LIGAMIENTO \
Y RECOMBINACION

Barbara Barrios Garcia

La Ley de Segregacion Independiente, estudiada anteriormente, nos explica el
comportamiento que siguen dos o mas genes diferentes al segregarse en |os gametos.

Partiendo de esta Ley podemos conocer de antemano las proporciones fenotipicas
esperadas en un cruce dado, pero toda Ley tiene su excepcion que se expresa en
este caso por desviaciones en las proporciones fenotipicas esperadas en diversos
cruces.

En este Capitulo analizaremos la causa de estas desviaciones, sus caracteristi-
cas e importancia.

LIGAMIENTO.CONCEPTOY CLASIFICACION

Ya es conocido que nuestra especie tiene una constitucion cromosémica de 46
cromosomas, delos cuales 23 provienen delamadrey 23 del padre.

Cuando estudiamoslameiosis explicamos que en laprofase delameiosis| ocurriaun
mecanismo llamado entrecruzamiento que erael intercambio de material genético entre
cromosomas homélogos (cuando estos estan en estado de 4 croméatidas), y definimos a
este mecanismo como uno delos masimportantes en lavariabilidad de las especiesvivas
con reproduccion sexual.

Enlaactualidad | os estudios del genomahumano han descubierto que el hombretiene
alrededor de 45 000 genes que estan ubicados en 23 cromosomas, esto nos|levaapensar
gue en un cromosoma se sittan fisicamente cientos o miles de genes, 1o que implicaque
entre los genes que selocalizan en un mismo cromosoma deben existir diferentes distan-
Cias, unos genes estardn muy cercanos entre si, otros estardn mas algjados y otros muy
distantes.

(Imaginese lafilade butacas de un cine cuando estalleno, en lamismafilase pueden
sentar 20 personas, |as personas que se sienten en la 1ra. y 2da. butacas de esa fila van
aestar tan juntos, gue entre ellos no cabe otra butaca, entre las personas sentadas en la
1ra. butacay la sentada en la 6ta, caben 4 butacas, estan més algjadas pero mas juntas
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gue la persona sentada en la 1ra. butacay la sentada en la butaca 20ma., que estan tan
alejadas que no pueden comunicarse entre si).

Por tanto en un mismo cromosoma se ubican muchos de genesy entre ellos existiran
diferentes formas de segregacién a los gametos que dependera de la distancia fisica
entreellos.

Cuando entre dos genes ubicados en un mismo cromosoma existe una distancia que
no permite que ocurra el entrecruzamiento de forma libre o a azar se dice que estos
genes estan ligados. (Figura13.1)

RELACION DE MFERENTES CENES UEICADOS EN EL MISMO
CROMOSONA

& -B ERTAN TAN JUNTOS GUE SE ANULA EL
ENTRECRUZAMIENTO SEGREGCANDO JUNTOE AL MISKMO
GAMETO EXISTE ENTRE ESTOS LIGAMIENTO COMPLETO

A-C EFTAN JUNTOS EN EL MISMO CROMOSONA PERD LA
HNSTANCLA MO ES TAN PEQUENA PARA ANULAK EL
ENTRECRUZAMIEMTD, APARECEN GARMETOX
RECOMBINANTES PERO EN NUMERD RESTRINGIDO

4 -D ESTAN TAN SEPARADOE EN EL MIEMO CROMOEOMA
QUE CUMPLEN LA LEY DE SEGREGACION INDEPERDIENTE
COMO 51 EFTUVIERAN UBICADGE EN CROMOSCOMAS
DIFERENTES

Figura. 13.1. Se muestraun cromosoma con 4 genes que por sus distancias entre ellos segregan deforma
diferente durantelameiosis
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Ilustremos|as rel aci ones entre estos genes dif erentes ubi cados en un mismo cromosoma
mediante cruces de hibridos. Los genes representados anteriormente A, B, Cy D regu-
lan los siguientes caracteres:

GEMN |[CARACTERISTICA GEN | CARACTERISTICA
A semillas lisas a Samillas rugosas
B Caolor purpura de la flor b Color rojo de la flor
€ |Hojaredonda c Hoja alargada
O Tallo alto d Tallo enano

Si hacemos un cruce prueba o retrocruce (ver Capitulo 5) entre plantas con semillas
lisasy tallo alto (AADD) con plantas de semillasrugosasy tallo enano (aadd), losresul -
tados que debemos esperar de acuerdo con las Leyes de Mendel, seriaunadescendencia
con el 25% de cadauno delos cuatro fenotipos posibles, esto es, semillaslisasy talo ato,
semillasrugosasy tallo enano, semillaslisasy tallo enano, y semillasrugosasy tallo ato.
Sin embargo, si 10s genes que determinan estos caracteres se encuentran en e mismo
cromosoma debian segregar juntos haciael mismo gameto y los descendientes solo mos-
trarian los fenotipos parentales. Estos resultados se pueden explicar si suponemos que
estos dos genes se encuentran muy separados en el cromosomay por el entrecruzamien-
to que se produce durante lameiosis |; hayan pasado de un cromosoma a su homologo
en el intercambio entre sus crométidas.

A los fenotipos que aparecen en los descendientes y que no se corresponden con los
paternos se les denomina fenotipos recombinantes, pues son el resultado de la
recombinacion genética entre las crométidas de |os cromosomas homal ogos.

En este cruce la distancia entre los genes A-D estan grande que el entrecruzamiento
ocurre al azar y aparecen 4 tipos de descendientes (Figura 13.2), 2 no recombinantes,
pues la combinacién de genes en los gametos se produjo sin que ocurriera entrecruza-
mientoy 2 recombinantes, pues|os gametos recibieron unacombinacién de genes nueva
debidoa entrecruzamiento entre las crométidas homélogas (Figura 13.2).

En este cruce se cumple la Ley de Segregacidn independiente pues aparecen 4 tipos

dehijos, 2 no recombinantes (fenotipicamente iguales alos padres) y 2 recombinantes
(con combinaciones fenatipicas nuevas diferentes alos padres)
Una situacion diferente se presenta cuando |os genes estén ubicados muy cerca uno de
otro en el mismo cromosoma. Como ladistanciaentre ellos esmuy cortalaposibilidad de
un fendmeno de entrecruzamiento entre ellos es muy bajay esos genes segregardn juntos
en los gametos. En este caso, |os descendientes exhibiran en proporciénigual (50%) los
fenotipos parental es (Figura 13.3). En estos casos se dice que entre esos genes existe un
ligamiento compl eto.
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GENOTIPOS DE LOS PADRES.
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Figura 13.2. Cruce entre dos organismos cuyos caracteres estan determinados por genes muy separados en
el mismo cromosoma. La distancia entre los genes permite un entrecruzamiento muy frecuente, de manera
gue origina gametos recombinantes en la misma proporcion que |os no recombinantes. L os descendientes
mostraran fenotipos parentales y recombinantes en la misma proporcion, 25% de cada uno.
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Figura13.3. Cruce entre dos organismos cuyos caracteres estan determinados por genes ubicados muy
cercanos en el mismo cromosoma. Ladistancia entrelos genes es tan cortaque no es posible el fenémeno
de entrecruzamiento y los genes segregan juntos hacialos gametos. L os descendientes reproducen los
fenotipos paternos en un 50% de cada uno. No hay fenotipos recombinantes.

Unaterceraposibilidad es quelos genes estén aunadistanciaintermedia, ni tan algja-
dos como en el primer caso, ni tan cercanos como en el segundo. Esta distancia media
hace que el evento de entrecruzamiento entre los dos genes sea menos frecuente y por
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tanto los fenotipos recombinantes que se obtienen en la descendencia sea menor a 25%
observado en el primer caso (Fig. 13.4). En ese caso sedice que entre los genes existe un
ligamiento incompl eto.
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Figura13.4. Cruce entre organi Smos con caracteres cuyos genes estan medianamente separados en €l
mismo cromosoma. Aunque parezcaigual al primer cruce, ladiferenciaestribaen que el evento de
entrecruzamiento es menos frecuente y por tanto |os gametos que portan |os genes recombinados estan en
menor proporcién y por o tanto originan un menor nimero de descendientes.
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En el caso del ligamiento Incompleto en la progenie aparecen 4 tipos de hijos, 2 no
recombinantes, que aparecen siempre en mayor proporcion numérica (pudiera ser €l
80%) y 2 recombinantes, que aparecen siempre en menor cantidad numérica (seria e
20%).

CALCULO DE LA FRECUENCIA DE RECOMBINACION
Y FASE DE POSICION ENTRE GENESLIGADOS

Cuando | os genes situados en un cromosoma estan ligados se puede calcular ladistancia
aproximada entre los genes mediante |0 que se llamafrecuencia de recombinacion (FR)

Esta se calcula NUmero de hijos recombinantes
FR=

Numero tota de hijos
En el caso del primer cruce lafrecuencia de recombinacion es:
50 hijos recombinantes

FR = = 0,5050%
100 hijos totales

En & segundo cruce:

0 hijos recombinantes
FR = =0
100 hijos totales

En &l tercer cruce:

20 hijos recombinantes
FR=

0,2 0 20%

100 hijos totales
Asi lafrecuenciade recombinacién es un dato numérico tedrico deladistanciafisica

entre los genes quetiene un valor predictivo en el caso de que entre los genes analizados
exista unadistanciatal que no se cumple lo esperado seguiin la segunda Ley de Mendel.
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No obstante, laFR no ofrece un valor real deladistanciaentre los genes, porque en el
caso del ligamiento completo, como no aparecen hijos recombinantesla FR=0, pero entre
2 genes no puede existir una distancia de cero, ya que dos cosas no pueden ocupar €
mismo espacio fisico. Cuando entre los genes se cumplen laLey de Segregacion Inde-
pendientelaFR es de 50%, pueslamitad de |os hijos son recombinantes, perotodoslos
genes gque se ubican en un cromosoma no pueden tener una distancia de 50 unidades de
recombinacion, ya que existiran genes mas alejados.

Esto nosindicaqueladistanciaque brindalaFR es unamedidatedrica de aproxima-
ciény nounvalor real delongitud, pero si nosdefinesi entrelosgenesdelosloci estudia
dosexiste ligamiento completo o incompl eto.

En resumen la FR nos permite llegar alas siguiente conclusiones:

S FR esigual a0, entre estos genes existe Ligamiento Completo.

Si FR esigual a50, secumplelal ey de Segregacion Independientey por lo tanto
no existe ligamiento entre |os genes.

Si FR es mayor que 0 pero menor gque 50, entonces entre 10s genes existe un
ligamiento incompleto.

Otro aspecto que hay que tener en cuenta cuando se estudian genes ligados es la
ubicacion de estos en los cromosomas homalogos, 10 que se designa con el nombre de
fase.

Retomemos e ejemplo del tercer cruce prueba. En este caso uno de los padres es
doble heterocigdtico. Pudieraentonces haber dos situacionesen relacion con laubicacién
de los genes; bien que los dos genes que determinan |os caracteres dominantes estén en
el mismo cromosoma, bien que se encuentren en cromosomas homélogos. En € primer
caso ambos genes fueron heredados del mismo progenitor y en el segundo fueron here-
dados de progenitores diferentes.

Cuando los dos genes que determinan | os caracteres que se estén estudiando (en este
caso los dominantes) se encuentran en el mismo cromosoma se dice que estan en acopla-
miento o en cis. Cuando estan en cromosomas homal ogos se dice que estan en repulsion
o trans.

Paradiferenciar estas dos situaciones se debe realizar un retrocruce. Si en los resul-
tados de éste se observa que los individuos no recombinantes reproducen |os fenotipos
paternos, entonces los genes bajo estudio se encontraban en acoplamiento (Fig. 13.5).

Si por el contrario son los descendi entes recombinantes| os que reproducen | osfenotipos
paternos, |0s genes bajo estudio estan en repulsion (Fig. 13.6).
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GENOTIPOS DE LOS PADRES.

X X

Figura 13.5. Genes en acoplamiento. Cuando los genes bajo estudio estan en acoplamiento los
descendientes no recombinantes (cromosomas como rectangul os azul palido) reproducen los fenotipos
paternos.
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GENOTIPOS DE LOS PADRES.

X X

GAMETOS,

Figura 13.6. Genes en repulsion. Cuando |os genes bajo estudio estan en repulsion los descendientes
recombinantes (cromosomas con rectangulo azul palido) reproducen los fenotipos paternos.
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LOCALIZACION DE GENESLIGADOS

Existe un tipo de estudio que permite establecer la posicién relativa de varios genes
en un cromosoma, este método se llamatest de tres puntos.

En el ggempl o siguiente se demuestra como calcular la posicion de varios genes dife-
rentes ubicados en el cromosoma X de la mosca Drosophila melanogaster.

Existen 3 genes diferentes ubicados en e cromosoma X de esta especie de mosca
queson:

GEM CARACTERISTICA
ET Faorrma del cuemo alargada.
+ Faorrma del cuemo nammal.
Y Alas sinvenas.
+ Alas convenas nommales.
ELY Falta de pelos {quetas) en el cuemao.
+ Cantidad nonmal de pelos en el cuemo.

Nota: El signo + se utiliza en caracteres de animales y plantas pararepresentar al alelo normal 0 no mutado
y sellamasilvestre, este alelo domina sobre los al el os mutados.

Si cruzamos unahembra (X X) con fenotipo silvestre pero heterocigéticaparalostres
genes mutados con un macho (XY) que presentael fenotipo mutado por ser hemicigético
para los 3 genes mutados podemos observar la descendencia de machos de este cruce
gue serén los que expresaran en su fenotipo la combinacion de genes producidos por
entrecruzamiento o no entre los cromosomas X de lamadre, asi:

hembraheterocigética macho hemicigdtico
fenotipo silvestre cuerpo aargado,
alas sin venas 'y cuerpo
sin pelos
scveq/+++ SCV eq
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Descendencia de machos (genoti pos hemicigoticos)

FEMOTIPOS GENOTIPOS Mo DE HIJOS
1iCuemo Alargado, Alas sin venas vy
Cuemo sin pelos SC W B 8576
5ikvestre + + + 8808
FICuempo Alargado SCO+ + 681
A1Alas sin venas y CUerpo sin pelos + % B 716
21CuUempo Alargado v alas sin venas SCY + 1002
BICUEMD Sin pelos + +eq 937
TICuempo Alargado vy sin pelos SC + eq 4
8)4las sin venas + v+ 1
Total de descendientes. 20785

Losfenotipos 1y 2 son no recombinantes, pues cada uno de ellos expresa los carac-
teres que aparecen en cada uno de los cromosomas X de la madre sin entrecruzamiento.
En total se obtuvieron (8 576 + 8 808) 17 384 no recombinantes.

Losfenotipos3y 4 son e resultado de recombinacionesentrescy v, lo quedio lugar
a dos combinaciones diferentes ala de los padres en (681 + 716) 1 397 descendientes.

También 5y 6 son recombinantes entrelos genesv y eq, produciendo (1 002 + 997) 1
999 hijos con combinaciones nuevas diferentes alade los padres.

Por su partelos grupos 7'y 8 se producen por doble entrecruzamiento entre sc-v-eq,
también son recombi nantes pues presentan otras combinaciones génicas nuevas diferen-
tes de las observadas en |os padres, en un total de (4 + 1) 5 descendientes.

Calculemos la Frecuencia de Recombinacion (FR) entre los genes:

FR entresc-v = 1716 = 6,72%
20785

FRentrev-eq = 1999 = 9,72%
20785

FR dobles recombinantes = 5 = 0,02%
(DR) 20785

Con estas cifras podemos dibujar €l mapa de ligamiento entre estos 3 genes

165



Distancia entre

SC-V = FRsc-vl + FRDR
6,72 + 0,02
Distancia entre v-eqg = FRv-eq + FRDR
9,72 + 0,02
SC \% eq
6,74 9,74

Unidades de Unidades

Recombinacion Recombinacion
SC €q

16,38

Ladistanciaentre sc - v nosladalasumaentrelaFR entrelosgenesscy v (6,72) y
laFR de los dobles recombinantes que es 0,02. Ladistanciaentre los genesv - eq hos da
laFR entrelosgenesv - eq (9,72) maslaFR delosdoblesrecombinantesquees0,02. La
distanciaen sc - eq eslasumadelasdistanciasentresc - v = 6,74 + distanciaentrev -
eq = 9,74 que es de 16,38 unidades de recombinacion.

El nimero de hijos dobles recombinantes observados no es la cantidad exacta de
dobles entrecruzamientos que pueden ocurrir tedricamente. Para definir el nimero de
dobl es entrecruzamientos esperado basandonos en las distancias que existen entre los 3
genes se calcula

NUmero de entrecruzamientosentresc --- v =0,0672 (FR regl)
NUmero de entrecruzamientos entre v ---  eq = 0,0972 (FR reg 1)
NUmero de dobles entrecruzamientos esperados = 0,0672 X 0,00972 = 0,00626

Conociendo €l nimero de dobles entrecruzamientos esperado se puede calcular la
coincidenciaqgue existe entre el nimero delosdobles entrecruzamientos observadosy los
esperados.

Coincidencia = NuUmero dobles entrecruzamientos observados = 0,02
Numero dobles entrecruzamientos esperados = 0,00626

Coincidencia = 3,22 %
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Esto significa que se observo e 3,22% de los dobles entrecruzamientos esperados 0
seq, los esperadosy |os observados coincidieron solo en €l 3,22%, por tanto €l 96,78% de
| os dobles entrecruzamientos fueron interferidos.

Se debe esperar que ocurran € 100 % de los dobles entrecruzamientos, como sola-
mente se observo el 3,22 % de lo esperado lainterferencia fue del 96,78 %.

FACTORESQUE PUEDEN AFECTAR EL ENTRECRUZAMIENTO
ENANIMALESY PLANTAS

Edad Materna: Disminuye el entrecruzamiento

Temperatura: Temperaturas por encima o por debajo de 220C aumentan el entrecru-
zamiento.

Citoplasma: Factores citoplasméticos queregulan € entrecruzamiento.

Nutricion: Desnutricion disminuye el entrecruzamiento

lonesde calcio: disminuyen €l entrecruzamiento

Agentes Quimicos. Agentes Quelantes aumentan el entrecruzamiento.

AlgunosAntibiéticos: Aumentan entrecruzamiento

Rayos X: Aumentan el entrecruzamiento

ANALISISDE LIGAMIENTO EN EL HOMBRE

El estudio de ligamiento en el hombre es una de las &reas de la Genética M édica que
se ha expandido més rapidamente a partir de la década del '60. Estos estudios permiten
identificar lalocalizacion cromosdmicade genes causantes de enfermedades genéticas
y estainformacion puede ser aplicada a diagnostico de una enfermedad, a aislamiento
de genes especificos y al Asesoramiento Genético.

El estudio de genesligados en el hombre presenta 2 dificultades:

1. No posibilidad de dirigir los cruces entre las personas.
2. El pequefio tamario de lafamiliahumana

No obstante estas dificultades existen 2 formas diferentes de estudios:

Localizacién fisica: Usa una variedad de métodos para definir la ubicacion de genes
en un cromosoma especifico. Con estos métodos se puede construir mapas de posicion
de genes que reflgjen la distancia fisica entre 1os genes ubicados en un cromosoma.
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Localizacion genética: Se basa en el uso de técnicas genéticas que construyen
mapas presentando la posicién de genesy otras secuencias del genoma. Estas técnicas
incluyen estudios mediante arbol es geneal 6gicosy con herramientas de BiologiaM ol ecular

Construccién demapas fisicos

La construccién de mapas fisicos comenz6 a realizarse partiendo del estudio de un
nimero grande de familias para caracteres que se heredan por un patrén recesivo ligado
al cromosoma X, por lafacilidad que ofrece este patron de herencia de que a partir del
genotipo de los hijos varones se puede saber e genotipo de los genes localizados en €
cromosoma X en lamadre.

Este método eslento y complicado por la necesidad de estudiar un nimero grande de
familias que tengan variantes génicas detectabl es, que permitan establecer el ligamiento
en genes ubicados en € cromosoma X. Por eiemplo, el gen de lahemcofiliay laceguera
alos colores, que estan ligados.

En genes ubicados en los autosomas €l estudio es mas complejo aln, pueslos estudios
familiares para caracteres autosdmicos reguieren mayor nimero de familiasy calculos
matemati cos compl gjos, que indiquen una mayor probabilidad de ligamiento entre dos
genes.

Enladécadadelos afios 60 se desarrol |6 unametodol ogiaque permite obtener células
somaticas hibridas entre 2 especies diferentes.

L os primeros estudios con resultados favorables se realizaron en células somaticas de
hombre y ratdn. Se observé que con la introduccién en el medio de cultivo del virus
Sendai se favorece lafusion del nlcleo de la céluladel raton y € de la célula humana,
formando o que se denomina un heterocarionte. ( Fig. 13.7).

Cuando losnlcleos de ambas especi es se fusi onan en un mismo ntcleo, los cromosomas
de las dos especies coexisten en el mismo nicleo. Una caracteristica de este hibrido
somatico es queloscromosomas del hombre se van perdiendo uno auno en cadadivision
celular, mientras que los cromosomas del ratdn permanecen en el nlcleo. Por estudios
deloscromosomasdel hibrido somético se puedeir definiendo los cromosomas humanos
gue se han ido perdiendo en € hibrido. Si tomamos una célula de ratén incapaz de sinte-
tizar laenzimahexosaminidasaA y lahibridamos con unacél ulahumanacapaz de sinte-
tizar esa enzima, se va siguiendo la presencia de actividad de esta enzimaen el hibrido
somético y loscromosomas que van quedando en € hibrido, cuando se pierdael cromosoma
donde est4 ubicado € gen que codificalasintesis de hexosaminidasa A, lacélulahibrida
morira por la deficiencia de la enzima, pues la célula de raton usada para el hibrido no
sintetizaesaenzima.
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Figura13.7. Serepresentalaformacién de hibridos sométicos usados para el mapeo fisico de genes. Se
muestra el uso del virus sendai para producir células con dos dotaciones cromosomicas de diferentes

especies 0 de dos individuos de una especie

Con este método se localizo € gen de la hexosaminidasa A en el cromosoma 15; el
gen delahipoxantina fosforibosil transferasa en € cromosoma X.

En la actuaidad los estudios de hibridos sométicos para la construccién de mapas
fisicos de genes en el hombre han introducido técnicas méas modernas de estudio
cromosomico, como tincién de cromosomas con col orantes fluorescentes que hacen mas

fécil el reconocimiento de cada cromosoma especifico.
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Estudios con hibridos de células sométicas en |os cuales |os cromosomas humanos
pueden presentar aberracionesen su estructura, que permiten ubicar a genes a partir de
su producto de expresién. No sélo en un cromosoma especifico sino en zonas especificas
del cromosomacomo en el brazo corto, en el brazo largo e incluso en bandas especificas
de un cromosoma.

También se estdn estudiando hibridos de células sométicas que son mantenidas en
cultivo, que pertenecen a un paciente que presenta hasta tres enfermedades genéticas
diferentes y asi pueden ubicarse estos genes en un cromosoma especifico y en zonas
especificas del cromosoma.

Laconstruccién de mapasfisicos que usan hibridos de células sométi cas son métodos
indirectos que requieren la seleccion de células humanas con diferentes caracteristicas
como aberraciones cromosomicas, pacientes con 2 o mas enfermedades genéticas y
marcadores bioquimicos que puedan ser detectados por |0 que resultan estudios comple-
jos. Enlaactualidad con el desarrollo delastécnicas de BiologiaMolecular se han desa-
rrollado métodos mas sensibles y con mayor resolucion para construir mapas fisicos de
los cromosomas en el hombre.

Mapas de restriccién: Este ubica la posicion relativa de una secuencia de ADN
mediante el uso de endonucleasas de restriccion

Hibridacién in situ fluorescente (FISH): Mediante esta técnica se localizan marca
dores en un segmento de ADN, con unasonda, lacual es construidaartificialmenteen el
laboratorio con una secuencia nucleotidica conocida que sirve para hibridar con el seg-
mento de ADN complementario a su secuencia en € cromosoma (Capitulo 7).

Mapas por restriccion: Este mapeo utiliza marcadores genéticos que pueden ser
localizados por laposicién de sitios polimdrficos (muy variables en cuanto asu secuencia
nucleotidica) que son cortados por enzimas de restriccidn especificas.

Laformamas sencilla de construir un mapa de restriccion es comparar €l tamafio de
los fragmentos que se producen cuando se corta un fragmento de ADN con dos diferen-
tes enzimas de restricciéon. Un gemplo es presentado en la Figura 13.8.

Analizando lafigura13.9 primero el ADN sedigiere por laenzimaEcoR1y losfrag-
mentos que aparecen se miden mediante electroforesis en gel de agarosa. Luego la
molécula es digerida con la enzima BamH1 y los fragmentos resultantes se miden de
igual forma. Los resultados de estas mediciones nos demuestran un nimero de fragmen-
tosderestriccion producidos por cada enzima. Esto originaun polimorfismo delongitud
de los fragmentos de restriccidn, que son secuencias que se caracterizan por tener sitios
especificos de reconocimiento paralas endonucl easas de restriccién (enzimas de natura-
leza bacteriana las cuales cortan el ADN en secuencias especificas, cada enzima tiene
unasecuenciade corte y se denominan segun labacteria o microorganismo delas cuales
se obtiene.)(Ver Capitulo 12)
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Figura 13.8. Mapeo de restriccidn: el objetivo es mapear sitios con las enzimas derestriccién EcoR1 (e) y
Bam H1 (b) en unfragmento lineal de 4,9 kb. Los resultados de laaccién de 1 o las 2 enzimas como se
presenta en la parte superior de lafigura. Los tamafios de |os fragmentos que aparecen después del corte
por ambas enzimas nos permiten construir un mapa seguin se explicaen laparte inferior delafigura. No
quedaclaro laposicion de uno de los tres sitios de restriccion que surgen de la accion de laenzimabam hl.
(Tomado de www.nchi.nlm.nih.gov/books/bv.fcgi/ librot.a.Brown Genomes 2daed. Capitulo 5 edsbios

scientific publishers Itd 2002 )
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Figura 13.9. Cuando se hace ladigestion parcial conlaenzimaBam H1 seindicaque el mapall esel
correcto. (Tomado de www.nchi.nlm.nih.gov/books/bv.fcgi/ libro t.a. Brown Genomes 2daed. Capitulo 5
eds bios scientific publishersItd 2002 )

HIBRIDACION IN STU CON SONDASRADIOACTIVAS
O FLUORESCENTES

LaHibridacionin situ esunaversion del andisisde hibridacion enlacua un cromosoma
intacto seexaminapor segmentosartificialesde ADN marcados. Laposicién en e cromosoma
donde se hibridael segmento 0 sondade ADN de secuencia conocidanosdalainformacién
sobrelalocalizacion cromosdmicadeesta. (Figural3.10). Parael método detrabagjo, e ADN
en e cromosoma a ser hibridado debe estar en estado de smple cadena y para esto es
necesario desnaturalizarlo. El método més usado para acanzar la desnaturalizacion del
cromosoma es secarlo en un portaobjeto de cristd y tratarlo con formamida.

Al inicio del uso de la hibridacion in situ las sondas de ADN eran marcadas con
isotopos radioactivoscomo el 32P y con posterioridad comenz6 ausarsed tritio 3H que
tiene unamayor resoluciony sensibilidad. Enlosafios 80 seintrodujeron sondasde ADN
marcadas con colorantes fluorescentes que han mejorado mas alln lasensibilidad y reso-
lucion de estas técnicas. La Hibridacion in situ se comenzo utilizando cromosomas
metafasicos en los cuales el ADN se encuentra muy condensado por |o que las sondas
gue hibridan con los cromosomastienen que ser muy grandesdel ordende 1 a2 millones
de pares de bases (1 6 2 Mb).
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Figura 13.10. Hibridizaci6n in situ de cromosomas humanos con fragmentos de ADN lineales de secuencia
conociday marcados con colorantes fluorescentes que permiten detectar laposicion fisica dentro deun
cromosomade un fragmento o gen conocido. (Tomado de www.ncbi.nlm.nih.gov./ books bv.fegi/ libro
Genomest.a.Brown eds Bios Scientific Publisher Itd , Oxford, UK 2002 capitulo5)

Desde los afios 90 se comenzaron a desarrollar diferentes técnicas que usan
cromosomasinterfésicosy prometafasi cos o que vadisminuyendo el estado de contrac-
ciéndel ADN en estos y permite reconocer la ubicacion de secuencias especificasen un
cromosoma con tamafios mucho menores del orden de 10 a 50 pares de bases [o que
hace a estas técnicas mas sensibles y resolutivas en sus resultados. (Figura 13.11).

173



Immipvibizacion
del ADIN i

Figura 13.11. Semuestractratécnicade hibridizacién in situ que se colocaagarosalicuadacon cromosomasen
un portaohjeto tratado con enzimas de restriccion, laagarosasolidificay |os cromosomas quedan atrgpados sele
afadeiones magnesio paraque laestructuracromosdmicase active e hibridize con sondas de ADN conocidas
marcadas con colorantes fluorescentes. (Tomado dewww.nchi.nim.nih.gov/books/ bv.fcgi/ librot.a. Brown

Genomes 2da edicion capitulo 5 eds. Bios Scientific Publishers, Oxford, Uk 2002 )
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M apas genéticos

Este nos brinda més informacion que el mapafisico pues aunque este Ultimo ha desa
rrollado técnicas de altaresol ucion, € mapagenético nos brinda unavision mas exactade
la segregacion de 2 genes (que se encuentran ligados) a través de las generaciones de
una familia o de un grupo de familias con caracteristicas genéticas especificas y nos
posibilitalocalizar mas exactamente un gen causante de una enfermedad heredable, que
sin estos métodos sblo se pueden estudiar por su expresion fenotipica.

El andlisis de ligamiento es un método muy valioso para la genética Humanay la
Médica, puesbrindalaposibilidad deidentificar, localizar y diagnosticar genes causantes
de enfermedades genéticas que no han sido detectados por métodos bioquimicos o
mol ecul ares.

Este estudio para obtener resultados debe partir de una familia que sea informativa
porgue en esta se puede detectar laforma de transmision del gen deinterés médico cuya
expresion fenotipicaes dificil de establecer por diferentes razones como:

Carencia de Penetrancia
Expresién Fenotipica Tardia
Signos Clinicos no certeros ( Heterogeneidad clinicay genética)

No obstante, |a existencia de estas dificultades puede estudiarse la segregacion del
gen deinterés médico s éste estaligado a un "marcador genético" (Capitulo 14).

Los genes son marcadores muy Utiles en la construccién de mapas genéticos y lo
hemos demostrado en los acapites anteriores cuando analizamos los cruces pruebas,
pero también tenemos gque reconocer que no son estos estudios totalmente ideales. Un
problema que se presenta al usar estos métodos en animalesy plantas es que los mapas
basados en |a expresi6n fenotipica no son muy detallados.

Esto hace considerar que lalocalizacion de genes requiere de marcadores més efica-
ces, las zonas de ADN gue pueden ser identificadas, aungue no sean genes expresables,
se denominan marcadores de ADN, como un gen es un marcador, una secuencia de
ADN necesitatener al menos 2 alelos para ser (til en el estudio de mapeo.

Existen 3 secuencias que satisfacen las caracteristicas necesarias para ser marcado-
resde ADN, se producen por laaccion delas enzimas de restriccion sobrelas diferentes
secuencias del genomay estas son:

Polimorfismo delongitud de fragmentos de restriccion (RFLP) (Ver Capitulo 12y 14)
Estos se obtienen por la accién de las enzimas de restriccién y presentan variabilidad
aélica, s se encuentran flanqueando a un gen de interés médico se pueden usar para
ubicacion en el cromosoma. (Figura13.12).
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Figura 13.12. Sitios de restriccién: Seforman por laaccion de enzimas de restriccidn que reconocer una
zonapolimérficaen un fragmento lineal de ADN que estd marcado con un asterisco en lafigura. Laenzima
de restriccion especifica cortala zona polimérfica produciendo 4 fragmentos de ADN, con otraenzimade
restriccion no especificapara cortar e fragmento polimaérfico del mismo fragmento de ADN se producen
solo 3 zonas de corte. (Tomado de www.ncbi.nlm.nih.gov/books/bv.fcgi/ libro t.a. Brown Genomes 2da
ed. capitulo 5 eds Bios Scientific Publishers Ltd 2002 )

Secuencias polimérficas largas o Simple Secuence Lenght Polymorphism ( SEP ):
Son secuencias repetitivas con variaciones en su longitud, lavariabilidad alélicaestadada
por las diferentes longitudes de | as secuencias repetitivas. A diferenciadelos RFLP los
SEP pueden ser multialéicos, existen dostipos:

Minisatélites: También llamados Zonas Repetitivas en Tandem de Nimero Variable
(Variable Number of Tandem Repeats) (VNTR) en las cuales la unidad de repeticion
tiene hasta 25 kb de longitud

Microsatélites: También |lamados Repeticionesen Tandem Simples (Simple Tandems
Repeats)(STRs): Estas son secuencias repetitivas cortas usualmente formadas por
dinuclettidos o tetranucl edtidos

L os més usados en | os estudios en |a construccion de mapas genéticos son los RFLP
y los VNTR, estos ultimos por ubicarse en las regiones extremas de los cromosomeas,
Teldmeros.
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Ahorailustraremos algunos estudios de ligamiento en el hombre.
Consideremoslasiguientefamilia(Figura13.13):
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Figura 13.13. Familia que presenta NF1. Relacion de ligamento del locus D (NF1) y losloci 1y 2.

Lamujer -2 presenta una enfermedad genética llamada Neurofibromatosis 1 (NF1)
gue se hereda con un patrén autondmico dominante y la enfermedad tiene expresividad
variable. El gen delaNF1 lo representaremos por laletraD y su alelo no mutado por d.

Este gen se encuentraen el cromosoma 17, en este mismo cromosoma encontramos
en estamujer 1-2 dosloci génicos 1y 2 representados por losalelos A,ay B,b respecti-
vamente y que no producen ninguna enfermedad.

En esta familia se puede observar la tendencia de segregacion entre el gen D (NF1)
y losotros 2 loci y observamos que todos |os hijos enfermos de estamujer que expresan
laenfermedad siempre que llevan el gen de laenfermedad llevan alelo A del locus mar-
cador A y con respecto al otro locus los hijos enfermos pueden llevar a dleloB o e b
indistintamente, esto nos puede hacer pensar que existaun ligamiento entre el gen dela
NF 1y el alelo dominante del locus A y que no existe ligamiento entre el gen delaNF 1
ylosaelosdel locusB. Deestaformaen estafamiliase podriapredecir por lapresencia
del delo A del locus 1 que el gen delaNF 1 estara presente en el individuo.

Pero como el deloadel locus 1 no esel gen que produce laenfermedad la prediccion
de s estos genes estan ligados 0 no puede ser erréneasi ocurre un evento de entrecruza-
miento.
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La probabilidad de un diagndstico erréneo esta dada por la posibilidad de que un
entrecruzamiento ocurra entre €l locus delaNF1y el locus 1 que es equivaente a la
distancia en unidades de recombinacion entre ambos | oci.

Esto se complicamas por la expresividad variable de la enfermedad en que asimple
inspeccion clinicapuede aparecer un miembro de estafamiliaque exprese laenfermedad
de formatan ligera que escape a estudio clinico y haya heredado € gen afectado, pero
gue no sea detectado por estudio clinico.

El estudio deligamiento requiere de quelafamiliaseainformativay esto estadado por
larelacion entre €l locus que produce laenfermedad a estudiar y el otro locus que se use
como marcador genético y de lafase en que se encuentren ambos loci, esto significa s
los genes estan en acoplamiento o en repulsion.

Para el estudio de ligamiento en humanos por estudio de familias son més Gtiles las
familias grandes que las pequefias, aunque si lafamiliaesmuy grande en ocasionesno es
suficientemente informativa, por 1o que familias con 3 generaciones se consideran méas
Gtiles que las que presentan solo 2.

Para examinar como se detectay mide el ligamiento entre 2 loci génicos llamémosle
Ay B enunaseriedefamilias. Valoremos que enlos hijosde estasfamilias por informa-
cion de la segregaci 6n meidtica de estosloci se encuentra que aparecen 80 % de hijosno
recombinantes y 20 % de hijos recombinantes estos valores nos indican a priori que la
distanciaentreamboslaoci esde 20 unidades de recombinacién. El estimado sin embargo
esvalido solamentesi el niUmero de hijos observados en estarel acion 80:20 esrealmente
diferenteala proporcion 50:50 que aparece si no existe ligamiento entrelosloci.

Para evaluar esto se debe calcular laprobabilidad rel ativa de obtener 1os datos obser-
vados cuando los 2 loci estan ligados en alguna fraccidn de recombinacién que [lamare-
mos (sita) en comparacion con la probabilidad de que estos no estén ligados. Por
giemplo si de 5 hijos, 4 son no recombinantesy 1 es recombinante la relacion debe ser
consideradasignificativamente diferente de los val ores esperados para segregaci én inde-
pendiente entre estos loci. Si uno observa que la proporcion 80:20 se mantiene cuando
estudia docenas de familias paraestosloci génicos esto avalael ligamiento entre estos
loci.

Pero realmente la certeza de esta observacion debe ser cal culada matematicamente
para dar una mayor confiabilidad a los valores observados. Es por ello que existe un
indicador que se calcula como relacion de probabilidad en varios valores de  que
podemosdarlesvaloresde =0 (ligamiento)y =0,5(noligamiento) asi considerando
estos valores se calcula Z como:

Z = probabilidad de que los datos coincidan con loci ligadosen
Probabilidad de los datos si ho hay ligamiento
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