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La determinacién sexual es un proceso de desarrollo que da lugar a
hembras y machos, los cuales son distintos desde el punto de vista morfoldgico,
fisioldgico y de conducta. En los organismos cuya determinacién sexual se basa
en diferencias cromosémicas, un sexo siendo homomdrfico y el otro
heteromérfico para los cromosomas sexuales, se ha desarrollado un proceso por
medio del cual los productos de los genes ligados a los cromosomas sexuales se
encuentran en cantidades similares en hembras y machos, a pesar de que dichos
genes se encuentran en dos dosis en el sexo homomérfico y en una dosis en el
sexo heteromérfico. Este proceso recibe el nombre de compensacién de dosis
génica.

Estos dos procesos ocurren en los tres organismos estudiados en este
trabajo: Drosophila, Caenorhabditis 'y Mamiferos. En Drosophila 'y en
Caenorhabditis, la base cromosomica es la razén del nimero de cromosomas X
a grupos de autosomas (razén X:A); de modo que las hembras son 2X; 2A y los
machos XY; 2A en el caso de Drosophila, y en Caenorhabditis las
hermafroditas (o hembras) son 2X; 2A y los machos son X0; 2A. En Mamiferos,
la determinacion sexual depende del cromosoma Y; de modo que las hembras
son 2X; 2A y los machos son XY; 2A. El desarrollo sexual en Drosophila es un
proceso auténomo celular; esto es, cada célula sigue el patrén de desarrollo
dictado por su constitucién cromosémica, independientemente de las demds
células. En Mamiferos, por el contrario, el desarrollo sexual es un proceso
carente de autonomia celular. Finalmente, en Caenorhabditis, el desarrollo
sexual es un proceso que en parte es auténomo celular. Con respecto a la
compensacién de dosis génica, en Drosophila, este proceso ocurre por
hipertranscripciéon del cromosoma X de los machos, mientras que en
Caenorhabditis ocurre por hipotranscripcion de los dos cromosomas X de los
hermafroditas. En Mamiferos, la compensacién de dosis génica ocurre por
inactivacién de uno de los dos cromosomas X de las hembras.
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1. Drosophila melanogaster

En D. melanogaster, la razén X:A es la primera sefial genética que
determina el desarrollo sexual. El cromosoma Y de los machos no juega ningin
papel en dicho proceso. La sefial X:A actia sobre el gen Sex-lethal (SxI)
determinando su estado de actividad: en hembras, Sx/ serd activado, mientras
que en machos Sx/ no serd activado (Cline 1978). Una vez que el estado de
actividad de Sx!/ estd definido, la sefial X:A no se usa nunca mds, y el desarrollo
sexual y la compensacién de dosis génica quedan bajo el control del gen SxI,
cuyo estado de actividad se mantiene por autorregulacién positiva. El gen Sx/
controla la expresién de dos grupos de genes distintos (Lucchesi & Skripsky
1981). Un grupo estd formado por los genes de la determinacién sexual;
mutaciones en estos genes afectan el desarrollo sexual pero no la compensacién
de dosis génica. El otro grupo de genes lo forman los llamados male-specific
lethals (msl’s); mutaciones en estos genes afectan la compensacién de dosis
génica, no afectando el desarrollo sexual (Uenoyama et al 1982; Belote 1983;
Bachiller & Sdnchez 1989). Puesto que ambos grupos de genes estdn regulados
por Sx/, mutaciones de falta de funcién en este gen producen letalidad especifica
para hembras y/o transformacién sexual en las mismas; mientras que mutaciones
de ganancia de funcién producen letalidad especifica para machos y/o
transformacién sexual.

1.1. LA SENAL X:A

La identificacién de un conjunto de genes involucrados en la activacién
inicial de Sx/ indica que un sistema genético convencional es la base de la sefial
X:A. Por definicion, esta sefial es cigética y es el elemento clave en la activacion
de Sxl, pues los productos maternos involucrados en esta activacién se
encuentran presentes tanto en los cigotos que se van a desarrollar como hembras
como en los que se desarrollardn como machos. La identificacion de genes
ligados al cromosoma X que forman la sefial X:A se llevé a cabo mediante la
bisqueda de mutaciones que presentaban letalidad especifica para hembras
(Sanchez et al 1994). El criterio de seleccién se basa en las propiedades que debe
exhibir un gen ligado al cromosoma X cuya funcién sea requerida para formal la
sefial X:A. Un "elemento numerador” de la sefial X:A debe poseer las siguientes
propiedades:

1) Una reduccién de sus dosis cigéticas producird letalidad especifica de
hembras como consecuencia de que en éstas no se activa el gen Sxl.
Esta letalidad se suprimird por mutaciones constitutivas de SxI, como la
mutacién Sx/!. Estas mutaciones expresan el gen Sx/ independiente-
mente de la sefial X:A (Cline 1978).

2) Un incremento de las dosis cigéticas producird letalidad especifica para
machos como consecuencia de que en éstos se activa el gen Sx/. Esta
letalidad se suprimird por mutaciones de falta de funcién del gen Sxl.

3) Laactivacion de Sx/ requiere el producto materno del gen daughterless
(da) (Cline 1978). Por lo tanto, mutaciones en este gen y en un
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"elemento numerador” de la sefial X:A mostrardn efecto sinergistico
letal especifico para hembras. Idéntico efecto sinergistico se dard
también entre mutaciones de falta de funcién en distintos "elementos
numerador” de la sefial X:A. Ambas letalidades serdn suprimidas por
las mutaciones constitutivas de SxI.

4) Un variacién de las dosis cigéticas de un "elemento numerador"”
alterard el fenotipo mosaico intersexual de los individuos 2X;3A: un
incremento de las dosis producird feminizacién, mientras que una
reduccién producird masculinizacién.

Las propiedades exhibidas por un "elemento denominador” (autosémico)
de la sefial X:A serdn las opuestas a las manifestadas por un “elemento
numerador”.

Dos genes ligados al cromosoma X han sido identificados que cumplen
las propiedades de un "elemento numerador” de la sefial X:A. Estos genes son
sisterless-a (sis-a) (Cline 1986) y una regién del complejo achaete-scute (AS-
C) que ha sido denominada sisterless-b (sis-b) (Cline 1988), y que corresponde
al gen scute (sc) de este complejo (Torres & Sanchez, 1989; Parkhurst et al
1990; Erickson & Cline 1991). Asi pues, el gen sc posee una dualidad de
funcién: la llamada funcién Scute, la cual estd involucrada en neurogénesis
(Garcfa-Bellido 1979; Campuzano et al 1985) y la funcién Sisterless-b
involucrada en formar la sefial X:A (Torres & Sdanchez 1989). Se han
identificado otros genes ligados al cromosoma X, cuya actividad es requerida
para la activacién inicial de Sx/ en las hembras. Uno de estos genes es runt (run)
(Dufty & Gergen 1991; Torres & Séanchez 1992). Este gen interviene también
en el proceso de segmentacion (Gergen & Wieschaus 1986). El otro gen se
localiza en las bandas citogenéticas 17A9-10; 17A12-B1 (Sénchez et al 1994).
En el caso de estos dos dltimos genes, aunque su funcién es requerida para la
activacién de Sx/ en las hembras, no son "elementos numerador” propiamente
hablando como los son los genes sis-a y sc, pues duplicaciones simultaneas de
run, o de la regién 17A19-10;17A12-B1, y de sis-a, o sc, no activan Sx/ en los
machos (Sdnchez et al 1994). Hasta el momento, sélo un gen autosémico, el gen
dead-pan (dpn), se ha identificado como "elemento denominador" de la sefial
X:A (Younger-Shepherd et al 1992).

La razén X:A es necesaria pero insuficiente para activar Sx/. Un conjunto
de productos maternos actian o como activadores o como represores de este gen.
Asi, por ejemplo, los productos maternos de los genes da (Cline 1978) y
extramacrochaete (emc) (Younger-Shepherd et al 1992) actian como activador
y represor, respectivamente, de la activacion inicial del gen SxI. Ambos genes
estdn también involucrados en neurogénesis (Ghysen & Dambly-Chaudiere
1988; Campuzano & Modolell 1992). En el cromosoma X, se ha identificado un
gen localizado en las bandas citogenéticas 7D10;7F12, cuya funcién materna se
requiere para la activacién inicial de Sx/ (Sdnchez et al 1994).
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1.2. NATURALEZA MOLECULAR DE LA SENAL X:A

Los genes sc, dpn y da codifican proteinas bdsicas con dominios hélice-
lazo-hélice (bHLH) (Villares & Cabrera 1987; Caudy et al 1988), mientras que
el gen emc codifica para una proteina HLH (Ellis et al 1990). El dominio bdsico
confiere capacidad de fijacién al ADN, y el dominio HLH confiere capacidad
para interaccionar con otras proteinas HLH. Asi pues, las proteinas HLH tienen
la capacidad de formar complejos homodimeros o heterodimeros que se pueden
fijar al ADN y actuar como reguladores transcripcionales (Murre et al 1989a,b).
Combinaciones particulares de diferentes proteinas HLH forman distintos
complejos, los cuales varfan en su afinidad por diferentes sitios de fijacién al
ADN (Murre et al 1989b; Benezra et al 1990; Sun & Baltimore 1991).
Basdndose en estas propiedades de las proteinas HLH, se ha propuesto un
modelo molecular para la sefial X:A (Parkhurst & Ish-Horowicz 1992). Este
modelo propone que se formardn heterodimeros entre las proteinas Da y Sis
("elementos numerador") con capacidad para activar la transcripcion de SxI. La
interaccién entre proteinas Sis y proteinas autosémicas ("elemento
denominador") formarén, en cambio, complejos inactivos. Esto es, los productos
autosémicos actuarian como secuestradores de los productos Sis, de forma tal
que una concentracién efectiva de complejos Da-Sis activos solamente se
conseguirian en los cigotos 2X;2A (hembras), puesto que la cantidad de
productos Sis en estos cigotos es doble que la presente en los cigotos XY;2A
(machos). Existe evidencia experimental demostrando la existencia de complejos
entre las proteinas Sc y Da (Deshpande et al 1995; Liu & Belote 1995), asi como
entre las proteinas Da y Sis-a, y Dpn y Sis-a (Liu & Belote 1995).

1.3. SIGNIFICADO BIOLOGICO DE LA SENAL X:A

El papel de la sefial X:A puede ser visualizado de dos forma distintas.
Una posibilidad es que la sefial X:A se necesite continuamente durante todo el
desarrollo para que las células mantengan el patrén de desarrollo sexual y el
proceso de al compensacién de dosis génica. De acuerdo con esta hipétesis,
clones X0 inducidos en hembras XX;2A durante cualquier momento de su
desarrollo sobrevivirfan y diferenciarfan estructuras de macho. Alternativamente,
la sefial X:A podria ser usada por las células en un momento determinado del
desarrollo. Segtin esta hipétesis, clones X0 inducidos en hembras XX;2A antes
de ese momento sobrevivirfan y diferenciarian estructuras de macho, mientras
que si los clones X0 son inducidos después de ese tiempo, serfan lelates por
alteracion de la compensacion de dosis génica.

Para contestar estas preguntas, se usé la estrategia del andlisis clonal: se
construyeron genotipos que permitian la eliminacién de un cromosoma X en
hembras, por medio de la recombinacién mitética inducida por Rayos-X, en
cualquier momento del desarrollo, e inducir as{ la produccién de clones XO en
hembras XX;2A. Los resultados demostraron que los clones X0 inducidos
alrededor del blastodermo sobreviven y diferencian estructuras de macho,
mientras que si se inducen después de este estadio del desarrollo son letales. Sin
embargo, los clones X0 sobreviven y se desarrollan si su cromosoma X lleva una
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mutacion de falta de funcién del gen Sx/, independientemente del momento en el
desarrollo en que dichos clones son inducidos (Sdnchez & Nothiger 1983;
Bachiller & Sanchez 1991). Estos resultados indican que la sefial X:A determina,
irreversiblemente y de una forma auténoma celular, el estado de actividad del
gen Sx/ alrededor del estadio de blastodermo. Una vez que ésto ha ocurrido, la
sefial X:A no es usada nunca mas por las células, y el desarrollo sexual y la
compensacién de dosis génica quedan, desde el blastodermo y durante todo el
desarrollo, bajo el control del gen SxI. Asi pues, los clones inducidos después
del blastodermo son letales porque el gen Sx/ continia expresdndose, lo que
altera el proceso de la compensacién de dosis génica. Por el contrario, si los
clones X0 llevan una mutacién de falta de funcién del gen Sx/, la
hipertranscripcién del cromosoma X de los clones X0 tiene lugar, permitiendo
asi sobrevivir a esos clones, los cuales diferenciardn estructuras de macho al no
tener funcién del gen SxI. Por otro lado, los resultados del andlisis clonal son
compatibles con la idea de que Sx! es el tinico gen que responde a la sefial X:A.

El gen SxI produce dos tipos distintos de transcritos, los cuales se
corresponden con la funcién del promotor temprano especifico de hembra y del
promotor constitutivo no especifico de sexo (Salz et al 1989). Los transcritos
tempranos se producen como respuesta de Sx! a la sefial X:A, la cual controla
dicho gen a nivel de transcripcion (Torres & Sdnchez 1991; Keyes et al 1992).
El control de SxI después del blastodermo y durante toda la vida del adulto
ocurre por "splicing" alternativo de su transcrito primario: los transcritos de los
machos difieren de los de las hembras por la presencia en los primeros de un
ex6n adicional que contiene codones de terminacién de la traduccién, por lo que
en los machos se produce una proteina Sxl truncada no funcional; mientras que
en las hembras, este exdn es eliminado y se genera una proteina completa
funcional (Bell et al 1988; Bopp et al 1991). El mantenimiento de la actividad de
Sxl durante todo el desarrollo, después del blastodermo, y la vida adulta se debe
a la funcién de autorregulacion positiva de este gen (Cline 1984), como
consecuencia de que la proteina SxI es necesaria para el "splicing" especifico de
hembra que sufre el transcrito primario de este gen (Bell et al 1991).

La especificidad temporal de la seiial X:A estd relacionada con la
existencia de los dos promotores del gen SxI. En hembras, este gen se transcribe
a partir de su promotor temprano como como respuesta a la sefial X:A.
Consecuentemente, se produce proteina Sx1 temprana. En machos, la expresién
temprana de Sx/ no se produce porque en ellos no se forma la sefial X:A, lo que
resulta en la ausencia de proteina Sxl temprana. Después del blastodermo,
cuando entra en funcionamiento el promotor constitutivo de Sx/, la presencia de
proteina Sx1 temprana en la hembras determina que el pre-mRNA tardio de Sx/
siga el "splicing" tipo hembra, lo que da lugar a la formacién de proteina Sxl
tardfa, la cual actuard sobre el RNA primario constitutivo de Sx! produciéndose
de nuevo proteina SxI tardia, y cerrdndose asi el ciclo que mantiene activo este
gen. En los machos, por el contrario, al no existir proteina SxI temprana, el pre-
mRNA tardio, que se produce al entrar en actividad el promotor constitutivo de
Sxl, sigue el "splicing" tipo macho, que da lugar a proteina SxI truncada no
funcional, estableciéndose asi en los machos el "splicing" tipo macho del pre-
mRNA de Sx/, el cual no da lugar nunca a proteina Sx1 funcional. Por lo tanto, la
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funcién bioldgica de la sefial X:A es activar el promotor temprano de Sx/ al
principio del desarrollo, lo que determina que en las hembras se produzca
proteina SxI temprana, la cual determinard el que se establezca el mantenimiento
de la produccién continua de proteina Sx1 durante todo el desarrollo y la vida
adulta, una vez que entre en funcionamiento el promotor constitutivo de Sxl.

La especificidad temporal de la sefial X:A puede deberse a que solamente
al principio del desarrollo se forme dicha sefial, o a la presencia al principio del
desarrollo de alguno de los productos maternos necesarios para la ctivacién de
Sxl por la sefial X:A. Entre los genes cigéticos que forman la sefial X:A, y
aquellos necesarios para la activacién de Sxl, asi como los genes de efecto
materno involucrados en este proceso, algunos como sc, run, dpn, da y emc, no
solamente se expresan al principio del desarrollo, sino también durante estadios
posteriores del mismo. Esta expresion tardia ocurre en grupos de células,
contrario a la expresion generalizada que estd involucrada en la activacion inicial
de SxI. Los genes sc, dpn, da y emc se expresan en las regiones neurogénicas
de ambos sexos (Ghysen & Dambly-Chaudiére 1988; Campuzano & Modolell
1992), mientras que run se espresa en bandas durante la formacién de los
segmentos (Gergen & Wieschaus 1988; Kania et al 1990; Duffy et al 1991). La
especificidad temporal de la sefial X:A no se explica por la restriccién espacial
en la expresién temporal de estos genes, pues en los machos Sx/ no se activa en
las células en donde dichos genes se espresan. La especificidad temporal de la
sefial X:A es explicable por el hecho de que el gen sis-a se expresa
exclusivamente en el momento del desarrollo en donde se forma esta sefial
(Erickson & Cline 1993). También, otros genes, como los identificados en las
bandas citogenéticas 17A9-10; 17A12-B1 y 7D10; 7F12, pudieran tener
restringida su expresion a la etapa temprana del desarrollo.

1.4. LOS GENES DE LA DETERMINACION SEXUAL

En D. melanogaster, la regulacién de los genes responsables de la
determinacién sexual ocurre por "splicing” alternativo de sus productos. Una
interaccion jerarquizada existe entre estos genes: el producto de un gen controla
el "splicing" especifico de sexo del pre-mRNA del gen situado por debajo de €l
en la cascada genética (Baker 1989). El gen Sx/ controla el "splicing" del pre-
mRNA del gen transformer (tra): el transcrito primario de este gen sufre un
"splicing" alternativo en hembras y machos, de modo que se produce proteina
Tra funcional en las hembras y no en los machos (Boggs et al 1987; Inoue et al
1990). En hembras, la proteina Tra, junto con el producto del gen constitutivo
transformer-2 (tra-2) (Goralski et al 1989; Amrein et al 1990), determinan el
"splicing" del pre-mRNA del gen doublesex (dsx), el ultimo en la cascada
genética, en el modo de hembra dando lugar a una proteina funcional que
promueve el desarrollo sexual de las hembras. En los machos, en donde no
existe proteina Tra funcional, el pre-mRNA del gen dsx sigue la ruta de
"splicing" de macho, lo que genera otra proteina funcional distinta que promueve
el desarrollo sexual de los machos (Burtis & Baker 1989; Hoshijima et al 1991).
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1.5 LOS GENES DE LA COMPENSACION DE DOSIS GENICA

En D. melanogaster, los genes male-specific lethals (msl’s) son los
responsables de la hipertranscripcion del cromosoma X de los machos (Belote &
Lucchesi 1980a,b; Uchida et al 1981). Estos genes han sido clonados y sus
productos caracterizados. El gen mle codifica una proteina que contiene los
dominios caracteristicos de las helicasas (Kuroda et al 1991). El gen msl-1
codifica una proteina que contiene una regién amino terminal caracteristica de
proteinas involucradas en transcripcién y conformacion de la cromatina (Palmer
et al 1993). El gen msl-3 codifica una proteina nueva que no presenta homologia
con proteinas descritas hasta el momento (Gorman et al 1995). Finalmente, el
gen msl-2 codifica una proteina que contiene un dominio de dedo de anillo
("RING finger") y un dominio similar a las metalocianinas, ademds de poseer
residuos de aminodcidos cargados positiva y negativamente y un dominio
espiral-espiral ("coil-coil") que pueden estar implicados en interacciones
proteina-proteina (Zhou et al 1995; Kelley et al 1995). Mediante la técnica de
inmunofluorescencia, se ha demostrado que las proteinas de estos genes se
localizan preferentemente asociadas a lo largo de todo el cromosoma X de los
machos, pero no a los cromosomas X de las hembras(Gorman et al 1993, 1995;
Palmer et al 1994; Kelley et al 1995; Zhou et al 1995), al igual que ocurre con la
histona H4 acetilada en la lisisna 16 (H4Ac16) (Turner et al 1992). Esta
distribucién de las proteinas Msl, asi como de la histona H4Ac16, es dependiente
de la presencia simultanea de todas las proteinas Msl. Estos resultados, junto con
el hecho de que las mutaciones ms/’s no muestren efectos aditivos (Bachiller &
Sdnchez 1989; Gorman et al 1993), han dado lugar a la hipétesis de que las
proteinas Msl formarfan un complejo multimérico que especificamente
interaccionaria con el cromosoma X de los machos. Consequentemente, este
cromosoma X acquirirfa una estructura cromatinica que permitirfa una mejor
accesibilidad de la maquinaria de transcripcion, originando asi una
hipertranscripciéon del cromosoma X de los machos en relacién con los
autosomas y los dos cromosomas X de las hembras.

Las proteina Mle y Msl-3 estdn presentes tanto en hembras como en
machos, pero sélo en estos ultimos ejercen su funcién en la compensacién de
dosis génica. El gen msl-2 se transcribe también en ambos sexos, pero s6lo en
los machos existe proteina Msl-2. En los machos se produce un transcrito Msl-2
de menor tamafio que en las hembras, debido a la eliminacién de un intrén en la
region 5” no traducida (Zhou et al 1995). Dos modelos no excluyentes entre si
explicarfan el que la proteina Msl-2 estuviese exclusivamente presente en los
machos. Una posibilidad es que existiese una secuencia represora de la
traduccion en el intrén eliminado en los machos. Alternativamente, la presencia
de secuencias poli-U, que fijan la proteina SxI, presentes en las regiones 5"y 3~
del mRNA de ms/-2 podrian sirvir como sitios de fijacién para la proteina Sxl,
la cual bloquearfa la traduccion de este mRNA en las hembras, pues sélo en ellas
existe proteina SxI. Por tanto, el gen msl-2 parece desempeifiar el papel clave en
la especificidad de sexo de la compensacion de dosis génica dependiente de los
genes msl’s.
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El gen msi-1 se transcribe en ambos sexos, pero su proteina estd presente
en machos, mientras que en hembras se encuentra en bajos niveles (Palmer et al
1994, Kelley et al 1995). Asi pues, msl-1 se controla a nivel de traduccién. El
gen Sx/ juega un papel importante en esta regulacion, pues en hembras mutantes
para este gen la proteina Msl-1 se acumula y se encuentra asociada a los
cromosomas X. Parte de esta regulacion traduccional de msl-1 se debe a que el
mRNA de este gen es inestable en ausencia de la proteina Msl-2 (Kelley et al
1995). El gen msl-1 da tres transcritos. Los dos transcritos mayores poseen una
regién 37 no traducida muy larga, rica en secuencias poli-U, muy similares a las
encontradas en el mRNA de msl-2, mientras que el transcrito mds pequefio
carece de estas secuencias poli-U (Palmer et al 1993). Estos resultados han dado
lugar a la proposicién de que la proteina SxI se fija a esas secuencias poli-U de
todos los mRNAs de msl-2 y a un grupo de mRNAs de msl-/ impediendo su
traduccion en las hembras (Palmer et al 1994; Kelley et al 1995).

Basédndose en este modelo de regulacién de msi-1 y msl-2 por la proteina
Sxl, se ha propuesto una hipétesis sobre el mecanismo de la compensacién de
dosis génica temprana, la cual es dependiente de funcién Sx! e independiente de
la funcién de los genes msl’s (Gergen 1987). Se ha propuesto que la proteina
Sxl, al principio del desarrollo, regularfa directamente la compensacién de dosis
génica de los genes ligados al cromosoma X que se expresarian en esos
momentos tempranos del desarrollo, por fijacién a las secuencias poli-U
presentes en los extremos 57 y/o 3 de sus transcritos, disminuyendo la
traduccidén de dichos mensajeros. Segtn esta hipétesis, la compensacion de dosis
génica temprana dependiente de Sx! e independiente de los ms!’s tendria lugar en
las hembras, y ocurriria por disminucién de la traduccién de los transcritos de
los genes ligados al cromosoma X (Kelley et al 1995).

2. Caenorhabditis elegans

El nematodo C. elegans posee normalmente dos tipos sexuales: el
hermafrodita (2X;2A) y el macho (X0;2A). Sin embargo, existen muatciones
que transforman los hermafroditas en hembras. Las hembras son somdticamente
idénticas a los hermafroditas, excepto que éstas sintetizan esperma, ademds de
oocitos. En otras especies préximas de nematodos, normalmente existen
hembras (2X;2A).

En C. elegans, la razén X:A es la primera sefial genética que determina el
desarrollo sexual y la compensacion de dosis génica. La sefial X:A actda sobre el
gen xol-1, el primer gen en la cascada genética; de modo que en el hermafrodita
este gen esta inactivo, mientras que en el macho estd activo. Los siguientes genes
en la jerarquia genética son los genes sdc’s (sdc-1, sdc-2 y sdc-3). Estos genes
estdn negativamente regulados por xol-1. Después, la cascada genética se bifurca
en dos grupos de genes distintos; los genes que controlan el desarrollo sexual y
los genes que controlan la compensacién de dosis génica.
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2.1. LA SENAL X:A

La base genética y molecular de esta sefial se desconoce por el momento.
Sin embargo, hay evidencias de que "elementos" discretos, como los
encontrados en D. melanogaster, pudieran existir también en C. elegans. Una
region en el extremo izquierdo del cromosoma X parece contener "elementos
numerador”, puesto que dos copias de esta regién causa letalidad especifica de
machos, y una copia afecta la viabilidad de los hermafroditas (Akerib & Meyer
1994). Ambos fenotipos parecen ser consecuencia de un desajuste en el proceso
de la compensacién de dosis génica.

2.2. LOS GENES DE LA DETERMINACION SEXUAL

Los genes sdc reprimen al gen her-1, el primer gen en la cascada genética
que controla el desarrollo sexual. Este gen, a su vez, reprime los genes tra-2 y
tra-3, los cuales regulan negativamente a los genes fem (fem-1, fem-2'y fem-3).
Estos genes fem reprimen el gen tra-1, el dltimo gen en la jerarquia genética.

Andlisis de mosaicos genéticos han puesto de manifiesto que el gen her-1
carece de autonomia celular (Hunter & Wood 1992). El transcrito mayor de este
gen codifica para una proteina que contiene la secuencia sefial de las proteinas
excretadas en su extremo amino terminal, que es esencial para su funcién y es
responsable del efecto masculinizante de este gen (Perry et al 1993), sugiriendo
que el producto Her-1 actuase como un ligando que es secretado fuera de la
célula. El posible receptor de Her-1 podria ser el producto del gen tra-2, el cual
codifica para una proteina grande (Tra-2) con multiples dominios
transmembranales (Kuwabara & Kimble 1992; Kuwabara et al 1992). El
producto Tra-2, a través de los genes fem, controlaria la actividad del gen tra-1.
Este gen codifica dos proteinas con dominios de dedos de zinc (Zarkower et al
1994), sugiriendo que los productos Tra-1 sean factores de transcripcion. La
regulacién de tra-/ probablemente es post-transcripcional, pues ambos sexos
poseen niveles similares de ambos mRNAs de tra-1 (Zarkower et al 1994). De
las 30 mutaciones de ganancia de funcién del gen tra-/ que han sido aisladas,
29 de ellas tienen afectado el mismo tramo de aminodcidos del extremo amino
terminal, sugiriendo que este tramo sea el sitio de regulacidn negativa ejercido
por los productos Fem (Zarkover et al 1994). Se ha visto que el gen fem-1
codifica una proteina (Fem-1) que posee seis dominios "ankyrin", que se
encuentran en otras proteinas que estdn involucradas en interacciones proteina-
proteina. La actividad del gen tra-I es necesaria y suficiente para el desarrollo
sexual del hermafrodita (Hodgkin 1980), y presenta autonomia celular (Hunter
& Wood 1990). Basdndose en estos resultados, se ha propuesto un modelo para
el desarrollo sexual de C. elegans (Kuwabara & Kimble 1992). El producto Tra-
2 estarfa integrado en la membrana celular y actuarfa como el receptor de Her-1,
el cual serfa el componente no auténomo celular del desarrollo sexual. Los
productos Fem formarfan un complejo el cual interaccionaria con el receptor
Tra-2, o con los productos Tra-1. Segtin este modelo, en el hermafrodita, debido
a la ausencia de Her-1, el complejo Fem interaccionaria con el receptor Tra-2, de
modo que los productos Tra-1 estarfan libres y entrarfan en el niicleo para,
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directa o indirectamente, controlar los genes responsables del desarrollo sexual
del hermafrodita. En los machos, el producto Her-1 que estd presente
interaccionaria con el receptor Tra-2, impidiendo que este receptor secuestre el
complejo Fem, el cual interaccionarfa con los productos Tra-1, bloqueando as{
su entrada en el nicleo y consecuentemente se seguird el desarrollo sexual de
macho.

2.3. LOS GENES DE LA COMPENSA CION DE DOSIS GENICA

En C. elegans, la compensacion de dosis génica ocurre por
hipotranscripcién de los dos cromosomas X de los hermafroditas. Los genes
responsables de este proceso son los genes dumpy (dpy) (dpy-21, dpy-26, dpy-
27, dpy-28 y dpy-30). Estos genes estdn positivamente regulados por los genes
sdc. Ninguno de los genes dpy se requiere en los machos, excepto el gen dpy-30,
y todos, excepto el gen dpy-21, tienen un efecto materno en el desarrollo del
hermafrodita.

El gen dpy-27 se ha clonado y su producto se ha caracterizado (Chuang et
al 1994). El producto Dpy-27 pertenece a la familia SMC de proteinas, las cuales
estdn involucradas en condensaciéon cromosémica. Anticuerpos contra la
proteina Dpy-27 muestran que dicha proteina se localiza difusamente en el
nicleo de cigotos XX y X0, asi como en embriones tempranos. Sin embargo, la
localizacion preferencial son los cromosomas X del hermafrodita en el estadio
de 30 células, asi como en embriones X0 que activan el proceso de
compensacién de dosis génica. La localizacién cromosémica de la proteina Dpy-
27 requiere la actividad de los genes sdc-2, sdc-3 y dpy-30. Dado que el gensdc-
2 se requiere cigoticamente y se expresa especificamente en el hermafrodita, el
producto de este gen podria ser el factor especifico de sexo que determina la
localizacién cromosémica de la proteina Dyp-27. Ademads, los productos de los
genes dpy-26 y dpy-28 podrian ser requeridos para la produccién o estabilidad
de Dyp-27, porque dicha proteina estd severamente reducida en mutantes dyp-26
y dyp-28. El gen sdc-3 codifica para una proteina con dos dominios, uno
responsable de su funcién en el desarrollo sexual y el otro responsable de su
funcién en la compensacion de dosis génica (Klein & Meyer 1993).

Basandose en estos resulatados, se ha propuesto un modelo para explicar
la compensacién de dosis génica en C. elegans. En los hermafroditas, los
productos Dyp formarfan un complejo que especificamente interaccionaria con
los dos cromosomas X de los hermafroditas, confiriendo a estos cromosomas
una estructura que determina una hipotranscripcién de sus genes.

3. MAMIFEROS

En los Mamiferos, el desarrollo sexual se divide en dos procesos
secuenciales: el desarrollo de la génada indiferenciada en ovario o testiculo
(sexo gonadal, o determinacién sexual primaria), y la diferenciacion interna y
externa de la genitalia y de los demds caracteres sexuales secundarios de acuerdo
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con el sexo gonadal (sexo fenotipico, o determinacién sexual secundaria). El
sexo fenotipico estd determinado por las hormonas secretadas por las génadas.

3.1. DETERMINACION SEXUAL PRIMARIA

La determinacién sexual primaria implica la formacién de las gdénadas,
ovarios en las hembras y testiculos en los machos, a partir de una génada
indiferenciada, que no muestra caracteristicas de ningin sexo. La sefial que
determina el sexo de la génada es independiente del niimero de cromosomas y es
dependiente del cromosoma Y, el cual contiene un gen que codifica para el
factor Determinante del Testiculo (TDF).

El gen que codifica el factor TDF es el gen SRY en humanos (Sinclair et
al 1990) y su homdlogo Sry en ratén (Gubbay et al 1990; Koopman et al 1990).
Este gen codifica para una proteina que posee tres dominios: los dominios amino
y carboxilo terminales no comparten homologia con proteinas conocidas, y el
dominio central posee homologia con las proteinas HMG, las cuales actdan
como factores de transcripcion, lo que hace suponer que el factor TDF actda
regulando la expresion de otros genes. Koopman et al (1991) microinyectaron un
fragmento de 14 kb conteniendo el gen Sry de ratén en el pronucleo de cigotos
de ratén y, en varios casos, los cigotos hembra XX desarrollaron testiculos y
otros érganos masculinos, demostrando el papel del gen Sry en la determinacion
sexual.

El hecho de que individuos XY con un alelo SRY aparentemente normal
se desarrollen como hembras cuando llevan una duplicacion de una regién del
cromosoma X (regién Xp21), indica que hay otros genes, aparte del gen SRY,
implicados en la determinacién sexual. Se ha identificado un gen, dosage-
sensitive sex reversal (DSS), localizado en la regiéon Xp21, que cuando estd
presente en dos copias induce el desarrollo femenino de un individuo XY
(Bardoni et al 1994). Este gen estarfa sometido a la inactivacién génica, pues
individuos con el sindrome de Klinefelter (XXY) se desarrollan esencialmente
como machos. Si bién el gen DSS cuando estd duplicado interfiere con la
determinacién del testiculo, su funcién no es necesaria para la formacién del
mismo, pues individuos con la constitucién cromosémica 46,XY deficientes para
el gen DSS desarrollan genitalia normal de macho, por lo que el gen DSS podria
estar involucrado en el desarrollo del ovario.Estudios de la expresién del gen
Dss en ratén han puesto de manifiesto que este gen comienza a transcribirse a los
11.5 dpc (dias post coitum ) en la cresta genital de embriones hembras y machos,
coincidente con la expresion del gen Sry en machos (Swain et al 1996). A los
12.5 dpc, el gen Dss deja de expresarse en el testiculo, pero permanece en el
ovario. Dado que los transcritos de los genes Sry y Dss se encuentran en niveles
similares en ambos sexos, parece probable que Sry regule la actividad del gen
Dss a nivel postranscripcional.

Durante la vida fetal, la diferenciacién del testiculo precede a la
diferenciacion del ovario. Esto implicarfa que los genes especificos del
desarrollo masculino (MPGs) tendrdn que ser reprimidos para el desarrollo
normal de una hembra. A este respecto, se ha propuesto un modelo para explicar
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la determinacién del sexo gonadal (Jiménez et al 1996). Dicho modelo asume
dos proposiciones: que el gen DSS reprimiria los genes MPGs, necesitdndose
una dnica dosis de DSS, y que el gen SRY inactivaria la funcionalidad del
producto DSS. Segin este modelo, en un macho normal XY la expresion del gen
SRY prevendria la actividad del producto DSS, con lo que los genes MPGs se
activarian, y consecuentemente la génada indiferenciada se desarrollarfa como
testiculo. Estos producirfan una substancia (se ha propuesto la hormona
antimiilleriana) que mantendria reprimidos a los genes especificos del desarrollo
femenino (FPGs). En una hembra normal, la cual carece del gen SRY, el gen
DSS reprimiria la expresion de los genes MPGs, con lo que mds tarde en el
desarrollo se expresarian los FPGs, y consecuentemente la génada indiferenciada
se desarrollarfa como ovario. Puesto que el gen DSS permanece activo en el
ovario, este gen mantendria reprimidos los genes MPGs.

El gen SRY se expresa en la génada indiferenciada en las células que
serdn las células de Sertoli. Estas células promueven la diferenciacion de las
células de Leydig, formédndose asfi el testiculo.

3.2. DETERMINACION SEXUAL SECUNDARIA

En los machos, las células de Sertoli secretan la hormona antimiilleriana,
la cual previene el desarrollo del conducto miilleriano; mientras que las células
de Leydig secretan testosterona la cual induce el desarrollo de los caracteres
sexuales secundarios del macho. En las hembras, el ovario secreta estrégenos
que inducen el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios de la hembra.

3.3. INACTIVACION DEL CROMOSOMA X

En Mamiferos, la compensacion de dosis génica ocurre en las hembras
por inactivacién de uno de sus cromosomas X. Una vez que el cromosoma X se
inactiva, este estado es estable y heredable a lo largo del desarrollo. En humanos,
un grupo de genes localizados en la region seudoautosémica del cromosoma X
escapan a la inactivacion, al contrario de lo que ocurre en el ratén en donde el
cromosoma X completo se inactiva.

Durante el desarrollo temprano del ratén, los dos cromosomas X de las
hembras son activos (Epstein et al 1978). La inactivacién del cromosoma X
ocurre primeramente en el trofectodermo y después en el endodermo primitivo,
los dos tejidos extraembrionarios. En ambos casos, el cromosoma X que se
inactiva es el proveniente del padre (Takagi & Sasaki 1975; West et al 1977;
Takagi et al 1978). Asi pues, existe un proceso de impronta genémica que
determina el cromosoma que se inactiva al principio del desarrollo. Mads tarde en
el desarrollo tiene lugar la inactivacién del cromosoma X en el embridn
propiamente dicho, pero en este caso la inactivacién afecta al cromosoma X
derivado de la madre o del padre, siendo un proceso al azar, de modo que en
unas células se inactiva el cromosoma materno y en otras células del mismo
embridn se inactiva el cromosoma paterno, siendo esta inactivacion establemente
heredada por las células descendientes. Aunque la inactivacién del cromosoma
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X se mantiene en las células somadticas durante todo el desarrollo y la vida adulta
de las hembras, en la linea germinal dicha inactivacidn se revierte, de modo que
durante la oogénesis los dos cromsosomas X estdn activos (Chapman 1986).

La inactivacién del cromosoma X depende de un centro de inactivacion
(Xic) (Mattei et al 1981; Brown & Willard 1989; Rastan & Brown 1990; Brown
et al 1991). Este proceso puede ser dividido en tres etapas: iniciacion,
propagacién y mantenimiento. El proceso de iniciacién depende de la sefial X:A,
siguiendo la regla de que permanece activo un cromosoma X por cada dos
juegos haploides de autosomas. Asi pues, en una célula con un complemento
autosémico diploide y varios cromosomas X, solamente un tinico cromosoma X
permanece activo inactivdndose el resto de cromosomas X; mientras que en el
caso de un embridn tetraploide (4n), dos cromosomas permanecen activos; y en
el caso de un embri6n triploide (3n), algunas células inactivan uno y otras
inactivan dos cromosomas X (Endo et al 1982). Por lo tanto, en Mamiferos
existe también una sefial X:A, que en este caso estd relacionada con la
inactivacion del cromosoma X.

En humanos, el gen XIST, el cual se localiza en el centro de inactivacién
XIC (Brown et al 1991), parece ser el responsable de la inactivacién del
cromosoma X (Brown et al 1991). En el raton, el gen homélogo Xist se localiza
también en el centro de inactivacién Xic, y solamente lo expresa el cromosoma
X que se inactiva (Brockdorf et al 1991; Borsani et al 1991). Los genes XIST y
Xist codifican para un RNA de 17 kb (Brown et al 1992) y de 15 kb (Brockdorf
et at 1991), respectivamente. Estos RNAs no codifican para proteinas, a pesar de
poseer una alto grado de conservacién en sus secuencias. Hasta el momento, no
se ha identificado ningdn gen autosémico que intervenga en la sefial X:A.

El proceso de propagacion del estado inactivado parece ocurrir por
fijacion del RNA XIST a lo largo del cromosoma X. La hibridizacién in situ ha
detectado RNA XIST asociado al corpisculo de Barr (Brown et al 1992), el cual
es una manifestacion citolégica del cromosoma X inactivado. Otra posibilidad es
que el RNA del gen XIST sea irrelevante y que sea la transcripcion de este gen
la que determine el cambio conformacional del centro de inactivacién Xic, lo
que desencadene el proceso de inactivacion del cromosoma X (Brockdorf et al
1991).

Una vez que el proceso de inactivacién del cromosoma X ocurre, este
estado es establemente heredado por las células descendientes durante todo el
desarrollo. Parece ser que el gen XIST no se requiere para el mantenimiento del
estado de inactivaciéon (Brown & Willard 1994). El tratamiento de lineas
celulares de fibroblastos humanos con 5-aza-citidina, una droga que produce
demetilacién del ADN, revierte el estado inactivado del cromosoma X (Wolf et
al 1984), indicando que la metilacién podria estar involucrada en el
mantenimiento de la inactivacién del cromosoma X. Un andlisis cuantitativo del
grado de metilacion del gen HPRT revel6 que dicha metilacién ocurre
progresivamente y comienza después del inicio de la inactivacién (Lock et al
1987). Asi pues, la metilacién parece estar asociada al mantenimiento, no a la
iniciacién, de la inactivacién del cromosoma X. Ademés, el cromosoma
inactivado posee una estructura heterocromatinizada que previene la
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transcripcién. Asi, por ejemplo, el cromosoma X inactivado carece de la histona
H4Ac16 (Jeppesen & Turner 1993), que se encuentra presente en el cromosoma
X de los machos de D. melanogaster, el cual se hipertranscribe.

En los tejidos extraembrionarios se inactiva siempre el cromosoma X
paterno. En este caso, se ha observado que el alele XIST estd siempre poco
metilado, como consecuencia de una demetilacion regulada durante Ia
espermatogénesis, mientras que el alelo XIST de origen materno estd metilado
(Norris et al 1994). Se ha propuesto un modelo para explicar la inactivacién del
cromosoma X durante los primeros estadios del desarrollo (Kay et al 1993;
Norris et al 1994). La idea central es que en los embriones hembra el alelo XIST
proveniente de la madre muestra una impronta causada por su metilacién, que
previene su transcripciéon en los tejidos extraembrionarios, en los cuales se
expresa el alelo XIST derivado del padre, dado su falta de metilacién, y
consecuentemente el cromosoma paterno es inactivado.Mds tarde en el
desarrollo, la impronta del alelo materno XIST es eliminada, y
consecuentemente en el embrién se expresa o el alelo XIST paterno o el alelo
XIST materno, dando lugar, respectivamente, a la inactivacién del cromosoma X
paterno o materno. En este dltimo caso, la transcripcién de un tnico alelo XIST,
el paterno o el materno, se deberfa a la presencia limitante de un factor de
transcripcion especifico.

4. DETERMINACION SEXUAL EN LA LINEA
GERMINAL

La linea germinal muestra dimorfismo sexual al igual que la linea
somdtica. Células con la constitucion cromosdmica 2X;2A se desarrollan como
oocitos, y células X;2A se desarrollan como espermatozoides. El andlisis de la
linea germinal se ha desarrollado preferentement en D. melanogaster y en C.
elegans.

En D. melanogaster, el sexo de las células germinales estd determinado
por un mecanismo diferente al de la linea somadtica. Células XX inician
espermatogénesis cuando estdn presentes en un testiculo, y células XY inician la
espermatogénesis cuando estdn presentes en un ovario. Por lo tanto, el sexo de la
linea germinal estd determinado por sefiales auténomas celulares (sefial X:A) y
sefiales somdticas inductoras (Steinmann-Zwicky et al 1989; Nothiger et al
1989). Ambas sefiales regularian el estado de actividad del gen Sxl, cuya
actividad es requerida para el desarrollo normal de las células XX en oocitos
(Cline 1983; Schiipbach 1985; Steimann-Zwicky et al 1989). Los genes que
forman la sefial genética X:A en la linea germinal son distintos de los que la
forman en la linea somética (Cline 1986; Steinmann-Zwicky 1993; Granadino et
al 1993). Con respecto a los genes de la determinacién sexual de la linea
somdtica tra, tra-2, ix y dsx, ninguno de ellos se necesita para el desarrollo
sexual de la linea germinal, pues células germinales XX mutantes para estos
genes forman oocitos normales cuando se transplantan a embriones hembra
silvestres (Marsh & Wieschaus 1978; Schiipbach 1982; 1985).
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En C. elegans, los hermafroditas se diferencian de las hembras normales
en que aquellos producen esperma durante el estadio larvario L4 (Hirsh et al
1976). Durante este estadio del desarrollo, los hermafroditas producen
espermatozoides que son almacenados en la espermateca; y después sélo
producen oocitos.Se han identificado un conjunto de genes, fog y mog, cuya
funcién es requerida para la produccién de esperma por el hermafrodita (Schedl
& Kimble 1988; Graham & Kimble 1993). Especificamente, el gen fog-2
actuarfa como un represor transitorio, durante el estadio L4, de los genes tra-2 y
tra-3 en las células germinales, de modo que los genes fem se activan
transitoriamente en estas células, lo que determina que éstas desarrollen
esperma. La mutaciones de falta de funcién del gen tra-/ feminizan la linea
germinal mientras que masculinizan la linea somdtica (Schedl et al 1989), lo que
sugiere que al menos para este gen existen diferencias genéticas en el desarrollo
sexual de las lineas germinal y somdtica, al igual que ocurre en D. melanogaster.

5. COMPENSACION DE DOSIS GENICA EN LA LINEA
GERMINAL

Sabemos de la existencia de compensacién de dosis génica en la linea
somdtica ;Existe compensacién de dosis génica en la linea germinal ? Esta
cuestion ha sido solamente explorada en D. melanogaster.

No se ha demostrado de una forma directa la existencia de compensacion
de dosis génica en la linea germinal. Como se ha mencionado anteriormente, los
genes msl’s son los responsables de la compensacién de dosis génica en la linea
somdtica. Se ha llevado a cabo el andlisis de estos genes en la linea germinal,
mediante la técnica de transplantacién de células polares, los precursores de la
linea germinal. Células germinales XY mutantes para msl-1 y msl-2 son
capaces de formar esperma funcional cuando se transplantan a embriones macho
silvestres, mientras que células germinales XY mutantes para mle no forman
esperma funcional (Bachiller & Sdnchez 1986). Por lo tanto, si existe
compensacion de dosis génica en la linea germinal, ésta estd controlada, al
menos en parte, por genes distintos de los que controlan la compensacién de
dosis génica en la linea somdtica. Alternativamente, el gen mle pudiera ser
requerido para un proceso que afecta especificamente al cromosoma X y que
tiene lugar durante la espermatogénesis. A este respecto, se ha propuesto la
hipétesis de que el requerimeinto del gen mle durante la espermatogénesis
pudiera ser debido a que estuviese involucrado en el proceso de la inactivacion
precoz del cromosoma X en los espermatocitos primarios (Bachiller & Sdnchez
1986).

(Es necesaria la existencia de compensacién de dosis génica en la linea
germinal? El desarrollo de la lineas somdtica y germinal es distinto. Pudiera no
ser necesario que exista compensacion de dosis génica en la linea germinal. El
desarrollo somdtico de hembras y machos es el mismo, aparte del fenotipo
sexual. Asi, por ejemplo, no hay diferencias basicas entre el desarrollo del disco
imaginal del ala de una hembra y de un macho, y los mismos genes se emplean
en el desarrollo del ala en ambos sexos. Por lo tanto, un proceso de regulacién de
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la expresién génica tiene que haber surgido durante la evolucidn, para
compensar las diferencias en las dosis de los genes ligados al cromosoma X, de
modo que las células del disco imaginal del ala de ambos sexos posean niveles
similares de productos codificados por esos genes, que son requeridos para su
desarrollo. En el caso de la linea germinal, la oogénesis y la espermatogénesis
son diferentes, no s6lo en cuanto al proceso de desarrollo como tal, sino también
en cuanto a requerimiento de genes. Pudiera ocurrir que la compensacién de
dosis génica fuese un proceso especifico de la linea somatica.
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