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MARCATORI ENZIMATICI

Campionamento Omogeneizzazione del campione
dei tessuti in presenza di un tampone
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Marcatori biochimici: (A) fosfo-gluco-mutasi (PGM); (B) lipoossigenasi (LOX) in soia;

(C) esterasi (EXT) in poa pratense; (D,E) rappresentazioni schematiche di isoenzimi e
alloenzimi del sistema leucinoammino-peptidasi (LAP) e perossidasi (POX) in mais che
mettono in evidenza la tessuto-specificita di questi marcatori.
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Rappresentazione schematica delle possibili combinazioni di catene polipeptidiche
e di profili elettroforetici ottenibili con enzimi monomerici (A), dimerici (B)
e tetramerici (C) in organismi diploidi.



MARCATORI MOLECOLARI
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MAPPE DI RESTRIZIONE

T Frammento di DNA
e da mappare
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Digestione singola e combinata
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Kpnl tac|c 147

Afal gt|ac 145
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IBRIDAZIONE TIPO SOUTHERN BLOT (SBH)

Estrazione di
DNA genomico

i Digestione con di >
enzimi di restrizione

Separazione mediante
elettroforesi

Trasferimento
su membrana

Bl nlinl
Pl1Ianinl

Ibridazione con l
sonda marcata

Esposizione su |
lastra radiografica




IBRIDAZIONE TIPO SOUTHERN BLOT (SBH)

A Hindlll BamH| EcoRl

B Hindlll BamHI EcoRI




REAZIONE A CATENA DELLA POLIMERASI (PCR)

Polymerase Chain Reaction (PCR)
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REAZIONE A CATENA DELLA POLIMERASI (PCR)
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MARCATORI MOLECOLARI BASATI SU TECNICHE DI
RESTRIZIONE E IBRIDAZIONE

MARCATORI RFLP
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MARCATORI RFLP

(a) Marcatori RFLP

ala

alb

b/b

I‘ = endonucleasi di restrizione

ala

alb

blb

BN = sonda di ibridazione per sequenze SiNgola Copia ( —)

~| = sonda di ibridazione per sequenze ripetute (minisatellite, s=mmmms= )




MARCATORI RFLP

F"'.""" Esempi di profili RFLP

® ® = wwewe Ottenuti con sonde singolo-locus

in una popolazione segregante (A, B)
e con sonda multi-locus (C).




MARCATORI MOLECOLARI BASATI SU TECNICHE DI
AMPLIFICAZIONE (PCR-DERIVATI)

MARCATORI RAPD e AP-PCR

DNA stampo
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Prodotto di PCR
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Analisi di marcatori RAPD
con primer decamerici (10-mer) casuali.



MARCATORI RAPD e AP-PCR
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MARCATORI RAPD e AP-PCR

]

= - = g = = T
1= AR AR NARAN T nRER
- oy ﬂ-‘.hﬂﬂﬂ-ﬂﬂ"n-ﬂ“--—u-u----._

Ll o R ] - . .

- - bl Lad L - — -
e 0 8 e 0 00 0 0 e 0 00 0 e 00 0 00 0 0 0 0 0 e O 0
- e o

— e - ()

Esempi di profili RAPD:
A) landrace di radicchio (primer OPA1);

B) popolazione segregante di mais (primer OP-B20);
C) linea inbred di mais (primer OP-C7);
D) landrace di radicchio (primer M13).



Specie

Motivo ripetuto

Arabidopsis
Orzo

Citrus spp.
Conifere
Vite

Mais

Riso

Sorgo

Soia
Girasole
Pomodoro
Frumento

AT, AG, GA, CT, TC, CA
AT, CT, TG

TCT, CTT, TGC, ATT
ATT, (TAT) (TAG)
CA

GA, GT, AG

CT, AG, CA, AC, GA
GA, GT, AT, AG, AC
GGT, AAC, AAG

AT, ATT

AT, CA, CT, TA, TAT
GT, GA, ATT, GATA
CAA, CAG

GA, CT, CA,

(AT) (GT)
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MARCATORI SSR
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[C] ripetizioni estese

Figura 17.22

Confronto tra regioni di 50 kb
appartenenti ai genomi

di mais, uomo, lievito e E. coli
(modificata da: T.A. Brown
1999).
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MARCATORI SSR

(AQ), (GA),
Specie No. totale Distanza (kb) No. totale Distanza (kb)
tra due SSR tra due SSR

Arabidopsis 350 430 615 244
Riso 1.000-1.230 365-450 1.360-2.000 225-330
Frumento 23.000 292-704 36.000 212-440
Mais 12.000 110-1.000 18.000 168-710
Colza 15.000 440 - 100
Tabacco - 150 - 170
Pino 38.000-120.000 220-520 46.000-60.000 430-470
Abete - 180 - 150

Tabella 17.6
Frequenza e distribuzione
di microsatelliti nei genomi di alcune piante.
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MARCATORI SSR (SINGLE SEQUENCE REPEATS)

4— Microsatellite —»
3'¢ Reverse |5'
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MARCATORI SSR
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Esempi di profili SSR in 15 cultivar di vite (A) originatesi per ibridazione tra Pinot nero (P)
e Gouais bianco (G) e in oltre 60 piante appartenenti ad una popolazione locale di mais
(Marano) (B). Esempi di profili SSR radioattivi e fluoresceinati (C, D). Rilevazioni di alleli

microsatelliti in genotipi omozigoti ed eterozigoti mediante analisi di frammenti con

sequenziatore (E).
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MARCATORI Inter-SSR

3- 5

CACACACACACCACACACAC
GIGTGTGTGIGT GTGTGTGT

Microsatelliti

TGIGTGIGTGIGTGIGTGT

[l
5'[NNN (ca) , >3 5'l(CA), NNN >3'

-
-

Prodotti di amplificazione

ACACACACACACACACACA
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Amplified Fragments Length Polymorphisms

Restrizione
EcoRl EcoRi Msei Msel
GaaT TCGIAATTE-3  5- -3
3:- -n.A‘G[ JCT IAH|~-5 a. -5
Msel EcoRl
5 |—|G|A AT TC-3 Frammenti di
ha [ " JCTTAAG-5 restrizione
Ligazione
Adatiatore EcoRl Adattatore Mse!
s- I -~ T 7 C I Th — -3
- I T 7 A A C I }-5'
Pre-amplificazione
Primer Mse + A
@mmc‘rmcrmmc;
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Primer Eco+ C

Amplificazione finale

Primer Mse + A
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Prodotto di amplificazione




MARCATORI AFLP
EcoR|/Msel PstliMsel

+2+2 +2/+3 +3[+3 +21+2 +2(+3 +3[+3




Cleaved Amplified Polymorphic Sequences (CAPS)

Gei dl Blot di

agarasio —— ?l +—— acrifammide

Eluizione del DNA dal pezzetio di
gel o di blet che mostra iz banda

.

Riampiificazione mediante PCR
e controllo elettroforetico

Digestione del prodetto di amplificazione
con ung o pid enzimi di reskiziona

L

'

Analisi elettroforetica dei marcaton CAPS

Sequenziamento del pradotto di
amplificazione e disegno di primer

Amplificazione locus-specifica e
analist elettroforetica dei marcatori SCAR




Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs)

SNP




Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs)

—Ir) ogni locus: massimo 4 alleli T —
(dl SOlItO 2) --::I,...-: ] 1= - WLEZT 11w

- grandissimo numero di loci SNP

- Spesso m0|t| SNP per gene, 5 .-.-. ur " . .~-.-.- “___ AR, m i,

anche dentro esoni i) [ERans e
-Non richiedono elettroforesi, per | -: ;iseesii s
cui veloci ed automatizzabili I rammema
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SINTENIA



SINTENIA

« Dal greco = legati insieme
* Indica in genetica la presenza di due o piu loci
sullo stesso cromosoma

« (Oggi il concetto e stato espanso per investigare
'omeologia (omologia residua tra cromosomi
che in origine erano completamente omologhi)



Nella maggior parte delle piante, I'evoluzione delle porzioni di
genoma, piccole ma essenziali, che codificano per i geni ha
proceduto con tempi relativamente lenti

-> sequenze di DNA intrageniche e organizzazione dei geni lungo
i cromosomi sono riconoscibili

Molti fattori, come duplicazioni cromosomiche o segmentali,
mobilita di sequenze di DNA (es. trasposoni), delezioni e
riarrangiamenti localizzati, si sono sovrapposti a tale lenta
evoluzione, causando molte deviazioni dalla co-linearita
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a Mammals Homo zapiens chromosome 1
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Blocchi di sintenia

Organismo A

1
()

Organismo B



SORGO (diploide) e CANNA DA ZUCCHERO (autopoliploide)
si sono separati circa 5 milioni di anni fa
-> alto grado di colinearita

-> potenziale uso del genoma di sorgo per identificare geni ortologhi
nella canna da zucchero




Theor Appl Genet (2000} 101:962-969 O Springer-Verlag 2000

C. Asnaghi * I. Paulet - C. Kaye - L. Grivet - M. Deu
J.C. Glaszmann - A. D’Hont

Application of synteny across Poaceae to determine the map location
of a sugarcane rust resistance gene

Ruggine (Puccinia melanocephela) su
canna da zucchero cv CP72-1210

Puo causare perdite fino al 40% del
raccolto

La cultivar R570 possiede un gene di
resistenza
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Regioni microsinteniche tra arabidopsis e pomodoro

TlﬂentrarnEfe
LeCHR 1
AICHR
5 2 3 4 5 TG258
TG269 ==
VSR s

//_ TG389, dot 0.8 cM
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Il mutante diageotropica (dgt) di pomodoro

- Ridotta sensibilita all’auxina




Mappatura del locus dgt di pomodoro sulla base della
MSR2

microsintenia con arabidopsis
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