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ANALISIS DNA 1

El conocimiento de la localizacién exacta de un gen
determinado dentro del genoma es un paso muy im-
portante para llegar a conocer la relacién existente
entre este gen y un fenotipo concreto. La actividad en-
focada a localizar un gen en el genoma, conocida
como «gene mapping» es una de las dreas de mas ra-
pido crecimiento en Medicina en el momento presente.
Esto se debe en parte a que se pueden aislar genes aso-
ciados a enfermedades en virtud de su mera posicién
en el genoma, sin necesidad previa de identificar y pu-
rificar las proteinas alteradas en dichas enfermedades,
sin conocer ni siquiera las rutas metabélicas o defectos
bioquimicos implicados. Esta estrategia posicional ' ha
sido muy fructifera en el esclarecimiento de las bases
moleculares de enfermedades y es conocida también
como «Genética Reversa» (fig. 1). Entre las enfermeda-
des renales cuyo gen responsable estd siendo definido
mediante una estrategia posicional se encuentran la
enfermedad poliquistica renal autosémica dominante
(ADPKD) 2 (que serd tratada en un nimero futuro de NE-
FROLOGIA), la enfermedad de Hippel-Lindau 3, la fiebre
mediterranea familiar 4, varias formas de esclerosis tu-
berosa 5 ¢, y los sindromes de Rubinstein-Taybie 7 y de
Alaguille &. Para otras enfermedades con repercusion
renal, el gen responsable ya ha sido clonado; haciendo
uso de esta estrategia posicional en mayor o menor
medida. Este es el caso del tumor de Wilms ? (no todos
los casos) y una serie de sindromes ligados al cromo-
soma X, tales como el de Alport '°, el de Lowe "', el de
Kallman "2 y la diabetes insipida nefrogénica '*. La in-
formacién sobre la posicion de genes a lo largo de los
cromosomas humanos es relevante no s6lo para llegar
al aislamiento final de genes de interés sino también
para un diagnéstico y consejo genéticos. Existen es-
fuerzos internacionales dedicados a construir un mapa
genético que permita finalmente catalogar todos los
genes del hombre y las enfermedades asociadas a los
mismos.
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Esencialmente disponemos de dos vias para orde-
nar genes a lo largo de cromosomas mapping genético
y mapping fisico.

I. MAPPING GENETICO

Consiste en la estimacién de la tendencia de dos
genes a segregarse juntos (ligamento) durante la meiosis
en estudios de familias. La meiosis resulta en gametos
haploides que tienen un solo ejemplar de cada pareja
de cromosomas (fig. 2). Los alelos de loci en cromoso-
mas no-homélogos (cromosomas homélogos son los
componentes de una pareja de cromosomas) se segre-
gan, es decir pasan a las células haploides, indepen-
dientemente durante la meiosis (fig. 3), mientras que los
alelos de loci préximos entre si, en el mismo cromoso-
ma, tienden a heredarse «en blogue» (ligados). Pero
no todos los alelos en un mismo cromosoma se here-
dan ligados debido a la existencia de recombinacién
(cross-oven (fig. 2), un mecanismo base de la variabili-
dad genética. La distancia entre dos loci se puede esti-
mar analizando el comportamiento de los mismos
genes durante un ntimero de meiosis y determinando,
en términos estadisticos, qué grado de ligamiento exis-
te entre ellos. Este método no proporciona unidades
fisicas de distancia (kb: kilobase, mil pares de bases;
Mb: megabase, un mill6n de pares de bases...) sino
unidades de recombinacién genética: se dice que la
distancia entre dos genes es un centimorgan (1 cM) si se
detecta recombinacién entre ellos en el 1 % de las
meiosis estudiadas. Ahora bien, cuanto mas préximos
estén dos genes a lo largo del cromosoma, menos serd
el porcentaje de recombinaciones observadas.

Mientras que los procedimientos de mapping fisico
son cruciales a la hora de clonar genes y determinar sus
secuencias, el gran interés suscitado por los estudios de
ligamiento genético deriva de que, ademés de ser el pri-
mer paso en la clonacién de muchos genes, constituye
una herramienta diagnéstica excelente. Mediante ana-
lisis de ligamiento genético se pueden diagnosticar los
estados de portador y enfermo no sélo de enfermedades
cuyo gen responsable ha sido clonado, sino también de
aquellas muchas otras en que atin no conocemos la se-
cuencia del gen afecto.
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Fig. 1.—Diagrama de las estrategias funcional (cldsica) y posicional (reversa} para la clonacién de genes responsables de enfermedades.
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Fig. 2.—Durante la profase | de la meiosis tiene lugar el intercambio rec
over. El resultado de un episodio de recombinacién entre dos loci
ploides, dos de los cuales son recombinantes (Ab y aB),

fproco de material genético entre cromdtides conocido como crossing-
(A'y B) en una célula germinal heterocigética (AaBb) son cuatro gametos ha-
mientras que los otros dos reproducen el genotipo paterno (AB y ab).
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Fig. 3—Segregacién independiente de genes localizados en diferentes cromosomas. La meiosis de una célula germinal heterocigota para ambos
genes (AaBb), resulta en cuatro gametos, dos de ellos (50 %) de dotacion génica tipo recombinante (Ab y aB).

Andlisis del ligamiento genético

Mediante estudios citogenéticos de un gran niimero
de meiosis se llegé a la conclusién de que el genoma
humano tiene una longitud de 3.000 cM. Por otro lado,
la estimacién del tamafio fisico de un genoma humano
haploide es de 3.000 Mb, por lo que 1 cM correspon-
de, de media, a 1 Mb de DNA. En otras palabras, dos
genes que disten entre si alrededor de 1 Mb sufren re-
combinacién en el 1 % de las meiosis. También pode-
mos deducir que los cromosomas humanos, tienen una
longitud genética de 100-300 cM '#, por lo que en cada
meiosis se establecen una-tres recombinaciones por
cromosoma. Estas son, no obstante, cifras que resulta-
rfan reales sélo si todas las regiones del genoma sufrie-
ran recombinacién con igual frecuencia. Esto no es asf,
sino que diferentes regiones del genoma presentan fre-
cuencias de recombinacién distintas, y la frecuencia
de recombinacién durante la meiosis en células mas-
culinas es diferente de la que ocurre en las femeninas.
No obstante, nos da una idea global de la relacién
entre distancia fisica y distancia genética en el genoma
humano.

Merece la pena revisar el concepto de recombina-
cién genética en el que se fundamenta el ligamiento ge-
nético. Cada par de cromosomas homélogos se aparea
durante la meiosis | y se establecen cruces (crossing
oven entre las crométides con intercambio de material
homélogo (fig. 2). En cada episodio de recombinacién
s6lo se intercambian material dos de las cuatro cro-
maétides, por lo que el resultado final de fa meiosis es
un 50 % de no-recombinantes (del mismo tipo que el
progenitor).

Dependiendo de la posicién de un gen (A) respecto a
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otro (B) se puede dar una gama de posibilidades, con
dos situaciones extremas:

a) que Ay B estén en cromosomas distintos (distan-
cia infinita, al no estar en la misma molécula de DNA).
En este caso, los genes se segregan con total indepen-
dencia y un progenitor que sea AaBb (heterocigoto
para ambos genes, cada gen tiene dos alelos: -mayus-
cula, -mindscula) genera gametos AB, Ab, aB y ab con
igual frecuencia (fig. 3). Por tanto, las probabilidades de
que un gameto tenga el alelo maytscula en un geny el
mindscula en el otro son del 50 %;

b) que A y B estén tan préximos entre si en un de-
terminado cromosoma que las probabilidades de que
un episodio de recombinaci6én ocurra entre ellos son
practicamente nulas. En esta situacién, los genes no se
segregan independientemente sino «ligados» (fig. 4),
de modo que todos los gametos son del mismo tipo que
el progenitor y no existe ningdn recombinante para
estos dos loci.

Situaciones intermedias son aquellas en que Ay B
pertenecen al mismo cromosoma, pero la distancia
entre ellos hace que en un porcentaje de meiosis de-
terminado (tanto mayor cuanto més alejado estén) se
produzca recombinacién genética. Existe, pues, una
relacién entre el porcentaje de gametos de tipo distinto
al progenitor (es decir recombinantes) y la distancia
entre los genes. A una distancia tal que el 1 % de los
gametos sea recombinante se denomina 1 cM. De esta
manera, ligamiento genético se define como la tenden-
cia de dos genes pr6ximos en un cromosoma a trans-
mitirse juntos a la siguiente generacién.

El concepto de buscar una cosegregacién de carac-
teres para poder asignar determinados genes a ciertos
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Fig. 4—Consegregacion de genes muy préximos entre sf. La meiosis de una célula germinal heterocigota para ambos genes (AaBb) resulta en
un 100 % de gametos de tipo paterno, no observandose recombinaciones.

cromosomas, mapping genético en esencia, fue explo-
tado durante afios sin necesidad de nuevas tecnologfas.
Asi, por ejemplo, el gen de la hemofilia fue localizado
en el cromosoma X mediante el mero estudio del pa-
trén de herencia. Algunos polimorfismos a nivel de
proteinas permitieron también el asignar unos pocos
genes a determinados cromosomas antes de que la de-
nominada tecnologia del DNA recombinante estuviera
.al alcance, pero es a partir del uso de sondas molecu-
lares cuando crece exponencialmente el nimero de
loci cuya posicién en el genoma es conocida 5. A lo
largo de los dltimos afios se han clonado un gran nu-
mero de fragmentos de DNA humano. Muchos de ellos
no pertenecen a genes concretos, sinoc que se trata de
secuencias «anénimas», pero su valor a la hora de
hacer andlisis de ligamiento genético es el mismo: una
vez conocida su posicién en el genoma, cualquier frag-
mento de DNA de secuencia Gnica es un «marcador»
de esa posicién del genoma. Si este marcador existe en
la poblacién en varias formas alélicas, un anélisis mo-
lecular en familias afectas permite, con ciertas limita-
ciones, alcanzar dos objetivos:

1) evaluar la distancia genética entre el marcador y
el gen responsable de la enfermedad. Si la distancia
es corta, el marcador se usa como herramienta para
clonar el gen implicado;

2) diagnosticar qué miembros de la familia tienen el
alelo mutado en uno o ambos cromosomas.

Requerimiento del andlisis de ligamiento

No siempre que dispongamos de un marcador més o
menos préximo al gen de interés podremos llegar a

conclusiones sobre la distancia entre ambos o usarlo en
el diagnéstico de familias. Existen unas condiciones
previas para que el andlisis de ligamiento sea qtil:

1. Polimorfismo: Para que podamos determinar el
grado de ligamiento entre marcador y gen responsable
de enfermedad es preciso que en la familia sujeto de es-
tudio el progenitor portador sea hererocigoto tanto para
el marcador como para el gen de la enfermedad. Poli-
morfismo se define como la presencia en la poblacién
de dos o més fenotipos alternativos, definidos genéti-
camente, con una frecuencia tal que el tipo menos co-
rriente no se puede mantener por simple recurrencia de
mutaciones *.

Consideremos un pedigree de la enfermedad de
Huntington, autosémica dominante (fig. 5), y supon-
gamos que el gen con la mutacién de la enfermedad de
Huntington (H) estd presente en un alelo paterno. Si,
con técnicas moleculares, podemos detectar un mar-
cador (M) préximo al gen H y distinguir los dos alelos
de M (1 y 2), la familia serd informativa sélo si el padre
es heterocigético (1, 2), pero nunca si es homocigético
(1,1 0 2,2). Por este motivo, los marcadores ideales son
aquiellos que no sélo estdn préximos al gen en cuestién
sino que son muy polimérficos en la poblacién, de
modo que la mayoria de los sujetos sean heterocigotos.
En términos tebricos, éste no parece un requisito diffcil
de cumplir, si consideramos que entre los genomas de
dos seres humanos una de cada mil bases es diferente.
Un desarrollo técnico, el anélisis de DNA tipo Sout-

* En la prictica se considera que un locus es polimérfico si el (los) alelo(s)
menos corrientes tienen una frecuencia de 0,01 al menos, que resulta en
una frecuencia de heterocigotos para este alelo superior al 2 % (2 pq, donde
p=1-qyq=0,01).
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12 2,3

Fig. 5.—Pedigree no informativo debido a homocigosidad del padre
afecto de una enfermedad autosémica dominante. A pesar de dispo-
ner de un marcador préximo al gen responsable de la enfermedad,
resulta imposible predecir si el hijo (que presenta los alelos 1y 2 del
marcador en el andlisis tipo Southern) serd enfermo, debido a que el
padre es homocigoto para el marcador: los dos alelos del marcador
(uno en el cromosoma sano y otro en el afecto de la mutacién res-
ponsable de la enfermedad) dan una misma banda en el Southern y
no podemos diferenciar si el alelo 1 heredado por el hijo es el del
cromosoma sano o enfermo.

hern, aplicado al estudio de polimorfismos fue el des-
cubrimiento que hizo posible en la préctica, el andlisis
de ligamiento genético: RFLP (restrictién fragment
lenght polymorphism), polimorfismos de longitud de
fragmentos de restriccién. En un trabajo pionero se des-
mostré que el andlisis RFLP es tremendamente infor-
mativo en el diagnéstico de una «enfermedad mole-
cular» por excelencia: la anemia falciforme ¢. Estos
autores encontraron una diana de restriccién para Hpal
(préxima al gen de la cadena beta de hemoglobina)
que es polimérfica, de modo que un andlisis de DNA,
digerido con Hpatl e hibridado con sondas de la cade-
na beta de hemoglobina, genera bandas de varios ta-
mafios (7 kb, 7,6 kb y 13 kb). Asimismo, demostraron
que el alelo de 13 kb se asociaba, en el 60 % de los
americanos de origenes africanos, con la mutacién Glu-
Val responsable de la anemia falciforme (fig. 6).
Légicamente, un marcador tiene mayores probabili-
dades de estar presente en estado heterocigoto (el alelo
en un cromosoma es diferente al alelo en el cromoso-
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Fig. 6.—Ligamiento entre la mutacién de la anemia falciforme (B°) y
ausencia de una diana para Hpal préxima al gen de la cadena B de
la hemoglobina. El andlisis Southern de DNA cortado con Hpal ge-
nera una banda de 7 o 7,6 kb en cromosomas normales cuando se
hibrida con sondas del gen de la cadena B*. En cambio, el cromoso-
ma con la mutacién de la anemia falciforme carece de la diana
Hpal, por lo que la banda correspondiente en la autorradiografia es
de 13 kb. Esta asociacién intima entre la banda de 13 kb y la muta-
cién Glu-Val en el gen de la cadena B de la hemoglobina se puede
usar para determinar que entre los hijos de la familia estudiada hay
un varén enfermo y una hembra portadora.

ma homélogo) cuanto mas polimérfico sea, cuantas
maés formas alélicas estén presentes en la poblacién. Es
asf que el nivel de heterocigosidad de un marcador se
conoce como el contenido de informacién polimérfica
(PIC): un valor PIC de 0,4 para un determinado marca-
dor significa que las probabilidades de que un sujeto
sea heterocigoto para este marcador son del 40 %. Los
polimorfismos basados en la presencia o ausencia de
una diana de restriccién tienen un valor limitado por-
que frecuentemente detectan pocos alelos diferentes.
Asi, aunque se han aislado mas de 3.000 marcadores
polimérficos humanos V7, el 90 % de ellos tienen PIC de
menos de 0,5.

Existe otro tipo de polimorfismo que suele tener va-
lores PIC més altos, y que se basa en la existencia de
regiones genémicas con un ndmero variable de repeti-
ciones «en tiandem» (VNTR) comprendidas entre dos



EcoR1 EcoR1
Alelo 1*
7,8
T OO0 Allo2
7,6

—— T O ————Alelo3*
7,2

O Alelod
7,0

4 i ’

S e s s T
Ome® []
2,4 1,3 1,2 2,4
’ 7.8 —_ — —
76 @ — —_ —
7,2 — L —
| 7 _ _
[

BIOLOGIA MOLECULAR

(CA), genera bandas amplificadas de tamafio muy po-
limérfico. Esta técnica proporciona usualmente un valor
PIC mayor a 0,7 y es la base de mapas de ligamiento
genético de «segunda generacién» ' (fig. 8).

2. Fase: Un segundo requerimiento para interpretar
el ligamiento entre un marcador y un gen determinado
consiste en conocer la fase, es decir conocer qué alelo
del marcador estd en el mismo cromosoma que el gen
mutado. Alelos que estdn en el mismo cromosoma se
dice que estdn en fase acoplada o cis, mientras que
los alelos que estdn en el cromosoma homélogo al que
lleva el gen mutado se dice que estan en fase de repul-
sidén o trans. La necesidad de conocer la fase se com-
prende facilmente con un ejemplo de una de las enfer-
medades en que primero se llevé a cabo con éxito el
mapping genético: la enfermedad de Huntington, au-
tosémica dominante 2 (fig. 9). El padre es heterocigoto

Fig. 7.—RFLP debido a la presencia de un ndmero variable de repe-
ticiones en tindem (VNTR). La digestién del DNA con EcoR1 e hi-
bridacién con una sonda préxima al gen de interés distingue cuatro
alelos de distinto tamafio (7,0, 7,2, 7,6 y 7,8 kb) segiin el nimero de
repeticiones en tdndem presentes. En un ejemplo de enfermedad
autosémica recesiva, resulta probable que los padres sean heteroci-
gotos para el ndmero de repeticiones, por lo que el andlisis Southern
con una sonda de un marcador préximo al gen responsable permite
determinar que una hija es portadora (presenta el alelo de 7,8 kb, de
origen materno) y un hijo es enfermo (presenta el alelo de 7,2 kb, pa-
terno, y el de 7,8 kb, materno). La asociacién entre los alelos de 7,2
kb y de 7,8 kb con la mutacién en el gen responsable de la enfer-
medad ha sido establecida para esta familia analizando méds miem-
bros de la misma (no representados). :

dianas de restricci6n '® (fig. 7). Estos RFLPs se denomi-
nan hipervariables, porque existen muchos alelos, con
lo que las probabilidades de que los sujetos a estudio
sean heterocigotos son altas.

Con el uso de la reaccién en cadena de la polimera-
sa (PCR) ha surgido un nuevo método de deteccién de
polimorfismos de muy alto PIC: PCR de regiones con
repeticiones de dinucledtidos. Se ha comprobado que
existen zonas del genoma cuya secuencia consiste en
dos nucleétidos (usualmente CA) que se repiten un nd-
mero n de veces, representado (CA),. Estas secuencias
son frecuentes, se estima que hay una por cada 50 kb
de DNA, y el nimero de repeticiones (n) es muy varia-
ble. Por tanto, una PCR que use cebadores (primers) de
secuencia tnica localizados a ambos lados de la regién

—{ ]} == AL = Alelo 1

—{1 1} = T Alelo 2*
R < Alelo 3
—L I} = YR Alelo 4*

184 ——
180 ——

164 —_—
160 —_—

Fig. 8.—PCR de regiones con repeticiones de dinucleétidos CA. De-
bido a la existencia de un ndmero variable de repeticiones del dinu-
cledtido CA (20, 22, 30 y 32 en este ejemplo), se pueden detectar nu-
merosos alelos. Una vez conocida la fase (CA,, y CA,, se asocian a la
mutacién en el gen préximo, responsable de'la enfermedad en esta
familia), una PCR con primers especificos para la regién en torno a la
Zona con repeticiones permite determinar que uno de los hijos es en-
fermo por tener los alelos de 184 bp (paterno) y 164 bp (materno),
mientras que una hija es portadora de esta enfermedad autosémica
recesiva, ya que presenta el alelo de 184 bp.
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Fig. 9.—Estudio no informativo por desconocerse la fase. Aunque el
padre, enfermo de una entidad autosémica dominante, es heteroci-
goto para el marcador (1,2), no es posible conocer cudl de los dos
alelos pertenece al cromosoma con la mutacién. Por consiguiente, no
se puede predecir si el hijo (2,3) serd enfermo o sano.

para el marcador *? y del estudio del pedigree se de-
duce que el hijo hered6 el alelo 2 del padre, pero no
existe suficiente informacién para concluir qué alelo
paterno (1 0 2) es el que estd en el mismo cromosoma
que la mutacién de corea de Huntington. Para deter-

. minar la fase hace falta examinar un ndmero suficiente
de miembros de la familia, de ahi que familias nume-
rosas sean mds valiosas que familias pequefias. Por el
mismo motivo, familias donde se puedan analizar tres
generaciones son mds (tiles que las que sélo tienen
dos generaciones disponibles. Si, por ejemplo, existiera
otro hermano ¥ que sabemos es enfermo (fig. 10), po-
demos concluir que el alelo 1 estd en el mismo cro-
mosoma que el gen de la enfermedad de Huntington.
Es posible, pues, diagnosticar al caso problema, de ale-
los 2,3 como normal.

Con excepcién de la regién pseudoautosémica en
los extremos Xp y Yp, el X del var6n no sufre recombi-
nacién durante la meiosis, por lo que para enfermeda-
des ligadas al X, el genotipo del abuelo materno es
particularmente informativo para establecer la fase (fi-
gura 11).

Ahora bien, es importante tener presente que la aso-
ciacién de un cierto alelo del marcador con la muta-
cién en un gen concreto es, en principio, vélida sélo
para esa familia. Asf, es posible que si existen cuatro
alelos diferentes (1, 2, 3, 4) para un marcador (G8)
préximo al gen de Huntington, la mutacién causante de
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Fig. 10.—Estudio informativo (fase conocida). La informacién obte-
nida mediante el andlisis de otro hermano (1,3), enfermo, permite es-
tablecer que el alelo 1 del marcador estd en el mismo cromosoma
que la mutacién responsable de la enfermedad. Por tanto, podemos
concluir que el probando (2,3) serd sano.

la enfermedad vaya asociada al alelo 1 en una familia,
pero al alelo 2, 3 0 4 en otras. Por tanto, la fase ha de
establecerse para cada familia sometida a estudio, y
teéricamente, las probabilidades de que se observe una
cierta asociacioén es el producto de las probabilidades
de los alelos (equilibrio de ligamiento). En ciertos casos,
la mutacién causante de la enfermedad se asocia pre-
ferentemente a un alelo concreto del marcador, que

{ -

1 ‘ ! (H 2
o ToIN
, ’ 2

Fig. 11.—Ejemplo de enfermedad recesiva ligada al cromosoma X. El
conocimiento del haplotipo del abuelo materno (1) permite estable-
cer la fase: mutacién en cis con alelo 1y, consiguientemente, los es-
tados de portador (), enfermo () o sano () entre los hijos de la
portadora (1,2).



no tiene que ser.el mds frecuente, en cuyo caso se
habla de desequilibrio de ligamiento. Un ejemplo tipi-
co de desequilibrio de ligamiento es el observado en la
fibrosis quistica, donde un haplotipo del marcador
D7523 esta presente en el 25 % de la poblacién nor-
mal, pero en hasta un 90 % de cromosomas con una
mutacién de fibrosis quistica 2'. Este caso, asi como el
ya comentado de la asociacién del alelo 13 kb (Hpal)
con la mutacién de la anemia falciforme en el gen de la
cadena B de la hemoglobina '¢, suelen ser originales de
un sector de la poblacién: poblacién blanca norteeu-
ropea en el ejemplo de fibrosis quistica y poblacién
negra de Africa Occidental en el caso de la anemia
falciforme. La explicacién mas aceptada para el fens-
meno de desequilibrio de ligamiento es la existencia de
un origen comdn para todos esos cromosomas con la
mutacioén, que se asocian a un cierto haplotipo. Este ha-
plotipo serfa el que coincidi6 en tener el sujeto en que
se originé la mutacién de fibrosis quistica 0 anemia
falciforme, y los cromosomas presentes en la actualidad
descienden de este ancestro comdn. En determinados
casos, como la anemia falciforme, parece que conoce-
mos el porqué de que esta mutacion se extendiera en la
poblacién: los sujetos heterocigotos portadores de esta
anemia falciforme son resistentes al paludismo, lo que
debi6 proporcionarles una ventaja evolutiva en regiones
como Africa Occidental, endémica de paludismo. En
consonancia con esta explicacién, marcadores més
préximos a la mutacién presentan un gran desequilibrio
de ligamiento debido a que es muy poco probable que
exista un fenémeno de recombinacién (crossing-over)
en la distancia entre marcador y gen mutado. Cuanto
mayor es la distancia entre marcador y gen mutado,
mds alta es la probabilidad de recombinacién, por lo
que a lo largo de generaciones se «diluye» el desequi-
librio de ligamiento hasta presentarse una situacién de
equilibrio para ese marcador. Asi, los marcadores MET
y D758, aproximadamente a 1 Mb a un lado y otro
del gen de la fibrosis quistica, muestran un ligero dese-
quilibrio, comparado al més fuerte desequilibrio que se
observa con los marcadores D75122 y D7523, locali-
zados a unas 200 kb y 100 kb del gen de la fibrosis
quistica, respectivamente 2',

Un problema que se plantea a veces al intentar es-
tablecer la fase en una familia es la aparicién de alelos
nuevos, no presentes en los padres. Supongamos la
familia con enfermedad de Huntington ilustrada en la
figura 12, cuyo DNA ha sido analizado mediante PCR
de una regi6n (CA)_préxima al gen de Huntington y en
el hijo encontramos un alelo 32 (32 repeticiones CA)
que no esta presente en los padres. Existen dos posibi-
lidades que explican este hallazgo: 1. Falsa paterni-
dad: que el padre biolégico es distinto del padre social.
2. Nueva mutacidn: que el alelo 32 se ha originado de
novo. Ahora bien, las mutaciones de novo aparecen a
una frecuencia de 10%-10-' para la mayorfa de los
loci, por lo que ante la aparicién de un alelo nuevo
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Fig. 12.—Aparicién de un alelo (32) no presente en los padres, en
una familia con enfermedad autosémica dominante. De las posi-
bles causas: error en la muestra, falsa paternidad, mutacién de
novo..., esta dltima suele ser la menos probable.

hay que destacar, en primer lugar, que se trata de un
caso de falsa paternidad.

Medicién de ligamiento genético

Una vez que el estudio del DNA de una familia con
un marcador polimérfico permite establecer la fase, se
puede determinar el nimero de sujetos que han here-
dado cromosomas con recombinaciones entre el mar-
cador y el gen responsable de la enfermedad. Por ejem-
plo, consideremos la figura 13, que representa una
familia con enfermedad autosémica dominante, anali-
zada con un marcador polimérfico. Resulta claro que el
alelo 1 esta acoplado, en cis, al gen mutado responsa-
ble de la enfermedad. Ademas, entre los 10 hermanos
de la tercera generacién, encontramos tres individuos
que heredaron un cromosoma que habia sufrido re-
combinacién entre el marcador y el gen mutado du-
rante la espermatogénesis en el padre. Por tanto, la fre-
cuencia de recombinacién observada en esta familia
entre el marcador y el gen responsable es de 3/10. En el
caso que ambos loci estuviesen distantes, no serfa de
esperar que se segregaran juntos en la meiosis y, con-
secuentemente, en un 50 % de los hijos el alelo 1 esta-
ria asociado al cromosoma con la mutacién y en el
otro 50 % no. Es importante tener presente que el ané-
lisis de ligamiento genético se basa en la clasificacion
de los miembros de la familia como recombinantes (R)
y no-recombinantes (NR). A su vez, cada individuo es
clasificado en funcién de la correlacién fenotipo (del
gen estudio)-genotipo (del marcador molecular). Por
tanto, los pardmetros que afiaden ambigiiedad al esta-
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Fig. 13.~—Andlisis de una gran fa-

I milia con enfermedad autosémica

dominante con un marcador pré-
ximo al gen responsable de la en-
fermedad. La fase, mutacién en
cis con alelo 1 paterno, queda es-
tablecida tras estudio de los abue-
los (abuelo paterno 1,1). Por con-
siguiente, los hijos que tengan el
alelo 1 y no sean enfermos, asi
como los que sean enfermos y no
tengan el alelo .1, serdn recombi-

2,2
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nantes. Se puede construir una

0.8 tabla para andlisis chi-cuadrado,
, ;

donde contrastamos los nimeros

12 22 22 1.2 12 2.2 2,2 , ) 2,2
NR R NR NR R NR R NR NR NR
o E (O-Ep (O-EVE
NR 7" 5 4
R 3 5 4

observados (siete no recombinan-
. tes, tres recombinantes) con los
0.8 esperados si no existiera liga-
miento (segregacién independien-

X!=1,6,gl.=1 =b P<0,2

te entre marcador y gen responsa-
ble de la enfermedad: 50 %
recombinantes, 50 % no-recom-
binantes). El valor chi-cuadrado
obtenido, 1,6, para un grado de
libertad arroja una p < 0,2.

blecimiento de esta correlacion constituyen las mayores
limitaciones del andlisis de ligamiento:

1. Heterogeneidad genética: Existen situaciones en
que la mutacién de uno cualquiera de varios genes
(usualmente componentes de una misma via metabéli-
ca) resulta en un fenotipo practicamente idéntico. Asf,
por ejemplo, existen varios genes cuya mutacién resul-
ta en el sindrome de Sanfilippo, una mucopolisacari-
dosis con acimulo de heparan sulfato. Evidentemente,
si analizamos varias familias con el mismo marcador y
resulta que alguna de ellas presenta mutacién en un
gen completamente distinto, tendré un efecto negativo
sobre el anélisis de ligamiento. La ADPKD es un ejem-
plo tipico de heterogeneidad genética: los primeros es-
tudios de familias que demostraron ligamiento signifi-
cativo localizaron el gen de la ADPKD en el brazo
corto del cromosoma 16 (16 p 13.3) 22, mientras que
trabajos posteriores han identificado familias en que la
enfermedad no se segrega con marcadores del cromo-
soma 16, a pesar de que se trata de casos de ADPKD
indistinguibles de los anteriores desde el punto de vista
fenotipico 2. Es posible, pues, que varios genes y/o fac-
tores no genéticos puedan intervenir en el desarrollo de
un fenotipo de ADPKD.

2. Penetrancia: La presencia de una mutacién en
un gen responsable de enfermedad no siempre se tra-
duce en un fenotipo anormal. Es un hecho particular-
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mente importante en enfermedades dominantes de pre-
sentacién clinica en el adulto tales como la referida
enfermedad de Huntington o la misma ADPKD, donde
con frecuencia encontramos sujetos asintomaticos que
presentan la mutacién. Supongamos que la enfermedad
de interés tiene una penetrancia del 80 %. En este caso,
un 20 % de los individuos que en el estudio de liga-
miento se interpretan como recombinantes (positivos
para el marcador pero sin enfermedad aparente) son
realmente no-recombinantes. ;C6mo podemos analizar
el ligamiento cuando no estamos seguros de que haya-
mos identificado verdaderos recombinantes mediante la
observacién directa fenotipo-genotipo?

Otra situacién que representa ambigtiedad es el es-
tudio de familias en que no se puede establecer |a fase
con total garantia. En el pedigree de la figura 14, la fa-
milia afecta de una enfermedad autosémica dominante
es investigada con un marcador que presenta dos alelos
(1 y 2). La madre enferma es heterocigota (1, 2), pero
no poseemos informacién de suficientes familiares para
establecer qué cromosoma lleva la mutacién responsa-
ble de la enfermedad: si consideramos el alelo 2 en cis
con la mutacién, ninguno de los hijos es recombinante,
mientras que si resulta que el alelo 1 es el que estd en
el mismo cromosoma que la mutacién, todos los hijos
son recombinantes. Como en otras ciencias experi-
mentales, estas ambigiiedades se afrontan utilizando
métodos estadisticos que nos permiten buscar asocia-



BIOLOGIA MOLECULAR

P (ligamiento)

_ /16

OR T

Si E-2 NR NR

n

ee 1,2 Eel 17

T 1,2
Ee| ee Eel
R O

1,2 11 1,2
Fase E-2 NR NR NR — P(F1)=1/8

1,2
Ee ee AEE, Z=log4=06
1,2 1,1 1,2
P(Ee) P(1,2) = 1/4
Si E-1 R R R (Ee) )

P(ligamiento) (® = 0) = 1/8
P(no ligamiento) (® = 0,5) = 1/64

P (no ligamiento) T 116

P(F1)=P(Eey 1,2) x Plee y 1,1) x P(Ee y 1,2) = 1/4 x 1/4 x 1/4 = 1/64

para © = 0,5 (independientes)

NR — P(F1) = P(Ee) x P(ee) x P(Ee) = 1/2 x 1/2 =1/2 = 1/8

para © = 0 (ligandos), P(ligamiento) = 1/2 x 1/8 = 1/16
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Fig. 14.—Ffecto negativo del desconocimiento de la fase en el andlisis del ligamiento. El pedigree de una familia con enfermedad autosémi-
ca dominante investigada con un marcador muy préximo al gen responsable no permite conocer la fase cuando sélo contamos con DNA de
los padres y los hijos (A): tan probable es que el alelo 1 esté en cis con la miutacién (E), como que lo esté el alelo 2. Si el primer caso es cier-
to (E-1), los tres hijos serian recombinantes, mientras que si la fase es E-2, ninguno de los hijos seria recombinante. Si asumimos la fase E-2 (con
una probabilidad, a priori, 1/2), la probabilidad de que exista ligamiento (para ® = 0, no recombinantes) entre marcador y gen responsable es
el producto de las probabilidades de cada genotipo encontrado: P(Ee) x Plee) x P(Ee) = 1/2 x 1/2 x 1/2 = 1/8. Como esta es una de las dos po-
sibles fases, la probabilidad de ligamiento es 1/2 x 1/8 = 1/16. La probabilidad de no-ligamiento (® = 0,5) es P (Fe y 1,2) x Plee y 1,1) x P(Ee
y 1,2). Puesto que en este caso (no-ligamiento) existe segregacion independiente, P(Fe y 1,2) = P(Fe) x P(1,2) = 1/4. Por tanto, P (no ligamiento)
=1/4x 1/4 x 1/4 x /164. Si calculamos el cociente de las probabilidades = 1/16 entre 1/64 = 4. Por tanto, el LOD, Z = log 4 = 0,6. Suponga-
mos que tenemos acceso al DNA de los abuelos (B), y podemos establecer que Ia fase es E-2 con seguridad. Ahora, P (ligamiento) = 1/8 y el

cociente de las probabilidades = 1/8 entre 1/64 = 8, por lo que Z = 0,9.

ciones significativas en los datos obtenidos. El método
estadistico disefiado para comprobar lo significativo de
aparentes asociaciones fenotipo-genotipo es el anilisis
de la probabilidad de ligamiento 2.

Andlisis de la probabilidad de ligamiento

Con un programa de ordenador (LINKAGE, por
ejemplo) se calcula cémo de probable es que se den los
resultados observados en el estudio fenotipo-genotivo
de la familia si el marcador utilizado (M) est4 a una dis-
tancia genética entre 0 y 50 cM del gen responsable de
la enfermedad (E), es decir para fracciones de recombi-
nacion (®) entre 0 y 0,5. Estas probabilidades, calcula-
das para cada valor de ®, se comparan con la probabi-
lidad de que se den los resultados observados si no
existiera ligamiento entre M y E, es decir que la distan-
cia entre M y E fuese tan grande que se segregarian

independientemente en la meiosis resultando en un
50 % de gametos recombinantes (® = 0,5). La divisién
de la probabilidad de ligamiento partido por la proba-
bilidad de no ligamiento (odds ratio) se calcula para
cada valor posible de © y se presenta como el logarit-
mo decimal del cociente, lo que se denomina valor
LOD (log odds) o Z. Valores positivos de Z sugieren
que existe ligamiento entre M y E, con tanta mayor
probabilidad cuanto mayor sea Z. En cada familia ana-
lizada, los valores Z obtenidos al realizar los célculos
para cada valor de @ varian en torno a un punto donde
Z es méximo: existe una probabilidad méxima de liga-
miento si M y E se encuentran a esa distancia genética
(valor ® para el que Z es maximo). No es raro que los
valores para los que Z es maximo varien algo entre
distintas familias, pero como Z es un logaritmo se
puede calcular la suma de los Z para cada © en tantas
familias genéticamente homogéneas como sea posible.
En la préctica se acepta que un valor Z > 3 es evidencia
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suficiente de ligamiento entre dos loci % con una signi-
ficacion estadistica de p < 0,05*.

Hay que tener presente que el valor LOD puede
tomar valores + o —, de modo que al estudiar numero-
sas familias y representar la suma de los valores Z para
cada @, el resultado es una curva que asciende desde
valores negativos o proximos a 0 hasta el Z maximo y
luego desciende otra vez hasta 0 o valores negativos
(fig. 15).

Es importante encontrar marcadores que se localicen
a ambos lados del gen de interés, de modo que acote-
mos la posicién del mismo. Supongamos que el mar-
cador A estd a 20 cM (© =0,2) del gen causante de
enfermedad (E) y que otro locus marcador (B) estd a
10 cM (@ = 0,1) de E. Si calculamos el valor de © entre
A'y B para el que Z es maximo podremos ordenar los
tres locis: si resulta que A dista 25 cM de B, el orden es
A (20 cM), E (10 cM), B. Con frecuencia, las distancias
calculadas por ligamiento genético no son estricta-
mente aditivas (el calculo de distancia entre A'y B re-
sulta 25 cM en lugar de 30 cM). De hecho, es conve-
niente estimar las distancias entre varios puntos al
mismo tiempo, una estrategia que se conoce Como
andlisis del ligamiento de multiples puntos. Se basa en
el principio de que las probabilidades de que un mismo
cromosoma sufra dos recombinaciones (cross-over) es
mucho menos frecuente (la raiz cuadrada) de que sélo
sufra un cross-over. Entonces, un programa de com-
putador busca el orden de loci que encaja con los pe-
digrees estudiados con un ndmero minimo de cross-
over dobles.

La obtencién de mapas con multiples puntos a
ambos lados del gen de interés es un paso muy im-
portante en el logro de los dos objetivos fundamentales
del anélisis de ligamiento:

1. Clonacién posicional de genes: Una vez acotados
por marcadores cada vez mas proximos a ambos lados
es posible pasar a intentar encontrar clonas en genote-
cas humanas que contengan parte del gen usando el
marcador como sonda. La clonacién posicional de
genes responsables de enfermedades humanas normal-

* Un Z = 3 indica que las probabilidades de que los resultados se presenten si
los loci estdn a una distancia © (el valor de ® al que Z es maximo) son mil
veces superiores (log 1.000 = 3) a que se presenten si no existe ligamiento (@ =
0,5). Aunque, a primera vista este umbral de significacion parece muy exigen-
te, en realidad, comparando la fuerza estadistica de este valor Z con el paré-
metro P corrientemente usado en analisis estadisticos, un Z = 3 equivale apro-
ximadamente a un p = 0,05. En efecto, Z = 3 indica que la probabilidad de
ligamiento calculada es 999/1.000 y la probabilidad de no ligamiento es
1/1.000. Pero, a priori, cualquier marcador tiene alrededor de 1/50 probabili-
dades de localizarse en un cierto cromosoma (46 cromosomas en humanos),
mientras que la probabilidad a priori de no localizarse en este cromosoma serfa
49/50. Si calculamos la probabilidad conjunta (que esté en un cromosoma con-
creto y que se segregue ligado al gen analizado): ligamiento = 1/50 x 999/1.000
= 1/50 aproximadamente; no ligamiento = 49/50 x 1/1.000 = 1/1.000 aproxi-
madamente. ;Cual es pues el error que cometemos al aceptar que el marcador
estd ligado al gen analizado por el hecho de haber obtenido un Z = 3? La pro-
babilidad p de que el marcador no esté ligado a la enfermedad para Z = 3 es
1/1.000 dividido por 1/50 + 1/1.000, es decir, 0,05 (p = 0,05).
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e
0,1 0,2 03 04 0,5
Familia
A 0,2 1 3 08 0,01
B 1 3 2 0,5 0
C 02 08 1,1 1,2 0,1
1,0 48 6,1 25 -0,09

Fig. 15.—Cdlculo de la distancia genética entre dos loci (marcador y
gen responsable de enfermedad) tras andlisis de ligamiento en tres fa-
milias afectas. Aunque, individualmente, cada familia arroja un valor
7 méximo a fracciones de recombinacién diferentes, la suma de los
logaritmos proporciona un valor maximo (+6,1) para ® = 0,3. Pode-
mos concluir que el gen de interés se encuentra con toda probabili-
dad a unos 30 cM del marcador.

mente requiere la colaboracién multicéntrica para com-
partir el niimero limitado de familias afectas (con diag-
nostico inequivoco) y los marcadores que han sido ge-
nerados en diferentes laboratorios a lo largo de los
afios.

2. Diagnostico indirecto de enfermedades genéti-
cas.

Diagnéstico indirecto de enfermedades genéticas
mediante andlisis del ligamiento

En el momento presente se conocen abundantes
marcadores en torno a la inmensa mayoria de las en-
fermedades monogeneticas, por lo que es posible el
diagnéstico molecular de las mismas incluso cuando el
gen responsable no haya sido clonado ain. En el ejem-
plo de la enfermedad autosémica dominante represen-
tado en la figura 16, en que el hijo es sometido a estu-
dio para determinar su riesgo de padecer la
enfermedad. S6lo si conocemos el orden de los marca-
dores en el mapa genético podemos llegar al diagnds-
tico.

Ahora bien, s6lo cuando la estructura y secuencia
del gen responsable de la enfermedad son conocidas se
puede hacer un diagndstico directo de las enfermeda-
des. El andlisis con marcadores proximos al gen de in-
terés proporciona un diagnéstico indirecto, y existe la
posibilidad de que se produzca recombinacion entre el
marcador méas préximo y el gen de la enfermedad. Asi,
por ejemplo, consideremos la familia en la figura 17, en
que usamos un marcador (M) de alelos 1y 2 para el
diagnéstico de una enfermedad autosémica dominante
(E) y sabemos que la distancia entre (M) y (E) es de
10 cM (estudios de ligamiento genético en familias in-
dican que Z es maximo a un ® =0,1). El caso proble-
ma es el hijo en la tercera generacién, cuyo genotipo
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Fig. 16.—Diagndstico indirecto de una enfermedad autosémica do-
minante con mdltiples marcadores polimérficos. Una vez conocido
el orden de los loci entre si (BCAD) y con respecto al gen responsable
de la enfermedad (por anélisis de ligamiento) (BCEAD), asi como la
fase (BCAD-E), podemos concluir que el cromosoma bCAd del hijo
ha sufrido dos fenémenos de cross-over (b-C y A-d), pero, puesto que
heredd los alelos del cromosoma afecto para los loci que flanquean
el gen responsable de la enfermedad (C y A), es de suponer que
también heredd la forma mutada de este (E) y serd enfermo.

para el marcador es 2,2. Se ha establecido la fase E-2, y
puesto que el marcador dista 10 cM del gen involucra-
do, en cada meiosis hay un 10 % de probabilidades de
recombinacién entre ambos loci. Teniendo en cuenta
estos porcentajes, podemos asegurar que en el 82 % de
los casos, un hijo con alelos 2,2 tendré la mutacién (E).
El diagnéstico indirecto de enfermedades genéticas me-
diante andlisis de ligamiento se lleva a cabo en la préc-
tica con marcadores que estén muy préximos al gen
responsable de la enfermedad (5 cM o menos) para
poder emitir diagnésticos correctos con una probabili-
dad por encima del 90 %.

II. MAPPING FISICO

Consiste en la diseccion del genoma humano en
porciones progresivamente mds simples, susceptibles
de andlisis bioquimico, con el objetivo de conocer la
posicion relativa de genes (que se expresa en unidades
de distancia fisica: Kb, Mb) y finalmente, clonarlos.

Células hibridas somaticas

Un primer paso, fundamental para el desarrollo de la
estrategia de mapping fisico fue el descubrimiento de
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que el material de una especie de mamifero podia ser
transferido a células de otra especie cultivada in vitro:
transferencia génica en células somaticas. Se consi-
guen asi lineas celulares (hibridos de células sométicas)
de ratén o hamster que contienen fracciones del geno-
ma humano: unos pocos cromosomas o un solo cro-
mosoma. Una variante técnica muy (til para acotar la
localizacién de un gen consiste en romper el DNA hu-
mano mediante radiacién previamente a la fusién ce-
lular, con lo que se obtienen hibridos (conocidos como
hibridos de radiacién) que contienen sélo fracciones de
cromosomas humanos. Con el DNA de estos hibridos
de células somaéticas, correctamente catalogados, se
confeccionan paneles de Southerns que se someten a
hibridacién con DNA del gen cuya localizacién desea-
mos conocer. También se pueden generar células hi-
bridas que contengan cromosomas humanos con ano-
malias estructurales, translocaciones por ejemplo, en
cuyo caso el material genético humano procede de
porciones de dos cromosomas distintos. Los casos con
anomalias cromosémicas tipo translocacién, delecién,
etcétera, han resultado ser extremadamente dtiles en la
clonacién de genes. Una alteracién cromosémica que
se asocie consistentemente a un cierto fenotipo orienta
la bdsqueda de genes hacia la regién cromosémica
donde acontece la anomalia (breakpoint de una trans-
locacién, por ejemplo).

Casos particularmente informativos son las translo-
caciones entre el cromosoma X y un autosoma. El es-
tudio molecular de estas translocaciones ha facilitado la
clonacién de numerosos genes del cromosoma X, tales
como el de la distrofia muscular de Duchenne/Becker
(DMD-26), coirodermia %7, y sindrome de Lowe ''. Los
cromosomas X en exceso de uno por célula estin so-
metidos a bloqueo transcripcional (lyonizacién o inac-
tivacién random del cromosoma X), de modo que los
mamiferos hembra son mosaicos que expresan sélo el X
paterno en unas células y el X materno en otras. Sin
embargo, en una mujer que presente una transloca-
cién X-autosémica, sélo se expresa el cromosoma con
la translocacién en todas las células (inactivacién ses-
gada). Por tanto, si la translocacién destruye un gen
como el de la DMD, las mujeres portadoras sufren la
enfermedad. En definitiva, una estrategia muy fructifera
de clonacién de genes del X consiste en identificar mu-
jeres que expresen la enfermedad, determinar si pre-
sentan translocaciones que afecten al Xy, si es asi, clo-
nar el breakpoint de la translocacién porque alli debe
estar el gen responsable de la enfermedad.

Dosis génica
Otro procedimiento dtil para localizar una secuencia
de DNA en el genoma humano consiste en realizar

Southerns con DNA de pacientes con un nimero va-
riable de cromosomas. En el caso del cromosoma X,
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P{enfermo si 2,2) = (0,9 x 0,9) + (0,1 x 0,1) = 0,82

Fig. 17.—Diagnéstico indirecto de una enfermedad autosémica dominante con un marcador polimérfico situado a 10 cM del gen responsa-
ble de la enfermedad. Una hermana (2,2) estd afecta de la enfermedad, asi como la madre (1,2) y el abuelo materno (1,2). Puesto que los abue-
fos maternos son ambos 1,2, no sabemos qué cromosoma del abuelo esté asociado a la enfermedad. No obstante, del estudio de la generacion
Ill parece obvio que es el cromosoma del alelo 2 en la madre el que se asocia a la enfermedad. Si el marcador estuviese infinitamente proxi-
mo al gen de la enfermedad podriamos asegurar que el probando (2,2) ha de ser enfermo. Pero la distancia entre M y E es 10 cM y, por tanto,
hay un 10 % de probabilidades de que el alelo 2 no esté en el mismo cromosoma que la mutacién E en la madre (1,2). Es decir el alelo 2 se
asocia al gen E mutado una probabilidad del 90 %. Puesto que durante la meiosis materna puede darse un cross-over entre el alelo 2 y el gen
mutado E con una probabilidad del 90 % otra vez, al final tenemos que si el hijo (probando) es 2,2, podemos concluir que serd afecto de la en-

fermedad con una probabilidad del 82 % [0,82 = (0,9 x 0,9) + (0,1 x 0,1)].

por ejemplo, existen lineas celulares de pacientes con
aberraciones cromosémicas tales como 47,XXX,
49 XXXXX, etc., cuyo DNA es procesado mediante la
técnica de Southern. Si un fragmento de DNA (sonda)
se localiza en el X, a igualdad de DNA total por mues-
tra, la sefial autorradiogréfica serd mas intensa cuantos
mas cromosomas X posean las células.

Hibridacién in situ

Un método relativamente simple para establecer la
posicién de un fragmento de DNA en el genoma es la
hibridacién de dicho fragmento, previamente marcado
con un fluorocromo, a extensiones de cromosomas en
portaobjetos. Aunque se trata de una técnica laboriosa,
la hibridacién in situ es, en muchas ocasiones, una pri-
mera aproximacién al mapping fisico con una resolu-
cién de hasta 1-2 Mb, que posteriormente se refina
mediante otros procedimientos.
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Citometria de flujo

Unos pocos laboratorios se han especializado en se-
parar cromosomas humanos mediante citometria de
flujo. Las células se tifien con colorante intercalares,
que se unen al DNA de modo estequiométrico, y los
cromosomas en metafase se hacen pasar por delante de
un haz laser. La intensidad de la emisién fluorescente
generada por el colorante es proporcional al tamafio
del cromosoma y, por tanto, se pueden purificar frac-
ciones enriquecidas en un solo cromosoma. De este
modo se han preparado genotecas humanas que con-
tienen mayoritariamente fragmentos de DNA de un
cromosoma determinado.

Fotélisis y micromanipulacion

Recientemente se han propuesto otras tecnologfas
sofisticadas para aislar una pequefa porcién de un cro-



mosoma con el fin de generar marcadores especificos
de esa regi6n. En este sentido, algunos laboratorios han
disefiado procedimientos que, mediante micromanipu-
lacién a través del microscopio, consiguen tomar DNA
de una banda concreta de un cromosoma. Estas canti-
dades minimas de DNA son amplificadas por PCR para
generar marcadores de esta regién. Un procedimiento
alternativo usa rayos ldser para vaporizar la mayoria del
cromosoma y dejar intacto s6lo determinadas regiones
del mismo, definidas bajo el microscopio, de las que se
generan marcadores mediante PCR.

Electroforesis en campo pulsitil

Mientras que la electroforesis convencional en geles
de agarosa permite separar fragmentos de DNA de
hasta 50 kb, el uso de campos eléctricos que varfan la
direccién periédicamente hace posible resolver frag-
mentos de DNA de hasta 9 Mb. Estos grandes fragmen-
tos de DNA se generan mediante digestién con enzimas
de restricciéon que reconocen dianas muy poco fre-
cuentes en el genoma. El DNA genémico, tratado es-
pecialmente para no cizallarlo, es sometido a diges-
tion con estas enzimas y, tras electroforesis en campo
pulsétil (PFGE), a hibridacién tipo Southern. Si dos mar-
cadores se hibridan al mismo fragmento de DNA con-
cluimos que estan ligados fisicamente, en una distancia
méxima equivalente al tamafo de la banda autorra-

diogréfica detectada.

Clonacién en cromosomas artificiales de levadura
(YAC)

Numerosos laboratorios estan en la actualidad capa-
citados para clonar fragmentos de DNA de 0,5-1,0 Mb
en cromosomas artificiales de levadura. Estas clonas
se pueden utilizar para refinar el mapa fisico ya que si
dos marcadores hibridan la misma clona han de estar
intimamente ligados (0,5-1,0 Mb). La obtencién de clo-
nas de YACs que comparten alguna secuencia (solapa-
das) y que cubren un intervalo del genoma concreto es
uno de los procedimientos de mapping fisico mas utili-
zados en el momento presente. Al conjunto de clonas
solapadas que cubren una regién del genoma se deno-
mina contig (de contiguo). A su vez, las clonas YACs se
usan para ordenar contigs de clonas en vectores tipo
fago, de menor capacidad que se utilizan para estu-
diar la estructura fina y secuencia del gen en cuestién.
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