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La genética desconocida

Capitulo 1. Introduccion

El nacimiento de la Genética como ciencia se debio a la publicacion de los trabajos de
Mendel y, fundamentalmente, al redescubrimiento de sus leyes a principios del siglo XX,
cuando los cientificos De Vries, Correns y Tschermak llegaron a las mismas conclusiones
que Mendel en 1865. Durante este siglo de vida. el concepto de herencia como transmision
de genes de una generacion a la siguiente, con igual efecto a partir de cada parental, se ha
venido aplicando a multitud de genes en todos los grupos de seres vivos, hasta el punto de
que la Genética ha emergido como uno de los temas centrales de la Biologia actual.
Distintos autores, sin embargo, consideran que Mendel seleccioné cuidadosamente un grupo
de caracteres en guisantes que segregaban limpiamente, mientras hay muchos otros caracte-
res en guisantes y en muchas otras especies que no muestran herencia mendeliana. Uno de
los cambios importantes de la Genética contemporanea es explicar los caracteres y condi-
ciones que no siguen a Mendel. asi como conocer el funcionamiento de mecanismos mole-
culares de expresion y regulacion de genes, descubiertos en las ultimas décadas, entre los
gue se incluyen la edicion del ARN y la impronta gendmica. Desde este punto de vista el
concepto de impronta gendmica ha adquirido importancia creciente, porque puede propor-
cionar una explicacion para un conjunto de observaciones notablemente diversas en cuanto
a transmision genética y expresion que no se ajustan a las predicciones de genes estricta-
mente mendelianos.

1.1. DEFINICION

El término impronta se uso en primer lugar en Biologia por Lorenz, a finales de los
anos 30, para describir observaciones sobre el comportamiento animal. Por ejemplo, hay
tiempos criticos, durante los primeros momentos de la vida, en los que se puede modificar
el comportamiento por visiones o experiencias. Aplicando este sistema a gansos recién naci-
dos se consiguid que se comportaran como si un perro fuera su madre, si era éste el primer
objeto mévil que veian después de nacer.

En la actualidad, el término impronta es la traduccion del inglés “imprinting” y define
un proceso mediante el cual se produce un marcado o modificacién del material hereditario
que consiste en una inactivacion de la expresion del mismo. Los términos impronta paren-
tal, impronta gamética, impronta gendmica, cromosémica o genética presentan diferencias
de matices pero, todos ellos se refieren a un fenomeno que implica una expresion diferen-
cial a nivel alélico o cromosdémico dependiendo de su origen materno o paterno. Y esta
dependencia parental en la expresion es lo que modifica el concepto mendeliano de la equi-
valencia en la expresion de los hibridos reciprocos.

No obstante, la idea de dependencia parental tampoco es nueva en Genética y la expre-
sion monoparental de genes de mitocondrias, cloroplastos y ligados al cromosoma Y es un
proceso ampliamente conocido. Ahora bien, lo que diferencia la dependencia parental en la
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expresion de estos genes y la impronta es la forma en que se produce la transmisién de una
generacion a la siguiente y que produce diferencias en la presencia fisica de los genes en
ambos casos. O sea, en la herencia citoplasmica los genes proceden de un tnico parental
de manera que solo hay un donante de los genes mientras que en la impronta estan las dos
copias fisicamente presentes procedentes de cada uno de los parentales pero sdlo se expre-
sa uno de los alelos.

1. 2. DESARROLLO HISTORICO

En Genética, historicamente la primera vez que se utilizo el término impronta fue en
los anos 60 para referirse a la eliminacién o heterocromatinizacion selectiva de cromosomas
de origen paterno en el insecto Sciara. Posteriormente, a mediados de los afios 70 el térmi-
no se uso para describir la inactivacion selectiva de cromosomas X, derivados paternamen-
te, en membranas extraembrionarias en raton a mediados de los afos 70. Lo que tienen en
comun estos dos procesos es el marcado o etiquetado diferencial de los cromosomas X pater-
nos con respecto a los demas cromosomas y a los X maternos, siendo esta diferenciacion
especifica lo que constituye la impronta.

1.3. ELIMINACION DE CROMOSOMAS EN SCI4RA

Los cocidos son un suborden de los homdpteros que se caracterizan por presentar unos
mecanismos de eliminacion del genoma paterno que agrupan a varias especies. En el géne-
ro Sciara la impronta produce eliminaciéon cromosdmica en unos embriones pero no en
todos, resultando en dos clases de embriones que difieren en el numero de copias efectivas
de cromosomas particulares, y esta desigualdad es la base de la determinacién del sexo. Los
cigotos contienen dos juegos de autosomas (Am: de origen materno; Ap: de origen paterno)
y 3 de cromosomas X (X). Dos de los X son paternos en origen (Xp) y uno materno (Xm) de
manera que la constitucion cromosdmica es AmApXmXpXp. Durante la embriogénesis tem-
prana un cromosoma X paterno se elimina a partir de la linea germinal de ambos sexos y
de la linea somatica de las hembras. En la linea somatica de los machos ambos X de origen
paterno son eliminados. Al final resulta que las lineas germinales masculinas y femeninas y
la linea somadtica femenina son XmXp, sin embargo, la linea somatica masculina es XmO.
Asi, mientras la linea germinal de ambos sexos es A4XX las constituciones cromosomicas
del soma son diferentes: A4XX (hembra) y A4XO (macho) (Figura 1).

El proceso biologico mediante el que se consigue esta eliminacion es a través de una
meiosis atipica en machos. En la primera divisidn meiotica los cromosomas paternos son
eliminados y en la segunda las dos cromatidas hijas de los X maternos se mueven a un polo.
El espermatozoide se forma a partir del unico producto meidtico que contienen las croma-
tidas X precoces (ahora cromosomas). Todos los demas productos degeneran, por lo que los
espermatozoides contienen dos cromosomas X.
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La eliminacidn especifica de cromosomas en la linea somatica esta basada en impron-
ta controlada maternamente. Se ha demostrado que el sitio marcado en el X esta cerca del
centromero y la pérdida de cromosomas se produce porque no hay migracion de los cro-
mosomas en el huso mitético debido a una no disyuncién de las cromatidas hermanas.
Utilizando translocaciones obtenidas experimentalmente entre los cromosomas X y autoso-
mas se ha visto que solamente los translocados con el centrémero son marcados y elimina-
dos, pero esta region es distinta de la region en la que se mantienen unidas las cromatidas.
En cuanto al control molecular, una enzima con actividad fosfatasa o topoisomerasa es la
responsable de la separacion en anafase y su actividad esta regulada por la estructura de la
cromatina de los cromosomas eliminados. Pero, ademas se requeriria un elemento regulador
para la formacién de esta estructura en la cromatina de los cromosomas X. Seria necesario
aislar este elemento regulador, descubrir su naturaleza v sus dianas en los cromosomas para
entender completamente el proceso.

En otros grupos de cécidos el juego de cromosomas paternos se convierte en hetero-
cromatico e inactivo genéticamente en embriones que se desarrollan como machos, induci-
do por un cromosoma transmitido paternamente. Esta inactivacion ocurre en la embriogé-
nesis temprana y los cromosomas permanecen heterocromaticos en la mayoria de los tejidos
durante el desarrollo. En hembras ambos juegos son funcionales. En algunos casos hay des-
truccion selectiva de uno o mas cromosomas paternos durante la profase premeiotica. Los
cromosomas no destruidos se eliminan a continuacién pero antes de la espermatogénesis, de
manera que solo los maternos forman esperma.

En Sciara y demas grupos de cocidos la impronta determina el sexo y, por tener un
control materno, presenta la posibilidad de ser un mecanismo utilizado por la madre para
llegar a una tasa de machos y hembras adecuada durante la instalacion en un nicho ecologi-
co particular.

Debido a que el descubrimiento de este proceso se habia llevado a cabo en los cécidos
que son un grupo de insectos atipico se penso que seria un proceso excepcional y no algo
generalizado, hasta que se descubri6 a mediados de los afios 70 que la inactivacién del X en
mamiferos también implicaba impronta parental.

1.4. INACTIVACION DEL CROMOSOMA X EN MAMIFEROS

La inactivacién del cromosoma X en mamiferos es un mecanismo de compensacion de
la dosis génica, necesario debido a la diferencia entre los cromosomas sexuales (XX/XY).
La compensacion se produce para que la relacion existente entre el niimero de cromosomas
Xy juegos de autosomas se ajuste a 0,5 y se consigue en euterios por inactivacion al azar de
uno de los dos cromosomas X en el embrion, mientras que en los tejidos extraembrionarios,
que forman la placenta, saco embrionario y demads 6rganos relacionados, el cromosoma X
que se inactiva es siempre €l del padre. En marsupiales el cromosoma X paterno es el que se
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inactiva preferentemente en todas las células, de manera que la impronta es un componente
importante de la inactivacion del X.

Se ha identificado el gen X, como gen clave en el proceso de inactivacion del cromo-

soma X'y su expresion determina la inactivacion del cromosoma que lo porta (efecto cis). El

proceso general consistiria en que el gen X, del cromosoma X materno sufriria una impron-

ta o inactivacidn consistente en la unién de ARN antisentido producido por el gen T,
durante la meiosis de la hembra, seguido por metilacion especifica de agrupamientos de
nucleodtidos CG, conocidos como islas CpG, en el promotor X;,. La inactivacién del cro-

mosoma X en tejidos extraembrionarios de la hembra ocurre porque el gen X;,, materno no

podria expresarse debido a la metilacion de su promotor, de manera que el factor de trans-
cripcion actuaria sobre el gen X, del cromosoma X paterno activandolo porque su promo-

tor no estaria metilado. La activacion del gen X, determina la inactivacion del cromosoma

en el que esta situado.

El mecanismo molecular por el que se produce la inactivacion es mediante la produc-
ciéon de ARN por el gen X, cuyo papel seria fijarse al cromosoma X y actuar como sefal
para la fijacion de proteinas que determinarian un cambio cromatinico que conduce a la
inactivacion genética. Posteriormente, la metilacion del ADN del cromosoma inactivado
supone el mantenimiento de ese estado de inactivacion. La inactivacion se puede revertir por
tratamientos con inhibidores de la metilacion, corroborando la implicacidn de 1a metilacion
en el proceso de inactivacidn.

A medida que avanza el desarrollo la impronta del gen X, materno va desaparecien-
do y en el momento de la inactivacién del cromosoma X en el embrién ambos genes X, tie-

nen la misma probabilidad de ser activados por el factor de transcripcién, pero dada la can-
tidad limitante de éste al final s6lo uno de los dos cromosomas X activaria su gen X;,,. Aquel

cromosoma que lo activase seria inactivado (Figura 2).

El momento de conteo cromosdmico, para establecer la relacion entre el numero de
cromosomas X'y juegos de autosomas, que desembocara en la inactivacién de todos los cro-
mosomas X menos uno, es critico durante la embriogénesis y después de ese momento no
se puede compensar la dosis si se produce una duplicacién del cromosoma X.
Recientemente, se ha descubierto un gen, al que se ha denominado eed, que es miembro del
grupo Polvcomb, una familia de genes que controlan la actividad génica durante el desarro-
llo. que es responsable del mantenimiento de la inactividad en el cromosoma X una vez que
se ha producido. Aunque no se conoce todavia el mecanismo molecular exacto por el que
actiia el gen eed, si se conoce que esta implicado en el empaquetamiento del ADN en los
Cromosomas.

Una vez establecida la inactivacion, el gen X, se comporta como una unidad hereda-

ist
ble y en todas las células a las que se va transmitiendo por mitosis el Xi se sigue mante-
niendo inactivo.
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Los Xa (X, .4iv0) Y Xi (Xinaeivo) difieren en la metilacion de islas CpG localizadas en los
extremos 5’ de genes ligados al cromosoma X. E1 ADN de los promotores de genes en Xi
estd metilado, y envuelto en nucleosomas, mientras que el Xa esta libre de nucleosomas y
mostrando huellas indicativas de factores de transcripcion. Cada sitio metilado CpG es auto-
nomo y auto perpetuante con respecto a la metilacion.

Sin embargo, en marsupiales algunas islas CpG de varios genes ligados al X no estan
metiladas en el X7, lo que en un principio se planteé como impedimento a la validez de esta
teoria. Teniendo en cuenta que la inactivacion del cromosoma X es mucho menos estable en
marsupiales, estos resultados confirman la implicacion de la metilacion en el estableci-
miento y estabilizacion de la inactivacion, pero también sugieren que ademas de la metila-
cidn de las islas CpG estan implicados otros mecanismos, como ahora se ha demostrado con
el gen eed.

En ratdn el cromosoma X inactivo tiene replicacion tardia, mantenida activamente por
un factor actuando en frans en hembras y cuando falta se pasa de replicacion tardia a repli-
cacion temprana. No se sabe si este factor también modifica el patrdn de replicacion de los
autosomas y su relacion con el gen eed. La extensidon de la inactivacion es reversible de
modo que con la edad o el tiempo los loci inactivados pueden ser reactivados. Sin embargo,
el centro de inactivacién no se necesita para mantener la inactivacion del cromosoma X en
células somaticas.
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Capitulo 2. Caracteristicas generales

2.1. TECNICAS DE ESTUDIO

Una vez descubierta la presencia e importancia de este proceso en mamiferos se dis-
paro el interés por el mismo y se desarrollaron unas técnicas para estudiarlo.

2.1.1. Técnica del transplante de nucleos

La primera de ellas trataba de ver si, en general, el desarrollo embrionario esta afecta-
do o no por marcado diferencial, y es la técnica que se conoce como del intercambio o trans-
plante de nucleos, que permite intercambiar fisicamente la informacion genética entre dos
embriones de raton. Esta técnica aprovecha el hecho de que una vez fecundado el ovulo,
pero antes de empezar a dividirse el embrion el nicleo del dvulo y el del espermatozoide
permanecen separados durante un breve intervalo de tiempo en el citoplasma de la célula
huevo. Los dos nicleos son visibles al microscopio Optico y presentan una posicién y tama-
o caracteristicos. Con una aguja se puede extraer selectivamente cualquiera de esos dos
nicleos 0 ambos a la vez. De esta forma se crearon embriones ginogenontes (con dos niicle-
0s maternos, es decir, dos series cromosdmicas maternas) y androgenontes (con dos nucle-
os de origen paterno, es decir, dos series de cromosomas paternos) (Figura 3).

En los primeros experimentos de este tipo se utilizaron lineas isogénicas de ratones de
manera que ¢l fondo genético de un sexo era igual al del otro. Por lo tanto, si el desarrollo
de un raton solo dependiera de su dotacion de genes no importaria que los recibiera todos
de uno de los dos progenitores. Pero, no es eso lo que ocurre porque ambos tipos son abor-
tivos debido a que los ginogenontes desarrollan un embrién bastante normal pero su pla-
centa y membranas vitelinas se hallan severamente atrofiadas. En los androgenontes se
observa lo contrario con membranas normales pero embriones muy débilmente desarrolla-
dos. Puesto que los genes eran los mismos se concluyé que habian sufrido algitin tipo de
modificacion o impronta diferencial que dependia de su origen materno o paterno. Este pro-
ceso parecia desactivar selectivamente algunos genes que en condiciones normales debian
intervenir durante el desarrollo embrionario temprano. De los genes aportados por el padre
parecian estar inactivos algunos esenciales para el desarrollo embrionario, mientras que los
aportados por la madre los inactivos parecian ser los que intervienen en la formacion de la
placenta.

La conclusion de estos experimentos es que se necesitan ambos gametos para el desarro-
llo embrionario normal, de manera que este proceso de impronta impediria el desarrollo par-
tenogenético de individuos.

19
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Estos resultados se han podido corroborar en humanos mediante el estudio de abortos
y situaciones anormales de desarrollo embrionario, y se ha encontrado que el desarrolio de
un teratoma (que es un tumor embrionario) se debe a la presencia de dos juegos de cromo-
somas maternos y que la causa de un tumor o lunar hidatiforme (que es una malformacion
placentaria) es la presencia de dos juegos cromosdmicos paternos.

2.1.2. Técnica de los cromosomas fusionados

Para determinar a que nivel (cromosdmico, brazos cromosomicos, genes, etc.) se pro-
duciria este fenomeno se utilizo una técnica citogenética que permitia utilizar cromosomas
fusionados. Asi los cromosomas no se podian separar en meiosis y como consecuencia un
gameto recibia dos copias de un cromosoma y el otro ninguna. Este proceso provoca diso-
mias cromosémicas uniparentales (fragmentos de cromosomas homologos, brazos cromo-
sémicos o incluso juegos de cromosomas homdlogos completos procedentes del mismo
parental) con deficiencias para el segmento cromosomico del padre del sexo opuesto
(Figura 4). Se han obtenido utilizando construcciones de translocacion para cromosomas
completos o segmentos cromosomicos. De acuerdo con la regla de la equivalencia de los
hibridos reciprocos todos los animales resultantes de este tipo de cruzamientos deberfan ser
idénticos. Sin embargo, se encontrd que esta regla no se cumplia para varios de los cromo-
somas de ratén. De esta forma se vid que, por ejemplo, ratones con dos cromosomas 11 de
origen materno eran anormalmente pequenos, mientras que los que lo heredaban de su padre
eran gigantescos. A través de distintas combinaciones de translocaciones se ha visto que
otros cromosomas provocaban muerte del embrion y anomalias del comportamiento. De
este modo se ha elaborado un mapa de no complementacién en el que se han encontrado 7
segmentos con efecto diferencial mayoritario en comportamiento y supervivencia y en algu-
nos se han encontrado efectos opuestos (grande frente a pequefio, hipoactivo frente a hipe-
ractivo, etc). También se han observado proporciones esperadas distorsionadas en la des-
cendencia para algunos cromosomas uniparentales, sugiriendo que pueden ocurrir efectos
letales en fases muy tempranas del desarrollo.

Este efecto también se ha observado en humanos a través del estudio de diversos sin-
dromes y, por ejemplo. la ausencia de contribucion paterna del /5¢g produce el sindrome de
Prader-Willi caracterizado por hipotonia y fallo para desarrollarse normalmente en la infan-
cia, pies y manos pequeiias, retraso mental y marcada obesidad. Este sindrome ocurre con
una frecuencia de 1 por cada 25.000 individuos. En relacion con esta enfermedad se encuen-
tra la conocida como sindrome de Angelman, producida por la ausencia de la correspon-
diente copia materna del /5g y caracterizada por retraso mental severo, expresion tipica de
felicidad, movimientos ritmicos, hiperactividad y risa inapropiada, como sintomas mas
caracteristicos. Ocurre con una frecuencia similar de 1 por cada 25.000 individuos. En indi-
viduos normales la replicacion del cromosoma de origen paterno es anterior al materno
mientras que en individuos con uno de los dos sindromes la regién en cuestion se replica
sincrénicamente. La asincronia en la replicacion es una de las caracteristicas del cromoso-
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ma Xi, como se ha descrito anteriormente, pero también es una caracteristica presente en
todos los genes sometidos a impronta.

También se encontrd que los efectos de impronta no persisten en la siguiente genera-
cion, y por tanto, la modificacion no supone algo permanente en el cromosoma. Por ejem-
plo, un ratén pequefio macho con las dos copias del cromosoma /7 heredadas de su madre
producira descendencia de tamafo normal. Los genes procedentes de la madre pierden su
impronta femenina para ser de nuevo etiquetados como genes de macho.

2. 2. HERENCIA DE GENES MARCADOS

A nivel de expresion marcado o impronta de un gen significa inactivacion, o sea, decir
que un gen tiene impronta materna significa que la copia de ese gen que se hereda via mater-
na no se va a expresar, pero el gen fisicamente esta ahi, y, ademads, como la impronta es una
modificacién reversible cuando ese mismo gen pasa a una linea germinal masculina volve-
ra a activarse de nuevo.

La transmision de los genes marcados es mendeliana pero su expresion depende del sexo
parental que lo haya transmitido. Por ejemplo, en el arbol genealogico para la herencia de un
caracter afectado por impronta paterna se observa que el gen solamente se inactiva cuando se
transmite por el macho. Las hembras son portadoras no manisfestantes (Figura 5).

Ahora bien la impronta no se establece en el mismo gen de todos los individuos indi-
cando que hay variabilidad en los genes marcados vy, en este sentido, hay que distinguir los
genes que sufren impronta y que son los que manifiestan el fenotipo final y los genes res-
ponsables del establecimiento de la misma. La variabilidad encontrada en el fenotipo de los
genes marcados indica a su vez variabilidad o polimorfismo en el gen o genes responsables
del establecimiento del mecanismo. El efecto de variabilidad en la expresion de genes mar-
cados parece deberse a un mosaico de expresion dentro de las células del organismo afecta-
do, debido a uno o mas genes responsables de la impronta. Por lo tanto, no sélo los genes
responsables de la impronta actuaran de manera diferencial en machos y en hembras sino
que personas del mismo sexo con distintos genes controladores del proceso de impronta
diferiran también en su dotacidn de genes marcados con dicha impronta.

Esto se ha visto claramente estudiando el patron de expresion de la enfermedad cono-
cida como corea de Huntington (EH), que se produce con una frecuencia de 1 por cada
10.000 individuos, y es un caracter modificado por una impronta especifica y ligada al sexo.
Es una enfermedad neuroldgica fatal, se hereda de forma dominante y todo el que reciba el
gen EH de uno de los progenitotres sufrira la enfermedad con sintomas de movimientos
espasmodicos de dedos y cara y falta de coordinacion. Es, ademas, una enfermedad de refe-
rencia desde el punto de vista genético porque fue la primera enfermedad para la que se
desarrolld una sonda que permitié detectar a los portadores antes de manifestar los sinto-
mas porque, generalmente, la enfermedad se manifiesta en adultos diagnosticandose como
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edad media los 38 aflos. No obstante. un 10 % de los casos se detectan en ninos de hasta 2
anos y medio. de ellos el 90 %o habian heredado la enfermedad de su padre v es la transmi-
si6n paterna lo que habia disparado la edad de manifestacion de la entermedad.

Se establecid que las diferencias en la expresividad de la enfermedad se debian a fac-
tores genéticos porque:

- Hay menos variabilidad en la edad de establecimiento dentro de familias que entre
familias.

- Gemelos idénticos muestran menor variabilidad en la edad de establecimiento que
gemelos fraternos.

El modelo que mejor explica la variabilidad en la expresion y el efecto parental en la
herencia es considerar una expresion variable del caracter (localizado en el cromosoma 4)
de manera que el caracter se presentara como un mosaico en los tejidos afectados. La pro-
porcidn de células afectadas que expresan la mutacion esta controlada por genes modifica-
dores que pueden cambiar el balance desde un tejido casi normal a uno casi mutante. Un
gen modificador que inclina la balanza hacia una mayor cantidad de tejido mutante deter-
minaria un adelanto en la edad de aparicion de la enfermedad. La situacién contraria lo
retrasaria (hay casos de manifestacion a los 70 afios). Ademas, la mayor incidencia de casos
juveniles por herencia paterna se deberia a la localizacion del gen modificador en el cro-
mosoma X. Como los machos tienen un s6lo X cualquier aberracion no podria ser compen-
sada, por ello so6lo el 10 % de los casos juveniles se heredan de la madre.

2.3. TIPOS DE GENES MARCADOS Y EFECTOS FENOTIPICOS QUE PRODUCEN

Todavia no esta claro si la impronta se mantiene a lo largo de toda la vida, en todos los
tejidos de un individuo, en todos los individuos de una cepa particular o de una especie a
otra en segmentos cromosomicos homdlogos. En algin caso incluso se ha visto que el cam-
bio es irreversible en transgenes cuando pasa a través de un sexo determinado, de manera
que el gen quedard permanentemente marcado.

Una vez determinada la influencia del efecto a nivel global del genotipo y de regiones
cromosoémicas se intentd determinar si genes concretos estaban también marcados. Su des-
cubrimiento ha sido:

1.- Casualmente, durante el analisis molecular de los fenotipos en ratén que ocasiona-
ba la pérdida de funcién de uno de los dos alelos (H19, Igf2, Mash2).

2.- Por asociacion con regiones marcadas. Debido a la caracteristica de los genes mar-
cados de concentrarse en clusters (regiones cromosOmicas concretas) la identifica-



La genética desconocida

cién de un gen marcado conduce a la deteccién rapida de otros genes proximos que
estén también marcados (Igf2r, Insi, Ins2, Mas, X,,,).

3.- Como regiones candidatas para enfermedades humanas que muestran efectos de
origen parental en las que se han descrito disomias uniparentales en ratones y
humanos (Sn-rpn, Znf 127, Par 1, Par 5)

4.- Por busquedas para metilacion diferencial (UZ2afbp-rs).

La frecuencia con que se han descubierto genes marcados por azar en estudios de des-
activacion de genes sugiere que la proporcion total de genes marcados en mamiferos podria
oscilar entre 0,1-1 %. La expresién o manifestacion de genes marcados se puede reconocer
a distintos niveles, en relacion directa con lo mencionado anteriormente sobre su descubri-
miento:

— Morfologicos: una proporcion considerable de genes marcados en mamiferos afectan al
crecimiento fetal, de manera que en general los genes expresados paternamente favo-
recen el crecimiento fetal, mientras que los expresados maternamente lo suprimen.
Ademas la expresion de estos genes después del nacimiento produce manisfestaciones
fenotipicas muy caracteristicas en humanos y en las que, por ejemplo, se observan
efectos contrapuestos del tipo comportamiento hipercinético frente a hipocinético.

— A nivel citologico: Esta relacionado con alteraciones cromosomicas como son la eli-
minacién selectiva de cromosomas en cécidos o las disomias uniparentales respon-
sables de determinados sindromes en mamiferos.

— Comportamiento: Se han observado diversos sindromes como el sindrome de
Prader-Willi, el de Angelman, la corea de Huntington o el sindrome del X fragil en
los que se ha descubierto la existencia de impronta genética. Estos sindromes se
caracterizan por manifestarse como desordenes psiquiatricos y neurologicos graves
por lo que se piensa que los genes marcados tienen un papel en el desarrollo o fun-
cién del cerebro en el comportamiento.

— Mcédicos: Ademas de los sindromes citados anteriormente existen varios tipos de can-
cer relacionados con impronta genética y que se describiran en el apartado siguiente.

— Bioquimicos: Se refieren principalmente a diferencias en el estado de metilacion o de
empaquetamiento de genes. Las diferencias en el grado de metilacion entre alelos es
una caracteristica de los genes sometidos a impronta. También lo es el grado de empa-
quetamiento de los genes que conduce a la replicacion tardia de la zona marcada.
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2. 4. IMPRONTA Y CANCER

En humanos existen dos clusmres principales o zonas de agrupamiento de genes marca-
dos, que contiene cada una al menos 3 genes. El clusrer situado en el cromosoma /1p estd
relacionado con el sindrome de Beckwith-Wiedemann (BWS)y se produce por desregula-
cion de la impronta en el clusrer.

El sindrome de BW se caracteriza por gigantismo pre y postnatal de hasta el 16 % con
respecto al peso normal de nacimiento, macroglosia y otras organomegalias, asi como una
alta predisposicién a desarrollar tumores embrionarios y durante la infancia, siendo el
tumor de Wilms de rifién el mas frecuente (50-60 %), seguido del carcinoma adenocortical
(15 %). El locus de BWS se ha localizado en el cromosoma //p y la implicacidon de la
impronta en este sindrome se sugirié por la transmisién materna preferencial de mutaciones
en familias BWS, trisomias e isodisomias paternas, aumento de penetrancia con transmision
materna en casos familiares y translocaciones en el cromosoma materno. Estas observacio-
nes sugieren que, o bien un exceso de productos de genes expresados paternamente (esti-
muladores del crecimiento), o una deficiencia de productos de genes expresados materna-
mente (supresores del crecimiento), o ambos son los sucesos claves en la patogénesis molec-
ular del BWS.

En concreto, la pérdida de la impronta del gen /gf2 es el defecto mas comun encontra-
do en el sindrome de gigantismo fetal (BWS). No se sabe porqué se produce pérdida de
impronta, pero se ha atribuido a diferencias temporales en el tiempo de replicacion entre
homologos en regiones marcadas, asi como a diferencias en las frecuencias de recombina-
cién entre células germinales masculinas y femeninas en las mismas regiones. La tumoro-
génesis ocurre por la inactivacion sucesiva de los 2 alelos de un gen supresor de tumores en
una célula determinada (Figura 6). En los casos familiares el primer suceso es heredado y
el segundo ocurre somaticamente, sin embargo, en los casos esporadicos ambos sucesos
ocurren somaticamente. Si un locus supresor de tumores estd sujeto a inactivaciéon por
impronta genoémica este modelo predice que esta inactivacion sera el primer suceso. Debido
a que la impronta es un proceso dependiente del gameto de origen este suceso de inactiva-
cidn deberia ocurrir generalmente en solamente el cromosoma materno o paterno. En tumo-
res en los que el segundo suceso es la pérdida de todos o parte de los cromosomas portan-
do el alelo supresor de tumor funcional, el origen parental del alelo supresor de tumor rete-
nido en el tumor no sera al azar. Esta prediccion estd reforzada experimentalmente median-
te datos obtenidos para el tumor de Wilm y otros tumores embrionarios. El cromosoma por-
tador de genes supresores potencialmente presentes en el tumor en estos casos ha sido siem-
pre paterno. Considerando esto existirian dos clases de cancer de familia. i) En la primera
clase los alelos supresores de tumores que llevan alteraciones en la secuencia de nucleétidos
se heredan como la mutacion que predispone al cancer. En tales familias la enfermedad esta-
ra genéticamente ligada a marcadores en el cromosoma que lleva el alelo supresor de tumor.
En este caso el sexo del parental del que se hereda el alelo defectuoso no tiene efecto. La
manifestacion del céncer es un efecto genético en el que la impronta no tendria participa-
cién y esto parece que ocurre con el tumor de retinoblastoma. ii) En la segunda clase de can-
cer de familia un supresor de tumor inactivado genéticamente seria la primera mutacion.
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Debido a que la inactivacion de este alelo no depende de si mismo, sino que refleja la acti-
vidad del o de los genes que generan la impronta, la herencia del fenotipo del tumor no esta-
r4 ligada al locus supresor del tumor. Este seria el caso del tumor de Wilm y también algu-
nos casos de rabdomiosarcoma. A pesar de las evidencias citogenéticas y bioquimicas que
indican la localizacién en el cromosoma //p de un locus supresor del tumor de Wilm no se
han podido establecer mediante el estudio de pedigries relaciones de ligamiento entre la pre-
disposicion a la enfermedad y marcadores en el /1p.

2. 5. CARACTERISTICAS DE LA IMPRONTA GENOMICA

En la actualidad, en mamiferos se conocen unos 50 genes endogenos afectados por
impronta que presentan homologia entre ratones y humanos y como caracteristicas mas
sobresalientes presentan expresion paterna y estan agrupadas en clusters o regiones cromo-
somicas concretas. Esta organizacion en clusters es una de las caracteristicas mds evidentes
de los genes marcados y se piensa que refleja una regulacion coordinada de los genes en un
dominio cromosomico. Se han descubierto unos centros responsables del marcaje de las
zonas que se necesitan para el control regional de la impronta o expresion marcada.

Las principales caracteristicas de los genes marcados son:

1.- La modificacion impuesta en los cromosomas conlleva una replicacion tardia. Los
genes sometidos a impronta estan agrupados en clusters y organizados como domi-
nios en tales regiones cromosomicas. Estos dominios contienen genes que muestran
expresion parental especifica pero también presentan diferencias especificas entre ale-
los en cuanto a metilacién del ADN, tiempo de replicacion y organizacion nuclear del
cromosoma. En raton se han descrito diez regiones afectadas por impronta agrupadas
en seis cromosomas, que generalmente muestran equivalencia en humanos. Algunos
de ellos estan sometidos a estos dos procesos a la vez.

2.

A nivel de secuencias de ADN, los genes marcados presentan una proporcion casi
el doble de islas CpG con respecto a la media del genoma del raton. Ademas se
encuentran en alta frecuencia secuencias, conocidas como repetidas directas, proxi-
mas a las zonas sometidas a impronta. Sin embargo, estas caracteristicas no son
exclusivas de los genes marcados por lo que no se pueden utilizar para la busqueda
de nuevos genes de este tipo.

(98
"

La impronta suprime la transcripcion porque cuando se han clonado genes someti-
dos a impronta muestran niveles muy bajos o anormales de ARNm a partir del locus
reprimido. Aunque no se conoce exactamente el mecanismo molecular por el que
ocurre esta represion se cree que los factores de transcripcion no tienen acceso a los
promotores de los genes marcados debido a la conformacién de la cromatina en
estas zonas. La modificacion espacial de la cromatina se deberia a la acetilacion de
histonas debido a la metilacion del ADN. Ademas se ha encontrado una alta pro-
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porcion de transcritos antisentido de genes marcados, la mayoria de ellos no codifi-
cantes y posiblemente con funciones regulatorias. No se sabe como pueden actuar
estos antisentido, bien a través de alteraciones en la estructura de la cromatina y
metilacion del ADN, o bien puede que sean un reflejo de otros elementos regulado-
res como secuencias silenciadoras o activadores. Sin embargo, parece que podria
existir mas de un mecanismo de actuacion de la impronta porque en un marsupial
(zarigiieya) se ha encontrado que el gen marcado (/gf2r) no presenta ni metilaciéon
en el promotor ni transcritos antisentido.

4.- El mecanismo por el que se establezca la impronta debe actuar después de la repli-
cacion del ADN y debe permanecer restringido a un cromosoma para mantener una
marca parental especifica en todas las células diploides.

5.- La impronta debe ser impuesta durante la gametogénesis porque es el unico estado
durante el cual los genomas masculinos y femeninos estan separados y podrian ser
modificados de manera diferencial.

6.- El mecanismo debe ser reversible, de manera que un gen reprimido debido a la
transmision a través de un parental pudiera ser heredado por una descendencia a
partir del sexo opuesto y ser, por lo tanto. transmitido a la siguiente generacion
como forma expresada.

La metilacion es actualmente el mejor candidato para la modificaciéon epigenética que
debe implicar la impronta, porque se han detectado diferencias en metilacion entre deter-
minados genes dependiendo de que su origen sea materno o paterno, ademas se ha visto
que los genes reprimidos en el cromosoma X inactivo de las hembras estan metilados
(Figura 7). También experimentos de ratones transgénicos han estrechado la correlacion
entre metilacion e impronta porque se han detectado patrones de metilacion diferentes en
transgenes segun su transmision sea paterna o materna. Por otra parte, la metilacion es un
proceso reversible y que se adapta a los ciclos de vida, gametogénesis y embriogénesis
estudiadas hasta ahora. Sin embargo, habria que explicar porqué los transgenes siguen este
esquema aunque el grado de metilacién de los gametos masculino y femenino en mamife-
ros es justo el contrario. Aunque una variedad de organismos han mostrado efectos de tipo
parental, es en mamiferos donde se ha generado mayor interés por su relaciéon con enfer-
medades importantes.

Los resultados de los experimentos de transferencia nuclear apuntan a la impronta
como un mecanismo para evitar el desarrollo de partenogenéticos y, por lo tanto, de prote-
ger la reproduccion sexual, sin embargo, a partir de datos obtenidos de la técnica de cro-
mosomas fusionados y de genes endogenos se ha buscado otra explicacion para este meca-
nismo y se ha formulado la hipotesis de conflicto.
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2. 6. HIPOTESIS DE CONFLICTO

La impronta se ha encontrado en mamiferos euterios, marsupiales y plantas con flores
(angiospermas). Sin embargo, monotremos (grupo de mamiferos primitivos al que pertene-
ce, por ejemplo, el ornitorrinco) y todos los demas vertebrados e invertebrados solamente
muestran expresién diferencial dependiendo del sentido del cruzamiento en algunos casos
como en peces o no diferencias en absoluto, apuntando a una ausencia de impronta geno-
mica. Esta distribucion filogenética de la impronta, junto con la observacion de que una
proporcion bastante grande de genes marcados afectan al crecimiento fetal de manera anta-
gonista (los genes paternos aumentan el crecimiento fetal y los maternos lo suprimen), con-
dujo a la propuesta de que la fuerza motriz en la evolucion de la impronta era un conflicto
genctico para obtener reservas maternas.

La hipétesis de conflicto se formuld a principios de los 90 y mantiene que la impronta
genomica esta relacionada con el establecimiento de la viviparidad, que basicamente impli-
ca el desarrollo de los individuos de una nueva generacion a partir de tejidos y reservas
maternas. Considerando que la mayoria de especies de mamiferos no son monogamas, o no
lo serian en el momento de fijarse este mecanismo, el conflicto de intereses se establece
entre los genes de origen materno y paterno. De este modo los genes paternos favoreceran
la sobreexpresion para aumentar el suministro de reservas de la madre al feto o camada y
garantizar su desarrollo y asi su paso a la siguiente generacion, mientras que los de la madre
se opondran a esta sobreexpresion porque intentaran repartir sus esfuerzos entre mas de una
camada, porque a través de todos ellos transmitiran sus genes a la descendencia. Los genes
del macho se habran seleccionado para promover placentacién (coincidente con la capaci-
dad de embriones androgenéticos para inducir desarrollo extraembrionario), mientras la
seleccion habra favorecido la impronta en la hembra que reduce el desarrollo extraembrio-
nario del embrion (los ginogenéticos muestran poco desarrollo de las membranas extraem-
brionarias) (Figura 8).

Si esta teoria es cierta se espera impronta en loci que influyen en el crecimiento pla-
centario y caracteres vitales del comportamiento neonatal, y en actividades clave para la
supervivencia como mamar, estimulo del apetito y tasa de crecimiento postnatal. La teoria
sugiere que muchas de las anormalidades asociadas con deleciones o duplicaciones de loci
marcados se basan en la disfuncién de actividades relacionadas con caracteres de este tipo,
y también que la impronta influye en el control del apetito a nivel hipotalamico. En este sen-
tido, y como evidencia de esta teoria se conocen sindromes en humanos que tienen efectos
contrarios, mucho/poco peso, lenguas largas/cortas, higados grandes/pequeiios seglin sea la
procedencia materna o paterna del cromosoma que ha originado el sindrome. Ademas, tam-
bién existen sindromes asociados a variaciones cromosomicas, caracterizados por incapaci-
dad para mamar y chupar, y algunos que afectan a oncogenes actian en el establecimiento
y desarrollo de tumores en placenta o en organos vitales de fetos. La demostracion definiti-
va de esta hipotesis seria relacionar estos sindromes con defectos en el marcado de genes.

El apoyo mas fuerte a esta teoria radica en un grupo de genes que controlan el creci-
miento del embrion, se regulan de manera conjunta, y estan situados en un cluster en el cro-
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mosoma 7. El funcionamiento de este grupo de genes muestra que los genes expresados
paternamente promueven el crecimiento embrionario, mientras que los maternos actian para
restringir el uso de reservas maternas. El gen de insulina 2 (Ins2) se expresa paternamente
en el saco embrionario de raton, pero bialélicamente en el pancreas. El gen que codifica para
el factor de crecimiento {/gf2), que estimula el crecimiento de células indiferenciadas, es de
expresion paterna y esta aguas abajo (hacia el extremo 3°) del Ins2. Los ratones son muy
sensibles a los niveles de este péptido porque las mutaciones que descienden los niveles de
IGFII afectan su tasa de crecimiento. Por ejemplo, ratones que heredan una mutacién nula
en [gf2 a partir de los padres son 60 % menores que los normales y mantienen este enanis-
mo a lo largo de la vida. Al final del cluster esta el H19, un gen raro que codifica para un
RNA que no se traduce. Su expresion es exclusivamente materna (Figura 9).

Para explicar el funcionamiento de estos genes debemos considerar ademas otro gen,
el Igf2r, que codifica para el receptor del factor de crecimiento IGF1I, estd mapeado en el
extremo proximal del /7, y presenta expresion materna.

El receptor del factor de crecimiento IGFIIR transporta ciertas moléculas para que se
degraden en los lisosomas y la expresion materna de este gen seria un sumidero del exceso
del /gf2 limitando el crecimiento del embrion. Los fetos que carecen del receptor son apro-
ximadamente 30 % mas grandes que los normales, tienen elevados niveles de /gf2 circulan-
do y fallecen al nacer. La letalidad se puede cancelar por herencia paterna de una mutacion
nula de un /gf2. El gen H19 expresado maternamente también funciona para bajar la con-
centracidn de /gf2 suprimiendo su transcripcion en el cromosoma materno.

Aunque el /gf2 y el H19 son genes expresados a partir de diferentes cromosomas paren-
tales parece probable que su impronta estuviera ligada como se evidencia por la observacion
de que sus patrones especificos de tejido y temporales son esencialmente idénticos. La dele-
cién del gen H19 en heterocigotos maternos produce un aumento de peso al nacer (27 %
mayores que los silvestres) que se mantenia en adultos. Este sobrepeso que se atribuia a la
ganancia de funcion de /gf2 se comprobd cuando hembras portadoras de la delecion H/9 se
cruzan con machos con un alelo /gf2 mutante. Los dobles mutantes son normales y no se
afectan mas fenotipos que los codificados por los genes Igf2 ¢ Ins2 (Figura 10).

2.6.1. Regulacion por competicion de activadores

El mecanismo de regulacién conjunta de estos genes es mediante una competencia
entre sus promotores por un juego de elementos regulatorios que actuarian como activa-
dores.

De acuerdo con este modelo un juego compartido de activadores en cis aguas arriba
(hacia el extremo 5°) del gen H19 regula la actividad del promotor de los genes. El gen HI9
materno une los activadores y, por ello, el gen /gf2 materno es inactivo. El gen H/9 paterno
esta metilado e inactivo y los activadores pueden unirse al gen Igf2 paterno (Figura 11). En
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los tejidos especificos las excepciones se deben a la existencia de activadores adicionales
para el gen H/9 no sometidos a impronta o a otros mecanismos.

Solamente se han detectado dos activadores en la proximidad de estos genes, a +9 y
+11 Kb relativo al principio de transcripcion del gen H79. Para comprobar su efecto se con-
siguid una linea de raton sin activadores y se vié que cuando la delecion se heredaba de las
madres habia un descenso dramatico en ARN a partir del gen H79. Los niveles de ARN Igf2
no se afectaron por la delecién materna de acuerdo con el hecho de que este alelo es nor-
malmente silencioso. Cuando la delecion se heredaba de los padres los niveles de Igf2 des-
cendian exactamente en la misma forma que el ARN HJI9 en los heterocigotos maternos
mientras los niveles de ARN del H/9 no estaban afectados. Asi, los activadores 3" se nece-
sitan igualmente para expresion de los dos genes pero en diferentes cromosomas parentales.

2.6.2. Regulacion por metilacion

El mejor candidato para la marca epigenética en el cluster formado por los genes
H19/Igf2/Ins2 es una region de extensa metilacion especifica paterna del gen H19 y su flan-
co 5. Se piensa que esta metilacién actia como una sefial negativa para bloquear la inter-
accion del gen /19 paterno con activadores haciéndolos de ese modo disponibles para ocu-
par el gen Igf2 paterno y estaria de acuerdo con la desaparicion de la impronta con la dele-
cion (Figura 12). '

Se genero una cepa con una delecion del dominio de metilacion paterno especifico,
incluyendo el gen estructural H/9 y 10 Kb de la secuencia flanqueante 5"

La hipotesis de partida era que la herencia paterna de la delecion H79 no tendria con-
secuencias fenotipicas puesto que el alelo paterno de H79 es normalmente silencioso. Asi
fue y el alelo materno H/9 y el alelo paterno de Igf2 no se afectaron por la delecion H19 en
cis. Sin embargo, cuando la delecion H/79 se heredd de una hembra la progenie neonatal
expresO ambos alelos /gf2 en todos los tejidos estudiados. Por tanto, la delecion del gen H19
y sus secuencias flanqueantes 5” producen pérdida de impronta del gen /gf2 que esta a 80
Kb en direccién 5° de la delecion.

El gen /gf2 normalmente muestra expresion bialélica solamente en dos tejidos cere-
brales (plexos coroideos y leptomeninges) durante el desarrollo. Cuando se¢ analizé la pro-
duccién de H19 en estos tejidos a partir de heterocigotos que habian heredado la delecion
via materna no hubo consecuencias y los dos alelos se detectaron a niveles equivalentes. Asi,
el efecto de H19 en la expresion esta restringido a los tejidos en los que /gf2 estd marcado.

La impronta del gen /ns2 también desaparecié por la delecion del gen H19. La pérdi-
da de impronta del gen /ns2 se puede explicar con la competencia de activadores, si la expre-
sion del gen esta bajo el control de los mismos elementos regulatorios que gobiernan la
expresion de los genes H19 e Igf2 en el saco embrionario. Eso es, en el cromosoma paren-
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tal los activadores compartidos activan simultaneamente los genes /gf2 y /ns2 cuando el gen
H19 estd silencioso. En los tejidos como el pancreas en los que se produce expresion bialé-
lica del /ns2 ésta se deberia a activadores especificos de este tejido localizados 5° con res-
pecto al gen.

Las evidencias mas directas en favor de metilacion del ADN como la marca epigenéti-
ca proceden de una disrupcion del gen de la ADN metiltransferasa en raton. Embriones
homocigotos para una mutacién nula en el gen de la metiltransferasa expresan ambos alelos
de H19 y han silenciado ambos genes de Igf2.

Todo lo explicado hasta el momento se basa fundamentalmente en datos obtenidos a
partir de mamiferos porque es en los que mas se ha estudiado debido al interés que se des-
pierta siempre por la posibilidad de que se extienda a humanos. Sin embargo, se conocen
muchos organismos muy distintos en los que se ha descrito la existencia de impronta afec-
tando a procesos bastante diferentes. De todos ellos comenzaremos por las plantas angios-
permas.



PLANTAS
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Capitulo 3. Plantas Angiospermas

Presentan en su desarrollo una serie de similitudes con el desarrollo embrionario de
mamiferos en el sentido de que las semillas se forman a partir de reservas que se transmiten
de la planta madre. Tanto los mamiferos como las angiospermas presentan una division del
trabajo durante el desarrollo entre el propio embridn que da lugar al individuo adulto y los
tejidos extraembrionarios que toman nutrientes de la madre (Figura 13). Estos tejidos son
las membranas extraembrionarias de los mamiferos que derivan del cigoto y el endospermo
de las angiospermas. A pesar de las semejanzas en el desarrollo hay una clara diferencia en
el mecanismo de fecundacion en angiospermas. La fertilizacion en maiz incluye dos suce-
sos: uno de los dos nucleos espermaticos se une con el nicleo de la célula huevo mientras
el otro nucleo del gameto masculino se fusiona con los dos nicleos centrales llamados pola-
res dando lugar al endospermo triploide. A pesar de las diferencias que muestran con res-
pecto a mamiferos se obtienen respuestas similares en respuesta a la alteracion de la dosis
normal de los genomas paterno y materno. La impronta en maiz se conoce desde mediados
de los afios 60. Las diferencias en la actividad de los genomas heredados materna y pater-
namente en endospermo de maiz se han observado mediante manipulacion genética a dis-
tintos niveles. La primera evidencia de la existencia de impronta se obtuvo variando la pro-
porcion de cromosomas derivados materna y paternamente, cuando se desvia de la propor-
cién 2 de origen maternos : 1 de origen paterno (2M:1P) el desarrollo se paraliza y no se
consigue el grano porque no se forma adecuadamente una capa de células de transferencia
de nutrientes al endospermo. Esto se produce tanto cuando hay un exceso de genoma pater-
no como cuando hay un exceso materno, indicando que el mantenimiento de la dosis 2:1 es
muy importante para el normal desarrollo de la semilla. También se observa un efecto de la
impronta en la contribucién parental de acuerdo con lo siguiente:

Combinacién normal: 2m:1p

4m: 2p

Granos pequeiios: 3m: lp

Combinaciones abortivas: Im: 1p
2m: 2p
4m: 1p
Sm: 1p
6m: lp
Tm: lp
3m: 2p
Sm: 2p
6m: 2p
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A nivel de cromosomas individuales las disomias para cromosomas o brazos concretos
produjeron efectos cuantitativamente diferentes, desde diferencias en el tamafio detectables
solo estadisticamente hasta una reduccion en el tamaiio del grano, claramente apreciable en
el caso de la ausencia de un representante paterno para los brazos 8 y /9. El reemplaza-
miento de los brazos que faltan por brazos maternos no complementan este efecto.

El efecto casi indetectable de desequilibrios de dosis a nivel de brazos cromosomicos
individuales indica que el efecto de desequilibrio a nivel de genoma total refleja la accion
acumulada de genes localizados en distintos brazos cromosomicos.

Por la forma en la que ocurre la impronta en plantas y las caracteristicas del desarro-
llo parece ser que este mecanismo en principio tendria una funcion similar a la de evitar el
desarrollo partenogenético como en mamiferos. Aunque en maiz es posible desarrollar
haploides maternos y paternos, éstos no son fértiles y son plantas mucho menos vigorosas
que las normales y, por tanto, con un aspecto totalmente diferente. En este sentido la toti-
potencia del gametofito haploide demuestra la ausencia de genes vitales en maiz transmi-
tidos por un sélo sexo, pero no excluye la posibilidad de impronta en genes no vitales. Las
plantas ginogenéticas y androgenéticas son generalmente mas pequenas y se diferencian de
las diploides. Sin embargo, no se ha descrito nunca el desarrollo de endospermo ginoge-
nético ni androgenético a pesar de muchos intentos.

Hay razones importantes para haber mantenido la tasa gendémica en el endospermo.
Claramente el sistema evitara el desarrollo espontaneo del endospermo en ausencia de poli-
nizacion e igualmente cualquier desarrollo resultado de la fusion de ambos nucleos de esper-
ma con los dos nucleos polares. Mas importantemente debe también restringir el éxito de
embriones agamospermos, protegiendo asi la reproduccién sexual. El hecho de que la
impronta afecte so6lo al endospermo se ha explicado como un mecanismo que permite la
reproduccion asexual del embrion y reduce el coste evolutivo.

También se ha propuesto que sea un mecanismo de regulacion de la dosis génica por-
que se ha detectado impronta en los géneros Solanum y Avena y podria ser un mecanismo
generalizado de control entre angiospermas.

Otra explicacidn propuesta para este fendmeno es que sea un medio de optimizar la dis-
tribucion de recursos maternos. Se ha hipotetizado que el mecanismo de la doble fertiliza-
cién y la estructura de saco embrionario confiere una ventaja en el desarrollo de las plantas.
Esta hipotesis no esta totalmente aclarada, pero el hecho de que su funcién esté solamente
sustituida en casos raros de familias avanzadas y especializadas como las orquideas, en las
que hay haustorios desarrollados a partir del embrién que funcionan como estructuras para
la absorcion, confirman que éste es un sistema conservado y heredado en las angiospermas.

Sin embargo, también en plantas se ha detectado impronta en un gen individual que no
se podria encuadrar dentro de la teoria anterior porque en principio no parece importante
para el desarrollo embrionario. Es el caso del gen R, que origina una capa de aleurona colo-
reada cuando se transmite maternamente, pero moteada cuando se transmite via polen. El



La genética desconocida Q

gen R codifica para un factor de transcripcion involucrado en activar genes estructurales en
la ruta biosintética de la antocianina. Algunos alelos R confieren pigmentacién uniforme en
la aleurona cuando se transmiten maternamente (genotipo de endospermo RR/r). Cuando R
se hereda del padre los granos resultantes (genotipo r#/R) son moteados.

Las caracteristicas de la impronta del alelo R son las siguientes (Figura 14):

- El polen sigue siendo moteado cuando se transmiten dos copias de R via paterna, o
sea, rr/R = rr/RR, por lo que la expresion no es un efecto dependiente de la dosis.

- Los resultados equivalentes RR/rr = RR/r corroboran la caracteristica anterior, de
manera que r/RR y RR/rr son distintos.

- El efecto recesivo era el mismo que el de una delecion.

- Las segregaciones de los genotipos RR/r y r¥/R en F, coinciden con las proporciones
esperadas para genes nucleares.

- Aparecen granos quiméricos con zonas uniformes y otras moteadas cuando se pier-
den los alelos R RR/r de la aleurona durante el desarrollo del grano, indicando que es
un proceso reversible.

- Utilizando alelos R que confieren pigmentacién en la aleurona, embrién y planta la
diferencia atribuida al parental solo se detecto en la aleurona.

La explicacion evolutiva al mantenimiento de este sistema no estd claro y se ha pro-
puesto que se deba a ligamiento con otros genes que si estén afectados por impronta.

Existen, sin embargo, otros organismos en los que también hay procesos afectados por
impronta y que no mantienen similitud en el desarrollo con mamiferos, por ejemplo, los
peces.
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Capitulo 4. Peces

Los peces son oviparos, o sea, las reservas en el ovocito estan fijadas antes ya de la
fecundacién y, por otra parte, son partenogenéticos aunque en baja frecuencia. En estos
organismos se ha detectado la existencia de impronta a partir de dos tipos de resultados dife-
rentes:

- expresion de isoenzimas en cruzamientos reciprocos

- herencia del patron de metilacion en transgenes (var capitulo 5).

4.1. EXPRESION DE ISOENZIMAS

Los resultados derivados de la expresidn de genes isoenzimaticos parecen indicar un
tipo de impronta o marcado diferencial al comparar el momento de expresion de determi-
nados genes en los hibridos relativos a las especies parentales, en algunos casos, o inhibi-
cion de uno de los alelos.

Estos efectos se han evidenciado en cruzamientos intergenéricos de peces pertenen-
cientes a los géneros Leptomis, ejemplificado por el pez sol (L) y el Micropterus al que per-
tenece la perca americana (G). Se analizaron los cruces: L x L, G x G, L x Gy G x L para
13 enzimas diferentes.

La F, procedente del cruzamiento Leptomis cvanellus x Leptomis gulosus y, en gene-
ral, entre centrarquidos (Perciformes: Centrarchidae) del mismo género siguio un desarro-
llo morfolégico normal y las isoenzimas de fosfoglucoisomerasa (PGI) se expresaron a la
vez y en el momento en que se expresaban en cada especie parental, tanto en embriones
como en adultos.

Sin embargo, para algunas isoenzimas se producen patrones de expresion muy dife-
rentes en hibridos reciprocos a partir de especies con patrones casi idénticos. Por ejemplo,
algunas isoenzimas de PGI no estan presentes en el oocito y no se sintetizan hasta después
del destete en el cruce YL x T G, algunos electromorfos se retrasan dos dias en su apari-
cién comparados con la expresion en cada especie. Sin embargo, en el cruce PG x OL se
detectaron las isoenzimas antes de destete, un dia antes de la aparicion en ambas especies
parentales, y esto se detectd en algunas enzimas mas (Figura 15).

Este fendomeno observado en peces incluye:

1.- Se producen patrones de expresion muy diferentes en hibridos reciprocos a partir de
especies con patrones casi idénticos.
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2.- Enzimas no relacionadas estan coordinadamente desviadas en su expresién tempo-
ral en los hibridos reciprocos lo que sugiere que las aberraciones producidas no son
especificas de locus.

3.- Es un mecanismo selectivo porque se produce expresion sincronica de alelos en
algunos loci pero expresion asincronica en otros.

4.- Direccionalidad de la respuesta de desarrollo lo que sugiere un papel regulatorio
importante para el citoplasma de especies maternas y una tasa de evolucion regula-
dora no lineal en las diferentes lineas de especies.

Este fenomeno de asincronia. inhibicién alélica y expresion preferencial de algunos
alelos se ha observado para algunos loci en un numero de hibridos interespecificos de varias
especies de peces tropicales y de salménidos. Cuando la distancia entre especies en estudio
se hizo mayor se produjeron mayores anormalidades en el desarrollo a nivel morfoldgico asi
COmo un aumento en expresion anormal de isoenzimas alélicas en los tejidos diferenciados.

Una consecuencia de la impronta en estos organismos puede ser que los hibridos inte-
respecificos sean inviables o produzcan hibridos con fenotipos opuestos. Y se ha propuesto
que sea un mecanismo implicado en especiaciéon o mantenimiento de integridad de las espe-
cies porque es un efecto que se acentua con la lejania filogenética. Un apoyo importante para
esta teoria reside en la observacion de que ocurre un fenémeno similar en especies de mami-
feros en las que se ha descrito la existencia de impronta. Por ejemplo, se ha observado que
cruzamientos reciprocos entre especies de Peromyscus (un tipo de ratdn nocturno conocido
como musaraiia) producen efectos opuestos en el tamafio y morfologia de la placenta (aun-
que no en su funcién). Algunas hibridaciones son solamente posibles en una direccion y esto
ocurre también con la cepa de ratén conocida como DDK, en la que existe una incompati-
bilidad entre la contribucion gendmica paterna y el citoplasma DDK, de manera que los
resultados de los cruzamientos por la cepa BB se ajustan al esquema:

Hembra DDK X Macho BB Macho DDK X Hembra BB
muy baja fertilidad completamente fértiles

Se ha demostrado que los resultados de estos cruzamientos no se deben a un efecto de
herencia materna sino que el responsable es un componente paterno del nticleo diploide y
que el locus responsable de la incompatibilidad que se ha mapeado en el cromosoma 11 es
reversible mediante modificadores especificos de cepas que controlan el nivel de metilacion.
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Capitulo 5. Metilacion de transgenes y clonacién

lSe ha demostrado que el grado de metilacién y expresion de transgenes en peces y
mamiferos esta afectado por el sexo del parental del que procede el alelo.

La metilacion de transgenes en peces aumenta después del paso por la linea germinal
masculina, lo que conlleva un descenso de la expresion del gen, y disminuye después del
paso por la femenina lo cual va acompanado de aumento de expresién. Ademas, tanto en
ratqnes como en peces transgenicos se ha detectado un patrén mosaico en la expresion que
indica que la impronta no se mantiene en todas las células. El procedimiento habitual segui-
do para conseguir peces transgénicos es microinyectar embriones antes de la primera divi-
s16n, que cuando llegan a adultos se cruzan con un pez normal para poder controlar el ori-
gen parental del alelo en hemicigosis (Figura 16).

El analisis de la metilacion del transgén se lleva a cabo mediante digestion con enzi-
mas de restriccion del ADN purificado, porque si la diana esta metilada la enzima no la reco-
noce y por tanto no se produce la banda correspondiente, de manera que a mayor grado de
metilacion menor numero de bandas presentes en el gel de electroforesis.

En los experimentos llevados a cabo con peces en los que se utilizaron como parenta-
les una hembra metilada y un macho no metilado, el ADN de la descendencia estaba no
metilado y se producia un aumento en la expresion, mientras que en el cruzamiento reci-
proco, o sea, si era el macho el metilado se obtenia una descendencia hipermetilada que ade-
mas se acompafiaba de ausencia de expresion del gen (Figura 17).

Para determinar si estas diferencias eran hereditarias se analizaron tres generaciones
sucesivas a partir de un cruzamiento en el que era el macho el metilado. En su descenden-
cia se obtenfan tanto machos como hembras metilados y la siguiente generacién mostraba
una hipermetilacién con respecto al padre, mientras que se obtenia una hipometilacion con
respecto a la madre, determinado a partir del tamafio de las bandas obtenidas en las diges-
tiones de ADN. Pero, ademas, se vid una caracteristica muy importante de la impronta que
es la capacidad de un sexo para revertir la impronta del otro sexo en la produccion de sus
propios gametos, de manera que un gen hipermetilado debido a su herencia paterna se puede
hipometilar si se transmite por un 6vulo a la siguiente generacion, y a la inversa. Este resul-
tado se ha obtenido en peces con transgenes diferentes indicando que es independiente del
tipo de gen utilizado, de la secuencia y del tamafio del inserto, que varié en los experimen-
tos realizados de 9 a 200 Kb. En uno de los casos estudiados el paso de un transgén a tra-
vés de la linea germinal femenina metilé permanentemente el transgén, acompanado de una
inactivacion. Sin embargo, la impronta sélo determinaria un estado potencial de actividad o
represion porque los transgenes mantienen la especificidad de expresion en los tejidos en los
que se expresaba el gen original (Figura 18).
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Para determinar si existia un estado de metilacion diferencial entre los tejidos se det.er-
minaron los patrones de metilacion de varios tejidos somaticos y se observo un patron similar
en todos ellos. Sin embargo, cuando se compararon con los espermatozoides éstos mostra_ron
una clara hipometilacion indicando que la mayor cantidad de metilacion ocurria postfemll.za-
cion. Ademas, se han encontrado diferencias en la metilacion entre esperma de peces de dife-
rente genotipo lo cual indicaria variacion genética en el marcado del genoma du.rar}te la game-
togénesis masculina. En los huevos no fecundados el grado de metilacion fue similar o mayor
a los tejidos somaticos por lo que el transgén se hereda en estados distintos y opuestos.

Se examino el patron de metilacion de gametos a partir de peces genotipicamente dife-
rentes para identificar las posibles diferencias y se vi6 que los patrones de metilacion no fue-
ron idénticos, de manera que aunque el patron final de metilacion del transgén no se esta-
blece hasta después de la fertilizacion, ya ocurre alguna metilacion antes de fertilizacion y
esta metilacion muestra variabilidad genética (Figura 19).

Por otra parte, la mayor frecuencia de impronta en transgenes (20-25 % del total de
transgenes), comparado con el bajo numero hasta el momento de genes enddgenos conoci-
dos, afectados por el proceso no esta suficientemente aclarado y se puede deber:

1.- Algunos transgenes pueden tener secuencias susceptibles de sufrir impronta, bien
solos 0 en combinacion con algunas secuencias celulares en el sitio de integracion.
También podrian detener los cambios dinamicos y diferencias entre loci homdlo-
gos de manera que se bloquearia el sitio de integracién de un modo permanente, lo
cual no ocurriria en circunstancias normales y por ello no serian detectadas.

2.- También los transgenes se pueden integrar mas frecuentemente en dominios cro-
mosomicos marcados porque estas regiones podrian ser hipersensibles a ADNasas
y mds permisivas para integracion.

En este sentido seria de gran interés determinar si existen sitios especificos de integra-
cion de los transgenes y clonarlos para ver si influyen en la expresion del gen y también si
es la integracion en si misma la que hace que se marque el transgén.

Ademas, habria que explicar las diferencias entre macho y hembra en cuanto a metila-
cion y la relacién entre estado general del gameto y efecto que produce. Las diferencias se
han atribuido a diferencias en la estructura de la cromatina entre gametos masculinos y
femeninos, pero también es posible que haya un efecto dependiendo del origen parental en

el pez que sea reminiscente de la impronta genémica y que se haga patente a nivel de meti-
lacién de transgenes.

Por otra parte, el efecto producido en expresion de transgenes en mamiferos es el
opuesto al detectado en peces. De manera que en ratones los genes heredados via paterna
estan desmetilados y el paso de transgenes a través de la linea paterna produce desmetila-
cion, o sea, confiere un mayor potencial de expresién indicando que el genoma paterno
puede haber evolucionado para estar sometido a una mayor diversificacion de funciones
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durante el desarrollo. Mientras que la herencia materna o el paso a través de esta linea ger-
minal produce un efecto opuesto, o sea, hipermetilacion, acompafiada de disminucién en la
expresion. Esto explicaria porqué en el curso de la evolucion de la viviparidad es el genoma
paterno el mas importante para el desarrollo de tejidos placentarios. La linea germinal feme-
nina es mas represiva y podria haber resultado en el mantenimiento del control del desarro-
llo del embridn. Por otra parte, los gametos muestran el sentido contrario, o sea, el ovocito
estd desmetilado hasta gastrulacion temprana indicando que se necesitan genes maternos en
el desarrollo temprano.

Debido a que el locus esta hipermetilado en el huevo no fertilizado pero la transmisién
materna resulta en un descenso de metilacion (y lo contrario en el macho) implica que el
patrén de metilacion gamética por si solo no representa la impronta.

Las diferencias entre el estado de metilacion de los gametos masculino y femenino y el
comportamiento de transgenes en peces y mamiferos, dependiendo del sexo del parental que
lo transmite, no estan claras y se ha relacionado con diferencias en el sistema de determi-
nacion del sexo XY en mamiferos frente al WZ en peces.

La clonacién de mamiferos utilizando como donantes de nuicleos células diferenciadas
debe ir acompaniado de modificaciones en la expresion de genes y probablemente de modi-
ficaciones epigenéticas. Aunque el genoma introducido podria sufrir desmetilacion activa o
pasiva la metilacion en las regiones marcadas por metilacién diferencial debe estar protegi-
da de esta reprogramacion para que los genes marcados se mantengan intactos en el orga-
nismo clonado. EI hecho de que la clonacion sea todavia muy poco eficiente y que la gran
mayoria de clones mueran durante el desarrollo podria indicar que el proceso de reprogra-
macion es ineficiente. Ademas los embriones clonados muestran con frecuencia anormali-
dades (gigantismo placentario o fetal y muerte perinatal) que son tipicas de la desregulacion
de genes marcados, quizas indicando que las células somaticas donantes podrian haber teni-
do patrones de marcaje aberrante o que la reprogramacion podria interferir con el propio
mantenimiento de la impronta. Los ultimos trabajos publicados apuntan a que la impredi-
cibilidad de la clonacidn parece deberse a algunos genes inestables que se activan depen-
diendo del parental del cual proceden. Cuales de estos genes marcados se activan o inacti-
van varia entre embriones normales y clonados. El analisis de 6 genes marcados en ratones
clonados mostrd que en ningln raton estaban los 6 expresandose correctamente, aunque el
aspecto de los ratones era normal. Estos patrones de expresion alterados se mantuvieron en
los ratones adultos, de manera que también indican que el desarrollo es muy tolerante a erro-
res en la regulacion de genes. Otra conclusion importante es que el éxito de la clonacion es
mayor utilizando nucleos de células madre. Sin embargo, el mayor porcentaje de individuos
“normales” que se obtienen, al menos en animales mamiferos del tipo ovejas y cerdos es
utilizando nucleos de células adultas porque tienen ya los genes marcados aunque existen
todavia pocos datos que permitan comparar los resultados en diferentes especies utilizando
células madre y células adultas,
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Capitulo 6. Origen y evolucion de la impronta

Buscando una explicacion general para el origen y mantenimiento de la impronta la
cuestion que se plantea basicamente es si todos los casos descritos obedecen al mismo meca-
nismo aunque afecten a distintos procesos, o son mecanismos no relacionados. Si se supo-
ne que no estan relacionados habria que admitir que evolutivamente surgié un mecanismo
para marcar ADN mas de una vez, lo que parece improbable. Si, por el contrario, supone-
mos que todos derivan del mismo mecanismo inicial la teoria mas aceptada es que sea una
herencia del proceso de modificacion-restricciéon de bacterias para reconocer ADN extrafio
debido a que se ha detectado metilacién en la mayoria de los casos descritos en distintos
organismos. Ademas, todos los casos descritos en eucariotas tienen en comun su relacion
con los dos sexos y, por tanto, deben tener relacién también con los gametos, de manera que
el mecanismo en si mismo podria estar involucrado en la propia evolucién de la anisogamia
(union de gametos desiguales) debido a que:

- la meiosis es un proceso comun en todos los organismos estudiados
- este mecanismo afecta a cromosomas sexuales
- algunos mecanismos son responsables todavia del control del sexo.

No obstante se necesitan mas datos moleculares y de mas organismos, principalmente
no mamiferos, para poder esclarecer el significado evolutivo de este mecanismo.

Para corroborar si efectivamente el establecimiento de la impronta pudo estar relacio-
nado con reproduccion sexual deberian estar afectados cromosomas implicados en la deter-
minacion del sexo. En este sentido se enmarcan los casos de Sciara y mamiferos.

La similaridad entre la impronta en mamiferos y pez cebra arguye por la conservacion
del proceso. El pez cebra tiene fertilizacion y desarrollo externo y posiblemente un sistema
de determinacion del sexo distinto que en raton.

Si la funcion de la impronta fuera solamente evitar el desarrollo partenogenético de
embriones en peces no deberia haber impronta, sin embargo, los datos mostrados en el
Capitulo 4 y otros relativos a metilacién diferencial de transgenes indica una incidencia del
mecanismo en este grupo de animales. Una hipdtesis para explicar estos datos seria que en
la actualidad la impronta constituiria un mecanismo para contribuir al mantenimiento de
integridad de las especies aunque en su inicio podria haber estado relacionada con otros pro-
cesos mas generales como la implantacion de la reproduccion sexual a través de la diferen-
ciacién de los gametos e incluso mas en el propio desarrollo de la viviparidad. Esto expli-
caria la diferencia entre peces y otros organismos.
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