Práctica 3. Localización de mutaciones en grupos de ligamiento de D. melanogaster.
Objetivo: a partir de dos mutaciones desconocidas, mediante cruces , trataremos de ontener datos experimentales suficientes para determinar a que cromosoma pertenecen esas mutaciones.

Metodología: las mutaciones problema “a”, presenta fenotipo de ojos blancos en homocigosis, y “b”, presenta ojos negros en hemicigosis, pueden encontrarse en cualquiera de los cromosomas de Drosophila melanogaster: X, II, III, IV.

Para ayudar a localizar estas mutaciones, usaremos unas mutaciones marcadoras, ya que sabemos en que cromosoma se encuentran.

· Mutación “ebony” provoca moscas con cuerpo oscuro, localizada en el cromosoma II: “3”

· Mutación “vg” provoca alas vestigiales, localizada en el cromosoma III: “2”

Analizamos mutación “a”
Cruce parental

a 2+ 3+   x   a+ 2 3  

                        a 2+ 3+        a+ 2 3 

Resultados de F1: todas las hembras presentaron un fenotipo normal y los machos fueron todos mutantes. Esto ya nos indica que la mutación “a” se localiza en el cromosoma X ya que si estuviera en un autosoma, los machos tendrían fenotipo salvaje.
La muación “a” se encuentran en el cromosoma X, es una mutación ligada al sexo.

Hacemos un recuento de la F1 y observamos que todos los individuos son normales, por lo que desechamos que la mutación esté ligada al sexo.

Analizamos mutación “b”
Cruce parental

b 2+ 3+   x   b+ 2 3  

                        b 2+ 3+        b+ 2 3 

Resultados F1: todos los individuos de la F1, tienen fenotipo salvaje, esto significa que podemos descartar que la mutación “b” sea ligada al sexo. La mutación “b” no se localiza en el cromosoma X.

Una vez desechada la hipótesis de la mutación ligada al sexo, tenemos 3 hipótesis alternativas:

H1: la mutación se localiza en el cromosoma II

H2: la mutación se localiza en el cromosoma III

H3: la mutación se localiza en el cromosoma IV

Para comprobar estas hipótesis debemos analizar la F2, el cruzamiento que hacemos es hembras vírgenes de la F1, para asegurarnos de ello, seleccionamos pupas, con machos también de la F1.

b  2+3+   x   b 2+3+  

                        b+ 2 3         b+ 2 3 

Igual que con el cruce anterior, eliminamos los parentales a la semana siguiente.

Analizamos la F2 y obtenemos los siguientes resultados:

	
	Fenotipo
	 Nuestros
	Otro grupo

	
	+ + + 
	172
	538

	
	b 2 3
	0
	 0

	
	+ 2 +
	51
	198

	
	b + 3
	0
	46

	
	+ + 3
	2
	168

	
	b 2 +
	0
	0

	
	b + + 
	0
	170

	
	b + 2 
	0
	46


Con nuestros datos, no podemos llegar a ninguna conclusión a primera vista, llegamos a la conclusión que el cruce de la F1 no esta bién realizado, desechamos los datos y pedimos  los datos a otro grupo.

Con los otros datos, creemos que la mutación no se localiza en el cromosoma IV ya que no tenemos todos los fenotipos, mas adelante lo comprobaremos estadísticamente.

Si la mutación estuviera ligada al cromosoma II, el los resultados obtenidos en la F2 debería no poder ser rechazado por un test ji-cuadrado. Cuando dos mutaciones se encuentran ligadas, no aparecen juntas. El cruce esperado sería el siguiente:

Cruces Parentales

 a 2+     x    a+ 2





 a 2+
            a+ 2

Toda la F1 es normal.
       

 a 2+
 
 




      

 a+ 2



La F2 es el resultado de cruzar la F1, teniendo en cuenta que en D. melanogaster los machos no recombinan.

	
	
	
	a  + 
	- +  2
	
	

	
	
	- a  +
	a  +
	 +  +
	
	

	
	
	- +  2
	+  +
	-+  2
	
	

	
	
	- a  2
	a  +
	-+  2
	
	

	
	
	- +  + 
	+  +
	 +  +
	
	


Resultados esperados:    

· + + = 2/4     a  + = ¼     + 2 = ¼   a 2 = 0

Aquí comprobamos que cuando dos mutaciones están ligadas, no se presentan juntas, en el recuento NO podemos tener los siguientes genotipos:   “a 2 3”  ni  “a 2 3+”

Tampoco tenemos el genotipo “b + 3” pero estamos convencido que ha sido un error debido al recuento o por no haber contado bastantes moscas.

Si la mutación estuviera ligada al cromosoma III, el los resultados obtenidos en la F2 deberian no poder ser rechazados por un test ji-cuadrado. Cuando dos mutaciones se encuentran ligadas, no aparecen juntas. El cruce esperado seria el siguiente:

Cruces Parentales

 a 3+     x    a+ 3





 a 3+
            a+ 3

Toda la F1 es normal.
        a 3+
 
 





        a+ 3



La F2 es el resultado de cruzar la F1, teniendo en cuenta que en D. melanogaster los machos no recombinan.

	
	
	
	a  + 
	- +  3
	
	

	
	
	- a  +
	a  +
	 +  +
	
	

	
	
	- +  3
	+  +
	-+  3
	
	

	
	
	- a  3
	a  +
	-+  3
	
	

	
	
	- +  + 
	+  +
	 +  +
	
	


Resultados esperados:    

· + + = 2/4     a  + = ¼     + 3 = ¼   a 3 = 0

Aquí comprobamos que cuando dos mutaciones están ligadas, no se presentan juntas, en el recuento NO podemos tener los siguientes genotipos:   “a 3 2”  ni  “a 3 2+”

Si la mutación estuviera ligada al cromosoma IV, el los resultados obtenidos en la F2 deberían no poder ser rechazados por un test ji-cuadrado. Cuando dos mutaciones se encuentran ligadas, no aparecen juntas. El cruce esperado seria el siguiente:

Cruces Parentales

 a 2+ 3    x    a+ 2 3





 a 2+ 3              a+ 2 3

Toda la F1 es normal.
        
           a  2+ 3+
 
 





           a+ 2 3


La F2 es el resultado de cruzar la F1, teniendo en cuenta que en D. melanogaster los machos no recombinan. Pero que las 3 mutaciones al encontrarse en cromosomas diferentes se segregan de forma independiente.

	
	a + +
	+ 2 3
	a 2 3
	+ + +
	a 2 +
	+ + 3 
	a + 3 
	+ 2 + 

	a + +
	a++
	+++  
	a++
	+ + +
	a++
	+++
	a++
	+++

	+ 2 3
	+++
	23
	23
	+ + +
	+2+
	++3
	++3
	+2+

	a 2 3 
	a++
	23
	a23
	+ + +
	a2+
	++3
	a+3
	+2+

	+ + + 
	+++
	+++
	+++
	+ + +
	+++
	+++
	+++
	+++

	a 2 +
	a++
	+2+
	a2+
	+ + +
	a2+
	+++
	a++
	+2+

	+ + 3
	+++
	++3
	++3
	+ + +
	+++
	++3
	++3
	+++

	a + 3
	a++
	++3
	a+3
	+ + +
	a++
	++3
	a+3
	+++

	+ 2 +
	+++
	+2+
	+2+
	+ + +
	+2+
	+++
	+++
	+2+


Resultados:



+++ 27/64
+23 1/64
a++ 9/64
+23 3/64





a2+ 3/64
++3 9/64
a+3 3/64
+2+ 9/64

Como la mutación no esta ligada a ninguna mutación marcadora, es posible observar todos los fenotipos del cruce.

Práctica 4. Elaboración de mapas cromosómicos mediante recombinación en D. melanogaster.

Objetivo: realizar un mapa cromosomico de 6 mutaciones problema y averiguar como se disponen fisicamente en los cromosomas con las distancias genicas entre ellos.
Tenemos 2 cruces diferente (A) y (B)

Se hizo el mismo tipo de cruce para los dos grupos de genes, obtenemos el triple heterocigoto y una vez obtenido se hace un cruzamiento con el triple mutante.

(A) Cruce de parentales. Vamos a realizar un cruzamiento entre hembras triple mutantes homocigóticas para:

· w
· cv
· sn
Estas mutaciones se localizan en el cromosoma X.
Colocamos 7 hembras vírgenes (pupas) y 4 machos OrRed.

Cruce parental:

w cv sn     x
 + + + 




W cv sn  
  ------


(Este cruce no nos funciona debido a que los machos mueren antes de salir las pupas posiblemente debido a un exceso de anestesia, ya que hay una mortandad del 100%. Realizaré los cálculos con los datos de la clase completa.)

La F1 nos aporta los individuos que necesitamos para el cruce, nos evitamos tener que coger hembras vírgenes.

Cruce prueba con la F1:






w cv sn    x    + + +






w cv sn  
     ------


Analizamos la F2:




	Fenotipos
	Grupo 1
	Grupo 2
	Grupo 3
	Totales
	Tipo

	+ + +
	44
	35
	3
	82
	Parental

	w cv sn
	24
	10
	1
	25
	Parental

	+ + sn
	5
	2
	0
	7
	Rec. 1

	w cv +
	5
	0
	0
	5
	Rec. 1

	w + + 
	10
	4
	1
	15
	Rec. 1

	+ cv sn
	2
	0
	0
	2
	Rec. 1

	w + sn
	0
	0
	0
	0
	Doble Rec.

	+ cv sn
	0
	0
	0
	0
	Doble Rec.


Los DR son  “w + sn” y “+ cv +”, por lo tanto, el orden de los genes debe ser:

	
	
	w cv sn
	
	


Calculamos la Frecuencia de Recombinación para saber si estan ligados, distancias, coeficiente de coincidencia y función de mapa.

(B) Cruce de parentales. Vamos a realizar un cruzamiento entre hembras triple OrRed, con machos mutantes para:

· ri

· hn


· ss


Estas mutaciones se encuentran en el cromosoma III., todas son recesivas y en homocigosis presentan fenotipo diferente cada una de ellas.

Colocamos 5 hembras vírgenes (pupas), esta vez son hembras las OrRed porque son mas resistentes que la otra cepas mutante y 4 machos OrRed.

Cruce parental:

ri hn ss     x
 OrRed





ri hn ss  
  + + +


Cruce prueba con la F1:






ri hn ss    x
 ri hn ss 






+ + +  

 ri hn ss 


Analizamos los resultados de la F2:




	Fenotipos
	Grupo 1
	Grupo 2
	Grupo 3
	Grupo 4
	Grupo 5
	Grupo 6
	Grupo 7
	Totales

	 + + +
	58
	189
	306
	44
	52
	93
	54
	493

	 hn ri ss
	0
	0
	0
	0
	3
	0
	2
	5

	 + + ss
	31
	65
	0
	4
	3
	0
	18
	124

	 hn ri +
	9
	15
	0
	1
	2
	3
	1
	31

	 + ri ss
	1
	2
	0
	0
	4
	1
	1
	9

	 hn + +
	29
	52
	0
	22
	1
	6
	8
	27

	+ ri +
	6
	7
	0
	3
	3
	2
	6
	27

	 hn + ss
	13
	23
	0
	2
	0
	0
	4
	42


En este caso, los Doble Recombinantes son “hn + ss” y “ + ri +”, por lo tanto el orden de los genes es el siguiente
	
	
	hn ri ss
	
	


Calculamos la Frecuencia de Recombinación para saber si estan ligados, distancias, coeficiente de coincidencia y función de mapa.

Práctica 5.  Localización cromosómica precisa en genes mediante el uso de deficiencias en D. melanogaster.

Objetivo: queremos que mediante el uso de cepas con deleciones cromosómicas de extensión y posición conocidas, localizar la posición precisa de un gen en un cromosoma a partir de los resultados de las pruebas de complementación con diferentes deficiencias.
Metodología: si la deleción complementa con la mutación problema, es porque el gen mutado se encuentra en la región que no contiene la delección, acotando varias deleciones, conoceremos la localización precisa de la mutación problema.

La mutación se encuentra entre las regiones 64 y 67 del mismo cromosoma de D. melanogaster.

Las cepas portadoras de deleciones cromosómicas presentan las siguentes características:

· En un cromosoma tenemos la deficiencia y en el otro el equilibrador.

· Portan mutaciones dominantes (heterocigoto tiene fenotipo mutante)

· Son letales en homocigosis, solo va a salir Df/equilibrador

· Son cromosomas con inversiones que impiden recombinaciones en una zona cercana, es indiferente tener hembras porque no se pierde por recombinación.

Grupo de complementación: pertenecen al mismo grupo de complementación, aquellas mutaciones que perteneciendo al mismo gen, no complementan.

Si las mutaciones complementan, se supone que no pertenecen al mismo grupo de complementación, no son alélicas. No afectan al mismo gen.

Cruces:

A Arantxa y a mi, nos han tocado las deleciones 98, 92 y 98. Los cruces son identicos cambiando los machos que portan cada deficiencia.
Cruce parental:
b/b
x
Df/eq

F1:


½ b/eq => con fenotipo mutante para las mutaciones dominantes del eq.

½ b/Df => normales o mutantes b dependiendo de si existe o no    complementación.
A continuación cruzamos hembras mutantes para b con machos de las cepas con cada una de las distintas deficiencias. En función de los resultados de los cruces, sabremos si cada deficiencia complementa con la mutación b.

Deleción 92
Posee la deleción en las regiones 65F y 66B

Deleción 94

Posee la deleción en la región 66C

Deleción 98

Posee la deleción en las regiones 66E y 67D

Resultados:
	
	
	Deficiencia
	b/b
	
	
	

	
	
	89
	+
	
	
	

	
	
	90
	+
	
	
	

	
	
	91
	0
	
	
	

	
	
	92
	+
	
	
	

	
	
	94
	+
	
	
	

	
	
	98
	+
	
	
	


El cruce entre la cepa mutante y b y el cromosoma de la Df 91 no complementan, eso quiere decir que no existe copia normal del gen y por ello la deficiencia y la mutación se encuentran en la misma zona.

Conclusión

La mutación b se encuentra entre la posición 65F y 66B, pero también sabemos que la mutación b si complementa con el resto de deficiencias, por ello solo existe un único lugar posible donde se puede localizar esta mutación, ese lugar es la zona 66A del cromosoma 3 de D. melanogaster.
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