GENETICA BASICA

1. Introduccion y generalidades. Definiciones
1.1 ;/Qué estudia la genética?
Lagenética es unarama de la biologia cuyo campo de estudio radica en los problemas de la herenciay la
variabilidad através del tiempo.

1.2 Conceptos antiguos y modernos sobre la herencia

Algunos de los intentos més antiguos registrados para explicar la herencia fueron hechos por filésofos
griegos que vivieron antes de Jesucristo.

Pitagoras. Propuso que durante el acto sexud descendia de todas las partes del cuerpo de un hombre un
vapor himedo. Al llegar a los érganos reproductivos se condensaba y formaba el semen, que a su vez se
coagul aba paraformar el embridn en €l interior del cuerpo de lamujer. Ese embrion se asemejaba a progenitor
masculino, debido a que el semen desarrollaria partes corporales semejantes a aquellas de que procedian. Este
concepto fue aceptado durante muchos siglos. Un grabado de un hombre y una mujer en el acto sexua dibujado
en 1493 por Leonardo da Vinci mostro, en transparencia, cierto niimero de tubos que conducian atodo €l cuerpo
del hombre a sus 6rganos reproductores. Libros de medicinade hasta el siglo XVII mostraron ilustraciones de las
etapas de coagulacién del semen paraformar un embrién.

Empédocles. El problema de la hipétesis de Pitagoras fue que no consideraba la herencia de
caracteristicas maternas, aunque se suponia que €l desarrollo dentro de su cuerpo tenia agin efecto. Otro
filésofo del mismo periodo, Empédocles, propuso que la mujer también producia un semen, que se mezclabay
coagulaba con € del macho para producir el embridn, Empédocles razond que no se usaba € semen de ambos
progenitores, de tal maneraque un nifio podriamostrar caracteres de uno y otro de los progenitores.

Aristételes. Propuso que la sangre era el vehiculo de la herencia, pasando de continuo de padres a hijos
durante las generaciones. Se consideraba que el semen del hombre era sangre muy purificada, mientras que el de
la mujer, que se suponia que era el fluido menstrual, era menos puro. Se suponia que ese “semen” femenino
proporcionaba el materia necesario para e embrion, mientras que el semen masculino le daba formay vida
Como Aristételes fue tenido en gran estima, ese concepto de la herencia domind e pensamiento genético
arededor de 2000 afios y que alin en la actualidad se encuentran trazas de creencias en €l mismo. Usamos los
términos de pariente consanguineo, sangre azul, sangre real, maasangray linea sanguinea, todas indicadoras del
efecto delasangre en laherencia

Durante los siglos XVII y XVIII se hicieron varios descubrimientos y se propusieron teorias que
condujeron alacomprension de las bases fisicas de laherencia

William Harvey (1578-1657) y sus estudios de los embriones. Conocido por su descubrimiento de la
circulacion de la sangre, decidié poner a prueba la teoria de Aristételes. Apared doce ciervas y matd a seis de
ellas en diversas etapas del embarazo, no habiendo encontrado nada semejante a semen en las primeras etapas,
observd un pequefio cuerpo redondeado adherido a Utero de una cierva que habia apareado varias semanas
antes. El examen de los animales en etapas progresivas del embarazo mostré que ese cuerpo de un modo
progresivo se transformaba en un ciervo infantil. Al incubar huevos de gallina observé una pequefia lista de la
yema que gradua mente se transformaba en un pollito. Con base a esas observaciones sugirié que los mamiferos
producen huevos como las aves, sblo que mucho méas pequefios y que esos huevos crecen en el interior del Gtero
cuando es “ magnetizado” por la friccién de la copulacién, habiendo considerado que el papel del semen era
vitalizador.

Anton van Leeuwenhoek (1632-1723) y el descubrimiento del espermatozoide. La invencion del
microscopio en la tltima parte del siglo XV abrié el camino para el descubrimiento del espermatozoide. De los
varios observadores que reportaron la observacién de pequefios organismos movedizos dentro del semen



humano, Leeuwenhoek, un holandés que tal6 sus propios lentes y construyé un microscopio capaz de dar
aumentos considerables, habiendo encontrado espermatozoides en €l semen de otros animales. Al observar la
asociacion de los espermatozoides de la rana con Gvulos de las mismas, sugirid que de la unién de ambos
resultaba un embrién. Sin embargo, la gente de la época abandond sus conceptos antiguos con lentitud y muchos
arguyeron que los espermatozoides eran simplemente parasitos en el semen y que no tenian nada que ver con la
formacién del embrion. No obstante, la presencia consistente de espermatozoides en todo € semen, indicaban
gue en algunaforma debian participar en la reproduccién.

Jan Swammerdam (1637-1680) y la teoria de la performacién. Especuld que cada espermatozoide
contenia a un ser humano en miniatura, que requeria sdlo de la proteccion y nutrimento del (tero para
convertirse en un bebé. Esta teoria atrgjo a muchos adeptos. Algunos dibujos de la época muestran la supuesta
presencia de diminutos infantes dentro de la cabeza del espermatozoide.

Regnier de Graaf (1641-1673) y € descubrimiento de los 6vulos de los mamiferos. Compar6 el
ovario de los mamiferos con € de las aves, encontrando muchas semejanzas. Ambos desarrollaban cuerpos
hinchados, conocidos ahora como foliculos de Graaf, que se rompian y liberaban los évulos, aungue el 6vulo de
los mamiferos es mucho més pequefio que el de las aves. Asimismo, encontrd casos de gestacion intrautering,
que apoyaban su idea de que a gunos évulos humanos no llegan aentrar d Utero parasu desarrallo.

Charles Bonnet (1720-1793) y la teoria de la encapsulacién. Esta teoria sostenia que los embriones
potenciaes estaban en los dvulos y no en los espermatozoides, sugiriendo ademas que cada anima hembra
contenia dentro de su cuerpo los “ gérmenes’ de todos |os descendientes que fuera a tener, una generacién dentro
de la otra, algo asi como en una serie de cgas chinas. En cada generacién de cagja exterior se expandiay se
diferenciaba para formar un embrién. De acuerdo con esa teoria, unavez que se usabala cgja mas interna, yano
habria més descendientes. El estudio de Bonnet de los afidos, que pueden tener una sucesion de generaciones de
hembras sin fertilizacién, condujo alaformacion de estateoria.

Epigénesis. Kaspar Friedrich Wolf (1733-1794), apoy6 el conepto de la epigénesis en oposicién ala
preformacion. Esateoria sostenia que las células reproductivas no contenian embriones sino pequefias particulas
que poseian la capacidad de organizar partes del cuerpo. Wolf basd esateoria en extensos estudios de embriones
de pollo en desarrollo. Pierre L ouis Moureau de M aupertuis (1698-1759) ya habia propuesto la existencia de
esas particulas y hasta sugirié que una de esas particulas procedentes de un progenitor podia ser dominante,
mientras que la del otro progenitor podia ser recesiva Todo lo anterior tiene semeanza con nuestro
conocimiento actud de los genes dentro de las células reproductivas.

Friedrich Miescher y el descubrimiento del &cido nucléico. En 1869 un médico suizo empez6 a
efectuar andlisis quimicos de las células de pus que se adherian a las vendas que quitaba de las heridas
infectadas. Tratd esas células con &cido clorhidrico diluido, que disolvié lamayor parte del citoplasma pero dejo
intactos a los nicleos. Luego tratd los nlcleos con pespsina, que a su vez digirié la proteina, degjando una
sustancia gelatinosa que llamé nucleina. Estudios de |os espermatozoides del saimén del Rhin mostraron que la
cabeza del espermatozoide estaba formada en un 49% por nucleina. De esos datos, Miecher concluy6 que la
nucleina se encontraba presente en todas las células y que debia estar relacionada con la herencia. El papel del
&cido nucleico (nucleina), se demostrod findmente a mediados del siglo XX. Al conocerse su naturaleza quimica
exacta, se le denomind écido desoxirribonucléico (DNA), sabiéndose ahora que es el materiad que forma los
genes.

Descubrimiento de los cromosomas. En 1875, dos bidlogos aemanes, Walter Flemming y Eduard
Strasbruger, observaron cuerpos en forma de bastones dentro de las células tanto de plantas como de animales
gue se encontraban en divisién. Debido a que esos cuerpos se tefiian intensamente con ciertos col orantes basicos
de color brillante, se les llamaron cromosomas. En 1882, Edouard van Beneden, a observar la unién del
espermatozoide con €l 6vulo de lalombriz Ascaris notd que dos cromosomas de cada progenitor se unian para
dar los cuatro cromosomas encontrados en otros tejidos del cuerpo. Ello mostré que €l nimero de cromosomas



se reduce a la mitad cuando se forman las células reproductivas y que se restablece en su totdidad en la
fertilizacion.

Durante & siglo XIX se creia ampliamente en la idea de que las caracteristicas adquiridas por los
organismos en el transcurso de sus vidas como adaptaciones al medio podian ser pasadas a sus descendientes.

Uso y desuso. Jean Baptiste Lamarck (1744-1829). Hizo hincapié en el hecho de que los animaes
tienden a desarrollar aguellas partes del cuerpo que utilizan méas, mientras que las que no usan se deterioran, y
afirmé que esas adaptaciones de los individuos en aguna forma eran transmisibles por herencia a las
generaciones futuras.

Pangénesis. Charles Darwin (1809-1882). Esta hipétesis sostenia que en todas las partes del cuerpo se
producian pequefios pangenes o gémulas, que migraban a los érganos reproductivos en donde formaban en el
embridn partes similares.

Lateoria del germoplasma. August Weismann (1834-1914). Decidié someter apruebael concepto de
la herencia de caracteres adquiridos. Su experimento mas famoso fue uno en € cua durante 22 generaciones
corté la cola a ratones recién nacidos. Cuando en la siguiente generacion se dejo crecer la cola a los ratones,
éstas resultaron tan largas como aquellas de los ratones que no tenian ancestros de ratones mutilados.
Observanco lainmortalidad potencia del protoplasma de animales unicelulares que se reproducen por divisiones
repetidas, formuld la idea de la continuidad del plamsa germinad de los animaes superiores. En sintesis,
Weismann propuso que el plasma germinal (germoplasma) es aidado del resto del cuerpo d inicio de la vida
embrionaria del resto del cuerpo a que llamé somatoplasma. Desde esa etapa, € germoplasma vive como
paréasito del somatoplasma, sin contribuir paranada a bienestar del individuo y no siendo influido por nada delo
que éste haga. Asi, el germoplasma fluye en una corriente continua, mezclandose con € germen del compafiero
sexua en cadanuevageneracion.

La teoria de la mutacion. Hugo de Vries (1848-1935). Observé entre las velloritas que crecian entre
los tipos mas comunes en las praderas de Holanda, dgunos tipos poco usuales. Entre esas formas raras habia
plantas de poca dtura, pétaos dobles y hojas de tipos raros. Trasplantdé agunas de ellas en sus jardines,
encontrando que producian descendientes iguales alos mismos. Esas observaciones condujeron alaformulacion
de la teoria de la mutacion, que proponia que los elementos hereditarios podian sufrir cambios sibitos no
relacionados con el ambiente externo y que esos cambios eran pasados a las generaciones sucesivas en su estado
aterado.

Gregor Mendel (1822-1884) se le llama padre de la genética moderna debido a sus descubrimientos de
laforma en que los caracteres heredables son pasados de padres a hijos. Cuando joven ingresd a monasterio de
agustinos en Brno y fue enviado ala universidad de Viena, en donde se interesd en experimentos en hibridacion
de plantas. Cuando regresd a Brno continud sus experimentos utilizando para ello un pequefio terreno cercano al
monasterio. Para sus trabgos escogid chicharos debido a que podian obtenerse de ellos cierto nimero de
variedades puras, por lo generd son autofecundados y los hibridos entre variedades eran por completo fértiles.
Después de ocho afios de efectuar diversos tipos de cruzamientos entre 22 variedades, ideé un modelo para
explicar laherencia de caracteres individuales, que resultd ser correcto. Pero cuando presentd sus resultados ante
la Sociedad de Ciencias Naturales en Brno en 1865, sus colegas no pudieron reconocer su gran significado. El
redescubrimiento en 1900 de ese reporte de sus hallazgos marcé € inicio de la genéticamoderna.

1908 Thomas Hunt Morgan y Alfredo H. S. Sturtevant en E.U., descubren los cromosomas X y Y.

1909 Wilhelm Ludving Johannsen, botanico danés, propone que cada porcion del cromosoma que
controlauna caracteristica (fenotipo) seallamado gen (del griego dar aluz)

1928 F. Griffith descrubre la transformacion genética, los genes pueden transferirse de una cepa de
bacterias aotra



1941 A. Jost, microbidlogo danés, acuiia el término Ingenieriagenética

1943 Oswald Avery, Colin McLead y Maclyn Mc Carty utilizan bacterias paramostrar que €l ADN es
lasustanciaresponsable de transmitir lainformacion genéticade lacélula.

1952 Maurice Wilkinsy Rosdind Franklin fotografian el ADN utilizando cristal ografia de rayos X.

1953 James Watson y Francis Crick, elaboran e modelo de la molécula del ADN y prueban que los
genes determinan laherencia

1966 Es descubierto € cédigo genético. Ahora los cientificos pueden predecir las caracteristicas
estudiando el ADN.

1982 Se obtiene el primer producto viaingenieriagenética, lainsulinahumana.

1988 Inicia e proyecto Genoma Humano, el objetivo es secuenciar 23 pares de cromosomas humanos,
gue contienen aproximadamente 100,000 genes.

1996 Se obtiene lasecuencia del genomade laE. coli

1997 Clonacion del primer anima a partir de unacélulaadulta: laovejaDolly

1.2 Clasificacion de la Genética:

Genética mendeliana: Se basa en la transmisién de unidades quimicas (genes) de los progenitores a la
descendencia y asi de generacion a generacion. EI mecanismo de transmision incluye: 1) segregacion, la
separacion de pares de aelos hacia diferentes gametos y 2) distribucion independiente, que se refiere a la
segregaci 6n independiente de miembros de distintos pares de aelos.

Genética de poblaciones Es el estudio del comportamiento de los genes de las poblaciones. Implica la
investigacion de la adaptacion de los organismos a ambientes estables o cambiantes y, por consiguiente, €l
estudio del mecanismo de laevolucion.

Genética cuantitativa: Es una extension de la genética mendelianay descansa totalmente sobre |os principios
mendelianos. Los métodos de estudio difieren de los empleados en la genéticamendeliana en dos aspectos:

1) Launidad de estudio eslapoblacion o poblaciones

2) Serequiere de medicionesy no solo de laclasificacion delosindividuos

Genéticamolecular: Estudialos &cidos nucléicos, su estructura, funciény lamaneraen que se duplican.

1.4 Areas de estudio de la Genética:

Genéticadel desarrollo

Genéticaen biologia

Genéticahumana

Genética médica: Se ocupa del estudio de los factores hereditarios de las enfermedades o de trastornos que
dependen de modificaciones en el materia genético.

Genémica Esel estudio delos genesy susfuncionesy las técnicas conexas.

Bioinformaticaa Es el uso de las maeméticas y de las técnicas informaticas para resolver problemas
biol dgicos.




2. Aplicaciones de la Genética en medicina veterinariay zootecnia
2.1 Genética del mejoramiento ganadero

Muchos criadores de vacunos domésticos han practicado |a crianza para obtener un rendimiento elevado
de leche y han descubierto que para lograrlo no basta seleccionar en la crianza solo aquellas vacas con mayor
produccion de leche. Los toros influyen tanto como las vacas en la produccion de leche de las crias. Un toro
puede ser un excelente gjemplar fisico, pero d mismo tiempo portador de genes que reducen la produccién de
leche en su descendencia. Otros toros pueden engendrar consistentemente vacas que tienen una produccion de
leche mayor que la de sus progenitoras. Por tanto se acostumbrallevar registros detallados y usar toros con genes
paraataproduccién de leche.

2.2 Genética en medicina veterinaria

Laaplicacién de tecnologias de la genética alos animal es tiene tres metas principales:

1) lacreacidn de técnicas de transferencia de genes para uso futuro en € tratemiento de enfermedades
hereditarias en seres humanos por terapiagénica

2) laintroduccion o el mejoramiento de caracteres deseables en animales domésticos y

3) laproduccién de productos vaiosos por animales transgénicos

2.3 El papel de la genética en salud animal
2.3.1Influenciasgenéticasen laresistencia/ susceptibilidad a enfermedadesy control genético
de los patdgenos

2.3.1.1 En el huésped: Resistencia de los animales a las enfermedades

Entre los muchos g emplos documentados estén: la variacion genética para la resistencia
bacterias, virus y protozoos en gdlinas, parala resistencia a bacterias en pavos; para la resistencia a bacterias,
Virus y protoozos en peces, paralaresistencia ainsectos (picaduras), bacterias (podredumbres de lalana o de la
pezufia), nematodos y varios virus en ovejas, para la resistencia a bacterias (rinitis aroépicas y diarreas) en
cerdos, y para la resistencia a los artrépodos (garrapta, mosca de los establos, mosca astada), nematodos,
tripanosomas y bacterias (mastitis) en las vacas.

Ejemplos:
-  Resigtenciaaladiarreaneonatd en €l cerdo

Las cepas de E.coli tienen un antigeno en la superficie celular denominado K88, son una causa
importante de la diarrea neonatal en € cerdo. Sin embargo, no todos los lechones son
susceptibles a E. Coli K88. Concretamente, sblo son susceptibles aquellos lechones con un
receptor K88 en las paredes de sus intestinos; |os que carecen del receptor son resistentes. La
presencia o ausencia del receptor K88 estd determinada por dos aelos de un locus autosémico,
siendo € aelo que determina la presencia del receptor completamente dominante sobre € que
determinalafatao ausenciadel receptor.

- Resistenciaalaenfermedad de Marek en lagdlina

Esta es una enfermedad neoplasicaen laque el crecimiento de las células tumorales esta causado
por un virus de DNA. Cuando una poblacién de la linea control apareada a azar de gdlinas
Cornell se seleccion6 para resistencia a la enfermedad de Marek, la mortalidad causada por la
enfermedad decrecié drasticamente. Se ha demostrado desde entonces que hay una fuerte
asociacion entre la histoglobulina B21 del MHC vy la resistencia a esta enfermedad. Este es uno



de los primeros casos en los que se identifica un gen que contribuye ala variacion multifactoria
en laresistenciadel huésped.

2.3.1.2 En el patégeno: Resistencia de los patdgenos a los antibiéticos y a los
antiparasitarios.

Resistencia de patdgenos a | os antibi 6ticos:

La aparicion rapida y extendida de resistencia a los antibiéticos en las bacterias se ha debido
principamente a la capacidad de las bacterias para transferir genes horizontalmente (entre individuos
contemporaneos, dentro de las generaciones) ademés de verticalmente (entre generaciones).

Hay tres métodos mediante los que las bacterias pueden transferir genes horizontalmente que
son: la transformacion (liberacion de DNA desnudo desde una célula y su absorcion por otra célula), la
trasduccion ( transferencia de DNA de célula a célula por medio de un bacteriégafo) y la conjungacion
(transferencia de DNA de una célula a otra después del apareamiento). Laimportancia de la conjugacion estriba
en € hecho de que muchos genes importantes para resistencia a antibiéticos estan situados en plasmidos.
Aquellos plasmidos que portan uno 0 més genes de resistenciareciben el nombre de Factores R.

Resistencia de patdgenos a anti parasitarios:

Después de la introduccién de tratamientos basados en e compuesto tiabendazol (TBZ), se
detectaron cepas resistentes de benzimidazoles (BZ) en varias de las regiones mas importantes del mundo en
produccion de ganado ovino, laresistencia a diversas formas de BZ se han convertido en un problema serio. Los
vermes que son resistentes alos BZ muestran a veces resistencia a otros compuestos usados como tratamientos,
incluyendo |os organofosforados, sdlicilanilidasy los nitrofenoles.

Laresistenciase debe aun aelo particular con un efecto relativamente grande de un Unico locus.
3. Introduccién de Genética M olecular alaMedicina Veterinariay Zootecnia
3.1 Distinciones y contactos entre genética, bioguimica, biologia celular y biologia molecular

Genética: ciencia biolégica que estudia la herencia, es decir la transmision de los caracteres de una
generacion aotra, lalocalizacion citol gica de dichos caracteres y su manifestacion externa.

Bioguimica: cienciaque estudialos seres vivos utilizando métodos quimicos

Biologiacelular:

Biologia molecular: se ocupa del estudio de la bases moleculares de la vida; es decir, relaciona las
estructuras de las biomol écul as con las funciones especificas que desempefian en lacélulay en el organismo.

3.2 Concepto mendeliano del gen. Caracteristicas de herencia simpley compleja

Menddl redizd sus experimentos a partir de homocigotos, obteniendo por cruzamiento obteniendo por
cruzamiento los hibridos de la primera generacion filid F1 y con ellos la segunda generacion F2. De la
observacion de | os resultados extrajo una serie de conclusiones.

12 Ley de Mendel o Ley de la uniformidad de los hibridos de la primera generacion: segin lacua del
cruzamiento entre dos individuos de dos variedades puras resulta una generacion filial F1 de hibridos todos
iguales, como resultado de la herencia dominante (en cuyo caso los hibridos se parecen a uno de los
progenitores) o bien de laherenciaintermedia (los hibridos tienen un aspecto intermedio).



22 ey de Mendel o Ley de la segregacion de los genes de un par de alelos: segin lacua 1os dos genes
gue rigen cada caracter no se mezclan ni fusionan, sino que se segregan (separan) a la hora de formarse los
gametos, teniendo cada gameto uno y solo uno de los aelos diferentes. Mendel formul 6 estaley tras observar los
resultados del cruzamiento de los individuos de la F1, comprobando que en la F2 aparecian las proporciones
fenotipicas 3:1 0 1:2:1, segin se tratara de herencia dominante 0 de herencia intermedia, respectivamente.
También observo que, en la practica para averiguar el genotipo en un caso de dominancia se puede recurrir a
retrocruzamiento, es decir e cruzamiento del individuo en cuestion con e homaocigoto recesivo. Si €l primero es
homocigoto, todos |os descendientes seran iguales aél; si es heterocigoto, resultaralaproporcién 1:1.

32 Ley de Mendel o Ley de la transmision independiente de |os caracteres. segin lacual, los genes para
diferentes caracteres hereditarios se transmitirian a la descendencia de forma independiente. Mendel Ilegb a esta
conclusion cruzando dihibridos, pero no se cumple en aquellos casos en 1os que dos 0 més pares de genes se
localizan en el mismo par de cromosomas, ya que entonces se transmiten ligados, no pudiendo separarse ni
recombinarse independientemente.

3.3 Concepto molecular del gen. Estructura

Gen: es un segmento de ADN que incluye todos los nucledtidos correspondientes a todos los
aminoaci dos de un determinado polipéptido.

3.4 Organizacion del ADN. Bases nitrogenadas, nuclettidos. Doble hélice

El ADN es una doble hélice con dos filamentos largos sostenidos entre si por conexiones transversales
de bases apareadas. En su forma se asemejaaunaescaleralargay retorcida.

L os filamentos exteriores estan consitutidos por moléculas de azlicar de cinco carbonos (pentosa), azlcar
desoxirribosa, aternado con mol éculas de fosfato inorganico.

Las bases apareadas que forman las conexiones transversales son compuestos de nitrdgeno ciclicos de
dos clases, purinas con dos anillos y pirimidinas de un solo anillo. Hay dos clases de purinas: adenina y guanina
y dos de primidinas: timina y citosina. Ademas de |a adenina siempre va a apareada con latimina, y la guanina
siempre con lacitosina

Launidad formadapor unabasey su azlicar fosfato adherido esllamado un nucledtido.
En las posiciones de las bases apareadas s6lo hay cuatro variaciones posibles: adeninatimina, timina-
adenina, guanina-citosinay citosina-guanina.

3.5 Funciones del ADN
3.5.1 Almacén de la informacién genética. Codigo genético

El cdédigo genético indica la secuencia de aminodcidos en las cadenas de polipéptidos que son
producidos en el citoplasma, cadenas que forman proteinas de lacélula.

En una molécula de ADN tres bases codifican un aminoacido en una cadena polipéptida. Dado que hay
cuatro clases de bases: adenina, timina, guanicay citosina, existen 64 combinaciones posibles de tripletas.

3.5.2 Sintesis de proteinas

Las proteinas son estructuras que participan en la formacion de células y agunas veces actian como
enzimas que les permiten catdizar los procesos bioquimicos. La especificidad de la actividad catalitica de una
enzima, estd determinada por la exactitud de su forma, la cud estd determinada por una secuencia de
aminoécidos.



La caracteristica méas importante en la sintesis de proteinas, es que los aminoacidos se tienen que unir en
un orden predeterminado para cada proteina. La sintesis de proteinas se efectla en los ribosomas y juego un
papel de primeramagnitud el ARNm.

El primer paso en la sintesis es la copia a transcripcion de la secuencia de nucledtidos del gen en una
moléculade ARNm.

En € ribosoma el ARNm sirve como modelo sobre el que se construye la molécula de proteinag, este
proceso es conocido como traslacion.

Una molécula de ARNt reconoce el coddn de unamoléculade ARNm y el aminoécido que transporta se
une ala cadena polipeptidica en crecimiento; también otra molécula diferente de ARNt esta lista para pegarse d
siguiente codon de ARN.

El ARNt es una molécula adaptadora, porque por un lado reconoce a un aminoacido particular y por €
otro a una secuancia especifica de tres nucledtidos, un codon del ARNm. Una molécula de ARNt transfiere d
aminoacido hastalos ribosomas, se coloca sobre el ARNm reconociendo su propio codén y asi, el aminoacido se
une ala cadenadel polipéptido en crecimiento. Los ribosomas se dedizan alo largo de lamoléculadel ARNmy
de esta manera se agregan sucesivamente aminoéacidos a la cadena polipeptidica en crecimiento. Este proceso de
traslacion continda hasta que se presente cualquiera de los tres codones sin sentido que no codifican
aminoacidos, entonces la molécula de ARNt no reconoce estos codones y asi se indica el fina del crecimiento
del polipéptido.

En la sintesis de proteinas e ADN no se duplica, sino que fabrica ARN que elabora proteinas. Los
productos mas importantes de los genes son las enzimas, porque son catalizadores y aceleran las reacciones
complgjas que se efectlian en lacélula

3.5.3 Expresion del material genético
3.5.4 Replicacién del material genético

Cuando se divide una célula, las dos células producidas normamente tienen todo el potencia genético
de la origina, lo cua no seria posible a menos que cada gene contenido en la célula pasara antes por una
duplicacion exactallamada réplica. Cuando unacélulallegaacierto punto de su crecimiento hace que los genes
se dupliquen en preparacion de lamitosis que precede aladivision delacélula

Lareplicacidn se inicia cuando se rompen los débiles enlaces de hidrégeno que mantienen unidas a las
bases de purinas — pirimidinas. Cada gene se convierte en dos medios genes con un filamento individud de
esqueleto y una sola hilera de bases. El proceso de separacion se inicia en un extremo y contindia a lo largo del
gene en una forma que pude ser comparada a la separacion de un cierre de cremallera. A medida que se separan,
cada gene funciona como molde para reconstruir la mitad fatante. Un nucledtido que contenga timina atrae
hacia si uno gue contenga adeninay asi sucesivamente para las otras bases. En esaforma el DNA se abrey la
doble hélice es restabl ecida mediante la combinaci6n de |os compuestos fa tantes procedentes de lacélula

3.5.5 Mutacién y evolucion de ADN

Mutacién: es el cambio que sufre el material genético, que trae como consecuencia la formacion de un
fenotipo aterado. Las mutaciones se pueden clasificar:

1) por su origen; pueden ser naturales e inducidas

2) por €l sentido de lamutacion; puede ser directa o reciproca

3) por lacantidad del material genético aterado; pueden ser génicas, cromosdémicas

4) por las células donde ocurre la mutacion; puede ser somética o genética



3.6 Métodos de andlisis de ADN
3.6.1 Enzimas de restricciéon. ADN Recombinante

En 1970 se descubrid que ciertas cepas bacterianas producen enzimas capaces de degradar el DNA
extrafio que penetre en la célula. Estas enzimas fueron denominadas enzimas de restriccién debido d papel que
juegan en el fendmeno conocido como restriccion de huésped por € cua una cepa bacteriana se protege a si
misma cortando el DNA del virus en segmentos.

Actuamente se conocen cientos de enzimas de restriccion y se ha desarrollado un método estandar para
nombrarlas: 1a primera letradel nombre del género seguida de las primeras dos letras del nombre de la especie y
a continuacion letras que indican la cepa, orden de descubrimiento etc. Por gjemplo: la enzima BamHI se obtuvo
dd Bacillus amyloliquefaciens, donde H indica una cepa particular, e | indica que fue la primera enzima
obtenidaa partir de esta cepa.

Las enzimas de restriccién se unen a secuencias especificas de nuclebtidos denominadas secuencias de
reconocimiento y cada enzima corta € DNA en un lugar especifico o diana de restriccion, que se encuentra
normalmente dentro de la secuencia de reconocimiento. En la mayoria de los casos, las secuencias de
reconocimiento son palindromos, |os cuales, contienen la misma secuencia cuando se leen en unadireccion o en
laotra

3.6.2 Electroforesis

La electroforesis se define como € movimiento o migracion de cuaquier particula con cargaionicabgo
lainfluenciade un campo el éctrico.

Cuando una muestra se coloca en un medio de soporte y se somete a electroforesis, las particulas de
proteina que la componen migraran hacia alguno de los polos a diferentes velocidades dependiendo de su carga
neta

Los aminoacidos , polipéptidos y proteinas se comportan como sustancias anféteras (como &cidos o
bases) debido a que poseen grupos amino que les confieren carga positiva 'y grupos carboxilo que les confiere
carga negativa, de tal manera que las proteinas pueden adquirir carga neta positiva o negativa dependiendo del
pH del medio en que se encuentra. Cada proteina tiene un pH isoeléctrico, que es el pH donde sus cargas
positivas y negativas estén en equilibrio (carga neta cero) y por 1o tanto no se movera en un campo eléctrico, se
dice que se comporta como ion bipolar hibrido o switerion.

3.6.3 Hibridacion molecular. Southern, Northern, Western blots

Las macromoléculas de DNA , RNA o proteinas que han sido separadas por electroforesis en gel pueden
transferirse a membranas de nitrocelulosa o de nylon para su andlisis adicional. Las membranas de nitrocelulosa
o de nylon que contienen las macromoléculas inmovilizadas de DNA, RNA, o proteinas después de la
transferencia a partir de un gel de agarosa o de acrilamida se denominan transferencias Southern, Northern y
Western, respectivamente. Las transferencias Southern y Northern pueden hibridarse con sondas radiactivas de
DNA o RNA que llevan las secuencias de interés y las bandas de DNA o RNA que contienen secuencias
complementarias pueden ser detectadas por autorradiografia. Las proteinas individudes de interés pueden
detectarse en las transferencias de Western mediante e uso de anticuerpos sonda gque se han conjugado con
i sGtopos radiactivos o enzimas que proporcionan un sistemade deteccion visible.

3.6.4 Clonacion molecular. Aplicaciones en biotecnologia



3.6.5 Amplificacion de ADN (PCR, RFLP)

Se utiliza para amplificar una secuencia especifica de DNA un milldn de veces o mas por duplicacion
enzimética de la secuenciain vitro. La PCR constituye una técnica muy eficaz para el estudio de la estructuray
la funcion de secuencias de DNA y RNA. Ademas la PCR tiene aplicaciones importantes en el diagnostico de
enfermedades humanas y en casos legales rel acionados con cuestiones de identidad.

3.6.6 Secuenciacion de los acidos nucl éicos

La secuencia debe tener exactitud, porque a no ser exacta, cambia la informacion y puede ocasionar
trastornos o efectos conocidos como mutaci ones.

La estructura de los cuatro nucledtidos es tal, que los desoxirribonucleicos de andenina (A), timina (T),
guanitna (G) y citosina (C) se presentan siempre en pares A con T y C con G por tanto la molécula de ADN
consta de dos cadenas de nucledtidos que aparecen alos largo de todaella.

3.7 Tamafio y Organizacion del genoma
3.7.1 Dimensiones de genomas

3.7.2 Tamaifo de cromosomas

El tamafio de los cromosomas es variable, de ta manera que un gran nimero de ellos no indica
necesariamente el nimero de genes.

3.7.3 Distribucion del contenido de guaninay citosina

La guanina es una base purica presente en DNA y RNA. En secuencias duplex se gparea con citosina
mediante tres enlaces por puente de H.

3.7.4 Secuencias altamente repetidas organizadas en blogues: ADN satélite

El primer indicio de ADN repetitivo provino del andlisis de gradiente de densidad del ADN eucariotico.

Cuando el ADN de un procarionte, como E. coli, es aidado, fregmentado y centrifugado hasta a canzar
el equilibrio en un gradiente de densidad de cloruro de cesio (CsCl), el ADN forma por |o general una sola banda
uniforme en el gradiente. En €l caso de E. coli, esta banda se forma en una posicion donde la densidad del CsCl
esigua aladensidad del ADN que contiene drededor del 50% de pares de bases A-T y 50% G-C. Ladensidad
del DNA se incrementa a incrementarse el contenido de G-C da como resultado una asociacion més fuerte entre
las bases y de este modo unamayor densidad que en el caso de los pares de bases A-T.

Por otra parte, €l andlisis de gradiente de densidad en CsCl del ADN eucaridtico revela la presencia de
una banda gruesa de ADN (por lo comin denominada DNA de banda principa) y de una a varias bandas
pequefias. Estas bandas pequefias de ADN se denominan bandas satélite y el DNA de estas bandas a menudo se
conoce como ADN saélite.

3.7.5 Secuencias altamente repetidas dispersas

Lafuncion de las secuencias atamente repetitivas de DNA, se localizan en |as regiones heterocrométicas
genéticamente inactivas de los cromosomas. Entre |as funciones propuestas para este ADN atamente repetitivo
estan:

1) funciones estructurales o de organizacién en |os cromosomas

2) intervencion en el gpareamiento de cromosomas durante lameiosis



3) intervencion en el entrecruzamiento o recombinacion

4) proteccion de genes estructurales importantes, como genes de histonas, rRNA o proteinas
ribosomales

5) depdsito de secuencias de ADN no esenciales para su empleo en lafuturaevolucion de laespecie

6) ninguna funcion, sdlo basura acumulada por los procesos de duplicacién y segregacion de los
Cromosomas.

3.7.6 Secuencias organizadas en tandem: Minisatélites, microsatélites

Microsatélites. Son unidades de repeticion en tandem cuyo tamafio es el menor de todo el rango,
tipicamente de una base a cinco bases. Se detectan utilizando PCR con cebadores que corresponden a secuencias
de DNA que flanguean larepeticion en tandem.

Minisatélites. Son loci que corresponden a secuencias de ADN de unas pocas decenas de nuclettidos
repetidas en tandem.

3.7.7 Secuencias de copia Unica: ADN codificante

El tipo mas comin de ADN es el formado por secuencias de copia Unica que supone aproximadamente
el 60-70% del genoma de los mamiferos. Estas secuencias de copia Unica estan dispersas por todo el genoma.
Una pequefia proporcion de este ADN de copia Uinica contiene lamayoria de | os genes.

3.7.8 Tipos de genes y su organizacion

Genes estructurales: codifican la sintesis de proteinas especificas.

Genes reguladores. determinan lasintesis de proteinas represoras.

Genes operadores. se unen a las proteinas represoras y obstaculizan la transcripcién de los genes
estructural es adyacentes.

Una proteina represora puede ser desactivada por la presencia de un determinado sustrato,
estableciéndose un mecanismo de retrodimentacion negativa para el control de la biosintesis proteica. El
conjunto formado por los genes estructurales que estén bgo e control de un gen regulador y los genes
operadores recibe el nombre de operdn.

3.8 Proyectos gendémicos
3.8.1 MetasYy utilidad de los proyectos gendmicos

3.8.2 Mapas de ligamento, fisicos y cromosémicos

Mapa de ligamento: consiste en una lista de genes ligados (grupos de ligamento) ordenados linealmente
de acuerdo con lafraccion de recmbinacion existente entre ell os.

Mapafisico: indicalalocalizacion de cada gen en su cromosoma.

Mapa cromosémico: en organismos en los que se conoce un ndmero considerable de caracteristicas
variables heredadas y en los cuaes es posible hacer estudios de entrecruzamiento en gran escala, se pueden
elaborar estos mapas que muestran las rel aciones de |os diversos genes entre si.




3.9 Métodos de andlisis gendmico. Bioinformatica, Microchips

La Bioinformética es una disciplina cientifica que aporta la plataforma tecnolégica necesaria para
posibilitar avances, integrando la informacion genética con la informacion clinica, dando respuesta a la
necesidad de gestionar elevados volimenes de informacion genética en paraelo y proporcionando sistemas
deductivos que extraen conocimiento biomédico de utilidad a partir de las bases de datos de investigecion y
variaciones genéticas individua es.

3.10 Ingenieria genética: animales transgénicos
Animales transgéni cos. Son aquellos animal es que portan nuevos genes dentro de su genoma.

4. Citogenética

Citogenética: Surgidadela citologia, es laramade lagenéticamédicaque se ocupadel estudio
de los cromosomas y sus aberraciones en caso de anomalias sométicasy sexuales.

4.1 Estructura de los cromosomas

Los principales componentes de los cromosomas son € ADN, proteinas basicas de bajo peso molecular
(esenciamente histonas) y proteinas acidas, también llamadas estructuraes, de mayor peso molecular.

4.2 Dinamica cromosomica. Ciclo celular: Mitosisy Meiosis

Mitosis: esladivison de unacéulaen 2 células hijas con lamismacantidad de DNA (celulas diploides).

Profase: las crométidas se condensan, €l nlicleo desaparece, la membrana nuclear se degraday empieza
aformarse € huso mitético de modo que cada cromosoma queda unido aunafribradel huso.

Metafase: las crométidas se ainean en el ecuador de la célula, el huso estd completo y los cromosomas
acanzan su maximo grosor.

Anafase: las cromatidas hermanas se separan y emigran hacia los polos opuestos de la célula, de modo
que € materid genético de los cromosomas queda ahora reducido a la mitad y cada célula hija tiene € mismo
complemento de ADN que lacélulad principio de lainterfase.

Telofase: se forma una membrana nuclear arededor de cada juego de cromosomeas, reaparecen los
nucleolos y se adargan |os cromosomas y por |o generd tiene lugar ladivision del citoplasma (citocinesis), con lo
que concluye lamitosis y queda aseguradala sucesion de las célulasidénticas.

Meiosis. consiste en dos divisiones nucleares que se suceden sin intervalo, denominadas primera y
segunda divisdn meiética, y difiere de la mitosis en dos rasgos fundamentdes. En primer lugar, el nimero final
de cromosomas de un gameto es solamente la mitad (haploide) del existente en las demés células y la dotacién
cromosdomica de los gametos s6lo posee un miembro de cada par de cromosomas homdlogos existente en las
células germindes. En segundo lugar, la distribucion de los cromosomas que tiene lugar en esta reduccion se
hace a azar, de modo que cada gameto puede recibir indistintamente un miembro u otro de cada par de
homélogos.

En la primera divisién mei6tica como en la segunda se suceden |as cuatro fases tipicas de lamitosisy la
reduccion del nimero de cromosomas de diploide a haploide suele ocurrir durante la primera divsion. Asi,
durante la profase | los cromosomas homalogos se enroscan y entrelazan formando singpsis y entrecruzamiento,
intercambiando materia genético; luego se separan, permaneciendo unidos en puntos especificos Ilamados
quiasmas, que acaban desvaneciéndose; el apareamiento de | as parejas de cromosomas homdlogos da lugar alas
tétradas, formadas por cuatro crométidas, que durante la metafase se disponen en e plano ecuatorid. En la
anafase un par materno va hacia un polo del huso y el par paterno hacia el opuesto, fendmeno que recibe €



nombre de segregacion y que tiene una gran importancia porgque contribuye a la variabilidad genética. Tras una
telofase rgpida cada una de las dos células hijas, como s se tratara de una mitosis ordinaria, inicia la segunda
divisién meidtica, de modo que las dos cromatidas que integran cada cromosoma homologo se separan y se
distribuyen entre las células hijas. El resultado de las dos divisiones es la formacion de cuatro células haploides,
cada una con un representante de cada par de cromosomas homaol ogos.

4.3 Cariotiposy Técnicas de tincién cromosdémica. Bandas G, C, R, T. FISH

Bandas G: Se producen d tefiir con Giemsalos cromosomas después de un tratamiento con unade varias
técnicas que dteran la estructura de las proteinas. Es el método de produccion de bandas mas popular en uso,
pues:

1) Dael mismo patron de bandas que la quinacrina con alin més resolucion

2) Posibilitapreparados permanentes

3) Norequiere d uso de microscopiade fluorescencia

- Desnaturaizacion térmica: El método origind Giemsa-Acido-Salino (ASG) desarrollado por
Summer y col. Suponia una incubacion en 2 x SSC durante una hora a 60°C. Luego se
aclaraban los portaobjetos en agua destiladay se colocaban durante 11/2 hora en un mililitro
de Giemsade Gurr R66 en 50ml de tamén de Sorensen apH 6.8.

Drets y Show modificaron este método incluyendo un tratamiento inicia con hidréxido de
sodio. Los portas se exponian a NaOh 0.07 N durante 20-30 segundos. Después se lavaban
bien en 12 x SSC, ph 7.0 durante 5 —10 minutos y se incubaban durante 18 — 24 horas en 12
x SSC, pH 7.0 a65°C. Unavez pasados por acoholes de grados crecientes, se secaban y se
tefiian las células con Giemsa

- Digestién enzimética: Seabrigh introdujo un método rapido de producir bandas G utilizando
tripsina. Los portas se bafiaban con tripsinaa 0.25% en solucién sainaisotonicadurante 10-
15 segundos a 37°C. Luego se aclaraban bien en solucion salinay se colocaban durante 3-5
minutos en tincién de Leishman diluidaa 1:4 con tampén de Sorensen apH 6.8.

Se han introducido varias modificaciones a este método que permiten un control més preciso
de laobtencidn de bandas. La mayoria de los investigadores utilizan una solucion de tripsina
a 0.025% preparada en BSS de Hanks sin Mg++ ni Cat+ y muchos prefieren una
temperatura inferior alos 37°C parala digesion .Latincién de Giemsa ha reemplazado en
gran parte el uso de latincién de Leishman paralas bandas G.

- Sustancias desnaturalizadoras de proteinas: También se han obtenido bandas G con dodecil
sulfato de sodio 7X, lauril sulfato de sodio y urea El méodo de la urea de Shiraishi y
Yosida probablemente sea el tratamiento desnaturalizador de proteinas més utilizado. En
este procedimiento, se tratan |os portaobjetos con una solucién de 3 partes urea 8M:1 parte
tampon de Sorensen 6.8M a 36°C. Unavez bien aclarados con agua de grifo, se sumergen en
GiemsaapH 6.8.

Bandas R: Son lainversade las bandas G y pueden conseguirse por varios métodos.

- Desnaturaizacion térmica: Es una modifcacion del método origina de Dutrillaux y Lejeune.
Los portaobjetos se incuban en una solucién sdina de Earle equilibrada pH 5.1 que se
mantiene a87°C en un bafio de agua. Se requiere un tratamiento de 10 —30 minutos, segln la
edad del porta. A continuacion se lavan los portas en agua destiladay se ponen en Giemsaa
pH 6.8. Este método no ha sido utilizado como técnica sistemética para € andlisis de
cromosomas por casi hingun laboratorio, aparte del de Dutridlaux. Gran parte de la



capacidad de tefiirse de los cromosomas se pierde a calentar y Dutrillaux es partidario del
uso de objetivos de contraste de fase parared zar €l contraste.

- Bobrow y Mandan superaron €l problema de la capacidad de tincioén en Giemsa incubando
los portas en tampdn de Sorensen pH 6.5 a85°C vy tifiendo luego las células con naranja de
acridina @ 0.01% preparada con el mismo tamén. Aungue esta tincion requiere del uso de
microscopia de fluorescencia, da resultados mas consistentes.

- Tratamiento con Budr (Bromodeoxiuriding): Zakharov y col., introdujeron Budr a una
concentracion de 200pg/ml d medio de cultivo 7 horas antes de cosechar. Este tratamiento
evita la condensacion de agunos segmentos de las crométicas y cuando |os cromosomas se
tifien con Giemsa se pueden distinguir bandas R en agunos cromosomas. Por desgracia,
muchos cromosomas s6lo muestran bandas tenues o permanecen inaterados.

- Dutrillaux y col., modificaron € procedimiento Budr tifiendo con naranja de acridina. Con
este método |os portaobjetos se rehidratan en acoholes del 90, 70 y 50% seguidos de agua.
Cuando ya estén secos se colocan durante 20 minutos en naranja de acridina a 0.005% en
tampon de Sorensen apH 6.7 . Enseguida se aclaran y montan en este tamp6n. Si el dcohol
es insuficiente las células quedan demasiado anaranjadas; si el lavado es excesivo,
demasiado verdes. Los cromosomas fluorescencia verde vivo en las zonas quinacrina-
negativas, con una fluorescencia inicid naranja inestable. Tras un corto periodo de
iluminacién la fluorescencia verde se vuelve més discreta. Este tratamiento Budrr con
naranja de acridina parece ser €l de mas confianzay el mas popular. La desventgja de este
método es que requiere la adicién de Budr d medio de cultivo antes de sacrificar € cultivo
celular.

- Tratamiento con formaldehido: Los portas se incuban con RNAsa (50ug/ml) durante media
hora a 37°C (la solucién de cddo de RNAsa debe ser caentada en un bafio de agua
hirviendo durante 5- 10 minutos para eliminar cuaquier DNAsa contaminante). Luego se
pasan por etanoles de 95% , 80% y 70% seguidos de agua destilada. Se exponen a NaOH
0.07N que contenga 10% de formaina (para evitar la renaturdizacion) durante 2-2 %
minutos y se sumergen durante 5 minutos en naranja de acridina a 0.014% (0.1% caldo
acuoso diluido a 1:7 con tampdn de Macllvaine apH 6.0) . A continuacion se aclaran los
portas y se montan en el mismo tampon y se examinan. La edad de los portas puede ser
importante en este procedimiento. Wyant y col encontraron que laedad éptima de los portas
(para este procedimiento de bandas) era de 2-3 semanas, y que no era posible producir
bandas en |os portas mas vigjos.

- Antibidticos. Recientemente se ha utilizado olivomicina y acitomicina D en combinacién
con DAPI para producir bandas R en los cromosomas. El hecho de que estos antibi6ticos
que se unen especificamente de las bases G — C del DNA produzcan estas bandas sustentala
teoria de que la disposicion de la secuencia de nucledtidos es uno de los determinantes
principales para la produccién de bandas fluorescentes. Los portas se sumergen en la
solucién de antibidticos (olovimicing, 1mg/ml, durante 20 minutos; o actinomicina D, 0.25
mg/ml, durante 20 minutos y luego DAPI, 0.4 pg/ml, durante 5 minutos) a un pH 6.8, sin
tratamiento previo de ningun tipo. La desventgja principal de este procedimiento es la
rapidez de desaparicion de la fluorescencia, 1o que exige una pelicula extremadamente
rapida paralafotografia.

Bandas C: Sefialan las regiones heterocrométi cas de |os cromosomas

- Desnaturdizacion térmica: EI método origind de Arrighi y Hsu consistia en tratar los
portaobjetos con HCI 0.2N durante 30 minutos antes de exponerlos a RNAsa (100 pg/ml en



2x SSC) durante 60 minutos a 37°C. Después de aclararlos bien en SSC, 70% y luego del
95% se trataban con NaOh 0.07N durante 2 minutos, se aclaraban y se incubaban durante la
noche en 2 x SSC a 65°C. Los portas eran aclarados un vez mas en SSC, y etanol de 70% y
de 95% antes de ser puestos en GiemsatamponadaapH 6.8.

Subsecuentemente, Craig-Holmesy col, encontraron que el tratamiento con RNAsa no tenia
importancia paralaproduccion de bandas C y que podiaexcluirse del tratamiento.

- Mckenzie y Lubs, modificaron e procedimiento exlucyendo e tratamiento con NaOh.
Encontraron que los preparados secados con calor producian bandas C en ausencia de
tratamiento con NaOH, con lo que se desminuia la inflamacion y la distorision
cromosomica. También determinaron que el pH de la solucion SSC era un factor importante
para la obtencion de bandas C. Con un pH 6.0 se obtenian bandas G en vez de bandas C, y
con un pH 8.0 las bandas C eran patentes pero se producia una considerable distorsion e
hinchazén de los cromosomas. Dado que la solucidn 2 x SSC se vuelve adcaina durante la
incubacion, debe cambiarse por 2 x SSC caiente (pH 7.0) durante las Gltimas 4-6 horas de la
incubacidn, y solo se debe incubar un porta por cada 50ml de solucion. Con su método, se
tratan los portas con CIH 0.2 N a 25°C durante 15 minutos y luego se aclaran en agua
destilada antes de ser incubados en 2 x SSC (pH 7.0) durante 18 — 24 horas. Seguidamente
se lavan varias veces con etanol a 70% y después, del mismo modo, con etanol del 95%,
luego se colocan en Giemsatamponado apH 6.8.

- Traamiento con Ba (OH)2 Con esta base se produce bastante menos distorsion
cromosdmica gque con NaOH

Los portaobjetos se tratan con HCl 0.2N durante 1 hora, se aclaran y se incuban en Ba(OH)z
a 5% a50°C durante 5 — 15 minutos. Tras aclarar bien en agua destilada se incuban en 2 x
SSC durante 1 hora a 60°C. Luego se aclaran otra vez con agua destilada y se colocan en
Giemsa

Bandas T: Son las regiones telométri cas (extremos) de los brazos cromosémicos.

- Primer método de Dutridlaux consiste en caentar a87°C, 94ml de aguadestiladay 3 ml de
tampodn de fosfato (pH 6.7). Entonces se afiaden a esta mezcla 3 ml de tincion de Giemsa
antes de tratar los portas durante 5-30 minutos. También se puede volver atefiir las células
con naranja de acridina. Primero se destifien pasandolas por soluciones acohdlicas de
concentraciones crecientes, aclarando en agua destilada y colocandolas luego en naranja de
acridina ( 5mg de naranjade acridinaen 100ml de tampdn de fosfato pH 6.7)

- Segunda técnica de Dutrildlaux supone un tratamiento de 20-60 minutos a pH 5.1 en
tampon de fosfato o bien en BSS de Earle a87°C. A continuacion setifien las células con la
solucién Giemsa mezclada o bien con naranjade acridina

4.4 Determinacion del sexo: ligaus, abraxas, protenor
4.5 Alteraciones Numéricas y estructurales. Anormalidades cromosdmicas y enfermedad

Alteraciones Numéricas:

Las células sométicas tienen dos juegos de cromosomas y son diploides; las células germindes tienen un
juego de cromosomas y son haploides.

- Heteroploides son aquellas células o individuos que poseen un nimero de cromosomas distinto del
ndmero diploide.







Alteraciones Estructural es;

Se producen estos cambios debido a roturas (fracturas) en los cromosomas y a la unién de los trozos
rotos de manera diferente.
- Anomalia cromosomica es cuando larotura afecta a ambas crométidas (un brazo cromosémico entero).

- Anomalia de cromatida es cuando larotura afecta solo a unacrométida.
Si no se produce una ganancia o pérdida aparente de materiad genético como resultado del cambio
estructural, se considera que laredistribucién esta equilibrada

Son gemplos de redistribucion equilibrada las inversiones, los desplazamientos, las trandocaciones
reciprocas, lasinserciones, las fusiones céntricasy | as fusiones en tandem.

- Inversiones sélo afectan a un cromosoma y requieren dos fracturas y dos fusiones, € segmento
intermedio rota 180°. Si el segmento no contiene el centrdmero la inversién es paracéntrica y no produce
ninguna modificacion de laformadel cromosoma. S e centromero si esta comprendido dentro del segmento, la
inversion es pericéntrica y puede producir un cambio en la forma, dependiendo de que las roturas sean
quidistantes 0 no del centromero.

- Desplazamientos sdlo afectan a un cromosoma; se producen tres escisiones y € segmento que se
encuentra entre dos de €ellas se coloca entre los extremos de la tercera volviendo después a reunirse todos los
segmentos.

- Translocaciones reciprocas es cuando hay roturas en dos cromosomas, seguidas de un intercambio de
segmentos de fusién. Estas pueden o no provocar dteraciones en €l tamafiao y laformade los cromosomas.

Insercion tiene lugar cuando se producen dos roturas o fracturas en un cromosomay otra en uno no
homdlogo, insertandose € segmento en e no homdlogo. Este tipo de trandocacién provoca un cambio
morfol bgi co.

- Fusiones céntricas o translocaciones Robertsonianas entre dos cromosomas acrocéntricos cuando
tienen lugar roturas cerca del centromero en € brazo largo de uno y en el brazo corto del otro, seguidas de
intercambio y nueva fusion, dando un cromosoma atel océntrico y un cromosoma metacéntrico muy pequefio o
un fragmento céntrico. Esto ocasiona un cambio morfolégico evidente y s se pierde & cromosoma pequefio o
fragmento, también tendra lugar una reduccién en el nimero de cromosomas. Cuando se producen dos roturas en
los brazos cortos seguidas de unareinsercion se formaun cromosomadicéntrico y un fragmento acéntrico.

- Fusién en tandem tiene lugar cuando se producen escisiones cercadel centrdmero en un cromosomay
cercadel extremo del brazo en otro, seguidas de intercambio y union. Esto provoca cambios morfol 6gicos claros
y posibles cambios numéricos dependiendo de los tipos de cromosomas afectados.

Los cambios estructurades que no provocan dteraciones en e tamafio y en e la forma de los
cromosomeas se detectan frecuentemente en los cromosomas mitéticos mediante los cambios en |os patrones de
bandeo.

Generdmente |as redistribuciones equilibradas no provocan ninglin cambio en el fenotipo, pero cuando
el animal es heterocigético para la redistribucion se puede presentar una segregacion desigua de los
cromosomas en la meiosis. Si 1os productos desequilibrados se forman, no sobreviven para formar gamentos
maduros 0 S estos gametos son incapaces de fecundacion, no se producira una disminucion notable de la
fertilidad en el macho, aunque la fertilidad en la hembra si puede disminuir debido a que en ella se forman
menos productos. Sin embargo si 1os productos desequilibrados maduran y son capaces de fecundar, se formaran
cigotos desequilibrados que pueden morir o pueden generar anima es anormales congénitos.



L as redistribuciones estructura es desequil bradas comprenden bési camente | as deleciones, duplicaciones,
los isocrosomas y |os cromosomas en anillo.

- Deleciones se producen cuando un cromosoma pierde un segmneto de su material origina. Las
deleciones pueden ser terindes, s € segmento que se pierde pertenece d extremo del cromosoma o intersticiaes
s se producen dos roturas y se unen excluyendo e segmento intermedio. Las deleciones pueden generar un
cambio en € fenotipo. El cuadro clinico resultante dependera de que la delecion afecte a un autosoma o a un
cromosoma sexua. No se produce necesariamente una pérdida de fertilidad en los animales heterocigéticos para
unadelecion ano ser que laadteracion fenotipicainterfiera con lafuncién reproductora.

- Duplicaciones (adiciones) se producen cuando se inserta un fragmento delecionado en un cromosoma
homdlogo. Pueden provocar emparejamientos desiguales en la meiosis, y como consecuencia una posible no
disyuncién y monosomia o trisomia para ese cromosomaen particular.

- Isocrosomas se forman debido a un falo en la anafase que afecta d centromero. Normamente el
centromero se divide alo largo del ge largo del cromosomayy las partes homélogas de las crométidas hermanas
se desplazan a polos opuestos. Si se divide transversalmente, |as partes homélogas de las crométidas hermanas
van paralamismacélulahijay se forman cromosomas cuyos brazos tienen exactamente lamismalongitud.

- Cromosoma en anillo es cuando se produce una delecion termina en ambos brazos de un cromosoma
Yy se unen estos dos extremos.

Se sabe que exiten varios factores capaces de provocar cambios estructurales. La constitucion genértica
del individuo puede ser un factor de predisposicién a provocar un aumento de la frecuencia de roturas de
cromosomas y crométidas. La radiacion ionizante también provoca aberraciones en cromosomas y crométidas.
Varios tipos de farmacos y productos quimicos provocan lesiones cromosomicas, por gjemplo los agentes
aquilantes, agentes generadores de radicares, |os colorantes basicos, antimetabolitos de DNA y sus precursores,
ademés de a gunos antibi 6ticos. También se conocen agunos virus y micoplasmas que causan lesiones.

Anormalidades cromosdmicas y enfermedad:

- Hipoplasia testicular: € pequefio tamafio de los testiculos se detecta generamente cuando en la
pubertad no se agrandan. Esta asociado frecuentemente con un complemento cromosémico sexua aneuploide.
En el hombre estos aneuploides del cromosoma sexua estan asociados con € sindrome de Klinefelter

- Digenesia gonadal: se designa asi a los animales fenotipicamente femeninos con antecedentes de
anestro y con los siguientes rasgos; vagina y vulva normades; Utero subdesarrollado; génadas ausentes o
pequeiias inactivas, que no responden d tratamiento con hormonas y que no presentan desarrollo folicular,
caracteres sexuales secundarios ausentes o poco desarrollados debido a la ausencia de estrégenos y un elevado
nivel de gonadotropinas en la orina. Los estudios cromosomicos han mostrado que varios de estos animaes
tienen complementos cromosdmicos sexual es i nesperados o aneuploides.

En el hombre, se han dividido las hembras fenotipicas con disgenesia ovaricay anormaidades sexua es
cromosomicas en tres grupos basandose en sus rasgos clinicos y en la histologia de sus gonadas:
1) disgenesiaovaricaasociada a bgja estatura, cuello de esfinge y otras anormalidades sométicas (sindrome
de Turner)
2) disgenesiaovaricacon bgaestaturay pocas o hingunaotra anormalidad somética
3) disgenesisovéricacon talanormal o incrementaday ningunaotra anormalidad somética



- Hipoplasia ovérica: bgjo esta designacion se estudian hembras fenotipicas con antecedentes de
estro ocasiona o muy irregular. Los genitales internos y externos son femeninos normales, pero pueden estar
poco desarrollados. Los ovarios son pequefios, lisos y generamente sin foliculos papables. El examen
histoldgico revela ovarios con un nimero reducido de foliculos de los cudes muy pocos son normales, la
mayoria estan degenerando o yadegeneraron.
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