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Prefacio.

Esta tesis estd dividida en dos capitulos escritos de
acuerdo al formato de la revista cientifica "Proceedings of
The National Academy of Sciences of The United States of
America®, Se pretende publicar los dos articulos de esta
tesis en esta revista cientifica.

Debido a gque este estudio constituye parte de un trabaljo
multidisciplinario, aquellas partes del estudic global que no
han sido inéditas y que fueron utilizadas en esta tesis, son
apoyadas por las respectivas referencias bibliograficas. En
ausencia de una referencia, el lectpr debe asumir que se

trata de un aporte original de esta tesis.
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Resumen

Los anadlisis citogenédticos y moleculares del mutante del
ratén Is(17,In2)1Gso (inducido por radiacién gamma), revelan
una compleja reestructuracidén cromosémica gue comprende la
insercién directa de un segmento intersticial del cromosoma
17 en la regién subdistal del cromosoma 2 (lo que produce un
marcador somdtico). Existe ademds, una inversién de un
segmento inmediatamente proximal al sitio de insercidén en el
cromosoma 2, con puntos de ruptura en los loci 1d (deformidad
de los miembros) y a (agouti), dos genes importantes en el
desarrollo del embrién.

Los homocigotos para el rearreglo expresan los fenotipos
mutantes respectivos. Cuando los heterocigotos para esta
mutacién se cruzaron con ratones de genotipo‘g_i/g_i 0o con
+ 1d/+ 1d, la proporcidén de nacidos vivos de tipo silvestre
con respecto al mutante fue de 1:1.6 y de i:1,
Pgspectivamente. El presente estudio analiza esta diferencia
en las tasas de segregacidn.

Se planted la hipdétesis gque uno de los segrégantes
(parcialmente trisémico para el cromosoma 17 —2,2”;17,17—),
tenia efectos diferenciales en el dssarrollo embridnico vy
fetal en los dos cruces. Se condujo una investigacidon a
nivel citogenético y molecular de todas las concepcionsas para
relacionar el desarrolloc embriénico y fetal con el genotipo
y para determinar la fertilidad de los machos quse
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sobrevivirian hasta la madurez sexual.

Los resul tados confirmaron l1a diferencia en
sobrevivencia para la trisomia parcial 17: ésta es viable en
algunos casos en el fondo genético agouti (cruce Nol)
mientras gque parece ser letal en el deformidad de los
miembros {(cruce N22).

Entre los animales viables del primer cruce, los ratones
con el carictipo 2’2H;17’17 registraron los porcentajes mas
bajos de muerte en la implantécién, mientras los poseedores
del rearreglo balanceado 2,2”;17,17“‘ presentaron los
porcentajes mas altos. Los animales con cariotipc normal
mostraron porcentajes normales {(menor de 10% de muerte en la
implantacién). Con respecto al segundoc cruce, agquellos
animales deformes que llevaban &l Unico cariotipo viable -
2,2”; 17’17dd_, presentaron porcentajes de muerte en la
implantacién mas altos que los animales tipo silvestre con
cariotipo’ normal, los cuales registraron porcentaljes
normales.

El fenotipo de los animales con trisomia parcial del
cromosoma 17 Qgque logran sobrevivir después del estado ds
implantacién, incluye desde retardo en el crecimiento hasta
anormal idades craniofaciales.

Se encontrdé un 100% de correlacién entre el cariotipo
citogenético y el analisis molecular para los mismos

cromosomas.
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Efectos de una trisomia parcial del cromosoma 17 en el
desarrollo del ratén.

Capitulo I: Anadlisis genético y citogenético.



Resumen
La mutacisén en el ratén I1slGso, es una complelja
reestructuracisdén cromosémica gque comprende la inserciédn

directa de un segmento intersticial del cromosoma 17 en la
regioén distal del cromosoma 2 y la inversién de un segmento
inmediatamente proximal al sitioc de insercidén en el cromosoma
2, con puntos de ruptura en los loci 1d (deformidad de los
miembros) y a (agouti) (20). Cuando los heterocigotos para
'esta mutacién se cruzaron con ratones de genotipo a_+/a + o

con + 1d/+ 1d, la proporcién de nacidos vivos de tipo

silvestre con respecto al mutante fue de 1:1.6 y de 1:1,
respectivamente.

Se analiz6 esta diferencia en las tasas de segregacion,
donde uno de los segregantes (parcialmente trisémico para el
cromosoma 17), tuvo efectos diferenciales en el desarrollo
embridnico y fetal en estos cruces. Se condujo un estudio
genético y citogenétiéo para estudiar el efecto de los cuatro
gametos derivados de este mutante, particularmente, la
consecuencia de la trisomia parcial del cromosoma 17 en sus
descendientes y, para determinar la fertilidad de los machos
y hembras que sobrevivirian hasta la madurez sexual. Se
correlaciond las anormalidades o malformaciones fetales
presentes en la descendencia del mutante con el cariotipo
citogenético y ol analisis molecular. Se encontré un 100% de
correlacién entre estas dos técnicas, para los mismos

Cromosomas.



Introduccién

Dos inserciones por translocacién habian sido descritas
en el ratén: wuna de ellas es_la translocacidén de Cattanach
(Is(In7;X)1Ct), una insercidén invertida de un segmento del
cromosoma ¢ en &1 c¢cromosoma X (3, 9, 7). La segunda
insercidén es Is{(7;1)40H, una insercién no invertida
diagnosticada en wun macho estéril y otro seﬁiestéril,
originada por irradiacién de las sspermatidas del padre (15).

En este trabajo se describe un tercer tipo de inserciodn
directa en 8] ratén. Consiste-en la caracterizacibdn genética
y citogenética de una compleja reestructuracién cromosémica
inducida por radiacién, conocida como 15(17,1n2)1d,a@1Gso,
abrsviada como IsiGso. Esta mutacién involucra una
alteracidén sstructural que afecta la expresion de los genes
en los loci desformidad de los mismbros (ld) y agouti (a) en
el c¢romosoma 2 del ratédn. Un segmento intersticial del
cromosoma 17 estd translocado en el sextremo distal del
cromosoma 2, y da como resultado un cromosama 17 mas pegqueho
que el normal y una forma mas larga del cromosoma 2. Ademas,
un gran segmento del nuevo cromosoma 2, inmediatamente
adyacente y proximal al sitio de insercién, estad invertido,
de tal forma que una parte del locus 1d queda ligada a
secuencias normalmente unidas al Iocus a (20).

Con la informacién obtenida gracias a los analisis
genédticos y a las técnicas de citogenstica yvde biologia

molecular, se pudo estudiar el efecto de los diferentes
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gametos derivados del mutante Isl1Gso, particularmente, el
efecto de la trisomia parcial del cromosoma 17 en los
descendientes de sste mutante. Ademas, se correlacioné las
anormalidades o mal formaciones fetales que se desarrollaban
en la descendencia del mutante con el cariotipo citogenético

y 81 analisis molecular.



Material y Métodos

Mutageéenesis.

Se utilizé una fuente de NCs para generar radiacidn
gamma (0.7 R/min). Machos de la F, del cruce C3H/R1 X 101/R1
de genotipo para el locus agouti A/A'" fueron irradiados con
300R y luego cruzados con hembras de lé F, del cruce SEC/RI1
X C57BL/E de genotipo a/a; +/b; +/¢®; + +/d se (a, no
agouti; b, café; ecech, chinchilla; d, atenuado; se, orsejas
cortas y +, silvestre). Se obtuvo asi el mutante Is1Gso (Fig
1), concebido 41 semanas después de la irradiacién derivado
de una célula irradiada del tallo espermatogonial (20).

Animales.

Todas las reservas genéticas de ratones usadas en este
estudio, asi{ como las utilizadas &n subsecuentes cruces del
mutante vy sus descendientes, s2 obtuvieron y fusron
mantenidas en sl 0Oak Ridge National Laboratory, Tennesses,
USA.

Estudios de segregacién para los fondos geneticos

no agouti (cruce NQl) y deformidad de los miembros (cruce
NOZ2) .

Para estudiar el comportaﬁiento de los gametos del
mutante Isl1Gso en los fondos genéticos no agouti y deformidad
de los miembros, los machos y las hembras de ests mutantse
fueron cruzados con ratones de la cepa C57BL/10 (a/a) (Fig.2)

y con ratones ldm/ldmi(ld/ld) (Fig.3). Se efectudé un estudio

de los individuos nacidos vivos de la progenie (Fl1) y se



Fig.1. Estructura de los cromosomas 2 y 17 en la mutacién

inducida por radiacién. {A) Cariotipo parcial de una
metafase mitética bandeada con Giemsa. De 1izquierda a
derecha, %Fomosoma 2 normal, cromosoma 2 reestructurado (de—
signado 2 , cromosoma, 17 normal y cromosoma 17 con la
delecién (designado 17¢%, {B) Diagrama de bandeo G

ilustrando la reestructuracién cromosémica que involucra los
cromosomas 2 y 17. Las flechas curvas muestran la posicidn
del segmento invertido 2E4-2H1 del cromosoma 2. Las lineas
sélidas entre el cromosoma 17 y l7d“, muestran el punto de
ruptura del segmento intersticial del cromosoma 17 que se
integra en la regién distal del cromosoma 2, inmediatamente
adyacente y distal a la inversién 2E4-2H1. Las posibles
posiciones de los loci ay Id, se muestran a la izquierda del
diagrama en el cromosoma 2 normal.
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<]
registré informacidn para las condiciones agouti y no agouti
{en el cruce NQ1l) y para las condiciones miembros normales y
deformes por sexo (en el cruce ND2).

Estudios de fertilidad de los machos de las F1 de los
cruces Nol y NoZ.

Debido a que los resultados obtenidos en los estudios de
segregacidén no concordaron con los esperados, se realizd dos
estudios de fertilidad donde los machos de las progenies (F1)
obtenidas en cada estudio de segregacién, fusron cruzados con
3 hembras BLH. Las hembras prefiadas se sacrificaron a los
16-18 dias de gestacidén y se registré el nimero de muertes,
de molas y de fetos vivientes. Se calculdé el porcentaje de
muerte sn la implantacién, por divisidén del numero total de
muertes (muerte temprana + muerts tardia + molas) entre el
numero total de implantaciones multiplicado por 100.
Asimismo, se realizaron observaciones de las mal formaciones
encontradas en cada camada.

Estudios de fertilidad para las hembras de las F1 de los
cruces Nl y Ng2.

Las hembras de las F1 obtenidas en cada estudio de
segregacidén, fueron cruzadas con un macho BLH. Se dejé que
el periodo de gestacidtn se llevara a término y se registré el
nﬁmero de individuos nacidos vivos y muertos en la camada.
Asimismo, se tomé nota de de las mal formaciones encontradas

en los descendientes.
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Citogenética.
Se estudiaron cromosomas mitéticos de tejido de rifidn

para los adultos y del feto completo para los descendientses,

para realizar los andlisis citogendticos. . Se utilizéd
colchicina y se realizé bandeo Giemsa con tripsina. Las
laminas se dejaron secar al aire. Estos procedimientos se
llevaron a cabo como se describe en Pathak et al. (13).

Analisis de cariotipos.

Se conté el numeroc de cromosomas presentes sn la
metafase en estudioc. Cada cromosoma fue analizado segun el
patrén de bandas Giemsa para el ratén. Se concsntrd la
atencidén en los cromosomas normalss 2 y 17 y los anormalses el
y 17%! sSe toms la fotografia de la metafase de interés y se
ordenaron los cromosomas segun los criterios establecides

para el cariotipo del ratén (B).
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Resul tados.

Obtencién del mutante y andlisis genético. Entre 2870
machos de la progenie de machos irradiados de la F1 del cruce
C3H/RI X 101/RI (A/A" cruzados con hembras de la F1 SEC/RI
X C57BL/E (a/a), se sncontrdé un macho no agouti,

presumiblemente a/a*, donde a' representa una mutacioén gque

involucra el locus a en cualquiera de los loci A o AY. En
cruces con los ratones a/a, ol mutante produjo 52
descendientes no agouti. En cruces con ratones A/A, ss

obtuvieron 17 descendientes y todos ellos fueron agouti. En
cruces con A/a se obtuvieron 6 agouti y 10 no agouti. Es£os
resul tados indicaﬁ que a* es recesivo a A y puede ser recesivo
o equivalénte a a (20).

Se observé gue el mutante era parcialmente esteril
debido a la muerte embrionica de algunos de sus
descendientes. En cruces con 12 hembras normales, se
encontré gque el 23% de las concepciones morian alrededor del
tiempo de la implantacién. Dentro. de los hijos
sobrevivientes del mutante, 18 fueron también parcialmente
estériles (de nuevo, con el 28% de las concepciones que
morian alrededor de la implantacién), 2 fueron completamente
estériles y 22 tuvieron fertilidad normal, es decir, un
promedio entre 10-11 ratones (20}.

Se obtuvieron los homocigotos para esta mutacién, por el
cruce de los machos parcialmente estériles con las hijas de

machos parcialmente estériles. Tales homocigotas fueron
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completamente fértiles ({cualquier sexo), lo que permitié

establecer una resserva homocigota (20). Sorpresivaments,
estos animales homocigotas (a%&ﬁ) tenian 1os miembros
anteriores y posteriores severamente deformados. El examen

del esquelsto, permitié determinar gque habia ausencia de al
menos dos digitos en cada extremidad, sinostosis radioc ulnar,

aplasia fibular completa y aplasia o hipoplasia de algunos

carpeanos y muchos tarseanos. Se observdé también, fusiones
de algunos huesos, mal posicién de la patela, y una
orientacién incorrecta de las extremidades posteriorss. En

casos extremos, algunos miembros posteriores contenian
solamente un digito-(ZO). Ademads de las malforaaciones
esqueléticas, se observd también defectos sn el rifén en
algunos descendientes de los homocigotas con mal formaciones
en los miembros. Estos defectos consistieron basicamente en
anormalidades renales con varios grados de hidronefrosis e
hidrouréter, defectos en sl tracto urinario, 1o gque incluyd
dilatacidn de .uno o ambos uréteres. Un animal presentéd
aplasia uni}ateral e hipoplasia. Ningunoc de los animales con
miembros normales presentd defectos en el rifién (20).

Ya que los defectos de los miembros y del rifién
semejaban 8l fenotipo de la mutacién 1ld, se realizaron varios
cruces entre los ratones que portaban la mutacidén inducida
por radiacién de este estudio y ratones de una reserva gue
portan el alslo ldm {(20). Los resultados claramente

revelaron que la nueva mutacién era alélica a 1d (20). Por
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consiguiente, esta mutacidén involucrdé alteraciones en dos
loci diferentes, a y 14, los cuales estan normalmente
separados por 20 cM en el mapa genético estandar.

Analisis citogenético.

El analisis citogenetico reveld un rearreglo
cromosémico. La esterilidad parcial de! mutante original y
de algunos de sus descendientes, sugirié gque la mutacidédn se
debibd de haber originado por una reestructuracion
cromosoémica. Por lo tanto, se prepararon cariotipos de
cromosomas metafasicos bandeados con Giemsa de cuatro adultos
heterocigotas fenotipicamente normales y de dos adultos

homocigotas gque expresaban tanto las condiciones no agouti

asil como deformidad de los miembros. Todos los cariotipos
mostraron un cromosoma 2 mas largo gue el normal (designado
2”) y un cromosoma 17 maAs corto (designado 17““ (Fig.1.A},
asi como un cromosoma 2 y un 17 normalss. E! patrdén de

bandas sugiridé gus un segmento intersticial del cromosoma 17,
gue involucra las bandas 17B-17C, se integrdé en una regiodn
subdistal del cromosoma 2 proximal a la banda 2ZH2. Ademas,
un segmento del cromosoma 2 inmediatamente proximal al sitio
de 1insercién no se asociaba con el segmento Z2E4-2H1 del
cromosoma 2 normal y estaba probablemente reestructurado (20)
(Fig.1.B).

Estudios de segregacidn.

Cuando los hetercocigotos para la mutacién se cruzaron

con las cepas de genotipo a +/a + (cruce No1l) (Fig.2) o con
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los ratones + 1d/+ 1d (cruce Ng2)} (Fig.3), la proporcién de
nacidos vivos de tipo silvestre con respecto al mutante fue
de 1:1.6 y de 1:1, respectivamente, diferente de lo esperado
de 2:2 para ambos casos (Cuadro 1 y 2). Con base en estos
resul tados se planteéd la hipétesis que uno de los segregantes
(2,2”;17,17) tenia efectos diferenciales en el desarrollo
embrionario y fetal en los dos cruces y gque el segregante
portador de la deleccién parcial para el cromosoma 17
(2,2;17,17dm) no era viable (Fig.2 y 3}. Para comprobar esto,
se procedié a efectuar dos nuevos cruces: en uno {(cruce N@3)
se cruzé la F1 del cruce N@Q1 con ratones BLH y en el otro
{cruce Ng4) se cruzé la F1l del cruce NQZ2 con ratones BLH, con
el fin de obtener informacién a nivel <citogenético vy
molecular de todas las concepciones y asl poder relacionar el
desarrollo embriénico y fetal con el genotipo, y determinar
la fertilidad de los segreganﬁes machos que sobrevivirian
hasta la madurez sexual.

Los resul tados confirmaron la diferencia en
sobrevivencia para la trisomia parcial 17: ésta era viable en
el fondo genético agouti {(cruce NR1) mientras gue parecia ser
letal 8n el deformidad de los miembros (cruce NQZ). Entre
los machos viables del primer cruce, se encontraron ratones
con dos diferentes cariotipos: unos con el ya mencionado
2,2”;17,17 gue tuvieron los porcentajes mas bajos de muertes
en la implantacién y otros con el rearreglo balanceado

2,2”;17,17“h con los porcentaljes de muerte en la



Cuadro 1.

ratones C57BL10 (cruce NQ1l).

Segregacién de los mutantes [sl1Gso cruzados con

Transmisién

Agouti No Agouti
por
Machos 98 162
Hembras 72 120
Total 170 272
Proporcién 1 1,6

15



Cuadro 2. Segregacién de los mutantes [s1Gso cruzados con

ratones 1d0R/1dDR (cruce N@2).

Transmision  Normal  Deforme de

por i0osS miembros
Machos 59 66
Hembras 28 23
Total 87 89

Proporciéon 1 1
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implantacién mds altos. Aquellos animales con cariotipo
normal {agouti) tuvieron porcentajes normales (Fig.4 vy
Cuadros 3 y 4}). Con respecto al segundo cruce, aqusllos

machos deformes que portaban el Gnicoc cariotipo wviable
(2,2”;17,17““, tuvieron porcentajes de muerte en la
implantacién mads altos gue los animales tipo silvestre con
cariotipo normal, los cuales tuvieron porcentajes normales
(Fig.5 y Cuadros 5 y 6).

Se obtuvo informacidén relativa al numeroc de ratones
vivos por hembra (de la hembras viables de los cruces Nl y
Ng2), lo gus permiti6é comparar esos valores con lps de los
machos (numero total de fetos vivos dividido entre el ndmero
de hembras prefiadas) de los cruces respectivos (Fig.6 y 7).

Se cruzaron los mutantes 1I1slGso (ambos sexos}) con
ratones CB57BL10 (cruce Ng1) y con ratones 1d%/1d® (cruce
Ne2), para estudiar su fertilidad (Fig.8 y 89).

Mediante el caridtipo citogenético (Fig.10) o analisis
molecular {Capitulo 11), se determiné el cariotipo de 31 y 47
foetos (ssleccionados segin el tipo de mal formacidén y se tomd
algunos de sus hermanos -sin anormalidades— como normales),
entre la edad de 16-19 dias de gestacién, derivados del fondo
genédtico no agouti y deformidad de los mismbros. La
correlacién entre el fenotipo (tipo de malformacidén) vy
genotipo de todos los fetos estudiados mediante una o ambas
técnicas se presenta en los Cuadros 7 y 8. La concordancia

entre ambas técnicas se pressnta en los Cuadros 3, 4, 5, y 6.
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Cuadro 3. Cariotipo citogenético parcial y andlisis molecular

de machos agouti y relacién con e! porcentaje de muerte en la

implantacién.

Cariotipo Analisis % M.
citogenético molecular Impl . %
1 2,2;17,17 0,00
2 2,2;17,17 0,00
3 2,2;17,17 4,10
4 2,2;17,17 5,10
5 2,2;17,17 5,60
8 2,2317,17 7,30
7 2,2;17,17 7,80
8 2,2317,17 8,30
9 2,2;17,17 8,33
10 2,2317,17 8,860
11 2,2;17,17 9,70
12 2,2;17,17 8,70
13 2,2;17,17 2,2;17,17 10,00
14 2,2317,17 2,217,117 10,80
15 2,2;17,17 2,2;17,17 11,10
16 2,2;17,17 2,2;17,17 11,10
17 2,2317,17 2,217,117 12,10
18 2,2317,17 2,2317,17 18,80
19 2,2;17,17 2,2;17,17 25,00
20 2,2:;17,17 + 2,2;17,17 65,50
14,14(015);
15, 15(del)
* % Impl.: Porcentaje de muerte en la implantacién.



Cuadro 4.

Cariotipo citogenético parcial

y analisis

20

molecular de machos no agouti y relacidén con el porcentaje de

muerte en la implantacién.

Cariotipo

citogenético

Anadlisis

molecular

% M.

Impl .*

O o ~N o o W N -

N N = 2 e e B e e
- O O 0O ~N 0O 0 p WM » O

2,2, 17,17

2,24, 17,17
2,2Y:17,17

2,217, 17
2,217, 17

2,2:17,17
2,2Y:17,17

2,21, 17, 17%!
2,217, 17%!

2,2Y;17,17
2,2Y;17,17
2,2Y;17,17
2,2;17,17
2,217,117
2,2Y;17,17
2,21;17,17
2,2Y;17,17
2,2%;17,17
2,21;17,17
2,2;17,17
2,217, 17
2,217, 17, 170l
2,217, 17, 17%!
2,21, 17, 17%l
2,2Y;17,17%!
2,21;17, 174!
2,210,147, 174!
2,217,117, 17%!
2,21;17, 179!
2,217, 17, 17l

2,20

3,40

5,80

7,90
10,00
14,80
15,60
17,00
17,20
18,60
19,60
23,30
26,20
26,50
26,80
26,60
27,30
27,80
28,60
29,40

¥ % M. Impl.:

Porcentaje de muerte en la implantacian.



Cuadro 4. Continuacién.
Cariotipo Anadlisis % M.
citogenético molecular Impl . %
22 2,21, 17, 174l 29, 40
23 2,247,147, 174l 5,207, 15 y7del 31,60
24 22T 47, 17%! 32,40
25 2,217, 170l 32,40
26 2,217, 179l 34,70
27 2,24, 17, 174! 35, 10
28 2,28, 17, 170l 2,24, 17, 174l 35,30
29 2,211, 17, 170l 37,90
30 2,21, 17, 170l 40,60
31 2,217, 17, 170l 42,10
32 2,217, 17, 17! 42,30
33 2,21, 17 170! 2,21, 17, 170 42,90
34 2,247, 47, 174l 2,217, 179! 51,40
35 2,217, 17 Estéril

¥ % M. Impl.:

Porcentaje de muerte en la implantacion.

21



Machos estudiados ( % ).
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80 s
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Muerte en la Implantacién ( % ).
Fig.5. Porcentaje de muerte en la implantacién de machos

normales y deformes de los miembros de la F1 del cruce Ng2

cruzados con hembras BLH.



Cuadro 5.

molecular de machos silvestres para el

los miembros y relacidén con el

implantacién.

Cariotipo citogenético parcial

y analisis

23

locus deformidad de

porcentaje de muerte en la

Cariotipo

citogenético

Analisis

molecular

Impl .*

© O N o o W N -

2,2;17,17
2,2;17,17
2,2;17,17
2,2;17,17

2,2;17,17
2,2;17,17
2,2;17,17
2,23;17,17
2,2;17,17
2,2317,17
2,2;17,17
2,2:17,17
2,2;17,17

2,70
2,90
3,70
5,90
8,80
10,00
12,50
13,90
15,60

¥ % M. Impl.:

Porcentaje de muerte en la implantacién.



Cuadro 6.

Cariotipo citogenético parcial y andlisis

24

molecular de machos con deformidad en los miembros y relacién

con 8l porcentaje de muerte en la implantacidn.
Cariotipo Analisis % M.
citogenético molecular Impl.*
1 2,2:17,17 2,2:17,17 0,00
2 2,21, 17, 17%! 2,217,417, 17l 13,20
3 2,21, 17, 17%! 17, 14
4 2,21, 47, 179! 20,00
5 2,2:517,17 22,90
6 2,24, 17,179l 2,24, 17, 17%! 23,10
7 2,21, 17, 174l 2,21, 17, 17 24,30
8 2,24, 17,174l 2,24, 17, 170l 27,30
g 2,217, 170! 2,217, 179! 43,50
¥ % M. Impl.: Porcentaje de muerte en la implantacioén.
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o _Ratones'estudlados (%)
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-G~ Macho no agaoutl
301 | ¥ Hembrs agoutt
-8~ Hembra no agout!

20

10 1

0 2 4 8 8 10 12 14 18
Nacldos vivos / hembrsa

Fig.6. Nuamero de nacidos vivos de los ratones de la Fl1 dsl

cruce N91 (ambos sexos) cruzados con ratones BLH.
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o '_Ratones estudiados ( % ).

—¥- Macho normal
40 - -~ Macho deforme
—¥ Hembrs normal

-8~ Hembra detorme

Nacldos vivos / hembra
Fig.7. NUumero de nacidos vivos de los ratones de la F1 del

cruce N2 (ambos sexos) cruzados con ratones BLH.
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50 18tONSS estudiados ( % )
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60
X
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Baja 0 < 9.8 Medlana 10 <18.8 Alta > 200 - Estériles
Muerte en la Implantaclén ( % ).
Fig.B8. ' Porcentaje de muerte en la implantacién de los

mutantes 1si1Gso cruzados con ratones C57BL10 (cruce Ngi).
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16
Fig.10. Cariotipo citogenético completo de un macho no
agouti con trisomia parcial del cromosoma 17 (2,2”;17,17).

Metafase mitética bandeada con Giemsa.
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Cuadro 7. Asociacién del fenotipo con el cariotipo de todos

los embriones del fondo genético no agouti, analizados

citogenética o molecularmente.

Cariotipo Fenotipo

N E Am Es R M
2,2;17,17 13 1
2,20(17)317,17 9 1 1 2 4

2,2(17);17,17(del)

N. Normal
E. Exencéfalo
Am. Ampolla cranial

Es. Espina bifida

Retardo sn &l crecimiento
Mandibulainferior ausente
o reducida.



31

Cuadro 8. Asociacién del fenotipo con el cariotipo de todos
los embriones del fondo genético deformidad de los miembros,

analizados citogenética o molecularmentse.

Cariotipo Fenotipo

N E R
2,2;17,17 36
2,2(17);17,17 5 3 1

N

2,2(17);17,17(del)

N. Normal
E. Exencéfalo
R. Retardo en el crecimiento.
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Discusién y Conclusiones

Un experimento de mutagénesis inducido por radiacion,
origindé una mutacién en el ratén que fue alélica a los loci
Id y a. El andlisis citogenético reveldé que se trataba de
una reestructuracién cromosdémica mayor, esto @s, una
insercién directa de un segmento intersticial del cromosoma
17 en el cromosoma 2 (inmediatamente adyacente y distal a la
regién invertida) y una inversién en este Ultimo cromosoma
(Fig.1.B). EIl andlisis molecular svidencidé que una regién en
0 cerca del locus a se habia unido al locus 1d en el alelo
mutante (Capitulo I11), como consecuencia de la inversidn en
el cromosoma 2. Con base en la svidencia del rearreglo
sstructural, se designdé la mutacién como Is(i?;InZ)Id,aleso,
gque por conveniencia se abrevia IsliGso (20).

Los 1individuos ©portadores de la mutaciodn IslGso
resul taron. ser parcialmente estériles, ya gque el 28% de las
concepciones morian alrededor del tiempo de la implantacién.
Desde 81 trabajo clasico de Snell sobre ratonss heterocigptos
para resstructuraciones c¢romosémicas, se acepta, por lo
general, que la mayoria de la aberracionss sstructurales que
se originan durante la gametogénesis se comportan c¢omo
dominantes letales en varios mamiferos (18, 14).. La
esterilidad o semiesterilidad de los machos adultos se toma
como una indicacién de resstructuraciones cromosémicas en las

celulas germinales (6). Cuando se& cruzan los heterocigotos
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semiestériles o con esterilidad parcial <con ratones no
afectados, se producen progenies de tamafioc reducido, (la
mitad de lo normal). Esto se debe a que durante la meiosis
se producen gametos desbalanceados. Los cigotos resultantes
por o general mueren iIn utero en el momentoc de la
implantacién (como pequefias molas) o sobreviven mas tiempo y
producen muertes mas tardias o fetos con mal formaciones, como
por ejemplo exencefalia (12).

Si la reestructuracién es desigual en términos de las
longitudes intercambiadas, &sta puede conducir a la formacidn
de cromosomas marcadores somiticos apreciablemente mas largos
(caso del cromosoma 2!/ en Is1Gso) o ma&s cortos (cromosoma
174l op [s1Gso) gque cualquier otroc en un conjunto normal. La
mayoriagde los homocigotos para una translocacion son viables
y completamente fértiles (caso de los homocigotos para
Isi1Gso) . Machos heterocigotas para ciertas translocaciones
pueden sufrir de espermatogénesis defectuosa, lo que conlleva
a infertilidad o completa esterilidad. Las

reestructuraciones que generan cromosomas marcadores mas

.largos y mas cortos, estan asociadas con fallas de
apareamiento en meiosis, lo que podria ser un importante
factor para generar la esterilidad del macho (2). Esta

condicidén del macho derivada de un problema cromosémico esta
también asociada con una interrupcién del metabolismo del ADN
en paquitene {11). E!l fondo genético del animal pueds

influir en la severidad del defecto espermatogénico del macho
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{81.

El mutante 1s51Gso, heterocigota, produce regularmente
una proporcidn de gametos cromosdémicaments desbalancsados,
los cuales dan como resultado cigotoé con duplicaciones o
deficiencias de segmentos de los cromosomas involucrados en
la reestructuracion.

Para estudiar el comportamiento de cada uno de los

cromosomas, se& realizaron dos estudios de segregacién en los

cuales se utilizd dos fondos genéticos difersntes: agouti y
deformidad de 1los miembros. Debido a gque las tasas
obtenidas, 1:1,86 y 1:1, no concordaban con lo esperado

tedricamente (dos descendientes mutantes y dos normales en
cada fondo genético), se decididé realizar dos estudios de
fertilidad en los cuales los animales que sobrevivian hasta
la..madurez sgxual y gue procedian de los dos cruces, se
cruzaban con una reserva de constitucidén genética conocida,
que permitia el anélis{s de cada uno de los cromosomas en los
descendientes.

Agquellos animales gque llevaran el gameto con una
deleccién para el segmento BC del cromosoma 17 resultarian
letales, por cuanto hay evidencia que los efectos de las
delecciones de 17 ABCD y 17 CDE bloguean completamente el
desarrollo embrionario en el estado de mérula (1); estas
delecciones tienen en comin las regiones CD. Se conoce que
las deleccionss para los segmentos proximal AB o el distal E

del cromosoma 17 no afectan el desarrcllo antes ds la
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implantacién, por lo gqus se puede asumir gque la aussncia del
segmento del medioc, es responsable de los esfectos letales
tempranos de las deleciones parciales 17 CDE y 17 ABCD, asi
como de la monosomia del cromosoma 17. Esto sugiere gque la
regién CD de este cromosoma contiene genes que podrian estar
involucrados en los estados iniciales de la gmbriogénesis del
ratdn. Esta regién central «contiens ADN para genes
estructurales (18) y el desbalance para estos genes, puede
ser responsable de la muerte de los embriones deficientes de
la regidn CD en el estado inicial de la embriogénesis.

En general, delecciones cromosémicas para segmentos de
considerable tama%o son inevitablemente letales durante la
implantacién, o poco después de esta, y la severidad del
efecto depende de la presencia de ciertos genes en la regidn
ausente.

Se habia considerado gque aquellos animales portadores
del gameto normal o con el rearreglo balanceado sobrevivirian
todo 81 periodo de gestacidén y después del ﬁacimiento, y que
los individuos con duplicacién para el segmento intersticial

del cromosoma 17 iban ha tener un comportamisnto desigual

dependiente del fondo genético. Efectivamente, se encontré
una sobrevivencia diferencial para la duplicacidén del
segmento intersticial del cromosoma 17, la trisomia parcial

era viable en el fondo gendtico no agouti pero resultaba
letal en sl fondo genético deformidad de los miembros 0ak

Ridge. Segun los resul tados obtenidos en varios
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laboratorios, se ha sugerido que diferencias en el fondo
genético podrian ser importantes en la determinacidén de la
longitud de la sobrevivencia, y gque depende de ese fondo
genético, si los cigotos pueden ser viables de acuerdo a la
cantidad del material cromosémico ganado (17).

En el grupc de machos no agouti (cariotipo
desbalanceadoc) se encontrdé una mayor incidencia de muertes en
la implantacién comparada con 1la de machos agouti con
cariotipo ncrmal, en los cuales se observaron valorses
normales. Dentro de 1los primeros, se cbtuviercn dcs
cariotipos diferentes: un cariotipo parcialmente trisémico
con porcentajes bajos de muerte en la implantacién y otro con
2]l rearreglo balanceado con porcentajes mas altos. En estos
Ultimos animales, ambos cCromosomas anormales tendran
posibilidad de manifestarse en la descendencia, mientras gue

en los trisémicos, solo un cromosoma jugard un papel negativo

en la progenie. Se desconoce la causa precisa de muerte en
los trisémicos, sean completos o parciales. En algunos
casos, parece estar relacionada con un crecimiento

embrionario y desarrollo extremadamente pobre. En otros, se
ha  sugerido que podria ser causada por insuficiencia
placental, con una placenta incapaz de cumplir las
necesidades metabdlicas del feto con la reestructuracidn
cromosémica (10)., Por otra parte, los machos con deformidad
de los miembros, tuvieron mayor incidencia de musrte en la

implantacién gue los machos normales con cariotipc ncrmal.
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Los primeros, como se dsscribidé anteriormente, estuvieron
representados Unicaments por el! caricotipo del rearreglo
balanceado.

La mayoria de las anormalidades fetales que se
desarrollaron tanto en la descendencia de [s51Gso como en la
descendencia de animales gue portan la mutacidén Is1Gso,
fueron causadas por la trisomia parcial del cromosoma 17.
Una proporcién muy alta de los embriones anormales fueron
exsncéfalos y tenian este cariotipo. Pese a qus la
exencefalia os asociada comunmente con desbalance gendtico en
rgservas de translocaciones de ratén, su frecuencia y forma
puede variar. Se encuentra también en trisomias numéricas.
De 14 ressrvas de translocaciones reciprocas estudiadas en
Harwell, la exencefalia s encontrdé en 13, amenudo asociada
con otras mal formaciones, tales como defectos de la cara
(16} . De todas las anormalidades fetales que se
desarrollaron en la descendencia de los portadores de la
mutacidn Is1Gso gque fueron analizados citogendtica o
molecularmente, el 89% (en ol fondo gendtico no agouti) y el
100% (en o1 fondo genético deformidad de los miembros) fueron
causadas por la trisomia parcial bara el cromosoma 17, aungue
debe considerarse que el namerb de fetos no son suficientes.
Sin embargo, se encontraron 9 y 5 animales con fenotipo
normal pero con 8l cariotipo parcialments trisdémico, en los
fondos genéticos no agouti y deformidad de los miembros. Por

tanto, se requiere mayor analisis para establescer alguna



correlacién entre 1la anormalidad fetal y sal tipo de
aberracién cromosdmica (Cuadros 7 y 8B).

El hecho que un feto mostrara sl fenotipo espina bifida
y‘ gue tuviera un cariotipo parcialments normal para los
cromosomas 2 y 17, puede explicarse por la ocurrencia de una
mutacidén espontdnea en la meiosis del padre gue afectara a
otros cromosomas no involucrados en esta reestructuracion
cromosémica.

Se obtuvieron dos descendientes de machos con deformidad
dé los miembros que tuvieron un cariotipo parcialmente normal
para los cromosomas 2 y 17 y presentaron un fenotipo deforme
de los miembros. Para gue estos descendientes posean el

fenotipo mal formado, deben de ser portadores del cromosoma

2”, para que la condicisén para el locus ld gquede en estado
homocigota. Sin embargo, los dos animales poseen los dos
cromosomas 2 aparentemente normales (bajo examinacidén
citogenética y molecular). Por ende, debe de estudiarse esta

situacidén con detalls para poder asociarlo a algin fendémeno,

como podria serlo un evento de entrecruzamisnto.
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Efectos de una trisomia parcial del cromosoma 17 en el
desarrollo del ratén.

Capitulo I1: Analisis molecular.
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Resumen

La mutacidn I1s1Gso es una compleja reestructuracisén
cromosémica, relacionada con 2 fenotipos controlados por los
loci 1d (deformidad de los miembros) y a (agouti) del
cromosoma 2 del ratén. Mediante el wuso de wuna sonda
originalmente derivada de una mutacidén por insercidn en un
raténvtransgénico gue involucraba el locus 1ld (30), se logré
acceso al ADN de este mutante. Asi se originaron diversas
sondas de ADN correspondientes a las regiones involucradas en
este cambio estructural. Estas sondas, ademas de permitir
21 acceso al locus a por primera vez en la historia del
genoma del ratén (4), fueron utilizadas para derivar mapas
fisicos vy para clonar vy caracterizaf tanto los puntos de
ruptura ’cémo las regiones silvestres asociadas con el
mutante. De esta forma, se pudo caracterizar molecularmente
los descendientes de'los portadores de la mutacién Is51Gso,
para relacionar el desarrollo embridnico y fetal con el
genotipo vy para determinar la fertilidad de los machos vy
hembras que sobrevivian hasta la madurez sexual. Se sncontré
un 100% de concordacia entre el cariofipo citogenetico y la

evidencia molecular para los mismos cromosomas.
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Introduccién

La caracterizacidn molecular de las mutaciones es uné
herramienta muy util para correlaciconar la estructura vy
expresidén de los genes con sus funciones en ! organismo. En
ratones, las mutaciones obtenidas en programas de mutagénesis
por radiacién o por gquimicos son instrumentos importantes
para la caracterizacidén dsl genoma de los mamiferos. Muchas
de estas mutaciones son alteraciones estructurales mayores de
los cromosomas, tales como deleccionses, inversiones o]
translocaciones y son particularmente Gtiles para el estudio
de la funcidn de los genes sn el ratén (31).

Sondas de ADN procedentes de las regiones involucradas
en la alteracidén cromosémica son wutilizadas para dsrivar
mapas fisicos de estas secciones y para clonar y caracterizar
los genes asociados a ellas (14).

Woychik et al. (31) describieron la caracterizacidn
citogenética y molscular de una compleja reestructuracién
cromosomica en 1 ratén inducida por radiacion (1sl1lGso),
relacionada con dos fenotipos controlados por dos loci del
cromosoma 2 ( a y 1d ). El anadlisis molecular de esta
mutacién permitid ideterminar gque un ssgmento dsel nuevo
cromosoma 2, inmediatamente adyacente y proximal al sitio de
insercidén, estaba invertido, de tal fTorma gque una parte del
locus 1d estaba ligada a secuencias normalmente unidas al
locus a.

Estos loci, 1d y a, se encuentran normalmente a wuna
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distancia de 20 cM. El locus deformidad de l1os miembros
{1d) fue descrito hace mas de 30 afios gracias al hallazgo de
dos mutaciones espontaneas originadas independientemente, una
en el Oak Ridge National Laboratory (alelo 14%®) y la otra en
The Jackson Laboratory talelo 1ad) (7, 11}). El efecto de este
locus estéd asociado tanto con anormalidades esqueléticas que
afectan los miembros anteriores y posteriores del animal, asi
como con defectos del rifién (7, 32). Este locus llegd a ser
accesible a nivel molecular gracias a la utilizacion de
sondas derivadas de una mutacidén por insercién en un ratén
transgénico en la Universidad de Harvard falelo 148¥®) (30).
Woychik et al. (30) mostraron gue estos tres alelos difiseren
del silvestre y entre si en las longitudes de los fragmentos
de restriccisén, reveladas por digestién con las enzimas de
restriccion BamHI y BgllIlI.

El locus agouti (a) regula la distribucién de dos tipos
distintos de pigmentos: feomelanina (amarillo) y eumelanina
(negro o café, gque depende de los alelos presentes en otros
loci), por medio de los melanocitos dentro de los foliculos
del pelo (26)., Analisis de mutaciones inducidas por radiacién
han revelado la presencia de genes dentro o cerca del locus
a gque regulan el desarrollo embrionario (20, 26, 27, 28).

A pesar de considerables esfuerzos en los ultimos afios,
para investigar la genética y la biologia del locus a, este
no habia podido ser caracterizado é nivel molecular ni

tampoco se habia podido clonar ningan otro gen regulador del
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desarrolloc cerca de este locus (27,28, 2). Woychik et al.
(31) obtuvieron una sonda de ADN del locus a de la mutaciodn
isleo. Ellos utilizaron la inversién en gl cromosoma 2 de
la mutacién descrita con el fin de obtener sondas del locus
1d silvestre para "brincar" a una regién altamente ligada al
locus a. Bultman et al. (4), utilizaron esta sonda vy
determinaron que la regién representada por este fragmento
estaba directamente asocciada con el locus a; los segmentos de
ADN clonados de esta regién podrian ser Gtiles para 1la
caracterizacién del gen (o genes) asociado (s) con la funcidn
de este locus. Asi, se pudieron obtener otras sondas dentro
o muy cerca de los genes asociados con esta importante regién
del ADN responsable del desarrcllo del ratdén.

En este trabajo se describe la utilizacidén de estas
sondas, originalmente obtenidas del locus ld&m, para lograr
acceso molecular en 8l ADN de los diferentss puntos de
ruptura y regiones silvestres de los - cromosomas 2 y 17
involucrados en esta mutacién. Con esta hsrramienta
molecular, Jjunto con los anadlisis genéticos y citogenéticos,
se pudo estudiar el efecto de los difersntes gamstos
derivados de este mutante, particularmente, el efecto de la
trisomia parcial del cromosoma 17 en los descendientes del
mutante 1sl1Gso. Se correlaciondé ademds, las anormalidades o
mal formaciones fetales gque se desarrollan en la descendencia
del mutante con el cariotipo citocgenético y con el analisis

molecular.
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Material y Métodos

Animales.

Todos los ratones utilizados en este experimento fuerdn
cruzados y mantenidos en el OUak Ridge National Laboratory,
Tennessee, USA.

Transferencia de Southern.

Se digiridé 10 microgramos (ug) de ADN gendémico de higado
0 cola del ratén adulto o del embridén completo se digirié con
enzimas de restriccion, con el propésito de hacer los
anadlisis moleculares para cada uno de los descendientes o
portadores de la mutacion IsiGso. La ®©lectroforesis se
realizé en geles de agarosa (0.8%) y se transfiridé a
membranas "GeneScreen" (DuPont) (1, 22}. Se utilizaron
sondas (fragmentos de restriccion de doble banda) de
hibridacién marcadas radioactivamente preparadas por la
técnica de "random—hexamer™ (10}.

Clonacién de un fragmento reestructurade de 4.5
kilobases (Kb)l, correspondiente a la parte distal del locus
agouti del cromosoma 2 y a una parte de la regién distal del
cromosoma 17 normal.

Se digiridé completamente un total de 250 pug de ADN
genémico de higado de un macho Is1Gso heterocigota (31) con
EcoR1 y se fraccioné por tamafio en un gradiente de sucrosa de
10—40% (1, 22). Se tamizé una biblioteca de fagos EMBL4,
preparada con las fracciones que contenian fragmentos de 4.5

a 5 Kb, con gl fragmento D ( XRB1.2 Kb) (Fig.1) como sonda,
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2
° RI
1d B6.5
N RI
RITT
a 3.5
RlJ_...
17-prox
VA 17-dis
Fig.1i. Estructura del ADN de todos los fragmentos silvestres

y reestructurados involucrados en la mutacién [siGso. En el
cromosoma 2 normal, los fragmentos 6.5 y 5.5 Kb EcoRI
corresponden a los loci Jd y a, respectivemente. Los
fragmentos 7.5, 1.5 y 4.5 Kb EcoRI son los puntos de ruptura
en el cromosoma 2°'. En el cromoscma 17 normal, el fragmento
5.6 Kb BamH! corresponde a la regién proximal. El fragmento
distal no fue clonado. En el cromosoma 17“1, el fragmento
2.2 Kb BamHI representa el punto de ruptura del segmento
intersticial del cromosoma 17. A la par de cada uno de los
fragmentos, wuna ampliacién donde se 1indica las sondas
utilizadas para el analisis molecular ( ver el texto ).
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proveniente del fragmento silvestre 5.5 Kb/EcoRI del locus
agouti (31, 1, 22). El fragmento de interés, 4.5 Kb/EcoR}
fue luego subclonado en 1 vector pGEM4 (Promegal); se
determiné el mapa de restriccién y se secuencidé parcialmente
(1, 22).

Subclonacién de un fragmento correspondiente a una parte
de la regidn distal del cromosoma 17 normal.

Se digiridé completamente 50 uyg del subclon pGEM4/4.5
Kb/EcoRI con EcoRI y Bglll. Se corté wuna banda 0.8
Kb/EcoRI1/BamH]l del gel de agarosa. Este fragmento fus luego
subclonado en el vector pGEM2Z {(Promega) y se determindé el
mapa de restriccidn {1, 22).

Aislamiento de fragmentos especificos para detectar la
region distal del cromosoma 17 normal.

Se digirié completamente 50 uyg del subclon pGEMZ2/0.8
Kb/EcoR1/BamHI con las enzimas EcoRI y Hindlll para obtener
gl fragmento E de la fig.l. Este fragmento se usdé como sonda
para. identificar la regidén distal del cromosoma 17 normal en
ADN gendémico de heterocigotas y homocigotas para IslGso.

Clonacién de un fragmento de 5.6 Kb, correspondiente a
la regidén proximal del cromosoma 17 normal.

Se digirié completamente un total de 250 yg de ADN
gendémico de higado de un macho Isi1Gso heterocigota y de un
macho homocigota para la mutacisén (31), con BamHI y se
fracciond por tamafio en un gradiente de sucrosa de 10-40% (1,

22). Se tamizé una biblioteca de fagos EMBL3, preparada con
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las fracciones gque contenian fragmentos de 5 a 68 Kb, con el
fragmento F (HO.4 Kb) (Fig.1) como sonda, proveniente ds]

fragmento reestructurado 1.5 Kb/EcoRI que representa la parte

distal del locus 1d y parte de la regién proximal del
cromosoma 17 silvestre (31, 1, 22). El fragmento detectado,
5.6 Kb/BamH]I fue luego subclonado en el vector pBS

(Bluescript Il Promega) y se determiné el mapa de restriccién
(1, 22).

Subclonacién del fragmento silvestre de 2.2 Kb,
correspondiente al punto proximal del cromosoma 17 normal.

Se digirid completamente 50 ug del clon pBS/5.8 Kb/BamHI
con HindIIl y Bglll o con Hindlll y Pstl. Se obtuvieron
varios fragmentos gque luego fueron utilizados como sondas.
El fragmento H2Z2.2 Kb fue posteriormente subclonado en el
vector pGEM3 (Promega) y se determiné =] mapa de restriccidn
{1, 22,

Aislamiento de dos fragmentos especificos para detectar
el cromosoma 179!, |

Se digirié 50 pg del subclon pGEM3/2.2 Kb/Hind!lIl con
las enzimas HindlIIl, Sstl y Pstl para producir el fragmento
HS1.2 Kb (la misma ubicacién de la sonda G en la Fig.1) gquse
se usé como sonda para identificar el punto de ruptura del
cromosoma fﬂﬂ en ADN gendémico de heterocigotas y homocigotas
para la mutacién IsiGso.

Clonacién de un fragmento de 2.2 Kb, representante del

punto de ruptura en el cromosoma 17“1.
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Se digiridé completamente un total de 250 uyg de ADN
genémico de higado de un macho IsiGso hetsrocigota (31)
con BamHI y se fracciondé por tamaffio en un gradiente de
sucrosa de 10-40% (1, 22). BSe tamizé una biblioteca de fagos
EMBL3, preparada con las fraccionss quse contenian fragmentos
de 2 a 2.2 Kb, con el fragmento HS1.2 Kb y posteriormente 0.7
Kb/Sau3A como sondas, provenientes del subclon pGEM3/2.2
Kb/HindIll (1, 22). El fragmento de interés, 2.2 Kb/BamHI
{punto de ruptura en sl cromosoma 179}y fue luego subclonado
en el vector pGEMS3 (Promega) y se determindé el mapa de
restriccidn (1, 22).
Reacci6én en cadena de la polimerasa (PCR}) para la
construccién de una sonda gque detectara el cromosoma 17“1.
Se utilizod el clon pPGEM3/2.2 Kb/BamH]I a una
concentracidén final de 1 ng/ul. Se wutilizaron los
iniciadores T7 y SP8 (Promega) a Ias concentiracionss
convencionales (22, 21). La ampliacién\se llevd a cabo a S84
gC. por 1.30 minutos, a 45 @C. por 2.00 minutos y & 72 QC.
por 3.00 minutos. El producto amplificado {2.2 Kb) se
purificdé y se corté con las enzimas Sau3A, Hinfl, Haelll,
Ddel, Pstl, Sstl y Alul. Los fragmentos obtenidos por las
enzimas Sau3A (4 en total) e Hinfl (3 en total) fueron
probados como sondas en filtros con ADN gendémicoc del mutante
heterocigota; los mejores resultados se obtuvieron con las

bandas Sau3A No2 (sonda G en Fig.l1l) e Hinfl NoZ. Se escogid

la primer banda como sonda para los futuros andlisils.
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Andlisis de algunas secuencias de nucledétidos asociadas

con esta mutacidén. |
Para los puntos de ruptura 4.5 Kb/EcoRI y 5.6 Kb/ BamHI,
fue necesario analizar sus secuencias nucleotidicas vy
compararlas con todas aguellas registradas en las bases de
datos de secuesncias de VAX/VMS - GCG Package (Genetics
Computer Group, Seguence Analysis Software Package, version

6.0, 1889},
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Resul tados

Clonacién de los diferentes puntos de ruptura y

fragmentos del tipo silvestre asociados con Is1Gso.
Esta mutacidén comprendié una inversidén en el cromosoma
2 gque permitidé usar una sonda originalmente derivada~del
locus 1d (sonda A, Fig.1l) para "brincar"™ a una regién
estrechamente ligada al locus a, en el cromosoma 2”, punto de
ruptura 7.5 Kb/EcoRI (31). Una vez clonado el punto de
ruptura anterior y mediante la técnica de "caminar a través
del cromosoma”™, se logré acceso a genes dentro o cerca del
locus agouti y ési se pudo obtener la sonda C (Fig.1l) gue a
su vez, permitié el acceso a otras regiones asociadas con
este locus. Fue asi{ como, por medioc de esta sonda C (Pvu-D),
correspondiente al extremoc distal del punto de ruptura 7.5

Kb/EcoR1 del cromosoma 2”, se pudo "brincar"™ al cromosoma 2

normal, especificamente al punto 5.5 Kb/EcoRI,
correspondiente al extremo proxima]l del locus agouti
silvestre (4). Con la clonacién de esta regién, se pudo
obtener el fragmento distal D (XRB1.2) (Fig.1l), que fue

utilizado como sonda para "brincar" de nusvo al cromosoma 21
y lograr 1ingreso al punto de ruptura 4.5 Kb/EcoRI,
correspondiente a la parte distal del locus agouti y a parte
del punto distal del cromosoma 17 normal. Con esste nuevo
punto de ruptura clonado, se procedié a derivar diferentes
sondas de la regidén mas proximal con el fin de facilitar el

acceso al cromosoma 17 normal, especificamente, a la regidn
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distal involucrada en la insercién.

Al hibridar estas sondas con ADN genémico del mutante
IslGso heterocigoto, se detectd gque todas ellas produci{ian una
‘mancha de hibridacién en los filtros, 1lo que indica la
presencia de elementos repetitivos dentro de esa regién. Por
lo tanto, se procedidé a subclonar esta regién para ver si se
obtenia una sonda que estuviera libre de elementos
repetitivos.

Se obtuvo un subclon (EBO.8 Kb) gue al digerirlo con
diversas enzimas de restriccién produjo fragmentos gque no
escapaban de esa regién repetitiva; por esta razén, la
intencién de utilizar la regién 4.5 Kb/EcoR] para obtener una
sonda (sonda E en Fig.l1l) y lograr accesoc al cromosoma 17
normal tuvo gue ser abandonada y ©buscarse una via
alternativa, la cual consistié en wutilizar el punto de
ruptura 1.5 Kb/EcoRI en el cromosoma ZN, previamente clonado
y caracterizado por médio de una sonda proveniente del locus
1d (sonda B en Fig. 1) (Bultman y Woychik, resultados no
publ icados).

Se utilizé el fragmento distal F (HO.4 Kb) (Fig.1l) como
sonda, correspondiente a una parte de la regién insertada del
cromosoma 17 normal. Esta sonda detecté un fragmento 5.6
Kb/BamHI en ADN genémico del mutante heterocigota. Se clond
esta regién y se digirié con varias enzimas de restriccion

con el fin de obtensr algin fragmento &6ptimo gque sirviera

como sonda para "brincar®" al cromosoma 17“1.
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Debido a que los diversos fragmentos que fueron probados

como sondas producian una mancha de hibridacién, se procedié
a subclonar un fragmento (HZ2.2 Kb) para continuar la busgueda
de una sonda adecuada para este objetivo. Se obtuvo asi
sonda (HS81.2 Kb), pero al hibridarla con filtros guse
contenian ADN genémico del mutante se produjo una mancha
continua de hibridacién, por lo que fue descartada. Para
tratar de lograr una mejor sonda, se recurrié a la reaccidn
en cadena de la polimerasa (PCR), lo cual permitid amplificar
el fragmento clonado 2.2 Kb/BamH! (parte del! punto de ruptura
5.6 Kb/BamHl) para luego digerirloc con enzimas de corte mas
frecuente (4 pares de bases) y obtener un fragmento mas
pequefio que fuera utilizado como sonda para lograr acceso al

7“1. Fue asi como se obtuvo el fragmento G (0.7

cromoscma 1
Kb/Sau3A R2) (Fig.1l), gque hibridé con un fragmento 2.2
‘Kb/BamHI correspondiente al punto de ruptura en el cromosoma
g 7del

Analisis de secuencias y comparacién entre los
diferentes puntos de ruptura con los loci silvestres.

Al comparar las secuencias de pares de bases (pb) del
fragmento 6.5 Kb/EcoRl en el cromcsoma 2 normal (locus 1d)
con las respectivas partes de este locus en los puntos de
ruptura 7.5 Kb/EcoRIl y 1.5 Kb/EcoRl en el cromosoma 2”, se
determiné que sé6lo se habian perdido 3 pb durante sl proceso

de formacién de l!a reestructuracién cromosdémica en IslGso.

De la misma forma, al comparar las secuencias del fragmento
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5.5 Kb/EcoR! en sl cromosoma 2 normal {locus a) con las

respectivas partes de este locus en los puntos de ruptura 7.5

Kb/EcoRIl y 4.5 Kb/EcoRl, se determindé que solamente 29 pb se

habian perdido durante la formacién de dicha

reestructuracién. Ninguna otra alteracidén estructural fue
detsctada en estas regiones del mutante.

Una comparacidén andloga a la antesrior no pudo llevarse

a cabo con respecto al cromosoma 17, debido a gque ni el punto

de ruptura 2.2 Kb/BamHI en 8l cromosoma 178! ni 1a regioén

distal en el cromosoma 17 silvestre, pudieron ser
secuenciados. Solo se cuenta con las sscuencias del
fragmento 5.8 Kb/BamHIl, regién proximal del cromosoma 17

normal y con las de los puntos de ruptura 1.5 Kb/EcoRIl y 4.5
Kb/EcoRIl en el cromosoma 217,

Analisis por computadora y determinacién de la presencia
de elementos repetitivos dentro de algunos puntos de ruptura.

Cuando se intenté "brincar™ del punto de ruptura 4.5
Kb/EcoRI &n el cromosoma 217 al punto distal en el cromosoma
17 silvestre, todas las sondas derivadas del punto de ruptura
produjeron una mancha continua al hibridarlas con ADN
genémico del mutante IslGso hetsrocigota, 1o que indicé que
dicha regién estaba contsnida dentro de algin elsmento
repetitivo del genoma del ratén. Se procedié entonces a
comparar la secuencia de nucledétidos de esta regién con todas
agquellas registradas en las bases de datos de secuencias ds

VAX/VMS — GCG Package. La busqueda mostré que se trataba de
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un elemento repetitivo L1Md; esto es, un elemento repetitive
mayor de gran esparcimiento en el genoma del ratén.

De 1igual manera, cuando se intentdé utilizar sondas
provenientes del punto proximal del cromosoma 17 normal para

detectar al cromosoma 17“1

, se encontré gue la mayoria de
estas sondas producian también wuna mancha continua al
hibridarlas con ADN gendmico del mutante. Al hacer la
comparacidén de esta secuencia con las registradas en GCG
Package, se encontrdé gue habia homologia con las secuencias
bl de ADN repetitivo gue se encuentra en todas partes en el
genoma del ratdn.

Utilizacién de las técnicas moleculares para Ia
deteccidén de los cromosomas involucrados en la mutacién
Is1Gso.

La caracterizacién molecular de los puntos de ruptura
asnciados con esta mutacidén, asi como de algunas regiones de
los cromosomas normales involucrades, permitié la detecciodn
de los 4 cromosomas involucrados: cromosoma 2 normal; 2”; 17
normal y 17“].

Se digirié ADN genémico de ratones adultos descendientes
de IslGso o de sus fetos, con la.enzima de restriccidén BamHI
(con el propésito de estandarizar todos los fragmentos de
restriccion en términos de una misma enzimal,
transferido a una membrana de Nylon y luego hibridade con

los fragmentos 1.5 Kb/EcoRI y 0.7 Kb/Sau3A (sondas F y G

en Fig.1l). El primer fragmento, un punto de ruptura en el
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cromosoma 2”, contenia informacidn complementaria al locus 1d
en el cromosoma 2 normal, a la regidén proximal del cromosoma

17 normal y obviamente, asi mismo (cromosoma 217y, De esta

forma, al wutilizar este fragmento como sonda, se pudo
detectar 1a presencia o ausencia de estos 3 cromosomas
(Fig.2). Por otra parte, la presencia o ausencia del

cromosoma 17“1, detectado con 1la sonda 0.7 Kb/Sau3A, produjo
una banda de 2.2 Kb/BamHI (Fig.2}). Este cariotipo parcial
obtenido por medioc de técnicas moleculares fus comparado con
el carioripo citogendtico de 39 ratones y se encontré un 100%
de concordancia, para los cuatro Cromcsomas en estudio
(Capitulo I). Solo 8n un caso, las técnicas moleculares no
detectaron una nueva reestructuraciodn cromosémica gue
involucraba los cromosomas 14 y 15, la cual si{i fue datectada
por medioc de las técnicas citogenéticas.

De esta forma, mediante 21 uso de la bioclogia molecular,
fue posible estudiar un total de 161 ratones kadultos Yy

fetos) de una forma mas rapida y econdémica.
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~— 73Kb B
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Fig.2. Transferencia de Southern de ADN genémico digerido
con la enzima de restriccién BamHI de descendientes del
mutante Is1Gso. _{A) Banda gue detecta al cromosoma 2 normal,
(B) cromosoma 2'', (C) cromosoma 17 normal y (D) cromosoma
17 91. Lineas 1,2 y 3 contiepen los cromosomas 2,2;17,17;

linea 4 los g¢romosomas 2,217;17,17“1; lineas 5 y 6 los
cromosomas 2,27 ';17,17.
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Discusién y Conclusiones

La caracterizacién molecular de las mutaciones gque
impliquen alteraciones estructurales mayores en los
cromosomas, tales como delecciones, inversiones o
translocaciones son particularmente Utiles para el estudio de
la funcidén de los genes en el genoma del ratén (31).

Mas de 1300 loci genéticos han sido descritos en =l
ratén; la mayoria de ellos han sido reconocidos por la
ocurrencia de mutaciones gue causan efectos visibles como por
ejemplo, cambios de color, de morfologia, de conducta o por
€l descubrimiento de diferencias entre las cepas sn cuanto a
estructura proteinica, actividad enzimdtica, determinantes
antigénicos, respuestas inmunes, secuencias de ADN, etc.
(12). Un claro ejemplo de una de las aplicaciones de estas
reestructuraciones cromosémicas se da con las translocaciones
reciprocas, qus han sido usadas extensivaments para asignar
grupos de ligamiento ; cromosomas en el ratén (17, 18) y para
asignar genes a regiones particulares de los cromosomas
por: 1- mapeo de duplicacién — deficiencia (8); 2— compa-—
racion de la genética y las posiciones de los puntos de
ruptura citolégicos (19) y 3- hibridacidén in situ; también se
han utilizado para el estgdio de la impresién genémica. Esto
ha tomado wvalor a partir del descubrimiento gque, cuando
heterocigotas de una translocacién marcada gendticamente son
entrecruzados, los cigotos formados a partir de gametos con

duplicaciones y deficiencias complementarias, pueden por lo
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general formar ratones perfectamente normales y viables {23).
Sin embargo, cuando estas duplicaciones y deficiencias
involucran ciertas regiones de los cromosomas 2, 6, 7, 8, 11,
y 17 provenientes de un padre en particular, los cigotos
resultantes pueden morir antes o despuds del nacimiento o
sufrir de ciertas anormalidades (6, 29).

Se considera que genes particulares en las regiones
involucradas necesitan ser impresos de alguna forma durante
la maduracién de la célula germinal (25). En otras palabras,
conjuntos de genes diferentes importantes para el desarrollo
embrionario son expresados diferencialmente en las células
germinales de los machos o de las hembras (5). A modo de
ejemplo, la mutacidén Thp (una deleccidén del cromosoma 17), se
comporta como un letal prenatal en embriones heterocigotas
(Tmp/+) si es heredada a través del! genoma del! oocito (madre),
pero resulta completamente viable después del nacimiento si
es transmitida a través de las espermatidas (padre). Este
fenémeno, que sugiere una participacién. desigual de los
cromosomas maternos y paternos en el control genético del
desarrollo temprano, ha sido repetidamente encontrado en
heterocigotas de ratones para translocaciones reciprocas o
Robertsonianas (16, 24).

Un experimento de mutagénesis inducido por radiaciédn
hecho por Generoso y colaboradores en el Oak Ridge National
Laboratory (31), produjo una mutacién en el ratén que Tfue

alélica a los loci 1Id (deformidad de los miembros}) y a
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{agouti). Basados ~en los hallazgos citogeneticos vy
moleculares, se propuso gque un segmento interéticial del
cromosoma 2! no se asociaba a las bandas 2E4-2H1 1o gque
indica gue estaba invertido, con puntos de ruptura en el ADN
e 1interrupciones de las secuencias en los loci 1d y a.
Existe evidencia que un segmento intersticial del cromosoma

17 se habia integrado en el punto inmediatamente adyacente y

distal a la regidén invertida del cromosoma 211 (31) . Esta
inversibén en el cromosoma 2”, permitidé "brincar"™ desde la
regidén clonada del locus 1ld en e! cromosoma 2 normal (por

medio-de una sonda originalmente derivada del locus 1) 2
una reglidgn cercanamente ligada al locus a, en €] cromosoma 217
(fragmento 7.5 kb EcoRI) (31). Esto fue de gran utilidad ya
gue 1. se obtuvieron diversas sondas moleculares para iniciar
el estudio de la biologia molecular del gen (s) situado (s)
en el locus a, m&xime gue la caracterizacidén de la estructura
molecular de este locus ha sido el foco de atencidn por parte
de muchos investigadores en los ultimos afios. Bultman et al.
{(4) utilizaron una de esas sondas para estudiar una regién de
ADN que portaba cambios estructurales en varias mutaciones
del locus a, e identificaron alteraciones especificas en la
secuencia del ADN en dos mutaciones viables, 1sl1Gso y aﬁnn,
gue estaban contenidas casi en el mismo sitio en el ADN. Esa
misma regién estaba ausente en varias mutaciones letalss, lo

que evidenciaba que esa regi6tn contenia al menos una

porciédndel gen {s) del locus a. 2. Se pudo caracterizar
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todos los puntos de ruptura y regiones silvestres asociadas
con IslGso. Con base en estoc, se llevd a cabo un anilisis
molecular en varios animales relacionados con este mutante,
y se encontrdé una aita concordancia entre este tipo de
analisis y &l carioctipo citogenético por medio de bandas G.
El uso de sondas de ADN detectsé la presencia o ausencia de
fragmentos de restriccién correspondientes a los cromosomas
del animal, los cuales eran también detectados por las
técnicas de bandeo cromosémico. Debe mencionarse que, de
todos los casos analizados citogenética y molecularmente,
solo uno no fue detectado por las técnicas moleculares
(Cépitulo . Esto se debidé a gue las sondas que se
utilizaban eran especificas para los diversos puntos dse
ruptura asocciados con la mutacion IslGso, y en este caso, se
presentaba una nueva reestructuracion cromosémica que
involucraba 1los cromosomas 14 y 15, qgue no podian ser
detectados estas sondas.

Las secuencias analizadas y el hecho que sdélo se
perdieron 29 pares de bases durante la formacidén de la
reestructuracién del locus a, sin gue ninguna otra alteracién
estructural fuera detectada, apoyan la prediccidén que un gen
asociado con la funcién del locus a fue interrumpido por el
rompimiento del ADN en el sitio distal de Ia inversién del
mutante Is1Gso (4).

La presencia de familias de ADN repetitivo es un rasgo

general de genomas eucariéticos y estas secuencias podrian
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represantar un 30% del total del ADN en mamiferos.
Experimentos clasicos de reasociacidén del ADN han revelado
que no todas las secuencias de ADN estan representadas
igualmente en el genoma eucariosctico (3).

Hay consenso que en el genoma del ratén, las secuencias
de ADN se clasifican en tres clases: 1. Una clase altamente
repetitiva compussta an  su totalidad por secuencias
sateliticas centroméricas las cuales constituyen el 10% dal
génoma; 2. Una clase moderadamente repetitiva que comprende
numerosas familias, cada una con cietos o miles de miembros
en localizaciones dispersas que constituyen en fotal el 20%
del genoma y; 3. El componente de copia uUnica el cual
constituye 1 70% restante del genoma e incluye la mayoria de
los genes (13).

Muchas secuencias de ADN altamente repetitivo se han
identificado en primates, roedores y otros mamiferocs. LiMd
g5 un elemento repetitivo mayor de gran dispersidén en =l
genoma del! ratoén (9). Cuando se digiere un ADN genbémico con
las enzimas EcoRI o BamHI, y se realiza una electroforesis en
gel de agarosa tsfhida con bromuro de etidio, se puede
observar una mancha de ADN gque representa un continuo de
fragmentos de ADN de tamafios diferentes, que corrssponden 2a
la ubicacién de estas secuencias, en el genoma del ratén
(15). Esto significa, que tanto la parte proximal del punto
de ruptura 4.5 Kb/EcoRl en el cromosoma 21 como 1a regioén

proximal del cromosoma 17 normal estan contenidas dentro de
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este tipo de secuencias, por cuanto al ser utilizadas ciertas
regiones de ellas como sondas, producen una mancha de ADN
continuo al hibridarlas con ADN gendémico de ratdn.

Correlacion de las anormal idades fetales con aneuploidia
parcial en los fetos en desarrollo.

Se observaron anormal idades craniofaciales reproducibles
en los fetos vy muerte prenatal en algunos ds los
descendientes de los animales que portan la mutacion Isl1Gso,
ademads de los defectos de los mismbros y del color del
pelaje. Debido a gquse esta mutaéién involucra una altsracién
cromosomica mayor, s posible qus sstos Ultimos defectos sean
causados por condiciones de anseuploidia parcial asociadas con
la herencia de gametos desbalanceados. En lugar de estudiar
esta posibilidad por medio del anadlisis de muchos
descendientes con procedimientos citogenéticos
convencinnales, se desarrollé un procedimiento alternativo
Que permitid establecer un "cariotipo molecular parcial®” ds
cada feto. En este caso, en lugar de observar Cromosomas
bandeados, s8 determiné la presencia o ausencia de los
Cromosomas 2“, 17%l 5 2 y 17 normales sn cada feto por medio
de las técnicas de transferencia de Southern de ADN gendémico
y se examiné la presencia o ausencia de los fragmentos de
restriccidén gque cosegregan con cada uno de los cuatro tipos

de cromosomas involuerados sn la mutacién IslGso (Fig.2).
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