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ELLOCUST

Un modelo genético natural para el estudio de
la reproduccién y la diferenciacion

Humberto Ossa R. Biol.*

**...Las mutaciones a nivel del locus T determinan un cuadro
de fendmenos tipicos, caracterizados-por abortos habitua-
les, infertilidad masculina y variaciones en el tamafo, o
ausencia de la cola”.

DEFINICION

E! locus T es una regién cromosémica ubicada a 14 unidades de recombinacién genética,.a
la izquierda del complejo mayor de histocompatibilidad murino, hacia el lado del centréme-
ro del cromosona 17 (3) (ver fig. 1). Dicha regién genética codifica, normalmente, para pro-
teinas de membrana importantes en la comunicacion intercelular, en el desarrollo embriona-
rio, la espermatogénesis y en especial 1a diferenciacion de la hoja germinativa ectodérmica.
Las mutaciones a nivel del locus T determinan un cuadro de fenémenos tipicos que se carac-
terizan por abortos habituales, infertilidad masculina y variaciones en el tamaiio, o0 ausencia

de la cola (ver fig. 2).

HISTORIA

El locus T fue descubierto en 1927 por la radiéloga soviética Nelly Drobrovolskaia Zawas-
dkaia, mientras experimentaba con ratones machos: las génadas de los ratones fueron irradia-
das y luego los machos fueron cruzados con hembras no irradiadas, para observar en la pro-
genie los posibles efectos mutagénicos causados por los rayos X en la linea'germinal. Sorpre-
sivamente dicha investigadora encontré que algunos de los descendientes para la F1, de uno
de los machos irradiados, presentaba una cola de aspecto particular (muy corta), con relacion

a los ratones normales.

* Profesor, Univ. Mayor de Cundinamarca. Unidad de Bacteriologia.
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Al cruzar estos ratones de cola corta (mutantes) entre s{ y a su vez con sus progenitores
{retrocruce deprueba), la investigadora demostro que esta mutacion se heredaba como un ca-
racter autosomico dominante y lo denominé ‘‘Brachyury’’ o T (por Tail). A continuacién, la
investigadora asigné los posibles genotipos que controlaban las caracterf(sticas silvestres y
mutantes, sefialando ademas que la mutacién en estado homocigoto {T/T), es invariablemen-
te letal.

Los genotipos propuestos fueron: .

++ = genotipo normal silvestre (no mutante).
T/ + = genotipo heterocigoto portador de la mutacién.
T/T = genotipo homocigoto mutante invariablemente letal.

Cinco afios después, la misma investigadora en compafia de N, Kobozieff dan el paso mas
importante en la historia del Locus T, al cruzar un raton mutante (T/t) perteneciente a la ce-
pa isogénica BTBR, con un ratén silvestre, (Mus musculus). Ellos encontraron para la F' de
éste cruce, que aparecian animales con ausencia absoluta de cola, lo cual indicaba que el pa-
rental silvestre poseia un gen que influenciaba de alguna forma al gen mutante del parental
endogamico, haciendo que éste potenciara su accion, representada por el fenotipo sin cola.

Analisis genéticos posteriores, realizados por los Genetistas L. C. Dunn y D. Bennett, (3-4-
5-7) establecieron que este nuevo mutante encontrando en poblaciones de ratones silvestres
se heredaba como su caracter autosdmico recesivo, que se presentaba como alelo del mutante
dominante. Cuando los dos mutantes (T} y (t) se encuentran en estado alélico determinando
el genotipo de doble heterocigoto (T/t) que es el responsable de! fenotipo caracterizado por
ausencia de cola. Los mencionados investigadores encontraron ademas, que el mutante rece-
sivo (t) en estado homocigoto (t/t) podia ser letal, semiletal o viable. Esto hace pensar que
dicho polimorfismo era generado por mutaciones diferentes que afectaban una familia de ge-
nes ligados y relacionados funcionalmente, dentro de la poblacion estudiada,

Cuando se ampliaron los estudios con ratones silvestres de la misma especie, pero tomados
de poblaciones aisladas geograficamente, se pudo comprobar que existian diferentes mutan-
tes recesivos (t), ademas, si dos de estos genes mutantes se encontraban en estado homocigo-
to y provienen del mismo origen (tX/tX) el individuo que los porta no es viable, mientras que
si dichos genes son de origen diferente {tX/tY) se complementan permitiendo la viabilidad,
aunque dicho arreglo interferia con el desarrollo de la espermatogénesis (profase | de la meio-
sis), haciendo que los machos sean estériles. En la actualidad se conocen 9 grupos de comple-
mentacion diferentes, que agrupan cerca de 50 alelos encontrados en las poblaciones estudia-

das, siendo los mas representativos: t ', tw™? 1% (wS ¢? (w1 (wPa-' ?
(Ver Tabla 1 y Fig. 2).

CARACTERIZACION DE LAS MUTACIONES

Basados en las observaciones anteriores L. C. Dunn y D. Bennett (6) mantienen las muta-
ciones mediante cruces controlados asi:

1. Cruce entre dobles heterocigotos para la mutacion de un mismo origen que determina
un sistema letal balacenado:
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DESARROLLO TEMPRANO DEL RATON NORMAL Y DE LOS
DIFERENTES HOMOCIGOTOS PARA EL COMPLEJO t
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LA LINEA CONTINUA INDICA EL DESARROLLO NORMAL, MIENTRAS QUE LA LINEA
PUNTEADA INDICA EL ESTADIO DONDE SE INTERRUMPE EL DESARROLLO NORMAL
CUANDO SE PRESENTA EN ESTADO HOMOCIGOTO UN MUTANTE t DEL MISMO ORIGEN.

Tomado de: BENNETT (3)
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T/tX X T/t* :Parentales (fenotipo sin cola).

T/IT2T/HX X/t : Filial 1 (500/0 letales {T/T y tX/tX) y 500/0 viables de fenotipo sin co-
la).

2. Cruce entre dobles heterocigotos para la mutacion de origen diferente (tX, tY), donde los
homocigotos para esta se complementan a pesar de producir esterilidad masculina.

T/tx X T/tY: Parentales portadores de mutaciones t de origen diferente y fenotipo sin cola.

T[T/ T/hX, T/ty: tXtv: Filial 1: {2590 letales T/T), 50%0 viables de genotipo
doble heterocigoto y fenotipo sin cola y 250/0
homocigotos tX/tY que se complementan permi-
tiendo la viabilidad con machos estériles.

Entre 1960 y 1970, estos investigadores se dedicaron a estudiar la embriogénesis, tanto
normal como anormal de las diferentes cepas de ratones que estaban estudiando, tratando de
encontrar a que nivel afectaban el desarrollo embrionario los homocigotos mutantes del mis-
mo origen. Se encontrd toda una gama de fendmenos, pues cada mutante interfiere con un
estadio preciso del desarrollo embrionario en la siguiente forma:

Mutante tl :

Los embriones portadores del alelo letal t'2, cuando se encuentran en estado homocigoto,
(t"*/t'?} pueden alcanzar satisfactoriamente el estado de moérula, hacia el tercer dia del desa-
rrollo embrionario, pero son incapaces de alcanzar el primer paso de diferenciacion hacia el
establecimiento del trofectodermo (10). Estos embriones hacia los tres dias y medio del de-
sarrollo mueren demostrando una anormal produccion y utilizacion de lipidos, lo cual origi-
na un metabolismo anaerobio anormal.

Histologicamente se demostro que el principal defecto que inducia el aborto en estos mu-
tantes homocigotos para t'2, era una marcada detormacion en la membrana de sus células
que impedia la comunicacion intercelular necesaria para que se complete el paso de morula a
blastocito. A causa de esto las blastomeras de la morula no migran hacia un extremo para
formar la masa celular interna, lo que determina e! fracaso del desarrollo a este nivel incipien-
te produciéndose el aborto del tejido embrionario en estado de mérula al tercer dia de ges-
tacion. (3).

Recientemente se sugirid que las células de estos abortos presentan deficiencia en la pro-
duccion de RNA ribosomal, pues sus nucleolos son anormales.

Mutante tW7"?

Los homocigotos para este mutante (tW'*/tW"?), alcanzan satisfactoriamente el estadio de
blastocisto y comienzan el proceso de implantacion. Este proceso, sin embargo, se interrum-
pe al fracasar la diferenciacion de las células invasivas que implantan el blastocisto sobre la
decidua uterina, lo que impide que se establezca la comunicacion madre-embrién necesaria
para la nutricion del tejido embrionario. Se sabe, ademas, que esta anormalidad se debe al
fracaso en la diferenciacion normal del trofectodermo. Los embriones son abortados al cuar-
to dia de la gestacion (3).
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Mutante t0

Los homocigotos para t° (1°/t°), se implantan exitosamente, pero fracazan en el momen-
to de diferenciar su hoja germinativa ectodfmica. En forma normal, en este momento de la
gestacion, la hoja germinativa ectodérmica aparece dividida en ectodermo embrionario y ec-
todermo extraembrionario {originado de la proliferacién de las células del cono de la ecto-
placenta). En estos homocigotos mutantes no se logran diferenciar adecuadamente Ios deriva-
dos de la hoja germinativa ectodérmica, lo cual hace que el embri6n sea abortado poco tiem»
po despusés,

Estudios de microscopia electronica de células obtenidas de estos abortos revelaron acl-
mulos lipidicos y mitocondrias anormales (12), (10). Los embriones homocigotos para este
mutante son abortados al quinto dia de la gestacion (3).

Mutante tWS*

Los mutantes homocigotos para tW* (tWs tW$) sufren un proceso normal de diferencia-
cién del ectodermo embrionario y extraembrionario, alcanzando a formar el cilindro del
huevo (elongacion endodérmica recubiertas de células ectodérmicas). Sin embargo, en estos
mutantes las células correspondientes al ectodermo embrionario se tornan hiperpigmentadas
y mueren {12). Los efectos de este gen mutante estan marcadamente restringidos a nivel de
la diferenciacién sobre el tipo de ectodermo de origen embrionario. Todo lo anterior deter-
mina el aborto de los embriones al sexto dfa de la gestacion (3).

Mutante t°

Este controvertido gen mutante, descubierto hacia la década de los afios setenta. por
Bennet, es muy caracteristico. Normalmente un embrién a los 7 dias de desarrollo comienza
la diferenciacion del tronco primitivo a mesodermo, y en el octavo dfa ha hecho regresién
para cerrar el tubo neural. Estos embriones normales ya poseen dos pliegues cefélicos, noto-
corda y 2 a 8 pares de somitos; ademas, las células mesodérmicas, para esta época, ya co-
mienzan su migracion.

En los embriones homocigotos para t? (t°/t?) se producen alteraciones en la diferencia-
cion del mesodermo, presentando alteraciones en la membrana celular, sin la formacion de
filipodios o prolongaciones citoplasmaticas que dan la forma estelar caracteristica de estas
células, y se inhibe ademas la migracion, y la diferenciacién del mesodermo vy sus derivados.
Todo parece indicar que la falta de filipodios conduce a defectos en la interaccion célula-
célula, lo que determina fallas en la adhesiéon y la motilidad e imposibilita la transicion de
tronco primitivo a mesodermo. Toda esta gama de fenémenos determina la muerte embrio-
naria alrededor del octavo dia de la gestacion (3).

Mutante tW' ~ .

Durante el noveno diade la gestacién en el raton, ocurre el desarrollo del tubo neural. En
embriones Homocigotos para tW!(tV!/tW!), se presenta una degeneracion de las células de la
porcion ventral del tubo neural; las células pierden su forma caracteristica tornandose elon-
gadas, lo cual afecta el desarrollo de la porcidn cefalica y caudal, y provoca la muerte em-
brionaria alrededor del décimo dia de la gestacion, Los embriones aboitados presentan un
cuadro histolégico caracterizado por edema, hidrocefalia y microcefalia. Los efectos produci-
dos por este alelo recesivo letal se asemejan a los producidos por el mutante dominarte T en
estado homocigoto (T/T) (3). (Ver Fig. 2).

Mutantes tWPa!, gwpa2 y twpal
Estos son los Gltimos mutantes que reporta la literatuta Los embriones homocigotos
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mueren durante la implantacion o un poco tiempo después, con un cuadro de desorgani-
zacioén celular generalizada (9).

Otros efectos del complejo T/t

Distorsiéon de la segregacion. Esta sélo se presenta en machos portadores. El aparea-
miento entre machos portadores del mutante t recesivo (T/t), (t/+), con hembras norma-
les {(+/+), produce distorsiones en la segregacion genética que no estdn de acuerdo con las
leyes mendelianas. Si se cruza un macho (t/+) con una hembra (+/+), se esperaria que para
la F, se obtenga un 500/0 de hijos (t/+) y un 509/o (+/+); sinembargo, el resultado real es
hasta un 909/0 de portadores del mutante t. Lo anterior indica que los espermatozoides
que dicho mutante son mas eficlentes que los normales para fecundar los 6vulos. Este hecho
'p'ddrl'a explicar la persistencia de los genes mutantes recesivos durante la evolucion de la
especie, ya que el 359/0 de los ratones silvestres son portadores (12 - 13).

Efectos en el comportamiento cromosémico. Observaciones realizadas inicialmente por
J. Klein y C. Hammerberg (10) y concluidas por M. Lyon (10), demostraron que la croma-
tina mutante (t) no sinapsa durante el zigotene meidtico con la cromatina normal. Esto ex-
plica en parte la distorsion de la segregacion y el marcado desequilibrio de ligamiento entre
el complejo T/t y el complejo mayor de histocompatibilidad (H-2); pues s6lo cuatro H-2
diferentes estdn asociados con los 42 mutantes (t) encontrados hasta ahora. Shin y colabo-
radores {14), recientemente, postularon que la no complementariedad entre la cromatina
mutante (t) y la cromatina normal se debe a una inversion que afecta a la primera. .

Efectos en la esterilidad masculina. Cuando quiera que se encuentren dos mutantes (t)
de origen diferente haciendo alelismo (1°/t°), se complementan las mutaciones evitando
la letalidad, pero todo macho portador es estéril (azoospérmico), mientras que las hembras
son normales.

Estudios mas detallados sobre la espermatogénesis de estos ratones estériles demostrd
la existencia de espermatozoides anormales (teratospermias, oligospermia, etc, hasta azoos-
permias completas. En otros analisis se demostr6 que la espermatogénesis se desarrolla
normalmente hasta la etapa de espermatocito primario, pero fracasa en el momento de
iniciar la meiosis uno (profase). Estudios de microscopia electronica revelaron anormalida-
des de los microtibulos que conectan la membrana, para permitir una normal nutricion,
ademas de deformidades en el sitio donde el centriolo distal va a formal el flagelo.

CONCLUSION

El complejo T/t es, en estos momentos uno de los mejores modelos genéticos que explica
las infertilidades masculinas (azoospermias) y femeninas (abortadoras habituales). Por esta
razén varios grupos de investigadores han dedicado sus esfuerzos al esclarecimiento de estos
fenémenos genéticos y embrionarios, que tienen una relacion evidente con los fenomenos
de seleccion natural, e implican sofisticados mecanismos moleculares.

Como se puede apreciar, los estudios sobre este modelo natural se encuentran muy avan-
zados en el raton, existiendo solo dos evidencias publicadas (8, 9) que demuestran tipos de
herencia parecidos al locus T en el humano. Para los médicos veterinarios y los zootecnistas,
es de gran importancia el conocimiento de este tipo de estudios para que traten de asociar-
los con los frecuentes casos de fertilidad disminuida y de esterilidad de los animales do-
mésticos.
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