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MARCATORI 

MOLECOLARI 

Un MARCATORE MOLECOLARE è un 

frammento di DNA associato ad un 

tratto di cromosoma 
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sono degli strumenti molto efficaci nel determinare la 

presenza o l’assenza di un determinato gene in individui 

diversi 

o le differenze esistenti in quei tratti di DNA a cui essi sono 

associati. 

In agricoltura un marcatore molecolare ha lo stesso valore 

delle impronte digitale negli studi forensi. 
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I marcatori molecolari non sono associati 

necessariamente 

ad una variazione misurabile del fenotipo (variazione 

neutra 

di DNA) 

 

TEORIA DELLA NEUTRALITA􀁠  (1983): una 

piccolissima 

frazione dei cambiamenti del DNA ha un significato in 

termini 

adattativi, con effetto sulla fitness. La maggior parte 

delle 

mutazioni é silente tale da lasciare il prodotto genico 

inalterato … 

Riempiono spazi vuoti tra geni a fenotipo noto 
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Da dove derivano i marcatori molecolari? 

VARIAZIONI DEL GENOMA 

 

Mutazioni e polimorfismi 

I POLIMORFISMI sono frutto della naturale variazione 

nella sequenza del DNA 

I CAMBIAMENTI nel DNA sono dovuti a: 

- mutazioni di singole basi 

- inversioni, traslocazioni, delezioni 

- trasposoni 

Tutto ciò comporta che 2 organismi non sono mai identici 

nella sequenza di basi del DNA 
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Un marcatore molecolare ideale deve essere: 

 

-Altamente polimorfico 

- Codominante 

- 1requente ed uniforme sull’intero genoma 

- Comportamento neutrale alla selezione 

- Facile 

- Veloce 

- Economico 

- Altamente riproducibile 

- I dati prodotti devono essere universalmente 

analizzabili 

- Automatizzabile 



MARCATORI ENZIMATICI 
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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-specificità di questi marcatori. 

A B 

C 

D E 



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. 

A B 

C 
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Vantaggi: 

- Semplicità 

-Facile interpretazione 

 

 

Svantaggi 

-Poco abbondanti 

- Proteine con identica mobilità 

possono essere confuse 

- Possono essere influenzati 

dall’ambiente 
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Un marcatore molecolare può essere definito 

come quel locus genomico, rilevabile con 

tecniche di biologia molecolare che, in virtù 

della sua presenza, contraddistingue in 

modo caratteristico ed inequivocabile il tratto 

cromosomico con il quale si identifica e le 

regioni che lo circondano alle estremità 5’ e 

3’. 



MARCATORI MOLECOLARI 
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Tecniche di biologia molecolare più utlizzate: 

 

-Ibridazione tipo Southern 

 

- PCR Polymerase Chain Reaction 



Gel di agarosio 

orizzontale 

Gel di 

poliacrilammide 

verticale 

Colorazione con 

bromuro di etidio 

Colorazione con 

nitrato di argento 
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REAZIONE A CATENA DELLA POLIMERASI (PCR) 



REAZIONE A CATENA DELLA POLIMERASI (PCR) 



MAPPE DI RESTRIZIONE 

Utili per l’analisi di sequenze di DNA clonate, per determinare l’ordine e la 

posizione di specifici siti di restrizione. Si utilizzano due enzimi di restrizione sia 

singolarmente che in combinazione 
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A B 

Mappe dei siti di restrizione identificati nella regione codificante di un gene con 

informazioni relative agli enzimi di restrizione e alla dimensione dei frammenti 

di restrizione (A) oppure alla posizione ed alla composizione delle sequenze di 

restrizione (B) 



MARCATORI MOLECOLARI BASATI SU TECNICHE DI 

RESTRIZIONE E IBRIDAZIONE 
MARCATORI RFLP (restriction fragment length polymorphism) – 

polimorfismo della lunghezza dei frammenti di restrizione 

Le sonde 

possono essere 

omologhe o 

eterologhe, 

isolate da 

librerie 

genomiche o di 

cDNA 
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Minisatellites (VNTR) D Variable number of 

Tandem Repeats 
 

 

I minisatelliti sono unità di un motivo di base 10-50 ripetute 

in tandem, affiancata da siti di restrizione di DNA conservati. 

Il profilo elettroforetico dei minisatelliti è composto da molte 

bande, di solito entro un intervallo di dimensioni 4-20 kb. Il 

profilo viene generato utilizzando sonde EmultilocusG comuni 

che sono in grado di ibridarsi alle sequenze dei minisatelliti. 

Le sonde specifiche possono essere sviluppate con il 

clonaggio dei frammenti di restrizione del DNA. La 

variazione del numero di ripetizione unità, genera il 

polimorfismo. 
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MARCATORI RFLP 

VNTR: variable number 

of tandem repeats-

numero variabile di 

sequenze ripetute o 

minisatelliti.  

La differenza con gli 

RFLP sta nel tipo di 

sonda utilizzata. 

Il polimorfismo VNTR 

deriva dal numero di 

sequenze semplici 

derivate in tamdem tra 

due siti di restrizione 

(da 10 a 60 bp) 



Esempi di profili RFLP 

Ottenuti con sonde singolo-locus 

in una popolazione segregante (A, B) 

e con sonda multi-locus (C). 

A 

B 

C 

MARCATORI RFLP 
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Vantaggi 
- Altamente polimorfici 

-Altamente riproducibili 

 

 

Svantaggi 
- Come gli RFLP 

- Necessitano di grosse quantità di DNA di buona qualità 

- Si utilizza un isotopo radioattivo 

- Costosi 

- Tecnica laboriosa e lunga 

- Non individuano le mutazioni puntiformi 
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MARCATORI MOLECOLARI BASATI SU TECNICHE DI 

AMPLIFICAZIONE (PCR-DERIVATI) 

MARCATORI RAPD e AP-PCR 

 

Analisi di marcatori RAPD 

con primer decamerici (10-mer) casuali. 

RAPD primer 10mer con 

sequenza casuale; AP-PCR 

primer universale 13 mer 



MARCATORI RAPD e AP-PCR 

Vantaggi 

-Esecuzione rapida 

- Poco DNA necessario 

- Molto abbondanti nel genoma 

- Non è necessario conoscerne 

la sequenza 

 Svantaggi 

- Bassa riproducibilità 

 -Non sono «locus specifici» 

 -Dominanti ma non in termini stretti 

 -Stesse bande possono essere 

diversi marcatori 



MARCATORI RAPD e AP-PCR 

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). 

A B 

D C 
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MARCATORI SSR 

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). 

17.7  MARCATORI MOLECOLARI BASATI SU TECNICHE 

 DI AMPLIFICAZIONE (PCR-DERIVATI) 
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MARCATORI SSR 

Tabella 17.6 

Frequenza e distribuzione 

di microsatelliti nei genomi di alcune piante. 

17.7  MARCATORI MOLECOLARI BASATI SU TECNICHE 

 DI AMPLIFICAZIONE (PCR-DERIVATI) 



MARCATORI SSR (SINGLE SEQUENCE REPEATS) 



Necessità di conoscere le regioni fiancheggianti il microsatellite per disegnare i primers 

Due strategie: 

 -costruzione di una libreria genomicae selezione dei cloni contenenti il microsatellite mediante 

lo screening con sonde sintetice aventiun determinato motivo SSR;  

-amplificazione di frammenti di restrizione genomici usando un primer Inter-SSR in 

combinazione con primer adattatore specifico e ricostruzione delle regioni fiancheggianti il 

microsatellite entrambe richiedono il sequenziamento 



MARCATORI SSR 

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). 

A 

B 

C 

D 

E 



MARCATORI Inter-SSR 
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Vantaggi 

- Codominanti 

- Molto abbondanti nei genomi eucariotici 

- Distribuiti casualmente sul genoma anche se distribuiti preferenzialmente 

nelle regioni «low-copy» 

- Poco DNA necessario 

- Singolo locus ma possibilità di multiplex 

-Automatizzabili 

 

 

Svantaggi 

- Alto costo di sviluppo 

- Codominanti 

- Omoplasia 

- Errori della DNA polimerasi 



Amplified Fragments Length Polymorphisms 

Marcatori evidenziati con 

l’amplificazione selettiva 

via PCR di frammenti di 

restrizione del DNA 

 

Identificano polimorfismi 

dovuti sia ad 

inserzioni/delezioni che a 

sostituzioni di basi 

Preamplificazione: Primers 

complementari ai siti di 

restrizione ed agliadattatori + 1 

base selettiva 

Amplificazione: Primers 

complementari ai siti di 

restrizione ed agliadattatori + 2 

o tre basi selettive 
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MARCATORI AFLP 



49 

Vantaggi 

-Abbondanti 

- Considerevolmente riproducibili 

- Multi locus 

- Automatizzabili 

- Altamente polimorfici 

  

 

Svantaggi 

 -Dominanti 

 -Non sempre uniformemente distribuiti sul genoma 

- Necessitano di DNA ad alto peso molecolare 

- Possibile confondere loci simili 

- Procedura elaborata 
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Sequenze polimorfiche amplificate e ristrette 
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Vantaggi 

- Poco DNA necessario 

-Codominanti 

- Semplice procedura 

-Poco costosi 

 

 

 Svantaggi 

- Necessaria la conoscenza 

della sequenza 

-Dimensione dei frammenti 

limitante 



Cleaved Amplified Polymorphic Sequences (CAPS) 

e Sequence characterized amplified regions (SCAR) 
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Gli SCAR, si basano sull’amplificazione selettiva, 

mediante PCR, di loci genomici a sequenza nota il cui 

polimorfismo deriva da mutazioni INDEL 

(INserzione/DELezione). 

 

E’ un metodo estremamente rapido e pratico, in grado di 

rilevare, 

specificamente, la presenza di frammenti di diverse 

dimensioni con un semplice esperimento di PCR. 

Necessita solamente di un accurato disegno dei primers. 

Vantaggi 

-Veloci e facili 

-Altamente riproducibili 

- Locus specifici 

- Poco DNA necessario 

Svantaggi 

- Necessario conoscere la 

sequenza 



Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) 

Gli SNP sono la base molecolare per la maggior parte 

delle differenze fenotipiche tra gli individui 

Uno SNP è la più comune variazione genetica 

Gli SNP sono biallelici. 

Gli SNP nelle regioni intergeniche 

possono: 

Avere nessun effetto I 

Influenzare I segnali regolatori 

Interferire con I siti di splicing 

Gli SNP nelle regioni codificanti possono: 

Cambiare un codone di un amminoacido con 

uno ‘sinonimo’ generando nessun effetto fenotipico. 

Cambiare un codone di un amminoacido in 

modo conservativo o non conservativo 



-In ogni locus: massimo 4 alleli 

(di solito 2) 

 

- grandissimo numero di loci SNP 

 

- Spesso molti SNP per gene, 

anche dentro esoni 

 

-Non richiedono elettroforesi, per 

cui veloci ed automatizzabili  

 

Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) 

Vantaggi 

- Individuano mutazioni 

puntiformi 

-Automazione 

- Alta processività 

-Altamente discriminanti in casi di bassa 

variabilità del germoplasma 

Svantaggi 

- Costi relativamente elevati 
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Qualità comparative delle tecniche per i marcatori molecolari 

-Libertà degli effetti pleiotropici dell’ambiente 

- I marcatori del DNA generano dati omogenei 

- Molti marcatori morfologici e biochimici sono sotto controllo poligenico 

- Molti marcatori morfologici e biochimici sono affetti da epistasia e plasticità 

-Potenzialmente esistono infiniti marcatori molecolari indipendenti rispetto a quelli 

biochimici e morfologici 
-Le caratteristiche del DNA possono essere conteggiate in modo discreto (conteggio 

delle basi) rispetto ai marcatori biochimici e morfologici 

I marcatori molecolari sono selettivamente neutrali: 

non sono associati necessariamente ad una variazione misurabile del fenotipo 

(variazione neutra di DNA) 
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• tecnica di citogenetica molecolare che permette di localizzare 

ed individuare specifiche sequenze di acido nucleico su 

cromosomi, su nuclei interfasici o sezioni di tessuti ottenuti da 

qualunque materiale biologico 

 

 

• sfrutta la capacità di molecole a singolo filamento, con 

sufficiente grado di complementarietà, di ibridare, ossia di 

formare una molecola a doppio filamento 

• Correlazione tra DNA-cromosomi 
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GISH   Genomic in situ Hybridization 

 

 
• L’ibridazione genomica in situ è un metodo per esaminare le relazioni tra genomi 

• richiede l’ibridazione di sonde di DNA genomico totale su preparati cromosomici, 

seguito da rivelazione in fluorescenza 

 

• Fornisce informazioni sulle similitudini del DNA di specie correlate e rivela la posizione 

fisica delle sequenze conservate sui cromosomi 

 

• E’ uno strumento importante per la citogenetica vegetale differenziamento specie 

parentali in ibridi, studi sulla filogenia delle piante, ecc. 
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SINTENIA 



SINTENIA 

• Dal greco = legati insieme 

• Indica in genetica la presenza di due o più loci 

sullo stesso cromosoma 

•  Oggi il concetto è stato espanso per investigare 

l’omeologia (omologia residua tra cromosomi 

che in origine erano completamente omologhi) 



Nella maggior parte delle piante, l’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, 
mobilità di sequenze di DNA (es. trasposoni), delezioni e 
riarrangiamenti localizzati, si sono sovrapposti a tale lenta 
evoluzione, causando molte deviazioni dalla co-linearità 
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Blocchi di sintenia 

Organismo A 

Organismo B 

2a 4a 1a 3a 5a 6a 

2b 4b 7b 3b 8b 9b 



SORGO (diploide) e CANNA DA ZUCCHERO (autopoliploide) 
 
si sono separati circa 5 milioni di anni fa 
 
-> alto grado di colinearità 
 
-> potenziale uso del genoma di sorgo per identificare geni ortologhi 
nella canna da zucchero 



Ruggine (Puccinia melanocephela) su 
canna da zucchero cv CP72-1210 
 
Può causare perdite fino al 40% del 
raccolto 
 
La cultivar R570  possiede un gene di 
resistenza 
 
 
 







Regioni microsinteniche tra arabidopsis e pomodoro 



Il mutante diageotropica (dgt) di pomodoro 
 

- Ridotta sensibilità all’auxina  
 

 



Mappatura del locus dgt di pomodoro sulla base della 
microsintenia con arabidopsis 






