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&iquest;Qu&eacute; son los marcadores gen&eacute;ticos?
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&iquest;Qu&eacute; son los
marcadores
gen&eacute;ticos?
• El concepto de marcador surge con
los trabajos de Mendel:
Utiliz&oacute; los colores de las flores (y otros caracteres
morfol&oacute;gicos) como marcadores que le permitieron
estudiar los patrones de la herencia
Agrobiotecnolog&iacute;a
Marcadores
moleculares
Tomado de: Griffiths et al., An Introduction to Genetic Analysis, 2000.
Gregor Mendel
(Moravian Museum, Brno)
Jard&iacute;n del monasterio donde Mendel realizaba
sus experimentos con las arvejas
&iquest;Qu&eacute; son los
marcadores
gen&eacute;ticos?
• Permiten establecer diferencias (polimorfismos) entre
dos individuos diferentes (genotipos) pertenecientes a la
misma especie (o a especies emparentadas).
• Su herencia suele responder a las leyes de Mendel.
• Los primeros marcadores utilizados fueron los de tipo
morfol&oacute;gico (fenot&iacute;picos), por ejemplo, color de la flor.
• Permiten la confecci&oacute;n de mapas gen&eacute;ticos o de
ligamiento.
• Son puntos de referencia ubicados en los cromosomas.
Agrobiotecnolog&iacute;a
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Mapa gen&eacute;tico de tomate basado en marcadores morfol&oacute;gicos
Tomado de: Griffiths et al., An Introduction to Genetic Analysis, 2000.
Tipos de
marcadores
gen&eacute;ticos
• Fenot&iacute;picos: los polimorfismos de los genes se
detectan a trav&eacute;s de sus productos
- Morfol&oacute;gicos: por ejemplo, color de flor
- Bioqu&iacute;micos: b&aacute;sicamente perfiles electrofor&eacute;ticos de
isoenzimas y de prote&iacute;nas de reserva
• Genot&iacute;picos o moleculares: Los polimorfismos
de genes u otras secuencias no codificantes se
detectan a nivel del ADN
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- Restricci&oacute;n con endonucleasas + hibridaci&oacute;n
molecular
(ejemplo, RFLP)
- Amplificaci&oacute;n por PCR (ejemplo, RAPD y
microsat&eacute;lites)
- Restricci&oacute;n con endonucleasas + PCR: (ejemplo,
AFLP)
- Conformaci&oacute;n del ADN (ejemplo, SSCP)
- Secuenciaci&oacute;n directa
- Base molecular: mutaciones puntuales o
estructurales (inserciones, deleciones, variaciones en el n&uacute;mero de
motivos repetidos en t&aacute;ndem)
Comparaci&oacute;n
entre
marcadores
morfol&oacute;gicos
y moleculares
Marcadores
Marcadores
morfol&oacute;gicos
moleculares
Influencia del ambiente
Sin influencia ambiental y neutros
Bajo n&uacute;mero
Cantidad ilimitada
Baja cobertura del genoma
Amplia cobertura del genoma
Bajo nivel de polimorfismo
Alto nivel de polimorfismo
Menos informativos
(dominantes o recesivos)
M&aacute;s informativos
(en general codominantes)
Caracteres de madurez
An&aacute;lisis en fases tempranas
Entrenamiento y subjetividad
Sencillos, r&aacute;pidos y objetivos
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Marcadores bioqu&iacute;micos: isoenzimas
y prote&iacute;nas de reserva
Agrobiotecnolog&iacute;a
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Marcadores
bioqu&iacute;micos:
isoenzimas
• Isoenzimas
Grupo de m&uacute;ltiples formas moleculares de una misma
enzima presente en una misma especie, como resultado
de la presencia de uno o m&aacute;s genes que codifican cada
una de estas formas.
Las que son relevantes como marcadores gen&eacute;ticos son
las aloenzimas (o alozimas) que son variantes al&eacute;licas
del mismo gen (o locus) y que presentan una migraci&oacute;n
electrofor&eacute;tica diferencial.
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Ejemplo:
detecci&oacute;n de
isoenzimas
de ma&iacute;z
Malato deshidrogenasa (MDH)
F isomerasa
Agrobiotecnolog&iacute;a
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Gentileza de Instituto Nacional de Semillas, Argentina.
Identificaci&oacute;n de variantes isoenzim&aacute;ticas. Se observan genotipos
homocigotas y heterocigotas para diferentes alelos en una poblaci&oacute;n de
ma&iacute;z analizada para dos loci isoenzim&aacute;ticos (MDH y F isomerasa), lo que
revela la existencia de polimorfismos dentro de la misma.
Detecci&oacute;n de
isoenzimas:
Interpretaci&oacute;n
de resultados
Agrobiotecnolog&iacute;a
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• La interpretaci&oacute;n de los geles puede ser dif&iacute;cil
porque los patrones de bandas suelen ser complejos
Adaptado de: Ferreira and Grattapaglia. Introdu&ccedil;&atilde;o ao uso de marcadores moleculares em an&aacute;lise gen&eacute;tica, 1995.
La enzima puede ser multim&eacute;rica: sus subunidades pueden tener un
control gen&eacute;tico complejo. Puede comprender alelos del mismo locus
(alozimas) o de loci diferentes(isozimas). La expresi&oacute;n es codominante.
Detecci&oacute;n
de prote&iacute;nas
de reserva
• Se extraen mediante procedimientos sencillos a partir
de las semillas.
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• Se separan mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (con
detergentes).
• No se requiere detectar actividad enzim&aacute;tica.
• Se visualizan por tinci&oacute;n con Azul de Coomassie.
Ejemplo:
detecci&oacute;n
de prote&iacute;nas
de reserva
de avena
Agrobiotecnolog&iacute;a
Gentileza de Instituto Nacional de Semillas, Argentina.
Marcadores
moleculares
Perfiles electrofor&eacute;ticos de prote&iacute;nas de reserva
de distintas variedades argentinas de avena.
Extracci&oacute;n de ADN: generaci&oacute;n de marcadores de ADN
1. Recolecci&oacute;n muestra material
vegetal y almacenamiento
temporario en hielo
4. Pasaje de la muestra a tubos
eppendorf y pesado de la misma.
7. Centrifugado para separaci&oacute;n de la
fase l&iacute;quida de la s&oacute;lida.
2. Almacenamiento en
ultrafreezer (– 80 &deg;C).
3. Macerado del tejido vegetal
empleando nitr&oacute;geno l&iacute;quido.
5. Extracci&oacute;n del ADN utilizando
solventes org&aacute;nicos.
8. Purificaci&oacute;n final del ADN extra&iacute;do (lavados
con alcohol y resuspensi&oacute;n final del mismo en
agua est&eacute;ril.
6. Muestras con
buffer de
extracci&oacute;n en ba&ntilde;o
termost&aacute;tico.
Marcadores
genot&iacute;picos o
moleculares
basados en
la restricci&oacute;n
enzim&aacute;tica
del ADN
Marcadores moleculares RFLP
Restriction Fragment Length Polymorphism
(polimorfismo de longitud de fragmentos
de restricci&oacute;n)
Agrobiotecnolog&iacute;a
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Ensayo de transferencia de ADN (an&aacute;lisis de Southern)
Procedimiento para obtener los RFLP
Perfiles de
RFLPs de
Solanum
commersonii
empleando
bulk segregant
analysis (BSA)
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An&aacute;lisis utilizando RFLPs de los bulks resistente (R) y susceptble
(S) al virus PVX de Solanum commersonii empleando las enzimas
de restricci&oacute;n HinfI, DdeI, HindIII, DraI, EcoRI, XbaI y StyI (1 al 7).
Autoradiograf&iacute;a de los perfiles de RFLP obtenidos empleanado
la sonda s1+A/as1+T(584) marcada con radioactividad.
Origen del
polimorfismo
de los RFLPs
Adaptado de: Ferreira and Grattapaglia. Introdu&ccedil;&atilde;o ao uso de marcadores moleculares em an&aacute;lise gen&eacute;tica, 1995.
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Mutaciones puntuales:
Ocurren en sitios de restricci&oacute;n.
Mutaciones estructurales:
Ocurren mediante inserciones, deleciones y rearreglos.
Ventajas de
los RFLPs
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•
Comprenden un n&uacute;mero potencialmente ilimitado
de loci (alta cobertura gen&oacute;mica).
•
Son codominantes, por lo tanto m&aacute;s informativos.
•
Permiten una mayor cobertura del genoma que las
isoenzimas.
•
Son altamente reproducibles intra- e interlaboratorios.
•
Permiten homologar mapas de ligamiento
diferentes.
•
Se pueden usar las mismas sondas en especies
relacionadas (sondas heter&oacute;logas).
•
Al igual que todos los marcadores moleculares,
tienen mayor grado de polimorfismo que las
isoenzimas, no son influidos por el ambiente y son
selectivamente neutros.
Desventajas
de los RFLPs
• Algunas especies presentan bajo nivel de
polimorfismo (en comparaci&oacute;n con otros
marcadores moleculares).
• Se requiere disponer de sondas espec&iacute;ficas
para la especie en estudio.
• La utilizaci&oacute;n de radiactividad introduce altos
costos y problemas de bioseguridad.
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• Requieren alta cantidad de DNA.
El procedimiento es laborioso y lento.
Marcadores
moleculares
basados en la
amplificaci&oacute;n
arbitraria
(o semiarbitraria)
del ADN
Agrobiotecnolog&iacute;a
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Marcadores moleculares RAPD
Random Amplified Polymorphic DNAs
(polimorfismo de ADN amplificado al azar)
Caracter&iacute;sticas
del an&aacute;lisis
de RAPDs
- Consiste en la amplificaci&oacute;n mediante PCR
de ADN an&oacute;nimo, utilizando para ello un
&uacute;nico iniciador de secuencia arbitraria.
Los oligonucle&oacute;tidos iniciadores (primers)
se dise&ntilde;an sin tener en cuenta informaci&oacute;n
de la secuencia gen&oacute;mica de la especie a
analizar.
- Normalmente se usa un s&oacute;lo iniciador,
de 10 nucle&oacute;tidos de longitud (m&aacute;s corto
que el de una PCR com&uacute;n) y con un alto
contenido en G+C.
- Ejemplo: OP-A01
Agrobiotecnolog&iacute;a
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CAGGCCTC
RAPDs
Correspondencia entre los fragmentos
amplificados y las bandas de un gel
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Los RAPDs son marcadores gen&eacute;ticos dominantes
No permiten distinguir el heterocigota del homocigota dominante
Origen del
polimorfismo
de los RAPDs
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Puede deberse a: inserciones (2), deleciones (3),
mutaciones de punto que impiden la uni&oacute;n del
iniciador (4), o que crean un nuevo sitio de uni&oacute;n
del iniciador (5).
Ejemplo: RAPDs en sorgo
Gentileza Dr. D.C. Lijavetzky
Segregaci&oacute;n de un marcador RAPD en una poblaci&oacute;n segregante de sorgo para el car&aacute;cter
de resistencia a brotado precosecha. DNAs de IS, B2 (parentales), F1 y F2 amplificados con
el primer OP H02. Productos de PCR corridos en un gel de agarosa (1,5 %, TBE 1x) te&ntilde;ido
con bromuro de etidio.
Problemas
en la
Interpretaci&oacute;n
de bandas
de RAPDs
• Problemas de subjetividad del operador:
- &iquest;Qu&eacute; bandas se incluyen en el an&aacute;lisis
y cu&aacute;les no?
• Problemas de la co-migraci&oacute;n:
- Una banda no contiene necesariamente
un &uacute;nico fragmento de ADN.
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- Una banda del mismo tama&ntilde;o en dos
individuos no representa necesariamente
el mismo fragmento de ADN.
Ventajas de
los RAPDs
• No requieren conocimiento previo del
genoma (an&oacute;nimos).
• El ensayo es r&aacute;pido, simple y econ&oacute;mico.
• Se dispone de un n&uacute;mero ilimitado de
marcadores.
• El polimorfismo es elevado.
• Proveen una amplia cobertura del
genoma.
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• Son m&aacute;s polim&oacute;rficos que los RFLPs.
Desventajas
de los RAPDs
• La herencia es dominante (menor informaci&oacute;n
genot&iacute;pica).
• Poseen problemas de reproducibilidad.
• La interpretaci&oacute;n de bandas presenta
dificultades.
• Son dif&iacute;ciles de transferir a otros laboratorios.
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• A medida que la distancia filogen&eacute;tica
aumenta, tambi&eacute;n aumenta la probabilidad
de que dos fragmentos de ADN diferentes comigren y se cometan errores de c&oacute;mputo
(no son confiables para comparaci&oacute;n entre
especies distintas).
• S&oacute;lo se puede computar presencia compartida
de bandas y no la ausencia.
Aplicaciones
de los RAPDs
en especies
vegetales
• Estudios de diversidad gen&eacute;tica
• Estudios taxon&oacute;micos (relaciones fen&eacute;ticas)
• Determinaci&oacute;n de pureza h&iacute;brida
• Establecimiento de genealog&iacute;as (paternidad)
• Elaboraci&oacute;n de mapas gen&eacute;ticos saturados
• Mapeo de genes
• Identificaci&oacute;n de material vegetal
Agrobiotecnolog&iacute;a
Marcadores
moleculares
Marcadores
moleculares
basados en la
amplificaci&oacute;n
arbitraria
(o semiarbitraria)
del ADN
Agrobiotecnolog&iacute;a
Marcadores
moleculares
Marcadores moleculares AFLP
Amplified Fragment Length Polymorphism
(polimorfismo de longitud de fragmentos
amplificados)
Etapas para la obtenci&oacute;n de marcadores AFLP
digesti&oacute;n con Mse I (4pb) y Eco RI (6pb)
Mse I
tomate
Mse I
Eco RI
4.000.000
Eco RI
2.800
Mse I
Eco RI
Eco RI
Mse I
200.000
ligaci&oacute;n de adaptadores
“pre”amplificaci&oacute;n con oligos complementarios
amplificaci&oacute;n con oligos selectivos
AGC
ACT
detecci&oacute;n
Procedimiento
para la
obtenci&oacute;n
de AFLPs
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Ejemplo: AFLPs en Eucaliptus spp.
AFLPs. Gel de poliacrilamida te&ntilde;ido con nitrato de plata
pb
500
450
425
400
375
350
325
300
275
250
225
200
175
150
125
Gentileza Dra. S.N. Marcucci Poltri
AFLP fluorescentes
Detecci&oacute;n de AFLPs usando durante la &uacute;ltima
etapa de amplificaci&oacute;n iniciadores fluorescentes,
resolviendo los fragmentos en un secuenciador
ABI3130XL
Origen del
polimorfismo
de los AFLPs
• Resulta de mutaciones de punto, inversiones,
deleciones e inserciones que llevan a:
- P&eacute;rdida o ganancia de un sitio de
restricci&oacute;n.
- Alteraci&oacute;n de la secuencia reconocida
por los iniciadores.
Agrobiotecnolog&iacute;a
Marcadores
moleculares
• Son marcadores dominantes: no es posible
distinguir f&aacute;cilmente si una banda en un gel es
el resultado de la amplificaci&oacute;n de 1 &oacute; 2 alelos.
Ventajas
de los
AFLP
• An&oacute;nimos: no requieren
• conocimiento previo del genoma.
• N&uacute;mero ilimitado de marcadores.
• Polimorfismo elevado.
• Analizan todo el genoma.
• Altamente reproducibles.
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• Vers&aacute;tiles: distintas enzimas e
iniciadores selectivos.
Desventajas
de los
AFLP
• Herencia dominante.
- Se puede hace lectura
cuantitativa por densitometr&iacute;a.
• Bajo contenido de informaci&oacute;n
gen&eacute;tica por locus.
• Procedimiento medianamente
laborioso.
Agrobiotecnolog&iacute;a
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• Costo medio.
Minisat&eacute;lites
Minisat&eacute;lites
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VNTRs (Variable Number of Tandem Repeats) o Minisat&eacute;lites
• Secuencias id&eacute;nticas adyacentes que se repiten
en n&uacute;mero variable.
• Estas secuencias repetitivas poseen de 15 a
100 . pb y pueden repetirse hasta 50 veces por
locus.
• Est&aacute;n dispersos por todo el genoma.
• Detecci&oacute;n similar que para RFLP (sondas
Constituidas de secuencias con los motivos de
repetici&oacute;n (“core sequence”)
Marcadores
moleculares
basados en la
amplificaci&oacute;n
sitio-espec&iacute;fica
del ADN
Agrobiotecnolog&iacute;a
Marcadores
moleculares
Microsat&eacute;lites o SSR
Simple Sequence Repeats
(repeticiones de secuencias simples)
Microsat&eacute;lites
Repeticiones en t&aacute;ndem de secuencias cortas de
DNA de 1 a 10 pb de longitud
Ejemplos:
(GA)14
...GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA...
(GAT)10
...GATGATGATGATGATGATGATGATGATGAT...
(CATC)8
...CATCCATCCATCCATCCATCCATCCATCCATC..
Agrobiotecnolog&iacute;a
Marcadores
moleculares
Sin&oacute;nimos: SSLP, SSRP, SSR o STMS
Microsat&eacute;lites
5’...TGACAGTGGGTCACGACTTGAGCCAGTCGTAGCTTGATGATGATGATGATGATGATGATGATGATGATGATGATGATGATGACTCAGTGTGACGCTAGTCGGGTAGTAGCGA...3’
3’...ACTGTCACCCAGTGCTGAACTCGGTCAGCATCGAACTACTACTACTACTACTACTACTACTACTACTACTACTACTACTACTGAGTCACACTGCGATCAGCCCATCATCGCT...5’
16 repeticiones
PCR con iniciadores espec&iacute;ficos
iniciador
CTGCGATCAGCCCATCATCG 5’
5’...TGACAGTGGGTCACGACTTGAGCCAGTCGTAGCTTGATGATGATGATGATGATGATGATGATGATGATGATGATGATGATGACTCAGTGTGACGCTAGTCGGGTAGTAGCGA...3’
3’...ACTGTCACCCAGTGCTGAACTCGGTCAGCATCGAACTACTACTACTACTACTACTACTACTACTACTACTACTACTACTACTGAGTCACACTGCGATCAGCCCATCATCGCT...5’
5’ GTGGGTCACGACTTGAGCCAG
iniciador
Producto de amplificaci&oacute;n obtenido
5’
GTGGGTCACGACTTGAGCCAGTCGTAGCTTGATGATGATGATGATGATGATGATGATGATGATGATGATGATGATGA CTCAGTGTGACGCTAGTCGGGTAGTAGC 3’
3’
CACCCAGTGCTGAACTCGGTCAGCATCGAACTACTACTACTACTACTACTACTACTACTACTACTACTACTACTACT GAGTCACACTGCGATCAGCCCATCATCG 5’
105 pb
Electroforesis en gel de poliacrilamida
desnaturalizante
Origen del polimorfismo de los microsat&eacute;lites
Los microsat&eacute;lites son marcadores co-dominantes
Ejemplo: variedades de soja (Glycine max)
analizadas mediante SSR
Gentileza Dra. S. Giancola.
Patrones obtenidos para 43 variedades de soja. Gel de poliacrilamida te&ntilde;ido con plata.
Marcaci&oacute;n de marcadores moleculares con fluor&oacute;foros
Con el secuenciador autom&aacute;tico
Electroferograma en el secuenciador ABI 3130
Saturaci&oacute;n de un mapa de referencia para girasol
cultivado, incluyendo marcadores neutros y
funcionales
Saturacion
mapas
gen&eacute;ticos
Mapeo de
loci y QTL
Identificaci&oacute;n de QTLs para
estr&eacute;s h&iacute;drico en girasol
•24 QTLs
•Explican entre 6 y 29% de la Var 8 QTLs
para OA,y el 50% colocaliza con QTLs
para variables como potencial de turgencia
•1 QTL explica el 29% de la varianza
fenotipica en el LG5
•Estos QTLs deben ser validados A campo
Kiani, Talia et al. Plant Science (2007) 172 (4): 773-778
Ventajas
de los
microsat&eacute;lites
• Polimorfismo muy elevado (multial&eacute;licos)
• Enorme n&uacute;mero de loci
• Herencia mendeliana codominante
• Interpretaci&oacute;n sencilla de los resultados
• Reproducibilidad muy alta
• Resultados transferibles entre laboratorios
Agrobiotecnolog&iacute;a
• Posible automatizaci&oacute;n
Marcadores
moleculares
Desventajas
de los
microsat&eacute;lites
• Requerimiento de conocimientos previos
sobre el genoma de la especie en cuesti&oacute;n:
- Inicialmente lentos
- Inicialmente costosos
• Alto costo para desarrollar los iniciadores
• Unilocus (aunque pueden hacerse multiplex)
Agrobiotecnolog&iacute;a
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• Alta tasa de mutaci&oacute;n que puede afectar la
reproducibilidad en estudios geneal&oacute;gicos.
SCARs
•
Los marcadores SCAR consisten en la
amplificaci&oacute;n por PCR de un marcador
espec&iacute;fico.
•
Los marcadores RAPD se pueden convertir
en marcadores estables y confiables
clonando las bandas amplificadas,
secuenciando los extremos y usando luego
estas secuencias para dise&ntilde;ar iniciadores
espec&iacute;ficos.
•
El dise&ntilde;o espec&iacute;fico de los iniciadores
permite trabajar en condiciones de mayor
rigurosidad de anillamiento.
•
Los marcadores SCAR son muy &uacute;tiles en
los programas de selecci&oacute;n asistida.
Agrobiotecnolog&iacute;a
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Obtenci&oacute;n de
marcadores
SCAR
Agrobiotecnolog&iacute;a
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Un fragmento polim&oacute;rfico de inter&eacute;s, puede ser escindido de
un gel, clonado (o no) y secuenciado para dise&ntilde;ar iniciadores
espec&iacute;ficos para ese fragmento en particular, permitiendo su
amplificaci&oacute;n en condiciones de PCR m&aacute;s rigurosas.
Propiedades
de los
marcadores
basados en la
amplificaci&oacute;n
de fragmentos
de ADN
conocidos
• Son muy utilizados en mapeo f&iacute;sico de genomas.
• Su an&aacute;lisis es sencillo (muy &uacute;tiles en selecci&oacute;n
asistida).
• El ensayo es altamente reproducible.
• Son f&aacute;cilmente transferibles a otros laboratorios.
• Seg&uacute;n las caracter&iacute;sticas de su dise&ntilde;o, pueden
ser co-dominantes.
Agrobiotecnolog&iacute;a
Marcadores
moleculares
• Pueden separarse en geles multiplex cuando se
analizan varios loci simult&aacute;neamente.
Marcadores
moleculares
originados
por la
combinaci&oacute;n
de t&eacute;cnicas
b&aacute;sicas
• ISSR
Inter Simple Sequence Repeat
(secuencias
entre repeticiones de secuencias simples,
com&uacute;nmente denominados microsat&eacute;lites anclados)
- Se emplean iniciadores que poseen secuencias
repetitivas de microsat&eacute;lites con un par de bases
extra, lo que permite amplificar las regiones entre dos
SSR cercanos y en orientaciones opuestas.
• SAMPLE
Agrobiotecnolog&iacute;a
Marcadores
moleculares
- Se emplean iniciadores microsat&eacute;lites en conjunci&oacute;n
con AFLP.
Marcadores
moleculares
de &uacute;ltima
generaci&oacute;n
Marcadores moleculares SNP
Single Nucleotide Polymorphism
(polimorfismo de un solo nucle&oacute;tido)
Agrobiotecnolog&iacute;a
Marcadores
moleculares
Marcadores
moleculares
SNPs
• Consisten en sustituciones de una sola base,
resultando en un polimorfismo dial&eacute;lico de
secuencia. En el genoma humano su frecuencia es
de 1/1.000 nt.
• Son variaciones puntuales a nivel de secuencia.
Disponibles por la gran cantidad de secuencias
genomicas ya secuenciadas.
• Son m&aacute;s frecuentes que SSR.
• Se ubican cercanos o en el locus de inter&eacute;s. Por lo
tanto, pueden asociarse precisamente a caracteres
como enfermedades.
Agrobiotecnolog&iacute;a
Marcadores
moleculares
• Son muy &uacute;tiles como marcadores para la
construcci&oacute;n de mapas de ligamiento m&aacute;s densos
que los actuales.
• Son dial&eacute;licos. Son mutacionalmente m&aacute;s estables,
en comparaci&oacute;n con variantes en el largo de la
secuencia.
Detecci&oacute;n
de SNPs
• Secuenciaci&oacute;n comparativa de ADN amplificado
• M&eacute;todos conformacionales:
- Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP)
- An&aacute;lisis por internal heteroduplex generator (IHG)
• M&eacute;todos para an&aacute;lisis de un gran n&uacute;mero
de muestras (high throughput analysis):
- Microplate-array diagonal-gel electrophoresis (MADGE)
- *TaqMan&reg; y variantes de PCR en tiempo real y FRET
- ELISA
- Sequence-specific oligonucleotide hibridization (SSO)
Agrobiotecnolog&iacute;a
Marcadores
moleculares
- *Denaturing High-Performance Liquid Chromatography
(DHPLC)
- *Single Nucleotide Polymorphism (SNP) array
- Solid-phase minisequencing, pyrominisequencing,
minisequencing with FRET, etc.
Detecci&oacute;n
de SNPs:
secuenciaci&oacute;n
comparativa
de segmentos
amplificados
• Fundamento:
- Diferencias en las secuencias espec&iacute;ficas
de segmentos conocidos (locus/loci)
• Procedimiento:
Agrobiotecnolog&iacute;a
Marcadores
moleculares
- Extracci&oacute;n y purificaci&oacute;n de ADN
- PCR con iniciadores caracterizados
- Secuenciaci&oacute;n del producto de
amplificaci&oacute;n
- Aplicaci&oacute;n de alguna de las t&eacute;cnicas
de detecci&oacute;n
Detecci&oacute;n
de SNPs:
secuenciaci&oacute;n
comparativa
de segmentos
amplificados
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Detecci&oacute;n
de SNPs:
m&eacute;todos
de an&aacute;lisis
para gran
n&uacute;mero de
muestras
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PCR en tiempo real: sistema TaqMan
Detecci&oacute;n
de SNP
empleando
sondas
TaqMan&reg;
para cada
alelo
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Qu&iacute;mica de la discriminaci&oacute;n al&eacute;lica
La sonda s&oacute;lo hibrida con la secuencia blanco si existe complementariedad
perfecta de bases. As&iacute;, la sonda marcada con FAM s&oacute;lo reconoce al alelo 2 (AT)
y la sonda marcada con VIC s&oacute;lo reconoce al alelo 1 (GC). Ambas sondas se
colocan en la misma reacci&oacute;n de PCR y, de acuerdo con el alelo presente, se
obtienen se&ntilde;ales fluorescentes para uno u otro fluorocromo. En un individuo
heterocigota se puede detectar la se&ntilde;al correspondiente a ambos alelos.
Detecci&oacute;n
de SNP
empleando
sondas
TaqMan&reg;
para cada
alelo
Agrobiotecnolog&iacute;a
Marcadores
moleculares
Qu&iacute;mica de la discriminaci&oacute;n al&eacute;lica
La sonda s&oacute;lo hibrida con la secuencia blanco si existe complementariedad
perfecta de bases. As&iacute;, la sonda marcada con FAM s&oacute;lo reconoce al alelo 2 (AT)
y la sonda marcada con VIC s&oacute;lo reconoce al alelo 1 (GC). Ambas sondas se
colocan en la misma reacci&oacute;n de PCR y, de acuerdo con el alelo presente, se
obtienen se&ntilde;ales fluorescentes para uno u otro fluorocromo. En un individuo
heterocigota se puede detectar la se&ntilde;al correspondiente a ambos alelos.
T&eacute;cnicas de
detecci&oacute;n de
heteroduplex
mediante
corte con la
enzima CEL1
y mediante
dHPLC
Elecci&oacute;n de los genes previamente caracterizados para explorar
el uso de t&eacute;cnicas de identificaci&oacute;n masiva de SNPs.
Primers marcados:
CEL1
Primers fr&iacute;os: dHPLC
Si hay SNPs se forma una
regi&oacute;n no apareada en la
hebra de ADN
Se corre a una Temp en donde se
observan diferencias en el tiempo de
retenci&oacute;n de la especie homoduplex y
heteroduplex
Amplificaci&oacute;n mediante
PCR de 2 individuos con
secuencia diferente
Mezcla equimolar de los ADNs
de cada individuo
Desnaturalizaci&oacute;n y renaturalizaci&oacute;n
lenta (formaci&oacute;n del heteroduplex)
Detecci&oacute;n de fragmentos marcados
en el secuenciador ABI 3130xl
Detecci&oacute;n
de SNPs:
m&eacute;todos
de an&aacute;lisis
para gran
n&uacute;mero de
muestras
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Microordenamientos de oligonucle&oacute;tidos de
alta densidad (microarrays o chips de ADN)
Agrobiotecnolog&iacute;a
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Esquema de
genotipeado
GoldenGate
Agrobiotecnolog&iacute;a
Marcadores
moleculares
Por cada polimorfismo de un
solo nucle&oacute;tido (SNP), se
dise&ntilde;an dos oligonucl&eacute;otidos
alelo espec&iacute;ficos (ASOs) y un
oligonucl&eacute;otido espec&iacute;fico de
locus. Las tres secuencias
oligonucleot&iacute;dicas contienen
regiones de
complementariedad gen&oacute;mica
y sitios de iniciaci&oacute;n
universales para PCR; el LSO
contiene adem&aacute;s una &uacute;nica
secuencia de direcci&oacute;n
complementaria a un tipo
particular de cuenta. La
secuencia de direcci&oacute;n hibrida
a las sondas para el tipo de
cuenta universal en el &uacute;ltimo
paso de hibridaci&oacute;n.
Ensayo con
el sistema
GoldenGate
Agrobiotecnolog&iacute;a
Marcadores
moleculares
Ventajas y
desventajas
de los
marcadores
SNP
• Ventajas:
- Baja tasa de mutaci&oacute;n (mayor estabilidad que los SSR)
- Muy abundantes
- F&aacute;ciles de analizar por m&eacute;todos bioinform&aacute;ticos
- Desarrollo continuo de nuevas metodolog&iacute;as anal&iacute;ticas
para su detecci&oacute;n
- Simplificaci&oacute;n de los estudios comparativos cruzados.
• Desventajas:
- Costosos de aislar y caracterizar (secuenciaci&oacute;n)
- Bajo contenido de informaci&oacute;n para un &uacute;nico SNP
Agrobiotecnolog&iacute;a
Marcadores
moleculares
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