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%ditorial

Estimados lectores de Kuxulkab”:

urante el transcurso de este afio se han venido realizando una importante cantidad de eventos
ambientales en los que profesores y estudiantes de nuestra Division han participado divulgando
las actividades que realizamos, 1o que refleja la dindmica que se tiene de trabajo.

Kuxulkab“es otro medio de divulgaciéon importante en nuestra Division, el objetivo de nuestra
revista es hacer llegar a nuestros lectores de forma sencilla y agradable temas de interés general ademas
de darles a conocer algunas de las actividades de investigacion que se hacen en nuestra Division como
una contribucion a la divulgacion de las ciencias ambientales, entre los documentos que nos envian,
seleccionamos temas que les comuniquen cual es la situacion de los recursos naturales en especial de
nuestro Estado, ademas de algunos otros temas que describan problemas ambientales que estemos
viviendo dia a dia. Este nimero contiene una coleccion de catorce articulos y una nota ademds de un
poema de su autoria que una colega comparte con nosotros en esta ocasion. Los temas estin relacionados
a temas de actualidad en la ciencia como es la bioquimica, biotecnologia o la biologia molecular y sus
aplicaciones, asi también de reciclado de materiales y manejo de agua como un recurso vital y abundante
en nuestro estado. Entre los articulos incluidos destacan investigaciones que se llevan a cabo en nuestra
escuela tanto por alumnos como por profesores/investigadores en los que comparte resultados de cursos,
investigaciones ambientales y estudios realizados entre nuestra poblacion estudiantil con lo que
refrendamos nuestro compromiso en tener una puerta abierta para que todos los que realizan actividades
es nuestra Division tengan un espacio de comunicacion. Nuestro articulos presentan resultados de
contribuciones de investigacion de campo o bibliogrificas que se desarrollan en los cursos de
licenciatura y posgrado, asi como resultados de investigaciones realizadas como tesis o en los proyectos
de investigacion que los profesores/investigadores llevan a cabo en nuestra escuela.

Les invitamos a seguir envidndonos sus manuscritos, haciendo una especial invitacién a que cada
vez mas estudiantes se incorporen a la divulgacion de temas que consideren serdn de interés a sus
compaferos y cuyos resultados de sus investigaciones comparten con nosotros. Como siempre
agradecemos a los colaboradores interesados en la divulgacion y que comparten con nosotros temas de
interés general asi como los resultados de sus proyectos. Con un sincero reconocimiento a los colegas
que desinteresadamente colaboran en el arbitraje que nos permite mantener la calidad de los trabajos.

Lilia Gama Rosa Martha Padrén Lépez
Editor en Jefe Directora

Division Académica de Ciencias Biologicas
Universidad Juarez Auténoma de Tabasco






Los marcadores moleculares: herramientas innovadoras en biologia molecular

Yazmin Hernandez-Diaz

Manuel Jiménez Garcia
Division Académica de Ciencias Biolégicas
Universidad Juarez Autébnoma de Tabasco

Km 0.5 Carretera Vhsa. — Cardenas entronque Bosques de Saloya. Villahermosa, Tabasco.

Resumen

| presente trabajo es una recopilacion

bibliografica con base en informacién

actualizada referente a los marcadores
moleculares ya que actualmente son herramientas
innovadoras en el area de biologia molecular,
ampliamente utilizadas en genética humana,
vegetal, animal y microbiana. Los marcadores
moleculares presentan caracteristicas utiles para su
aplicacion, estos deben de ser principalmente
polimorficos y multialélicos. Hoy en dia los
marcadores mas utilizados y conocidos en las
diversas areas bioldgicas son los mencionados en el
presente articulo, sin embargo la variedad de
marcadores moleculares es muy amplia.

Introduccion

Una serie de técnicas moleculares de gran
desarrollo en los ultimos veinte afios permiten
conocer la informacion genética que los organismos
portan. Funcionan como sefialadores de diferentes
regiones del genoma y se les conoce en forma
genérica como marcadores moleculares. Son
ampliamente utilizados en genética humana,
vegetal, animal y microbiana. Permiten evidenciar
variaciones (polimorfismos) en la secuencia del
ADN entre dos individuos. (Levitus etal., 2004).

De acuerdo con Valadez y Kahl (2000) un
marcador se refiere a cualquier molécula de
proteina, ARN o ADN de tamafo o peso molecular
conocido que sirve para monitorear o calibrar la
separacion de las mismas utilizando electroforesis o
cromatografia, y un marcador genético como
cualquier gen cuya expresion permite un efecto
fenotipico que puede ser detectado facilmente.

Hernandez-Diaz_Yazmin@hotmail.com

Actualmente los marcadores moleculares son una
herramienta aplicada a muchos campos de la
biologia como evolucion, ecologia, biomedicina,
ciencias forenses y estudios de diversidad.

Sin embargo un marcador debe presentar
caracteristicas utiles para su aplicacion, este debe
ser, multialélico (un gen puede tener varios alelos),
polimorfico (analizar multiples alelos de un gen entre
una poblacién), co-dominante (un alelo no domina
sobre su alelo recesivo, sino que ambos expresan
su informacion), no epistatico (no debe presentar
influencia en mas de un caracter por condiciones
ambientales o genéticas), y neutral (no influenciado
por el medio ambiente) (Tagu y Moussard, 2003).
Esto nos lleva a las dos principales categorias de los
marcadores que se describen en este articulo: los
co-dominantes y dominantes.

Los marcadores co-dominantes permiten
identificar todos los alelos que estan presentes en
un locus determinado, mientras que los marcadores
dominantes revelan sélo un alelo dominante.

Marcadores co-dominantes

Las técnicas estan basadas en la deteccion de
diferencias en el nivel de sitios de enzimas de
restriccion, diferencias en la conformaciéon del ADN
y diferencias en la estabilidad del AND.

Polimorfismo en la longitud de fragmentos de
restriccion (RFLP’s)

Los primeros marcadores que cuantifican la
variacion en las secuencias del ADN fueron los
RFLP’s. Este método expresa diferencias
especificas del ADN que son reconocidas por
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Figura 1. Analisis de tipo RFLP en levaduras ( a,f,i,m: Rhodotorula mucilaginosa; b, j: Saccharomyces

cerevisiae; c. Zygosaccharomycetes rouxi;

e,h:Candida parapsilosis; g,k,r: Candida magnoliae;

g:Candida sorbosivorans; |: Pichia membranifaciens; n,o,p: Zygoscharomyces mellis; d:Trichosporon
mucoides) y analisis de de restriccion con la endonucleasa Hinfl. En la figura se logra apreciar la region
del gen del ARN ribosomal que fue digerido con Hinfl, donde cada especie presento un patrén de
restriccion especifico (Fuente: Carvalho et al., 2005 modificado).

enzimas de restricciéon particulares
(endonucleasas). Cada una de las endonucleasas,
reconoce Yy corta solamente una secuencia
especifica de bases nitrogenadas en el ADN,
siempre y cuando éstas no estén protegidas
(metiladas), (Eguiarte et al., 2007).

Los RFLP’s se generan por rearreglos o
mutaciones que dan lugar a la creacién o delecién
de sitios de reconocimiento para las endonucleasas
especificas. Estas variaciones también pueden
deberse a la presencia de ADN repetido con
diferente cantidad de copias sobre una region
cromosomica especifica. El concepto principal fue
que la mutacion en el sitio de restriccién, o la
mutacion que altera la distancia entre los sitios
adyacentes de restriccidon podrian ser visualizadas
como “Marcadores de ADN” (Azofeifa-Delgado,
2006).

Los fragmentos cortados por la enzima de
restriccion se separan por su tamafio mediante
electroforesis (Figura 1). Estos se transfieren a una
membrana que se coloca en una solucidon que
contiene multiples copias de una sola hebra de una

secuencia particular, los cuales han sido marcados
radiactivamente con fluorescencia. En el proceso,
la sonda hibrida solamente con fragmentos de ADN
inmovilizados en la membrana que presenten la
secuencia complementaria a la misma. Para la
visualizacién se expone la membrana a una placa
radiografica. La ventaja de los RFLP s radica en que
son altamente reproducibles, co-dominantes y
multialélicos. A su vez cuentan con la desventaja de
ser muy laboriosos, dificiles de automatizar,
requieren de infraestructura adecuada para
mantener las sondas y trabajar con radiactivos, lo
que los hace relativamente caros (Levitus et al.,
2004; Freeland, 2005). Para detectar RFLP’s se
aplican dos técnicas: Southern blots yPCR.

Simple secuencias repetidas (SSR’s):
Microsatélites

Actualmente son de los marcadores mas utilizados,
ya que son una serie de repeticiones de un solo
compuesto de 1 a 6 bases, de tipo co-dominante,
altamente polimérfico y densamente distribuido en
el genoma de los organismos eucariontes, que
generan mucha informacién y son lo

L4
38



Los marcadores moleculares: herramientas innovadoras en biologia molecularrecta par el Cocodrilo de Pantano (Crocodylus moreletii).

suficientemente especificos para diferenciar
individuos dentro de una poblaciéon (Goldstein y
Schlotterer, 1998).

El uso de los microsatélites como marcadores
moleculares esta basado en tres pasos esenciales:
aislamiento y caracterizacion de microsatélites,
disefio de primers especificos y la busqueda de
polimorfismo entre individuos. En orden a
determinar el numero de repeticiones de un
determinado locus, deben ser amplificados
especificamente por PCR y visualizados mediante
electroforesis (Tagu y Mousssard, 2006).

Los microsatélites han tomado ventaja sobre
otros marcadores genéticos como los AFLP’s,
RAPD’sy RFLP’s; debido a que: 1) tienen el mas
alto grado de polimorfismo; 2) segregan de manera
mendeliana y son co-dominantes; 3) la presencia de
un solo locus genético por microsatélite hace que la
lectura de las bandas sea clara y facil de interpretar
y 4) son selectivamente neutros (Vendramin et al.,
1996).

Polimorfismo de un solo nucleétido (SNP's)

Los SNP's se refieren a una sola posicion de pares
de bases a lo largo de una secuencia de ADN que
varia entre los individuos. La mayoria de los SNP's
solo tienen dos estados alternativos (es decir, cada
organismo tiene uno de los dos nucleédtidos
disponible en un determinado lugar), por lo que se
refieren como marcadores bialélicos (Freelad,
2005).

Utilizar a los SNP's requiere datos de
secuenciacion de calidad, una cobertura alta, y dar
un enfoque de bioinformatica para identificar los
SNP's en forma relevante. Esta técnica requiere la
secuencia de productos de PCR, los cuales son
costosos, que después de la secuenciacion y
verificacion, las diferentes secuencias obtenidas
son alineadas (Tagu y Moussard 2006). Los SNP's
pueden resultar adecuados para una amplia gama
de aplicaciones, tales como la identificacién de
individuos y para evaluar los niveles de variacion
genética dentro de las poblaciones (Morin et al.,
2004).

Marcadores dominantes

Los marcadores dominantes también se conocen
como marcadores multi-locus, ya que al mismo

tiempo generan datos de multiples loci. Las técnicas
estan basadas en la deteccion de diferentes sitios
de hibridacién de un primer arbitrario y en las
diferencias de sitios de division.

Polimorfismo de ADN amplificados al azar
(RAPD's)

Los RAPD's son marcadores que amplifican
aleatoriamente segmentos de ADN en una gran
variedad de especies. En la amplificacién al azar de
ADN polimérfico (RAPD) o PCR con primers
arbitrarios (AP-PCR) se utilizan uno o varios primers
consecuencias de nucledtidos aleatorias y de corta
longitud (8-12 nucledtidos) que hibridan con
regiones inespecificas del genoma en condiciones
de baja astringencia (Fernandez et al., 2004). Los
RAPD's se basan en la probabilidad estadistica de
que se presenten sitios complementarios al
oligonucledtido de 10 pares de bases (pb) a lo largo
del genoma. El polimorfismo de las bandas entre los
individuos se debe a cambios en la secuencia de los
nucledtidos en los sitios de acoplamiento del primer
y por insercién o delecion de los fragmentos en
estos sitios (Eguiarte et al., 2007).

Las mayores ventajas de los ensayos RAPD's
es que no se requiere informacion previa de las
secuencias genéticas, el protocolo es relativamente
rapido, facil de realizar y usa fluorescencia en lugar
de radioactividad. Debido a que es una técnica
basada en la multiplicacion de fragmentos,
solamente se necesitan nanogramos (ng) de ADN y
es factible la automatizacion (Mondragoén et al.,
2003).

Al analizar los datos obtenidos con RAPD's
(Figura 2) se deben tener en cuenta dos supuestos:
1) cada uno de los marcadores representa un locus
mendeliano en el cual el marcador es visible y 2) el
alelo dominante y los alelos marcados para
diferentes loci no migran a la misma posicion en el
gel (Lynch y Milligan, 1994). Los RAPD's son utiles
en la elaboracion de mapas genéticos, en el estudio
de parentesco y en el analisis de la estructura
poblacional, ya que ayudan a estimar tamafio
efectivo, aislamiento reproductivo y niveles de
fecundacion cruzada (Otero et al., 1997; Aagaard et
al., 1998;). Dado el gran polimorfismo que detectan,
una de sus mejores aplicaciones es la identificacion
genética de individuos, que incluye casos de clones,
hibridos somaticos y mutantes. Otra aplicacion
paralela es la deteccién de uniformidad genética con
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. 4

Clones resistentes/tolerantes

485pb

Clones susceptibles

Figura 2. Analisis RAPD asociado a la resistencia a Fusarium oxysporum en Musa. En la
figura se logra apreciar que el iniciador OPK-03 (5°CCAGCTTAGG3") produjo un fragmento de
amplificacion especifico de 485pb presente en los genotipos susceptibles y ausente en los
genotipos resistentes/tolerantes (Fuente: Zambrano et al., 2007).

un marcador eficiente y rapido, lo cual puede ser util
en la determinacion de estabilidad en programas de
reforestacion (Otero et al., 1997)

Polimorfismo de longitud de los fragmentos
amplificados (AFLP'’s)

Esta técnica es usada para la identificacion de
especies, analisis de linajes y también es usado
para identificar genes expresados en diferentes
maneras. En este caso los AFLP’s son llevados
acabos en un ADN complementario (ADNc) y
sintetizado de un ARN mensajero (ARNm). Esta
técnica llamada AFLP-ADNc, hace posible
visualizar subpoblaciones de ARNm y compararlos
con otros (Tagu y Moussard, 2006).

De acuerdo con Levitus et al., (2004) esta
técnica consiste de cuatro etapas: 1) EI ADN
genodmico es cortado con enzimas de restriccion. 2)
Adaptadores de ADN de doble cadena se adhieren
en forma especifica a los extremos de los
fragmentos obtenidos en el paso anterior,
generando asi el molde para la amplificacion del
ADN. 3) Una fraccion de los fragmentos obtenidos
es amplificado selectivamente por la accién de
primers especificos que fueron disefados para
reconocer la secuencia de los adaptadores ligados
en el segundo paso, el sitio de la enzima de

restriccion, mas una a tres bases selectivas al azar

agregadas en el extremo 3'. El uso de bases
selectivas al azar permite la amplificacion de soélo un
grupo de fragmentos de restriccion. 4) Analisis de la
subpoblacion de fragmentos amplificados mediante
su desnaturalizacion por electroforesis en geles de
alta resolucion (poliacrilamida) y visualizacion por
autoradiografia o por tincién con nitrato de plata.

Entre las ventajas que se pueden encontrar en
los AFLP’s estd que no requieren ninguna
informacion previa de la secuencia para su analisis;
se producen una gran cantidad de bandas
polimérficas; la técnica es altamente reproducible y
existen kits estandarizados. Sin embargo, requiere
gran numero de pasos para producir resultados
(Eguiarte etal., 2007).
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