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MAPEO DE GENES EN EL RATON

El ratdn es considerado por muchos investigadores coma un modele animal casi perfecto porgue,
ademas de su corto tiempo generacional, facil mantenimiento y alta performance reproductiva, tiene
varias caracteristicas que, cuando se las considera en conjunto, lo hacen un modelo dnico para la
genética experimental. De estas, hay tres que vale la pena hacer resaltar:

1. Es posible obtener cepas que son virtualmente homocigotas para todos sus loci por medio de
la cruza ropetida entre hermanos (endocria). Muchas de esas cepas han sido establecidas en las
ultimas décadas y presentan la ventaja, para los mapeos de genes, de producir un solo tipo de
gametas. Estas cepas, denominadas consanguineas (inbred sfrains, en inglés), estan constituidas
por animales genéticamente idénticos y con estabilidad genética a largo plazo, lo que asegura la
repetibilidad de los experimentos’.

2. El ratén es inusual en el sentido de que es posible criar hibridos viables y fertiles acoplando
las cepas de laboratorio antes mencionadas (derivadas de las especies Mus musculus domesticus o
Mus musculus musculus) con varias especies murinas derivadas de animales salvajes (por ejemplo
Mus sprelus). Cruzamientos de este tipo han sido muy utilizados para eslablecer mapas de ligamiento
porgue permiten la segregacion de un gran numero de polimortismos genéticos en una sola cruza®.

3. El extenso conocimiento de los estadios tempranos de la embriogénesis del ratén ha permitido
el desarrollo de técnicas que producen alteraciones heredables del genoma casi "a pedido”. En el
raton es relativamente facil producir en forma eficienle animales transgénicos inyectando secuen-
cias de ADN dentro del prondcleo de un huevo ferilizado. Es posible incluso substituir, en la linea
germinal, la copia normal de un gen dado por una “mutante”, via la técnica de recombinacion homaéloga
en células primordiales embrionarias (ES cefls). La transgénesis y la recombinacion homdloga han
reforzado el papel fundamental del ratén como modelo en biomedicina porque se trata del dnico
mamifero en el cual se puede evaluar en forma experimental el rol biolégico de secuencias de ADN
de funcidn desconccida. El raton ha sido utilizado por los genetistas desde los primeros experimen-
tos realizados por Cuénot, quien en 1902 informd que las leyes de Mendel podian ser aplicadas
también a esta especie. Desde enlonces, cientos de mutaciones han sido descriptas y localizadas
en algin cromosoma muring en particular, lo que llevd al rapido desarrollo de mapas genéticos de
cierto nivel de densidad. ¥Ya para 1980 el raton tenia el mapa genético mas completo y extenso de
todos los mamiferos, incluide el hombre. Con la llegada de las técnicas de biologia molecular, en
especial el ADN recombinante, el ratén perdid este liderazgo en manos de la genética humana, pero
al mismo tiempo quedd en claro la enorme complementacion entre estas dos especies desde mu-
chos puntos de vista, en particular, los mapeos de genes®.

El genoma murino y su mapa genético

El ratdn de laboratoric "estandar® tiene un cariotipo de 40 cromosomas (19 autosomicos mas el
par sexual}. Los cromosomas murinos son dificiles de diferenciar en los preparados citogenéticos
porque, contrariamente a los humanos, son todos acrocéntricos y muestran una graduacion conti-
nua en el tamano. El contenido de ADN del genoma haploide del ratén es de 3 picogramos (3 x
107 g) que seria un equivalente a 2,7 x 10* pares de bases (pb). Segun los cdlculos actuales, no
mas del 5-8% del contenido de ADN es "funcional® mientras que el resto esta representado por se-
cuencias de baja complejidad y una gran variedad de secuencias repetilivas de distintos tamanos.
Algunas de éstas, parlicularmente las cortas, han sido muy dtiles para la construccion de mapas
genéticos. Segun las estimaciones mas recientes, el genoma murino contendria entre 50.000 y
100.000 genes, de los cuales sdlo un pequeno porcentaje ha sido identificado, fundamentalmente
por la existencia de mutaciones o por trabajos de genética molecular.
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La forma mas racional de desarrollar un mapa genético del genoma del ratén es hacerlo en for-
ma gradual, paso a paso, primero ubicando una serie de loci de referencia (anchor leci), o de mar-
cadores, e ir aumentando progresivamente el numero de los mismos en los espacios desierlos has-
ta lograr un “andamio® sdlido. Con este enfoque escalonado y. teniendo en cuenta que el numero de
marcadores a disposicién es suficientemente grande, es posible hoy en dia realizar mapas de alla
densidad en el ratén, De hecho, ésta es la estrategia que vienen utilizando los genetistas desde
comienzos del siglo veinte, cuando J.B. Haldane y colaboradores informaron en Journal of Genetics
que las mutaciones del color del pelaje, albino (c) y pink-eyed dilution (p), eslaban ligadas®.

Hay tres clases de mapas que interesan a los genetistas:

1. Mapas de ligamiento. El establecimiento de mapas de ligamiento (linkage maps) se basa en el
hecho de que, durante la meiosis, los loci que se encuentran en diferentes cromosomas sé separan
al azar en las gametas mientras que los que se& encuentran en un MISMOo Cromosoma tienden a co-
segregar, a menos que un evento de recombinacion (cross-over) rompa esa asociacion "parantal”,
La probabilidad de que dos genes sean separados por un evento de recombinacién dependera de la
distancia que hay entre ellos. Esto se ve reflejado en la eleccién de la unidad de mapeo, el centiMorgan
(cM), que corresponde al 1% de probabilidad de producir una gameta recombinante luego de una
meiosis. Un mapa de ligamiento es, en otras palabras, un diagrama de los rearreglos lineales de los
genes localizados en un cromosoma dado. La densidad de un mapa genético estara correlacionada
con &l nomero de polimorfismos que segregan en una cruza particular mientras que su resolucion
depende del nimero de gametas (= nimero total de meiosis) analizados en la progenie. La longitud
total del mapa de hgamiento del ratén ha sido estimada por diversos investigadores, usando diferen-
tes enfoques, en el orden de los 1550 a 1600 cM. Esto quiere decir que, en promedio, 1 cM en ol
genoma del ratén corresponde a 1700 kilobases (kb), mientras que en el humano (en el cual la fre-
cuencia de recombinacion es mucho mayor) esla cifra es equivalente a 1000 kb*.

2. Mapas cromosémicos. Mieniras que los mapas de ligamiento requieren la realizacion de prolo-
colos con cruzas de animales, los mapas cromosémicos se logran usando técnicas que no incluyen
la reproduccién sexual como son la hibridacion in situ (poco utilizada en ratones porque es mas facil
y practico realizar esquemas reproductives), los hibridos de cdlulas somdticas (muy usados para
localizar genes humanos) y los mapas de delecidn (es uno de los mélodos mas interesantes para
desarrollar rapidamente un mapa preciso de una pequefia regidn cromosomica).

3. Mapas fisicos. Un mapa lisico (physical map) es la representacion real del alineamiento de los
genes en un cromosoma. El orden de los genes es el mismo que el dado por los mapas de ligamientg,
pero las distancias son medidas en kb o megabases (Mb). Estos mapas constituyen un paso crucial
en la caracterizacién estructural y funcional del genoma. Pueden lograrse por diversos mélodos pero
el mas conveniente es el ordenamiento de sets de clones superpuestos (contigs), ya sean éstos
clonados en fagos (P1 en general), césmidos, cromosomas arlificiales de bacterias (BACs) o
cromosomas artificiales de levaduras (YACs). Siguiendo esla estrategia, la realizacion de un mapa
lisico es un "segundo paso” una vez establecido el mapa de ligamiento®.

Integracién de mapas (mapas consenso)

Para una cruza de animales determinada, se puede establecer un mapa de ligamiento exclusiva-
mente para los marcadores que segregan en la misma pero, lamentablemente, el numero de escs
marcadores es muchas veces limitado. Esta limitante se extiende también al polimorfismo entre las
cepas parentales (o las técnicas utilizadas para detectarlo). En este sentido, la utilizacion de se-
cuencias de ADN conocidas como microsatélites o SSLP (simple sequence length polymorphism)
como marcadores moleculares facilité enormemente los trabajos de mapeo debido a la posibilidad
de amplificacién de estos pequefios segmentos por medio de la técnica de PCR (polymerase chain
reaction) y a su disponibilidad (hay mas de 6000 descriptos, lo que asegura un marcador cada 450
kb). Aproximadamente, el 50% de los microsatélites descriptos hasla al momento en el ratén mues-
tra polimorfismo entre las distintas cepas de laboratorio, aunque ese porcentaje se eleva al 77%
entre la cepa C57B1/6 y M.m. castaneus, y al 90% si se trala de M. spretus®. Aunque se han usado
ocasionalmente técnicas no sexuales en mapeos genéticos del raton, la mayoria de la informacion
ha provenido, sin ninguna duda, del uso de cruzas informativas de ratones como las refrocruzas
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{backcross), las intercruzas (intercross) y las retrocruzas interespecificas. La utilizacién de
especimenas salvajes del mismo género Mus (pero de ofras especies) para cruzar con las cepas de
laboratorio clasicas y obtener parentales més polimorficos dié resultados exitosos y llevé los mapeos
murinos a una nueva era. La primera especie salvaje utilizada con este propdésito fue Mus sprefus
originaria del mediterraneo,

Es muy importante combinar los resultados obtenidos en distintas cruzas independientes en un
*mapa consenso” (cuando los datos obtenidos poseen marcadores en comun). Para ayudar a la in-
tegracion de los diversos mapas genéticos, los genetistas han definido un set de loci de referencia
{marcadores universales con homélogos en varias especies) que se encuentran uniformemente dis-
tribuidos en todos los cromosomas y son, a la vez, muy polimérficos®. Los mapas consenso actuali-
zados para el genoma del ratén son publicados periédicamente en las revistas Mammalian Genome
y Mouse Genome, y pueden obtenerse a través de la red Internet {http://www.jax.org.) en la base
de datos Mouse Genome Datfabase (MGD) del Jackson Laboratory.

Son varios los programas de mapeo a gran escala que se han venido desarrollando en los diti-
mos 10 afios en el genoma del ratén. Histéricamente, los dos mas importantes son los llevados a
cabo en el instituto Pasteur, Paris y en el Frederick Cancer Research and Development Center,
Maryland, LUSA, sumandose en la actualidad los programas del Jackson Laboratory, Maine, USA, el
Mouse Genome Project del National Center for Human Genome Research, NIH/DOE, Maryland, USA
y &l programa en colaboracién entre el MAC britdnico y el Instituto Pasteur (European Collaborative
Interspecific Backcross o EUCIB). El panel de retrocruzas del EUCIB es en la actualidad el mas grande
del mundo con un namero de 982 muestras de ADN evaluadas para loci de referencia a lo largo del
genama’.

Aplicaciones de los mapas genéticos del ratén
Estudios de evolucion del genoma

La distribucion de los genes responde a cambios producidos durante la evolucion del genoma en
diferentes momentos de la historia de la especie. Estos mecanismos aln no son bien conocidos pero,
con el desarrollo de buenos mapas genéticos, se podra comprender mejor lo ocurride durante la
evolucién de estas secuencias (por ejemplo, la duplicacién de un gen ancestral que codifica para la
amilasa en el cromosoma 3 del ratén dié como resultado dos copias del gen, Amy1 y Amy2, siendo
el primer gen activo en las glandulas salivales y el segundo en el pancreas).

Establecimiento de homologias cromosdmicas entre especies

De los 3.000 genes mapeados actualmente en el ratén, hay alrededor de 1.800 genes homologos
con genes humanos y se observé que existen grupos de genes que muestran el mismo orden lineal
en ambas especies (grupos sinténicos)’. Cada uno de estos grupos constituye un segmento
cromosamico conservado resultando en homologias inter-especificas. Actualmente hay 185 segmentos
de este tipo reconocidos en el genoma murino, con tamanos que van desde 1 cM a mas de 50 cM.
La longitud total de todos estos segmentos conservados es aproximadamente 1.050 cM, lo que co-
rresponderia al 65% del genoma del raton. Estos mapas comparativos pueden usarse para predecir
ligamientos entre genes y para identificar "genes candidato” para enfermedades genélicas en am-
bas especies. La identificacién del gen obese responsable de fendmenos de obesidad en el ratén y
el hombre es un ejemplo reciente de este tipo de trabajos®. Asimismo, estas homologias aportaran
datos para el ambicioso proyecto de la secuenciacion completa del genoma humano (Human Genome
Projec) lanzado en 1988. En la actualidad, se encuentran terminadas las secuencias genomicas com-
pletas correspondientes a 141 virus, 51 organelas, 2 eubacterias (Haemophilus influenzae y
Mycoplasma genitalium), 1 arcobacteria (Methanococcus jannaschii) y 1 eucariota (la levadura
Saccharomyces cerevisiae) siendo este Gltimo, con 12 Mb, el genoma mas grande secuenciado hasta
el momenta™. Un mapa de este tipo para el genoma humano estara disponible recién en el ano 2005,
siempre que se cumpla con lo proyectado. En vistas al tremendo valor que tendria un mapa de es-
tas caracteristicas para la biomedicina, no es razonable esperar hasla ese memento para comenzar
a disenar dicho mapa. Es por eso que se esta trabajando actualmente en construir mapas en base
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a fragmentos cortos de ADNec, amplificados por PCR a partir de extremos no-traducidos de ARNm,
denominados EST's (expressed sequence fags). La coleccion publica de ESTs es actualmente de
450,000 secuencias, entre las cuales se encuentran representados el 80% de los genes humanos.
Asimismo, se estd trabajando en la localizacion de EST's humanos, utilizando los mismos primers,
en el genoma de la rata y el ratén, lo que permilira descubrir nuevas homologias. Finalmente, el
ultimo mapa génico humano (publicado en el ano 1996 por el consorcio intermacional a cargo del
proyecto)' contiene 16.000 loci mapeados, representados por secuencias de ADNc.
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If we do not plant the free of knowledge when young, it will give us no shade when we
are ofd.

Si no plantamos el drbol de la sabiduria cuando jovenes, no podréa prestarnos su sombra
en la vejez.

Lord Chesterfield (1694 - 1773)

Lattars to his son, 1747
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