Curso “Biologia de la Conservacion de Ceérvidos Neotropicales”
Practico (2024 )

Diversidad Genética y
Marcadores Moleculares

® jibce Dra. Veroénica Gutiérrez
INSTITUTO DE

e Departamento de Biodiversidad y Genetica
Instituto de Investigaciones Biologicas Clemente Estable - MEC

ESTABLE



Diversidad de ecosistemas:
Variacion en los tipos de habitats

Diversidad de especies

(o taxonémica):

Variedad de especies en un ecosistema,
como se adaptan, conviven, se
reproducen y sobreviven

'Diversidad genética:

I Variacion de la informacion

: genética entre individuos de una
| misma especie



Diversidad genética

Variacion de la informacion genética entre individuos de una misma especie

Disminuye DG cuando hay un “cuello de

botella™

Disminuye sustancialmente el tamano de las poblaciones —

Aumenta la reproduccion entre organismos emparentados

(consanguinidad).



Venado de campo

Poblacidon de venado de campo en Arerungua (Salto) Poblacidon de venado de campo en ECFA (Maldonado)



Actualmente

—

199%

Venado de campo

Aprox. 100 anos atras

T resgo
de extincion




Poblaciones actuales en Uruguay
4 N

-

Poblacion silvestre
O. b. uruguayensis
(Sierra Los Ajos, Rocha)

Poblacion silvestre 15km?
O. b. arerunguaensis ~300 individuos
(Arerungua, Salto)
120 km?

~2000 individuos
Aprox. 2500

ejemplares,
2 subespecies
(Gonzalez et al., 2002)

Poblacion en cautiverio
de O. b. arerunguaensis
(ECFA, Maldonado)
~ 150 individuos




Venado de campo

Poblacidon de venado de campo en Arerungua (Salto) Poblac nado de campo en ECFA (Maldonado)

¢Hay Diversidad Genetlca’?



¢.,COmMo se puede

medir |la Diversidad

genetica”?



Cariotipo humano









ﬁ& ., Como se puede medir la Diversidad genética?

» Marcadores moleculares

Segmentos de ADN con una
ubicacion fisica identificable en el

genoma.

El fragmento de ADN debe mostrar
una variacion experimentalmente
detectable entre los individuos de la

poblacion.



ﬁ& ., Como se puede medir la Diversidad genética?

» Marcadores moleculares

Un marcador IDEAL debe ser.

» Altamente variable dentro y entre
especies.

 Heredable.

 De rapida identificacion y

simple analisis.



., Como se puede medir la Diversidad genéetica?

» Marcadores moleculares

Técnicas de biologia molecular:

Permiten obtener muchos marcadores moleculares para detectar
variabilidad en casi todo el genoma de un organismo:

—La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

—Las enzimas de restriccion

NQV 9p uoidoesix3

—Las sondas marcadas / hibridizaciones



Q& ¢, Como se puede medir la Diversidad genética?
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Ciclo celular Replicacion del ADN




Q&b ¢, Como se puede medir la Diversidad genética?
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Replicacién del ADN Sintesis enzimatica de millones de copias de un segmento
especifico de ADN.

Se obtienen 2" moléculas de producto amplificado




Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

PCR “Polimerase Chain Reaction”

Desarrollada por Kary Mullis (1986)
1993: Premio Nobel de Quimica

Permite obtener muchas copias de una
regidon elegida dentro de una molécula
de ADN

>

AMPLIFICACION

Permite el copiado in vitro de ADN



Agua libre de nucleasas (DNAsas y RNAsas)
Solucién amortiguadora (buffer): mantiene el pH 6ptimo para que actue la enzima

Cation divalente (MgCl,): magnesio (Mg2+) estimulan a la enzima Taq polimerasa para que incorpore
los dNTPs

4 Desoxirribonucledtidos (ANTPs): dATP / dTTP / dGTP / dCTP: proveen los nucledtidos (base +
azUcar + fosfato).

2 Oligonucleédtidos (cebadores o “primers”)

Enzima DNA polimerasa (Tag DNA polimerasa)

“1969: aislada de la bacteria Thermus aquaticus en un manantial del parque nacional de Yellowstone”

ADN molde
— < 100ng ADN.
— Pureza (Abs260/Abs280) > 1,7



Secuencias cortas de ADN (18-25pb) diferentes entre si.

Secuencias complementarias a los sitios de reconocimiento que flanquean
el fragmento a amplificar.

Forward (5°- 3") Reverse (3°- 5')

Temperatura de hibridacion Tm = 2(A+T) + 4(G+C): 50-63°C.
La diferencia de temperatura entre los dos primers < 4°C.

Contenido en GC%: apox. 60% (40-80%) debido a que afecta |la estabilidad
del amplicon.

Complementariedad: no pueden formar estructuras secundarias.



Concentracion INICIAL (stock) Concentraciéon FINAL
H,0dd - -
* sol. amortiguadora (buffer) 10X 1X
* mgcl, 50 mM 1,5-2,5 mM

Sol. con los 4 dNTPs 10 mM (cada uno) 0,25 mM (cada uno)

Oligonucleodtidos (primers): Fy R 10 uM 0,5 uM
* Taq DNA polimerasa 3-5 U/l 0,05-1,25 U/ reaccién

ADN (molde) ? <100 ng

*Vienen en un mismo kit comercial.




Real-time PCR (“Q-PCR")

La cantidad de producto formado se controla durante el curso de la reaccion

mediante la fluorescencia emitida por los fluorocromos introducidos en la
reaccion:

- Fluorocromos inespecificos (por ej. SYBR
Green): es un agente intercalante que se

une al surco menor del ADN dc, pero no al
monocatenario.

- Sondas especificas que usan, al menos, 1
primer marcado.



Real-time PCR (“Q-PCR”)

La intensidad de la fluorescencia es proporcional a la cantidad de
producto formado.
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., Como se puede medir la Diversidad genéetica?

» Marcadores moleculares

Muy usado en estudios
evolutivos

g 50006
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Identificacion y “registro”
de especies (BARCODE)




Ejemplo: Diversidad genética en la ECFA

D-loop
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Hembras de venado de campo en la ECFA



Identificacion de un “gen” y sus “variantes”

Extraccion de ADN

Amplificacion in vitro por PCR

(gen)

Secuenciacion

BLASTn/BLASTp

Analisis de la/s secuencia/s




Extraccion de ADN
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Extraccion de ADN

-

 Alcohol 70%
« Heladera (4°C)

)

Medir la Concentracion (ng/ul)

Nanodrop




Identificacion de un “gen” y sus “variantes”

Extraccion de ADN

Amplificacion in vitro por PCR
(gen)




Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

O T
-

Agua libre de nucleasas (DNAsas y RNAsas)

Solucion amortiguadora (buffer)
Cation divalente (MgCl,)

4 Desoxirribonucledtidos (dNTPs): dATP / dTTP / dGTP / dCTP Sy
2 Oligonucledtidos (cebadores o “primers”)

Enzima DNA polimerasa (Tag DNA polimerasa)

ADN molde.




Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

21/06,2022 INVITIROGEMN INVITROGEMN Termociclador
Mg C12 Taq Benchmark
TF D-loop.03 - Folder Venado
- — — DLOOE
stock C.INICIAL 10 50 10 10 25 25 5 Prog. AVITIOGEN
per C.FINAL 1 1,5 0,05 0,2 1 1 0,05 PCR-TF
i VOL.
X uM mM uM uM uM U FINAL 10
MIX H20 Buffer MgC12 dNTPs BSA FW RV Taq ADN 2,0
por tubo ul 5,55 1,00 0,30 0,05 0,20 0,40 0,40 0,10 T pot 8,0
‘ mix primers 38,85 7,00 2,10 0,35 1,40 2,80 2,80 0,70 Vol. TOTAL 56,0
7
I Ciclado
DL 02 4 MUESTRA \ | ci vi vol. H20 vf cf Temp tiempo ciclos
1 /|sG 320 (c+) 2 10 0,0 94°C 3 min
4 SG369 HE_29 2 10 0,0 94°C 30 seg
2 SG371 HE_32 2 10 0,0 50°C 1,5 min 40
3 SG372 HE_48 2 10 0,0 72°C 1,5 min
5 SG373 HE_61 2 10 0,0 72°C 10 min
5 \|c-

N




Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

21/06,2022 INVITIROGEMN INVITROGEMN Termociclador
Mg C12 Taq Benchmark
TF D-loop.03 - Folder Venado
- — — DLOoOE
stock C.INICIAL 10 50 10 10 25 25 5 Prog. ATLROGEN
per C.FINAL 1 1,5 0,05 0,2 1 1 0,05 PCR-TF
i VOL.
X uM mM uM uM uM U FINAL 10
MIX H20 Buffer MgCl12 dNTPs BSA FW RV Taq ADN 2,0
por tubo ul 5,55 1,00 0,30 0,05 0,20 0,40 0,40 0,10 T pot 8,0
‘ mix primers 38,85 7,00 2,10 0,35 1,40 2,80 2,80 0,70 Vol. TOTAL 56,0
7
|
DL_02 / MUESTRA \ | ci vi vol. H20 vf cf
1 [/ |sG 320 (c+) 2 10 0,0
4 SG369 HE_29 2 10 0,0
2 SG371 HE_32 2 10 0,0
3 SG372 HE_48 2 10 0,0
5 SG373 HE_61 2 10 0,0
5 \|c-

N




Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

21/06,2022 INVITROGEMN primers INVITROGEN Termociclador
Buffer Mg C12 dINTPs BSA DLH THR Taq Benchmark
TF D-loop.03 X uvi mMhl uvi ulv uvi o Folder Venado
stoclk C.INICIAL 10 50 10 10 25 25 5 Prog. gl
per C.FINAL 1 1,5 0,05 0,2 1 1 0,05 PCR-TF
_ VOL.
X uM mM uM uM uM U FINAL 10
MIX H20 Buffer MgC12 dNTPs BSA FW RV Taq ADN 2,0
por tubo ul 5,55 1,00 0,30 0,05 0,20 0,40 0,40 0,10 ml; ]i or 8.0
mix primers 38,85 7,00 2,10 0,35 1,40 2,80 2,80 0,70 Vol. TOTAL 56,0
Muest
7
. Ciclado
DL_02 MUESTRA ci Vi vol. H20 Te rm OCICladOr Temp tiempo ciclos
1 SG 320 (C+) 2 _ 94°C 3 min
4 SG369 HE_29 2 94°C 30 seg
2 SG371 HE_32 2 . 50°C 1,5 min 40
3 SG372 HE_48 2 72°C 1,5 min
5 SG373 HE_61 2 72°C 10 min
5 C-




Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Desnaturalizacion inicial Extension final
Ei ; ; E Repeticidn n veces (ciclos) de los l
Mezcla de reaccién . - - - 3 pasos
Paso1 |:| Paso2 |: Paso 3

|
Se repiten n veces (30 — 40 ciclos)



Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Fragmento de la
Region control
amplificado

Gel de agarosa 1%

N



Identificacion de un “gen” y sus “variantes”

Extraccion de ADN

Amplificacion in vitro por PCR

(gen)

Secuenciacion




Secuenciacidon de Acidos Nucleicos

Frederick Sanger (1975).

Actualmente, existen diversas
técnicas de secuenciacion.

Unico ObietiVO: establecer la

secuencia de bases nitrogenadas (A, C, G,
T) que conforman una determinada
molécula de ADN.



Secuenciacion “automatica”

> Cromatograma
(A, T, G, C)



Identificacion de un “gen” y sus “variantes”

Extraccion de ADN

Amplificacion in vitro por PCR

(gen)

Secuenciacion

BLASTn/BLASTp



Analisis de las secuencias nucledtidos

MEGA X (http://www.megasoftware.net/)
- Secuencia final - BLASTn (buscar secuencias homologas en GenBank)



http://www.megasoftware.net/

Analisis de las secuencias nucledtidos

MEGA X (http://www.megasoftware.net/)
- Secuencia final - BLASTn (buscar secuencias homologas en GenBank)



http://www.megasoftware.net/

¢Queé es el GenBank?

>

International Nucleotide Sequence Database Collaboration
. GenBank — NCBI (The National Center for Biotechnology Information)
. DNA DataBank of Japan (DDBJ)

. The European Molecular Biology Laboratory (EMBL)




GenBank

GenBank 'Nucleotide v  Search_

GenBank - Submit - Genomes ¥ WGS - Metagenomes + TPA =  T5A - INSDC - Documentation - Other -

GenBank and WGS Statistics

Bases Sequences
1E15 — Gen... 1E10 — Gen...
— WGS — WGS
1E13
1E8
1E11
1E6
1E9
1E4
1E7
OEQ OEQ
1980 2000 2010 2020 1980 2000 2010 2020

Notes on GenBank statistics

The following table lists the number of bases and the number of sequence records in each release of GenBank, beginning with Release 3 in 1982. CON-division records are not represented in these
statistics: because they are constructed from the non-CON records in the database, their inclusion here would be a form of double-counting. Also note that this table is limited to 'traditional’, non-set-
based (WGS/TSA/TLS) GenBank records. From 1982 to the present, the number of bases in GenBank has doubled approximately every 18 months.

Notes on WGS statistics

ftp //ftp.ncbi.nih. gov/ncbi-asn1/wgs ftp //ftp.ncbi.nih.gov/igenbank/wgs




Identificacion de un “gen” y sus “variantes”

Extraccion de ADN

Amplificacion in vitro por PCR

(gen)

Secuenciacion

BLASTn/BLASTp
Analisis de la/s secuencia/s
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100 1/16,569 16,400 16,200

Diversidad genética en la E

ﬁ M11: Alignment Explorer (Alin secs HEMBRAS_ECFA.mas)
Data Edit Search Alignment Web Seguencer Display Help

A&@B= EBmE WG > 1L «0OXDxall+ s 4r @ 33

DNA Sequences Translated Protein Sequences ~ Noncoding

Species/Abbrv 1 mRNA HspP  \ ..
1. 8G370 ECFA He&l rRNA NCR
2. +3G370_ECFR He&0 W RNA LI)

3. S5G375 ECFA Hell4 LSP

4. +SGHTE_EEFA Hell4 M CsB On
5. S5G383 ECFA Hed3 TAS

6. SG3B4 ECFA He27

7. 8G385_ECFZA Hef84 Human mtDNA
8. 8G365/374 pelos 16,569 bp
9. 3G374/369 fecas

10. sG371 ECFA He32

11. SG372 ECFA He4S8

12. 8G376€ ECFA SinCar

Hembras de venado de campo en la ECFA o ) ) )
Gonzalez, S., et al. (2024). Revisiting the conservation genetics of Pampas deer (Ozotoceros bezoarticus). Therya, 15(1), 5-16.



Identificacion de un “gen” y sus “variantes”

Extraccion de ADN

Amplificacion in vitro por PCR

(gen)

Secuenciacion

BLASTn/BLASTp

Analisis de la/s secuencia/s




MUCHAS GRACIAS!
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