimiento como sucede, por
ejemplo, para lineas de roedores u otros modelos animales. En segundo lugar, su ciclo de vida
dura sélo de 9 a 10 dias y muestra una clara distincion entre fases. Ademas, aporta una des-
cendencia numerosa en cada ciclo reproductivo.

Fue adoptada como animal para la experimentacién genética por Thomas Morgan a princi-
pios del siglo XX. En el afio 2000 la compania Celera Genomics junto al consorcio publico,
describieron su genoma completo; éste contiene alrededor de 165 Mb (1 Mb = 1 millén de pa-
res de bases) que conforman 13.600 genes; su nimero cromosémico es bajo, sélo cuatro pa-
res de cromosomas, incluido el par sexual. Y algo muy particular, es que en las glandulas sali-
vales de las larvas se encuentran cromosomas gigantes (politénicos) que son utiles para estu-
dios citogenéticos. Hoy en dia se cuenta con una gran cantidad de lineas mutantes que produ-
cen fenotipos claramente observables.

Una de las principales caracteristicas que los convierten en organismo modelo es la simili-
tud entre el funcionamiento de su genoma y el de nuestra especie: el 75% de los genes aso-
ciados con enfermedades genéticas o cancer en humanos tienen su contraparte en el geno-
ma de la mosca. Esa similitud muestra que los mecanismos biolégicos basicos que provienen
de lejanos ancestros se han conservado a lo largo de la linea evolutiva de ambas especies, y
resalta la aptitud de la mosca como modelo para estudiar genes asociados con enfermeda-
des neuroldgicas, neurodegenerativas, proliferacion celular cancerosa, enfermedades cardio-
vasculares, estrés oxidativo, desérdenes metabdlicos, diabetes y envejecimiento. Reciente-
mente se ha visto que los genes Hox conocidos en la mosca también se encuentran en los
humanos, y se ha podido demostrar que las moscas deficientes en un gen Hox a las que se
inserta el gen Hox humano recuperan la funcién perdida. Esto es importante porque algunas
malformaciones congénitas en humanos estan relacionadas con mutaciones en los ge-
nes Hox, y gracias a los estudios desarrollados con Drosophila se conocen mucho mejor las
causas de dichas malformaciones.

Por todas estas razones, Drosophila melanogaster es un organismo modelo muy estudiado,
ya que permite entender fendmenos biolégicos particulares con facilidad y extrapolar estos

conocimientos a otras especies como por ejemplo a la especie humana.
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Cabeza

Figura 8.1. Drosophila melanogaster.

Ciclo de vida

Normalmente el desarrollo embrionario demora sélo un dia, luego del cual eclosiona del
huevo una larva de primer estadio que presenta dos linajes celulares distintos: larvario e ima-
gal. Las células larvales, diferenciadas, forman el cuerpo de la larva y son poliploides; y las
células imagales, indiferenciadas, forman los discos imagales en numero de nueve pares y un
disco impar, son pequenas, diploides, y van a diferenciarse cuando la larva entre en metamor-
fosis, desarrollando la cabeza (discos labiales, clipeolabrales y ojo-antenales), el torax (discos

humerales, alares y halteriales) y el abdomen (disco genital).
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La duracién de su ciclo de vida depende de varios factores ambientales, como la temperatu-
ra y la humedad. A una temperatura de 25 °C y una humedad relativa del 60 %, el ciclo de la
Drosophila melanogaster desde huevo a adulto dura aproximadamente 10 dias, pero cuando la
temperatura se disminuye a 20, 15 y 10 °C la cantidad de dias aumenta a 15, 25 y 70 dias res-
pectivamente, lo cual le confiera gran plasticidad para el manejo en laboratorio.

En un ciclo bajo condiciones de 25 °C, la primera y segunda muda se producen en la larva
cada 24 horas, mientras que la tercera lo hace 48 horas después, faciimente diferenciable ya
que emerge del medio y comienza a desplazarse sobre las paredes del recipiente para final-
mente formar el pupario. La metamorfosis comienza en este momento, demorando 3-5 dias en
los cuales las estructuras del imago son conformadas por los anteriormente mencionados dis-
cos imagales y las células (ahora diferenciadas) larvales. Finalmente emerge el imago del
pupario, y durante las primeras horas de vida comienza el endurecimiento de la cuticula (con la
aparicion de la pigmentacion caracteristica de la especie), se produce el endurecimiento y ex-
tension de las alas, para finalmente llegar a la madurez sexual a partir de las 8 hs luego de la
emergencia (dependiente del sexo).

Las moscas maduras producen una “cancion de cortejo” generada por los machos mediante
la vibracién de sus alas, las parejas se aparean, y se produce la fertilizacion mediante el ingre-
so de los espermatozoides al huevo a través del micrépilo, para finalmente ser almacenados en

la espermateca de la hembra. (Figura 8.2)

1 dia /'

Pupa

1 dia
Huevos y embriones
T

Pre-Pupa

1er estadio larval
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2-3 dias {/

1 dia 1 dia

Figura 8.2. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster.
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Medio de cultivo y técnica de observacion

Para poder investigar a estos organismos se requiere de un medio de cultivo apropiado. Es-
te, debe contener cantidad de azucar que permita el crecimiento de las levaduras, principal
alimento de las larvas por su alto contenido de proteinas. Ademas, debe contar con consisten-
cia apropiada a partir de la mezcla de agar agar o carragenina combinada con harina de maiz,
que se utiliza como fuente de hidratos de carbono. El medio debe poseer también elementos
conservantes para inhibir el crecimiento de hongos y bacterias que contaminan o retardan el
desarrollo de las moscas, como el metilparabeno (conocido comercialmente como Nipagin).
Por ultimo, pero no menos importante es una cantidad suficiente de agua, ya que la causa mas
habitual de muerte de los individuos es la desecacion.

Para el manejo de las moscas en el laboratorio se requieren los siguientes materiales:

. Microscopio estereoscopico

. Pincel de cerdas suaves y punta redondeada. Pinzas

. Eterizador.

. Eter etilico y pipetas de plastico de 3ml.

. Frasco “Morgue” para la eliminacion de individuos, con una mezcla de compuestos que
permiten est tarea (por ejemplo aceite y éter al 70%)

. Frascos o tubos homeopaticos conteniendo el medio de cultivo y tapones que no sean
impermeables (por ejemplo de algoddn y gasa), para permitir el aireado del cultivo, y

marcador indeleble.

Antes de comenzar se debe realizar una higienizacién de todo el instrumental, mesadas y
material 6ptico con etanol al 70%.

Las moscas deben inmovilizarse para su observacion bajo lupa. Para este fin, se han desa-
rrollado una variedad de métodos para anestesiar moscas; entre los mas utilizados se incluyen
éter, marcas comerciales (por ejemplo Flynap®), didxido de carbono y enfriamiento.

El éter es inflamable, tiene un olor fuerte y matara a las moscas si estan demasiado tiempo
expuestas al gas pero debido a sus bajos requerimientos técnicos y econdmicos sera la meto-
dologia mas frecuentemente utilizada durante las experiencias en el laboratorio. Con este fin es
necesario utilizar el eterizador, en el cual se introduciran las moscas y mediante unas gotas de
éter se dormiran (no olvidar tener cuidado al dar vuelta el vial con las moscas, y para asegurar
la introduccién de la mayoria se debe golpear cuidadosamente el mismo). Luego de 15-30 se-
gundos observar las moscas bajo lupa, para finalmente incluir las moscas deseadas para cada
cruce en nuevos viales (para evitar que se peguen al medio las moscas se deben depositar
sobre un vial en posicién hortizontal hasta que se despierten).

Recordar que es de suma importancia etiquetar los nuevos viales con el sexo, cantidad y
fenotipo de las moscas introducidas, y la fecha. Finalmente descartar en caso de ser necesario

los adultos restantes.
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Dimorfismo sexual y obtencién de hembras virgenes

Al realizar cruces, es necesario reconocer el sexo de los individuos, para lo cual se apro-
vecha el dimorfismo sexual que presenta esta especie (Figura 8.3). En general, los adultos
miden entre 2 y 3 mm de largo, siendo las hembras de mayor tamafo. El macho tiene los tres
segmentos finales del abdomen fusionados y muy pigmentados, mientras que en la hembra
estos segmentos no se muestran fusionados y su coloracién es mas clara que en el macho,
ademas de presentar su parte terminal en forma puntiaguda, mientras que en el macho el ab-
domen termina en forma redondeada.

En algunos casos la coloracion de macho y hembra no resulta tan clara, como es el caso
cuando los individuos recién emergen del pupario y aun no han adquirido su coloracién definiti-
va. También pueden presentarse algunas mutaciones que aumentan o disminuyen el grado de
melanizaciéon de las moscas, haciendo mas dificil el reconocimiento del patron tipico de pig-
mentacion. En estos casos es de utilidad observar una serie de cerdas cortas presentes en el
tarso del par de patas anteriores del macho, denominada peine sexual, estructura que esta

ausente en las hembras.

Peine Sexual

Figura 8.3. Dimorfismo sexual de Drosophila melanogaster.

Para estudiar los patrones de herencia mediante cruzas experimentales de Drosophila, es
muy importante que las hembras con el genotipo de interés sean virgenes, debido a su capaci-
dad de producir descendencia utilizando el esperma almacenado, por lo cual es preciso evitar
las hembras no virgenes para lograr éxito al planear los cruces.

Los machos maduran sexualmente aproximadamente 6 horas después de emerger del pu-
pario mientras que las hembras aproximadamente 8-10 horas después de haber emergido.

Esta diferencia en la maduracion sexual permite que la separacion durante las primeras 8 horas
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luego de la emergencia brinde las hembras virgenes necesarias para los experimentos. Alter-
nativamente en las primeras horas después de la eclosion, se puede observar una mancha
verdosa oscura que corresponde al meconio (los restos de su ultima comida antes de pupar) en
la parte inferior del abdomen lo cual es de gran utilidad si por alguna razén no se pudo contro-
lar de manera rigurosa el tiempo de emergencia.

Es necesario contar con una buena diagnosis de los sexos para poder asegurar la correcta

asignacion a cada individuo y, de esta manera, optimizar los tiempos de esta ardua tarea.

Extraccion y Purificacion de ADN

En la actualidad, el estudio de la variacién genética entre individuos, poblaciones y especies
para explicar patrones y procesos ecologico-evolutivos se aborda mediante marcadores mole-
culares que permiten distinguir individuos, para lo cual es necesario aislar las moléculas de
ADN del genoma de los individuos a estudiar.

Los nucleétidos que componen la molécula de ADN poseen grupos fosfato que le confieren
una carga negativa y lo hacen altamente polar, por lo cual el ADN puede disolverse en solucion
acuosa y formar una capa hidratante a su alrededor. Esto permite la purificacién del ADN se-
parandolo de las proteinas presentes en la célula, mediante el uso de moléculas con carga
positiva, o utilizando resinas inorganicas a las cuales el ADN se une.

La posibilidad de almacenar ADN purificado por tiempo indefinido dependera de la calidad
de la extraccion, pues la estructura de la molécula puede alterarse si quedan otros componen-
tes (proteinas o reactivos de extraccion) en la solucién, lo cual afectara la durabilidad y la posi-
bilidad de reproducir experimentos. La cantidad de ADN extraido va a depender de la muestra
de la cual se parte, siendo fundamental entre otros factores el numero y estado de las células
del tejido que se muestrea. De acuerdo con Sambrook (2001) y como regla general, un buen
método de extraccion debe resultar en una alta pureza y concentracion del ADN a fin de man-
tener su integridad fisica y bioquimica.

El tipo de tejido que se utilice como fuente de ADN va a definir la técnica de extraccion y
la pureza y concentracidon del material obtenido. Por ejemplo, la metodologia para obtener
ADN de las hojas de un vegetal es diferente al método empleado para obtenerlo de las semi-
llas. También debe considerarse que la cantidad y la calidad del ADN obtenido determinaran
qué técnicas de analisis genético podran realizarse posteriormente (RFLP, RAPD, AFLP,
secuenciacion, etc.).

En términos generales, la extraccion de ADN consta de 3 etapas: colecta del material, ex-

traccion y purificacion del ADN (Figura 8.4).
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Figura 8.4. Pasos de la extraccion y purificacion de ADN

Colecta del Material

La obtencioén, transporte y almacenamiento del material es especifica del grupo a estudiar y
debe ser debidamente investigado previamente, ya que un error en esta etapa reduce drasti-
camente la viabilidad de la muestra. En la Tabla 8.1 se muestran de manera general las reco-

mendaciones para los tipos de tejidos mas utilizados.
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Colecta, transporte y almacenamiento de muestras vegetales y animales

Organismo

Colecta en campol/transporte

de la muestra

Almacenamiento de la muestra

previo a la extraccién

Plantas

Es recomendable colectar tejido joven (con-
tiene mas células por unidad de peso que el
tejido viejo y menos polisacaridos y polifeno-
les que dificultan la extraccion). Debe conge-
larse lo antes posible en nitrégeno liquido
(evita formacion de cristales y sintesis de
metabolitos secundarios post-abscision).
Para tejido obtenido de invernadero o cultivo
in vitro, no es necesario congelar el material,

puede hacerse la extraccion directamente.

Almacenar el tejido a -80 °C y evitar
ciclos de congela-
cion/descongelacién. Se recomienda
separar la muestra en varios paque-
tes pequefios con la cantidad de
material a procesar. Alternativamen-
te, el tejido puede ser liofilizado y
almacenado a temperatura ambiente
entre 15y 25 °C, aunque esta alter-

nativa no es viable para suculentas.

Tejido

Cortar en pedazos pequefios (aproximada-
mente 0,5x0,5 cm o menores) para facilitar
su maceracion posterior. El tejido puede
deshidratarse con etanol 100% o congelarse
con nitrégeno liquido. Para el transporte debe
inactivarse la accion de las endonucleasas
mediante un buffer (ej. RNAlater) u homoge-
neizar el tejido en buffer de lisis que conten-
ga sales de guanidina o 3-mercaptoetanol,

que inhiben las nucleasas.

Las muestras deben almacenarse
de acuerdo con el método de colec-
ta utilizado, en etanol a 4 °C o si
fue congelado con nitrogeno liquido
a -80 °C.

Animales

Sangre

Utilizar agujas de calibre apropiado, respe-
tar la relacion muestra/anticoagulante. Ho-
mogeneizar la muestra para evitar la hemé-
lisis (la hemoglobina inhibe las reacciones
enzimaticas posteriores) la coagulacion (la
fibrina es insoluble, e impide una lisis apro-
piada por su capacidad de entrelazarse y
atrapar entre sus fibras proteinas, agua y
células) y la contaminacién bacteriana. Es
importante evitar movimientos bruscos du-

rante el transporte.

Las muestras pueden mantenerse
por unas horas a 4 °C después de
su colecta. Si se congela a -20 °C,
debe descongelarse a temperatura
ambiente y procesarse en su totali-
dad, por lo cual es aconsejable ha-

cer alicuotas.

Fuente: modificado de Velazquez Alejos, Aragén Martinez y Romero (2008).
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Extraccion de ADN

A excepcion de unos pocos tipos celulares, podemos extraer ADN de cualquier tejido o
rastro biologico de los diferentes organismos. La primera etapa es la homogeneizacién de la
muestra, que puede ser mecanica o quimica y consiste en romper las uniones entre las célu-
las. Esta homogeneizacion facilita a continuacion, la interaccién con las soluciones de lisis
que producen ruptura de la membrana plasmatica celular, liberando el material genético.
Siguiendo los pasos propuestos por Rocha-Salavarrieta (2002) podemos dividir el proceso en

3 pasos generales:

I.  Ruptura de tejidos y paredes celulares. Para disgregar tejidos blandos puede reali-
zarse una incubacién con proteasa durante 16 horas (incubacién overnight) a 37° C. Si
se trata de material vegetal, por ejemplo semillas, generalmente se utiliza nitrégeno li-
quido o hielo seco y accidon mecanica, y luego puede realizarse una digestion de las pa-
redes celulares utilizando enzimas de tipo celulasa. Las muestras de sangre, saliva u
otros fluidos no requieren de este paso.

1.  Ruptura de membranas. El paso siguiente es la ruptura de las membranas celulares
para liberar el ADN, mediante un buffer de lisis que contiene detergentes como el do-
decil sulfato sddico (SDS) o el tritén X-100, que ejercen su accidn sobre los lipidos de
membrana. Alternativamente, en caso de disponer de un equipo de sonicacion, puede
aplicarse ultrasonido como método fisico de ruptura.

Ill. Luego de esta etapa se centrifuga la muestra para separar el material genético de los
componentes celulares no solubles.

IV. Inhibicion de enzimas nucleasas. En general toda célula contiene nucleasas que
destruyen los acidos nucleicos (ADNasas y también ARNasas) las cuales rapidamente
deben ser inactivadas para evitar la destruccion del material genético de la muestra.
Como las nucleasas son proteinas, su inactivacion se realiza con métodos que pro-
mueven la lisis proteica sin afectar a los acidos nucleicos. Generalmente se utiliza
proteinasa K y posterior tratamiento con solventes organicos (fenol y cloroformo) y/o

antioxidantes (ditiothreitol y B-mercaptoetanol).

El objetivo de extraer ADN es obtener preparaciones altamente enriquecidas en este aci-
do nucleico y libres de otras moléculas, entre las cuales se encuentran los propios reactivos
utilizados en el proceso de extraccion (Tabla 8.2). Opcionalmente, la muestra puede tratarse
con enzima ARNasa que degrada especificamente las moléculas de ARN presentes en la
muestra; en tal caso esto debe realizarse mediante una incubacion con ARNasa previa a la

lisis con proteinasa K.
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Precipitacion y cuantificacion del ADN

Una vez eliminado todo tipo de moléculas lipidicas y proteicas, se agrega etanol a la sus-
pension que contiene el ADN, pudiendo suplementarse con acetato de sodio o acetato de
amonio, dado que estas sales interactian con los grupos fosfato. Estos componentes hacen
que la molécula de ADN, normalmente hidrofilica, se pliegue sobre si y se vuelva mas insolu-
ble, precipitando con facilidad mediante centrifugado. El pellet obtenido se “enjuaga” con etanol
70% y luego de descartar el alcohol, se resuspende el ADN en distintos medios, como agua o
buffer tris-EDTA para su conservacion.

Previamente a utilizar la muestra de ADN en analisis genéticos, es importante determinar el
rendimiento obtenido, para lo cual existen diversos métodos de estimacién de la concentra-
cién de los acidos nucleicos en una preparaciéon. Dado que las bases nitrogenadas del ADN
absorben luz ultravioleta (UV) a 260 nandmetros (nm), pueden realizarse mediciones mediante
espectrofotometria.

Otra estrategia posible es la separacion del material genético por electroforesis (ver protoco-
lo de electroforesis mas abajo) y medir la intensidad de fluorescencia emitida por un compuesto
intercalante que se une al ADN. Existen diversos intercalantes que tifien las moléculas de ADN,
entre ellos el bromuro de etidio se encuentra en desuso por su alto potencial cancerigeno, y en
su reemplazo, se comercializan agentes intercalantes menos agresivos, como por ejemplo
GelRed®. La concentracion de la muestra en la corrida electroforética se mide por comparacién
con una muestra control de la cual se conozca previamente la concentracion y cantidad sem-
brada. A su vez, la técnica de electroforesis también permite comprobar la integridad de las
moléculas de ADN, pudiendo observarse si el mismo se encuentra degradado en fragmentos

pequefos o como molécula integra (fragmentos de gran tamaro).

Tabla 8.2. Reactivos utilizados en la extraccién y purificacién de ADN

Reactivo Caracteristica Funcién

Tris (hidroximetil amino

metano) Tampén biolégico | Estabiliza el pH de la solucion (entre 7,0 y 8,0)

EDTA (acido

Agente quelante Atrapa los iones magnesio presentes en cl medio para
etilendiamintetracetico)

evitar la accién de enzimas que degradan al ADN.

Cloruro de sodio. Sal A altas concentraciones solubiliza al ADN.
Cloruro de potasio Sal Equilibra fuerzas iénicas.

Acetato de sodio Sal Precipita al ADN.

Acetato de potasio Sal Precipita proteinas.

Solvente organico

Fenol (toxico)

Desnaturaliza proteinas.
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Solvente organico | Desnaturaliza proteinas. Remueve lipidos. Solubiliza
Cloroformo i L Iy
(téxico) al fenol y lo elimina de la solucién.
SDS (dodecil sulfato Detergente - .
. - Solubiliza proteinas y membranas.
de sodio) aniénico
Sarkosyl (lauril sarcosi- Detergente Inhibe hexoquinasas. Solubiliza proteinas y membra-
na) aniénico nas.
CTAB (hexadecil trimetil Detergente o s
. s Solubiliza polisacéridos.
bromuro de amonio) catiénico
Triton X-100 Detergente Solubiliza proteinas y membranas.
B-Mercaptoetanol Antioxidante ][lr]?c::t|va proteinas por reduccion de los puentes disul-
DTI (ditiothreitol) Antioxidante Reduce los grupos sulfuro de las proteinas.
Octanol isoamilalcohol Alcoholes Agente antioxidante.
L Elimina compuestos fendlicos que tienden a inhibir la
PVP (polivinil pirrolidona) - | Detergente actividad de enzimas. Precipita acidos nucleicos.
Etanol Alcohol Precipita acidos nucleicos
Isopropanol Alcohol Precipita acidos nucleicos

Fuente: modificado de Sambrook, Fritsch, y Maniatis (1989).

Protocolos de Laboratorio

A continuacion se presentan dos protocolos a desarrollar en los trabajos de laboratorio. De-
be tenerse en cuenta que las mesadas de trabajo, antes de comenzar con el método de extrac-
cion elegido, deben repasarse con hipoclorito de sodio al 10%. Por otra parte, todo el material
que se desecha de los métodos de extraccidon debe descartarse adecuadamente y por el méto-

do validado segun las normas vigentes.

Método 1: purificacién de ADN por técnica de salting-out

Esta técnica es de utilidad para aislar ADN a partir de fluidos corporales como sangre
(linfocitos) o saliva (células de exfoliacion bucal), y se basa en el trabajo de Miller y colabo-
radores (1988). Para realizarla, un docente voluntario se hara un enjuague bucal con 1 ml
de agua destilada o agua mineral, y luego de un buche enérgico lo recolectara en un tubo
de polipropileno de 15 ml (es importante que el voluntario no haya comido ni bebido infu-

siones durante la ultima media hora).
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. Equilibrar los volumenes en tubos de 15ml y centrifugar a 4.000 rpm 10 minutos con
refrigeracion.

. Descartar el sobrenadante y resuspender las células en 300 ul de Buffer de Digestion
con 5ul de Proteinasa K (10mg/ml). Incubar over night (O.N.=16 horas) a 37 °C.

. Inactivar la Proteinasa K, hirviendo la muestra durante 5 minutos

. Luego de la incubacién, agregar un volumen de acetato de amonio a concentracion fi-
nal 2,5 M (aproximadamente 100ul a cada muestra). Mezclar por inversion varias veces

. Centrifugar a 12.000 rpm por 8 minutos para precipitar las proteinas

. Transferir el sobrenadante a otro tubo y descartar el precipitado

* Agregar igual volumen de Isopropanol para deshidratar y precipitar el ADN, agitar
por inversion.

. Centrifugar a 14.000 rpm por 20 min, descartar el sobrenadante.

»  Lavar con 1 ml de etanol 70% y centrifugar a 14.000 rpm por 5 min

. Descartar el sobrenadante, secar a T° ambiente durante 5 a 10 minutos (0 a 37 °C, por
5 minutos).

. Resuspender en 100 ul de H20 bidestilada para rehidratar la muestra.

. Homogeneizar y conservar en freezer a -20°C.

Método 2: purificacion de ADN con resina chelex-100® para muestras de exfoliaciéon bucal

Esta técnica se basa en un trabajo previo de Walsh y colaboradores (2013) para técnicas fo-
renses, y permite aislar ADN de muestras de exfoliacién bucal, para lo cual un docente volunta-
rio se hara un enjuague bucal con 1 ml de agua destilada o agua mineral, y luego de un buche

enérgico lo recolectaran en un tubo de polipropileno de 15 ml.

»  Centrifugar la muestra a 12.000 rpm durante 5 minutos con refrigeracion. Descartar el
sobrenadante.

*  Agregar 200 ul de resina chelex-100® al 5% y resuspender con voértex por 10 segundos.

. Transferir el material a un tubo tipo eppendorf.

. Incubar a 56°C por 30 minutos.

»  Agitar por vortex por 10 segundos.

. Hervir en bafio maria por 10 minutos.

»  Agitar por vortex 10 segundos. Centrifugar a 4.000 rpm durante 1 minuto. La resina
queda en el fondo y el ADN queda disuelto en el liquido sobrenadante.

. Al utilizar la muestra, tomar material del sobrenadante cuidando de no tomar resina
al pipetear.

. Conservar en freezer a -20°C.
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PCR

Como se expuso en el capitulo 5, la reaccion en cadena de la polimerasa o PCR se basa en
la sintesis repetida muchas veces de un fragmento de ADN, utilizando una ADN-polimerasa
que puede trabajar a temperaturas muy elevadas, por ejemplo la enzima proveniente de la
bacteria Thermus aquaticus que vive a altas temperaturas (79°C a 85°C), conocida como “Taq
polimerasa”. La reaccién de PCR es una simulacion in vitro de lo que sucede en una célula
cuando se sintetiza el ADN, pero en este caso para una secuencia de ADN diana limitada por
un par de oligonucledtidos iniciadores o cebadores, a partir de una muestra de ADN gendémico.
Dicha reaccion se somete a ciclos de diferente temperatura donde se suceden tres etapas,
desnaturalizacion, hibridacion y extensiéon que se repiten sucesivamente, logrando la amplifica-
cion de la region de interés en las dos cadenas complementarias. Los productos generados
aumentan su concentracion de manera exponencial gracias a que cada nueva copia sirve de

molde en el siguiente ciclo, dando origen a millones de copias (Figura 8.5).

Etapas de la PCR

PPreparacion de la muestral

)
=)

Amplificaciéon | ——» ——— | Electroforesis

Extraccion de ADN
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Figura 8.5. Etapas de la PCR.

La técnica de PCR tiene muchisimas aplicaciones, por ejemplo en genética de poblaciones, ge-
nética forense y medicina gendmica, entre otras. Tiene como ventaja su alta sensibilidad, permitien-
do la obtencién de copias a partir de unas pocas moléculas originales presentes en una muestra. A
su vez, esto presenta también una desventaja en cuanto al riesgo de contaminacién con ADN pro-

veniente de otras muestras, por lo cual es importante considerar ciertas recomendaciones. Es muy
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importante separar el trabajo en areas exclusivas pre-PCR (extraccion de ADN y preparacion de la
reaccion de PCR) y post-PCR (electroforesis) para evitar la contaminacion del material a amplificar.
Antes de comenzar, debe descontaminarse la mesada de trabajo (puede utilizarse hipoclorito de
sodio 10% o radiacion UV) a fin de eliminar cualquier fuente de ADN presente en el area, y es con-
veniente mantener separados los reactivos de las muestras de ADN durante la tarea. También es
importante, como en toda tarea de laboratorio, controlar el correcto rotulado de los tubos y descartar
adecuadamente los materiales de desecho. El uso de guantes descartables en la manipulacién de
los reactivos y las muestras es también esencial para evitar la accion de nucleasas presentes en el
sudor u otros componentes que puedan afectar la reaccion.

Como medida de control de posibles contaminaciones se recomienda incluir en cada ronda
de PCR al menos un control negativo, el cual contendra todos los reactivos menos el ADN mol-
de, el cual se reemplazara por agua. Este tubo no deberia desarrollar amplificacién, por lo tanto
si la hay, es indicativo de contaminacion con alguna fuente de ADN indeseada. También suele
ser conveniente incluir un control positivo, utilizando una muestra estandarizada que debe am-

plificar siempre que no haya problema con los reactivos.

Protocolo de amplificacion

Se utilizaran 5 tubos, para 3 muestras de ADN, un control positivo y un control negativo. Pa-
ra este ultimo, se colocara agua ultrapura en reemplazo del volumen de ADN requerido. Son 5
tubos con 10ul finales cada uno = 50 ul.

Preparar una master-mix considerando el volumen final de 50ul totales.

Antes de iniciar la preparacion, descongelar y agitar cada reactivo, y pasar por una minicen-
trifuga para evitar que quede el liquido en la tapa o las paredes del tubo. Mantener los reacti-
vos en hielo para evitar la desfosforilacion de los nucledétidos y la degradacién de los cebadores

y la polimerasa.

Tabla 8.3 Reactivos y concentraciones necesarios para una reaccion de PCR estandar

Reactivo Conc. Inicial Conc. Final Cantidad
H20 Csp 50ul 50-21,75=28,25*
Buffer de reaccion 10X 1X 5ul
Cl2Mg 25mM 2mM 4ul
dNTP 5mM 0,2mM 2ul
Oligonucledtidos 25pmol/ul 2,5ul /reaccién 0,5ul
Taq pol 5 Ulul 0,25 U/reaccion 0,25ul

* En la resta se incluye también el ADN que se colocara en cada tubo (total=20ul), aun-

que éste no se agregara hasta el final de la preparacion.
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Mezclar y centrifugar, repartir 8ul de mezcla en cada uno de los 5 tubos, rotular uno como
control negativo, otro como control positivo y los otros 3 tubos con el cddigo de cada muestra.
Agregar el ADN (o el agua para el control negativo) y colocar una gota de aceite mineral para

evitar la evaporacién durante el ciclado.

Aceite mineral ... 1 gota

Centrifugar y llevar al termociclador (Tabla 8.4).

** Segun el equipo termociclador utilizado, puede no requerirse el aceite mineral ya que los
modelos mas modernos presentan un bonete térmico que evita la evaporacion, no haciendo

necesario el agregado del aceite.

Tabla 8.4. Ejemplo de parametros para un ciclado de PCR

Etapa Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94°C 2'30”
Desnaturalizacion 93°C 045"
Hibridacién de cebadores 45 a 70°C*** 50~
Extension 72°C 1
Extension final 72°C 5

*** En funcién de la secuencia de los cebadores, se definira la temperatura a utilizar.

Las etapas de Desnaturalizacion, Hibridacion de cebadores y Extension se repetiran un nu-
mero determinado de veces.
Finalizada la reaccion, chequear los amplicones mediante electroforesis en gel de agarosa,

en una concentracion acorde al tamafio del segmento a analizar.

Electroforesis

La electroforesis en gel es una técnica donde se hacen migrar a través de una matriz porosa las
moléculas a estudiar, utilizando como fuerza de desplazamiento el impulso de un campo eléctrico
de voltaje controlado. Se utiliza para separar macromoléculas, tales como proteinas y &cidos nuclei-
€os, segun su tamafio y su carga. En el caso de los acidos nucleicos, la carga es siempre negativa,

por lo cual la separacion de moléculas dependera solamente del tamafio de las hebras.

FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y MUSEO | UNLP 166



ELEMENTOS DE GENETICA — CECILIA |. CATANESI Y EGLE E. VILLEGAS CASTAGNASSO (COORDINADORAS)

Para separar moléculas de ADN se utilizan tanto geles de agarosa (electroforesis horizontal)
como de poliacrilamida (electroforesis vertical), dependiendo del nivel de resoluciéon que se
requiera, ya que los de agarosa permiten separar fragmentos de tamafios muy diferentes entre
si, mientras que los geles de poliacrilamida pueden separar fragmentos que se diferencian en
unos pocos nuclestidos. Como compensacion, los geles de agarosa tienen la ventaja de que
son faciles de utilizar y pueden guardarse para usarse mas de una vez.

Los geles de agarosa se preparan a partir de un polimero lineal de galactosa y 3,6-
anhidrogalactosa que se funde con calor en un buffer de electroforesis, hasta obtener una solucién
homogénea. Esta se vuelca en un molde que contiene un peine, cuyos dientes van a generar los
pocillos donde se sembraran posteriormente las muestras de ADN (Figura 8.6). El gel ya frio queda
con una consistencia similar a la gelatina, y su poder de resolucion va a depender de la concentra-
cion de agarosa que se utilice, ya que la matriz del gel tendra un tamafio de poro determinado se-
gun dicha concentracion, cuando mayor sea ésta, los poros seran mas pequenios.

El gel asi preparado se introduce en una cuba de electroforesis (Figura 8.6) donde se conectan
un electrodo positivo y uno negativo. Los pocillos del gel deben colocarse del lado negativo ya que,
debido a su carga negativa, todas las moléculas de ADN migraran hacia el polo contrario. En las
dos camaras de la cuba se agrega buffer de corrida, que debe ser el mismo que se utilizé para pre-
parar el gel. Existen distintas alternativas, por ejemplo puede ser un buffer de tris-acido acético-
EDTA (TAE), o bien de tris-acido borico-EDTA (TBE).

Las muestras de ADN se siembran acompafadas de un buffer de carga que facilita el ingre-
so de las mismas en cada pocillo y la posterior visualizacion de un frente de corrida, gracias a
un colorante que se incorpora con el buffer mencionado. Utilizando una micropipeta, se siem-
bran las muestras en los respectivos pocillos y se enciende la fuente de voltaje. Las muestras
pueden consistir en ADN gendémico purificado, productos de PCR (llamados amplicones), o
fragmentos de ADN digeridos con enzimas de restriccion, entre otros. En uno de los pocillos
debe sembrarse una muestra control con uno o mas fragmentos de ADN de longitud conocida,
a fin de tener una referencia de los tamanos en pares de bases de las muestras a correr. En la
figura 8.7 se muestran dos marcadores, uno en la cuarta calle presenta bandas cada 50pb y el

otro en la ultima calle, con bandas cada 100pb.

Pocillos o —
_?!_ S ﬁenﬁ

® 0 oo E
@ o o0

Gel

Buffer de corrida

Figura 8.6. Esquema de una cuba de electroforesis horizontal para geles de agarosa.
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En la corrida electroforética los fragmentos mas cortos de ADN tendran una mayor veloci-
dad de migracion a través de los poros del gel (Figura 8.7). Asimismo, la estructura de la doble
hebra también tendra un efecto en la capacidad de migracion del ADN, ya que las moléculas
circulares y las lineales migran de manera diferente.

Finalizada la corrida electroforética se procede a la visualizacion de los fragmentos, los cuales
a simple vista no pueden observarse a menos que se realice una tincién de las moléculas de
ADN con un agente intercalante, analogo de bases, fluorescente. Entre estos agentes, el bromuro
de etidio esta siendo menos utilizado debido a su potencial carcinogénico, y actualmente se tien-
de a reemplazarlo por agentes comerciales menos toxicos (por ejemplo SybrGreen® o GelRed®,
entre otros). Estas moléculas intercalantes en asociaciéon con los fragmentos de ADN emiten
fluorescencia al ser sometidas a la luz UV, permitiendo observar asi los fragmentos que migraron
a través del gel (Figura 8.7). Aquellos fragmentos que comparten el mismo tamario en pares de
bases, migraran juntos en el gel formando una banda, la que se comparara con la muestra control
de referencia para determinar su longitud en pares de bases (pb).

Marcador 50 pb Marcador 100 pb

Figura 8.7. Corrida en gel de fragmentos de ADN digeridos con enzima de restriccién, con 2 marcadores de tamarios
(50 y 100 pares de bases). Las muestras tienen entre dos y cuatro fragmentos de diferente tamafo, dependiendo de
las variantes alélicas que presenten.
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Protocolo para electroforesis de ADN en gel de agarosa

Calentar y disolver agarosa en buffer TAE (tris-acido acético-acido boérico) y volcar en la ba-
se acrilica, luego de esperar que se enfrie levemente. Hay otras alternativas al buffer de prepa-
racion del gel y de la corrida en la cuba, pero ambos deben estar en coincidencia.

No olvidar colocar el peine antes de que la solucién se haya solidificado. El ancho y profundidad
de los dientes va a determinar la cantidad de muestra que pueda sembrarse en los pocillos.

Una vez gelificada la agarosa, quitar el peine, colocar el gel en la cuba electroforética y
agregar buffer de corrida TAE en ambas camaras de la cuba.

Preparar las muestras a sembrar con buffer de carga (azul de bromofenol+sacarosa) y
agente de tincidn (por ejemplo intercalante GelRed®).

Colocar las muestras en los pocillos.

Conectar los electrodos y definir los parametros de la corrida electroforética en la fuente

de voltaje.
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Glosario

Alelo: cada una de las diferentes formas en que puede presentarse un determinado gen.

Aneuploide: mutacion cromosémica numérica que difiere del nimero de cromosomas de la

especie, en uno 0 mas cromosomas.
Autosoma: cualquier cromosoma no involucrado en la determinacién del sexo.

Blastocisto: conjunto de células embrionarias en desarrollo que corresponden al segundo

estadio temprano posterior a la fecundacion.

Cariotipo: ordenamiento cromosémico de una especie expresado convencionalmente a partir

de la observacion de la metafase mitética.

Células madre: células pluripotentes que poseen el potencial de convertirse en todos los tipos

de células que necesite el organismo.

Corpusculo de Barr: cromosoma X inactivo presente en los individuos del sexo homogametico

XX, como proceso de compensacion de dosis génica.

Cromatides hermanas: copias idénticas de ADN formadas luego de la fase S del ciclo celular,

donde se replican semiconservativamente y se mantienen unidas mediante el centrémero.

Cromosomas homélogos: par cromosémico que poseen las células diploides. Cada uno pro-

cede de un progenitor.

Cruzamiento de prueba: cruzamiento entre un individuo de genotipo desconocido y un indivi-

duo de genotipo homocigota recesivo para analizar uno o mas loci.
Diploide: células que poseen dos juegos de cromosomas (2n).

Electrofusion: fusion de células lograda por impulsos eléctricos que provocan pequefas ruptu-

ras de la membrana plasmatica, que posteriormente son reparadas.
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Epistasis: la expresion de un gen se ve afectada por la expresion de otro gen u otros genes.

Eucromatina: fracciéon de la cromatina que presenta bajo grado de compactacién y es trans-

cripcionalmente activa.
Eugenesia: mejoramiento de rasgos hereditarios en la poblacion humana, a través de la apli-
cacion de diversas técnicas. En los ultimos anos, el advenimiento de la manipulacién genética

(por ej. CRISPR-CAS) ha generado un resurgimiento de la discusién sobre este tema.

Euploide: mutacion cromosémica numérica que afecta al complemento cromosémico comple-

to, desde la presencia de una sola copia a la repeticion "'n“ veces del mismo. Puede utilizarse

como sindénimo de poliploidia.

Exon: region codificante de un gen.

Fenotipo: manifestacién observable de un genotipo concreto, a veces en interaccion con el

ambiente.

Flybase.org: base de datos de Drosophila melanogaster.

Frecuencias alélicas: proporciéon con la que cada alelo aparece en una poblacion.

Frecuencias fenotipicas: proporcion de individuos que expresan una caracteristica fenotipica.

Frecuencias genotipicas: proporcion con la que cada genotipo aparece en la poblacion.

Gen: unidad funcional de la herencia que transmite la informacién de una generacion a otra.

GenBank: base de datos genéticos, perteneciente al National Institutes of Health de Estados

Unidos (NIH). Los contenidos son accesibles de forma publica y gratuita a través de internet.

Genoma: material genético completo de la dotacién cromosémica de un organismo.

Genotipo: composicion alélica de los genes que posee un organismo.

Gigabase: longitud de una secuencia de ADN o ARN, en nimero de pares de bases. (1Gb =
1.000.000.000 Pb)

Haploide: células que poseen un unico conjunto de cromosomas (n).
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Hemicigosis: condicion en la que se presenta solo un alelo y no el par, por ejemplo en el caso
de los genes de la region propia del cromosoma X, en los machos de los mamiferos que solo

poseen una copia de dicho cromosoma.

Heterocigota: que presenta dos alelos diferentes en un locus.

Heterocigosidad o heterocigosis: medida de la variabilidad presente en una poblacion para
un locus dado, dada por la relacion de individuos heterocigotas respecto al total de individuos

de esa poblacion.

Heterocromatina: fraccién de la cromatina que presenta alto grado de compactaciéon y es

transcripcionalmente inactiva.

Heterocromosoma: alosoma o cromosoma sexual. Difieren en forma y tamafo del resto de los
cromosomas (autosomas). En aves, los cromosomas Z y W, y en mamiferos X e Y, determinan

el sexo de los individuos.

Heterogamia: presentacion diferencial de cromosomas en relacion a la determinacion sexual,

por ejemplo los cromosomas X e Y en los mamiferos.

Hibrido: descendencia individual resultado del cruce entre organismos de distinto genotipo, por

lo cual sera portador de un genotipo heterocigota.

Homocigota: que presenta dos alelos iguales en un locus.

Idiograma: representacién gréafica del complemento cromosdmico haploide de una célula o

una especie.

Intrén: regiones no codificantes de un gen que son eliminadas en el splicing, caracteristico de

organismos eucariotas, aunque puede hallarse en otros grupos como las arqueobacterias.

Kilobase: longitud de una secuencia de ADN o ARN, en numero de pares de bases (1Kb =
1.000 pb).

Locus: posicién que ocupa un gen dentro del cromosoma. Es invariable para una especie dada.

Loci: plural de locus.

Mutagénesis: método de estudio del dafio sobre el material genético, producto de diversos
agentes. Se aplica como estrategia para la identificacién de genes que influyen sobre determi-

nado fenotipo.
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Nucleasa: enzima que catalizan la ruptura de los enlaces fosfodiéster.

Nucleosoma: estructura fundamental de la cromatina. Compuesta por 8 histonas y aproxima-

damente 146 pb que rodean al nucleo dos veces.
Portador sano: individuos que portan la copia alélica mutada y relacionada con una caracteris-
tica particular, pero que no la expresan. Refiere a organismos heterocigotas donde la copia

analizada no se expresa en el fenotipo.

Promotor: secuencia de ADN que el aparato de transcripcion reconoce y a la que se une. Indica

cual de las dos cadenas de ADN debe ser leida como molde y la direccion de la transcripcion.
Recombinacion: entrecruzamiento de las cromatides hermanas.

Replicacion semiconservativa: modelo de replicacion del ADN donde cada molécula nueva
esta conformada por una hebra original que actia como molde para la copia de la hebra
complementaria.

Retrocruza: cruzamiento de un organismo con uno de sus progenitores.

Solenoide: estructura cuaternaria del ADN, por enrollamiento de la cromatina al condensarse

con seis nucleosomas por vuelta.

Varianza: medida de dispersion de los datos alrededor de un valor medio.
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FCNyM-UNLP. Actualmente Profesor adjunto a cargo de las catedras de Bienestar Animal
(Fvet, UBA y de Etologia FCNyM, UNLP y miembro del Comité Institucional para el Cuidado y
Uso de Animales de Estudio (CICUAE), FCNyM, UNLP. Autor de mas de 50 publicaciones cien-
tificas. Director del proyecto [+D”’Complejidad social: estudios comparados en primates no hu-

manos”, como asi también de otros proyectos cientificos en el area.
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Licenciada en Biologia (orientaciéon Ecologia) FCNyM-UNLP y Doctora de la Universidad de
Buenos Aires (UBA) en el area de Ciencias Bioldgicas. Profesora Adjunta de la catedra Intro-
duccion a la Botanica (FCNyM-UNLP). Investigadora Independiente del Consejo Nacional de
Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET) en el Laboratorio de Citogenética y Evolu-
cion (LaCyE) del Instituto de Ecologia, Genética y Evolucion de Buenos Aires y la Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales de la UBA (IEGEBA-CONICET, FCEyN-UBA). Trabaja en Citoge-
nética Vegetal, empleando métodos clasicos y moleculares en el analisis evolutivo, sistematico
y de caracterizacion cariotipica del maiz y sus especies silvestres relacionadas, asi como tam-
bién de pasturas y plantas ornamentales. Posee 40 publicaciones en revistas nacionales e

internacionales y 65 comunicaciones en congresos y reuniones cientificas.

Gonzalez Garcia, Lucas

Licenciado en Biologia (Orientacién Zoologia) FCNyM/UNLP. Docente Ayudante Alumno de la Ca-
tedra de Genética de la FCNyM (2016 - 2019). Docente Ayudante Alumno en el Curso Introductorio
de la FCNyM (2017). Actualmente forma parte del Laboratorio de Investigacion de Hormigas LIHo
en San Carlos de Bariloche. Estudiante de la carrera de Doctorado en Biologia en el proyecto titula-
do: “Control biolégico de plagas mediado por artrépodos en huertas familiares de la Patagonia Ar-
gentina; contexto espacial y temporal de las interacciones depredador-presa y parasitoide-
hospedador”, en INIBIOMA-CONICET. Coautor de dos articulos sobre ornitologia; el primero en
2020 en la revista El hornero y el restante en la revista Forest Ecology and Management junto a

integrantes de la Seccion Ornitologia, Division Zoologia Vertebrados del Museo de la Plata.

Hohl, Diana

Licenciada en Biotecnologia y Biologia Molecular FCEx,/UNLP. Se desempefié como Ayudante
Alumna en las Catedras de Biologia (CiBEx) e Introduccién a la Quimica para CNyM/UNLP.
Estudiante del Doctorado de la Facultad de Ciencias Exactas, area Ciencias Biologicas (UNLP)
y becaria del Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET). Desarro-
lla su trabajo de investigacion en el Laboratorio de Diversidad Genética del Instituto Multidisci-

plinario de Biologia Celular (IMBICE), sobre la genética del color del iris en la poblaciéon bonae-
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rense y la utilidad de sistemas de prediccion del fenotipo a partir del genotipo para uso forense.
Autora de mas de 20 contribuciones cientificas, incluidas publicaciones en revistas internacio-

nales y comunicaciones en congresos y jornadas.

Mantella, Melisa

Licenciada en Antropologia por la Facultad de Ciencias Naturales y Museo/UNLP. Ayudante
alumna Ad honorem de la Catedra de Genética de FCNyM/UNLP, entre los afios 2018 y 2020.
Actualmente docente de Nivel Medio en Colegio Secundario Rio de La Plata Sur. Colaboradora
en proyectos de investigacion en el Instituto de Genética Veterinaria (IGEVET), analizando los
efectos de la dieta y las deficiencias minerales sobre la induccién de inestabilidad genética.
Participante del proyecto de extension, PROCOPIN- La Comunidad y la Universidad en el con-
trol de las Parasitosis Intestinales y el mejoramiento de la Nutricion, FCM/UNLP, durante el afio
2013. Autora y coautora de publicaciones cientificas y comunicaciones en congresos en el area

de la Antropologia Bioldgica y Genética.

Mira, Anabela

Licenciada en Genética de la Universidad Nacional de Misiones y Doctora de la Universidad de
Buenos Aires. Ayudante de Primera en la Catedra de Genética de la FCNyM/UNLP. Autora de
9 contribuciones cientificas originales en revistas internacionales, resultantes de su trabajo de
doctorado y 2 postdoctorados consecutivos. Actualmente es asistente de Investigaciéon y Desa-
rrollo en Bioinnovo. Su trabajo de investigacién se desarrolla en el campo de la sanidad animal,
con especialidad en produccion de proteinas en sistema baculovirus recombinante y formula-
cion de vacunas experimentales de uso veterinario. Su area de investigacion incluye el proce-

samiento, purificacion y caracterizacion de proteinas a escala piloto.

Nikoloff, Noelia

Licenciada en Biologia (Orientacion Zoologia) y Doctora en Ciencias Naturales FCNyM/UNLP.
Ayudante diplomado de la catedra de Genética de la FCNyM-UNLP. Investigadora Adjunta
CONICET en el Instituto de Genética Veterinaria "Ing. Fernando N Dulout" (IGEVET-UNLP-
CONICET), linea de trabajo es la detecciéon temprana de dafio genotdxico, citotéxico y fisioldgi-
co en gametas y embriones de mamifero inducidos por farmacos de uso veterinario, asi como
también el desarrollo de métodos alternativos in vitro al uso de animales en la evaluacién de
riesgo de productos en el area reproductiva. Ha publicado 30 trabajos en revistas de alto im-
pacto y 64 trabajos en Reuniones Cientificas Nacionales e Internacionales. Dirige y ha partici-
pado en mas de 15 proyectos de |+D y Extensién financiados por la UNLP, CONICET

y Agencia Nacional de Promocién Cientifica y Tecnoldgica de la Republica Argentina.
Posik, Diego

Licenciado en Biologia (orientacion Zoologia) FCNyM (UNLP) y Doctor de la Facultad de Cien-
cias Exactas FCEx (UNLP). Profesor Adjunto de Biologia (FCEx,/UNLP) y Genética Veterinaria
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Forense (FCV, UNLP). Profesional Principal, Carrera de Personal de Apoyo del Consejo Nacio-
nal de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET) del Instituto de Genética Veterinaria
(IGEVET)/UNLP- CONICET. Miembro del equipo de Genética de Animales Domésticos, co-
rresponsable del area de secuenciacion y microarray, desarrollo laboral en el area determina-

cién de composicion de alimentos.
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Licenciada en Biologia (Orientacion en Ecologia) y Doctora en Ciencias Naturales en la
FCNyM/UNLP. Ayudante de Primera en la Catedra de Genética y en la Catedra de Citologia
de la FCNyM/UNLP. Su trabajo de investigacidon se encuentra dentro del campo de la sanidad
ambiental, con especialidad en Ecotoxicologia y Genética Toxicolégica. Actualmente es Becaria
Posdoctoral del Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET).
Miembro de la Sociedad Argentina de Toxicologia (ATA) y la Sociedad de Toxicologia y Quimi-
ca Ambiental (SETAC). Autora de mas de 50 contribuciones cientificas, incluidas publicaciones
en revistas internacionales y comunicaciones en congresos. Su area de investigacion incluye la
evaluacion de toxicidad, genotoxicidad, dafio y estrés oxidativo inducido por pesticidas o0 mez-

clas de estos en organismos acuaticos.

Steinberg, Eliana

Licenciada en Ciencias Biolégicas (UBA) y Doctora de la Universidad de Buenos Aires (UBA)
en el area de Ciencias Biolégicas. Se desempefia como Ayudante de Primera en la materia
“Citogenética” de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales (FCEyN) de la UBA. Actualmente
es Investigadora Asistente del Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas
(CONICET) y trabaja en el Grupo de Investigacion en Biologia Evolutiva (GIBE/FCEyN/UBA).
Es autora de mas de 80 contribuciones cientificas, incluidas publicaciones en revistas interna-
cionales, capitulos de libros y comunicaciones en congresos nacionales e internacionales. Su
area de investigacién comprende el estudio de la Genética Evolutiva y Sisteméatica en Primates
Neotropicales, con énfasis en los mecanismos de evolucion cromosémica y la diversidad de

sistemas cromosdmicos de determinacion del sexo.

Villaverde, Maria Luciana

Licenciada en Biologia (Orientacién en Zoologia) y Doctora en Ciencias Naturales en la
FCNyM/UNLP. Ayudante de Primera en la Catedra de Genética de la FCNyM/UNLP. Su trabajo
de doctorado fue realizado sobre lipidos y feromonas en plagas de granos almacenados, con
especialidad en bioquimica cuticular y secreciones volatiles. Autora de mas de 30 contribucio-
nes cientificas, incluidas publicaciones en revistas internacionales, comunicaciones en congre-
sos y participacion en proyectos de investigaciéon. Su area de investigacion incluyé la evalua-
cion de feromonas liberadas por insectos plaga, su composiciéon bioquimica y su aplicacion en

el control de plagas.
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