enzima_de_restriccion

segmento de DNA clonado

Plasmido recombinante mantenido en una cepa

— Polimorfismos para la longitud de fragmentos de restriccion o RFLPs

Un segmento de DNA de secuencia Unica, obtenido a partir de un eucariota y clonado (por ejemplo en un plasmido), formara parte de uno de los
cromosomas de ese eucariota. En los siguientes esquemas se representa el cromosoma del eucariota (en color amarillo) y el segmento clonado
(en color azul). Imaginemos tres variantes de ese cromosoma (V1, V2 y V3) en lo que respecta a la existencia de una serie de dianas para un
(d4, dy, d3 y dy) situadas alrededor del segmento en cuestion, o dentro del propio segmento. Se indican los nimeros de
pares de bases (pb) entre dianas consecutivas.

Alslamlento de DNA corte con eI enzima de restrlcuon y electrofore5|s

T : ?
bacteriana (que podria pertenecer a una genoteca)
La variante V1 tiene
cuatro  dianas de . . . . .
restriccion  alrededor Vi Si se trata con el enzima de Este tipo de variantes se denominan
del segmento clonado %SE restriccion el DNA aislado de RFLPs (Restriction Fragment length
Etetaiaiataieiuiiait e un individuo que presente la Polymorphisms), y pueden detectarse
| 100 pb 300 pb 300 pb variante V1, apareceran mediante la técnica  "Southern
DNA = == oo secuencias correspondientes \ ~ Blotting". El polimorfismo se debe a la
d* J J d* al segmento de DNA \| pérdida o aparicion de dianas de
o2 o 4 clonado en fragmentos de | | restriccion y puede producirse por
L—Dbianas del enzima de restriccion——— 300 pb. diferentes tipos de mutaciones. Por
La variante V2 difiere ejemplo, una substitucion de un par
la V1 - - &rdi
ggnea la ec?iag;e gg V2 X Si se trata con el enzima de de b&tjses_pugde dglr Iugiar adlg perdlga
restriccion d, restriccion el DNA aislado de 0 adquisicion de  1a .lana €
,,,,,,,,,,,,, S un individuo que presente la restriccion del enzima Hindlll:
|
DNA ! 400 pb 300 pb variante V2, apareceran
=== } ! e secuencias correspondientes Diana de
ds dg dg al segmento de DNA (fjeesl_t“frl]gﬁion
) ) v clonado en fragmentos de
Dianas del enzima de restrlcuon—, 300 y 400 pb. L AAGCTT...
La variante V3 difiere LTTCGAA...
3§n;a Yal e&ag;e 32 V3 Si se trata con el enzima de I -
restriccion dg %';\'f/—% restriccion el DNA aislado de substitucion substitucién
************* e un individuo gue presente la (transu;lqn) (transw.lo.n)
| . A que origina que origina
| 100 pb 600 pb variante V3, apareceran la  pérdida la aparicion
DNA = == T } === secuencias correspondientes de la diana de la diana
d; dy dy al segmento de DNA AAGCCT
clonado en fragmentos de
L_Dianas del enzima de restriccior—— 600 pb. 9 ..TTCGGA...
— Deteccion del polimorfismo
Genotipo =v1 Vl Vi V2 Vi V3 V2 V2 V2 V3 V3 V3 En el esquema que aparece en este recuadro se indica el

1
Enla
electroforesis,
la velocidad
de migracion
de un
fragmento es
inversamente
proporcional
a su tamafio

resultado que se obtendria tras la aplicacion de la técnica
Southern_Blotting a los seis genotipos posibles (diploides)
que resultan de la combinacion de las variantes (alelos) V1,
V2 y V3, indicadas arriba.

I

La secuencia de DNA correspondiente al segmento de DNA
clonado estara presente en fragmentos de 300 pb, 400 pb o0 600
pb (dependiendo del genotipo) que se separaron en funcion de
su tamafio mediante la electroforesis

Transferencia a membrana e hibridacién con la sonda marcada

600 pb| —

400 pb| —
300 pb|—

Obtencion de la sonda marcada
(se dan més detalles en otro capitulo)

\\_/L Marcaje i i
<3N ~radtacho— - {~—paiamiene—
(32P)

Sonda Plasmido
marcada recombinante
- =
La sonda marcada hibrida con las secuencias

complementarias presentes en los fragmentos de 300 pb, 400
pb 0 600 pb, de los distintos genotipos.

600 pb| —

400 pb| —
300 pb|—

En este ejemplo, en la F2 del cruzamiento V1V1 x V2V2 se
obtendria una segregacion correspondiente a un gen
dominante (los genotipos V2V2 y V1V2 no son distinguibles),
mientras que en las F2 de los cruzamientos V1V1 x V3V3, o
V2V2 x V3V3 la segregacion seria de tipo codominante (los
heterozigotos pueden distinguirse de los homozigotos).

Actualmente, se conoce un gran nimero de enzimas de restriccién, cada una de ellas
rompe el DNA en una diana (secuencia) especifica. Utilizando una u otra de tales
enzimas puede detectarse polimorfismo practicamente para cualquier segmento de
DNA disponible (clonado u obtenido mediante PCR). Los RFLPs son marcadores
moleculares que tienen miiltiples aplicaciones como la identificacion_de hete rocigotos

Ia elaboracién de mapas genetlcos En la figura de la dere derecha se muestra el resultado
del analisis de un RFLP en la F2 de un cruzamiento entre dos lineas de alubia que
difieren en el tamafio del fragmento que contiene la sonda.

Marcador
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== E2 =

- S G -

RFLP (codominante) en alubia (Phaseolus vulgarisL.)
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