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Marcadores moleculares (MM) 
 
Un marcador genético o marcador 
molecular es un segmento de ADN 
situado en un lugar específico del 
genoma (locus) y cuya herencia 
genética se puede rastrear. Puede ser 
un “gen” o cualquier otra porción de 
genoma con o sin función conocida. 

Se usan para “marcar” el 
comportamiento de un gen o la 
herencia de una característica 
particular, como puede ser la presencia o ausencia de la característica aportada por 
el MM.  

También pueden usarse para el mapeo genético, como el primer paso para 
encontrar la posición e identidad de un gen desconocido (suponiendo que se 
conocen regiones contiguas que se  heredan juntas). 

Pueden ser Nucleares, Mitocondrial, Ribosomal, o cualquier elemento extra 
cromosomal presente en el la especie de estudio. 
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Clases de marcadores 

• Morfológicos (estudios fenotípicos) 
• Bioquímicos (Expresión Génica) 
• Moleculares
 (Secuencias de 
ADN/ARN)  
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Tipos  

• La principal razón para usar caracteres 

moleculares es que son universales. Por 

ejemplo, las regiones del genoma 

nuclear de genes ribosomales son muy 

útiles para reconstrucciones 

filogenéticas y donde los caracteres 

morfológicos presentan limitación en 

resolución. 

• Los “mejores” MM son los que 

distinguen múltiples alelos por locus 

(p.e., altamente polimórficos) y codominante (cada alelo se puede observar) 
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Los más “famosos” MM  

• Isoenzimas 

• PCR & SEQ  

• SSR (simple seq. repeat, 

microsatellites) 

• SNP (Single Nucleotide 

Polymorphisms) 

• RFLP(Restriction Fragment 

Length Polymorphism) 

• RAPDs  
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Isoenzimas o aloenzimas son variantes de la misma enzima 

Son enzimas que difieren en la secuencia de aminoácidos, pero que catalizan la 
misma reacción química. Estas enzimas suelen mostrar diferentes parámetros 
cinéticos (i.e. diferentes valores de KM), o propiedades de metabólicas diferentes. 

En genética de poblaciones es esencial un estudio de las causas y los efectos de la 
variación genética dentro y entre las poblaciones 
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Electroforesis 

bidimensional en geles de 

poliacrilamida (2-D PAGE) 

2D PAGE permite la separación 
de cientos o miles de proteínas 
(“spots”) en un único gel, 
mostrando un patrón 
característico dependiendo de 
sus características 
fisicoquímicas.  
 
Se hace en dos etapas, primera 
separa los componentes de la muestra según un 
criterio (carga, tamaño o pI), segunda según un  
parámetro distinto del anterior. Al combinar los 
modos de separación se consigue el máximo de 
resolución por electroforéticas.  
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Programas para Análisis de geles 2D  

RFLP (Restriction 

Fragment Length 

Polymorphism) 
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Enzimas de restricción (endonucleasas): puede 
reconocer una secuencia específica de nucleótidos en el 
ADN y cortarlo.  

Lista de algunas enzimas de restricción 

Programas para generar mapas de restricción 

Restriction Map / RestrictionMapper / NEBcutter2 
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PCR & SEQ (Polymerase Chain Reaction) 
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Condiciones 

estándar de la PCR 

 

Manual de la PCR de Roche 
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Los Oligo (Primers) 

• La longitud de 18 a 24 bases (en casos especiales de 
mayor tamaño). Se pueden agregar secuencias adicionales 
en el extremo 5´ no tomarse en la Tm.  
• Evitar los nucleótidos degenerados en el extremo 3´ (la 
cola 3´puede ir de 7 a 9 nucleótidos).   
• Por lo general se diseñan con un contenido de G/C entre 
40 y 60 % (Dependerá de la secuencia blanco y su contenido 
de G/C).  Recomendado esto para la cola 3´. 
• LA Tm debe estar entre  55 – 65°C La diferencia entre la 
TM de los  primers no debería exceder los  5 °C. 
• Se recomienda que los primers deban iniciar  y terminar  
con 1 o 2 bases púricas, principalmente en la cola 3´. 
• Se deben descartar la formación de estructuras secundarias internas entre los pares de primers 
(Dímeros de primers y Horquillas >3 pb). 

Tm (Básica)= (xA+xT)*2+(xG+xC)*4  

Tm (Salt-Adjusted) =81.5+16.6x(log10{[Na
+]+[K+]})+0.41x(%G+C)–

675/n 

 

Programas 
 
Primer-BLAST  / Primer3 / BioMath / SciTools 



      

 

 

 

 

CeCalCULA - C.P.T.M. Mérida. Venezuela.  http://bioinformatica.cecalc.ula.ve/ 

MgCl2 

La ADNPol requiere de Mg++ para actuar como un 

cofactor durante la reacción de la PCR, sin el 

Mg++ la ADN polimerasa es inactiva 

Muchos de los componentes de la PCR unen 

Magnesio, la matriz de ADN, agentes quelantes,  

como el EDTA o Citrato, dNTP’s, proteínas y 

residuos de los procesos de aislamiento del ADN, 

esto hace que la [Mg++] descienda durante la 

PCR.  

Mientras más magnesio reacción de PCR será más 

“rápido”. Lo que puede ser malo, ya que la polimerasa trabajará muy rápidamente lo que 

puede generar errores de lectura. Al contrario de bajas [Mg++] harán que no toda la Taq se 

active  y trabaje muy lento lo que afectará el rendimiento final de la amplificación. Por ello es 

indispensable optimizar la [Mg++] para cada nuevo ensayo (1 - 9 mM) final.  
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Microsatélites  (SSR -simple 

sequence repeat) 

• Secuencias simples de ADN altamente 

hipervariabilidad abundantes y distribuido en 

el genoma de eucariotas (algunos 

procariotas). Se desconoce su función, aunque 

se cree que intervienen en el empaquetado y 

la condensación del ADN. 

• Consisten en segmentos cortos de ADN con 

motivos repetidos de 1 a 6 pb. Están 

precedidos por secuencias conservadas (útiles 

para la PCR) 

• El polimorfismo está determinado por número 

de repeticiones en un determinado locus, 
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siendo el nivel de variación la longitud de los fragmentos.  Se estima la tasa 

de mutación entre 10-2- 10-5 por generación. 

• Sus ventajas están en que son multialélicos, polimórficos, herencia mendeliana co-

dominante, interpretación sencilla de los resultados, alta reproducibilidad y se 

requieren pequeñas cantidades de ADN.  

• Útiles para estudios poblacionales, conservados entre poblaciones cercanas o 

especies muy emparamentadas.  

• Aplicados en el mapeo de ligamiento, relaciones genéticas entre poblaciones, 

pruebas de paternidad, entre otros.  

• Son abundantes en peces, insectos himenópteros y mamíferos. Menos en aves, 

plantas y lepidópteros 

TIPOS de Microsatélites (SSR)  

• Perfectos:   CACACACACACACACACACA  
• Compuestos:   CACACACACACACACACAGAGAGAGAGAGAGAGAGA  
• Interrumpidos:  CACACACACACACACACACATTTCACACACACACACACACACACA  
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Programas 
SSR Locator  / Websat /SSRfinder / Troll / IMEx-web 
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SNP (Single NucleotidePolymorphisms)  

• Polimorfismo de nucleótido simple, variación en la secuencia 

de ADN que afecta a una sola base nucleotídica dentro del 

genoma. 

•  La mayoría de SNP se localiza en regiones no codificantes, y no 

tienen impacto en el fenotipo (SNPs sinónimos). Algunos SNPs 

pueden ocurrir en secuencias codificantes, y producir cambios a nivel fenotípico y 

posteriormente funcional (SNPs no sinónimos).  

• La variación debe darse al menos en un 1% de la población para ser considerada 

como un SNP. Si no se llega al 1% no se considera SNP y sí una mutación puntual.  

• Son muy abundantes en el genoma humano, a razón de un SNP por cada 1 300 

pares de bases y representan el 90% de la variaron, siendo dos tercios de estas del 

tipo C/T y pueden estar involucrados en la respuesta frente a enfermedades. 
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• La variación de los SNPs es muy baja, son 

buenos marcadores para estudios 

farmacológicos, evolución de poblacionales 

y  estudios de enfermedades con herencia 

mendeliana como  los de asociación del 

genoma completo GWA (Genome-wide 

association study). 

Programas 

• SNPLims  

• SNPpy 

• GWAS Analyzer  

• SNP tools MS Excel 

Bases de datos: HapMap Project / Ensembl / dbSNPs
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Nuevas técnicas 

La técnica de secuenciación clásica 
(método Sanger) aunque es capaz 
de procesar con bastante eficiencia 
la secuenciación de pequeños 
fragmentos, tiene la limitante que 
puede ser un proceso lento y 
costoso para muestras grandes 
(por ejemplo, metagenómica). 

En los últimos años han surgido 
novedosas técnicas denominadas 
Secuenciación de nueva 
generación, Next Generation 
Sequencing [NGS] o Massive 
Parallel Sequencing [MPS],  que 
permiten a un bajo costo abarcar 
grandes fragmentos de ADN/día. 

 
Rodríguez-Santiago  B. et al (2012) 
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Secuenciación de nuevas generación (NGS) 

A diferencia de los sistemas de 

secuenciación tradicionales, estas 

plataformas son capaces de 

generar paralelamente, y de forma 

masiva, millones de fragmentos de 

ADN en un único proceso de 

secuenciación, a muy alta 

velocidad  y muy bajo costo.  

Ideales para estudios que 

ambiciones procesar grandes 

cantidades de ADN como son los estudios de genómica, metagenómica, exomas, 

genoma completo, smallRNAs, metilación, ChIP-Seq, RNA-Seq.  
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Genoma completo 

La secuenciación de última generación (Next-

Generation Sequencing o NGS) permite la 

secuenciación de genomas completos, muy 

rápidamente y a “bajo” costo.  

Las plataformas de secuenciación masiva son 

capaces de producir cientos de gigabases en un 

único corrida, lo que permite comparar las 

diferencias o similitudes en genomas de interés 

Metagenómica  

es el estudio del conjunto de genomas de un determinado entorno (metagenoma) 

directamente a partir de muestras de ese ambiente, sin necesidad de aislar y cultivar 

esas especies. 
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Resecuenciación dirigida 

Consiste en el aislamiento, enriquecimiento y 

secuenciación de regiones específicas del 

genoma en una muestra. Esta técnica 

permite la detección sistemática tanto de 

variantes comunes como variantes raras o 

poco frecuentes (caracterización de grandes 

números de genes simultáneamente) 

Exomas:  

Permite la captura, el enriquecimiento y la 

secuenciación de regiones genómicas 

codificantes, lográndose la identificación de nuevos genes asociados tanto a 

enfermedades raras como comunes.  
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Configuradas   

Resecuenciación dirigida de regiones 

específicas del genoma mediante el diseño de 

sondas configuradas. 

Transcriptómica  

RNA Seq - Transcriptoma completo RNA-

Seq es la secuenciación masiva de cDNA 

para la obtención de información global de 

ARNs de una muestra (mRNAs, rRNAs, tRNAs 

y otros RNAs no codificantes) en una única o 

conjunto de células, su expresión génica, 

tipos y sitios de splicing, fusión génica, SNVs  
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SAGE  

Serial Analysis of Gene Expresion, permite el análisis de miles de transcritos al 

mismo tiempo,  secuenciando el extremo 5’ o 3’ del transcrito. Este método permite 

la identificación y cuantificación de transcritos. 

SmallRNAs  

smallRNAs, pequeños ARNs no codificantes que incluyen un gran número de 

moléculas con funciones y estructuras muy diversas (miRNAs, snoRNAs, piRNAs, 

etc).  

• Chip-Seq  

ChIP-Seq combina el método de inmunoprecipitación de la cromatina con la NGS,  

de esta forma se pueden identificar zonas de interacción proteína-DNA (cistroma). 

• Metilación  
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NGS permiten identificar 

patrones globales de 

metilación (metiloma) con 

una alta fiabilidad en muy 

poco tiempo y a bajo 

precio. 

 

Comparison of Next-

Generation Sequencing 

Systems 
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