A MODO DE INTRODUCCION

El estudio de los cromosomas como entidades portadoras de la informacion genética debe hacerse con
mesura, sin caer en el misticismo criptico de considerar al cromosoma “algo mas” que una asociacion de ADN y
proteinas ni en la simplificacion de considerar la secuencia de nucledtidos como la explicacidon de toda la
informacion genética.

Es normal que tratando de hacer similes para la comprension de conceptos por los alumnos se definan
v.g. locus como un marco; una ventana de reloj, algo donde esta encajado el gen.

La impresion que este tipo de definiciones trae emparejada es que,
al igual que un carrete de fotografia tiene un soporte donde se van
impresionando las imagenes y unas muescas laterales para poder funcionar
correctamente, el cromosoma tiene “algo” (etéreo o fisico) donde se van
colocando los genes, ademas de una serie de estructuras (p.e. centrémero
y teldmeros) necesarias para su correcto funcionamiento pero que no estan
incluidas en el concepto de locus.

Si se desea poner un simil, seria mas ajustado a la realidad del concepto de locus el de la situacién de
una persona concreta en una fila para sacar entradas de teatro. Si la persona se quita no queda nada y si
permanece esta entre otras dos, con paraguas, carrito de
la compra e impedimenta en general que le son propios
a ella o al grupo de amigos que juntos estan en la fila.

El problema de este tipo de explicaciones es que
llegados a este punto es estrictamente necesario
empezar a complicar el modelo pues la fila tiene un
comportamiento corporativo (avanza, se para....) como
una entidad de rango superior a la suma de sus
componente. Es la interaccion de los componentes entre
si y con el medio en el que estan el que determina su
comportamiento.

En el otro extremo se encuentran casos que
relacionan directamente el gen o la secuencia con el
fenotipo, como el analisis divulgativo que se ha hecho de
los trabajos de Bono y Bargman sobre el caracter social
o solitario de Caenorhabditis elegans publicado en Cell
en 1998.

C.elegans tiene un receptor de neuropéptidos funcional tanto si en una posicién concreta de su cadena
aminoacidica tiene valina como si tiene fenilalanina.

Por otra parte C. elegans manifiesta una conducta solitaria en algunos casos y en otros es social; al hacer
el andlisis de aminoacidos del receptor de neuropéptidos se observa que los solitarios portan valina y los sociales
fenilalanina. Para excluir cualquier otro cambio asociado a la variacion de aminoacidos y comportamiento se
efectuaron experimentos de mutagénesis dirigida, observandose que el cambio aislado de la secuencia
codificadora de valina por la de fenilalanina trae parejo el cambio de comportamiento de solitario a social.

Aunque podria parecer impecable la conclusién “la fenilalanina es responsable del caracter social de C.
elegans” no debe caerse en esta simplificacion, seria como considerar que el manguito de la gasolina es el
responsable de la velocidad que alcanza un coche ya que si se disminuye su diametro el coche va mas lento.

Tampoco es estrictamente correcto considerar que hay un gen (productor del receptor de neuropéptidos)
que es responsable del caracter social, pero estas afirmaciones se utilizan mucho y estan llenas de utilidad en el
analisis genético.
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EL COMPORTAMIENTO CORPORATIVO NO ES EL MISMO QUE EL DE CADA GEN INDIVIDUALMENTE
CONSIDERADO

DE MOMENTO NO ES POSIBLE EXTRAPOLAR EL COMPORTAMIENTO CORPORATIVO DE LOS GENES EN
LOS CROMOSOMAS DE LA SUMA DE LOS COMPORTAMIENTOS INDIVIDUALES DE LOS GENES.

El estudio de los cromosomas y su comportamiento es el primer paso del camino hacia el conocimiento de
los controles supragénicos que tienen los fenotipos.
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CITOGENETICA

Definicion: (Sutton 1903) La citogenética es el campo de investigacion que se desarrolla a partir de dos ciencias,
la genética y la citologia.

La citogenética tradicionalmente comprende el estudio del comportamiento cromosémico durante la
mitosis y la meiosis, asi como su relacién con la transmision y recombinacién de los genes.

Ademas en la actualidad se afnade en la citogenética el estudio de la estructura de los cromosomas con
la idea amplia de considerar cromosoma como un continuo en el ciclo celular formado por el DNA y sus asociados.

Nacimiento y antecedentes:

Del mismo modo que la genética nace al tratar de contestar la pregunta ;cémo se transmiten los
caracteres?, la citogenética tiene su nacimiento en la cuestion ;dénde estan los genes?

La primera respuesta la presentaron a la comunidad cientifica de manera simultanea Walter SUTTON
(USA) y Theodor BOVERI (Alemania) cada uno independientemente, recogiendo los conocimientos que en el
momento se tenian, postularon en 1902 la TEORIA CROMOSOMICA DE LA HERENCIA (los genes estan
situados sobre los cromosomas).

En ese momento los autores de esta teoria conocian los trabajos de:

1865 G. MENDEL (Transmision de los caracteres).

1875 E. STRASBURGER (mitosis vegetal)

1877 E. STRASBURGER (fusion de nucleos en la fecundacion vegetal).

1882 W. FLEMMING (mitosis animal; 12 descripcion de cromosomas que llama cromatina).

1882 - 1885 VARIOS (constancia del nimero de cromosomas).

1885 A. WEISMANN y E. STRASBURGER (Proponen: la cromatina es la base de la herencia).

1888 E. STRASBURGER (meiosis en plantas).

1888 Van BENEDEN (gametos portan Y2 del numero de cromosomas)

1888 T. BOVERI (identidad e individualidad persistente de los cromosomas).

1892 T. BOVERI (meiosis en Ascaris; apareamiento de los cromosomas).

1900 H. DE VRIES, C. CORRENS, E. TSCHERMAK (redescubren los trabajos de Mendel y los corroboran
con otros organismos).

1901C.E. McCLUNG (correlacion entre cromosomas especiales y sexo).

En sintesis sabian que:
-Los gametos deben ser los portadores de la informacién.
-Los gametos de distinto sexo aportan, en principio, la misma cantidad de informacién genética.
-Los gametos de distinto sexo son muy diferentes y la estructura mas parecida en los dos sexos es el nucleo.
-Los espermatozoides practicamente sélo llevan nucleo.
-Los elementos mas conspicuos de los nucleos son los cromosomas.

En ese momento SUTTON y BOVERI proponen: LOS GENES ESTAN SITUADOS SOBRE LOS
CROMOSOMAS pero.....
Objeciones a la teoria cromosémica de la herencia.

La principal contestacién que se hizo a la teoria fue que no presentaba pruebas, proponia sélo indicios por
paralelismo entre genes y cromosomas y ademas:

Los cromosomas desaparecen en interfase.

No estaba probado que los cromosomas fuesen estructuras estables, es decir: jeran y contenian lo mismo
al desaparecer y al reaparecer?

EL CROMOSOMA: El término fue acufado por Waldeyer en 1888 y en la actualidad, desde el
punto de vista genético se define el cromosoma como “una estructura de ligamiento que esta
constituida por una secuencia lineal especifica de informacién genética”. Una definicion un
poco mas citoldgica pero igualmente actual podria ser: “son estructuras autorreplicativas (de
complejidad diferente en eucariotas y procariotas) cuyo numero por célula, morfologia y
organizacion son caracteristicas especificas del organismo”.

Estas definiciones no podian hacerse ni cuando Strasburger vio los primeros
cromosomas en vegetales, ni cuando Fleming los descubrié en animales ni cuando Waldeyer
inventd el término ni tan siquiera cuando se postuld la teoria cromosdmica de la herencia.
Probablemente en el principio del siglo XX la definicibn de cromosoma seria: “estructuras
inestables que aparecen al principio de las divisiones celulares, durante las que tienen un
comportamiento caracteristico y que desaparecen al final de ellas. El numero y la morfologia de
los cromosomas son especificos de la especie y empiezan siendo estructuras dobles (o se ven
dobles al poco de aparecer) y acaban escindiéndose en dos estructuras sencillas”.



TEORIA CROMOSOMICA DE LA HERENCIA (“los genes estan situados en los cromosomas”)

En el momento en que Morgan encontré en el laboratorio un macho de ojos blancos, la
comunidad cientifica discutia con cierta vehemencia sobre la propuesta de sutton y Boveri,
pero Morgan consideraba prioritario comprobar una vez mas que el nuevo mutante de
Drosophila melanogaster se comportaba de acuerdo a los postulados de Mendel y lo cruzd con
una hembra de ojos rojos (Fig.1.1). La F1 resulté homogénea de ojos rojos (rojo domina sobre

blanco) y la F2, segreg6 3/4 rojo; 1/4 blanco como en los experimentos mendelianos pero todos
los individuos de ojos blancos eran machos. Sigue los pasos de Mendel y retrocruza hembra

F1 y macho de ojo blanco (Fig.1.2). [Fomi3]
La descendencia es la esperada segun los Cru;miento

postulados de Mendel.

La obtencién de hembras de ojos blancos en
el retrocruzamiento permite abordar el cruzamiento
reciproco, hembra de ojo blanco y macho de ojo
rojo (Fig. 1.3). En este caso la F1 resulta diferente,
todos los machos son de ojo blanco y todas las
hembras de ojo rojo, y la F2 resulta igual que el
retrocruzamiento. Las irregularidades respecto a los
postulados de Mendel estan asociadas al caracter
sexo. El color blanco se presenta tanto en machos
como en hembras pero, por lo que se observa en la
F2 del primer cruce (Fig. 1.1) y en la F1 del
segundo (Fig. 1.3), el color de ojo no se hereda
independientemente del caracter sexo.

En aquellos afos se suponia que la
determinacion del sexo en Drosophila era XX-XO,
pero como para esta explicaciéon es lo mismo, se




utiliza la nomenclatura correcta (XX hembra normal; XY macho normal; X0 macho estéril; YO
inviable; 00 inviable; XXX normalmente inviable pero sobreviven unas pocas hembras).

Teniendo en cuenta estos datos y sabiendo que el caracter sexo de un individuo esta
directamente relacionado con ciertos cromosomas,

Morgan propone la siguiente hipétesis explicativa: Si el sexo de las moscas estuviese
determinado por el numero de cromosomas X que lleva cada individuo (recuérdese que se
habia establecido una correlacién positiva entre los cromosomas X y el sexo) los resultados
obtenidos podrian explicarse si los genes determinantes del color del ojo se encontrasen en el
cromosoma X.

Si el caracter “color de ojos” estuviese controlado por un factor que se situase sobre los
cromosomas especiales relacionados con el sexo, se explicarian los resultados que no se
ajustan a los presupuestos mendelianos. (Fig. 1.1% 1.2’; 1.3).




Los experimentos de Morgan no prueban que el gen esta en los cromosomas. Establece
una relacion directa entre el sexo y el caracter “color de ojo".
En su momento se sabia:
sexo--directamente relacionado con cromosomas
sexo--directamente relacionado con caracter
deduce: cromosomas--directamente relacionados con caracter
(los genes estan sobre los cromosomas)
No prueba nada pues existen otras muchas posibles localizaciones de los genes
que permitirian interpretar los resultados (por ejemplo, cualquier estructura que se encuentre
en el nucleo al igual que los cromosomas).

Por otra parte los machos y las hembras no solo se diferencian en los cromosomas,
tienen distinto metabolismo, desarrollo o fisiologia. También pueden existir distintos niveles
de manifestacion por diferencias en el sexo.



DEMOSTRACION DE LA TEORIA CROMOSOMICA DE LA HERENCIA
g}CaIvin Bridges 1916)

Cuando ya se sabia que XX ¥; XY O7; XXY Q; X0 " estéril; XXX mueren, YY mueren;
Bridges trabajé con otro mutante de color de ojos ligeramente mas claro que el rojo normal,
llamado vermilion (v) y sus experimentos se consideran hoy la prueba irrefutable de que los
enes estan en los cromosomas.

040 rojo nermal

1 de axim 1700 & emesisdos pam seplioarnss como muiecdén).

Al estudiar descendencias amplias de cruzamientos entre hembras vermilion y machos
normales (fig.1.4) encuentra una amplia mayoria de descendientes hembras de ojos normales
y machos vermilion, pero 1 de cada 1700 aproximadamente era o hembra vermilion o macho
normal y estéril. Las hembras vermilion cruzadas con machos normales fértiles, producian una
descendencia de:
hembras - 96% normales, 4% vermilion
machos - 96% vermilion, 4% normales
Bridges conociendo el fendmeno de la “no-disyuncién” cromosomico, con frecuencias similares
a las de los individuos no esperados en las descendencias, propone la siguiente explicacion
(Fig. 1.5):

Del cruzamiento de

% Oﬁ H una hembra  vermilion

(homocigoto vermilion) con

| . un macho normal

| | H | | H (hemicigoto normal),

s ot ] RS XD ademas de la F1 esperada

vy de hembras  normales

vH He v + heterocigotas y machos

vermilion hemicigotos,

aparecen 1 de cada 1700 aproximadamente era o hembra vermilion (XXY homocigoto
vermilion) o macho normal y estéril X0 hemocigoto normal.

Las hembras XXY vermilion se cruzan con machos normales para obtener
descendencias



Los dos primeros tipos de gametos de la

H H hembra se producen con frecuencias mayores (es

% X dﬁ l6gico ~que los X apareen vy el Y migre

aleatoriamente) y los dos ultimos tipos se producen

I con frecuencias menores (implica que no
=— f—— | coorienten los dos X).

Paralelamente analiz6 los cromosomas de

B H 96 HH cﬁ los descendientes en pupas y observo que de las

hembras la mitad aproximadamente tenian un

+H i+ 4% 3PS «H 4md'e" | cromosoma extra (distingue ademas que son dos X

y unY)y la mitad (2n=8) dos X.
De esta forma relaciona el comportamiento
% H dﬁ de los cromosomas con el fendémeno de la
herencia del caracter directamente.
LA%SY 4mc’e" |  Los resultados se explicarian plenamente
si la informacion genética se encontrase en los
— - — cromosomas.
g I RP | KK H % De esta manera se prueba la hasta entonces

teoria cromosdémica de la herencia, pero en su
prdele; momento no se considerdé una prueba definitiva
vE By| vEvd Be *Hlv porque manejaba frecuencias de individuos
T — relativamente bajas para tratar una propuesta tan
H nn oRd RP compleja donde intervenian CROMOSOMAS
) - +CARACTER +SEXO + NO DISYUNCION, hubo
. Rl o lerng que esperar algunos afos para que el grupo de
Morgan pudiese abordar de nuevo el problema con

otro mutante de Drosophila.

Bibliografia: Genetics 1 (1-2): (1-52)(107-163) 1916

Los trabajos de Bridges no fueron bien comprendidos por la totalidad de la comunidad
cientifica, y autores como Bateson publicaron en aquel momento fuertes opiniones contra la
teoria cromosomica de la herencia. Por eso el grupo de Morgan no dudd en volver sobre el
tema cuando las condiciones bioldgicas para la prueba de la teoria fueron mas favorables.

Se conocia un mutante de Drosophila de cuerpo amarillo que se comportaba
normalmente igual que ojo blanco, era ligado al sexo y por tanto las hembras de cuerpo
amarillo al cruzarse con machos de color de cuerpo normal tenian una descendencia de
machos de cuerpo amarillo y hembras de color de cuerpo normal.

Pero en 1922 L.V.Morgan, encontr6 una hembra excepcional, mosaico, a partir de la
cual pudo obtener otra de cuerpo color amarillo, también excepcional por la descendencia que
produjo, y con su analisis despejé dudas sobre las conclusiones ~
de Bridges.

La hembra de cuerpo amarillo, cruzada con un macho
normal, solo tenia hijas de cuerpo amarillo e hijos de cuerpo
normal (Fig. 1.6).

Estas amarillas cruzadas con sus hermanos o con otros
machos normales producian la misma descendencia que su
madre.

Los resultados eran los mismos que explicaba Bridges por
fenémenos de no disyuncién pero en este caso no eran sélo el 4%
de las hembras las que heredaban el fenotipo de la madre, eran la
totalidad en las que se producia la no disyuncién y de igual forma
todos los machos recibian el cromosoma X de su padre.




La explicacion para transmitir siempre a la vez dos cromosomas X es que estén unidos,
y esta hipdtesis puede comprobarse

citologicamente (Fig. 1.7). 0 ij
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Si la hipétesis es correcta deben ocurrir
que:

-Las hembras de comportamiento . 1
especial deben tener dos cromosomas X unidos. —p— p—
-Estas hembras deben tener ademas un -

cromosoma Y. 0 t:’,
. ., RIP
-La mitad de los huevos no produciran
moscas viables.
Las tres propuestas se estudiaron vy n
quedd claramente comprobado que los genes se
encuentran en los cromosomas.
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EL CICLO CELULAR: Los cromosomas se pueden observar durante la division del

nucleo (mitosis).

El resto del tiempo de vida de la célula no hay actividad cromosomica

“visible” y por ello a este periodo se le llamé interfase, definiéndolo como “un momento de

reposo de la célula” (Fig. 2.1).

Sin embargo nada es menos cierto que el que la interfase
sea una etapa de reposo. Durante este periodo la célula hace, de
la mayor parte de su actividad metabdlica

modo invisible,
incluyendo la preparacion de la division celular.

La mayoria de los componentes celulares se estan formando
de manera continua a lo largo de la interfase y, por tanto, resulta
muy dificil establecer momentos o fases estrictas en la progresion

del crecimiento de la célula.

Una excepcion la constituye la sintesis de ADN pues la replicacién sélo tiene lugar
durante una etapa concreta de la interfase. A este periodo de sintesis se le llama S.

Definida la mitosis (M) y el periodo de sintesis (S)
el ciclo celular queda dividido en 5 partes. La division
comprende dos etapas que se solapan ligeramente
(mitosis y citocinesis) y la interfase comprende tres, la
de sintesis del ADN (S),la etapa entre el final de la
divisién y el principio de S, que se denominé gap 1 (G1)
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CICLO CELULAR

y la que se desarrolla entre el final de S y el comienzo
de M que se denominé gap 2 (G2). 4.\ S

Desde el punto de vista de la genética dos son las kﬁ
cosas que interesan sobre todo en el ciclo celular, en
primer lugar qué ocurre con la informacion genética
durante cada ciclo y en segundo lugar como se regula el
ciclo celular en si mismo.

La informacion genética se encuentra en los cromosomas y éstos aparecen con el
comienzo de la divisidbn con dos cromatidas cada uno, copia exacta una de otra. Durante el
proceso van espiralizandose (profase) hasta que su tamafo relativamente pequefio y grueso
les permite los desplazamientos; con el comienzo de la fase cinética se dice que se inicia la
prometafase en la que el huso mitético juega un papel fundamental y acaba por colocar todos
los cromosomas en un plano, central en la célula, momento que ha dado en llamarse
metafase. Poco tiempo permanecen en quietud pues al escindirse el centromero cada
cromatida es arrastrada a un polo de la célula llamandose a esta etapa de emigracion anafase.
Para acabar la division del nucleo sélo queda que se vuelva a formar la envoltura nuclear
englobando a las cromatidas reunidas en cada polo y que éstas se desespiralicen y
desaparezcan todo ello en un proceso que se conoce con el nombre de telofase. Antes de
terminar la telofase ya comienza el proceso la division del citoplasma o citocinesis. De esta
forma al final de la division celular a partir de una célula con 2n cromosomas y 4n moléculas de
ADN se tienen dos células con 2n cromosomas y 2n moléculas de ADN cada una siendo
importante que, como las 4n moléculas de ADN que entran en division son estrictamente
iguales dos a dos y durante la divisidbn se separan a polos opuestos moléculas idénticas, las
células hijas tienen exactamente la misma informacion genética que la célula de la que
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(Fig. 2.3).
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Con el final de la divisién los cromosomas dejan de ser visibles y comienzan la interfase
en la que no hay referencias visuales. Se ha podido comprobar que cuando las células estan
metabdlicamente mas activas y por tanto no se dividen, tienen su cromatina sin replicar; lo
mismo ocurre con las células diferenciadas.

Las células que alargan su ciclo celular o no van a dividirse mas, se detienen en G1.

Se ha podido comprobar que existe en G1 un punto sensible a las condiciones externas
(nutrientes etc) en el que la célula detiene su desarrollo si no son favorables. Se localizé al final
de G1y se le llamé punto de restriccion o punto R (Fig. 2.4). Se interpreté
como probable que existiera una proteina de disparo de la que se
necesita un determinado nivel para que se pueda superar el punto de
restriccion R. Se postulé que debia ser una proteina inestable para que
no se almacenase facilmente en las células y su nivel fuese un
exponente claro del momento metabdlico en que se encontrase la célula
y se la denominé U (unstable protein). De esta forma se asegura que la
informacion genética cuando comienza a replicarse complete la
duplicacién preservandose su integridad y que las células que ya
diferenciadas no van a dividirse tengan mas material hereditario del necesario para su
metabolismo.

Mediante pulsos con marcadores se pudo determinar que el periodo S estaba muy
estructurado y cada fragmento de informacion genética tenia un momento concreto en el que
se replicaba. Los segmentos mas tempranos terminan la replicacién antes de acabar el periodo
S pero aunque haya en la célula condiciones para comenzar una 22 replicacién no la inician y
esperan pacientemente a los segmentos mas tardios (se veran peculiaridades en los
cromosomas politénicos).

Una vez que se completa la replicacibn comienza una nueva etapa de actividad
transcripcional en la que se sintetizan y acumulan todos los componentes necesarios para
llevar a buen término la division que ha de hacerse sin sintesis nueva durante su desarrollo
pues el material informativo esta condensado en forma cromosémica y es dificilmente accesible
para la transcripcion.

En resumen la informacion genética a lo largo del ciclo celular tiene distintos momentos
de actividad y estructura coordinados de tal manera que en condiciones naturales nunca
comienza la siguiente etapa sin haber finalizado la anterior. Existe un control del ciclo celular
rigido, hasta tal punto que resulté dificil abordarlo para su estudio pues en condiciones
naturales no tiene posibilidades de variacion compatibles con la continuidad de la vida.

ESTUDIO DEL CONTROL DEL CICLO CELULAR:

La gran cantidad de proteinas sintetizadas durante la interfase y las pequefas
cantidades de cada una de ellas hacia muy dificil encontrar alguna proteina que pudiera ser U
((proteina de disparo que hacia superar el punto de restriccion R) y que se habia postulado
como inestable, pero su busqueda era sin lugar a duda el punto en el que habia que comenzar.

Después de varios afios manejando extractos celulares en 1971 Masui y Markert
presentaron ante la comunidad cientifica los siguientes experimentos: De oocitos de rana
(estaban sufriendo la meiosis) aislan el extracto citoplasmico y le afiaden nucleos de células
diferenciadas (nucleos de espermatozoides).

Estos nucleos diferenciados entraban en division por lo que se postuld la existencia de
una sustancia proteica que inducia la divisién y la denominaron FPM (factor promotor de la

maduracién) (Fig. 2.5). —
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meiosis y no en interfase).

Por otra parte trabajando con levaduras se encontraron mutantes que se dividen con
normalidad a bajas temperaturas (23°C) y no se dividen a temperaturas mas altas (36°C).
También se encontraron este tipo de mutantes en otros organismos como mamiferos con
temperaturas criticas de 34 y 39°C para division y no divisidon respectivamente.

En Saccharomyces cerevisiae se encontraron numerosos mutantes algunos de los
cuales detenian su crecimiento en un momento concreto del ciclo celular, unos al iniciar la

mitosis, otros al principio de S,... (Fig. 2.6).
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Se llamaron mutantes de ciclo de division celular, cdc afiadiéndose un nimero a cada
uno de ellos. Se interpretaron como mutaciones para proteinas necesarias en cada uno de los
pasos que detenian.
Vista la variedad de mutantes y la repeticion de resultados que se producian en otros
organismos como S. pombe con una division mas parecida a los eucariotas superiores (Fig.

2.7), se postulé que el ciclo celular es un proceso secuencial en el que es necesario que se
produzca un paso completo para empezar el siguiente.

@Q@vm-‘b@*’@*mﬁ@ombm
@3 () 2(e)H DY@ @

(= 0»o D) P

En plena fiebre de descripcién de mutantes cdc se aislo por fin el FPM y se descubrio
que estaba compuesto por dos proteinas.

Hartwell y Nurse fueron los responsables de la identificacion de uno de los componentes
del Factor Promotor de la Maduracion; era una proteina coincidente con la proteina deficiente
para los mutantes cdc2, que no entraban en division. En otras palabras la proteina del gen
CDC2 era uno de los componentes del FPM. Se vio que era una proteina muy conservada
evolutivamente, se encontraron genes cdc2 en todos los organismos eucariotas y su producto
era practicamente igual desde las levaduras al hombre. Es sin duda una proteina fundamental
en la vida de los eucariotas y una buena candidata a ser la responsable del control del ciclo
celular en la entrada en divisién.

El analisis genético puso de manifiesto que los mutantes cdc2 tenian el enzima inactivo
y como consecuencia les era imposible entrar en division, mientras que mutantes cdc2 que
producian una proteina hiperactiva lanzaban a las células a una mitosis precoz. El producto de
CDC2 era sin duda responsable, al menos en parte, de la entrada en division.

Con el analisis bioquimico de esta proteina se determiné que su concentracién era
constante en todo el ciclo celular. Sin ella se ha visto que no se desencadena la division y ella,
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como parte del FPM, es capaz de desencadenar la division, ;como actua concretamente
después de G2 si su concentracion es constante en todo el ciclo celular?

La respuesta llegd con la identificacion y estudio de la otra parte del dimero FPM. Se
debe a Hunt quien determiné que era una proteina a la que llamé ciclina pues su
concentracion aumentaba a lo largo de la interfase y desaparecia bruscamente durante la

mitosis (Fig. 2.8).

La conclusiéon fue inmediata,
es la accién conjunta la que permite
iniciar la division; ésta probablemente
esta desencadenada por cdc2 pero
para que cdc2 sea activa necesita
determinados niveles de ciclina.

Para seguir indagando se

aislaron los dos componentes del
dimero, se unieron, se afadieron a nucleos diferenciados y curiosamente ahora no se produjo
la entrada en division.

Se volvié a buscar entre los mutantes de ciclo celular que detenian antes de la divisién y
se encontro el cdec25 descubriéndose que su producto era necesario para que el dimero cdc2 +
ciclina fuese activo.
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Tal como se indica en el esquema (Fig. 2.9), cdc2 no se degrada en todo el ciclo celular,
la ciclina se sintetiza a partir de G1 y se van formando dimeros inactivos. cdc25 solo se
sintetiza durante G2 y entonces se une al dimero activandolo. De esta forma la accién de
cdc25 asegura que no comience la division antes de terminar S. EI FPM activo desencadena la
divisién por la accion de cdc2 que es una proteinquinasa soluble que realiza las siguientes
funciones: Fosforila la lamina; Fosforila el citoesqueleto; fosforila histona H1. Como
consecuencia: se desorganiza la envoltura nuclear; se deshace el citoesqueleto y se acumula
tubulina para formar el huso mitético; se espiralizan los cromosomas. Hasta hace poco se
pensaba que también fosforilaba (activaba) el enzima degradador de la ciclina.

Con el tiempo se vio que este modelo era una simplificacién de lo que ocurria ya que en
el proceso intervienen otra serie de factores enzimaticos como la cdc20 o mecanicos, poco
conocidos, como el apareamiento cromosomico.
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La mitosis que comenzé siendo el punto de referencia para subdividir el ciclo celular,
podria en la actualidad del afio 2006, describirse como el proceso que comienza con la accion
fosforilativa de la quinasa FPM compuesto por la proteina cdc2 + ciclina y activado por cdc25,
cuyos efectos principales son:

Espiralizacion de los cromosomas mediante la fosforilacion de proteinas no histonas
(denominadas condensinas) que se unen a determinados sitios de los cromosomas y se
asocian entre si produciendo el plegamiento de la fibra de 30nm.

Fosforilacidon de los filamentos intermedios del citoesqueleto desorganizandolos con lo
que a nivel citoplasmico se relajan las uniones entre células y la forma de la célula tiende al
quedar mas libre a la esfericidad. Por otra parte, a nivel nuclear se eliminan las uniones entre
las filamentos intermedios que forman la lamina (asociacion proteica que permite la
estabilizacién de las uniones entre saculos del reticulo endoplasmico rugoso y con ello la
formacion de la envoltura nuclear) con lo que la doble membrana que rodea al nucleo se vuelve
inestable.

Alteracion del equilibrio GTP - GDP en los microtubulos del citoesqueleto y
consecuentemente eliminacion de la polarizacién del nucleo; formacion del huso; anclaje de los
cromosomas, formacion de la placa metafasica: migracion a los polos de los cromosomas
anafasicos.

Todos estos procesos, que desembocan en el reparto equitativo de la informacién
genética en las células hijas, deben explicarse al menos someramente para comprenderlos y
rellenar con hipoétesis razonables las partes poco conocidas a dia de hoy.

Los microtubulos estan formados por 13 protofilamentos constituidos por dimeros de
tubulina a y b que le confieren polaridad, cada microtubulo tiene un extremo a que asocia
nuevos dimeros mas lentamente (es el polo -) y un extremo b que asocia dimeros mas
rapidamente. Pero para que tenga lugar la adicion de los dimeros, éstos tienen que estar
asociados a una molécula de GTP. Luego el GTP se hidroliza pasando a GDP y los tubulos con
GDP no son estables, los protofilamentos se separan y los dimeros se liberan al citosol. En
resumen, aunque en principio pueden asociarse nuevos dimeros y por tanto crecer el
microtubulo por sus dos extremos, 1o normal es que haya un polo de crecimiento (b) que tendra
una zona final de moléculas con GTP y un polo de retraccion con dimeros GDP. Con este
modelo que dio en llamarse efecto noria, y con la existencia en la célula de lugares que parece
que favorecen el crecimiento llamados “centros de nucleacion® se produce un equilibrio que
mantiene el citoesqueleto de la célula.

La aparicion en escena de una fuerte quinasa desequilibra los centros nucleadores y
comienzan a crecer rapidamente los microtubulos inestables (sin un casquete protector en el
extremo opuesto al del centro de nucleacion) mientras merman los estables que aportan las
tubulinas para el crecimiento de los otros. de este modo segun dicen los autores, se
desorganiza el sistema microtubular del citoesqueleto y se forma el huso mitético. En realidad
todo resultaria mas comprensible si se parte del hecho de que los microtubulos tienen una
zona de crecimiento en el extremo opuesto al centro de nucleacion (se ha comprobado que el
polo + es el distal) y en el otro lado (centriolos 0 zona de nucleacion se concentrarian los
extremos de retraccion. La llegada de la quinasa transforma los centros de nucleacion en polos
de crecimiento activo mientras haya tubulina disponible. El huso se forma a partir de las
microtubulos inestables que ahora crecen por los dos extremos y se forma el huso mientras
que los estables protegidos no pueden crecer y de alguna forma desconocida se desorganizan
aportando la tubulina para el crecimiento de los no protegidos. Cuando escasea la tubulina de
la célula el centro nucleador vuelve a funcionar como polo de retraccion tubular pero en ese
momento ya los otros extremos de los microtubulos se han asociado a las proteinas
cinetocdricas los dos centriolos o centros de nucleacion se separarian por el crecimiento de las
fibras y la redondez de la célula producida por la ausencia de citoesqueleto los llevaria a
extremos opuestos. probablemente en ese instante las fibras que no se hayan asociado a los
cinetocoros interaccionan entre ellas pero no se asocian, probablemente por ser extremos de la
misma polaridad yuxtapuestos y con el concurso de alguna proteina como la dineina, se
deslizan unos sobre otros separando aun mas los centros nucleadores.
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Al formarse el huso las fibras que rodean al nucleo presionan la envoltura nuclear que
carente de la consistencia que le proporciona la lamina se desorganiza facilmente. este efecto
puede observarse tratando las células con colchicina que impide la polimerizacién de los
microtubulos, no se forma el huso y el tiempo de duracion de la envoltura se alarga
sufucientemente como para que se puedan observar cromosomas muy espiralizados.

Desorganizada la envuelta nuclear se considera terminada la profase y los cromosomas
ya tienen formados los cinetocoros asociados a los centromeros. La formacion se produce en
cada centromero de cromatida de forma opuesta a la colocacion de las moléculas de cohesina
que mantiene las cromatidas unidas y por tanto las dos unidades cinetocoricas divergen 180°.
Esta colocacién hace muy probable que se asocien cada uno a fibras del huso de distinto polo
y esta union impide que sigan polimerizandose nuevos dimeros de tubulina con lo que la fibra
deja de crecer en este extremo y va mermando en el polar; pero al estar el cromosoma anclado
a los dos polos y con la cohesina que impide la separacién de las cromatidas, se produce un
estacionamiento tensionado de los cromosomas en el ecuador de la célula que dio en llamarse
placa metafasica. Si se unieran las unidades cinetocéricas a tubulos del mismo polo dejarian
de crecer los microtubulos y el cromosoma se desplazaria hacia un polo pero al llegar a
determinado paralelo se desorganizarian completamente los restos de las microtubulos
asociados por lo que el cromosoma libre es arrastrado de nuevo a la zona central de la célula.

En ese momento se produce lo que dio en llamarse “spindle checkpoint” (punto de
control de unién al huso) que mantiene los cromosomas en esa posicion hasta que todos estan
tensionados y por ello en ningun polo se esta liberando tibulina. En el momento en que estén
tensionados todos los cromosomas, se activa el “complejo promotor de la anafase (APC,
anaphase promoting complex) compuesto al menos por la proteina cdc20 y la 26S y cuyas
acciones inmediatas son: 1.- degradacién de la ciclina del FPM. 2.- Actuar sobre la securina
impidiendo que inhiba la separasa que degrada la cohesina, lo que al final se traduce en una
separacion de las cromatidas que ya pueden migrar a los polos. Pero esa migracion debe
hacerse rapidamente pues la degradacion de la ciclina hace que cese su actividad quinasa y
comience de nuevo a organizarse la lamina, a desespiralizarse los cromosomas.....por ello a la
vez que se producen las 2 acciones inmediatas se activan las enzimas “cinesinas” (KLP59C en
el polo + y KLP10A en el - de las fibras del huso) que eliminando la tubulina arrastran a las
cromatidas a los polos.

Mientras todo esto ocurre las fibras que no estaban unidas a los cinetocoros siguen
desplazandose entre si y alejando de este modo los polos asegurandose que al volver a
organizarse la envoltura no hay interacciones entre las dos por una parte y lo que es mas
importante que en la zona central de la célula se condensen los elementos necesarios para el
desarrollo de la citocinesis.

Otros puntos importantes del ciclo celular que también estan controlados son la entrada
en S (no debe iniciarse si no esta acabada la division) en la que también estanr involucradas
proteinas cdc que son dependientes de ciclinas y por ello reciben el nombre genérico de CDK,
“kinasas dependientes de ciclina”.
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EL CROMOSOMA EUCARIOTICO:

Cromosoma: El término fue acunado por Waldeyer en 1888, hoy se define como
estructura de ligamiento constituida por una secuencia lineal especifica de la
informacion genética.

CONCEPTO INTERFASICO DE CROMOSOMA: Segun la nomenclatura tradicional sélo
es cromosoma la estructura que se observa durante la division individualizadamente de otras
similares. El término cromatina queda relegado a la interfase y seria la forma interfasica del
material genético nuclear de la célula.

Sin embargo desde el punto de vista de la genética el concepto de cromosoma
permanece a lo largo de todo el ciclo celular, ya que se define como soporte de los genes que
asegura su correcto funcionamiento y su adecuado reparto en la division.

Con la extension del concepto de cromosoma a todo el ciclo celular se pueden entender
expresiones como replicacion de los cromosomas, transcripcion de los cromosomas y algunos
casos especiales como los cromosomas politénicos.

El cromosoma eucaridtico debe considerarse como formado por una sola molécula de
ADN que se replica durante el periodo S, y esta asociada a una serie de proteinas histonas y
no histonas que modifican su estructura y plegamiento a lo largo del ciclo celular.

ESTRUCTURA DEL CROMOSOMA: La macroestructura del cromosoma esta
directamente relacionada con la funcion. En la actualidad se piensa que las cosas de las que
se dice que “no sirven para nada” en realidad revelan que “no se sabe para qué sirven”.

El estudio de la organizacion del cromosoma eucariético se desarrolld historicamente por
los siguientes pasos: 1.- Morfologia de los cromosomas (tincion uniforme). 2.- Diferenciacion
longitudinal (bandeos cromosdémicos). 3.- Diferenciacion funcional de segmentos
(comportamientos cromosomicos). 4.- Analisis de secuencias y fragmentos.

Una vez demostrado en 1884 que el numero de cromosomas es constante para los
individuos de una especie, aumento el interés de la comunidad cientifica por estas estructuras
y se traté de describirlas en lo posible ya que sélo su numero no es suficiente para definir
especies. Para la clasificacion de los cromosomas se atiende a las marcas mas conspicuas de
su morfologia: posicion del centrémero (metacéntricos, submetacéntricos, acrocéntricos,
telocéntricos) o (meta, submeta, subtelo y telocéntrico) (Fig. 3.1);
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los cromosomas en las clases establecidas por la posicion del centrémero.

Otras medidas relativas utilizadas relacionan las longitudes de los brazos cromosdémicos
entre si; como ejemplo se presenta un esquema de la propuesta de Levan y colaboradores que
clasifican los cromosomas en 6 clases diferentes (Fig. 3.3).

A pesar de todos los esfuerzos clasificatorios de los cromosomas, en algunos casos no
se consiguen identificar individualizadamente y por ello se han buscado técnicas que permitan
una diferenciacion longitudinal de los cromosomas, es decir, técnicas que pongan de manifiesto
marcas o bandas transversales a lo largo del cromosoma. Esta diferenciacion longitudinal
ademas de la finalidad identificativa aporta informacién sobre la estructura y funcionalidad de
los cromosomas.

A las técnicas especiales de diferenciacion longitudinal se les denomina “técnicas de
bandeo”.

El primer intento de obtener un bandeo en cromosomas se debe a Darlington y Le
Cour (1940). Utilizaron liliaceas como material biolégico por tener cromosomas grandes y en
numero bajo. Recogen meristemos radiculares y los someten durante largos tiempos a bajas
temperaturas (cerca de 0°C). Este tratamiento provoca la aparicion de bandas transversales en
los cromosomas.

La técnica presentaba algunos inconvenientes de los que el principal era la poca
repetitividad del proceso; ademas no todas las células se bandeaban igual. Por ultimo el
tratamiento con frio reducia enormemente el nimero de células en division.

A pesar de los inconvenientes la técnica puso de manifiesto que, tal como se suponia
por la observaciéon al principio de profase meidtica y de politénicos, los cromosomas tenian
diferencias estructurales en su longitud que probablemente implicaban diferencias en funcién.

El segundo intento corrid a cargo de Yamasaki (1956) que traté raices de orquideas con
soluciones acidas y tifid luego con orceina. Al hacer la preparacion se pudieron observar
bandas transversales. Esta técnica con el tiempo fue desplazada por otras que tienen como
denominador comun el realizar primero la extension celular y luego el tratamiento para poner
de manifiesto la diferenciacion longitudinal.

Siguiendo una metodologia propuesta por Pardue y Gall (1970) e introduciendo ligeras
modificaciones, se consiguieron poner de manifiesto en cromosomas humanos pequefas
bandas centroméricas, otras pericentroméricas en algunos pares (1, 9 y 16) y otra en el area
medio distal del cromosoma Y (Fig. 3.4). Homo sapiens 2n=48
Se interpretd como la tincién .sel_ectlva de bandas C on Individuo con
la heterocromatina constitutiva que | anomalla sstructural en el
permanece siempre mas condensada |ecromosomaY.
que el resto. Se denominaron bandas C.
En la actualidad la técnica de bandeo C
se utiliza tanto en animales como en
vegetales y consiste en un tratamiento
de hidrdlisis suave con acido seguida de .
una degradacion de los cromosomas
mediante  tratamiento con  alcalis
[(OH)2Ba 6 OHNa] pasando luego a
reconstituir los cromosomas en una
solucién salina. Con este tratamiento los .
cromosomas son degradados ’
progresivamente por la solucién alcalina .
fuerte, salvo en aquellas zonas donde se :
encuentran mas compactamente | &
asociados a proteinas, mas
empaquetados y son mas dificiimente
degradables. Esas bandas C presentan
cierta variabilidad de tamafo lo que hizo considerar como posible que no contengan
informacion genética que se exprese. Ya antes del bandeo C comenzaron a desarrollarse
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una serie de técnicas que afiadian fluorocromos a preparaciones ya fijadas. Estas
sustancias fluorescentes (mostaza de quinacrina o clorhidrato de quinacrina) mostraron
afinidad por determinadas regiones de los cromosomas dando lugar a un amplio patrén de
bandas transversales muy repetibles. Se llamaron bandas Q y el principal inconveniente que
tienen es que los fluorocromos “se gastan el observarlos”. Aunque en la actualidad el problema
trata de solventarse con la utilizacibn de sustancias antimarchitado que alargan las
posibilidades de excitacion de los fluorocromos, las preparaciones tienen una vida corta sobre
todo en observacion.

A partir de 1971 se describen multitud de métodos de bandeo que tienen en comun el
tratamiento con proteasas seguido de lavados con soluciones salinas. Al tefiir despueés
(normalmente con colorante de Giemsa por lo que se denominan bandas G) aparecen bandas
transversales en los cromosomas que son coincidentes con las bandas Q obtenidas con

quinacrinas (Fig.3.5). La coincidencia
de estos 2 tipos de bandas aconseja ) M"“’TIG';L":;"’IW °°:"
un analisis conjunto. Q’ el Lkl b
Se ha podido determinar que las ? : e
quinacrinas se asocian > J‘; 9
preferentemente a los pares A-T ya ) “Q O
que anticuerpos fluorescentes anti- ‘ 5‘ 4
adenina producen un patrén de bandas o o *'
en los cromosomas similar a las e 2
bandas Q. Las regiones con bandas ® s 24
Q+ deben tener un porcentaje de pares 'lv‘; . " . A, y
A-T significativamente mayor que las
zonas de bandas Q- : Q
Por otra parte las bandas G+ si \
se tilien mas intensamente con giemsa ’ \
es porque las proteinas cromosomicas N ¢
han sido menos atacadas por las - \ ,
proteasas (la tripsina es la mas .‘
empleada) y este efecto sin duda es ’ Q'
debido a Ila compactacion pues o
cualitativamente no hay diferencias en (&2 4 »
proteinas entre bandas + vy -.

Muy probablemente la secuencia determina el grado de compactacion. Pero lo
verdaderamente interesante es determinar si esta distinta estructuralizacion de las zonas del
cromosoma, determina una distinta funcionalidad o es consecuencia de ella.

El siguiente paso se debe a Zakhalov y Esolina (1972) que sustituyeron durante una
parte concreta del periodo de replicacion del ADN (S), alguno de los precursores de nucleétidos
por analogos identificables o marcados y analizaron posteriormente la morfologia de los
cromosomas durante la division siguiente.

La sustitucién de la timina por su analogo 5-bromodesoxiuridina (Brdu) durante la
replicacién, dependiendo de como se den los pulsos

permite obtener los siguientes resultados: )l
Diferenciacion longitudinal: Los segmentos G, !
cromosomicos bromosustituidos muestran en metafase mitosis (M) *
un grado de condensacion menor de lo normal y se tifien - v
por eso mas tenuemente. Si el pulso con 5- cocress \f

. . . CICLO CELULAR -1
bromodesoxiuridina se da en el principio del periodo Sy

luego se vuelve a poner como precursor timina, las s
zonas del cromosoma metafasico mas tefiidas seran las
de replicacion tardia; aparecen una serie de bandas que oy /

son coincidentes con las G+ (Fig. 3.6). Si el pulso se da €
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al final de S (las bandas oscuras indicaran las zonas que replican tempranamente), aparecen
bandas coincidentes con las G-.

Diferenciacion transversal: Si se mantiene el cultivo una generacion entera en Brdu,
en cada cromatida una hebra sera bromosustituida pero en la siguiente generacion volviendo a
los precursores normales habra una cromatida con dos hebras normales y otra con una hebra
bromosustituida por lo que una se tefira normal y la otra en toda su longitud mas tenuemente.
La utilidad de esta diferenciacion transversal, a todo lo largo del cromosoma, se vera en el
analisis de la metafase meidtica y en el estudio de los intercambios entre cromatidas
hermanas.

Cuando el aislamiento de productos génicos permitio la localizacién fisica de los genes
en el cromosoma se vio que éstos estaban distribuidos en ambos tipos de bandas (G+ y G-)
pero cuando se analizé la funcién de los genes localizados se encontré que los genes
localizados en las bandas G+ eran especificos de tejidos (Gspecific), mientras que los
localizados en los bandas G- eran genes de mantenimiento general de la célula (Gkeeping)-

En resumen se puede [ pomm prp———rr pyr———r—
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El llamado neogenoma se corresponde con bandas G-, de espiralizacidon mas lenta, ricas
en zonas G-C, de replicacion temprana, con promotores G-C box y genes de mantenimiento
general de la célula.

Se han descrito otras técnicas de bandeo para diferenciar transversalmente los
cromosomas, entre las que tiene interés la descrita por Lejeune y Dutrillaux en 1971 permite
obtener un bandeo en negativo del bandeo G. Se llaman bandas R precisamente por ser las
reversas (anglicismo por inversas) y son de utilidad en el estudio de las zonas G-,
concretamente las regiones teloméricas que no siempre se ven bien.

Con otras técnicas se pueden tedir regiones concretas de los cromosomas, cualquier
region si se dispone de la secuencia adecuada mediante hibridacion in situ o, si la zona tiene
una estructura diferente como pasa en los organizadores nucleolares, mediante técnicas
especificas (bandas N por tefiir el NOR).

Por ultimo debe sefalarse que la estructura de los cromosomas debe presentar cierta
variabilidad entre grandes grupos de seres vivos ya que, por ejemplo, no se ha conseguido
obtener bandas G en muchos grupos vegetales en los que se ha intentado.

BANDEOS EN CROMOSOMA 1 DE Homo sapfens EJEMPLOS DE GODIGOS PARA DESCRIBIR TECNICAS DE
1 2 3 45 6 BANDEO:
Q Bandas Q
QF Bandas Q de fluorascencia
" 3 QFQ Bandas Q de Fluorescerncia por quinacrina
“ - QFH Bandas Q de fluorescencia por Hoechst 33268
’ @ <] Bandas G
! “ GT Bandas G por tripsina
‘e o GTG Bandas G por tripsina con Giemsa
o LAY ¢ Bandas C
CBG Bandas C por hidréxido birico con Glemsa
13 g:rr::“ de ﬂuorespenc;d ZBand%?o rlt cogranée de Giemsa R Bandas R
as reversas, invertidas regpecto a las Q o ~s
4 5Bandas de quinacrina RH Bandas R por calentamiento
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EUCROMATINA - HETEROCROMATINA:

Durante la interfase el cromosoma desespiralizado se observa en el nucleo como
cromatina, pero no toda la cromatina tiene el mismo aspecto. Utilizando productos que
reaccionan especificamente con el ADN, se pueden ver regiones mas intensamente coloreadas
que otras. A las mas coloreadas se las llamé heterocromatina y a las menos coloreadas
eucromatina. (La reaccion especifica del ADN es la denominada de Feulgen, en la que el
reactivo de Schift interacciona con los aldehidos especificamente. Sélo se tifie el ADN pues la
célula no tiene aldehidos de forma natural, pero se pueden provocar mediante hidrolisis suave
de las cetosas de los nucledtidos que se desciclan y se transforman en aldehidos).

La eucromatina tine menos intensamente porque estd empaquetada de manera mas
laxa o relajada, en un estado del que se piensa que es compatible con la transcripcién. (Apoya
este supuesto el que al localizar mediante mapas fisicos los genes en los cromosomas se ha
visto que la practica totalidad se encuentran en zonas eucromaticas). Eucromatina y
heterocromatina son estados de la cromatina.

La heterocromatina tifie mas intensamente y su empaquetamiento es mas compacto que
la eucromatina. La heterocromatina empezé a observarse en nucleos interfasicos como
grandes bloques asociados generalmente a la cara interna de la envoltura nuclear; durante la
divisién, en los cromosomas, la heterocromatina tiene una disposicion especifica, como ya se
ha descrito al hablar de bandeo C esta en lugares concretos de los cromosomas y puede
presentar variacion en cuanto a su cantidad (tamafio de cada uno de los bloques de
heterocromatina) entre cromosomas homologos. Se ha podido comprobar que se hereda sin
variaciones transmitiéndose los mismos bloques de generacion en generacion.

De manera muy esporadica se han encontrado genes en la heterocromatina; los trabajos
de Hilliker demostraron que en Drosophila hay mutaciones letales para genes situados en
zonas heterocromaticas aunque su funcion sélo se ha podido determinar en algunos casos.

Del analisis molecular de estas zonas heterocromaticas se concluye que estan
relacionadas en muchas ocasiones con secuencias mas o menos cortas y muy repetidas pero
no siempre es asi, que una zona sea heterocromatica no sélo depende de su secuencia
nucleotidica.

A todos estos datos sobre la heterocromatina llamada constitutiva o estable a lo largo de
las generaciones y del ciclo celular (que depende de la secuencia nucleotidica) hay que afadir
casos especiales en que la cromatina que en ocasiones es eucromatica se comporta en otras
como heterocromatica (no depende de la secuencia sino de
la metilacion). En resumen para englobar todos los casos en
la actualidad se describe la heterocromatina como un estado
de la cromatina y a través de los casos especiales es como
se trata de estudiar la estructura de la heterocromatina.

EFECTO DE POSICION VARIEGADO: La
heterocromatina constitutiva tiene normalmente los bordes
bien definidos, sin embargo cuando por una anomalia
estructural (inversion o translocacion normalmente) un gen
cambia de posicion (pasa a estar cerca de la
heterocromatina cuando antes no lo estaba), se inactiva el
gen en algunas células (no en todas) dando un aspecto de
fenotipo variegado por lo que al fendmeno se le llama efecto
de posicion variegado.(Fig. 3.7)

En hembras de Drosophila melanogaster con un
cromosoma X de ordenacigﬁn normal portador del gen w m'—n--l-hdh—#
(recesivo, color blanco del 0jo) y otro cromosoma X portador | s vl debvesis *MJF
del gen w+ y de una inversion cuyos puntos de rotura y | e rom s u seis wevdee w 7 oue
reunion estan: uno distal y cerca del locus w+,w y el otro | geree= e
dentro de la zona heterocromatica, aunque se esperaria 0jO | o mutre o ow whv ¥ W nbmwn ¥ o A0
de color rojo normal aparecen algunas facetas de COIOr | shumn sigmes fasetne zamm
blanco. Esta variegacion tiene que producirse por




inactivacién del gen w+ que se encuentra en el cromosoma portador de la inversion y muy
proximo a la heterocromatina pericentromérica. La inactivacion debe producirse por influencia
de la heterocromatina, tiene que ser por heterocromatinizacion de la zona del cromosoma
donde se encuentra w+.

Se comprobd con tinciones especificas que la heterocromatina en algunas células se
extendia mas alla del punto de rotura y reuniéon de la inversion, invadiendo el segmento
invertido.

Para explicar esta heterocromatinizacion, que tiene como base o fuente la
heterocromatina constitutiva, se buscaron mutantes que la modificasen (aumentando o
disminuyendo la variegacion). Es decir, de entre las moscas con variegacion se seleccionaron
las que tenian mas y menos facetas blancas

En hembras heterocigotas para la inversion y el locus w+w, se han encontrado mutantes
que tenian una variegacion menor de lo normal. Se comprobd que eran mutantes autosémicos
y al gen se le llamo Su(var) siendo el alelo normal Su(var)+

En hembras con el genotipo adecuado en los cromosomas sexuales para presentar
variegacion, se encontraron otros mutantes con un numero de facetas blancas mayor de lo
normal (mayor variegacion). Se comprob¢ también que eran mutaciones autosdmicas y al gen
se le llamo E(var) por estimular la variegacién siendo el alelo normal E(var)+.

Estos mutantes que alteran el numero de células afectadas también se ha visto que
modifican el tamafo de la inactivacion en el cromosoma.

Al analizar en - —
hembras con genotipo para mmmm“mw
variegacion el fenotipo que m+ !ﬂmmﬂmm ances)
producen las distintas elociéi '.m"'“"“'m*‘mmum
combinaciones de genes S dmhw“"‘"‘”" e faodtas

Su(var)+, Su(var) (Fig. 3.8) Evary* "“"‘*"m blencas)

se observa un claro efecto .
de dosis que se explica por *mwwymmm

¥

la produccion limitada de un || {i{ varegacion

producto génico relacionado i 1 e ) nonTel

con la inactivacibn o

heterocromatinizacion. ¥ suwr* Byt L
La  delecion  de || b variegacién

Su(var)+, igual que el alelo

Su(var) produce una

disminucién en el numero de
células que se inactivan.

La adicion de wuna
dosis extra del gen Su(var)+
produce un aumento en el
numero de células que se
inactivan, (mayores niveles
de producto geénico
aumentan la capacidad de
heterocromatinizacion).

Por otra parte Ia
presencia del gen E(var)
también produce un aumento en el niumero de células que se inactivan en el locus w+,w.

A partir de la propuesta del efecto de dosis se ha desarrollado el siguiente modelo:

La heterocromatinizacién se produce por metilacion o por adicion de complejo proteinico
en una determinada zona cromosdmica (las dos posibilidades no son excluyentes) lo cual
determina una compactacién de la cromatina.
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En especies como Drosophila que no metilan el ADN, la heterocromatinizacion
probablemente se produzca por asociacion con proteinas (Fig.3.9). La variegacion se
produciria o no dependiendo de la disponibilidades de las células. No queda claro como se
produciria el limite de la heterocromatina.

En la mayoria de los organismos vivos

s .. .y
MODELD DE HETEROGROMATINIZACION POR PROTEINAS | |5 haterocromatinizacion parece que se produce

plegamiento de la fibra de 300 nm. {daminios) formande una cromstida.

La iacitn oon debsrminad, i més i 10 i i i
T e BT yeas PetTmc é por metilacion de citosinas en determinadas

secuencias. La metilacion a partir de un punto
concreto progresaria siempre que se encontrase
a poca distancia otra de las secuencias diana de
metilacion; una larga secuencia sin diana impide

J=1| que progrese.

Este modelo, mucho mas sencillo, tendria como modificadores los genes encargados de
la metilacion que dependiendo de como actuasen serian supresores o estimuladores. La
metilacidon en si produciria la heterocromatinizacién impidiendo el acceso de las transcriptasas
y retardando el de las polimerasas.

En resumen, la heterocromatina que es constitutiva de las células en condiciones
normales es estable y se transmite sin pérdidas ni ganancias de generacion en generacion.
Esta heterocromatina constitutiva (cuando se modifica en su situacion por una anomalia
estructural) crece en algunos casos y en algunas células, invade de forma variegada,
produciendo mosaicos si se dan las condiciones genotipicas adecuadas para ello. También
existe en algunos organismos lo que dio en llamarse heterocromatina facultativa que se define
como la cromatina que en una serie de casos varia de eucromatina a heterocromatina
dependiendo de: estado de desarrollo; tipo celular; diferentes células de un tejido; cromosoma
especifico..........

El caso mas conspicuo de heterocromatina facultativa es el de la heterocromatinizacion
del cromosoma X en el sexo homogamético de mamiferos que se abordara al final del
programa en el capitulo de la compensacion de la dosis génica.

N° DIPLOIDE DE CROMOSOMA: N° DE CROMOSOMAS (casos extremos)

(especies mas utilizadas en citogenética) Crepis capilaris 2n=6

Homo sapiens: 2n=46 Crocus s.p. 2n=6

Drosophila melanogaster 2n=8 Ophioglossum (helecho) 2n=(aproximadamente) 500
Drosophila virilis 2n=12 Voaniola geradii (monocotiledénea) 2n=596

Alium cepa 2n=16 Sedum suaveolens (dicotiledénea) 2n=640

Secale cereale 2n=14 Myrmecia pilosula (hormiga) machos n=1; hembras 2n=2
Triticum aestivum 2n=42 Parascaris (nematodo) somatica 2n=60; germinal n=1 ¢ n=2
Triticum monococcum 2n=14 Lysandra atlantica (lepidoptero) 2n entre 430y 470

Triticum turgidum durum 2n=28 Tympanoctomys barrarae (roedor) 2n= 102
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CROMOSOMAS ESPECIALES: CROMOSOMAS POLITENICOS

En 1933 Painter, Meitz y Bauer descubrieron que las estructuras largas con
engrosamientos y estrias que Balbiani habia descrito en 1881 en glandulas secretoras de
dipteros eran en realidad un tipo especial de cromosomas. Se les llamaron cromosomas
politénicos (muchos filamentos) y se pudo determinar que estan formados por sucesivas
replicaciones de pares de cromosomas homodlogos sin separacion ni de cromosomas ni de
cromatidas (endorreduplicaciones). El numero de cromosomas politénicos que presenta una
célula es n (1/2 de los de una célula diploide normal) ya que como punto de iniciacién de las
endorreduplicaciones los cromosomas homologos aparean o se asocian entre si [por ejemplo,
Drosophila melanogaster (2n=8) tiene 4 cromosomas politénicos y D. virilis (2n=12) tiene 6]. Se
han descrito en algunos tejidos de algunos animales como las glandulas salivales de dipteros y
en algunos tejidos de algunos vegetales como el suspensor del guisante.

Las endorreduplicaciones se producen en cromosomas interfasicos y el aspecto
bandeado de estos cromosomas se debe a la coincidencia en el apareamiento de homdlogos y
en las endocopias de los cromomeros (bandas) y la cromatina intercromomérica (interbandas).
(Fig. 3.10)

AFRCYIMACICN ESQUENIATICA A LA EBTRLUCTLRA DE LOS CROMOBOMAE POLITENICOS
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Como la espiralizacién a nivel de cromémeros se mantiene en las endocopias, los
cromosomas politénicos resultan unas 200 veces mas largos que los metafasicos y su
diametro al cabo de entre 13 y 16 endorreduplicaciones alcanza entre 100 y 250 mm.

Tradicionalmente se han explicado las [Foumsn]
endorreduplicaciones como una modificacion del ciclo celular tal
que al acabar S las células pasan directamente al ciclo siguiente
en G1 (Fig.3.11). Sin embargo este modelo no explica
satisfactoriamente las observaciones realizadas por Sorsa y
Sorsa al microscopio electronico de transmisién, consistentes en
que el grosor de los cromosomas politénicos no es homogéneo
en toda su longitud, no todos los segmentos tienen el mismo
numero de endocopias. (Fig. 3.13)

citocinesis

Las endocopias se
ata sl mediy  SM0 dicotomizan al pasar de zonas mas estrechas a otras

%’_* mas anchas.
tardl Sabiendo ademas que las zonas

heterocromaticas que replican durante el final del
periodo S tienen un numero muy bajo de
endorreduplicaciones y que las zonas con numero alto
se corresponden con zonas de replicaciéon temprana,
en la actualidad los modelos de endorreduplicacion
proponen que las células se mantienen siempre en la
fase S endorreduplicandose mas veces las de replicacion mas temprana (en este caso lo
importante es que es mas rapida) y menos las de [Femen]

] Figura 3.13
aspecto tras varias endomreduplicaciones

comienzo de replicacion mas lento. (Fig.3.12). - mﬁ. [
Asi, después de 13 endorreduplicaciones las ! {
zonas de replicacibn mas temprana estaran | W@
compuestas por 16.384 cromosomas en paralelo y : §
en el mismo tiempo las zonas heterocromaticas : : =
apenas se habran endorreduplicado hasta 8 o 16 { ! s
endocopias. [ ! F
La finalidad de la politenia parece ser la tardia | redla | &
obtencion de mas copias de informacion que € 3 € S 3 C :

permitan transcribir mas y obtener asi un producto
génico mucho mas abundante. En este sentido se ha detectado transcripcion en las bandas de
los politénicos aunque la cromatina se encuentra plegada sobre si misma (cromémeros) y
niveles mayores de transcripcion en las zonas de alta endorreduplicacion que reciben el
nombre de ADN puff. Por contra las zonas estrechas tienen poca transcripcion y en las zonas
heterocromaticas ésta es nula.

Los genes de mantenimiento general de la célula (Gk), con replicaciéon temprana, tienen
mas endorreduplicaciones y producen mas proteina. Este hecho explica la endorreduplicacion
en tejidos con alta actividad metabdlica (glandulas salivales de dipteros) pero parece
contrapuesto con que la sufran sélo unos pocos tejidos y que no son mas activos los genes
especificos (Gs) de esos tejidos en concreto.

Existe un mecanismo para hiperactivar determinados genes en determinados momentos
del desarrollo, por supuesto en células con politenia. Se trata de la desespiralizacién completa
de una banda o zona de pequefas bandas proximas entre si, con lo que la transcripcion se
multiplica exponencialmente. Cuando se produce este tipo de desespiralizacion se dice que se
forma un puff (Fig. 3.14).

Los puff son producidos por la accion directa de
hormonas como la ecdisona y son estructuras reversibles.

Los segmentos heterocromaticos estdan  menos
endorreduplicados y ademas de la fragilidad propia de su
estrechez, presentan la propiedad de tener cierta tendencia a

puff producido por la desespirali-
zacion completa de una banda
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unirse entre si. Las zonas heterocromaticas que son muy extensas, como los centromeros de
Drosophila, quedan muy reducidas en las células con politenia y ademas se asocian entre si
formando una estructura llamada cromocentro, de la que salen los brazos cromosoémicos.

Otras zonas heterocromaticas como telédmeros y estrechamientos tienden también a
unirse entre si y con los cromocentros con una frecuencia que segun Barr y Ellison es
proporcional a la cantidad de heterocromatina. A este tipo de uniones esporadicas se les llamo
apareamientos ectépicos.

Los patrones de bandas igual que los patrones de cromdmeros en las etapas iniciales de
la profase | en meiosis, permiten identificar cromosomas e incluso regiones cromosomicas muy
pequenas. Esta caracteristica hace de los cromosomas politénicos el material ideal para el
analisis citogenético de anomalias estructurales, para la realizacion de mapas fisicos y para su
integracion con los genéticos.

El modelo que explica perfectamente la politenia puede considerar solamente la
velocidad de replicacion. Los cromosomas entran en una sucesiéon de replicaciones a
diferentes velocidades; al final las zonas rapidas tienen muchas mas endorreduplicaciones que
las zonas lentas.
puff Los puffs ponen de man/:f,iesto que _toda la

> banda es una unidad de funcién y funciona de
R forma coordinada. ello hace pensar que no debe
contener genes aleatoriamente asociados.

Puff en chironomus
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