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Diversidad genetica

Mayor diversidad genética en la
especie, mayor potencial de
evolucion presentara y esa especie
ﬂi\"ﬂl‘&i_dﬂll tendrd mas posibilidades de

genetica supervivencia

Expresion de cada genotipo

Genoma de cada individuo de la
misma especie

Variedad de genes que existen en
los miembros de la misma
especie




Diversidad genetica

» Disminuye cuando hay un “cuello de botella”

Poblacion Reduccién Individuos Poblacién
inicial de l’_‘ 1 que siguiente
poblacién sobreviven

Disminuye : ——
; Aumenta la reproduccion Disminuye la
sustancialmente el . .
~ entre organismos diversidad
tamafio de la Lo
P emparentados genética
poblacion
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;Como se
determina la
diversidad
genetica?




Analisis de Diversidad Genética

Diversidad
geneética

Genotipos

—
J-'-r.- -"‘1.‘_
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Genoma

Muestreo

> Recolectar muestras biologicas
de individuos de una o mas
poblaciones.

» Esimportante cubriruna
cantidad suficiente de
individuos y poblaciones para
una buena representacion.

> Registrar datos:
* localizacion,
* fecha,

e caracteristicas del habitat



Analisis de Diversidad Genética

Extraccion de ADN e\
I R =<f<§
_\:<=<§
Seleccion y amplificacion de marcadores moleculares — = ::< =<::;-|;
T mua _< =<= |

B cicle — —
Tesiorn ==
& iels
P Bodicle  dmels 40wl
‘ T
Bt L% sl
CTGTGTGAAATTGTTATCCGC TCACAAT TCCACACAACATACGAGCCGG AAGCATAA
110 120 130 140 150 160

Secuenciacion

Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence &

[Mouse-mr to show defline and scores, click to show alignments

Color key for alignment scores
<40 40-50 50-80 80-200 >=200

BLASTn/BLASTp R

11. 2055-cB3H-11r0-A13-EEENEEVEREEREER------
sps e . . sy 12. 2327_cB3H-11F0-213-§
Analisis de Diversidad Genética 13. 2262_cB3u-11F0-A13
14. 2339_cB3H-11F0-A13-f EREEAEEER

o Aaaa ammn tama =en BE

7




Analisis de Diversidad Genética

Extraccion de ADN
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Analisis de Diversidad Genética

Extraccion de ADN -

Alcohol 70%
Heladera (4°C)

—

Nanodrop




Analisis de Diversidad Genética

Extraccion de ADN

Seleccion y amplificacion de marcadores moleculares
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Marcadores moleculares

Son secuencias de ADN que
permiten identificar variaciones
genéticas entre individuos,

poblaciones o especies.

Tienen una ubicacion fisica

identificable en el genoma.

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

poblacion.

Aestia de ded;
10 dela ruptury
o ampliamente
jor sitio junto al
ja y recon.

fivenc
amenudo

\as que
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Caracteristicas de una marcador molecular ideal

Altamente variable dentro y entre las especies.

Alto grado de polimorfismo: existencia en una

poblacidén de multiples alelos de un gen

Codominante: permite distinguir homocigotas/

heterocigotas.
Heredable.

Neutro: no estar sometido a seleccidn

(insensible a los efectos ambientales).
De rapida identificacion.

Simple analisis.

Nsv

3 \enning

Jestia de dedy
.0 dela ruptura
|o ampliamente
jor sitio junto al
ja y recon-

sivenc
amenudo
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Tipo de Marcadores moleculares

Marcadores clasicos:
Alozimas/aloenzimas (en desuso)

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

Secuencias mitocondriales (COl, Cytb, D-loop)
Microsatélites (SSR)

SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms)
Marcadores gendmicos modernos
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Tipo de Marcadores moleculares

Marcadores clasicos:

Alozimas/aloenzimas (en desuso)

Electroforesis de alozimas

Para estudiar la variacion genética
dentroy entre poblaciones.

Separacion de diferentes formas de
enzimas (alozimas) que estan
codificadas por distintos alelos en el
mismo locus génico.

Alozimas suelen diferir ligeramente
en su carga eléctrica debido a
sustituciones de aminoacidos
causadas por mutaciones genéticas.

3.0
2.0

Geanotypes

F2

F2 Fz

A1A1  AZAZ A1A2

AlA1

AlAZ  AZA2
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Tipo de Marcadores moleculares

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

Secuencias mitocondriales (COl, Cytb, D-loop)
Microsatélites (SSR)

SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms)
Marcadores gendmicos modernos
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AFLP y RAPD

AFLP ("Amplified fragment length polymorphism")
RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”)

Los RAPDs son marcadores dominantes

Actualmente NO se usan

Marcaron una etapa en la gendmica de
conservacion

Basados en fragmentos de ADN
amplificados sin conocimiento previo
de la secuencia
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Secuencias mitocondriales

I Muy usado en estudios evolutivos I

( Control Region (from posiions 16 024 o 576)

miDNA

37 genes

" Comprises:

HV1 (from posiions 16 024 ©© 16 365)
HV2 (from posions 73 10 340)

HV3 (from posiions 438 © 574)

. ;“‘
w'i v

¢
»
W

ND5

o |
L(Cum)
Saen I rRNA
[l Complex |
[l Complex liI

mRNA |l Complex IV

. FoF1atp synthase
[ tRNAS
[] non-coding

g "'50006°00001™" 2

Identificacion y “registro”
de especies (BARCODING)
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Microsatélites (SSR “Simple Sequence Repeat”)

ADN repetido en tandem (2-6pb). dividuos T | W Unidad repetitiva |
- 777 Regidn conservada
Se encuentran en regiones NO codificantes P e/ Cebador
Individuo >
N - 2 R
Neutros = e
Individua C 2 2 o i 2 o s e vz )
Codominantes

Individuo A Individuo 8 IndividuoC
Muy polimorficos

., Alelo A: 16 repeticiones ; | — —
(poseen una alta tasa de mutacion) S s ’

Alelo B: 8 repeticiones

Polimorfismo = diferentes nimeros de repeticiones (fragmentos amplificados por PCR de distinto tamafio)

Alelos con mayor nimero de repeticiones, tendran mayor tamafio y correran mas retrasados en una corrida
electroforética.
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Microsatélites (SSR “Simple Sequence Repeat”)

Genotipado de microsatélites wl & |
(electroforegrama) - A140 Iﬂ
Peak Scanner™ Software ok E

105

JT/ B 142
147

= % A140

160 B 142

80

o A

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

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

Variaciones que afecta a 1 solo nucleétido.
Al menos en el 1% de la poblacion
Muy abundantes (en todo el genoma)

La mayoria se localizan en las regiones NO
codificantes (no tienen un impacto directo en
el fenotipo de unindividuo)

Algunos introducen mutaciones en secuencias
expresadas o en regiones que influyen en la
expresion génica: pueden inducir cambios en la
estructura o regulacion de las proteinas
(variacion genética funcional)

ShP
o W\C\—’(
A ach
G T
CA T

G{C™
r C

Alta resolucién: potencial para genomica de conservacion.

Detectados mediante secuenciacion masiva (RAD-seq, GBS, WGS)

20



Marcadores genomicos modernos

RAD-seq (Restriction site Associated DNA sequencing):

Permite identificary genotipar miles de SNPs a lo largo del genoma.

No necesita un genoma de referencia completo.
Combina el uso de enzimas de restriccion con secuenciacion masiva (NGS).

Secuencia reducida del genoma alrededor de sitios de restriccion.
Altamente reproducible

GBS (Genotyping-by-Sequencing):

Enfoque similar, pero mas econémico que RAD-seq.

WGS (Whole Genome Sequencing):

Secuenciacion completa del genoma de un organismo.
Permite detectar todo tipo de variantes genéticas (no solo SNPs).

Mucho mas costosa que RAD-seq o GBS.

Aplicaciones en especies/poblaciones no modelo
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Marcadores genomicos modernos

Qué

secuencia?

Costo

Necesita genoma
de referencia

Complejidad
de analisis

RAD-seq

Regiones
asociadas a
sitios de corte

Moderado

Opcional,
pero util

Media

GBS

Fraccion
simplificada
del genoma

Bajo

Opcional

Media-Baja

WGS

Todo
el
genoma

Alto

No, pero
ayuda
mucho

Alta
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Tipo de Marcadores moleculares

Marcadores clasicos:
Alozimas/aloenzimas (en desuso)

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

Secuencias mitocondriales (COl, Cytb, D-loop)
Microsatélites (SSR)

SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms)
Marcadores gendmicos modernos
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Aplicaciones de los marcadores moleculares
en conservacion

a. Diversidad genética intra e interpoblacional
b. Estructura poblacional y conectividad

c. Identificacion de especies cripticas

d. Hibridacién y deteccién de introgresion

e. Monitoreo genético en programas de reintroduccion
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Analisis de Diversidad Genética

Extraccion de ADN

Seleccion y amplificacion de marcadores moleculares

CTGTGTGAAATTGTTATCCGC TCACAAT TCCACACAACATACGAGCCGG AAGCATAA
110 120 130 140 150 160

Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence &
[Mnuse-wer to show defline and scores, click to show alignments

Color key for alignment scores
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AarF Aaaa w4 mA w s s S
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Técnicas de Biologia Molecular

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
Enzimas de restriccion

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 Biologia Molecular

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
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Reaccion en Cadena de la Polimerasa

« PCR “Polimerase Chain Reaction”

npature

’ DesarrO”ada por Ka ry Mu"is (1986) THEINTERNATIUNALWEEKlYJUURNALUFSCIENCE
1993: Premio Nobel de Quimica e :“ ‘j:

Extavourium - discovered by
Prof. Extavour of U of WLM ac
*  PAGE 56

* Permite obtener muchas copias de e
una region elegida dentro de una
molécula de ADN

AMPLIFICACION

* Permite el copiado in vitro de ADN y ADNc

g ()l scu Nu*‘??
2 & 00

PAGE 82
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PCR: Replicacion del ADN

Ciclo celular Replicacion del ADN

La ADN polimerasallll
alarga ambas hebras

La helicasa

La célula duplica su
tamafio y aumenta lx !

Hebra plantilla

lider
3’ gzﬁ::rrolla la doble Tepolsomeress
5
Hebra lider

licacién del Fragmento de —_— > I
D‘ b s Oiazakl ' r “l 4 ‘ I ‘ 5’
asociadas; existen Hebra atrasada ARN primer N
ahora dos copias (cebador) ADN madro
de la informacién \ \

genética de la célula

ADN monocatenario unido a
proteinas haciendo las plantillas

:‘::s'::a'a"ﬂ"a La primasa disponibles para la primasay la
ictur s haciendo ADN polimerasa lll.
:anr:o la dmg&l gmp-cl.un | primer's

empiezan a condensarse
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I “Cromosoma

PCR: Reactivos necesarios ADN

Nucleétidos libres ADN polimerasa
. S

s _ Nueva hebra de ADN
Direccion

A \ o n5 a3
b\ ‘ o
Fragmento de Okazak]
“ i l
1 f
rimas: 8
cebador de ARN i

\. ADN polimerasa Bases
\v

ADN ligasa originales

« Agua libre de nucleasas (DNAsas y RNAsas)

«  Soluciéon amortiguadora (buffer): mantiene el pH éptimo para que actle la enzima

« Cation divalente (MgCl2): magnesio (Mg2+) estimulan a la enzima Taq polimerasa
para que incorpore los dNTPs

« 4 Desoxirribonucleotidos (ANTPs): dATP / dTTP / dGTP / dCTP: proveen los
nucledtidos (base + azlcar + fosfato)

. 20ligonucledtidos (cebadores o “primers”)

- Enzima ADN polimerasa (Tag DNA polimerasa)
“1969: aislada de la bacteria Thermus aquaticus en un manantial del parque nacional de Yellowstone”
« ADN molde

- =100ngADN.
- Pureza (Abs260/Abs280) = 1,7



Extension final

1

- g " =| Repeticion n
Mezcla de | = " - "| veces (ciclos) de
reaccion |*| Pasol [ Paso 2 . Paso 3 . los 3 pasos
- . n = e
O S e g g e R
. -/. Il”ﬂ -—’ iy = /
ks nMn B - 3 5 '\ Ol o
5: 3/ - n [ 0 Hﬂ \G‘
T - © . . © - 8 ..
¥ L " : " T
A& b R i S
" | P _\ HHTTTTT S 1 1 . \‘
Cebador 3’ 5 3 5’
Nucllétido : : : : \ Ll “ <:

1

Se repiten n veces (30 — 40 ciclos)




Etapas del ciclado

DE_SNATURALIZACION Inicial

<l—

e 94-95°C / 5 min.

Mezcla * Inactivacion de nucleasas y proteasas.
de - » Separacion de las hebras del ADN.
reaccion | =
Cadena de ADN =
original para copia =
ginal p. p *:
¢ |
5 ’ 3'm~
HiHE
3’ 5’:\
»
24

’ Cebador

Nucleétido

Illllllllrl
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2

PCR: Etapas del ciclado

Desnaturalizacion

DESNATURALIZACION del ADN dc

inicial
Mezcla | =
de | Pasol
reaccion | =
Cadena de ADN =
original para copia "
».
3 H 5t 3
% ? : T AHT
5’ 3'm
rrrnn . )
RRRRRREN :
3 5'.\
m 1111
% » 4 - H
" Cebador :
Nucleétido :

IEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEERN
7 \

* 94-95°C / 30 seg-1min.
« Separacion completa de las hebras del
ADN.
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PCR: Etapas del ciclado

Desnaturalizacion

inicial
v : :
Mezcla | = a : :

de | pPaso1 || Paso2 |:|Pegado de los primers

reaccion | = : -
Codona de AON =+ 3-5°C menos que Tm/ 30seg-
original para copla* : : 5I,' — I3 : 1m | n.

% iy — / N * Los oligonucledtidos se hibridan
sl'm:ms':/' - - a su secuencia complementaria
-l-u.u-u-l:\"A : e . “ANNEALING”

TRk :

r | * ? ’ :\ mun o

’ Cebador : : 3 5 :

Nucleétido : : :
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2

f’CR: Etapas del ciclado

Desnaturalizacion

inicial
v E E E
Mezcla | = -
de ' Pasol |*| Paso2 |- Paso 3 - | EXTENSION
reaccion | = . . .
Cadena de ADN : : : : ¢ 720C / 1m|n
original para copia ™ = ' = ' o
i ». ; sll'mﬂl3 — 5||||m3 - La .Taq
& | S S = skl © 4 s 0 polimerasa
A ‘./v PP - - _
3 3'n . u = comienza a
Il'mlll: ) "o "o - .
I,'HHI,'\ - - = adicionar los
;‘ 1 TTTTTTITR- . : , = hucleotidos.
” K i :\ SRR n P o = « Replicacion del
’ Cebador : : 3’ 5 : 3’ 5 : ADN
Nucleétido u u u n

35




>

f’CR: Etapas del ciclado

Desnaturalizacion

inicial
- Repeticion n
Mezcla |- veces (ciclos)
de " Paso1l Paso 2 Paso 3 de los 3 pasos
reaccion | = ~
Cad de ADN : lll“
original para copia : 5/ 3 5¢ 3 / \
» Y Y
| ] 5: 3,
a e
3‘-/

nem e
[V

;

““.::‘"-“
Ei«t
'e'

L b
5[

31

/e

|

I
HITTY
5[

31

% FpFeres
’ 3 5’

Nucleétido

:
i
\

-
&

2%
Illllllllrl

' Se obtienen 2"
moléculas de

Se repiten n veces (30 —40 ciclos) producto
amplificado




| 1 . 72°C / 10 min.

PCR: Etapas del ciclado * Se completan los
fragmentos.
Desnaturalizacién EXTENSION FINAL
inicial l,
v E E E
Mezcla | =
de | Pasol || Paso?2 |: Paso 3 .
reaccion | = . - . —_
- - ' u i
i f,'iétlﬂpia*i E . 5 E . N E P e
. '/' "mﬁ" N Il sith -\ -
iy ¢ s 3] = -
‘5‘ » . T : : 3 #a i i -
. ® o 1 0 : © 0"
3 5:\ . . o 3 [ )
g P ek - 5 iy Gl
r .- ’ ’ :\ Il“ﬂlll G 1 HHHH - e
Cebador ] ] 3’ 5 =m 3’ 5 -
Nuclt’eétido E E E E \ Iw /
. . . . T
L - - |

1

Se repiten n veces (30 — 40 ciclos)
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PCR: Etapas del ciclado Temperatura Tiempo

Ciclos

Desnaturalizacion inicial: 94-95°C 5 min

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

“« T . ) 3-5°C A i
Annealing” de los primers: = que Tm 30seg-1min | 30-40
Extension: 72°C 1 min
Extension final; 72°C 10 min
- =
T Denaturation
95
Elongation
72
60
50
Annealing
30

Time




p

PCR: Analisis del producto amplificado (tiempo final)

o Visualizacién de los fragmentos amplificados en un gel
de agarosa tenido con un agente intercalante (bromuro
de etidio, GelRed, SybrGreen).

Amplificacion de un mismo
fragmento (e]. en diferentes ADNs)

— AT MM | C-

ﬁé ETHIDIUM

4y T ¢

[ |

Distorsiéon de la hélice de ADN por la
insercion del bromuro de etidio entre las
pares de bases AT (adenina y timina) y TA.
Imagenes procedentes de
sandwalk.blogspot.com y articulo en JACS
de Reha et al., 2003.

Medir la Concentracion (ng/ul)

Nanodrop 39




Real-time PCR (“qPCR")

1" ciclo 2° ciclo 3" ciclo n ciclos
- : 5 , ::Wun .
@pesnaturalizacion @) Alineamiento @) Extension > e [_&: La ca ntldad de producto
IIIIIM
= /.,mr- s formado se controla durante el
con secuencia de A » m Illw o & o
;" . [ [ VoLl e o cUPSO de la reaccion mediante la
™ SRS N S — emitida por el/los
# % Pprimers W o Sy P L . .
P i e L fluorocromo/s introducido/s en
Polimerasa ~ umd
W ./
¢ | [ S la reaccién
Ereeeeee

0.4 -

— QS'1

— QS 2

] ] 034 |[—QS3

La intensidad de la g QS 4

fluorescencia es %02 — Ll

proporcional a la cantidad E
de ADN amplificado 0.1 -
Threshold
o L
0 10 20 30 40 50
Cycle number
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Umbral de fluorescencia
(threshold):

Es una linea
horizontal que se
coloca por encima
del ruido de fondo,
Puede definirse
manualmente o
automaticamente por
el software del
equipo.

Amplificacion eficiente del ADN.
Se determina el Ct.

=

Fase
exponencial

Intervalo

Sin aumento de producto.
Reaccidn agotada.

Valor umbral

§ o

fondo

Fluorescencia de

“Baseline”
Ciclos iniciales (~1-15).
Sefal indistinguible del fondo.

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




qPCR: Quimica de deteccion

Tinciones no especificas:
SYBR Green

4 SYBR

Desnaturalizacién

[E—

\

() PR

Polimerizacién

E 3 3 i
3

Deteccién de la sefial (polimerizacion completada)

M W W W W
M W W W W

K elgjvzrioso\.w

Sondas especificas:
Ej. TagqMan

@ TagMan

Annealing

Primer i i

Polimerizacion y desplazamiento de hebra

,,,,, e

rrrrrr
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qPCR: Quimica de deteccion

Tinciones no especificas:
SYBR Green

4 N

SYBR

Desnaturalizacién

—_—

(3] —

Polimerizacién

% % .
3

Deteccién de la sefial (polimerizacion completada)

EEE N EE N
i 3R EE EE uE 3

SYBR Green
* Agenteintercalante que se une al
surco menor del ADN doble cadena
(ADNdc)

1. Desnaturalizacion:
» ElSybrGreen esta presente en el mix
de reaccion.
* HaypocoonadadeADNdcy la
fluorescencia es baja.
2. Amplificacion:
* Se generan productos de ADNdc.
* ElSybrGreen se intercala entre las
bases del ADNdc
3. Deteccion de la sefial:
* ElSybrGreen emite una senal
fluorescente intensa al ser excitado
por el laser del equipo de qPCR.

La deteccion de productos amplificados se realiza al final de cada ciclo
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Unidades relativas de fluorescencia

Curva de Disociacion (Melting Curve)

R B e B e e i

,
e ———— =

62 64 66 68 70 72 749 76 78 80 62 84 ©6 88 90 S92 94 95 95 100 102

Temperatura (°C)

Es esencial en ensayos con SybrGreen, ya que
no distingue entre productos especificos e
inespecificos.

Permite verificar la especificidad del
producto amplificado.

Después de la amplificacion, 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
especifico.

Multiples picos: productos inespecificos o

dimeros de primers.
44



qPCR: Quimica de deteccion

. . e W Ventajas
Tinciones no especificas:
SYBR Green Bajo costo
/ \ Mo requiere sondas especiales

SYBR

Facil implementacion y disefio
Desnaturalizacién

[

@ ) ®
& Bueno para estudios exploratorios
© - =
Polimerizacién Compatible con la mayoria de los
o termocicladores
<]
% "
Y i Limitaciones

3

(2]
» Mo es especifico (se une a cualquier ADN de doble hebra)

Deteccién de la sefial (polimerizacion completada)

EEE N EE N

I 3E EE 3R EE 3 X Requiere curva de disociacion (melting curve) para validar

especificidad
K eI@VZ ric

¥ No permite ensayos multiplex

¥ Detecta productos inespecificos y dimeros de primers

» Menor precision en cuantificacién absoluta frente a sondas




Sonda fluorescente que se une especificamente a una
secuencia diana de ADN entre los dos cebadores.

La sonda esta marcada con un fluoroforo (molécula que
emite fluorescencia) en un extremoy un

(molécula que la fluorescencia) en el otro
extremo.

Amplificacion:
* Lasonda se hibrida con la secuencia diana.
* Lapolimerasa provoca la desnaturalizacion
de la sonda, separando el fluoroforo y el
quencher (emision de fluorescencia).

TagMan

Annealing

Primer

rrrrrr

Primer
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qPCR: Quimica de deteccion

Ventaja

Alta especificidad

Cuantificacian en

tiempo real

Alta sensibilidad

Mo requiere separacion

posterior

Facil de automatizar

Versatilidad

Descripcion

La sonda Taghian se une de manera especifica a la secuencia diana, lo gue mejora la

precision y reduce los falsos positivos,

Permite la cuantificacion del ADM o ARM en tiempo real, lo gue facilita el andlisis sin

necesidad de etapas posteriores como la electroforesis.

La deteccion de la fluorescencia en cada ciclo de amplificacion permite detactar incluso

cantidades minimas de ADMN o ARM,

A diferencia de otros métodos, no es necesario realizar electroforesis o analisis de gel

después de |z PCR, lo gue reduce el riesgo de contaminacion.

Las sondas Taghan pueden ser facilmente integradas en sistemas automatizados, lo

que facilita el manejo de grandes volimenes de muestras,

Son ideales para aplicaciones de cuantificacion absaoluta y relativa, w también se pusden

usar para la deteccion de mutaciones.

4 TagMan

Primer i ;

Primer

Polimerizacién y desplazamiento de hebra

¢

\

Primer

Hendidura

® o

Primer

Deteccién de la sefial (polimerizacion completada)

®* _o

Primer

JSO\.Q
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Desventaja

Costo elevado

Requiere disefio especifico

Limitaciones en secuencias

complejas

Paosible interferencia con la

fluorescencia

Puede ser menos eficiente en

muestras muy complejas

Descripcion

Las sondas Taghlan son mas caras en comparacion con otros métodos de

deteccion, como los basados en intercalantes de ADM (g]. SYBR Green),

El disefio de sondas Taghdan s mas complejo, yva que deben ser especificas para

la secuencia diana, lo que puede llevar tiempeo y ser costoso.

Puede haber dificultades en la deteccion de secuencias muy similares o altaments
variables debido 2 la necesidad de una unién especifica entre 1z sonda v 13

seCUencia de interés,

La emisian de fluorescencia puede verse afectada por la calidad de los reactivos,

la contaminacian de la muestra o |a eficiencia del sistema de deteccion.

En muestras con una alta carga de ADM o ARM no especifico, puede haber

interferencia gue afecte la precision de la cuantificacion.

qPCR: Quimica de deteccion

4 TagMan

Primer i ;

Primer

Polimerizacién y desplazamiento de hebra

¢

N

Primer

Hendidura

® o

Primer

Deteccién de la sefial (polimerizacion completada)

® ..o

Primer

JSO\.@
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& PCR en Tiempo Real vs. PCR convencional.

PCR en Tiempo Real.

PCR convencional.
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Analisis de Diversidad Genética
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CTGTGTGAAATTGTTATCCGC TCACAAT TCCACACAACATACGAGCCGG AAGCATAR
110 120 130 140 150 160

Secuenciacion

. Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence &

[Mnuse-mr to show defline and scores, click to show alignments \

Color key for alignment scores
<d0 40-50 50-80 80-200 >=200
Query

1 150 300 450 600 750

11. 2055-cB3H-11r0-A13-EEENEEVEREEREER------
12. 2327_cB3H-11F0-213-§
13. 2282_CB3H-11F0-A13
14. 2339_CB3H-11F0-Al13
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Secuenciacion de Acidos Nucleicos

* Frederick Sanger (1975)

Frederick
Sanger

 Unico objetivo: establecer la secuencia de bases

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




Secuenciacion de Acidos Nucleicos

Método Sanger:

. Utiliza “terminadores de cadena” (dideoxinucledtidos (ddNTPs)) que
al incorporarse a una cadena que se esta sintetizando, detienen la

elongacion realizada por la ADN polimerasa. ‘b

« ddNTPs: carecen del grupo 3’ hidroxilo (OH). 3 ﬁ /

Normal dNTP ddNTP
(extends DNA strand) (terminates synthesis)

Figure 19-6a Biological Scienc
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Comenzo como “Secuenciacion manual”

Método Sanger:

- Reaccion de secuenciacion: ADN molde (amplicén)
+ “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 ultimo se agrega la ADN polimerasa que
comienza la reaccion de sintesis.

« Los productos de las 4 reacciones son cargados en
un gel desnaturalizante de acrilamida-
bisacrilamiday sometidos a electroforesis.
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Hoy... “Secuenciacion automatica”

Método Sanger:

Es la empleada actualmente.
Fue desarrollada a finales de la década “80.

Emplean ddNTPs modificados: cada ddNTP lleva un fluoréforo
acoplado.

Los productos de reaccion se detectan directamente al pasar
por un laser que al excitar los fluoréforos permite detectar la
fluorescencia emitida.
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reaction

Secuencilacion “automatica”

Capillary
electrophoresis

e

=

time

Sequencing reaction

known unknown
seguence sequence

5l _ 3|
primer

dNTPs:

ddNTPs:

result

template
D) o | = | SIS S | o | i D)o

O EAALEAO

(<AL AAGCO
(<A A ACT-O
AL AAL A TN

signal

products

LA EAL TG0

120 3
GO AL A4 TG A/ - —

———
time

» Cromatograma
(AI TI GI C)
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Analisis de Diversidad Genética
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BLASTn/BLASTp
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CTGTGTGAAATTGTTATCCGC TCACAAT TCCACACAACATACGAGCCGG AAGCATAR
110 120 130 140 150 160

Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence &

[Mnuse-mr to show defline and scores, click to show alignments \

<d0
Query

Color key for alignment scores
40-50 50-80 80-200 >=200

300 450 600 750

ar

il
12.
13.
14,

2055-cB3E-11r0-213- AEEEEEVEREERERE- -
2327_c33H-11F0-213-§
2282_CB3H-11F0-A13

2339_c33H-11F0-213-§

A
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Edicion de las secuencias

» MEGAX (http://www.megasoftware.net/)

— Alineamiento multiple (secs. amplificadas en los diferentes individuos)

I M6: Alignment i )
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
DS Y| =& W ot o B YBX X (mE a Bl

DNASequences |Translated Prote’ v, “nces|

Speciesa/Abbrv
1. 87% CB3H
. 38l5 CB3H
- 3515 CB3H
- 1271-2 CB3H
- 1271-1 CB3H
- 1270 CB3H

@ oW e W M

| R TR RIS SO TP (AT ST WA TS N S SN U SR W RO R N JURN JORN N SR SR R S N D R O T
A A A A T T T G /53 6 ° A G C T A 6 G C A G A G T C C T A A T A A A G A G C C G a
70 6580 590 700 TiC

P\
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Edicion de las secuencias

e MEGAX (http://www.megasoftware.net/)
— Alineamiento multiple.

W M6: Alignment Exp ac ]
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

0O ® Wi | ™ Y ek o R LB X ¥ | mE|a LEL LS

DNASequences |Tra.n5|atedP!r sin Seque, “es

Species/Abbrv (o[ e | (sl ko (e [l oo (e[| [ |l (o [ (o[l o (o [ | el (e [ |l o (o[ |l [ [ el (e[|l (o[ |l [k |l (e[| o [

1. 87% CB3H
2. 3615 CB3H
2. 3515 CB3H
4. 1271-2 CB3H
5. 1271-1 CB3H
6. 1270 CB3H

Data Edit 5Search Alignment Web Seguencer Display Help
@i W oa L o B Y BRX ¥ B« i

DMASequences | Translated Protein Sequences |

Species/Abbrv i | e [ s | o | [ (s | (s o et et o e |t o |

1. 875 CB3H
2. 3615 CB3H
3. 3515 CB3H
4. 1271-2 CB3H
5. 1271-1 CB3H
6. 1270 CB3H
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s

1aS Il

de las secuenc

1S1S

Anali

MEGA X (

http://www.megasoftware.net/)

— Secuencia final > BLASTn (buscar secuencias homodlogas en

GenBank)

nea=(ERiwy o

8 8h 8y 8

B oY BX | mE 4

DMASequences | Translated Protein Sequences

m

1111111
.........
1111111

SSSSSSSS

- Se hace para cada una de las secuencias obtenidas!

Corroborar que corresponden al gen o region del ADN que estamos

estudiando.



http://www.megasoftware.net/

Blastn: secuencias de nucleotidos homodlogas

« MEGAX (http://www.megasoftware.net/)
— Secuencia final = BLASTn (buscar secuencias homologas en GenBank)

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ¥ Select columns ¥ Show 2]
selectall 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
il N R -
v v v v v
Ozotoceros bezoarticus isolate MRGOb2 mitochondrion, complete genome Ozotocerosb... 1008 1008 100% 0.0 98.45% 16357 NC_020766.1
Ozotoceros bezoarticus voucher NUPECCE-FNMAA40 mitochondrion. complete genome ~ Ozotocerosb... 994 994 100% 00 97.28% 16369  MZ350860.1
Mazama gouazoupira voucher NUPECCE T377 mitochondrion, complete genome Subulogouaz.. 854 854 100% 0.0 92 62% 16306 MZ350858.1
Mazama gouazoupira isolate NUPECCE T314 mitochondrion, complete genome Subulo gouaz . 843 843 100% 00 62.29% 16356  KJ772514.1
Mazama gouazoupira voucher NUPECCE:T389 mitochondrion, complete genome Subulogouaz.. 837 837 100% 0.0 92.11% 16354 MZ350866.1
Hippocamelus antisensis isolate MRGHa8 mitochondrion, complete genome Hippocamelu... 831 831 100% 0.0 91.92% 16410  NC_020711.1
Mazama gouazoupira isolate MRGsp2 mitochondrion, complete genome Subulo gouaz.. 825 825 100% 0.0 91.61% 16355  NC_020720.1
Blastocerus dichotomus mitochondrion, complete genome Blastocerusd.. 824 824 100% 0.0 91.57% 16369 0Q198442.1
Blastocerus dichotomus isolate MRGBd8 mitochondrion, complete genome Blastocerusd.. 824 824 100% 00 91.57% 16359  NC_0206821
Bisbalus citus mitochondrion, complete genome Bisbalus citus 822 822 100% 0.0 91.74% 16359  NC_087818.1
Blastoceros dichotomus haplotype P mitochondrial D-loop, partial sequence Blastocerusd.. 820 820 100% 00 91.57% 592 AY326250.1
Blastoceros dichotomus haplotype A mitochondrial D-loop, partial sequence Blastocerusd.. 816 816 100% 0.0 91.39% 592 AY326235.1
Blastoceros dichotomus haplotype Q mitochondrial D-loop, partial sequence Blastocerusd.. 811 811 100% 0.0 91.22% 502 AY326251.1 g
Mazama gouazoupira voucher NUPECCE T386 mitochondrion, complete genome Subulo gouaz . 809 809 100% 00 90.91% 16356  MZ350865.1 E
Pudu puda isolate M92144 mitochondrion, complete genome Pudu puda 807 807 100% 0.0 91.05% 16347 NC_020740.1 m
Blastoceros dichotomus haplotype M mitochondrial D-loop, partial sequence Blastocerusd.. 806 806 99% 00 91.18% 588 AY326247 1
u Blastoceros dichotomus haplotype L mitochondrial D-loop, partial sequence Blastocerusd.. 802 802 99% 0.0 91.15% 574 AY326246.1 .
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CTGTGTGAAATTGTTATCCGC TCACAAT TCCACACAACATACGAGCCGG AAGCATAR
110 120 130 140 150 160

Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence &
[Mnuse-mr to show defline and scores, click to show alignments \

Color key for alignment scores
<40 40-50 50-80 80-200 >=200
Query

1 150 300 450 600 750
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Analisis de Diversidad Genética

11. 2055-cB3H-11r0-A13-EEENEEVEREEREER------

s Qe o . . 7 .. 12. 2327_033}1—11?0—313-
Analisis de Diversidad Genética 13, zzaz_csaﬂ-mo_m'
14, 2339_(:331-1-115‘0-313
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Analisis de las secuencias:
analisis de Diversidad Genetica

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

IR EMETe Yl «0XDBxal+far @3

DNA Sequences Translated Protein Sequences

Hembras de venado de campo en la ECFA

Species/Abbrv

86370 _ECFA_He60
+3G370_ECFA He&0
SG375_ECFA Helld
+SG375_ECFA Hell4
9G383 ECFA He83
G384 ECFA Hel]
G385 ECFA Hed4
5G3659/374_pelos

. 8G374/369 fecas
10. 36371 ECFA He32
11. SG372_ECFA Heds
12. 3G376_ECFA SinCar

[T == RS B AT ¥ B E U TS R S

> Analisis de polimorfismo en el set de datos:
* Niveles de variabilidad genética en el set de datos
 Sitios variables y filogenéticamente informativos.
* Razon 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)
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Analisis de las secuencias:
analisis de Diversidad Genetica

Hembras de venado de campo en la ECFA

-
L 3
5 ‘: & Y
Y L J
e sge o ) o
: » Analisis de Genetica poblacional
3 ° . . . .
_, e » Definir los haplotipos por especie
® : . .
& ai N * Construccion de red de haplotipos
oo ¥ | e * Estructura poblacional:
[ ]
o ’ «  AMOVA
:'» 5
Cc @
[ ECFA Paraguay B Parana
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Analisis de las secuencias:
analisis de Diversidad Genetica

M. gouazoubira (msg61)
M. gouazoubira (T69)
M. gouazoubira (msgl14)
M. gouazoubira (msg001)
M. gouazouhira (T113)
M. gouazoubira (msg45)
x: gounmull;lra 1101‘)25) , ’
gouazoubira (msg. e o ° .
s ap . » Analisis filogeneticos
M. gouazoubira F
M. gouazoubira (T112
M. goumuhlm (msgSS)
H. bisulcus (hapl)
H. bisulcus (hap2)

* Métodos basados en modelos de evolucion molecular
e v « Método de distancias: algoritmo de NJ
8.‘::::::::?(‘33.‘3) -, « Método de Maxima verosimilitud (ML)

Gray Clade

+ Métodos no basados en modelos de evolucién
molecular
¢ Maximum parsimony (MP)

Vl americana (T205-PR)
M. americana (T192-PR)
M. americana (T120-GO)
M. americana ET39-PA
M. americana (T21-RO)
M. americana (T161-PA)
M. americana ETM-A.\I)
M. americana (T31-AM)
M. americana (T36-PA)
0O.hemionus (gh)

us (eb)

O.v]
Mazamasp (gh)
M. americana (T164-PA)
M. americana (T40- PA{ t Red Clade
M. americana (T70-PR
M. americana (T35-AM)
M. americana (T28-AC)
M. americana ETM -PA

M. americana
M. nmermana}
M. americana (T1
M. americana (T22- RO)
M. bororo (msg54)

M. bororo (T7 l;

M. bororo (T64

M. nana (T2)

M. nana (T185)

M. nana (153)

Rangifer tarandus (gb)

MYA

T16-MT)
gls Bolivia)

0.06 005 0.04 003 002 001 0.00

Duarte, J. M. B., Gonzélez, S., &Maldonado J. E. (2008) Molecular Phylogenetics and Evolution, 49(1), 17-22
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Analisis de Diversidad Genética
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III

Si nuestro hallazgo es “original” y/o se va
a publicar en una revista cientifica

Ingresar la/s
secuencia/s en
el GenBank
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¢;Que es el GenBank?

= NCBI Resources ¥/ HowTo ¥ Sign in to NCBI

GenBank Nucleotide v ||| j searcn

GenBank ¥ | Submit ¥ | Genomes ¥ WGS v | HIGs ¥ | EST/GSS ¥ | Metagenomes ¥ | TPA ¥ | TSA ¥ | INSDC ~

GenBank Overview GenBank Resources

GenBank Home

What is GenBank? Submission T
submission 1ypes

GenBank ¥ is the NIH genetic sequence database, an annotated collection ol publicly avallable DNA sequences (Jucleic Aci Submission Tool
20UDMISsIon ! 00IS

Research, 2013 Jan:41(D1).036-42). GenBank is part of the International Nucleon = RaAeueePTTation , which

comprises the DNA DataBank of Japan (DDBJ), the European Molecular Biology Laboratory (EMBL) and GenBank at NCBI. These three  S€arch GenBank

organizations exchange data on a daily basis. Update GenBank Records

The complete releasd
months. GenBank gr

An annotated samolg International Nucleotide Sequence Database Collaboration

format.

Accessto Gensl o GenBank — NCBI (The National Center for Biotechnology Information)

There are several WaJ

" neend] © DNA DataBank of Japan (DDBJ)
« Search and ali
CoreNucleotid .
- seren inka| ¢ The European Molecular Biology Laboratory (EMBL)
fip./Mftp.nebinl ——

GenBank Data Usage

The GenBank database is designed to provide and encourage access within the scientific community to the most up to date and
comprehensive DNA sequence information, Therefore, NCBI places no restrictions on the use or distribution of the GenBank data.
However, some submitters may claim patent, copyright, or other intellectual property rights in all or a portion of the data they have
submitted. NCBI is notin a position to assess the validity of such claims, and therefore cannot provide comment or unrestricted

- -
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GenBank

GenBank and WGS Statistics
Bases Sequences
1E13 — Gen... 1E10 — Gen...
— WGS — WGS
1E13
1ES8
1EM
1EG
1E9
1E4
1E7
0ED 0ED
1990 2000 2010 2020 1990 2000 2010 2020
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Subir secuencias al GenBank

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

GenBank Mucleotide V|| |

GenBank - | Submit + | Genomes v | WG5S « | Metagenomes = | TPA + | TSA + | INSDC - | Documentation + | Other «

How to submit data to GenBank GenBank Resources

The mest important source of new data for GenBank ® is direct submissions from scientists. GenBank depends on its contributors to help GenBank Home

keep the database as comprehensive, current, and accurate as possible. NCBI provides timely and accurate processing and biological Submission Types
review of new entries and updates to existing entries, and is ready to assist authors who have new data to submit. submission Toals

Receiving an Accession Number for your Manuscript Search GenBank

Most journals require DNA and amine acid sequences that are cited in articles be submitted to a public sequence repository Update GenBank Records
(DDBJ/ENA/GenBank - INSDC) as part of the publication process. Data exchange between DDBJ, ENA and GenBank occurs daily so it is

only necessary to submit the sequence to one database, whichever one is most convenient, without regard for where the sequence may be

published. Sequence data submitted in advance of publication can be kept confidential if requested. GenBank will provide accession

numbers for submitted sequences, usually within two working days. This accession number serves as an identifier for your submitted your

data, and allows the community to retrieve the sequence upon reading the journal article. The accession number should be included in your

manuscript, preferably in a footnote on the first page of the article, or as required by individual journal procedures.

Submissions to GenBank
There are several options for preparing and submitting data to GenBank.

\Web-based submission tools that are automatically submitted to GenBank:

+ Banklt, a WWW-based submission tool with wizards to guide the submission process.

+ Submission Portal, a unified system for multiple submission types. Currently only ribosomal RNA (rRNA), rRNA-ITS, metazoan
mitochondrial COX1, eukaryotic nuclear mRNA, Influenza, Norovirus, Dengue or SARS-CoV-2 sequences can be submitted with the
GenBank component of this tool. Genome and Transcriptome Assemblies can be submitted through the Genomes and TSA portals,
respectively. This will be expanded in the future to include other types of GenBank submissions.
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Estudio de diversidad genética en venado
de campo

THERYA, 2024, Vol. 15(1):5-16 DOI10.12933//therya-24-5379 155N 2007-3364

Revisiting the conservation genetics of Pampas deer
(Ozotoceros bezoarticus)

Susana Gonzalez™**, Lencia Rerermo!, VERONICA GUTIERREZ!, Marla Eucenia Ouvera!, CLavoia Corel Botmo!, Yanina Leone', Mariano L. Mering?,
Fernanoa Goss Braca,! Jose Mavricio Bareann Duarte,® Jesos E. MaLponapo®, ano Mariana Cosse'

!Instituto de Investigaciones Biologicas Clemente Estable-Ministerio de Educacidn y Cultura. (IIBCE-MEC). Aw. Italia 3318.
11600 Montevideo 11100, Uruguay. Email: sgonzalez@iibee.edu.uy(SG), leticiarepetto@gmail.com (LR), veroacoppetti@gmail.
com(VG), maeugeniaolivera@gmail.com (MEQ), claucorbi@gmail.com{CCB), vanileonel 1@gmail.com(YL), fabbio@hotmail.com
(FGB), mcosse@iibce.edu.uy (MC).

?Deer Spedialist Group, IVCN Species Survival Commission, Rue Mauverney 28, 1196. Gland, Switzerland. Email: sgonzalez@iibee. adu.uy (5G).

*Centro de Bioinvestigaciones, Universidad Nacional del Moroeste de la Provincia de Buenos Aires, Comision de Investigaciones Cienti-
ficas de |la Provincia de Buenos Aires, Pergamino. Buenos Aires, Argentina. Email: mariano.merino@nexo.unnoba.edu.ar (MLM).

*Muicleo de Pesquisa e Conservacao de Cervideos (NUPECCE) Departamento de Zootecnia Faculdade de Ciéncias Agrarias e Vet-
erinarias Universidade Estadual Paulista (UNESP) Via de acesso Paulo Donato Castellane, s/n CEP: 14884-900. Sao Paulo, Brazil.
Email: mauricio.barbanti@unesp.br (JIMBD).

*Center for Conservation Genomics, Smithsonian National Zoo and Conservation Biology Institute. Washington D. C, US.A.
Email: maldonadol@si.edu({JEM).

*Corresponding author: https:.//orcid.org/0000-0001-6470-6182.

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

71


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

\l“

)\"
oo
. Species

*x dlversuy

‘ Genetic
@ diversity

. s

Diversidad
genetica

Genotipos

T
:.f H\
\

( Genoma )
I'"n_

iMuchas gracias por su atencion! .,



