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Biodiversidad
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Diversidad genética

Variedad de genes que existen en 
los miembros de la misma 

especie

Genoma de cada individuo de la 
misma especie

Expresión de cada genotipo

Mayor diversidad genética en la 
especie, mayor potencial de 

evolución presentará y esa especie 
tendrá más posibilidades de 

supervivencia
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Diversidad genética

Disminuye
sustancialmente el 

tamaño de la 
población

 Disminuye cuando hay un “cuello de botella”

Aumenta la reproducción 
entre organismos 

emparentados

Disminuye la 
diversidad 
genética
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¿Cómo se 
determina la 
diversidad 
genética?
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 Recolectar muestras biológicas 
de individuos de una o más 
poblaciones.

 Es importante cubrir una 
cantidad suficiente de 
individuos y poblaciones para 
una buena representación.

 Registrar datos:

• localización, 

• fecha, 

• características del hábitat
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Extracción de ADN

Selección y amplificación de marcadores moleculares

Secuenciación

BLASTn/BLASTp
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Análisis de Diversidad Genética



Extracción de ADN

Secuenciación
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Análisis de Diversidad Genética



Extracción de ADN
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• Alcohol 70%

• Heladera (4°C)

Medir la Concentración (ng/µl)

Nanodrop 9



Extracción de ADN

Secuenciación

BLASTn/BLASTp
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Selección y amplificación de marcadores moleculares

Análisis de Diversidad Genética



Marcadores moleculares

◎ Son secuencias de ADN que 

permiten identificar variaciones 

genéticas entre individuos, 

poblaciones o especies.

◎ Tienen una ubicación física 

identificable en el genoma.

◎ El fragmento de ADN debe mostrar una 

variación experimentalmente 

detectable entre los individuos de la 

población.
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Características de una marcador molecular ideal

◎ Altamente variable dentro y entre las especies.

◎ Alto grado de polimorfismo: existencia en una 

población de múltiples alelos de un gen

◎ Codominante: permite distinguir homocigotas/ 

heterocigotas.

◎ Heredable.

◎ Neutro: no estar sometido a selección 

(insensible a los efectos ambientales).

◎ De rápida identificación.

◎ Simple análisis.
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Tipo de Marcadores moleculares

 Marcadores clásicos:
○ Alozimas/aloenzimas (en desuso)

 Marcadores basados en ADN:
○ AFLP y RAPD (en desuso)

○ Secuencias mitocondriales (COI, Cytb, D-loop)

○ Microsatélites (SSR)

○ SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms)

○ Marcadores genómicos modernos
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Tipo de Marcadores moleculares

 Marcadores clásicos:
○ Alozimas/aloenzimas (en desuso)

Electroforesis de alozimas

― Para estudiar la variación genética 
dentro y entre poblaciones. 

― Separación de diferentes formas de 
enzimas (alozimas) que están 
codificadas por distintos alelos en el 
mismo locus génico.

― Alozimas suelen diferir ligeramente 
en su carga eléctrica debido a 
sustituciones de aminoácidos 
causadas por mutaciones genéticas.
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Tipo de Marcadores moleculares

 Marcadores clásicos:
○ Alozimas/aloenzimas (en desuso)

 Marcadores basados en ADN:
○ AFLP y RAPD (en desuso)

○ Secuencias mitocondriales (COI, Cytb, D-loop)

○ Microsatélites (SSR)

○ SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms)

○ Marcadores genómicos modernos
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AFLP y RAPD

◎ AFLP ("Amplified fragment length polymorphism")

◎ RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”)

◎ Actualmente NO se usan

◎ Marcaron una etapa en la genómica de 
conservación

◎ Basados en fragmentos de ADN 
amplificados sin conocimiento previo 
de la secuencia
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Secuencias mitocondriales
Muy usado en estudios evolutivos
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Identificación y “registro”

de especies (BARCODING)



Microsatélites (SSR “Simple Sequence Repeat”)

◎ ADN repetido en tándem (2-6pb).

◎ Se encuentran en regiones NO codificantes

◎ Neutros

◎ Codominantes

◎ Muy polimórficos
(poseen una alta tasa de mutación)

Polimorfismo = diferentes números de repeticiones (fragmentos amplificados por PCR de distinto tamaño)
Alelos con mayor número de repeticiones, tendrán mayor tamaño y correrán más retrasados en una corrida 
electroforética.
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Microsatélites (SSR “Simple Sequence Repeat”)

Genotipado de microsatélites
(electroforegrama)
Peak ScannerTM Software

◎ Aplicaciones: estudios de parentesco, estructura poblacional, variabilidad genética.

◎ Desventajas: desarrollo laborioso, homoplasia.
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Polimorfismos de Nucleótido Simple (SNP)

◎ Variaciones que afecta a 1 solo nucleótido.

◎ Al menos en el 1% de la población

◎ Muy abundantes (en todo el genoma)

◎ La mayoría se localizan en las regiones NO 
codificantes (no tienen un impacto directo en 
el fenotipo de un individuo)

◎ Algunos introducen mutaciones en secuencias 
expresadas o en regiones que influyen en la 
expresión génica: pueden inducir cambios en la 
estructura o regulación de las proteínas 
(variación genética funcional)

 Alta resolución: potencial para genómica de conservación.

 Detectados mediante secuenciación masiva (RAD-seq, GBS, WGS)
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Marcadores genómicos modernos

◎ RAD-seq (Restriction site Associated DNA sequencing):
○ Permite identificar y genotipar miles de SNPs a lo largo del genoma.
○ No necesita un genoma de referencia completo.
○ Combina el uso de enzimas de restricción con secuenciación masiva (NGS).
○ Secuencia reducida del genoma alrededor de sitios de restricción.
○ Altamente reproducible

◎ GBS (Genotyping-by-Sequencing): 
○ Enfoque similar , pero más económico que RAD-seq.

◎ WGS (Whole Genome Sequencing): 
○ Secuenciación completa del genoma de un organismo.
○ Permite detectar todo tipo de variantes genéticas (no solo SNPs).
○ Mucho más costosa que RAD-seq o GBS.

Aplicaciones en especies/poblaciones no modelo
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Marcadores genómicos modernos
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Tipo de Marcadores moleculares

 Marcadores clásicos:
○ Alozimas/aloenzimas (en desuso)

 Marcadores basados en ADN:
○ AFLP y RAPD (en desuso)

○ Secuencias mitocondriales (COI, Cytb, D-loop)

○ Microsatélites (SSR)

○ SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms)

○ Marcadores genómicos modernos

23



Aplicaciones de los marcadores moleculares
en conservación 

a. Diversidad genética intra e interpoblacional

b. Estructura poblacional y conectividad

c. Identificación de especies crípticas

d. Hibridación y detección de introgresión

e. Monitoreo genético en programas de reintroducción
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Extracción de ADN

Secuenciación

BLASTn/BLASTp
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Técnicas de Biología Molecular

◎ Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)

◎ Enzimas de restricción

◎ Sondas marcadas/hibridizaciones

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

organismo
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Técnicas de Biología Molecular

◎ Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)

◎ Enzimas de restricción

◎ Sondas marcadas/hibridizaciones
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Reacción en Cadena de la Polimerasa

• PCR “Polimerase Chain Reaction”

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

• Permite obtener muchas copias de 
una región elegida dentro de una 

molécula de ADN

AMPLIFICACIÓN

• Permite el copiado in vitro de ADN y ADNc
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Ciclo celular Replicación del ADN

PCR: Replicación del ADN
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• Agua libre de nucleasas (DNAsas y RNAsas)

• Solución amortiguadora (buffer): mantiene el pH óptimo para que actúe la enzima

• Catión divalente (MgCl2): magnesio (Mg2+) estimulan a la enzima Taq polimerasa 

para que incorpore los dNTPs

• 4 Desoxirribonucleótidos (dNTPs): dATP / dTTP / dGTP / dCTP: proveen los 

nucleótidos (base + azúcar + fosfato)

• 2 Oligonucleótidos (cebadores o “primers”)

• Enzima ADN polimerasa (Taq 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

PCR: Reactivos necesarios
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Mezcla de 
reacción Paso 1 Paso 2 Paso 3

Repetición n
veces (ciclos) de 

los 3 pasos

Se repiten n veces (30 – 40 ciclos)

Desnaturalización inicial Extensión final

PCR: Etapas del ciclado
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Mezcla 

de 

reacción

DESNATURALIZACIÓN inicial

• 94-95°C / 5 min.

• Inactivación de nucleasas y proteasas.

• Separación de las hebras del ADN.

PCR: Etapas del ciclado
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Mezcla 

de 

reacción

Paso 1 DESNATURALIZACIÓN del ADN dc

• 94-95°C / 30 seg-1min.

• Separación completa de las hebras del 

ADN.

PCR: Etapas del ciclado

Desnaturalización 

inicial
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Mezcla 

de 

reacción

Paso 1 Paso 2

Desnaturalización 

inicial

Pegado de los primers

• 3-5°C menos que Tm / 30seg-

1min.

• Los oligonucleótidos se hibridan 

a su secuencia complementaria

“ANNEALING”

PCR: Etapas del ciclado
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Mezcla 

de 

reacción

Paso 1 Paso 2 Paso 3

Desnaturalización 

inicial

EXTENSIÓN

• 72°C / 1min.

• La Taq 

polimerasa 

comienza a 

adicionar los 

nucleótidos.

• Replicación del 

ADN

PCR: Etapas del ciclado
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Mezcla 

de 

reacción

Paso 1 Paso 2 Paso 3

Repetición n

veces (ciclos) 

de los 3 pasos

Se repiten n veces (30 – 40 ciclos)

Desnaturalización 

inicial

Se obtienen 2n

moléculas de 

producto 

amplificado

PCR: Etapas del ciclado
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Mezcla 

de 

reacción

Paso 1 Paso 2 Paso 3

Se repiten n veces (30 – 40 ciclos)

Desnaturalización 

inicial

EXTENSIÓN FINAL

• 72°C / 10 min.

• Se completan los 

fragmentos.
PCR: Etapas del ciclado



Temperatura Tiempo

Ciclos

Desnaturalización inicial: 94-95°C 5 min

Desnaturalización: 94-95°C 30 seg-1 min

30 - 40“Annealing” de los primers: 3-5°C
menos que Tm 

30 seg-1 min

Extensión: 72°C 1 min

Extensión final: 72°C 10 min

PCR: Etapas del ciclado

38



• Visualización de los fragmentos amplificados en un gel
de agarosa teñido con un agente intercalante (bromuro
de etidio, GelRed, SybrGreen).

MM

Amplificación de un mismo 
fragmento (ej. en diferentes ADNs)

C-

39

PCR: Análisis del producto amplificado (tiempo final)

Medir la Concentración (ng/µl)

Nanodrop



Real-time PCR (“qPCR”)

La cantidad de producto
formado se controla durante el
curso de la reacción mediante la
fluorescencia emitida por el/los
fluorocromo/s introducido/s en
la reacción

La intensidad de la 

fluorescencia es 

proporcional a la cantidad

de ADN amplificado
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qPCR: Curva de amplificación

Amplificación eficiente del ADN.

Se determina el Ct.

“Baseline”

Ciclos iniciales (~1–15).

Señal indistinguible del fondo.

Umbral de fluorescencia 

(threshold):

• Es una línea 

horizontal que se 

coloca por encima

del ruido de fondo,

• Puede definirse 

manualmente o 

automáticamente por 

el software del 

equipo.

El Ct (Cycle Threshold) es el número de ciclo en el cual la 
fluorescencia de la reacción supera un umbral
preestablecido.

Sin aumento de producto.

Reacción agotada.
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qPCR: Química de detección

Tinciones no específicas: 
SYBR Green

Sondas específicas: 
Ej. TaqMan
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qPCR: Química de detección

Tinciones no específicas: 
SYBR Green

SYBR Green
• Agente intercalante que se une al 

surco menor del ADN doble cadena 
(ADNdc)

1. Desnaturalización:
• El SybrGreen está presente en el mix

de reacción.
• Hay poco o nada de ADNdc y la 

fluorescencia es baja.
2. Amplificación:

• Se generan productos de ADNdc.
• El SybrGreen se intercala entre las 

bases del ADNdc
3. Detección de la señal:

• El SybrGreen emite una señal 
fluorescente intensa al ser excitado
por el láser del equipo de qPCR.

La detección de productos amplificados se realiza al final de cada ciclo
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Curva de Disociación (Melting Curve)

 Es esencial en ensayos con SybrGreen, ya que 
no distingue entre productos específicos e 
inespecíficos. 

 Permite verificar la especificidad del 
producto amplificado.

 Después de la amplificación, se calienta 
lentamente el producto.

 La fluorescencia disminuye cuando el ADNdc
se separa (desnaturaliza).

 Se mide la derivada de la fluorescencia 
respecto a la temperatura (-dF/dT).

 Un solo pico definido: un solo producto 
específico.

 Múltiples picos: productos inespecíficos o 
dímeros de primers.
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qPCR: Química de detección

Tinciones no específicas: 
SYBR Green
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qPCR: Química de detección

Sondas
• Sonda fluorescente que se une específicamente a una 

secuencia diana de ADN entre los dos cebadores.

• La sonda está marcada con un fluoróforo (molécula que 
emite fluorescencia) en un extremo y un quencher
(molécula que absorbe la fluorescencia) en el otro 
extremo.

• Amplificación:
• La sonda se hibrida con la secuencia diana.
• La polimerasa provoca la desnaturalización 

de la sonda, separando el fluoróforo y el 
quencher (emisión de fluorescencia).
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qPCR: Química de detección
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qPCR: Química de detección

48
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Extracción de ADN

Secuenciación

BLASTn/BLASTp
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Secuenciación
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Extracción de ADN

Selección y amplificación de marcadores moleculares



Secuenciación de Ácidos Nucleicos

• Frederick Sanger (1975)

• Único objetivo: establecer la secuencia de bases

nitrogenadas (A, C, G, T) que conforman una determinada
molécula de ADN.
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Secuenciación de Ácidos Nucleicos

Método Sanger:

• Utiliza “terminadores de cadena” (dideoxinucleótidos (ddNTPs)) que

al incorporarse a una cadena que se está sintetizando, detienen la
elongación realizada por la ADN polimerasa.

• ddNTPs: carecen del grupo 3’ hidroxilo (OH).
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Comenzó como “Secuenciación manual”

Método Sanger:

• Reacción de secuenciación: ADN molde (amplicón)
+ “primers” + dNTPs

• Esta mezcla es dividida en 4 tubos / a cada tubo se
le agrega un ddNTP diferente (ddATP, ddTTP,
ddGTP, ddCTP) marcado “radioactivamente”.

• Por último se agrega la ADN polimerasa que
comienza la reacción de síntesis.

• Los productos de las 4 reacciones son cargados en
un gel desnaturalizante de acrilamida-
bisacrilamida y sometidos a electroforesis.
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Hoy… “Secuenciación automática”

Método Sanger:

• Es la empleada actualmente.

• Fue desarrollada a finales de la década ´80.

• Emplean ddNTPs modificados: cada ddNTP lleva un fluoróforo
acoplado.

• Los productos de reacción se detectan directamente al pasar
por un láser que al excitar los fluoróforos permite detectar la
fluorescencia emitida.
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Secuenciación “automática”

 Cromatograma
(A, T, G, C)
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Secuenciación

BLASTn/BLASTp
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Extracción de ADN
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Edición de las secuencias

58

• MEGA X (http://www.megasoftware.net/)

– Alineamiento múltiple (secs. amplificadas en los diferentes individuos)

http://www.megasoftware.net/
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• MEGA X (http://www.megasoftware.net/)
– Alineamiento múltiple.

– Edición de las secuencias.

Edición de las secuencias

http://www.megasoftware.net/


Análisis de las secuencias nts

60

• MEGA X (http://www.megasoftware.net/)

– Secuencia final → BLASTn (buscar secuencias homólogas en 
GenBank)

– Se hace para cada una de las secuencias obtenidas!

Corroborar que corresponden al gen o región del ADN que estamos 

estudiando.

http://www.megasoftware.net/


Blastn: secuencias de nucleótidos homólogas

• MEGA X (http://www.megasoftware.net/)
– Secuencia final → BLASTn (buscar secuencias homólogas en GenBank)
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http://www.megasoftware.net/


BLASTn/BLASTp

Análisis de Diversidad Genética
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Secuenciación

Extracción de ADN

Selección y amplificación de marcadores moleculares



Análisis de las secuencias:
análisis de Diversidad Genética

Hembras de venado de campo en la ECFA

63

 Análisis de polimorfismo en el set de datos:
• Niveles de variabilidad genética en el set de datos

• Sitios variables y filogenéticamente informativos.
• Razón de transversiones (Tv) vs. transiciones (Ts): Tv:Ts nivel de divergencia pareada 
• Test de neutralidad: test de Fu y Tajima entre otros (para todos los datos y para aquellos 

que considero a nivel poblacional)



Análisis de las secuencias:
análisis de Diversidad Genética

Hembras de venado de campo en la ECFA
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 Análisis de Genética poblacional
• Definir los haplotipos por especie
• Construcción de red de haplotipos
• Estructura poblacional:

• AMOVA



Análisis de las secuencias:
análisis de Diversidad Genética

65

 Análisis filogenéticos

• Métodos basados en modelos de evolución molecular
• Método de distancias: algoritmo de NJ
• Método de Máxima verosimilitud (ML)

• Métodos no basados en modelos de evolución 
molecular
• Maximum parsimony (MP)

Duarte, J. M. B., González, S., & Maldonado, J. E. (2008). Molecular Phylogenetics and Evolution, 49(1), 17-22



BLASTn/BLASTp

Análisis de Diversidad Genética
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Si nuestro hallazgo es “original” y/o se va 
a publicar en una revista científica

Ingresar la/s 
secuencia/s en 

el GenBank



¿Qué 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)
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GenBank

69



Subir secuencias al GenBank
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank//submit/

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/submit/


Estudio de diversidad genética en venado 
de campo

https://www.scielo.org.mx/scielo.php?pid=S2007-33642024000100005&script=sci_arttext&tlng=en
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https://www.scielo.org.mx/scielo.php?pid=S2007-33642024000100005&script=sci_arttext&tlng=en


72¡Muchas gracias por su atención!


